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RESUMO .

Este trabalho permitiu o isolamento e identificagio de cinco vitanolideos das
fothas de Acnistus arborescens (L.) Schlecht, o vitanolideo 1 (conhecido) e os
inéditos 2, 3, 4 e 5. As substdncias isoladas apresentaram atividade citotdxica em
cancer, ¢ foram identificadas através de estudos de IV, RMN 1D e 2D, e
Espectrometria de Massas.

Estudos de de-replicagio’ permitiram avaliar a atividade anti-cincer. O
extrato etéreo das folhas de A. arborescens e vitanolideos punificados (1, 2, 3,4 e 5)
foram avaliados em: cincer de mama, cincer de pulméo, cancer de célon, cancer de
prostata e carcinoma oral epidermoéide (Tabela 14). Outra parte do trabalho fo1 a
obtengdo de seis derivados sintéticos dos vitanolideos 1 e 2 (Quadro 1), permitindo
testar os mesmos nos sistemas de células cancerosas ja referidos. Estes estudos
mostraram que a substéncia natural com maior atividade € 1, em céncer de célon
(EDso= 0,03 ug/mlL).

A alteragdo mais significativa na atividade bioldgica, com a mudanga
estrutural, ocorreu em 1b, onde houve um decréscimo na atividade biologica. Esta
transformag¢fio mostrou que o sistema conjugado 2-en-l-ona é fundamental na
atividade dos vitanolideos. O derivado 1d representou uma melhora de 2 vezes na
atividade contra cancer de pulméo, embora a atividade tenha diminuido em outras de
células. O derivado 1c néo apresentou nenhum aumento na atividade, entretanto
percebemos uma certa seletividade na atividade de determinadas células. O teste
biolégico da atividade quimiopreventiva (Quinona Redutase), mostrou que 1, 2 ¢ 3
sio eficientes como indutores monofuncionais de quinona redutase, uma enzima

relacionada & quimioprevengio em cancer.

! De-replicagiio esta descrita na pagina 16 , podendo ser definida como uma técnica de analise de compostos
organicos em produtos naturais, que utiliza um sistema HPLC -MS em conjunto com a realizagio de testes
biologicos ¢ consulia a uma base de dados de produtos naturais.

VII



Quadro 1: Estruturas dos vitanolideos isolados e sintéticos.

Vitanolideos isolados
R1 |R2 R3
OH |OAc H
OH |OAc |OAc
H OAc |OAc
OH |Et0O |H
OH |OAc |EtO

th) da] W| by w

Derivados
1a |OAc |OAc [H
2a |QAc QAc |OAc

1b

1c Vide estruturas
id abaixo.

2b




ABSTRACT

Five cytotoxic withanolides (1, 2, 3, 4 and 5), four with new structures (2-5),
were isolated from the leaves of Acnistus arborescens (L.) Schlecht. Their structures
were determined by a combination of IR, 1D and 2D-NMR and mass spectral
studies. Dereplication analysis of the ethyl ether extract was useful for evaluating
the components showing significant cytotoxic activity.

The ether extract of the leaves of A. arborescens and the purified
withanolides (1, 2, 3, 4 ¢ 5) were evaluated according to standard procedures
against human cancers: breast, lung, colon, oral epidermoid carcinoma and prostate
cancer cell lines (Table 14). Six derivatives of 1 and 2 were obtained and tested
against the same cell lines (Figure 1). These data show that 1 exhibited the best
activity in colon cancer (EDs,=0,03pug/mL). The most significative structural change
in the biological activity, occurred in 1b, where there was a decrease in biological
activity. This change showed that the conjugated 2-en-one system is fundamental for
withanolides activities. The 1¢ and 1d.derivatives showed interesting results, 1d
improved twice the activity against lung cancer, although the activities decrease for
other cells. The 1c derivative does not improved the activity, despite of certain
selectivity for some cells. The Quimiopreventive activity (Quinone Reductase),
showed that 1, 2 and 3 are efficient as monofuctional inductors of Quinone

reductase, an enzime related with Quimioprevention in cancer.



Figure 1: Withanolide structures of isolated and derivatives.

Withanolides
R1 |R2 R3
OH [OAc H
OH [OAc |OAc
H OAc |OAc
OH EtO H
OH |OAc |EtO
Derivatives
OAc |OAc |H
OAc |OAc 'OAc
See structures
below.
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1- INTRODUGCAOQ
1.1- OBJETIVOS DO TRABALHO
O objetivo da tese foi o estudo fitoquimico das folhas de Acnistus arborescens
visando ¢ isolamento, a identificacdo ¢ a atividade anti-cincer de vitanolideos. Na
obten¢do de novas substincias potencialmente ativas em céncer, faz parte também a

sintese de derivados a partir dos vitanolideos isolados. O uso de técnicas de de-

replicagdo, ensalos anti-cincer ¢ quinona redutase (QR) in vitro de extratos,

vitanolideos puros e derivados também esta presente neste trabalho.

1.2 - AREA DE ESTUDO

O presente estudo faz parte da filosofia de trabalho e prioridades do nosso
grupo de pesquisa que propde a aplicagdo pratica de estudos académicos.

Duas areas do conhecimento abrangem nossos estudos: a Quimica de Produtos
Naturais (Fitoquimica) ¢ a Farmacologia (Farmacognosia), e € parte de uma
tendéncia atual na interdisciplinaridade.

O estudo quimico de vitanolideos em plantas teve inicio na década de 70 com
Lavie, que iniciou os testes em céncer para estes compostos. No Brasil, Barata et al.
(1970 (6)) estudaram A. arborescens, identificando um vitanolideo ndo usual com
grupo acetato. Neste mesmo trabalho foram feitos testes para este vitanolideo contra
cancer in vivo em ratos.

O aprimoramento das técnicas de ensaio ¢ deteccdo de compostos anti-cancer
com realizacio de testes anti-cncer in vitro, através da técnica de de-replicagdo,
levou-nos a reestudar as folhas de A. arborescens em colaboragdo com a
Universidade de Illinois em Chicago e o National Cancer Institute (NCI) dos
Estados Unidos, que vem testando extratos de plantas de varias partes do mundo
(Santos e Elisabetsky , 1999). Além destes fatores existe também a importancia da

quimica de produtos naturais em identificar novos compostos organicos.



1.3 - DESCRICAO DA PLANTA.

A planta Acnistus arborescens (L.) Schlecht é classificada da seguinte
forma:

Familia: Solanaceae

Género: Acnistus

Espécie: arborescens

Solandcea da mata pluvial da encosta Atlantica em Minas, Sio Paulo, Rio de
Janeiro ¢ Santa Catarina, as folhas da planta em estudo foram coletadas no Rio de
Janeiro e Sdo Paulo, identificadas pelo Professor Jorge Tamashiro do Instituto de
Biologia (IB) da Unicamp. As amostras botanicas da planta se encontram
depositadas no herbario do IB, n° das excicatas 125.150 e 125.151. A descrigdo

boténica de Acnistus arborescens se encontra em Barata (1970 (5)).

1.4 — VITANOLIDEOS.

Vitanolideos sio um grupo de compostos naturais que podem ser definidos
como lactonas esteroidais substituidas ( Glotter, 1991).

O esqueleto basico de um vitanolideo apresenta um anel do tipo ergostano,
no qual os C-22 e C-26 sdo apropriadamente oxidados para formar uma 8-lactona.

Um aspecto comum dos vitanolideos conhecidos € a oxidagdo em C-1, C-4,
C-22 e C-26. Nos vitanolideos ja isolados, observa-se que 90 % apresentam uma
carbonila em C-1 quase sempre o,p insatwrada. Em adigdo aos processos de
oxidagdo nos trés centros mencionados anteriormente, um dos aspectos intrigantes
das plantas que sintetizam vitanolideos ¢ extraordinaria facilidade em produzir
fungdes oxigenadas (p.e: hidroxila, epoxido e acetoxi) em quase todas as posi¢des da

cadeia. O esqueleto basico dos vitanolideos é mostrado na Figura 1.



Figura 1 — Esqueleto tipico dos vitanolideos.

Os vitanolideos foram primeiramente citados na literatura por Lavie e
Yarden (1962), mas sua elucidagdo estrutural s6 aconteceu em 1966 com Lavie et
al., que descreveram a estereoquimica da vitaferina A (7) (Figura 2) isolada das
folhas de Withania somnifera ( nome comum: Ashwagandha), uma Solanacea muito
popular na India pelas suas propriedades medicinais. Trés anos depois do trabalho
de Lavie (1966), os pesquisadores Kupchan et al (1969), isolaram varios
vitanolideos das folhas de Acwistus arborescens da Costa Rica, ¢ dentre estes
destacava-se a vitaferina (7), que apresentou atividade citotéxica.

Um aspecto bastante interessante no estudo dos vitanonideos é a presenga de
quimiotipos, ou seja a presenga de diferentes componentes quimicos, em plantas
botdnica e morfologicamente similares. As primeiras investigagdes sobre
quimiotipos foram feitas na espécie Withania somnifera de Israel, onde trés
quimiotipos foram identificados, destacando-se I e II, por estes terem sido
encontrados em Acnistus arborescens. O quimiotipo I apresenta como principal
componente a substincia 7, e como principais caracteristicas a formacio de um

sistema 4B3-OH-583,6pB epoxi, assim como a auséncia de hidroxila no C-20.



O quimiotipo II contém apenas 20-hidroxi-vitanolideos, sendo o vitanolideo
D (6) seu principal componente, onde de novo se apresenta um sistema 43-OH-
5(3,6P epoxi. Barata et al. (1970 (5) ¢ (6)) relatam o isolamento de um novo tipo de
vitanolideo (1) em Acnistus arborescens do Brasil, com a presenga de um grupo
acetato em C-7 (Figura 2), pertencendo ao quimiotipo II .

Glotter, E. (1991) apresentou uma revisio onde sdo descritos 177
vitanolideos e suas atividades farmacoldgicas. Acreditamos que até a data atual
tenham sido 1solados mais de 200 vitanolideos, e muitos outros ainda podem vir a

ser isolados devido as intimeras possibilidades estruturais.

Figura 2 - Estruturas de alguns vitanolideos (1, 6 ¢ 7)

R 1-R1=0Ac, R>=0H,R3=H
1 6 -R1=H, R2=0H, R3=H - Vitanolideo D
OH 7-R1=H, Rp=H, R3=OH - Vitaferina A

1.4.1 - Quimica e farmacologia de vitanolideos.

As propriedades farmacoldégicas como anti-tumoral, bactericida,
antiesimulante-alimentar, anti-inflamatéria e quimiopreventiva em cancer
apresentadas por vitanolideos ja estudados, tomam de grande interesse o estudo e

isolamento destes compostos (Rahman et al, 1998, Kennelly. er al., 1997).



1.4.1.1 —Vitanolideos com atividade anti-cancer

Um dos primeiros trabathos sobre a atividade farmacolégica de vitanolideos
foi feito por Kupchan et al. (1970), durante suas pesquisas sobre inibidores de
tumores provenientes de plantas. Utilizando-se do extrato alcodlico de folhas de
Acnistus arborescens, observou significativa atividade bioldgica in vitro (cultura de
tecido) contra células de carcinoma humano da nasofaringe e in vivo contra sarcoma
180 em ratos. Kupchan teve sua planta coletada na Costa Rica, dela conseguindo
isolar, por métodos cromatograficos convencionais, o vitanolideo responsavel por
aquela acdio farmacoldgica, a lactona esteroidal 7.

Dewvi et al. (1992) relatam o efeito de Withania somnifera (Ashwagandha),
da familia Solanaceae, rica em vitanolideos, contra sarcoma 180, um tipo de tumor
transplantado em ratos. Num trabatho posterior, Devi (1996) isolou o componente
ativo 7, o mesmo isolado por Kupchan.

Barata (1970 (5)) relata o efeito de redug¢dio de tumores em ratos de 4.
arborescens, € o isolamento de um novo tipo de vitanolideo (1), com a presenca de
um grupo acetato conforme observado na Figura 2.

Hill et al relatam uma série de compostos com atividade anti-cancer,
obtidos a partir das folhas de Withania somnifera, dentre os quais destacamos 7, 7a
e 8 (Figura 3).

Os compostos 7 ¢ 4B-hidroxivitanolideo E (9) (Figuras 3 ¢ 4) foram ativos
contra células de leucemia L5178Y de ratos (Yoshida ez al., 1979). O Vitanolideo E
(10) e (9) (Figura 4) obfidos por Kirson, Lavie e Glotter foram testados pré-
clinicamente pelo NCI em leucemia L-1210 e melanoma B-16; entretanto a

atividade de ambos foi menor do que o necessario para investigagdes clinicas futuras
( Glotter, 1991} .



Figura 3 - Vitanolideos com atividade anti-cincer (Hill ez. al.).

(7) Vitaferina A (72) 12 B—Hidroxi Vitaferina A
( atividade anti-tumoral) ( atividade anti-leucémica)

(8) 15 p—Hidroxi Vitaferina A
{ atividade anti-leucémica)

A presenca de um epoxido- 5B, 6f parece ter importidncia na atividade
antitumoral de vitanolideos. Um exemplo de composto inativo em céncer ¢ o
vitanolideo S (12) (Figura 4), um composto no qual o epoxido- 5B, 68 foi convertido
em 5q, 63 diol (Glotter, 1991).

1.4.1.2 - Vitanolideos com atividade anti-inflamatéria.
O Epoxivitanolideo D (13) e fisangulideo (11), isolados de Physalis angulata,
(Figura 4) apresentaram efeito anti-inflamatério quando administrados intra-



peritonealmente em ratos (10 mg/kg) em inflamagdes induzidas. Os resultados

foram comparaveis aos obtidos com hidrocortisona (Syrov et al., 1989).

1.4.1.3 —Vitanolideos com atividade anti-alimentar.

Muitos vitanolideos sdo antiestimulantes alimentares de insetos, como por
exemplo 10 que possui potente atividade na larva de Spodoptera littoralis, e o 48-
hidroxa vitanolideo (9) ( Figura 4) que é 10 vezes menos ativo que o vitanolideo

anterior (Ascher et al., 1980). Ambos foram isolados de Withania somnifera.

Figura 4 - Vitanolideos com atividade biologica.




1.4.1.4 —Vitanolideos com atividade bactericida.

Investigacbes em vitaferina A (7) (Figura 5), antes de sua elucidagdo
estrutural, levaram a conclusio de que este composto possuia propriedades
antibacterianas, principalmente contra microorganismos gram-positivos (Ben-
Efraim, S. e Yardem, A., 1962). Numa pesquisa posterior (Chatterjee ¢ Chakraborti,
1980) ficou comprovado que 27-deoxivitaferina A (14) (Figura 5) é mais ativa do
que outros compostos relacionados, mesmo quando comparado com a propria
vitaferina A (7), vitanolideo D (6), 2,3 diH- diidrodeoxivitaferina A (15) e 2,3 diH-
dndrovitaferina A (16) (Figura 5).

Figura 5 — Vitanolideos com atividade bactericida.

OH

7 -R1=H, Rp=0H

6 -R1=0OH, Rp=H

14- R1=Ry=H

15-23 diH, R;=R,=H

16 - 2,3 diH, Ry=H, R,= OH



1.4.1.5 - Vitanolideos na quimioprevencgéo do céncer.

A quimioprevengdo de cancer ¢ definida como o uso de compostos quimicos,
ou compostos que fazem parte da dieta humana, para bloguear, inibir ou reverter o
desenvolvimento de cancer (Gerhéduser et al., 1997).

A indugdo de enzimas, como por exemplo a Quinona Redutase (QR), por
agentes quimicos, ¢ considerado o mais importante mecanismo de protegio contra o
estresse quimico e iniciagdo da carcinogénese. Uma abordagem na determinagio de
novos agentes quimiopreventivos em céncer, € o teste de extratos de plantas ou
compostos puros como indicadores de QR (Gerhéuser et al., 1997).

Estudos epidemiolégicos mostram que pessoas que consomem uma alta
proporgdo de vegetais verdes ou amarelos em suas dietas, apresentam um
decréscimo no risco de desenvolver alguns tipos de cancer (Colditz et al., 1985). Um
trabatho subsequente, levou ao isolamento de varios compostos de frutas e vegetais
que reduzem a incidéncia de carcinogénese induzida em laboratorio, entre eles
podemos citar sulforafano de brécoli e outros vegetais cruciferos (Zhang et al.,
1992), B-caroteno de uma variedade de vegetais e frutas, e os mono-terpenos
limoneno e D-carvona de vanas espécies citricas (Wattenberg et al., 1989).

Kenelly er al (1997) descrevem um estudo dos frutos de Physalis
philadelfica, comumente utilizados na culinaria da América Latina no preparo de
temperos ¢ molhos, mostrando que os mesmos induzem a atividade de QR em
cultura de células Hepa lcc7. O estudo fitoquimico destes frutos levou ao
isolamento de vitanolideos 17, 18 e 19, Figura 6. Destes vitanolideos 17 é apontado
pelo autor como um possivel artefato, obtido durante o processo de extragdo, onde
foi utilizado metanol, este reagiria com a dupla C2-C3 pré existente em 18. Os
resultados de indugdo de QR com estes vitanolideos, segundo o artigo, foram
bastante satisfatdrios.



Figura 6 - Vitanolideos com atividade quimio-preventiva em céncer.

17 18 -R=OH
19-R=H

1.5 - Uma breve introducéo sobre Céncer e seu tratamento>.

Cerca de 1,5 milhdo de casos de cancer sdo diagnosticados anualmente nos
EUA. Embora nenhum medicamento ou tratamento definitivo contra o cancer tenha
sido encontrado, muito progresso estd sendo feito na compreensio das causas do
cancer, € no desenvolvimento de tratamentos efetivos e novas drogas. Cancer é o
termo genérico para descrever uma colegdio de cerca de 150 doengas diferentes,
caracterizadas por uma rapida e anormal diviso celular do tecido, e pela migragio
de células para partes do corpo distantes da origem. Com a rapida e desnecesséria
divisdo celular, logo se forma um excesso de tecido, conhecido como tumor, que
pode ser benigno (inofensivo) ou maligno (tem a habilidade de se espalhar pelo
corpo ¢ formar outros tumores). Alguns tipos de cincer ndo envolvem tumores, tais
como a leucemia, mas, tal como em outros cénceres, hd uma reprodugio
incontrolada ¢ indesejada de células (leucdeitos ou eritrécitos, no caso da leucemia);

as causas ndo sdo, ainda, completamente conhecidas e algumas foram identificadas.

Em alguns casos a modificagio do DNA parece ser a responsavel pela

alteragdo do crescimento normal da célula. Muitos compostos quimicos, também,

2 Referéncias na Internet (vide bibliografia)
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podem induzir a formagdo de tumores cancerigenos e, dentre estes, destacam-se a
aflatoxina B1(21) (presente no mofo do amendoim) e o benzopireno (20) (presente

no alcatrdo dos cigarros).

20 21

1.5.1 — Quimioterapia.

Os agentes quimicos para o tratamento de céncer sdo chamados de
antineoplésicos, sdo baseados no fato de que as células cancerigenas crescem mais
rapido de que as células normais. Algumas células, porém, também crescem
rapidamente: os foliculos capilares, o epitélio intestinal, células do sistema
imunologico. Os antineoplasicos possuem efeitos colaterais sobre todas as células do
organismo que apresentam crescimento acelerado. Um dos primeiros
antineoplasicos utilizados foi1 0 Mecloroetamina (22), utilizado como arma quimica
na primeira guerra mundial. Os principais danos causados por esta droga nos
soldados afetados foram sobre as células de rapido crescimento, tal como epitélio
intestinal e tecido linfatico. Esta descoberta levou os cientistas a utilizar 22 no
tratamento do céncer e, hoje, no minimo 10 canceres podem ser tratados com esta
substancia, tal como doenga de Hodgkin e linfosarcoma.

H\@ /H

o N 2:_\/\0

22
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Um agente quimioterdpico ideal mataria as céhulas cancerigenas e seria
inofensivo as células sadias. Nenhum agente quimioterapico, por enquanto, atende a
estes critérios, € os mais efetivos sdo também os mais toxicos para os humanos e,
portanto, precisam ser cuidadosamente controlados quando ministrados aos
pacientes. Existem trés fontes principais de agentes quimioterapicos: substincias
quimicas sintéticas, produtos produzidos por miCro-organismos, organismos
marinhos e plantas. Os quimioterapicos s3o agentes capazes de perturbar ou inibir a

divisdo (crescimento) das células.

1.5.2 - Produtos Naturais anti-cancer derivados de plantas.

A quimica dos produtos naturais, estava até recentemente, muitc mais
preocupada com o isolamento e elucidagio estrutural de metabélitos secundarios
(Quimiosistematica), do que propriamente com a atividade bioldgica destes. A
tendéncia atual ¢ da pesquisa multidisciplinar onde quimicos, botinicos, bidlogos,
fisicos devem interagir, € como consequéncia a separagdo entre diversas disciplinas
esta se tornando menos distinta. Os quimicos de produtos naturais estio realizando a
deteccdo, o isolamento e a identificagdo de produtos ativos biologicamente, numa
ctapa que requer ainda muitos outros passos, para que se possa chegar 2 um
composto com potencial farmacolégico.

Muitos avangos tem sido feitos no tratamento de algumas formas de cancer
através da quimioterapia, utilizada sozinha ou em conjunto com outras formas de
tratamento. Infelizmente, porém, o niimero de drogas utilizadas comercialmente nio
¢ suficiente frente ao grande numero de tipos de céncer detectados, € em alguns
casos as drogas utilizadas ndo sdo suficientemente ativas contra determinados tipos
de cancer. Podemos citar como exemplo os Estados Unidos, no qual existem 50
drogas clinicamente aprovadas, que conseguem curar completamente apenas 12%
dos vérios tipos de cancer, como por exemplo a leucemia linfocita € a doenca de
Hodgkin (Boyd, 1992).

Com relagdo ao estudo de produtos naturais, e mais especificamente no

estudo de plantas com alguma atividade medicinal, muito pouco foi estudado até o
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presente momento. O numero de plantas superiores (com flores) no planeta segundo
estimativas € de aproximadamente 250.000, entretanto um pequeno nmumero de
especies destas plantas tem sido estudadas com relagdo aos seus potenciais
medicinal e bioldgico. O Brasil possui 55.000 espécies de plantas superiores, mas
sequer 1% destas espécies foram estudadas quimica e/ou farmacologicamente
(Barata et al., 1998), adicionalmente as pesquisas realizadas se esgotam na
publicacdo de um artigo cientifico.

O nimero de produtos farmacéuticos isolados de plantas utilizados
terapéuticamente € de aproximadamente 120, destes apenas 12 sdo utilizados no
tratamento do céncer (Cordell ez al., 1991). Das drogas anti-cincer utilizadas
clinicamente ¢ dertvadas de plantas, as mais conhecidas sio a vinblastina e
vincristina, isoladas de Catharanthus roseus. Mais recentemente novos agentes
foram descobertos, destacando-se o paclitaxel ou taxol (23), utilizado como
tratamento de céincer de ovario, ¢ obtido semi-sinteticamente de uma fonte

renovavel, Taxus baccata (Cordell et al., 1997).

1.6 — Estratégias na busca de novos agentes anti-cincer e ensaios biolégicos
(Kinghom et al., 1995)

Embora possam ser feitas modificagdes nas estruturas ja conhecidas com
objetivo de aumentar a eficacia e biodisponibilidade e/ou reduzir a toxicidade, &
fundamental procurar na grande diversidade de estruturas quimicas da natureza

novas moléculas, que possam ser otimizadas do ponto de vista farmacolégico.
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Existem muitas abordagens para facilitar a descoberta de novas drogas
provenientes de produtos naturais. As abordagens na descoberta de metabélitos
secundarios de plantas com atividade biolégica que vem sendo utilizadas sdo:
abordagem etnofarmacolégica, quimiotaxondmica, a pesquisa dirigida e a pesquisa
aleatoria.

A_abordagsem etnofarmacoldgica leva em conta o conhecimento popular,

indigena ou de especialistas tradicionais no uso de determinadas espécies de plantas:
seus usos, modo de preparagdo € o tipo de doenga tratada. As plantas com potencial
medicinal sdo coletadas e testadas para determinadas doengas através de ensaios
bioldgicos. Segundo estimativas, aproximadamente 75% da populagdo mundial faz
uso da medicina popular, utilizando-se de plantas medicinais, para o tratamento de
uma série de enfermidades. Um caso de observagdo cientifica na descoberta de
droga anti-cincer € a vinblastina, que comegou com a sua utiliza¢do inicial como
agente anti-hiperglicémico.

A abordagem quimiotaxondmica, leva em conta a premissa de que uma
determinada familia de plantas produz metabélitos secundarios similares. Esta
abordagem € de utilidade variada dependendo da necessidade de pesquisa. Se o
propésito da descoberta de drogas provenientes de produtos naturais é obter novos
compostos biologicamente ativos, este método pode prover compostos muito
similares em estrutura, mas com diferentes atividades biolégicas. Portanto, neste
caso a variabilidade quimica pode contribuir com informagdes importantes relativas
a estrutura-atividade dos compostos como eficacia e toxicidade.

A abordagem baseada em estudos dirigidos de plantas & baseada na

aquisicio de uma lista selecionada de plantas que /) tenham informagdes

etnomédicas relacionada a um doenca especifica, i7) tenha demonstrada atividade in
Vitro, in vivo ou possua outra atividade biolégica relevante para esta doenga, i)
contenha produtos naturais conhecidos que possuam atividade bioldgica em um ou
mais ensaios relevantes. Plantas que tenham um relato de uso etnomeédico, atividade

In vitro, in vivo, ou em outro estudo bioldgicamente relevante, e ndo tenham sido
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previamente isolados os compostos responsdveis por esta atividade também sdo
selecionados para analises subsequentes.

A abordagem aleatéria é aquela na qual uma série de plantas, de uma

determinada drea geografica, ¢ coletada ¢ avaliada em um amplo espectro de
atividades biolégicas. Um exemplo desta abordagem é o programa do National
Cancer Institute (NCI) que possui sessenta tipos de células cancerosas, nas quais
extratos de plantas sdio testados com relagdo a citotoxicidade ¢ HIV. Muitas
empresas farmacéuticas estdo utilizando esta abordagem para criar bancos de dados
da diversidade quimica, para uso atual ou futuro. A empresa americana Eli Lilly Co.,
na busca por espécies utilizadas em medicina tradicional para qualquer fim,
conseguiu detectar de 400 espécies de plantas, 3 substincias ativas em ensaios para
atividade antitumoral. No programa de busca aleatoria do NCIL, de um total de
20.525 espécies coletadas 10,4% foram ativas em pelo menos um tipo de tumor
animal (Cordell et al., 1997).

Em nosso trabalho selecionamos a planta Acristus arborescens do Brasil,
baseado em estudos da literatura que indicavam:

a) apresenga de pelo menos um vitanolideo (Barata 1970 (5))

b) a presenca nesta planta de compostos com atividade anti-cancer.

Além destas evidéncias, a abordagem quimiotaxondmica, mostra que a
familia Solanacea é bastante citada na literatura como possuidora de vitanolideos
(lactonas esteroidais), compostos de interesse em nossa pesquisa.

Seguindo a escolha da planta para estudo, o ponto de partida na pesquisa de
qualquer droga proveniente de produtos naturais é a analise quimica dos
componentes (‘screening quimico’) para posteriores testes biologicos.

Existe ainda alguma confusdo com relagdo no uso dos termos antineoplasico
e citotoxicidade na literatura. O NCI definiu estes termos precisamente:
citotoxicidade se refere a toxicidade em células cancerosas in vitro, enquanto

atividade antineoplasica ou antitumoral se referem a toxicidade em células
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cancerosas /n vivo. A maior parte dos ensaios realizados para analise destas
atividades foi desenvolvido pelo NCI, com programas extensivos sendo conduzidos
na busca de agentes anti-cincer. Até 1981 haviam sido analisadas 35.000 espécies
de plantas representando 1551 géneros e 114.000 extratos tinham sido analisados
para citotoxicidade in vitro e in vivo contra varios sistemas tumorais. Embora muitos
compostos com atividades anti-tumorais tenham sido detectados através destas
analises, poucos destes se mostraram clinicamente efetivos contra tumores sélidos
de crescimento lento. Isto € consequéncia de se utilizar nos ensaios, por motivos
praticos, tumores de rapida divisdo celular. Por outro lado, ensaios in vivo ndo sdo

praticos devido ao longo periodo de tempo e alto custo.

1.6.1 - De-replicagéio de produtos naturais.

De-replicagido € uma estratégia de analise na procura de novas drogas, onde o
foco ¢ a identificacdo rapida de novas substéncias, ativas brolégicamente, a partir de
fontes naturais. O desenvolvimento da técnica comegou com a necessidade de se
priorizar amostras com atividade bioldgica, uma vez que o trabalho de isolamento e
identificagdo de compostos ativos, pode ser muitas vezes dispendioso e nio
raramente levar a compostos ja conhecidos.

A de-replicagdo pode ser dividida em duas estratégias de analise: a quimica e

a biologica.

1.6.1.1 — De-replicagiio Quimica

A de-replicagdo quimica consta de véarias técmicas dentre as quais a
cromatografia em camada delgada (CCD) e o ‘screening quimico’, embora estas
duas técnicas sejam bastante familiares aos pesquisadores brasileiros, nio se utiliza
o termo de-replicacdo para estas técnicas.

Muitas publicagdes foram feitas a respeito da técnica de de-replicagio
quimica nas ultimas décadas. A aceitagdo deste 'screening quimico’ comegou com o

desenvolvimento de técnicas cromatograficas, usando por exemplo CCD. A segunda
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fase de desenvolvimento de estratégias na identificagdo de compostos quimicos se
deu no inicio da década de setenta, com o advento dos computadores que podiam
processar uma grande quantidade de dados.

O inicio das técnicas de 'screening quimico’ foi feito por pesquisadores no
final do século dezenove e no comego do século recém passado. O estudo chamado
de 'screening fitoquimico de plantas’ € o processo onde a informagéo das classes de
compostos em extratos de plantas € obtido, através de reagdes especificas que déo
cores caracteristicas para cada classe de compostos, algumas classes de compostos
que podem ser analisadas por esta técmica cluem: alcaldides, polifendis,
glicosideos, saponinas e flavondides.

Os problemas desta técnica sdo: a ndo seletividade das reagdes para uma
determinada classe de compostos, levando a falsos positivos e falsos negativos, ou
muitas vezes a quantidade de determinado composto ndo ser suficiente para a
detecgdo através do teste. Algumas revisdes da literatura com relagdo aos tipos de
reagentes utilizados para identificagio de diferentes classes de compostos foram
publicadas (Farnsworth, 1966 ; Marini-Bettolo ef al., 1981 e Fong, 1973).

O advento de técnicas cromatograficas em papel, e mais notadamente em
camada delgada, proporcionou aos pesquisadores técnicas de rapida visualizacio
para a separagdo € tdentificagdo de classes de compostos em produtos naturais.

A identificagdo de classes de produtos naturais em extratos de plantas antes
do isolamento em si e identifica¢do, é uma pratica comum quando se tem como
objetivo a obtencdo de determinada classe de compostos. Entretanto, esta pratica €
limitada, quando se tem por objetivo a obtengéo de novas classes de compostos.

Muitos técnicas de CCD e esquemas de extragio vem sendo utilizados
ultimamente no ‘screeming’ fitoquimico. O sistema de extragdio consiste
normalmente em se obter os principios ativos das plantas através do uso de solventes
em ordem crescente de polaridade, ou entdo da extracdo com um solvente pouco
seletivo como etanol, e em seguida o particionamento das fragdes através de

cromatografia em coluna. Os extratos sdo entdo submetidos a varios sistemas de
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solvente em CCD, utilizando também sistemas variados de adsorventes como por
exemplo silica gel ou celulose. As placas sdo entfio secas e submetidas a um spray
com uma variedade reveladores, muitos deles especificos para determinada classe de
compostos (Marini-Bettolo, 1981 e Stahl, 1969). Um método recente de “screening”
quimico utiliza placas cromatograficas empacotadas com diferentes fases solidas,
visando obter um perfil cromatografico do extrato. Esta estratégia vem sendo
utilizada para priorizar extratos, com atividade inibidora em HIV, a partir de
invertebrados marinhos, cianobactérias , liquens e plantas terrestres. A fase inicial de
screening mostrou que extratos aquosos de muitos organismos marinhos continham
atividade anti-HIV. A analise quimica destes extratos mostrou que estes possuiam
taninos ¢ polissacarideos, os quais eram responsaveis pela alta e ndo usual
ocorréncia de imibigdo viral. Os pesquisadores no intuito de encontrar novos agentes
anti-virais, removiam dos extratos os polissacarideos e taninos (compostos de
reconhecida atividade biologica). O extrato somente seria submetido ao screening se
4pOs a etapa anterior, que removeu polissacarideos e taninos, houvesse atividade
anti-HIV. O screening quimico consiste de trés sistemas de placas. Dois deles { 0 Cy4
e Cy3) fornecem mformacgdes sobre a polaridade dos constituintes, e a placa
Sephadex G-25 fornece informacdo sobre a massa molecular relativa dos compostos.
Este procedimento rapidamente elimina compostos ja conhecidos e um perfil de
elui¢do é estabelecido, porém poucas informagdes estruturais dos compostos s3o
obtidas por este método (Cordell et al., 1997).
1.6.2 - De-replicagio biolégica.

O segundo tipo fundamental de estratégia de de-replicagdo é baseada nas
atividades biolégicas de um determinado composto.

O programa de andlise do NCI dos Estados Unidos é um exemplo de
estratégia de de-replicagio bioldgica. A premissa utilizada é a de que novos agentes
anti-cancer devem possuir atividade bioldgica diferencial nas 60 culturas de células
cancerosas que compdem o programa do NCI. Neste programa extratos € compostos

isolados sdo testados nas culturas de células obtendo-se valores de EDsy, que sdo
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comparados com uma base de dados de compostos e extratos ja analisados (Cordell
et al., 1997).

1.6.3 - De-replicagéo combinando abordagem quimica e biolégica

As técnicas de de-replicagdo tem levado a algumas limitagdes. O screening
quimico de extratos nio leva em conta informagdes bioldgicas e fornece apenas
informagdes dos grupos funcionais ou de classes de compostos na amostra. A de-
replicagdo atraves de técnicas cromatograficas pode focalizar determinadas classes
de compostos de interesse, € em condi¢cdes 6timas associar uma resposta bioldgica
com uma classe de compostos, por exemplo a bioautografia’, entretanto este tipo de
abordagem nfo permite uma decisdo critica se o composto ativo ¢ inédito. Um
grande niimero de sistemas em CCD em conjunto com reveladores tem sido
utilizados no campo da pesquisa microbial desde 1960, e estas técnicas vem sendo
extensivamente empregadas na analise de novos agentes microbiais ( Aszalos et al,
1975).

O advento da técnica de HPLC/MS, em conjunto com um sistema
eletrospray, permitic que um grande namero de informagdes pudesse ser coletado a
partir da analise de um extrato de plantas. Ao mesmo tempo existem muitas
aplicagbes para esta técnica, sendo aqui apresentado seu uso na de-replicagdo
quimica/biolégica de extratos de plantas (Figura 7). A técnica de de-replicagéo
representa uma fusdo entre a instrumentagdo do HPLC-MS, e a informagio
processada através de um banco de dados contendo informagdes sobre produtos
naturais (Cordell e Shin, 1999 ).

O equipamento de HPLC/MS utilizado para a técnica de de-replicagio
consiste de um sistema elesirospray e um espectrOmetro contendo um detetor
quadrupolar. O processo de de-replicagdo consiste de duas fases distintas. A

primeira etapa consiste na separagdo ¢ coleta de dados, a segunda fase consiste na

3 Bioautografia — técnica que une a cromatografia em camada delgada com realizagio de testes biologicos
{p.ex atividade bactericida), e muito utilizada na deteccio de possiveis compostos com atividade biologica em
extratos de plantas.
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analise dos dados. As wvaridveis da primeira etapa incluem parimetros
cromatograficos, manipulagdo da amostra e testes bioldgicos. A segunda etapa
envolve estratégias para analise dos dados espectroscopicos e atividade biologica. A
analise dos dados espectroscopicos pode ser auxiliada pelo uso de bases de dados
como veremos a seguir. O uso da técnica de de-replicagdo nos mostra uma linha de
pesquisa muito promissora, bastando lembrar a riqueza de nossa flora, para se ter
uma idéia da abrangéncia que pode ser alcangada nos estudos de extratos de plantas
e em curto espago de tempo (Cordell e Shin, 1999 ).

Figura 7 — Técnica de de-replicagio de produtos naturais.

INJETOR
LC/MS Detector UV/VISIVEL
— COLUNA COLETOR DE

AMOSTRAS

—

ESPECTROMETRO  splitter
DE MASSAS
( eletrospray )

BIOENSAIO

1.6.4 — Bases de dados da Quimica de Produtos Naturais.

Um dos grandes avangos na analise de produtos naturais foi o
desenvolvimento de processos de analise com computador. Com o advento de
computadores menores e mais potentes, as informagdes passaram a se tornar mais
facilmente disponiveis, sendo possivel hoje em dia localizar informagdes como
pardmetros quimicos, taxondmicos ou farmacologicos. Com o advento de sistemas

de bases de dados, as informagdes relativas a diversos produtos naturais que se
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encontravam normalmente em uma variedade de livros, jornais e resumos de
conferéncias, podem agora ser encontradas num pequeno niimero de bases de dados.

O sistema ‘Sciemiﬁc and Technical Nerwork’ (STN) de base de dados pode
ser separado em dois tipos: um na qual a informagio bibliografica pode ser
armazenada (por exemplo o resumo de um artigo) ou entio pode-se obter
informagdo estrutural da molécula (Tabela 1).

As bases de dados referentes a produtos naturais que compdem o (STN) sdo:
MEDLINE, EMBASE, BIOSIS, BEILSTEIN, SPECINFO, HNCST-E, Chemical
Abstracts Registry, Chapman and Hall's Dictionary of Natural Products, DEREP,
MARINLIT, The Marine Natural Products Database, ¢ NAPRALERT da
University of Illinois em Chicago. As similaridades e diferengas de cada um do

bancos de dados sdo comentadas nos paragrafos seguintes:

Tabela 1 — Bases de dados utilizadas na pesquisa de produtos naturais.

Base de dados Referéncia Atualizacio tipo de dados

BIELSTEIN quimica orginica Periddica estruturais
BIOSIS biossintese Semanal bibliograficos

CA (1967- ) quimica e Quinzenal bibliografia

engenharia quimica

EMBASE biomédicas e farmicia | Semanal bibliograficos
JICST (1985- ) Jornais japoneses Quinzenal bibliograficos
MEDLINE medicina Quinzenal bibliograficos
NAPRALERT produtos naturais Mensal bibliograficos

SPECINFO infravermelho Trimestral estruturais/

dados espectrais
REGISTRY (1957- indice de substincias Semanal estruturais
quimicas
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A Universidade de Illinois, com a qual parte deste trabalho foi feito em
colaboragdo, tem se dedicado aos testes de avaliagdo destes compostos. O estudo
farmacologico tem sido feito pelo grupo de pesquisa do Professor Geoffrey Cordell

que faz parte dos Colaboradores deste projeto.

2 - RESULTADOS E DISCUSSAO

2.1 - Métodos de extracio

Na primeira etapa do nosso trabalho usamos apenas 92,2 g de folhas de 4.
arborescens, coletadas no Jardim Botinico do Rio de Janeiro. Estas folhas foram
submetidas a um sistema de extragio em Soxhlet, com solventes em ordem
crescente de polaridade (n-hexano, éter etilico e etanol). Este método mostrou-se
muito eficiente para extragdo das pequenas quantidades de folhas. Assim, foi
possivel o isolamento de dois vitanolideos 1 e 2, que totalizaram apenas 28,3 mg
(tabela 16, parte experimental).

A necessidade de isolar maior quantidade de vitanolideos, nos levou a procura
de uma fonte maior de 4. arborescens, o que foi conseguido apés consulta do Prof,
Jorge Tamashiro (Departamento de Botinica ~Unicamp), Prof. Keith Brown
(Depatamento.de Zoologia- Unicamp) e do Sr. Gentil Godoy (Diretor Estagio
Expenimental do IAC em Ubatuba), onde a planta péde ser encontrada em seu
habitat natural. Pode-se entfio coletar 3 kg de folhas verdes de A. arborescens, que
foram secas ao sol totalizando 1,3 kg. Esta quantidade de folhas permitiu o
isolamento de cinco vitanolideos em quantidades apreciaveis ( > 100 mg) e levar até
o fim este trabalho.

A metodologia para extragio das substéncias teve de ser adaptada em fungdo da
grande quantidade de fothas. O método utilizado foi o da extragdio sucessiva a frio
com etanol (solvente pouco seletivo) que permitiu extrair grande quantidade de
compostos. A partir desta etapa seguimos os tratamentos de partigdo e separagio

cromatografica classicos (Tabela 17, pag. 64).
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2.2 — Identificagio dos vitanolideos -

O reestudo de A. arborescens permitiu-nos isolar do extrato etéreo trés
compostos com caracteristicas dos vitanolideos, os quais chamamos de 1, 2 ¢ 3
(Figura 9). O vitanolideo 1 ja havia sido isolado por Barata et.al (1970). Do extrato
etandlico isolamos os vitanolideos 4 ¢ 5 (Figura 9).

A identificagdo dos vitanolideos foi feita através técnicas de IV, RMN 'H,
RMN “C, HMBC, COLOC, HSQC ,COSY, NOESY, nOe diff ¢ DEPT 135 °.

Os espectros de IV dos vitanolideos (E-6, E-16, E-23, E-31 ¢ E-38, apéndice)
indicaram a presenga de carbonila o,B insaturada em torno de 1686 cm™ (1, 2, 3 ¢ 4),
carbonila conjugada de lactona em torno de 1705 cm™ (1 ¢ 2), e a presenca de banda
de OH entre 3400 e 3500 cm™ (1-5). A identificagdo dos vitanolideos foi feita
também pela analise dos seus espectros de RMN *C e DEPT 135°, comparando-se
com vitanolideos de estrutura conhecida (Kupchan et. al, Pelletier et. al, Nittala et.
al, Nittala e Lavie, ¢ Habtemariam, S). Na tabela 2 sdo apresentados os principais
deslocamentos quimicos nos espectros de RMN 'H de 1-5.

2.2.1 — Estudos de RMN dos vitanolideos isolados.

Vitanolideo 1

A analise dos dados de RMN 'H do vitanolideo 1 (E-1) apresentou 0s
deslocamentos caracteristicos descritos na tabela 2 e Figura 8, e outros sinais
mostrados nas tabelas 2 e 4. A andlise das constantes de acoplamento permitiram-
nos localizar os hidrogénios 2, 3, 4, 6 € 7, assim como os hidrogénios 2 e 3 estdo de
acordo com um sistema com cefona o, insaturada, conforme ja haviamos
observado no espectro de IV (E-6). O H-4 a 3,8 ppm apresentou-s¢ como um
dubleto com J = 5,9 Hz, o que nos leva a posiciona-lo proximo ao epdxido na jungio
dos anéis A e B. O sinal a 64,8, referente a H-7, aparece como um duplo dublete (J =
1,8 e 9,3) e fo1 correlacionado como um préton debaixo de grupo acetato que é
vizinho ao hidrogénio do ep6xido. Os dados obtidos pelo espectro de COSY (‘H-
'H) (tabela 3, E2), nos auxiliaram na confirmagiio dos dados anteriores para

localizagdo dos hidrogénios da molécula.
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Tabela 2- Sinais relevantes de RMN'H de vitanolideos de A. arborescens.

& 'H (J em Hertz)
H-2 H-3 H-4 H-6 H-7 H-16 H-22
Composto
1 6,26d (10) 6,96 dd 3,80d 3,34d 4,84 dd 1,25 4,18 dd
(5,9,10) (5,9) {1.8) (1,8 :9.3) (34,134
2 6,0d(9,9)| 696dd 3,80dd 3,40d 4,80 dd 5,401 420dd
(5,9,99) (58.11) {1,8) (1,8:9.5) (7.7) (3,7, 13,2)
3 6,05 dd 6,85 ddd 3,00 dt 3,40d 481dd, 3,35t 4,30dd
(10,2,7) | (2,7,10,6) | (192,27 (1.2) 9.5,1,2) (7,7) (3,4.13.2)
H4B
4 6,20d 6,95 dd 3.75d (5.9) 3,28d 3,50 dd 1,25 4318 dd
(10) (5,9, 1) {0.8) (9,0, 0,8) (3.4,13.4)
5 6,20d 6,95 dd 3,75d 3,35d 485dd 4,55 dd 4,40 dd
(3,9.,99) {(5.8) (1,0) (1,0,9,5) {(7,7,74)| (3.7, 13,2)
Grupos metila e etileno
Composto 18 19 21 -OCH.CH; 7-0COCH; 16- OCOCH,
1 0.88 1.44 127 212
2 0,88 1,44 1,29 2,10 1,94
3 0,93 1,29 131 2.10 1,96
4 0.80 1,38 1,32 4,10 g
5 0,82 1,40 1,33 412¢ 2.10 2.00

Tabela 3- Correlagdes observadas no espectro COSY de 1.

Hidrogénio (8) Hidrogénio correlacionado (8 )
H-3 (6,93) H-2 (6,20)

H-3 (6,93) H-4 (3,80)

H-7 (4,80) H-8 (1,82)

H-7 (4,80) H-6 (3,25)

H-22 (4,20) H-23ax , H-23 eq

H-14 (1,10) H-15 (1,45)

A atribuigdo completa da molécula 1 pdde ser feita pela analise de outras

técnicas. Na analise do espectro de DEPT (E-3) observamos a presenga de 5 grupos

CH,, 6 grupos metila e 10 grupos CH, estando dois destes grupos na regido

caracteristica de CH insaturados (8132,3 ¢ 141,5). Em complementag3o, observamos
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no espectro de RMN °C (E-4, Figura 9, Tabela 4), a presenca de trés carbonilas
(8c 201,9; 172,5 e 165,9); dois carbonos insaturados (3148,8 e 122,2) e quatro
carbonos C, (C-5, C-10, C13 e C-20), dois deles carbinélicos, um em C-5 (867,0 ) e
outro em C-20 (o 75,0).

A atribuigdo dos carbonos 14 e 17 foi feita atraveés da analise, em conjunto,
dos espectros HSQC (E-5) e COSY (E-2). Através do espectro HSQC ficaram
estabelecidas as correpondéncias entre os protons e carbonos como 8y 1,10/ 8¢ 55,52
e dy1,39/ ¢ 5382. A distingdo, entre os dois sinais (C-14 ou C-17), foi feita através
da observagdo da correlagdo do sinal a 84 1,10 com o grupo metileno (Hz-15) a &y
1,45.

A andlise das estereoquimica de 1 foi feita em conjunto com os dados da
literatura, interpretagio dos espectro de NOESY ( E-1a) e RMN 'H . A posigio de
H-7 pode ser definmida pelo valor de J de 9,3 Hz entre os protons H-7 € H-8, o valor
desta constante sugere que estes dois hidrogénios estejam em posigdo trans. Além
desde dado, observamos o efeito nOe entre o H-7 com H-9a e H-14-o (de
estereoquimica ja@ conhecida (Glotter, 1991)). Consequentemente o substituinte
acetoxi tem configuragdo B. A estereoquimica de C-4 fo1 avaliada pelo experimento
NOESY, onde observamos efeito nOe entre H-4 ¢ H-6c, levando-nos a concluir que
H-4 é a. Glotter (1991) estabelece para os vitanolideos que “todos possuem a
configuragdo 22R”. Consequentemente, a atribuicdo desta estereoquimica ¢
raramente determinada sem ambiguidade e usualmente € ignorada. As constantes de
acoplamento com H,-23, calculadas teoricamente através de um programa (Cache
4.4 for Windows, 2001) sdo bem distintas para os dois 1s0meros H-22 (0,5- 4 Hz e
9-13,8 Hz para H-22a, € 2,5- 7 Hz e 2- 5 Hz para H-223). Desse modo, a constante
de acoplamento observada (J= 3,4, 13,4 Hz) define H-22 como a € o centro como R.

O proton H-22a (84,18) mostrou correlagdes nOe com os protons H>-23 a &
2,06 ¢ 2,41
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Tabela 4. Vitanolideos 1, 2, e 3: Deslocamentos quimicos de RMN de °C e 'He

correlagdes 'J obtidas por experimento HSQC.

Vitanolideo 1 Vitanolideo 2 Vitanolideo 3
C S¢ Oy oc Oy d¢ Ox
(/ em Hertz) (/ emHertz) (/ em Hertz)
1 201,13 201,56 202,4
2 132.33 6.20 d (10,0) 132,33 6,0d(9.9) 1293 6,05dd (2.7:10)
3 141,57 6,96 dd (5,9 ; 10,0) 142,00 6,96 dd (5.9; 9.9) 1432 6,85 ddd ( 2,7; 10; 6.0)
P 69,30 3,80d(5.9) 69,18 3,80ad (5.8; 1,1) 32,5 1,95(19.2; 6)
4p 3,004(19.2; 2.7)
3 67,02 66.86 64,9
3 62,41 334d(1,8) 62.34 3,40d(1,8) 63,8 3,404d(1,2)
7 74,56 484dd (93, 1,8) 7432 4.804d(1,8,9,5) 746 481dd(9.5:1.2)
g 34,06 1.82 (9,3) 33,34 1,83 (9,5 338 191(9,5)
3 4332 121 42,89 1,29 435 142
10 46,87 46,64 478
iT 22,12 148 1,86 21,75 1.51:1,94 23,7 22:19
12 3947 1,987 1,20 39.45 136, 1,95 202 139; 2,02
I3 43,52 44,13 43,5
12 53,52 1.10 52,56 137 (2.0) 52,7 1.4(2,0)
15 25,55 145 35,89 1.34: 2,06 359 1,32, 2,06
16 29,69 1.25 75,57 54t (7.7) 75,8 5351(7.7)
17 53,82 1,39 59,1 1,75 553 1.81
18 13,45 0,89 1428 0.91 14,7 093
19 17,18 1,44 17.14 145 15,4 129
70 74,96 74,49 74,1
21 20,80 1,27 20,27 1,29 20,6 131
2 80,82 4,184d (3,4, 13.9) £0,62 4,20 4d (3,7; 13,2) 80.8 430 dd (3.4: 13.2)
3 3148 2,06 ; 2,41 31,03 226, 2,40 314 227 241
24 148,82 14853 143.8
25 121,99 12237 1223
26 165,96 166,07 166.0
77 12,46 1,88 12,23 1,89 12,7 1,90
% 20,55 194 20,56 1,29 209 142
70Ac 172.5 (C=0) 170.5 (C=0) 1703 (C=0)
7-04¢ 21,52 (CHsz ) 2.1 21,14 (CH3 ) 210 21,5(CHz) 210
16-OAc 171,7° (C=0) 171,67 (C=0)
16- OAc 21,21°(CHs ) 1.96 21,7° (CH; ) 155

Observacio: a , b - Estas atribuigdes podem ser intercambiadas.
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Vitanolideo 2

A andlise dos dados de RMN 'H do inédito vitanolideo 2 (E-8) apresentou
deslocamentos caracteristicos: 86,20 ( d, J = 10 Hz, H-2), 66,96 (dd , J= 6 ; 10Hz,
H-3), 83,80 (d , J= 6 Hz, H-4) (Figura 8) e outros sinais mostrados nas Tabelas 2 e 4.

Além destes, 0 o espectro de RMN 'H de 2 apresentou um tripleto a 35,4
correspondente a um hidrogénio vizinho ao grupo acetato adicional em relagdo a 1,
apresentando uma mudanga significativa em relagdo a 1, que mostra para H,-16 um
multipleto a §1,25. No espectro de °C, para o C-16 uma mudanga de 629,69 em 1,
para §75,57 em 2. A posigio deste segundo grupo acetato em 2, poderia ser atribuida
tanto as posi¢des 12, 15 como 16.

Com o intuito de localizar inequivocamente a posigdo deste grupo, foram
utilizadas as técnicas: HSQC (tabela 4, E-12), COLOC (tabela 5, E-13, E-13a-b),
COSY (tabela 6, E-9) e nOe diff ( E-14) que permitiram posicionar o grupo acetato
em C-16 e com a estereoquimica a. Observou-se por COSY (tabela 6, E-9) que o
H-16, junto ao grupo acetato, apresenta duas correlagdes: uma com o préton a 82,06
e outra com préton a 81,75. O préton a 81,75 se correlaciona com o carbono a §59,1
(HSQC, E-12), correspondendo ao carbono C-17. A atribuigdo de C-17 em 859,1 foi
confirmada pelas correlagdes a longa distdncia (COLOC, E13, E13a-b): os 3H do
grupo metila em C-18 tem uma correlagio 2/ com o C-13 e duas correlagdes *J com
C-14 ¢ C-17, ja os 3H do grupo metila em C-21 tem correlagio °J com C-17 (tabela
5). Através da andlise do espectro de NOESY e nOe diff (E-9a ¢ E-14) pudemos
obter informag¢des complementares sobre a estereoquimica de 2, como por exemplo
definir a estereoquimica do H-16. A atribui¢do da estereoguimica do C-16, merece
uma discussdo particular: um nimero razoavel de vitanolideos substituidos em C-16
tem sido isolados recentemente de Solaniceas. Trés derivados 16a-substituidos
foram isolados de Exodeconus maritumus (Gil et al, 1997), dois derivados 16B-
substituidos foram obtidos de tomatillos (Physalis philadephica) (Kennely et al.,

1997), trés compostos 16a-substituidos de Discopodium  penninervum
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(Habtemariam et al, 1993), ¢ um isémero 16a de Iochoma coccineum (Alfonso et
al,1991), Hyoscyamus niger (Ma et al.,1999), e Salpichroa origanifolia (
Tettamanzi et al., 2001)7 Nestes casos, a estereoquimica do grupo hidroxi em C-16
foi deduzida através de observagiio do efeito nOe entre H-14c e H-16a (Kennely et
al., 1997), por cristalografia de raios-X (Alfonso et al., 1991; Ma et al., 1999), e
pelo efeito nOe entre H;-183 e H-16B (Habtemariam et al., 1993; Gil et al, 1997;
Tettamanz et al., 2001). No caso do vitanolideo 2, foram observados para o H-16
(85,4) efeitos nOe com os prétons a & 0,91; 1,32; 1,72; 2,06; e 4,08, correspondendo,
respectivamente a H;-188, H-15, H-17a, H-15, ¢ H-22a (E-9a, figura 8a). A
irradiagao ao H-16, através da técnica nOe diff, mostrou os mesmos resultados. Para
se definir a estereoquimica de H-16, foram importantes os incrementos nos sinais de
H;-183 e H-22a. A livre rotagdo da ligagdo C-17 e C-20 faz com que o0 H-22a tenha
uma proximidade espacial com H-16, seja ele o ou B.

No caso do efeito nOe entre H-16 € H;-188 hd a interagéo entre H-16 com
uma metila ligada a estrutura rigida do esterdide, o que nos leva a atribuir a

estereoquimica f3 para H-16. Portanto a estereoquimica do grupo acetato ¢ .

Figura 8 — Principais sinais em RMN 'H e fragmentos de massa de 1 ¢ 2.

- 4,2 ppm(dd, 3,7¢ 13,2 Hz)

H 54 ppm
(L 7.7Hz)

PP H kS "‘H 4.8 ppm
3,8 ppm 3,4 ppm
(dd, J=59e1Hz) (d,J=1,28Hz)

1-R=H OBS: Os deslocamentos dos hidrogénios sio muito

semelhantes para 1e2, com excegdo do H16 a
2 -R=0Ac 54 ppmem 2, que passapara 8125em 1.
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Figura 8a- Interagdes dos prétons por NOESY em 2.

Tabela 5. Correlagéo direta 'H - 1°C (*J) e correlagdes 'H - °C a longa distancia (°/
¢ °J) através das técnicas COLOC e HSQC em 2.

8¢ (n° do C)
Hidrogénio (5g) J J °J
H-2 (6,0) 132,33 69,18 (C4)

H;-18 (0,91) 1428 | 44,13 (C13) 52,56 (C14) ; 59,1 (C17)

H;-19 (1,45) 17,14 | 46,64(C10); |42,89 (C9); 66,86 (C5); 201,56 (C:

H;-21 (1,29) 20,27 | 74,49 (C20) 59,1 (C17) ; 80,62 (C22)

H;-28 (1,89) 12,23 | 122,37 (C25) 148,93 (C24) ; 166,07 (C26)
7-OCOCH;(2,1) 21,14 170,5
16-OCOCH(1,96) | 21,21 171,7
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Tabela 6 - Correlagdes observadas no espectro COSY de 2.

Hidrogénio (3) | Hidrogénio correlacionado ( &)
H-3 (6,96) H-2 (6,0)
H-3 (6,96) H-4 (3,80)
H-16 (5,40) H-17 (1,75), H-15 (2,06)
H-7 (4,80) H-8 (1,83)
H-7 (4,80) H-6 (3,40)
H-22 (4,20) H-23axial , H-23 equatorial

Pela analise do espectro DEPT (E-10) de 2, observamos a presenga de 11
grupos CH, estando dois destes grupos na regidio caracteristica de CH insaturados
(3132,3 e 142,0); 4 grupos CH,, e 7 grupos metila. Em complementagio,
observamos no espectro de RMN '*C (E-11, Figura 9): a presenca de quatro
carbonilas (5 201,6; 170,5; 171,7 ¢ 166,1) ; dois carbonos Co insaturados (8148,9 ¢
122.4) e quatro carbonos C, saturados, dois deles carbinélicos, sendo um no carbono
C5 em 866,86 e outro no carbono 20 em 874,49,

Através das técnicas COLOC (E-13, E13a-b, apéndice) e HSQC (E-12)
obtivemos dados que permitiram localizar inequivocamente alguns atomos, como
por exemplo a localizagdo de C17 em 854,0. Os 3H do grupo metila em C21 e C13
apresentam correlagdes >J com o C-17 em 854. As principais correlagdes > C- 'H
sdo apresentadas na Tabela 5 (pag. 29).

Estes dados estdo coerentes com a estrutura proposta para 2 (Figura 9).
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Figura 9 — Estrutura dos vitanolideos isolados e deslocamentos quimicos em
RMN ®Cdele2.

Vitanolideo | R1 R2 R3
1 OH | QAc H

Vitanolideo 3
O espectro de RMN 'H (E-17) do inédito vitanolideo 3, além dos sinais

caracteristicos semelhantes aos dos vitanolideos ja isolados (1 e 2) (Tabelas 2 e 4),

apresentou como diferencas em relagiio a estes: um duplo dubleto em 86,05
referente a0 H-2, um duplo duplo dubleto em 56,85 referente ao H-3 e, dois
hidrogénios ndo equivalentes ligados em C4. O hidrogénio B mostra um duplo
mpleto em 83,00, ¢ o Ha apresenta deslocamento em §1,95, conforme pudemos
detectar por COSY (Tabela 7, E-18). O acoplamento geminal de 19,2 Hz entre os

dois hidrogénios H-4, é considerado muito alto. A explicagdo para este
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comportamento fo1 analisado por Zelnik et a/.(1979) € Vande Velde et al. (1981), e
serla a presenga de um sistema de orbital do tipo 2-en-1-ona, em conjunto com a
orientagio do substituinte eletronegativo em C-5. O efeito maximo € obtido quando
o angulo formado pelos orbitais p e o plano (p) que bisecciona o grupo Ho- C(4)-
Hp € 90°. Também um efeito consideravel é observado quando o angulo existente
entre a ligagio C(5)-O e o plano (p) é 90°. No vitanolideo 3 a constante de
acoplamento vicinal entre o 3-H e os prétons geminais em C-4 ¢ de 2,7 Hz para o

H- 4B- axial, e 6 Hz para o H- 4a equatorial (dados observados por RMN 'H e
COSY (Tabela 7)).

Tabela 7- Correlagdes observadas no espectro COSY de 3.

Hidrogénio () Hidrogénio
correlacionado ( §)

H-3 (6,85) H-2 (6,05)

H-3 (6,85) H-4a (1,95)

H-3 (6,85) H-48 (3,0)

H-2 (6,05) H-48 (3,0)

H-7 (4,81) H-8 (1,91)

H-7 (4,81) H-6 (3,40)

H-22 (4,30)  |H-23axial , H-23 equatorial
H-16(5,35)  |H-17 (1,81), H-15 (2,06)

A anilise dos espectros de RMN °C (tabela 4, E-19, Figura 10a) e DEPT (E-
20) de 3, permitiu detectar claramente a auséncia do grupo OH no C4, onde
desaparece o grupo CH na faixa de 68-69 ppm e aparece um grupo CH, em 332,5.

Pela analise dos espectros de RMN *C e DEPT ( E-19 e E-20) de 3,
observamos a presen¢a de 10 CH, estando dois destes grupos na regido caracteristica

de CH insaturados (5129,3 ¢ 144,2) mostrando um efeito de protegdo de 3 ppm no
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C-2, em relagdo a 1; 5 CH,, onde destaca-se o grupo metilénico de C-4 em 32,5,
resultado da auséncia de hidroxila em C-4 ( mudangca de 369,3 para §32,5, de 2 para
3 ) e, finalmente, 7 grupos metila.

Em complementa¢do, observamos no espectro de RMN ’C (E-19): a
presenga de quatro carbonilas (5202,4 e 170,3; 171,6 166,0), dois carbonos
insaturados (8148,8 e 122,3) e quatro carbonos C, saturados (dois deles carbinélicos,
um no carbono C5 em 364,9 ( protegdo de 2 ppm em relagéio a 2) e outro no carbono
20 em §74,7). Comparando-se os deslocamentos quimicos do espectro de °C de 3
com 1 percebemos além da mudanga em C4, a prote¢do em C19 (17,2 em 2 para

15,4) como efeito do desaparecimento do grupo OH. Estes dados séio coerentes com

a estrutura proposta para o vitanolideo 3.

As correlagbes 4 uma ligacio 'H- C em 3 foram determinadas num
experimento HSQC (tabela 4, E-21, E-21a).

O vitanolideo 3 apresentou, da mesma maneira que 2, um grupo acetato
adicional, este posicionamento foi confirmado através do estudo por NOESY 2D (E-
22a, Figura 10), onde se observaram correlagdes semelhantes as de 2, o que nos
levou a atribuir a estereoquimica B para H-16. No estudo dos 2 H nio equivalentes
em C-4, pudemos diferenciar através de estudos dos espectros de NOESY 1D e 2D,
os hidrogénios o e B. Primeiramente, no estudo de NOESY 1D (E-22) foi feita a
irradiagdo do H-4 a 3,0 ppm, onde foram observados incrementos nos H-4 (1,95) e
em 3-H-19 da metila (que sabemos ter estereoquimica B) levando-nos a propor a
estereoquimica 3 para este hidrogénio a 3,0 ppm. O estudo de NOESY 2D (E-22a)
permitiu-nos observar as mesmas interagdes para o H-pB, assim como os sinais do H-
4o que geraram incrementos nos sinais de H-2 e H-6a..

Os compostos 2 e 3 sdo os primeiros relatos de vitanolideos oxigenados em

C-7 e C-16 respectivamente, conforme pudemos atestar analisando a literatura
(Glotter, 1991).
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Figura 10~ Interagdes dos protons por NOESY em 3.
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Vitanolideos 4 ¢ 5. i

No estudo fitoquimico do extrato etandlico, obtido conforme item 6.2.2 da
parte experimental (pigina 62), identificamos os vitanolideos 4 ¢ 5, que
apresentaram como diferenga em relagdo a 1 ¢ 2 um grupo etoxila na posigdo 7 em
vez do grupo acetila. No espectro de RMN 'H destes compostos (E-25 ¢ E-32), a
diferenga principal apresentada ¢ um quarteto correspondente a dois protons em &
4,2 ligados a um grupo metila (Figura 6, estruturas de 4 ¢ 5).

Estes compostos sdo, provavelmente, artefatos obtidos no processo de
extragdo com etanol, o que introduziria o grupo etoxila, embora tenhamos
neutralizado o mesmo conforme descrito na parte experimental. Em nossa pesquisa
na literatura encontramos relato de vitanolideos etoxilado, por Kupchan (1969) que
fez o isolamento de 3-etoxi-2,3-diidro-vitanolideos quando utilizou EtOH para
extragao.

No entanto, Kupchan ndo apresentou dados espectrais destas substancias,
Barata (1970) j4 relatou a obteng#o de artefatos com o grupo metoxila na posigdo 3
devido a extragdo com MeOH, isto costuma ocorrer devido & presenca de tragos de
H'" que catalisa a reagdio. O relato de 7-etoxi (4) e 16-etoxi (5) vitanolideos parece
ser 0 primeiro na literatura. Aparentemente uma dupla ligagio deveria existir entre
C7,8 € C16,17, em 4 e 5 respectivamente. Assim, mesmo néo tendo sido isolados

pode-se prever que existam os vitanolideos 4a e Sa.
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Pela anilise do espectro de DEPT de 4 (E-28 ) observamos a presenga de 10
grupos CH, estando dois destes grupos na regido caracteristica de CH insaturados )
132,0 e 142,0); 6 grupos CH,, onde destaca-se o grupo metilénico (8¢ 60,5)
presente na etoxila e, finalmente 6 grupos metila.

Em complementagiio, observamos no espectro de RMN *C (E-27, Figura 11)
a presenga de duas carbonilas (52021 e 167,0); dois carbonos C, insaturados
(8148,0 e 122,0) e quatro carbonos Co saturados. Dois deles carbindlicos, um no
carbono C5 (869,0) e outro no carbono C20 (675,0). Estes dados sdo coerentes com
a estrutura proposta para o vitanolideo 4.

Através das técnicas COLOC (E-29, E-29a-c) e Hetcor (E-30) obtivemos
dados que permitiram localizar inequivocamente alguns atomos, como por exemplo
a localizagao de C17 em 854,0. Os 3H do grupo metila em C21 e C13 apresentam
correlagdes > com C17 em 854. As principais correlagdes '° C- 'H sio apresentadas
na Tabelas 9e 12.

O espectro de RMN 'H de 4 (E-25) apresenta além dos sinais caracteristicos
dos vitanolideos ja apresentados, como por exemplo os hidrogénios vinilicos a 56,2
e 6,95 que fazem parte de um sistema conjugado do tipo 2-en-3-ona, um quarteto
correspondendo a dois hidrogénios em 84,1 que mostra a presenga de um grupo
metilénico de etoxila. O posicionamento da etoxila pdde ser confirmado pelas
correlagdes 'H - 'H através da tecnica COSY (E-26): o H6 em 83,28 apresenta
correlagdo 'J com H7 em 83,5, o H7 apresenta também uma correlagdo 'J com H8
em 381,45, Este posicionamento do grupo etoxila também pode ser confirmado pelas
correlagdes 'J “C- 'H por Hetcor (E-30) onde se observa que o préton em 3,3
tem correlagdo com o carbono em 865, ¢ 0 C7 em 5§73 tem correlagdo J com o
préton em 83,5, confirmando a posicdo da etoxila. Pela analise do COSY de 4 (E-
26) também observa-se a correlagdo '/ entre os hidrogénios metilénicos da etoxila

em 84,1 com a metila em 8y 1,38, As principais correlagdes 'H- 'H observadas por

COSY sdo mostradas a seguir:
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Tabela 8- Correlagdes observadas no espectro COSY de 4.

Hidrogénio (& ) Hidrogénio correlacionado (5 )
H-3 (6,95) H-4 (3,75)

H-3 (6,95) H-2 (6,20)

H-22 (4,17) H-23 ax, H-23 eq

H-7 (3,3) H-8 (1,45)

H-7 (3,5) H6 (3,28)

4,1 (CH, do grupo etoxila) |CH; (1,4)

Figura 11 — Deslocamentos quimicos em RMN 3C de 4.
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Tabela 9. Correlagdo direta 'H-*>C (\Ne correlagdes 'H-"C a longa disténcia (°/ e
>J) através das técnicas Hetcor ¢ COLOC, em 4.

3¢ (n° do C)
E)

Hidrogénio J J J
H-2 132,0
Me-18 13,4 56,0 (C14) ; 54,0 (C17)
Me-21 20,7 54,0 (C17); 81,0 (C22)
H-28 12,3 | 122,0 | 148,0(C24) ; 167,0 (C26)
H-27 20,5 | 1480
OCH,CH; | 142

A analise dos espectro de RMN 'H de 5 (E-32) mostrou como diferenca

principal, um quarteto em 34,2, correspondente a dois prétons ligados a um grupo

metila.

Pela anilise do espectro de DEPT de 5 (E-35) observamos a presenca de 11
CH, estando dois destes carbonos na regidio caracteristica de CH insaturados
(6 132,0 € 142,0); 5 CH., destacando-se o CH, a 60,5 ppm presente no grupamento
etoxila e finalmente 7 grupos metila. Além destes carbonos observamos em
complementagdo no espectro de RMN C (E-34, Figura 12) a presenca de trés
carbonilas ( §202,0, 172,0 e 167,0): dois carbonos C, insaturados (6148,0 e 1222) e
quatro carbonos C, (dois deles carbinélicos, um no carbono C5 a 568.,0 e outro no
carbono C20 em 875,0). Estes dados foram coerentes com a estrutura proposta para
o vitanolideo 5.

A anilise do espectro de RMN 'H (E-32) mostrou uma diferenga de 0,9 ppm
do H-16 em 5 quando comparado com o mesmo H-16 em 2, esta protegdo se deve ao

fato de agora termos ligado ao C16 um grupo etoxila, € nfio mais o grupo acetato
ligado em C-16.

As correlagdes 'J (°C- ! H) na tecnica Hetcor (E-36, E-36a-b)) permitiram
diferenciar o carbonos em 862,5 € 862,0. O primeiro apresenta correlagdo J1 com o

H em 1,6 ppm, coerente com C-17; j4 o carbono em $62 apresenta correlagio J1
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com um H em 33,4, 0 que condiz com um hidrogénio vizinho a carbono ligado a
oxigénio, ou seja C6. Estes fatos também puderam ser comparados por correlagGes a
longa distancia *J, 27 e f‘J na técnica COLOC ( E-37).

A posigdo do grupo etoxila foi confirmada inequivocamente através de
analises por COSY, Hetcor e COLOC (E-33, E-36 e E-37). O C-17 em 862,5 tem
correlagdo com o H-17 em 81,6. Este hidrogénio, por COSY, apresentam correlagdo
2J com H-16 em 54,5, que tem como vizinho o H-15 em 81,84, e finalmente por
Hetcor nota-se que o H-15 se correlaciona com o C-15 em 838,2. Os principais

resultados observados por COSY para 5 sio mostrados 2 seguir:

Tabela 10- Correlagbes observadas no espectro COSY de 5.

Hidrogénio (&) Hidrogénio correlacionado (5)
H-3 (6,95) H-4 (3,75)

H-3 (6,95) H-2 (6,20)

H-22 (4,4) H-23 ax, H-23 eq

H-7 (4,85) H-8 (1,72)

H-7 (4,85) Hé6 (3,4)

4,1 (OCH,CH;) |CH;(1,4)

A posigdo do C-17 foi confirmada na analise do espectro COLOC (E-37): o
C17 tem correlagéio *J com os 3 H da metila C21 (6 1,25), € o carbono em §74,5
tem uma correlagio “J com esta mesma metila. Estes dados permitiram a proposigdo

da estrutura de 5.
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Tabela 11. Correlagdio direta 'H-"C (\)) e correlagdes 'H-""C a longa distancia CJe
3] ) através das técnicas Hetcor e COLOC, em 5.

& BC

H 'J °J >J

H-2 132,3
Me-18 14,7 | 442(C13) 52,5 (C14) ; 62,5 (C17)
Me-19 16,9 | 46,9 (C10); |43,0(C9); 67,0(C5) ;202,0 (C1)
Me-21 20,5 150,0 (C24) 62,5 (C17)
H-28 12,3 | 122,0 (C25) 166,0 (C26)

-OCOCHz(em C-7) | 214 167.4

Figura 12 — Deslocamentos quimicos em RMN C de 5.
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Tabela 12. Deslocamentos quimicos de RMN de *Ce 'H para 4¢e5

Vitanolideo 4 Vitanolideo 5
C 8°C 8'H 3"C 3'H
(/ em Hertz) (/ em Hertz)
1 202,1 2020
2 1320 6,20d (10,0) 132,0 6,20d(9,9)
3 1420 6,95dd (5,9 ;10,0) 1420 6.95dd (5,9; 9.9)
4 69,2 3,75d(5.9) 69,2 3,75d4(58)
5 69,0 67,0
6 65,0 3,28d(0,8) 61,7 3,35d(1,0)
7 73.0 3,5dd(9,0;08) 74,4 485dd (1,0, 9,5
) 38,0 1,45 34,0 1,72
9 44,0 121 431 12
10 47,0 46,9
11 222 1,49 21,7
12 39,0 1,98, 1,20 395 1,36,1,95
13 43,0 44,2
14 56,0 1,10 52,5 1,5(2,0)
15 21,6 1,45 382 1,84
16 26,5 125 72,0 4,5dd (7,7, 7.4)
17 540 1,39 62,5 1,6
18 13,4 0,80 147 0,82
19 16,6 1,38 16,9 1,40
20 73,0 75,1
21 20,5 1,92 20,5 1,84
22 81,1 4.18dd (3,4, 13.4) 80,5 4,4dd(3,7,132)
23 31,0 2,06, ,41 30,8 222,240
24 1480 150,0
25 1220 1220
26 167.0 166,0
27 207 1,94 20,8 1,92
28 123 1,88 12,3 1,82
7- OCH,CH; 60,5 41q
7- OCH,CH; 142 1.4
7- OCOCH; 1674
7- OCOCH; 214 2,11
16-OCH;CH, 60,5 4,12
16- OCH,CH, 14,0 14
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2.2.2 — Espectrometria de Massas
O espectro de massas de 1 (E-7) apresentou um pico base em m/z 126
correspondente a formagdo do ion C/H,00,, do ion intenso em m/z 169
correspondente ao rompimento da ligagio C-17 - C-20 (Figura 13 e Esquema 1), e
do ion molecular em m/z 528. Q espectro de massas de 2 (E-15) apresentou o pico
do ion molecular em m/z 586, tendo como pico base o ion m/z 126 (correspondendo
a0 ion que contém a lactona mais H (C;H,,0, ), um pico intenso a m/z 401(M- 125)"

€ outro a m/z 169, formado pela quebra da ligagdo C17-C20 (Figura 13).

Figura 13 - Fragmentagéo dos vitanolideos 1 ¢ 2

S
&

OAc

O espectro de massas de 3 (E-24, Figura 14) apresentou o pico
correspondente a0 ion molecular em m/z 570, apresentando em relagdo a 2, 16
unidades a menos, o que foi atribuido a substincia 3 possuir um grupo OH a menos,
0 ion principal ¢ o jon m/z 385 (100). Outros picos importantes para 3 sdo: m/z 385
(65), m/z 126 (75), m/z 169 (44), m/z 445(17), m/z 325 (68),

O pico do ion molecular (M+) observado nos vitanolideos a 70 ev, aparece

com uma unidade a menos na técnica que utiliza o sistema ‘eletrospray’, utilizada na

42



técnica de de-replicagdo. E que nesta técnica € feito um pre-tratamento com solugio
de trietanolamina que retira um préton dos vitanolideos, que podem entdo ser
analisados por espectrometria de massas na forma de ions negativos. Os espectros de
massas de 4 € 5 ndo puderam ser realizados, porque os compostos n3o foram

suficientemente volateis para permitir a obtengdo de seus espectros.

Figura 14- Fragmentacéo do vitanolideo 3.

outros fragmentos:

m/z 385 = m/z 445 - (OAc +H)
m/z 325 = m/z 385 - (OAc + H )
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ESQUEMA 1- Proposta de fragmentagéio para os fragmentos principais de 1

OH

m/z 169
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3 - OBTENCAO DE DERIVADOS

Os derivados quimicos dos vitanolideos, foram sintetizados com o objetivo
de obter compostos com atividade bioldgica anti-cincer melhorada em relagdo aos
seus precursores. A diminui¢do da atividade biolégica, pode ser um indicativo da
importancia de determinada porgdo da molécula, orientando transformagdes
posteriores. Devido a pequena quantidade do produto natural e a complexidade das
estruturas, as reagdes de transformagédo envolveram ndo mais do que duas etapas. Os
derivados obtidos envolveram reagdes de redugio de carbonila em 1, oxidacdo da
hidroxila-4 em 1 e 2, acetilagdo de 1 e 2, totalizando cinco derivados que ja foram

enviados para os testes bioldgicos na Universidade de Illinois nos Estados Unidos.

3.1 - Reagdes de acetilagdo de 1 € 2

As reagdes de acetilagdo de 1 e 2 foram feitas utilizando-se anidrido acético e
piridina a temperatura ambiente levando aos derivados 1a e 2a. As reacdes foram
acompanhadas por CCD observando-se a formagéo dos produtos apos 3hs de reagio.

Os compostos obtidos foram anatisados por RMN 'H, RMN 3C e DEPT
(E-39-E-41, E-50-E-52). Através de RMN °C (E-40, Figura 14a), foram observados
os seguintes aspectos em 1a: o grupo C-4 acetoxi causa um efeito de protecdo de 1,6
ppm no grupo metila em C-19, quando comparado seu espectro com o de 1 . Esta
protegio pode ser explicada pela interagiio 1,3 diaxial entre C-4 acetoxi e o grupo
metila em C-19. O deslocamento quimico em & 69,3 do C-4 ( grupo hidroxila) em 1
esta mais protegido (1,7 ppm), quando comparado com o carbono correspondente no
derivado di-acetilado 1a. Devido 4 mudanga da funcdo de hidroxila para acetoxila,
este grupo CH a 71 ppm pode ser observado no DEPT de 1a (E-41). Aspectos
semelhantes foram observados em 2a (E-51, Figura 14a). Tanto em 1a como em 2a
observou-se por RMN °C a adigéio de dois carbonos referentes a carbonila (8169 e
170) e metila (620,6 e 21) respectivamente. No DEPT (E-41 e E-50) observou-se
uma metila adicional. Os espectros de RMN 'H de 1a e 2a (E-39 e E-52)

apresentaram como principal alteragdo, em relagdio a 1 ¢ 2 (E-1 ¢ E-8), uma
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desprotegdo de 0,9 ppm para o H-4 que passa de 63,80 para 84,70 em 1a e 2a,
alteragdo esta devida a mudanga de hidroxila para acetato em C-4.

Figura 14a - Estruturas de 1a e 2a com seus respectivos deslocamentos
quimicos de RMN PC,
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3.2 - Reagdo de redugdo da carbonila em 1

Em sintese orginica € usual reduzir um grupo funcional de uma molécula,
sem afetar outros grupos passiveis de redugdo. O vitanolideo 1 apresenta como
grupos funcionais passiveis de redugdo: carbonila, acetato, epdxido e lactona. O
derivado desejado envolve a redugéo de carbonila e da dupla ligagdo do vitanolideo
1. O reagente mais apropriado neste caso seria NaBH, (March , 1977). A reagéio de
1, dissolvido em acetona e com NaBH,, foi feita com agitacio e aquecimento,
acompanhando-se a reagdo por CCD (acetato/ tolueno/acido acético (8:2:0,1)).

Apo6s um periodo de 30 min notamos a presenga de apenas um composto. O
composto obtido, apés purificagdo por CCDP, que denominamos 1b, foi analisado
por RMN 'H , '*C ¢ DEPT (E-42, E-43 € E-44). A analise do seu espectro de RMN
'H (E-42) mostra claramente a auséncia de H vinilicos entre 6,2 ¢ 6,8 ppm. A
identificacdo deste composto foi feita por RMN °C e DEPT (E-43 e E-44),
comparando-se o seu espectro com o de 1 onde nota-se a auséncia da dupla ligagio
entre C-2 ¢ C-3, ¢ consequentemente as alteragdes nos deslocamentos quimicos de
1b. O deslocamento quimico da carbonila em C-1 em 1 (6201,9) passa para um
deslocamento CH ligado a grupo hidroxila (875,5).

O carbono C-4, contendo grupo hidroxila, ¢ deslocado para campo baixo

(874,5) conforme esperado, pois ndo tem mais o efeito de prote¢do da ligagdo dupla.
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3.3 - Oxidagiio de1e2.
Reagéo para obtengéo de 1c e 2b.
As reagdes de oxidagdo de 1 e 2 foram feitas utilizando-se oxido de manganés

ativado (Counsell e al., 1962) como agente oxidante. As estruturas dos derivados

obtidos sdo mostradas a seguir.

1c

Para identificagdo dos compostos obtidos utilizamos técnicas de RMN 'H e
Be. Comparando-se as estruturas de lc e de 1, nota-se por RMN *C (E-45) a
presenca de um sinal adicional em §193,2 (C-4) com deslocamento tipico de
carbonila, o que confirma a oxidagdio do grupe OH em C-4. Qutro dado ¢ a auséncia
de deslocamento comrespondente a hidroxila secundaria C-4 que se da em 69,2 para
1. A presenca da carbonila no C-4 em 1c, libera a compressdo estérea no grupo
metila, jA que agora existe um sistema conjugado planar entre C1- e C4, isto causa
um efeito de protegdo de 2 ppm na metila C-19. Na anélise de RMN H' de 1c e 2b
(E-46 e E-53), em comparagédo com 1 (E-1), observam-se os desaparecimentos dos
sinais dos hidrogénios vinilicos ( H2 em e 6,2 ppm (d) € H3 em 6,9 ppm (dd)), € o
aparecimento de singleto a 7,6 ppm correspondente a 2H vinilicos (H-2 ¢ H-3) para
Ic e um singleto em 6,9 ppm para 2b correspondendo a 2H vinilicos (H-2 e H-3).

No DEPT de 1¢ (E-45a) observamos a presenga de 9 grupos CH, sendo dois
deles vinilicos (8139 e 142 ), 5 grupos CH2 ¢ 6 grupos CH3, percebemos também o
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desaparecimento do sinal correspondente grupo CH em 69 ppm presente no seu
precursor 1, ¢ que foi oxidado em 1c. Estes dados estio coerentes as estruturas

propostas para estes dois derivados.

3.4 — Hidrogenagio catalitica de 1.

O witanolideo 1d foi obtido através de reagdo de hidrogenagio, tendo como
catalisador de reagdo Pd/C. As analises para identifica¢do de 1d, foram feitas através
de técnicas de RMN. Inicialmente, a analise do espectro de RMN 'H de 1d (E-47)
mostrou como diferengas principais em relagdo ao espectro de 1: o desaparecimento
de dois sinais de H-vinilicos a 6,2 ¢ 6,8 ppm, o H-4 que em 1 aparecia como um
dubleto a 3,8 ppm, apareceu como um duplo dubleto a 3,5ppm, uma vez que nesta
molécula temos um hidrogénio vizinho a um grupo metilénico. No DEPT de 1d (E-
48) percebeu-se claramente o desaparecimento dos carbonos vinilicos a 132,0 e
142,0 ppm. Comparando-se o espectro de RMN C de 1d (E-49) com 1 (E-4)
notamos a presenca de cinco sinais na regido entre 122 ¢ 210 ppm, € ndo sete como
em 1; devido ao desaparecimento de dois grupos CH vinilicos ap6s a redugdo da

dupla ligagéo C2-C3. Os deslocamentos quimicos de 1d em RMN 2*C sdo mostrados
a seguir;

49



4 - De-replicagdo usando extrato e substancias isoladas de A. arborescens.

4.1 Detecgdo ¢ testes biologicos in vitro

O extrato etéreo de Acnistus arborescens foi analisado através da técnica de
de-replicagdo, que consiste em dissolver a amostra em solvente apropriado e injeta-
la num sistema HPLC-eletrospray/MS, que permite a0 mesmo tempo coletar as
fragSes e realizar os testes bioldgicos em cancer. Os componentes do extrato em
questdo, separados por HPLC (Figura 15), foram testados em células KB (cancer de
pele), detectando-se as regides de atividade biolégica deste extrato ( injegdo de SpL)
como a) 9,6 - 9,9 min b) 10,6-12,0 min e ¢) 12,7-13,0 min, respectivamente (tabela
13), os picos mostrados na Figura 16 se referem a detecgdio em massa (MS) dos ions
negativos ionizados por eletrospray, sendo os tempos de retengdo (MS,)
ligeiramente diferentes dos tempos observados no perfil cromatografico por HPLC (
da ordem de 0,4 min).

Os ions negativos detectados por massa na regidio de atividade biolégica
foram: m/z 469, 485, 527, 569 e 585 (Figura 16 (A)) que correspondem
respectivamente as massas moleculares (MM): 470, 486, 528, 570 e 586. Esses
dados de massa molecular foram confrontados com uma biblioteca de produtos
naturais ( p.ex Dictionary of Natural Products, que possut mais de 70.000
compostos naturais catalogados), detectando-se Vitaferina A (MM= 470) em torno
de 11,5 min e hidroxi-Vitaferina em torno de 9,6 min, como as substancias de maior
probabilidade para os picos m/z 470 e 486. Os demais compostos seriam
provavelmente os vitanolideos 1, 2 e 3, com as massas 528, 586 e 570, isolados
neste trabatho. Também foram detectados os compostos Loliolideo (MM= 196) e

Vitacnistina (MM= 558), mas estes nio estavam na regido de atividade biologica.
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Tabela 13 - Massas moleculares e tempos de retengdo dos compostos ativos

no extrato etéreo de Acnistus arborescens contra células KB de cancer de pele,

observados por de-replicagdo.

MS; (min) Massas moleculares Consulta em
dos compostos biblioteca de
ativos em cancer produtos naturais*
96-99 486 Hidroxi-vitaferina
(Figura 3)

10.6-12,0 1470,510,528, 386 | 470 (Vitaferina A)

(Figura 3)

12,7-13,0 570

ausente

OBS: Ms, = tempo de retencio * - Dictionary of Natural Products

Outros compostos identificados mas que nio estavam na regido de atividade

biologica sdo:

CH:0Ac
R I

w =
HO g 8]

Loliolideo Vitacnistina



Intensity (mV)

Figura 15 - Cromatograma UV (A=254 nm) da inje¢io de 5 ul do extrato etéreo de

A arborescens. por HPLC.
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5 - Testes biologicos in vitro dos vitanolideos isolados e derivados.

5.1 - Citotoxicidade em células cancerosas

Os compostos 1,2, 3, 4 e 5 ¢ 05 extratos etéreo e etandlico foram
submetidos a testes biolégicos em diversos tipos de células cancerosas na
Universidade de Illinois (EUA), sendo os resultados apresentados na Tabela 14.

O extrato etéreo apresentou um valor de ED;, de 0,25 pg/ml contra c¢élulas
KB (cancer de pele), o que significa um resultado bastante significativo, uma vez
que o valor de EDs, representa a concentragdo do composto que elimina 50% das
células cancerosas. Conforme podemos observar uma pequena concentragio do
extrato foi muito ativa contra células de cancer. Segundo os padrdes do "National
Cancer Institute” (NCI) dos Estados Unidos, um composto apresenta citoxicidade
quando o valor de EDs, € menor que 10 pg/ml, o que nos leva a conchuir que todas
amostras analisadas foram ativas em céncer, com destaque para 1 e 2 contra células
de cancer de colon, que apresentaram os menores valores de EDsy, e

consequentemente as matores atividades.



Tabela 14- Citotoxicidade em relacio a células cancerosas *

Substincia/ extrato tipo de célula cancerosa (EDs, )

mama |pulmio |célon |pele prostata

02 13 003 |04 |02

0,4 2,1 0,08 0,5 0,2

L3 0,77 0,3

1
2
3 0,5 0,3 0,5 0,1
4
5

4,2 3,8 2,6

1a 1,1 0,19 0,2

2a 3,0 0,25 0.3

1b >20 >20 >20 >20 >20
1c 7.9 1,1 0,8 1,9
1d 0,63 3,7 10,6 13,1
Extrato etéreo folhas de 0,25

A. arborescens.

Extrato etandlico das|2.6 1,0 0,8

folhas de Acwnistus

arborescens

Extrato etandlico das|>?20 >20 >20 >20 >20
raizes de Acnistus
arborescens.
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5.1.1 - Relagdo Estrutura-Atividade de vitanolideos em Cancer.

Comparando-se a atividade biolégica de 1 com o derivado 1a acetilado no C-
4 (tabela 14, Figura 17), percebe-se que a atividade diminuiu nos cinceres de mama
¢ colon (5x e 7x), mas aumentou muito (7x) nas células de cancer de pulmio;
comportamento semelhante foi observado na atividade de 2.

O sistema conjugado 2-en-1-ona mostrou-se importante na atividade dos
vitanolideos, pois quando realizamos a redugéio da carbonila (C1) e dupla ligagéio em
1, obtendo-se o derivado 1b, percebemos uma diminuigéio significativa nos valores
de atividade biol6gica em todos os tipos de células cancerosas.

Considerando este fato obtivemos os derivados Ic e 1d. Os resultados
apresentados na tabela 14 mostram que a 1d, melhorou em 2 vezes a atividade para
cincer de pulméo, mas a atividade caiu nos outros tipos de células. O derivado 1c¢
que poderia representar uma melhora na atividade, pela incorporagio de uma
carbonila, néio apresentou nenhum aumento na atividade nas células testadas,
entretanto percebemos uma certa seletividade na atividade de determinadas células
(tabela 14).

Comparando-se a estrutura de 1 com 4 percebe-se como diferenga na
estrutura 8 mudanga de um grupo acetoxila para etoxila, este fato faz com a
atividade seja diminuida no vitanolideo 4, nas células cancerosas de mama e célon, e
melhorada nas células de cancer de pulméo. Estes fatos nos levam a concluir que o
grupo acetoxila no C-7 é muito importante na atividade bioldgica de 1, nos cénceres
de célon ¢ mama, com atividades seis e dez vezes maiores do que em 4 (Tabela 14).

Comparando-se a estrutura de 2 com § (Figura 17) percebe-se como diferenca
ha estrutura a mudanca de um grupo acetoxila para etoxila no C16, este fato faz com
a atividade seja diminuida para a substincia 5 nos cénceres de mama, célon e
pulméio (10x, 3x ¢ 2x, respectivamente). Estes resultados mostram que uma pequena
modificagéo estrutural causa profundas mudangas na atividade biolégica. Quando
comparamos S com os demais vitanolideos observa-se que este ¢ 21 vezes menos

ativo que que 1 em cancer de mama, 13 vezes menos ativo que 3 em céncer de

35



pulméo, 87 vezes menos ativo que 1 em céncer de célon, ou ainda 10 vezes menos
ativo que 2 em céncer de mama. Estruturaimente em relagio a 2, a diferenca é
apenas a mudanca do grupo acetato em C16 por um grupo etoxila (Figura 17).

Os resultados da tabela 14 mostram claramente que quando acetilamos os
vitanolideos 1 ¢ 2 no OH-C-4, a atividade biolégica anti-cincer cai drasticamente
em relacéio a 1 (5,5x) ou 2 (7,5x). Mas 1a se torna muito mais ativo em céncer de
pulmio (7x).

O extrato etanélico das raizes mostrou-se muito pouco ativo em cancer (EDs,
> 20 em todos os testes). Provavelmente o fato se deve a néio terem sidos detectados
vitanolideos neste extrato em testes de CCD, em comparagio com padroes de 1 ¢ 2,
que influenciam a atividade anti-cancer. Os extratos etanélico e etéreo das folhas de
A. arborescens mostraram atividades muito elevadas nas células testadas,
destacando-se aqui o extrato etéreo com atividade até superior a dos vitanolideos 1 e
2 (puros).

56



Figura 17 - Vitanolideos isolados e seus derivados, testados em cancer.

Derivados de 1:

5 OAc o OAc o OAc N OAc
OAc OH 0 OH
1a 1b 1c id

Denvados de2:




5.2 - Atividade quimiopreventiva ( teste de quinona redutase)

Os witanolideos foram avaliados na Universidade de Illinois, quanto a sua
atividade quimiopreventiva como indutores de fase II de detoxificagdo de enzimas,
usando um sistema em células de murine hepatoma 1clc7 (Song et al., 1999). Os
resultados sio apresentados na tabela 15. Estudos prévios (Kennelly et al., 1997)
mostraram que alguns vitanolideos de Physalis philadelphica foram muito ativos
neste ensaio, apresentando baixos niveis de seletividade. Os vitanolideos de A.
arborescens foram muito potentes como indutores monofuncionais de quinona
redutase (valor de CD), entretanto ndio houve seletividade na atividade dos

compostos (valor de CI iguais, Tabela 15).

Tabela 15 — Atividade de indugdo de Quinona redutase (QR) para os

vitanolideos (1-3) de A. arborescens e 4’-bromoflavona® (Minguzzi ez al., 2002) .

Amostra CD (mcg/mL) 1IC50 (mcg/mL) Cl

Vitanolideo 1 0,21 0,45 2,1

Vitanolideo 2 0,21 0,45 2,1

Vitanolideo 3 0,3 0,62 2.1

4’-bromoflavona 0,003 >20 >6.667
(padréo)

a

Atividade de Quinona redutase (QR) foi determinada com células Hepa
lc1c7 hepatoma murine. CD € a concentrago requerida para dobrar a atividade QR:
ICso, concentragdo que inibe o crescimento celular em 50%; CI, indice de

quimioprevengdo (ICso/CD).
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6 — PARTE EXPERIMENTAL

6.1 Material

As folhas de Acnistus arborescens foram coletadas no Jardim Botinico do
Rio de Janeiro pelo Prof. Lauro E. S. Barata e Sra. Silvana Holanda. Folhas e raizes
foram coletadas na estagdo experimental do IAC em Ubatuba por Sandro Minguzzi e
Mairio Aveniente.

As folhas de Acnistus arborescens nas duas coletas ( Rio e Sio Paulo), foram
identificadas pelo Botanico Jorge Tamashiro do Instituto de Biologia- Unicamp. As
amostras das espécies coletadas se encontram depositadas no Herbario do
Departamento de Botanica da Unicamp.

As duas amostras de folhas secas coletadas do Jardim Botinico em julho e
dezembro de 1997 foram juntadas num sé lote totalizando 92,2 g . As folhas foram
submetidas a um processo de extragdo que chamamos método A (Esquema 2). A
quantidade de folhas para isolamento de vitanolideos foi pequena permitindo com
dificuldade o isolamento de diminuta quantidade de dois vitanolideos (1 e2) Uma
maior quantidade de folhas de A. arborescens foi encontrada em seu habitat natural
na Estagdo Experimental de Ubatuba, onde foram coletadas 3 kg de folhas verdes
que foram secas ao sol totalizando 1,3 kg de folhas. esta quantidade permitin o
isolamento de 5 vitanolideos.

A metodologia para estudo de grande quantidade de folhas seguin 0s

procedimentos do método B (Esquema 3).

6.2- Metodologia

6.2.1 — Obtencdo de solventes tratados .

Os solventes utilizados nas analises foram o n-hexano, acetato de etila, éter
etilico, tolueno, metanol e etanol. Estes foram submetidos a tratamento prévio para
que houvesse menor interferéncia nos resultados finais. Os tratamentos seguiram
procedimentos usuais de destilagdo, e no caso do etanol adicionou-se hidroxido de

sodio na proporgéo de 5% de massa do solvente, para remogéo de impurezas acidas
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que poderiam no processso de extragdo reagir com os compostos de interesse, o
frasco foi agitado por 60 minutos com NaOH, deixado em repouso por 1h e a seguir

filtrado. O solvente foi entdo destilado e utilizado.

6.2.2 - Obtengdo de vitanolideos |
Depois de secas, as folhas de Acnistus arborescens (L.) Schlecht. foram

moidas e submetidas a dois tipos de tratamentos:

Método A: Extracdo em Soxhlet

92,2g de folhas coletadas no Jardim Botnico (RJ) foram extraidas em
Soxhlet com capacidade de 500 mL, utilizando-se como solventes: hexano, éter
etilico e etanol (Esquema 2). O extrato hexanico (2 g) contendo pigmentos e acidos
graxos foi descartado, apés a verificagdo em CCD, em diferentes solventes, mostrar
que ndo existiam vitanolideos. O extrato etéreo foi evaporado totalizando 1,24¢g e
entdo submetido & separagdo cromatografica em silica gel, com solventes em ordem
crescente de polaridade, onde separou-se 60 fragdes de 15 mL cada (Tabela 16). As
fragdes com perfis cromatograficos semelhantes foram reunidas. As fragdes hexano-
acetato de etila (40 %) resultaram em um solido esverdeado, que foi cromatografado
em CCD preparativa, eluindo-se trés vezes com uma mistura de hexano / acetato de
etila (50%), fornecendo apds recristalizagio dois vitanolideos (1 e 2) com Rf
préximos. O Vitanolideo 1 ja havia sido isolado por Barata et. al (1970), ja o

composto 2 foi inédito.
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Esquema 2- Extragdio sucessiva em Soxhlet

Folhas de Acnisrus
92,2¢
Extragio
Soxhlet
n-hexano Eter etilico Etanol
13h 23h 48h
Extrato Extrato Exirato
hexanico (2g) Etéreo (1,24g) etanolico (3g)
Cromatografia em coluna
CCD
VITANOLIDEOS

Tabela 16 — Fragdes obtidas por Cromatografia liquida do extrato etéreo.

Fragoes solvente % Massa
solv. (mg)
1 hexano 5
2-5 hexano/ AcOEt 5
6-10 “ 10
11-15 “ 20 10
16-20 « 30
21-22 “ « 17,6
23-24 « 40 40,2
25-26 “ 50 37.6
27 “ 70 13,9
28-29 “ “ 31,5
30-32 AcOEt 100 13,9
33-37 * “ 19
38-41 « “ 14
42-47 CHCl:/MeOH 10 35,9
48-51 * 20 5
52-60 “ 30 10
TOTAL 246.6
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PREPARATIVA

Fragdes 23 -24:

3 manchas em CCD
Compostos:
Vitanolideo 1 (11,6 mg)
Vitanolideo 2 (3,0 mg)
Pigmento (3,0 mg)

Fragdes 27-29:
2 manchas em CCD:
Vitanolideo ¥ (3,6 mg)
Vitanolideo 2 (10,1 mg)



Método B: Extracio sucessiva a frio.

A um garrafdo de vidro de 20 L foram adicionados 1,3 kg de folhas secas de
A. arborescens e 5L de etanol previamente tratado. Seguiu-se entdo a extragdo
sucessiva com etanol, onde apds um periodo de extracdo de trés dias o solvente era
retirado e evaporado com posterior tratamento para eliminagdo de clorofila
(Esquema 3), esta etapa foi repetida trés vezes. A segunda etapa foi a eliminagdo de
clorofila e pigmentos das folhas de Acnistus. Ajustou-se o volume do extrato
etandlico obtido na primeira etapa para 600 ml. adicionando-se 400 ml de dgua.
Apos leve agitagdo deixou-se a mistura em repouso por 30 min, para que houvesse a
precipitagdo de clorofila ¢ pigmentos, que foram scparados da solugdo etanol-dgua
através de filtragdo em celite. Esta etapa do método foi adaptada da literatura
(Femandes et al, 1997). Como apés esta etapa ainda persistia uma grande
quantidade de pigmentos verdes, submeteu-se a amostra a uma purificagio classica
utilizando-se acetato de chumbo, cujo método é o seguinte: na solugéio etandlica
proveniente da etapa anterior, adicionou-se 10 mL de solugdo aquosa contendo 1g
de acetato de chumbo, apés agitacdo da mistura adicionou-se, mantendo-se agitagio,
3 mL de solug@o de Na,HPO,.2H,0 (10 %). A mistura foi deixada em IEPOUSO por
30 minutos para que houvesse a precipitagio da clorofila e flavonéides. A mistura
foi entdo filtrada em outro tipo de adsorvente (argila), extraida com acetato de etila e
entdo adicionado dgua para a formagio de duas fases. As duas fases foram separadas
em funil de separagio de 1L, prosseguindo-se o trabalho com a fragdo de acetato de
efila.

O solvente foi entdo evaporado e submetido aos mesmos tratamentos
cromatograficos do método A, obtendo-se os vitanolideos 1,2,3,4¢5. A fragio
hexano-acetato (70 %) também resultou em um solido esverdeado que foi
cromatografado em (CCDP), a elui¢do desta fragio com uma mistura hexano/acetato

40%, resultou no vitanolideo 3 inédito.
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Esquemna 3 - Processo geral de eliminacgio de clorofila e obtengdo de vitanolideos.

Folhas secas de 4.
arborescens ( 1,3 Kg)

Y

1) extragdo sucessiva com EtOH

2) evaporagiio do solvente até um
volume de 600 mL

3) adigio de 400 mL de 4gua

i . - filtrado
;f;ﬁg;oio;n < Flll'gragao em 1) adigdo de 10 mL solugio aquosa
celite

clorofila contendo lg de acetato de chumbo .
2) adigdo de 5 mL de solugdo
Na,HPO,.2H,0 (10 %)

, - filtrado
- Fﬂm cm » 1)extracdo ¢/ acetato
l argila de etila
2) evaporagio solv.
Descartado Cromatografia Extrato livre
em coluna de clorofila
y
Vitanolideos CCDP
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Tabela 17 - Fragdes obtidas por Cromatografia liquida do exirato etanélico

Fragdes solvente % Massa Cromatagrafia em
solv. (mg) coluna das fragdes
1 hexano 100 Fragoes 20 - 22
2-8 hexano 200 2 manchas em CCD
10-14 | hexano/ AcOEt| 5 100 Compostos:
14-16 “ 10 100 Vitanolideo 3 (30 mg)
16-18 “ 20 50 Pigmento
20-22 « 30 45
22-30 « 40 .1100 Fragoes 22-40:
30-36 * 50 200 2 manchas principats
: em CCD:
36-40 « 70 100 Vitanolideo 1 (1,0 g)
40-55 “ 70 70 Vitanolideo 2 (300
mg)
55-58 AcOEt 100 67 € mais pigmentos
verdes
58-60 « « 54
61-63 “ * 47 Fragges 40-55:
63-65 | AcOEtY MeOH | 10 39 2 manchas principais
' em CCD:
66-68 “ 20 20 Vitanolideo 4 (12 mg)
69-74 « 30 10 Vitanolideo § (15 mg)
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6.2.3 - Analise dos compostos isolados

6.2.3.1. Geral

Os espectros no I'V foram obtidos num espectrofotdmetro Perkin Elmer 1600
(FTIR Series). Cromatogramas e espectros de de-replicagfio HPLC-electrospray/MS
foram obtidos em um espectrbmetro de massa acoplado com uma interface
electrospray 59987A e um sistema Hitachi HPLC L-7100 Hewlett Packard 5989B.

Os espectros de massas EI foram obtidos num equipamento VG Autospec
High Resolution Mass Spectrometer (Micromass Company). Os espectros de RMIN
'H e °C- foram obtidos num equipamento Bruker operando em 500 e 300 MHz.
Cromatografia em coluna foi feita utilizando-se silica gel, 230-400 mesh da Merck.
Cromatografia em camada delgada foi feita em placas cromatograficas pré-
fabricadas contendo silica gel GF-254 (20 x 20 cm, 0,2 mm de espessura da Merck.

A visualizagfio das placas foram feitas em UV a 254 e 366 nm, tendo como
revelador MeOH/4cido sulfiirico (1:1) na detecgfio dos vitanolideos.

Os compostos isolados tiveram suas estruturas elucidadas através de técnicas
de RMN 'H (300 e/ou 500 MHz), '*C (75 e/ou 125 MHz) , DEPT, COSY, HSQC,
HMBC nos equipamentos Varian Gemini 300 BB e/ou Varian Inova 500 do 1Q-
Unicamp. Em conjunto com as analises por Espectrometria de Massas (insergdo

direta de s6lidos), HPLC-MS ( técnica eletrospray) e IV.

6.2.3.2 - Analise por HPLC-MS
A tecnica de de-replicagdo, foi realizada pelo Dr.Young Geun Shin e Prof. Dr.
Geoffrey A. Cordell da University of Illinois, utilizando um sistema HPLC-
"eletrospray"-MS que consiste de um espectrémetro de massas HP 5989B, uma
interface eletrospray 59987A, um sistema HPLC Hitachi com um detector de UV L-
7400, um "splitter” numa vazdo 1:50, e um coletor de fragdes (Figura 2 ). A
temperatura do quadrupolo do espectrdmetro de massas foi fixada em 120 °C e os

espectros foram adquiridos com fon negativos. A temperatura do N, como agente
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secante foi de 350 °C, e o fluxo de N> nebulizado na razio de 40 mL/min com a

pressdo na cAmara de jons mantida em 80 pst (Cordell e Shin, 1999),

6.2.3.3 - Pardmetros Cromatograficos (HPLC)

A separagiio cromatografica do extrato etéreo foi feita, em duplicata, com
uma coluna de fase reversa Kromasil C-18 (250 x 3,2mm ). A fase moével consistiu
de dgua (A) e acetonitrila (B) e o gradiente foram os seguintes: de 0-1 min 95% A,
seguindo-se um gradiente linear de 1 a 8 min com 50% de A/ 50% de B, um novo
gradiente linear de 8 a 20 min com 100% de B, e entio mantida esta concentragio
por 10 min até o final. O detector UV foi fixado em 254 nm. A vazdo foi dividida na
razdo de 1:50 apds o detector de UV. O extrato etereo injetado duas vezes, teve
fragdes coletadas da corrente de maior vazdo em duas microplacas de 96 depositos,
as fragdes de menor vazio geraram dois conjuntos de dados espectroscopicos. Os
volumes de inje¢do foram relativos ao EDs do extrato. Portanto, a primeira injegdo
foi de 25uL com concentragdo de 4mg/mL, o qual ¢ pelo menos 5 vezes a dose
efetiva (EDs) obtida preliminarmente para o extrato. Esta primeira injegsio foi
posteniormente tratada com solugdo 0.2% de trietanolamina em solugdo aquosa de
metanol (80%) e o espectrometro de massas ajustado para observar ions negativos.

A segunda injecdo foi uma mjegdo de Sul. com concentragdo de 4mg/mL da
amostra, o qual € equivalente da dose efetiva. Esta ultima inje¢do serve para detectar
as regides de maior atividade no extrato (Figura 15). Os testes de atividade

citotoxica realizados nas fragGes coletadas dos 96 depositos sdo descritos a seguir:

6.2.3.4 — Dados fisicos dos vitanolideos
Vitanolideo (1):

7B-acetoxi-4]3,20R—diidroxj-SB,6B-epoxi-1-oxo-vita-2,24-dienolideo.

Sohdo incolor de p.f. 151-153°C (AcOEL); UV Ap 217 nm (e 15.000) ; IV
Vmax €M : 3421, 1712, 1686; EIMS m/z (int. rel.): 528 [M"], 468 [M-HOAc]' (2),
403 [M-125]" (15), 385 [M-125-H,07" (12), 343 [M-125-HOAc] (30), 325 [M-125-
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HOAc-H,0] (25), 169 (25), 126 (100); HR-EIMS m/z 325.18065 (Calculado para
C1H505: 325,18037) ; dados espectrais de RMN 'H e BC, ver Tabela 4.

Principais sinais em RMN 'H ( CDCl;, 500 MHz):

86,96 (dd, *J=10Hz; J=6,0Hz ,H3)

86,20 (d,,>J=10 Hz ; H2)

84,83 (dd, /=9,7Hz ; °J=1,8 Hz, H7)

§4,18(dd,*/=3,6 Hz ; °J=13,0 Hz, H22)

83,8 (d, J=6,0Hz, H4)

83,25 (d, *J=1,8 Hz , H6)

Vitanolideo (2):

7B,16a-diacetoxi-4 B,20R-dihidroxi-5B,6B-epoxi- 1-oxo-vita-2,24-dienolideo.

Solido incolor de p.f 163-166°C (ACOEL); IV Vpa cmn™: 3440, 1707, 1680;
EIMS m/z (int. rel.): 586 [M'], 461 [M-125]" (20), 401 [M-125-HOAc]™ (100), 341
[M-125-2HOAc]” (28), 323 (19), 281 (20), 169 (50), 126 (100); HR-EIMS m/z
461,21749 (Calculado para CpsHi3O0q: 461,21754); RMN 'H dados espectrais, ver
Tabela 1; RMN "°C dados espectrais, ver Tabela 1, correlagdes HMQC 'H- 1C, ver
Tabela 2.

Principais sinais em RMN 'H de 2 ( CDCl; , 500 MHz):
86,96 (dd, *J=10Hz; *J=59Hz ,H3);
86,20(d,,>/=10Hz ; H2)

85,40 (t,J=77THz=J=77Hz, HI6p)

84,80 (dd,’J=95Hz ; >/=1,8 Hz, H7)

34,20 (dd,°J=4,03Hz ; */=12,8 Hz, H22)

83,80 (dd, >J=6,0 Hz, *J = 1,8 Hz, H4)

83,40 (d,°J=1,8 Hz, H6)
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Vitanolideo 3: i

7B, 16a-~diacetoxi-5B,6B-epoxi-20R-hidroxi- 1-ox0-vita-2,24-dienolideo.

Solido incolor de p.f. 132-137°C (AcOE®); IV vy, cm™: 3490, 1731, 1707,
1680; EIMS m/z (int. rel): 570 [M'], 263 (95), 385 (65), 325(32), 126(40), e
169(15); HR-EIMS m/z 445,22238 ( Calculado para C;5H3307: 445,22263); RMN
'H, ver Tabela 1; RMN 3C, ver Tabela 1.

Principais sinais em RMN 'H de 3 (CDCl; , 500 MHz)
86,85 (ddd, °J=10Hz;*J=2,7Hz, *J= 6,0 Hz, H3)
86,05(dd,, J=10Hz;*/=27 Hz, H2)
8535(t,%J=77Hz =J=7,7Hz, Hi6p)

84,81 (dd, J=9,5Hz ; *°J=12 Hz, HY)

84,30 (dd,’J=3,4Hz; *J=12 He, H22)

83,40 (d, >J=1,2 Hz, H6)

83,00 (dt, %/ =192 Hz; */=2,7 Hz ; H4B)

8 1,95 (dd, °J = 19,2 Hz; °J = 6 Hz ; H4q)

Vitanolideo (4):
7B etoxi- 5B,6B- epoxi-20R- hydroxi- 1-0xo-vita-2,24- dienolideo.

Dados fisicos: Oleo a temperatura ambiente, IV vy, cm™: 3425, 1687; RMN
'H e RMN "C ver Tabela 12, pagina 41.

Vitanolideo (5):

7B-acetoxi, 160~ etoxi -58,6B-epoxi-20R-hidroxi-1-oxo0-vita-2,24-dienolideo.
Dados fisicos: Oleo a temperatura ambiente, IV v, cm™: 3408, 1682 : RMN
'H e RMN °C, ver Tabela 12.

6.2.4- Obtengdo dos derivados e dados fisicos.

Compostos 1a e 2a (Acetilagio de 1 e 2).

O vitanolideo 1 (20 mg) foi adicionado a um balio de 50 mL e entio
dissolvido em 2 mL de acetato de etila. A seguir adicionou-se 1mL de anidrido

acetico- piridina (1:1), iniciando-se agitagio e deixando reagir por Sh. A reagdo foi
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acompanhada por CCD até a reagio de todo material. O mesmo procedimento foi
adotado para o vitanolideo 2. Dados de RMN 'H e °C : Tabela 19,

Composto 1b — (Redugio de 1).

Inicialmente verificou-se se o agente redutor (borohidreto de sddio (NaBH,)
estava ativo, adicionando-se o mesmo em pequena quantidade de metanol e
aquecendo levemente. A solugdio liberou pequenas bolhas mostrando que o NaBH,
estava ativo. O composto 1 (20 mg ) foi dissolvido em metanol € mantido em
agitacdo, a seguir adicionou-se uma pequena porgdo (5mg) de NaBH, observando-
s¢ a liberagdo de gas. A mistura foi entiio aquecida em banho-maria até ebulicdo por
dois minutos. Apés o término da reagdo procedeu-se o trabalho de purificagfio de 1b,
utilizando-se CCDP, eluindo-se trés vezes uma mistura de acetato/ tolueno/acido
acético (8:2:0,1), e obtendo-se 10 mg de 1b. Dados fisicos: Pf éleo a temperatura
ambiente. RMN “°C (Tabela 19) : RMN 'H (CDCL) sinais principais: 5:4,85 (dd ,
J=9,0 Hz, 2,0 Hz, H7), 4,2 (dd, /= 3,4 Hz, 12,5 Hz, H22), 3,7m (H4), 3,1 (d, J=2
Hz, H6), 3,2 (dd, H1) . COSY observar tabela 18.

Tabela 18- Correlagdes observadas no espectro COSY de 1b.

Hidrogénio (8) Hidrogénio correlacionado (5 )
H-4 (3,7) H-3 (2,0)

H-22 (4.2) H-23 (2,4), H-23 (2,2)

H-7 (4,8) H-8 (1,8)

H-7 (4,8) H6 (3,2)

Composto 1¢ ( oxidagdo de 1).

Inicialmente foi necessario a obtengdo de oxido de mangan€s (MnO,)
ativado, uma vez que o 6xido de manganés comercial nfo ¢ adequado para sintese.
Prepara-se uma solu¢do contendo Sg KMnO, em 10 mL de agua, esta € adicionada a
uma solu¢do contendo 5g¢ de MnSO, em 20 ml de agua, numa temperatura de
90°C. A mistura é mantida em agitagio por 20 min, seguindo-se entdo a filtragio do
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60xido de manganés em papel de filtro (composto de cor marron avermelhada). O
precipitado € lavado com 90 mL de 4gua e em seguida com 90 mL de acetona. O
solido obtido ¢ entfio seco em estufa a 100 °C por 2hs. O MnO, agora ativado deve
ser utilizado prontamente, pois a sua atividade diminui com o passar do tempo.

Segundo a literatura (Counsell et al, 1962) este 6xido de manganes
preparado por este meétodo € ativado por até um més desde que guardado em frasco
bem vedado e em dessecador.

Oxidagdo de 1 : 200 mg de MnO, obtido conforme descrito anteriormente
foram adicionados numa solugéio contendo 50 mg de 1 em 20 mL de acetona, a
mistura foi adicionada a um balio de 50 mL e entio mantida sob agitacdo a
temperatura ambiente por 24h. Apés filtragdo e recristalizagdo com metanol,
obtivemos (20 mg) de 1¢. Dados fisicos Pf: 137-140 °C  RMN 'H(CDCl;): sinais
principais: 8:7,6 (s, H2 ¢ H3), 5,2 (dd , J= 9,0 Hz, 2,0 Hz, H7), 4,5 (dd, J= 3,0 Hz ,
12,0 Hz, H22), 3,8 ( d, J= 2 Hz, H6). RMN C observar tabela 20.

Oxidagéo de 2 : A partir de 20 mg de 2 e seguindo-se o mesmo procedimento
anterior, obteve-se 7 mg de 2b . Dados fisicos Pf: 140-143 °C. Sinais principais
RMN 'H: 5:6,9 (s, H2 e H3), 5,4 (t, J= 7 Hz, H16B), 4,2 (dd, J= 3,0 Hz, 12,0 Hz,
H22), 3,6 ( d, J=2 Hz, H6).

Composto 1d (Hidrogenagdo de 1).

O composto 1 (50 mg) foi hidrogenado sobre Pd/C (10%) utilizando-se como
solvente acetato de etila. O processo consiste em passar uma corrente de H, (g)
gerado através de reagdo de Aluminio metalico com sohugdo aquosa de NaOH a 5%
, na mistura contendo o vitanolideo 1 e o catalisador Pd/C em acetato de etila a
temperatura ambiente. Apds 90 min de reagio procedeu-se o trabalho de purificagdo
de 1d, utilizando-se CCDP, eluindo-se trés vezes uma mistura de acetato de etila/
tolueno (8:2), e obtendo-se 30 mg de 1d. Dados fisicos: RMN *C : Tabela 20.

Sinais principais RMN 'H : § 4,9 (dd), 84,2 dd, 8 3,5 (m) e 5 3,3ppm (d).
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Tabela 19 - Deslocamentos quimicos de RMN C? e RMN H! para os derivados 1b,
la e 2a.

1b la 2a

C 8°C 3"°C 8°C carbono | §H'(Jin Hz)

1 75,5 201,0 201,0 | C=0

2 26,5 134,0 1340 |CH 6.20d (10,1)

26,0 140,0 140,1 | CH 6.96 dd (5.7 ;

10.1)

4 74,5 71,0 71,0 CH 3.80d(5.7)

5 68,0 64,0 64,0 C

6 61,7 60,5 60,8 | CH 3.40d (1.8)

7 75.6 74,5 74,5 CH 4.80 dd (1.8;9.3)

8 34,5 34,0 33,5 CH 187

9 475 44,0 43,0 CH 1.28

10 43,0 48,0 475 C

11 22,6 21,8 21,0 CH; 1.94

12 40,1 39,0 40,0 CH, 1.38

13 44,0 44,0 43,5 C

14 56,0 55,5 53,0 CH 1.75

15 25,2 25,4 34.0 CH, 5.4

16 30,0 28,0 75,5 CH 1.36

17 54,5 53,8 59,5 CH 1.40

18 14,8 13,3 14,7 CH; 0.88

19 14,1 15,5 16,0 CH; 1.44

20 75,5 75,2 75,6 C

21 21,0 20,5 20,9 CH; 1.90

22 81,5 80,7 81,0 CH 4.2 dd (3.6; 13.0)

23 31,7 31,8 30,5 CH, 2.4;2.05

24 148.,0 1482 1490 |cC

25 121,5 122,0 122,5 C

26 165,0 166,0 1660 |C=0

27 12,4 12,4 12,5 CH; 1.88

28 21,1 20,7 20,7 CH; 1.30

4- OAc 169,0 1700 | C=

4- OAc 20,6 21,0 CH; 2,00

7- OAc | 170,0 171,0 1705 | C

7- OAc | 22,0 21.3 216 CH, 2.10

16-OAc 1,96
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Tabela 20- Deslocamentos quimicos de RMN *C e RMN 'H para lc e 1d.

1c 1d

C 8C. | TipodeC. 3°C

1 202,0 C=0 210,0

2 139,0 CH 31,8

3 142,0 CH 26,5

4 193 C=0 72,5

5 65,5 C Quat. 70,0

6 63,8 CH 57,0

7 74,0 CH 75,8

8 33,5 CH 34,2

9 433 CH 43,0
10 [ 488 C Quat. 49.8
11 22,3 CH, 22,8
12 39,8 CH, 39,8
13 42,8 C Quat. 43,5
14 55,5 CH 52,0
15 24,0 CH, 25,0
16 | 27,0 CH, 31,8
17 53,9 CH 54,0
18 13,5 CH, 13,5
19 19,2 CH; 15,3
20 75,0 C 76,0
21 20,6 CH; 20,8
22 81,1 CH 81,0
23 315 CH, 31,8
24 | 1480 | C Quat. 148.0
25 11225 ] CQuat 122,0
26 | 167,0 C=0 167,0
27 12,5 CH, 12,4
28 21,0 CH, 20,7
4- OAc 171,5
4-OAc 22,0
7-OAc | 1721 C=0 171,0
7-OAc | 21,5 CH, 21.3
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6.3 - TESTES BIOLOGICOS (Realizados na Universidade de Illinois)

6. 3.1 — Avaliag@o da atividade citotéxica ( Likhitwitayawuid, 1993)

Foram realizados testes de atividade anti-cdncer, no extrato etéreo,
vitanolideos isolados ¢ derivados, de acordo com procedimentos padrdes contra os

seguintes tipos de cincer: mama, pulmdo, colon, préstata e pele.

6.3.2 — Avaliagfio da atividade Quimiopreventiva
Os vitanolideos 1, 2 e 3 foram avaliados através do teste de quinona redutase

(Kennelly et. al. 1997, Song et. al.1999) como indutores da enzima Quinona

redutase, utilizando-se células hepatoma de ratos Hepa lclc7.

7 - CONCLUSOES

O estudo fitoquimico das folhas de A. arborescens permitiu o isolamento de
cinco vitanolideos, quatro deles inéditos. A analise da literatura mostrou 2 e 3 como
sendo os primeiros vitanolideos registrados contendo grupos acetoxi em C-7 e C-16.

Os compostos 4 e 5, isolados no extrato etanélico, embora inéditos parecem
ser artefatos obtidos no processo de extragiio com etanol. O estudo de de-replicagio
do extrato etéreo mostrou a presenga de seis substincias ativas contra cancer nesta
fragdio, destas isolamos 1, 2 e 3 (tabela 13). Estas mesmas substincias, mais os
vitanolideos 4 e 5 (isolados no extrato etandlico), foram testados em cancer contra
varios tipos de células cancerosas. Os resultados nos permitiram concluir que 0s
vitanolideos 1 e 2 sdo os mais ativos componentes em céncer, com destaque para 1
em cancer de colon. Através do teste de indugdio de quinona redutase em 1 e 2,
pudemos observar que os vitanolideos ndo s inibem o desenvolvimento do cincer
como também previnem a sua formagdo. Derivados sintéticos de 1 e 2, foram
obtidos visando acentuar a atividade anti-cincer dos vitanolideos. O derivado 1a
(acetilado no C-4) teve a sua atividade reduzida de cinco e quinze vezes, nos
cénceres de mama e célon, mas aumentou sua atividade dez vezes nas células de

cancer de pulméo. Comportamento semelhante se observou na atividade de 2a. O
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sistema conjugado 2-en-1-ona mostrou-se importante na atividade dos vitanolideos,
pois quando realizamos a reducdo da carbonila (C1) e dupla ligagsio em 1, obtendo-
se o derivado 1b, percebemos uma diminuic#o significativa nos valores de atividade
bioldgica em todos os tipos de células cancerosas.

No derivado 1d, observamos melhora de duas vezes na atividade contra
cancer de pulméo, mas a atividade caiu nos outros tipos de células. O derivado 1¢
que poderia representar uma melhora na atividade, pela incorporagéio de uma
carbonila, nio apresentou nenhum aumento na atividade nas células testadas,
entretanto percebemos uma certa seletividade na atividade de determinadas células,
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E-53- Espectro de RMN 'H do vitanolideo 2b.
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