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RESUMO

A multirresisténcia farmacolégica (MDR) tem sido apontada como um dos
principais motivos para a ineficacia da quimioterapia no tratamento do cancro. Um dos
fatores responséaveis pelo desenvolvimento de MDR é a sobre-expressdo da
glicoproteina-P (P-gp) nas células tumorais, levando ao aumento do efluxo do farmaco
do interior para o exterior da célula.

Em estudos anteriores, os triterpenos do tipo cucurbitano demonstraram uma
forte atividade como moduladores da P-gp em células tumorais multirresistentes.
Neste sentido, este trabalho teve como principal objetivo a obtencdo de uma pequena
biblioteca de compostos ativos, resultantes do estudo fitoquimico do extrato
metandlico das partes aéreas da planta Africana Momordica balsamina L.
(Cucurbitaceae).

Do fracionamento do extrato metandlico, por processos cromatogréficos,
resultaram cinco compostos novos, com o esqueleto do cucurbitano, denominados
balsacurbitriol (2.1), balsacurbepoxitol (2.2), acido balsacurbitdico (2.3), balsacurbital
(2.4) e balsacurbinol (2.5), e cinco compostos ja descritos anteriormente com 0 mesmo
esqueleto: karavilagenina C (1.92), karavilagenina A (2.6), karavilagenina B (2.7),
kuguacina B (2.8) e kuguacina C (2.9) e o esteroide, 24-etil-5a-colesta-7,22,25-trien-
3p-ol (2.10). A oxidacéo da karavilagenina C (1.92) e do esteroide (2.10) originou 0s
compostos 2.11 e 2.12, respetivamente. A atribuicdo das estruturas quimicas dos
compostos foi realizada através da analise dos seus dados fisicos e espectroscépicos,
gue incluiram: infravermelho, espectrometria de massa e estudos de RMN
unidimensionais (*H, **C, DEPT) e bidimensionais (HMQC, HMBC, COSY e NOESY).

Os compostos (1.92 e 2.1-2.12) foram avaliados quanto ao seu efeito citotoxico
e como moduladores da P-gp em células T L5178Y de linfoma de rato, transfetadas
com o gene humano ABCB1, e em células do adenocarcinoma do colén humano
multirresistentes, através do ensaio de acumulacdo da rodamina 123. A maioria dos
compostos mostrou uma forte atividade moduladora da P-gp (FAR > 10) e uma
interacdo sinérgica com o farmaco antitumoral doxorrubicina, o que corroborou o seu

potencial como reversores de MDR.

Palavras-chave: Momordica balsamina, triterpenos, cucurbitano, multirresisténcia

farmacologica, Glicoproteina-P.



ABSTRACT

Multidrug resistance (MDR) is considered one of the main reasons of cancer
chemotherapy failure. One of the most significant mechanisms of MDR is due to the
overexpression of P-glycoprotein (P-gp) that acts as an extrusion pump for
chemotherapeutic agents, thus decreasing their intracellular concentration.

In previous studies, cucurbitane-type triterpenes were found to be strong P-gp
modulators in multidrug resistant tumour cells. In this way, this dissertation aimed at
generating a small library of compounds through the phytochemical study of the African
medicinal plant Momordica balsamina L. (Cucurbitaceae). Fractionation of the
methanol extract of Momordica balsamina aerial parts, by chromatographic techniques,
such as extensive column chromatography, preparative thin layer chromatography and
high-performance liquid chromatography (HPLC), afforded five new compounds with
the cucurbitane skeleton, named balsacurbitriol (2.1), balsacurbepoxitol (2.2),
balsacurbitoic acid (2.3), balsacurbital (2.4) and balsacurbinol (2.5), along with five
known compounds with the same skeleton: karavilagenin C (1.92), karavilagenin A
(2.6), karavilagenin B (2.7), kuaguacin B (2.8) and kuguacin C (2.9), and a steroid, 24-
ethyl-5a-cholesta-7,22,25-trien-33-ol (2.10). Oxidation of karavilagenin C (1.92) and the
steroid (2.10) vyielded the derivatives 2.11 and 2.12, respectively. The chemical
structures of the compounds were deduced from their physical and spectroscopic data,
which included infrared spectroscopy, mass spectrometry and extensive one-
dimensional (*H, **C, DEPT) and two-dimensional (HMQC, HMBC, COSY e NOESY)
NMR experiments.

Compounds 1.92 and 2.1-2.12 were assessed for their cytotoxic activities and
as P-gp modulators in human ABCB1-gene transfected L5178Y mouse lymphoma cells
and resistant human colon adenocarcinoma cells by the rhodamine-123 accumulation
assay. Most of the compounds showed strong P-gp modulating activity (FAR > 10) and
a synergistic interaction with the antitumor drug doxorubicin, confirming their potential

as MDR reversers.

Keywords: Momordica balsamina, cucurbitane-type triterpenes, multidrug resistance,

P-glycoprotein



AGRADECIMENTOS

A realizacdo deste Mestrado néo teria sido possivel sem a orientagdo, 0 apoio
e incentivo de diversas pessoas que de diferentes modos possibilitaram a
concretizacdo deste sonho, a quem quero deixar expresso 0 meu sincero
agradecimento.

Quero agradecer a Professora Doutora Maria José Umbelino, minha
orientadora, pela oportunidade e pela confianca depositada em mim para o
desenvolvimento deste trabalho e pela sua ajuda, acompanhamento e constante
incentivo durante este longo processo para a realizacdo deste trabalho.

A Professora Doutora Ana Margarida Madureira, minha co-orientadora,
agradeco a dedicacédo na revisao deste trabalho e a disponibilidade prestada.

Os meus profundos agradecimentos vao, também, para a Professora Doutora
Cétia Ramalhete pela sua preciosa ajuda, pelos seus conhecimentos, disponibilidade e
acompanhamento incansaveis.

Os meus agradecimentos ao Doutor Silva Mulhovo do Centro de Estudos de
Mocambique e de Etnociéncias (CEMEC), na Universidade Pedagégica de Maputo,
pela recolha e envio da planta, essencial para o desenvolvimento deste estudo.

Ao Professor Doutor Joseph Molnar e a Dr. Prof Gabriella Spengler da
Universidade de Szeged, na Hungria, pela colabora¢cdo nos ensaios biologicos de
multirresisténcia farmacoldgica presentes neste trabalho.

Endereco também os meus agradecimentos ao Prof. Carlos Cordeiro pelo seu
contributo na realizagdo dos espectros de FTICR-MS na Faculdade de Ciéncias,
Universidade de Lisboa e ao Dr. Jodo Ferreira e Dr. Lina Santos pelos espectros de
ESI-MS na Faculdade de Farmacia, Universidade de Lisboa.

O meu agradecimento a Dr. Rita Ventura, do Instituto de Tecnologia Quimica e
Biolégica da Universidade Nova de Lisboa, por proporcionar 0 acesso ao polarimetro
para medicao do poder rotatdrio.

Os meus agradecimentos a Professora Doutora Ana Paula Francisco,
Professora Doutora Emilia Valente e Professora Doutora Noélia Duarte pelos
ensinamentos e motivacdo que transmitiram ao longo de todo o processo e pela
preciosa ajuda na manutencdo do equipamento de HPLC.

A Angela pela sua disponibilidade e apoio prestado no trabalho desenvolvido
no laboratério, assim como ao Ricardo Ferreira pelo seu apoio e disponibilidade tanto
dentro como fora do laboratério, vendo com felicidade a obtencéo dos seus graus de

Doutor.



Aos meus colegas de laboratério e aos colegas de outros laboratoérios, 0 meu
muito obrigado por todo o apoio, amizade e boa disposicdo que se fez sentir ao longo
do trabalho. Aos meus colegas de curso, principalmente ao Luis Sobral, Pedro
Gongalves e Claudia Braga pela amizade e apoio prestados tanto dentro como fora do
laborat6rio. Nao esquecendo, o meu colega e amigo Jodo, pelo companheirismo,
espirito de interajuda, pelas discussdes que fazem parte, pelas horas sem fim
passadas no laboratério nos momentos mais angustiantes, em que os resultados
teimavam em n&o surgir e nos bons momentos, pela partilha de aprendizagens e de
gargalhadas pelas escolhas musicais.

Aos meus amigos pela compreensdo e apoio mostrado aquando da minha
indisponibilidade constante pela dedicacdo a este sonho.

N&o poderia excluir dos meus agradecimentos 0s meus pais, Isabel e Manuel,
pelos sacrificios de uma vida inteira, apoio e paciéncia incondicionais que
demonstraram para comigo e por me proporcionarem a educagio que tenho. A minha
gquerida Avo, ao meu irmdo Nuno, a Joana e a minha futura sobrinha, que tanto me
incentivaram nesta caminhada. Ao meu namorado, Luis, pela pessoa que é, pelo
carinho e amizade demonstrados ao longo desta caminhada e principalmente pela sua
incalculavel ajuda e paciéncia.

O meu obrigado a todas as outras pessoas, do meu local de trabalho, amigos e
familia, que aqui ndo mencionei, mas ndo esquecidas, que direta ou indiretamente

participaram nesta fase da minha vida.



INDICE GERAL

RESUMO ...t e ettt e e ettt e e ettt e e et et e e et e e eeaans i
AB S T R A T et e ettt e e ettt e e et e e ar b e e aeeearee i
AGRADECIMENTOS ...ttt e et e ettt e e et et e e eaaa e aaees iii
INDICE DE TABELAS......cooiieite ettt ettt ettt ettt ettt eeae e e ste e e eaeeaeatesreaneas Vii
INDICE DE ESQUEMAS .....veeeet oottt ettt et et ee et eeee s ee et eee e s eeeeeenena, ix
INDICE DE FIGURAS ..ottt e et te et eteeteate e aeeaeatesreeneens X
Abreviaturas € SIMDOIOS .........c.uuiiiiii e Xi
(0= T 011 (1] [0 101 RO PP PP PPOPPPPPPPRPR i
10T [ o T 1 i
Lo INETOAUGEO .t 3
1.1. Afamilia CUCUIDITACEAE ........cceiiiiiiiiiiiiiie e 3
1.2. O gENEIO MOMOITICA. .. .uuuveeiiieeeiiiiiitte et e e ettt e e e e e st e e e e e e s et eeaee s 4
1.2.1.A espécie Momordica balSamina............ccccecviiiiiiiiiicccce e 6

1.3. Terpenos - CONSIAEragOesS JEIAIS. .....uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeieee ettt 7
1.3.1.Triterpenos do tipO CUCUIDItANO..........covviiiiiiiie e 10
1.3.2.Biossintese de triterpenos do tipo cucurbitano.............cccceeeieciiicicceceee, 11
1.3.3.ReViS80 DIBHOGIAfICA. ..o 13

1.4. O cancro e a multirresisténcia farmacoldgica ..........cccoeeeeeriiiiiiiiiinn e, 26
1.4.1.Mecanismo de MDR mediado pela P-gp .....ccccciiriiiiiiiiieree e 26
1.4.2.Estratégias para reversdo da MDR ..........ccccocovieiiiiiic i 29
1.4.3.0 papel dos produtos naturais: cucurbitacinas como moduladoras da P-gp ..... 32
(0T o 11 (01 [0 124 PUPPUROPPRR 35
Apresentacao e DiSCUSSA0 d0S RESUIAUO.........uuuuruuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieieeeeeeeeeeeeees 35
2. Estudo fitoquimico de Momordica balsaming .............ccoooiiiiiiiiiiieeiiiiiiieeeee e 37
2.1. Balsacurbitriol [7p-metoxicucurbita-5,25-dieno-3p,23(R),24(R)-triol]................ 38
2.2. Balsacurbepoxitol [24S,25-Epoxi-7-metoxicucurbit-5-en-343,23(R)-diol] ......... 41
2.3. Acido balsacurbitéico [&cido 24,25,26,27-tetranor-73-metoxicucurbit-5-en-3p-ol-

P2 o o1 ] PPN 45
2.4. Balsacurbital [24,25,26,27-tetranor-73-metoxicucurbit-5-en-3p-ol-23-all.......... 49
2.5. Balsacurbinol [25-metoxicucurbita-5,23(E)-dien-7-on-3B-0l] ...........ccceeeveennnnnn. 52
2.6. Karavilagenina C [73-metoxicucurbita-5,24-dieno-3p3,23(R)-diol] ...........cc........ 56
2.6.1.0xidacao da karavilagenina C: dicetonaem C-3e C-23.......cccccoooverivrrennne 57

2.7. Karavilagenina A [7f,25-dimetoxicucurbita-5,23(E)-dien-3p-0l] ..........ccccceueeen. 60



2.8. Karavilagenina B [7-metoxicucurbita-5,23(E)-dieno-33,25-diol] ..................... 62

2.9. Kuguacina B [cucurbita-5,23(E)-dien-7-ona-33,25-diol] .............eevvmmrmmimiiinnnnnns 64
2.10. Kuguacina C [25,26,27-trinor-cucurbit-5-eno-7,23-dion-3B-0l] .............evvvennns 66
2.11. 24-etil-50-colesta-7,22,25-tren-3-01 .....ccccoeririiiiiiiiie e 68
2.11.1. Oxidacao do 24-etil-5a-colesta-7,22,25-trien-33-ol: cetonaem C-3......... 70
2.12. Reversédo da multirresisténcia mediada pela glicoproteina-P ........................ 72
2.12.1. Ensaio de citotoxicidade iN VItrO............cociiiiiriiiiiieeccee s 72

2.12.2. Modulacdo da multirresisténcia farmacoldgica em células de linfoma de

rato e do adenocarcinoma do COlON NUMANO.............couiviiiiiiiiiee e 73
2.12.3. Relacgdo estrutura-atividade...............ccceoiiiiiiinineece s 76
2.12.4. Combinac¢do dos compostos com um farmaco antitumoral........................ 82
(0= T o 11 (1] [0 JC TR PP U PP PUPPPPPPPPPR 85
Parte EXPeriMental ..........ooouiiiiii i a e e e e anae 85
3. Procedimento EXPerimental ..........coovvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeee e 87
3.1. Equipamentos € tECNICAS JEIAIS ......uuuiiiiieeiiieiiiiiee e e e e e et e e e e e e e 87
3.2. EStUAO fIEOQUIMICO ...eeeiiiiiieeieee et e e 88
3.2.1.Processo extrativo € 1SOIamENTO ...........ccoiiiiiiiinieee s 88
3.2.2.EStUdO da fraGao C.......cooveieieieiece e 89
3.2.3.EStudo da fraGao E.........ccoiiiiiiii s 94

3.3. ENSaios bIOIOQICOS.......cuuuuiiiii e 113
3.3.1.Caracterizacao das linhas celulares e do meio de cultura............c..ccccoeneee.. 113
3.3.2.ENsaio de CItOtOXICIAAAE ...........evieiiiiieiiec s 113
3.3.3.Teste de acumulacdo da Rodamina 123 (R123).......cccccoeeriiireneieneeeanne 114
3.3.4.Ensaio de combinac¢do dos compostos com a doxorrubicina. ...................... 115
(OF-T 011 (1] [0 10 AP EPT TP 117
CONCIUSBES ...ttt ettt e e e e e ettt e e e e e e e eeeas 117
A, CONCIUSDES ...ttt e e e et e e e e e e et eee s 119
Referéncias DiblOgrafiCas ..o 123

Vi



INDICE DE TABELAS

Tabela 1.1 Novos triterpenos do tipo cucurbitano isolados a partir do género

1Y (o]0 g0 o | ot VAT 13
Tabela 1.2 Outros compostos isolados a partir do género Momordica. ...........cc.cce..... 24
Tabela 2.1 Compostos isolados a partir da Momordica balsamina e derivados. ......... 37

Tabela 2.2 Espectros de 'H, *C, DEPT e principais correlacdes observadas nas
experiéncias de COSY, HMBC e NOESY [CDCl;, 300 MHz (*H), 100 MHz (**C),
(ppm), (J em Hz)] para 0 COMPOSLO 2.1.....ccoiiiiiiiiiiiiiiieeeeee e 40
Tabela 2.3 Espectros de 'H, '*C, DEPT e principais correlacdes observadas nas
experiéncias de COSY, HMBC e NOESY [CDClz;, 300 MHz (*H), 100 MHz (*3C), &
(ppm), (J em Hz)] para 0 COMPOSLO 2.2.......cooeuiiiiiiiieeeeeeeeetiee e e e e e et e e e e e e eaaaans 44
Tabela 2.4 Estudo comparativo de alguns valores observados no espectro de *C-
RMN, entre o composto 2.2 e um composto analogo (alisol B), descrito na literatura. 45
Tabela 2.5 Espectros de 'H, *C, DEPT e principais correlacdes observadas nas
experiéncias de COSY, HMBC e NOESY [CsDs, 300 MHz (*H), 100 MHz (**C), &
(ppm), (J em Hz)] para 0 COMPOSLO 2.3.....ccoiiiiiiiiiiiiiiieeeeee e 48
Tabela 2.6 Espectros de 'H, *C, DEPT e principais correlacdes observadas nas
experiéncias de COSY, HMBC e NOESY [CDCl;, 300 MHz (*H), 100 MHz (**C), &
(ppm), (J em Hz)] para 0 COMPOSLO 2.4........coouiiiieei e e e e e aaaaas 51
Tabela 2.7 Espectros de 'H, *C, DEPT e principais correlagbes observadas nas
experiéncias de COSY, HMBC e NOESY [CDCls;, 300 MHz (*H), 100 MHz (**C), &
(ppm), (J em Hz)] para 0 COMPOSLO 2.5......ccoiiiiiiiii i 55
Tabela 2.8 Espectros de *H-RMN, **C-RMN e DEPT [CDCls;, 300 MHz (*H), 100 MHz
(**C), 8 (ppm), (J em Hz)] para 0 COMPOSLO 1.92.........ccceeverireieeeeeeeeeeeeeee e, 57
Tabela 2.9 Espectros de 'H, *C, DEPT e principais correlacdes observadas nas
experiéncias de COSY e HMBC [CDCls, 300 MHz (*H), 100 MHz (**C), & (ppm), (J em
Hz)] para 0 COMPOSIO 2.11. ..o 59
Tabela 2.10 Espectros de 'H, *C, DEPT e principais correlacdes observadas nas
experiéncias de COSY e HMBC [CDCls, 300 MHz (*H), 100 MHz (**C), & (ppm), (J em
HZ)] para 0 COMPOSIO 2.6, ....uuuii et e e e et e e e e e e e eeaeeaaa e e e e eeaeennees 61
Tabela 2.11 Espectros de 'H, *C, DEPT e principais correlacdes observadas nas
experiéncias de COSY e HMBC [MeOD,, 300 MHz (*H), 100 MHz (**C), d (ppm), (J em
HZ)] para 0 COMPOSIO 2.7 . ...t e e et e e e e e e e eetetaa e e e e eeeeennees 63

Vi



Tabela 2.12 Espectros de 'H, *C, DEPT e principais correla¢cdes observadas nas
experiéncias de COSY e HMBC [CDCls, 300 MHz (*H), 100 MHz (**C), & (ppm), (J em
HZ)] para 0 COMPOSIO 2.8.....uuuii i eeiiieeeee et e e et s e e e e e e e e aa e a e e e aaaeeannes 65
Tabela 2.13 Espectros de 'H, *C, DEPT e principais correlacdes observadas nas
experiéncias de COSY e HMBC [CDCls;, 300MHz (*H), 100 MHz (**C), & (ppm), (J em
HZ)] para 0 COMPOSIO 2.9, ...uiiiiii e e e s e e e e e e e ettt e e e e aaeeeannes 67
Tabela 2.14 Espectros de 'H, *C, DEPT e principais correlacdes observadas nas
experiéncias de COSY e HMBC [CDCls, 300 MHz (*H), 100 MHz (**C), & (ppm), (J em
Hz)] para 0 COMPOSIO 2.10. . ... e et s s e e e e e e e e aa e e e e e aaeeeanne 69
Tabela 2.15 Espectros de 'H, *C, DEPT e principais correlacdes observadas nas
experiéncias de COSY, HMBC e NOESY [CDCl;, 300 MHz (*H), 100 MHz (**C),
(ppm), (J em Hz)] para 0 COMPOSLO 2.12......cccciiiiiiiiiiiiiiiiie e 71
Tabela 2.16 Atividade citotoxica dos compostos (1.92 e 2.1 - 2.12) nas células de
linfoma de rato L5178Y (células PAR), nas células T de linfoma de rato transfetadas
com o gene humano ABCB1 (células MDR) e nas células do adenocarcinoma do colén
humano quimiossensiveis (Colo 205) e multirresistentes (Colo 320). .......cccceeeeeeerenns 73
Tabela 2.17 Efeito dos compostos 1.92 e 2.1 - 2.12 na reversdo da MDR em células T
de linfoma de rato transfetadas com o gene humano ABCB1 (L5178Y) e do
adenocarcinoma do colén humano multirresistentes (Colo 320). .......ccceeeveeeeeiieiiinnnnnn. 75
Tabela 2.18 Propriedades fisico-quimicas dos compostos 1.92 e 2.1 - 2.12 (PM - peso
molecular; VM - volume molecular; log P - coeficiente de partilha octanol/agua; TPSA -
area da superficie polar topologica; n° de aceitadores e dadores de ligacbes de

(a]To [ oo 1= o TP PP PPPPPPPPPPPR 82
Tabela 2.19 Efeito de alguns dos compostos estudados em combinagcdo com a
doxorrubicina Nas CEIUIAS L5178Y. ....covviviiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeee et 83
Tabela 3.1 Cromatografia em coluna do extrato de ACOET ........cccceeeiiiiiiiiiiiiiiieeneeen, 88
Tabela 3.2 Cromatografia em coluna da frag8o C ..........cccvvvvvviviiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee 90
Tabela 3.3 Cromatografia em coluna da frag8o E.............cccvvvvviviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeee 94
Tabela 3.4 Cromatografia em coluna da fragdo E7B4 ............ccoevvvvvviviiiiiiiiiiiiiiiiiiee, 99
Tabela 3.5 Cromatografia em coluna da frag8o E9............cccevvvvviviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiee, 108

viii



INDICE DE ESQUEMAS

Esquema 1.1 Classificagdo taxondmica da planta M. balsamina (Thakur et al., 2009).
Legenda: A e B - Flores e frutos ndo maduros; C - frutos amadurecidos; D - flor
feminina; E - flor masculina; F - sementes Vermelnas. .......oooeuvvevieoiieieieeee e 6
Esquema 1.2 Biossintese de terpenos: formacéo das unidades IPP e DMAPP pela via
do acido mevaldnico e pela via da deoxi-xilulose (Ajikumar et al, 2008) ....................... 9
Esquema 1.3 Biossintese das principais classes de terpenos (Roberts, 2007). ......... 10
Esquema 1.4 Biossintese de cucurbitacinas (adaptado de Kushiro e Ebizuka, 2010;

Shibuya et al, 2004) ........cooiiiiiii 12
Esquema 2.1 Reacao de oxidacdo do composto 1.92........ccoeeveiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeee, 58
Esquema 2.2 Reacao de oxidacdo do composto 2.10........cceeeeeeiiiieiiiiiieeeeeeeeeeeeeeee, 70

Esquema 3.1 Resumo do processo de extragdo e fracionamento (fracdes iniciais) da

MOMOrdiCa DAISAMING. ......eeiieiii e e e e e e e e e e e e eennnes 89
Esquema 3.2 Representacdo esquematica do estudo da Fragdo C. .............cceeeennn. 91
Esquema 3.3 Representacdo esquematica do estudo da fragdo E7. .............cceee.. 95
Esquema 3.4 Representacdo esquematica do estudo da fracdo E9. ..............ccoe.. 96


file:///C:/Users/c/Desktop/versão%20final%20da%20tese/Tese%20Cristina%20Silva%205-2-2018.docx%23_Toc505634893
file:///C:/Users/c/Desktop/versão%20final%20da%20tese/Tese%20Cristina%20Silva%205-2-2018.docx%23_Toc505634893
file:///C:/Users/c/Desktop/versão%20final%20da%20tese/Tese%20Cristina%20Silva%205-2-2018.docx%23_Toc505634895

INDICE DE FIGURAS

Figura 1.1 Exemplos de frutos de algumas espécies do género Momordica (Nagarani
L= L2 USSP 5
Figura 1.2 Estrutura basica das CuCUrbitaCinas .............coouiiuuiiiiiiiiieieiiiiieeeee e 11
Figura 1.3 (A) Representacao tridimensional da P-gp. Possiveis locais de ligacdo do
inibidor da P-gp. (B) Estrutura da P-gp. Constituida por dois dominios
transmembranares hidrofébicos (TMD), cada um constituido por seis hélices
transmembranares (TMH) e por uma regido de ligacédo a nucleétidos (NBD). (Adaptado
de Palmeira et al; 2012 e Silva et al, 2015). .......uuiiiiiiiiiiice e 27
Figura 1.4 Mecanismo de acdo da P-gp: a) modelo do "poro membranar”; b) modelo
do "aspirador hidrofébico"; ¢) modelo da "flipase". (adaptado de Casco e Soto-Vega,
120 < ) TR PP PUPPPPPPRPPR 28
Figura 1.5 Exemplos de modeladores da P-gp de primeira, segunda e terceira
GEBIAGED. ... 31
Figura 2.1 Fragmentos estruturais (A, B e C) estabelecidos através dos espectros de
'H-'H COSY, HMQC e HMBC para 0 COMPOSLO 2.1. .....cveeeeierieeeeeeeeeeseeee e eee e, 39
Figura 2.2 Fragmento estrutural estabelecido através dos espectros de *H-'H COSY,
HMQC e HMBC para 0 COMPOSIO 2.2, .....uiiieeeiieeiiiiiiie e ee e et e e e e e e e e e eeennnes 42
Figura 2.3 Principais correlagdes observadas nos espectros de COSY e de NOESY.....43
Figura 2.4 Fragmento estrutural estabelecido através dos espectros de *H-'H COSY e
HMBC para 0 COMPOSIO 2.3, ..ttt e et ettt e e e e et eernb e e e e aeeeennnes 47
Figura 2.5 Principais correlacdes observadas nos espectros de COSY e de NOESY .47
Figura 2.6 Fragmento estrutural estabelecido através dos espectros de *H-'H COSY,
HMQC e HMBC para 0 COMPOSIO 2.4 ..ottt eeeeennees 50
Figura 2.7 Principais correlacdes observadas nos espectros de COSY e de NOESY.50
Figura 2.8 Fragmentos estruturais estabelecidos através dos espectros de ‘H-'H
COSY, HMQC e HMBC para 0 COMpPOStO 2.5. ... 53
Figura 2.9 Principais correlacdes observadas nos espectros de COSY e de NOESY.54

Figura 2.10 Relacdo estrutura-atividade e respetivos valores de FAR para os

compostos 1.92, 2.1 - 2.9 e 2.11, para as células L5178Y a 20 uM. ...........ccooerirnnnnnnn. 76
Figura 2.11 Relacdo estrutura-atividade e respectivos valores de FAR para os
compostos 1.92,2.1-29e 2.11, paraas células L5178Y a2 uM. .......ccoooeeiriiiiinnnnnnn. 77
Figura 2.12 Relagcdo estrutura-actividade e respectivos valores de FAR para os
compostos 1.92, 2.1 - 2.9 e 2.11, para as células Colo 320 a 20 pM. ........cccevvvvereeeen. 79
Figura 2.13 Relacdo estrutura-actividade e respectivos valores de FAR para os
compostos 1.92,2.1-2.9 e 2.11, para as células Colo 3202 2 M. ..........ccevvvvrinnnnnnn. 80

X


file:///C:/Users/c/Desktop/versão%20final%20da%20tese/Tese%20Cristina%20Silva%205-2-2018.docx%23_Toc505634928
file:///C:/Users/c/Desktop/versão%20final%20da%20tese/Tese%20Cristina%20Silva%205-2-2018.docx%23_Toc505634932
file:///C:/Users/c/Desktop/versão%20final%20da%20tese/Tese%20Cristina%20Silva%205-2-2018.docx%23_Toc505634932
file:///C:/Users/c/Desktop/versão%20final%20da%20tese/Tese%20Cristina%20Silva%205-2-2018.docx%23_Toc505634933
file:///C:/Users/c/Desktop/versão%20final%20da%20tese/Tese%20Cristina%20Silva%205-2-2018.docx%23_Toc505634933
file:///C:/Users/c/Desktop/versão%20final%20da%20tese/Tese%20Cristina%20Silva%205-2-2018.docx%23_Toc505634934
file:///C:/Users/c/Desktop/versão%20final%20da%20tese/Tese%20Cristina%20Silva%205-2-2018.docx%23_Toc505634935
file:///C:/Users/c/Desktop/versão%20final%20da%20tese/Tese%20Cristina%20Silva%205-2-2018.docx%23_Toc505634935
file:///C:/Users/c/Desktop/versão%20final%20da%20tese/Tese%20Cristina%20Silva%205-2-2018.docx%23_Toc505634936
file:///C:/Users/c/Desktop/versão%20final%20da%20tese/Tese%20Cristina%20Silva%205-2-2018.docx%23_Toc505634937
file:///C:/Users/c/Desktop/versão%20final%20da%20tese/Tese%20Cristina%20Silva%205-2-2018.docx%23_Toc505634937
file:///C:/Users/c/Desktop/versão%20final%20da%20tese/Tese%20Cristina%20Silva%205-2-2018.docx%23_Toc505634938
file:///C:/Users/c/Desktop/versão%20final%20da%20tese/Tese%20Cristina%20Silva%205-2-2018.docx%23_Toc505634939
file:///C:/Users/c/Desktop/versão%20final%20da%20tese/Tese%20Cristina%20Silva%205-2-2018.docx%23_Toc505634939
file:///C:/Users/c/Desktop/versão%20final%20da%20tese/Tese%20Cristina%20Silva%205-2-2018.docx%23_Toc505634940

Abreviaturas e Simbolos

[o]5
[M]*
2den
Jen
3C.NMR
'H-NMR
AcOEt
Acetyl-CoA
ADN
ATP
ABC

cc

CeDs
CDCl;

Cl

cf.

1Cs0

IDH
COSsY
d

dd
ddd

DEPT
DMAPP
ESIMS

et al.
FAR
FPP

FTICR-MS

GPP
GGPP

Rotacao especifica determinada a 20°C

&0 Molecular

Acoplamento C-H a duas ligacdes

Acoplamento C-H a trés ligacdes

Ressonéancia magnética nuclear de carbono 13
Ressonéancia magnética nuclear de protao

Acetato de etilo

Acetil-coenzima A

Acido desoxirribonucleico

Adenosina-trifosfato

ATP Binding Cassette

Cromatografia em coluna

Benzeno deuterado

Cloroférmio deuterado

indice combinatorio

Confronte

Concentracdo de composto necessaria para inibir em 50% a
resposta maxima (Half Maximal Inhibitory Concentration)
indice de deficiéncia de hidrogénios

Correlacao protdo-protéo (COrrelation SpectroscopY)
Dupleto

Duplo dupleto

Duplo dupleto de dupletos

Espectro de "*C com selec&o de carbonos
(Distortionless Enhancement by Polarization Transfer)

Difosfato dimetilalilo

Espectrometria de massa com ionizag&o por electrospray (Mass

Spectrometry - ElectroSpray lonization)
E outros autores

Razéo de atividade de fluorescéncia
Farnesilpirofosfato

Espectrometria de massa de alta resolucdo (Fourier Transform
lon Cyclotron Resonance Mass Spectrometry)
Geranilpirofosfato

Geranilgeranilpirofosfato



HMBC

HMQC

HPLC

HR-ESITOFMS

IBX
IPP
v

J

log P

m/z
MDR
Me
MeOD,
MeOH
MTT
MVA
NBD
NOE

NOESY

ppm
Ry
RMN

SD

TLC
TMH

Hetero-correlacdo 'H-*C a duas e trés ligacdes (Heteronulear
Multiple Bond Correlation)

Hetero-correlacdo com detecdo de protdo (Heteronuclear
Multiple Quantum Correlation)

Cromatografia liquida de alta eficiéncia (High Performance
Liquid Chromatography)

Espectrometria de massa de alta resolucdo (High Resolution
Electrospray lonization Time-Of-Flight Mass Spectrometry)
acido 2-iodoxibenzoico

Difosfato de isopentilo

Infravermelho

Constante de acoplamento

Coeficiente de partilha octanol/agua

multipleto

Relagdo massa / carga

Multirresisténcia farmacol6gica (MultiDrug Resistance)

Metilo

Metanol deuterado

Metanol

Sal de tetrazdlio

Via do &cido mevalonico

regido de ligacédo a nucledtidos (Nucleotide Binding Domain)
Efeito nuclear de Overhauser

espectroscopia de efeito nuclear de overhauser (Nuclear
Overhauser Effect SpectroscopY)

Ponto de fuséo

Glicoproteina-P

Peso molecular

Partes por milhdo

Tempo de retencéo

Ressonancia magnética nuclear

Singuleto

Desvio Padréo (Standard Deviation)

Tripleto

Cromatografia em camada fina (Thin Layer Chromatography)

Hélices transmembranares

Xii



TMD
TPSA
uv
VM
WHO
Oc

On

Dominio transmembranar hidrofobico

Area da superficie polar topologica

Ultravioleta

Volume molecular

Organizacdo mundial de satude (World Health Organization)
Deslocamento quimico no espectro de **C-RMN
Deslocamento quimico no espectro de *H-RMN

xiii






Capitulo 1

Introducao






Introducéo

1. Introducao

Os produtos naturais apresentam uma grande importancia no desenvolvimento
de novos farmacos, principalmente devido a sua diversidade estrutural. Os compostos
obtidos através de produtos naturais diferem dos sintéticos na sua multifuncionalidade,
possuindo uma ampla diversidade de propriedades estruturais e fisico-quimicas (Chen
et al, 2015a).

O contributo dos produtos naturais na descoberta de farmacos antitumorais néo
é recente, dado que alguns dos farmacos utilizados na quimioterapia (como exemplo,
paclitaxel e vincristina) tiveram a sua origem a partir de metabolitos secundarios de
plantas. Um elemento demonstrativo desta afirmagédo reside no facto de entre o
periodo de 1981 a 2014, dos cerca de 136 farmacos que foram aprovados como
agentes antitumorais, 113 (83%) eram produtos naturais, seus derivados ou obtidos
com base em estruturas de produtos naturais conhecidas (Newman e Cragg, 2016).
Apesar destes avancos, 0 sucesso da quimioterapia pode ficar comprometido devido a
multirresisténcia farmacoldgica, pelo que se impbe a pesquisa de novas estratégias
terapéuticas (Cragg e Newman, 2013; Yuan et al, 2017).

No presente capitulo pretende-se abordar algumas consideragfes gerais sobre
a familia Cucurbitaceae com enfoque no género Momordica e na espécie balsamina
sobre a qual recai o estudo fitoquimico desenvolvido neste trabalho, fazendo uma
revisdo bibliografica sobre os triterpenos do tipo cucurbitano isolados a partir desta
planta nos dltimos sete anos. Seguidamente, apresenta-se a atual necessidade de
encontrar uma resposta para o desenvolvimento de novos compostos e estratégias
para reversao da multirresisténcia a farmacos (em inglés MDR - MultiDrug Resistance)

mediada pela glicoproteina-P (P-gp).

1.1. A familia Cucurbitaceae

A familia Cucurbitaceae, constituida por cerca de 130 géneros e 800 espécies,
apresenta uma ampla distribuicdo geografica, ocorrendo principalmente nos tropicos e
subtropicos. As plantas da familia Cucurbitaceae séo rastejantes, constituidas por um
extenso sistema radicular que se ramifica pela superficie do solo, ou trepadeiras;
anuais ou perenes; monadicas ou didicas. Os géneros mais importantes pertencentes a
esta familia incluem: Benincasa, Bryonopsis, Cucumis, Citrullus, Cucurbita,
Corallocarpus, Lagenaria, Luffa, Momordica e Trichosanthes, (Ajuru e Nmom, 2017,
Dhiman et al, 2012; Shah et al, 2014).




Introducéo

As plantas da familia Cucurbitaceae séo cultivadas em todo o mundo, em
termos de producdo mundial, a mais popular € a melancia - Citrullus lanatus (Wehner
e Maynard, 2001). O interesse econdmico de algumas destas plantas deve-se em
grande parte ao consumo humano, essencialmente pelos seus frutos e sementes
comestiveis com valor nutricional (exemplo: abdbora, meldo, melancia e pepino).
Contudo, podem ter outros fins, tome-se por exemplo, a Lagenaria vulgaris conhecida
vulgarmente por cabaca; os seus frutos sao utilizados para fazer cabacas, utensilios e
na construgcdo de instrumentos musicais. Para além disso, séo lhe reconhecidas certas
propriedades medicinais, homeadamente, purgativas, anti-helminticas e eméticas
resultantes do teor em cucurbitacinas, os principais metabolitos secundarios presentes

nestas plantas (Ajuru e Nmom, 2017; Dhiman et al, 2012).

1.2. O género Momordica

O género Momordica pertence a familia Cucurbitaceae e compreende um total
de 45 espécies (Figura 1.1), localizadas preferencialmente no continente asiatico, na
Australia e com trés espécies presentes no Paquistdo. As plantas pertencentes a este
género sdo conhecidas pelo seu sabor amargo (associado a presenca de
cucurbitacinas) e podem apresentar as seguintes caracteristicas morfol6gicas:
trepadeiras anuais ou perenes; mondicas (M. charantia, M. balsamina) ou dibicas
(exemplo, M. dioica); as folhas lobadas, palmadas ou denticuladas; a cor
predominante das flores é o amarelo e raramente o branco; flores femininas e
masculinas unissexuadas e solitarias; frutos cilindricos, bagas, indeiscentes ou
deiscentes; sementes turgidas ou achatadas, lisas ou esculpidas (Dandawate et al,
2016; Franchi e Pacini, 2017; Nagarani et al, 2014; Shah et al, 2014).

Estas plantas sao utilizadas como alimentos, mas o0 seu interesse vai para além
disso, nomeadamente, pelas suas propriedades terapéuticas, sendo utilizadas na
medicina tradicional para o tratamento de véarias doengas. O conhecimento indigena
oriundo das praticas tribais, aumentou o interesse no estudo fitoquimico destas
plantas. Com o conhecimento dos principais compostos bioativos presentes nestas
plantas (acidos fendlicos, flavonoides, carotenoides, fitosteréis e os triterpenos do tipo
cucurbitano) e reconhecidos 0s seus potenciais efeitos na promocao da saude, estes

podem ser utilizados como suplementos nutricionais (Nagarani et al., 2014).
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M. balsamina M. charantia M. dioica

M. cymbalaria M. cochinchinensis

Figura 1.1 Exemplos de frutos de algumas espécies do género Momordica (Nagarani et al,
2014).

Algumas das espécies mais estudas sdo a Momordica charantia e a Momodica
balsamina. Relativamente aos seus usos tradicionais a M. charantia é utilizada no
tratamento da malaria nas regifes a sudoeste da Nigéria. Por sua vez, na medicina
tradicional turca, os frutos verdes sao utilizados no tratamento da diabetes e os frutos
maduros destinam-se ao tratamento de Ulceras pépticas e na rapida cicatrizagdo de
feridas (Ajuru e Nmom, 2017). Com base na aplicabilidade deste vegetal na medicina
tradicional, tém sido desenvolvidos estudos com o objetivo de conhecer as
propriedades medicinais dos seus constituintes ativos, in vitro e in vivo, tendo sido
observadas as seguintes atividades: antidiabética, anticancerigena, hipotensora, anti-
obesidade, antimicrobiana, antidislipidémica, antioxidante, anti-inflamatoria,
imunomoduladora, neuroprotetora, anti-helmintica e hepatoprotetora (Dandawate et al,
2016; Wang et al, 2017).
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1.2.1. A espécie Momordica balsamina

A espécie Momordica balsamina (Esquema 1.1), também designada por
abdbora Africana e maca balsamica € originaria da Africa tropical e comum na Asia
(India), Arabia e Australia. Na Europa, foi introduzida em 1800 (Shah et al, 2014;
Thakur et al, 2009). Morfologicamente, apresenta-se como uma planta trepadeira
mondica anual, de flores brancas e frutos de coloracao laranja-avermelhado. As flores
e os frutos ocorrem principalmente entre os meses de Outubro a Maio (Shah et al,
2014; Thakur et al, 2009). As folhas e os frutos sdo usados como alimentos nas tribos

da Africa do Sul e na Asia (Flyman e Afolayan, 2007).

Dominio Eukaryota
Reino  plantae
Divisdo Magnoliophyta
Classe  Magnoliopsida
Ordem  Cucurbitales
Familia Cucurbitaceae

Género Momordica

Espécie balsamina

Esquema 1.1 Classificacdo taxondémica da planta M. balsamina (Thakur et al., 2009). Legenda:
A e B - Flores e frutos ndao maduros; C - frutos amadurecidos; D - flor feminina; E - flor
masculina; F - sementes vermelhas®.

Na medicina tradicional, os extratos das varias partes da planta tém varias
aplicacdes terapéuticas, nomeadamente contra a febre, anti-emético, como agente
purgativo, analgésico, vermicida, tratamento de feridas e antisséptico, em doencas de
pele como a sarna, relaxante em doencas mentais, alivio de dores menstruais,
inseticida, aplicagdo em Uulceras malignas, queimaduras e hemorroidas e infecfes
urinérias. Na medicina tradicional africana os extratos das folhas e frutos séo utilizados

no tratamento da maléria, devido a sua atividade antiplasmddica (Thakur et al, 2009).

! Adaptado do site (5-10-2017):http://tropical.theferns.info/image.php?id=Momordica+balsamina
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As principais propriedades medicinais descritas na literatura para os extratos e
compostos isolados a partir de Momordica balsamina, incidem no seu potencial
antidiabético, anti-HIV, anti-inflamatério, antioxidante, antidiarreico, citotoxico,
hepatoprotetor, antiparasitario e, ainda, nos efeitos a nivel cardiovascular. (Bot et al,
2007; Shah et al, 2014; Thakur et al, 2009; Thakur et al, 2011).

Esta planta tem sido alvo de estudo nos ultimos anos por este grupo de
investigacdo, que demonstroua atividade dos triterpenos isolados como agentes
antimalaricos, como moduladores da P-gp e inibidores dos sistemas de efluxo no
Staphylococcus aureus resistente a meticilina, (Ramalhete et al, 2010; Ramalhete et
al, 2009b; Ramalhete et al, 2016; Ramalhete et al, 2011b; Rocha et al, 2015).

Relativamente ao seu valor nutricional, a M. balsamina tem sido analisada
guanto & sua composi¢cdo e comparada com outros vegetais, mostrando ser uma
importante aposta nos paises subdesenvolvidos por se traduzir numa fonte
economicamente atrativa e enriguecida em micronutrientes essenciais, contendo na
sua composicdo 17 aminoacidos. Neste sentido, o estudo das suas folhas demonstrou
a presencga de uma maior quantidade de proteina e gordura quando comparado com
outros vegetais como o repolho, alface e espinafre. Aliado a estes dados, o0 seu alto
teor em potassio pode ter interesse no controlo da hipertensdo e outros problemas
cardiovasculares, bem como, as suas elevadas concentragbes de zinco, ferro e
manganés podem ter interesse no reajuste das deficiéncias nestes micronutrientes
(Flyman e Afolayan, 2007; Thakur et al, 2009; Thakur et al, 2011).

1.3. Terpenos - consideracgdes gerais

As plantas produzem metabolitos primarios e secundarios, ndo estando estes
altimos, ao contrario dos primeiros, envolvidos diretamente em fun¢des de crescimento
e desenvolvimento, mas sim atuando como mecanismo de defesa contra fatores
externos ou na atracdo de polinizadores. Os terpenos sdo um grupo de metabolitos
secundarios com interesse em areas como a industria dos aromas, fragrancias,
produtos farmacéuticos, compostos industriais e inseticidas. Uma das principais
caracteristicas dos produtos naturais consiste na sua variedade estrutural. A classe
dos terpenos ou terpenoides conta com cerca de 40 mil compostos (Roberts, 2007;
Singh e Sharma, 2015; Tholl, 2015).

De acordo com as unidades isoprénicas presentes, os terpenos podem ser

classificados como hemiterpenos (Cs), monoterpenos (Cig), sesquiterpenos (Cis),
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diterpenos (C,), sesteterpenos (C,s) e triterpenos (Czo) (Roberts, 2007; Singh e
Sharma, 2015; Tholl, 2015).

Os terpenos tém como precursores duas unidades constituidas por cinco
carbonos, o difosfato de isopentilo (IPP) e o seu isomero alilico, o difosfato de
dimetilalilo (DMAPP) provenientes de duas vias biossintéticas independentes nas
plantas, a via do &cido mevalonico (MVA) e a via da deoxi-xilulose fosfato (Esquema
1.2). Por sua vez, a condensagdo destas duas unidades leva a formacdo de
precursores intermediarios para a sintese de uma grande variedade de terpenos. A via
do acido mevalonico ocorre preferencialmente na biossintese de sesquiterpenos,
esteroides e triterpenos, enquanto que, a via da deoxi-xilulose fosfato intervém
predominantemente na biossintese de hemiterpenos, monoterpenos, diterpenos e
carotenos (Bohlmann et al, 1998; Tholl, 2015; Wang et al, 2005).

Seguidamente ocorre a principal etapa da biossintese de terpenos, com a
fusdo das unidades IPP e DMAPP segundo reacgles tipicas de "cabeca-cauda"
catalisadas pelas preniltransferases através de mecanismos de condensacdo e
eliminacé@o para formar o Cyo-geranilpirofosfato (GPP) percursor dos monoterpenos, o
Cis-farnesilpirofosfato  (FPP)  percursor dos  sesquiterpenos e 0 Cyo-
geranilgeranilpirofosfato (GGPP) percursor dos diterpenos (Esquema 1.3). Os
triterpenos sdo obtidos a partir da formacdo do esqualeno, que por sua vez, resulta da
condensacdo "cauda-cauda" de duas unidades FPP (Bohlmann et al, 1998; Tholl,
2015; G. Wang et al, 2005).
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Esquema 1.2 Biossintese de terpenos: formacéo das unidades IPP e DMAPP pela via do acido
mevaldnico e pela via da deoxi-xilulose (Ajikumar et al, 2008)
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Esquema 1.3 Biossintese das principais classes de terpenos (Roberts, 2007).

1.3.1. Triterpenos do tipo cucurbitano

Os triterpenos do tipo cucurbitano ou cucurbitacinas estdo presentes em
plantas da familia Cucurbitaceae, mas também nas familias Scrophulariaceae,
Cruciferae, Datiscaceae, Primulaceae, Rubiaceae, entre outras. A concentragdo em
cucurbitacinas varia consoante as diferentes partes da planta, sendo que a maior
concentracéo se verifica nos frutos quando amadurecidos, sendo conhecidos pelo seu
sabor amargo (Kaushik et al, 2015; Kushiro e Ebizuka, 2010).

As cucurbitacinas apresentam um esqueleto tetraciclico comum, 19-(10—9p)-
abeo-100-lanost-5-eno, também designado por 9B-metil-19-nor-lanost-5-eno (Figura
1.2). Na sua grande maioria encontram-se sob a forma cristalina, sendo geralmente
sollveis em cloroférmio, benzeno, acetato de etilo e metanol. A estrutura destes
compostos apresenta as seguintes caracteristicas: variedade de grupos oxigenados
(por exemplo, grupos cetona, aldeido, hidroxilo) e insaturagbes em diferentes
posicoes; grupo dimetil em C-4, presenca da ligacdo dupla em C-5 e localizacdo do
grupo metilo em C-9 em vez de C-10, algumas das caracteristicas que os distinguem
dos esteroides e, podem ainda, apresentar-se na forma livre ou na forma glicosilada. A

variedade estrutural destes compostos, sobretudo ao nivel dos grupos funcionais
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presentes na cadeia lateral, contribui para as diferentes atividades bioldgicas
observadas (Kaushik et al, 2015; Kushiro e Ebizuka, 2010). As cucurbitacinas tém sido
associadas a varias propriedades biologicas, entre as quais se incluem, as atividades
anti-inflamatéria, antioxidante, antitumoral, anti-aterosclerética, antidiabética,
antipirética, hepatoprotetora, cardiovascular e antiparasitaria. A toxicidade destes
compostos € um dos problemas que pode inviabilizar a sua utilizacdo dada a relativa
proximidade entre a dose eficaz e a dose téxica. Contudo, esta ndo deve servir de
impedimento para o desenvolvimento de potenciais agentes terapéuticos, mas pelo
contrério, servir de ponto de partida para o estabelecimento de relagBes estrutura-
atividade de modo a diminuir a atividade tdxica, mantendo a eficicia (Chen et al, 2005;
X. Chen et al, 2012; Haque et al, 2011; Kaushik et al, 2015).

Figura 1.2 Estrutura bésica das cucurbitacinas

1.3.2. Biossintese de triterpenos do tipo cucurbitano

A biossintese de cucurbitacinas (Esquema 1.4) ocorre nas células das plantas,
ao nivel do citosol e do reticulo endoplasmatico, através da via do mevalonato. Apds a
producédo da unidade FPP, ocorre a condensacgéo de duas moléculas, unidas segundo
um mecanismo cauda-cauda, resultando na formacdo do esqualeno através da
reducdo NADPH dependente (Kushiro e Ebizuka, 2010).

A maioria dos triterpenos presentes na natureza sao triterpenos ciclicos com 1
a 5 anéis, constituidos por seis unidades de isopreno. A ciclizagdo do esqualeno em
triterpenos pentaciclicos pode ocorrer diretamente nas bactérias, no entanto, nos
animais, plantas e fungos o processo ciclizacdo do esqualeno engloba mais etapas.
Inicialmente, o esqualeno é convertido em oxido-esqualeno, no qual ocorre uma
epoxidacdo estereospecifica (na posicdo 2), com formacdo do (3S)-2,3-oxido-
esqualeno, a partir do qual todos os triterpenos ciclicos resultantes possuem um

oxigenio na posi¢do C-3 (Kushiro e Ebizuka, 2010).
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Esquema 1.4 Biossintese de cucurbitacinas (adaptado de Kushiro e Ebizuka, 2010; Shibuya et al,
2004)
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O processo de ciclizacdo é catalisado por enzimas designadas por ciclases
oxido-esqualeno e envolve varios passos, entre eles, a protonagdo do 2,3-oxido-
esqualeno, mudancas de hidretos e de grupos metilo e desprotonagédo (Zheng et al,
2015). A conformacdo inicial do 2,3-oxido-esqualeno determina a via de ciclizagao
seguida. Deste modo, a conformacdo cadeira-barco-cadeira d& origem ao catido
protosterilo que leva a formagdo do precursor cucurbitadienol. Por sua vez, a
conformagéo cadeira-cadeira-cadeira origina o catido damarenilo (Ghosh, 2016).

Relativamente a formacdo do cucurbitadienol, foram propostas duas vias
distintas: a) via do cicloartenol, lanosterol e parqueol; b) via cucurbitadienol sintase. A
primeira deve-se & semelhanca observada entre o esqueleto tetraciclico cucurbitano e
os esteroides. A segunda resulta da evidéncia em diversos estudos, da presenca de
uma enzima designada por cucurbitadienol sintase cujo mecanismo de ciclizagdo é
semelhante ao observado para a cicloartenol sintase (ambas levam a formag&o do
carbocatido em C-9) (Kushiro e Ebizuka, 2010; Shibuya et al, 2004).

1.3.3. Reviséo bibliografica

O género Momordica tem vindo a ser alvo de estudo por diversos grupos de
investigacao, pelo interesse nas suas propriedades acima referidas. Neste sentido,
com o presente trabalho, pretendeu-se fazer uma revisdo da literatura dos novos
triterpenos do tipo cucurbitano, isolados a partir do género Momordica, e respetivas
atividades biol6gicas, no periodo compreendido entre 2011 a 2017 (Tabela 1.1).

Tabela 1.1 Novos triterpenos do tipo cucurbitano isolados a partir do género Momordica.

Espécie Falte C%mposto Atividade Referéncia
analisada (n°)
M. charantia Frutos 11-12 At|V|da_de inibitoria da a- (Yue et al,
imaturos secos glucosidase 2017)
Inibicdo da proliferacéo de
M. charantia | Frutos 1.3-1.8 células do musculo liso (Z-BLE? etal,
vascular
Atividade anticancerigena
M. charantia | Frutos 19-110 |contraalinha celulardo (Cao et al,
adenocarcinoma da mama | 2011)
humano MCF-7 (1.9)
. i (Chen et al,
M. charantia | Frutos frescos 1.11-1.14 2014)
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Tabela 1.1 (Continuacao).

Espécie Falte C%mposto Atividade Referéncia
analisada (n°)
. ) Propriedades (Chen et al,
M. charantia | Frutos 1.15-1.19 antidiabéticas (1.15) 2015b)
. Videiras e ) (Cheng et al,
M. charantia folhas 1.20-1.25 2013)
. i Atividade antiproliferativa | (Hsiao et al,
M. charantia | Frutos 1.26-1.29 (1.26) 2013)
Atividade
M. charantia Erqtps 130-1.34 agor_nsta/antagonlsta (Hsu et al,
liofilizados parcial para os recetores 2011)
de estrogénio
. . i (Jiang et al,
M. charantia | Partes aéreas 1.35-1.40 2016)
M. charantia | Caules 1.41 (Li et al, 2016)
M. charantia | Frutos verdes 1.42-1.43 (Li et al, 2015)
Atividade citotoxica contra
. as células do (Liao et al,
M. charantia | Polpa dafruta | 1.44-1.46 hepatocarcinoma humano | 2012)
SK-Hep-1 (1.44)
. ) Ligeira atividade citotoxica | (Liao et al,
M. charantia | Polpa dafruta | 1.47-1.48 contra SK-Hep-1 2013a)
. Atividade anti-inflamatéria | (Liaw et al,
M. charantia | Frutos frescos | 1.49 - 1.53 (1.52 e 1.53) 2015)
. Caules e . L (Lin et al,
M. charantia Frutos 1.54 - 1.55 | Atividade anti-oxidante 2011)
. i (Ma et al,
M. charantia | Sementes 1.56-1.57 2014)
M. charantia | Frutos 1.58 - 1.59 | Atividade citotoxica (ngfzn)g etal,
Atividade citotoxica e
. ) inibicdo do (Zhang et al,
M. charantia | Folhas 1.60-1.65 desenvolvimento de 2012)
cancro
. i (Zhang et al,
M. charantia | Folhas 1.66 - 1.67 2014b)
. i Efeito anti-hiperglicémico | (Zhang et al,
Ly Frutos 1.68 - 1.75 e atividade citotdxica 2014a)
. Caules e (Zhao et al,
M. charantia folhas 1.76 -1.81 2014)
. i (Liao et al,
M. charantia | Frutos 1.82-1.83 2013h)
. i (Chen et al,
M. charantia | Polpa da fruta 1.84-1.85 2017a)
. i (Chen et al,
M. Charantia | Frutos 1.86-1.87 2017b)
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Tabela 1.1 (Continuacao).

Parte Composto

Especie analisada (n°)

Atividade Referéncia

(Ramalhete et
al, 2011a;
Ramalhete et
al, 2016)

M. balsamina | Partes aéreas 1.88 Ativo contra a P-gp

11 R,=Glc 1.2 Ry = All

Gl = OH All = or

OH
OH

HO HO
OH

13 R %‘(OH
. 1=
1.5 R;=OH
M 1.6 Ry = OCH,
14 Ry= o
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1.58 1.59
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1.79 180 R,=H

1.82 1.83

1.84 1.85

1.86 1.87
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1.88

Para além dos triterpenos do tipo cucurbitano outras classes de compostos
foram também isolados a partir do géneroMomordica no periodo compreendido entre
2011 a 2017 (Tabela 1.2).

Tabela 1.2 Outros compostos isolados a partir do género Momordica.

Espécie LS Classe Cc;mposto Atividade Referéncia
analisada (n°)
Atividade
antiproliferativa (Jung et al
M'Co.Cthh' Sementes Trlterpe:np 1.89 nas celulas 2013; Yu et al,
nensis Pentaciclico humanas do
2017)
cancro do
pulméo
, , (Wang et al,
M.charantia | Frutos Esteroide 1.90 2012)
: : (Liao et al,
M.charantia | Caules Esteroide 1.91 2011)
HOOC
HO 0
HO o °
OH
HO OH o]
OH o 5
HO
OH
1.89
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1.90 1.91
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1.4. O cancro e a multirresisténcia farmacolégica

O cancro foi o responsavel por 8,8 milh6es de mortes no ano de 2015, sendo
considerado a segunda principal causa de morte em todo o mundo. O termo cancro,
também designado por tumor maligno ou neoplasia, engloba um conjunto de doencas
gue podem ocorrer em qualquer parte do corpo e caracteriza-se pelo crescimento
celular anormal que pode invadir tecidos adjacentes e espalhar-se por outros 6rgaos,
originando metastases (World Health Organization (WHO), 2017).

A quimioterapia é o tratamento de eleicdo no tratamento de cancros com
diagnéstico tardio, localmente avancados e metastizados. Contudo num numero
significativo de doentes ndo se observa resposta ao tratamento com os farmacos
antitumorais (Gillet e Gottesman, 2010). Uma das principais causas do fracasso da
guimioterapia é a resisténcia farmacoldgica. Estima-se que apenas 50% dos cancros
sejam suscetiveis a quimioterapia, sendo que, mais de 50% desenvolve rapidamente
resisténcia farmacolégica (Palmeira et al, 2012).

A multirresisténcia farmacol6gica (MDR) é definida pela capacidade das células
tumorais desenvolverem simultaneamente resisténcia a farmacos com diferentes
estruturas e funcionalidades. A resisténcia a quimioterapia pode ser intrinseca ou
adquirida. A primeira surge no inicio da terapéutica e a segunda no decorrer do
tratamento (Abdallah et al, 2015).

Sao varios os mecanismos descritos como responsaveis pela MDR, entre eles
destacam-se os seguintes: fatores farmacocinéticos envolvidos na ADME (absorcao,
distribuicdo; metabolizacdo e excrecdo do farmaco); alteracbes no metabolismo
lipidico; impacto do microambiente; desregulacdo dos genes relacionados com a
apoptose; alteracdo da capacidade de reparacdo dos danos no ADN das células
tumorais; alteracdo na atividade de sistemas enziméticos especificos; presenca de
células estaminais tumorais e alteragdes nas proteinas de transporte membranar. Este
altimo tem merecido especial atencdo por ser considerado um dos principais
mecanismos de MDR (Gillet e Gottesman, 2010; Krishna e Mayer, 2000).

1.4.1. Mecanismo de MDR mediado pela P-gp

De entre os transportadores membranares responsaveis pelo transporte de
substancias endogenas, farmacos e outras substancias exégenas, os mais estudados
consistem na superfamilia de transportadores ABC (designada por ATP-Binding
cassette), composta por mais de 48 canais/transportadores. Estes transportadores

efetuam o efluxo dos seus substratos entre o meio intracelular e o meio extracelular
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contra o gradiente de concentragdo, utilizando a energia resultante da hidrélise de
ATP. Uma das principais proteinas pertencente a esta subfamilia é a glicoproteina-P
(P-gp). Dado o seu contributo no desenvolvimento do fenédmeno de multirresisténcia
farmacologica e, por conseguinte, no fracasso da quimioterapia, tornou-se num dos
principais alvos de estudo (Silva et al, 2015).

A P-gp faz parte das proteinas de transporte membranar dependente de ATP.
E codificada por dois genes humanos MDR1/ABCB1 e MDRS3/ABCB4 (também
conhecido por MDR2), sendo o primeiro responsavel pela MDR. Esta proteina foi
identificada pela primeira vez em 1976, em células de ovéario de hamster que
apresentavam permeabilidade reduzida aos farmacos (Juliano e Ling, 1976). A sua
estrutura apresenta um peso molecular de 170 kDa (cadeia de 1280 aminoacidos),
sendo composta por dois dominios transmembranares hidrofébicos (610 aminoacidos -
TMD), unidos por uma regido de ligacdo (60 aminoacidos). Cada dominio é constituido
por seis hélices transmembranares (TMH) e por uma regido de ligacdo a nucleétidos
(designada por NBD - nucleotide binding domain), localizada no lado citoplasméatico da
membrana e onde ocorre a ligacdo e hidrélise de ATP (Figura 1.3). A P-gp encontra-
se amplamente distribuida huma grande variedade de tecidos, entre 0s quais, o colon,
rins, placenta, figado, pancreas, Utero e, ainda, em 6rgaos altamente especializados
como o cérebro e os testiculos. Como transportador transmembranar, esta proteina
tem um papel importante na manuteng&do da homeostase celular, na biodisponibilidade
dos farmacos, pelo seu transporte através das membranas, podendo atuar ao nivel da
protecdo do organismo contra substancias potencialmente téxicas limitando a sua
absorcao e distribuicdo. Contudo, a sobre-expressao da P-gp nas células tumorais
traduz-se numa reducdo da concentracdo intracelular do farmaco antitumoral e,
consequentemente, numa diminuicdo da sua citotoxicidade (Abdallah et al, 2015;
Palmeira et al, 2012; Silva et al, 2015; Syed e Coumar, 2016).

A B B TMD1 TMD2
' 2 ™HEYy 2 3 45 6' "7 8 9 10 11 12

| - bloqueio _ TMD  Extracelular

da ligagdo do

substrato e h X

do transporte

Il - bloqueio ) 8\8 )

daligagido e

hidrolise - NBD Intracelular

de ATP

NH, NBD1 NBD2

Figura 1.3 (A) Representacéo tridimensional da P-gp. Possiveis locais de ligag&o do inibidor da
P-gp. (B) Estrutura da P-gp. Constituida por dois dominios transmembranares hidrofébicos
(TMD), cada um constituido por seis hélices transmembranares (TMH) e por uma regido de
ligacdo a nucledtidos (NBD). (Adaptado de Palmeira et al; 2012 e Silva et al, 2015).
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Relativamente aos seus substratos, a P-gp possui uma grande diversidade de
substratos sem relagdo quimica ou estrutural, podendo variar em tamanho, estrutura e
funcdo. O mesmo se verifica para os farmacos antitumorais, uma vez que esta
proteina transporta farmacos de diferentes classes, como por exemplo, alcaloides da
vinca (vimblastina e vincristina), taxanos (paclitaxel e docetaxel), epipodofilotoxinas
(etopdsido), antimetabolitos (metotrexato, citarabina), agentes alquilantes (cisplatina) e
antraciclinas (doxorrubicina e daunorrubicina) (Silva et al, 2015).

O mecanismo de acdo da P-gp ndo € totalmente conhecido, contudo, Varios
modelos tém sido apresentados para explicar o mecanismo pelo qual a P-gp efetua o
transporte do substrato, nomeadamente, o modelo do "poro membranar’, do
"aspirador hidrofébico" e da "flipase" (Figura 1.4). O primeiro modelo pressupfe que a
substancia é transportada diretamente do meio intracelular, para o meio extracelular
por intermédio de um canal formado pela P-gp, ficando assim protegido da fase
lipidica hidrofobica. Por sua vez, o modelo do "aspirador hidrofébico" sugere que a P-
gp interage com o substrato hidrofébico presente no folheto interno da membrana
plasmética e o transporta para o meio extracelular. No modelo “flipase”, a P-gp faz a
translocagéo dos substratos do folheto interno da membrana plasmatica para o folheto
externo, onde estes podem ser difundidos para o meio extracelular. Os dois ultimos
modelos sdo os mais amplamente aceites, dada a conhecida afinidade da P-gp para
substratos hidrofébicos, pelo que faz sentido que a interagdo com o transportador
ocorra na bicamada lipidica. Em ambos os modelos o processo é acompanhado pela
ligacdo e hidrélise de ATP (Casco e Soto-Vega, 2016; Silva et al, 2015).

& ADP 5 &

Figura 1.4 Mecanismo de acdo da P-gp: a) modelo do "poro membranar"; b) modelo do
"aspirador hidrofobico"; ¢) modelo da "flipase”. (adaptado de Casco e Soto-Vega, 2016).
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1.4.2. Estratégias parareversdo da MDR

A modulacdo da atividade da P-gp e o processo de quimiossensibilizacdo vai
de encontro a necessidade de aumentar a biodisponibilidade do farmaco antitumoral
no seu local de acdo e na concentracdo citotdxica para exercer a sua atividade,
envolvendo a coadministracdo do farmaco antitumoral com um inibidor da P-gp. No
qgue se refere ao tipo de inibicdo, o modelador da P-gp pode atuar como um inibidor
competitivo, competindo pelo lugar de ligacdo do farmaco, como um antagonista ndo
competitivo, ligando-se a um local diferente para induzir uma mudanca conformacional
na proteina, como inibidor da funcdo ATPase da P-gp e, ainda, por alteragdo da
integridade dos lipidos da membrana. O desenho de inibidores que sejam substrato da
P-gp devem ter em consideracdo as principais caracteristicas da maioria dos seus
substratos, tais como, natureza relativamente hidrofébica e ligeiramente anfipatica,
para além disso, apresentam muitas vezes anéis aromaticos e atomos de azoto.
Alguns estudos também sugerem o contributo de fatores fisico-quimicos para aumento
da afinidade do substrato para a P-gp, como a lipofilia, capacidade de estabelecer
ligagBes de hidrogénio, peso molecular e area superficial (Abdallah et al, 2015; Silva et
al, 2015).

Os inibidores da P-gp séo classificados em trés geracdes distintas: primeira
geracgdo, segunda geracao e terceira geragao (Figura 1.5).

Os inibidores de primeira geracdo incluem, entre outros, bloqueadores dos
canais de calcio como o verapamil, antiarritmicos como a quinidina, anti-estrogénios
como o tamoxifeno e imunossupressores como a ciclosporina A. O intervalo de
concentracdes no qual estes inibidores exercem atividade varia entre 1 a 50 uM.
Contudo uma das principais limitagdes da utilizacdo destes inibidores s&o os seus
efeitos imunossupressores e cardiovasculares indesejaveis, que ocorrem em
concentracdes obtidas com a dose necesséria para inibir a P-gp (Abdallah et al, 2015;
Silva et al, 2015).

A procura pelo desenvolvimento de inibidores da P-gp menos téxicos, levou ao
aparecimento de uma segunda geracéo de inibidores. Por conseguinte, desta geracao
resultaram compostos analogos dos inibidores de primeira geracdo, mais potentes e
menos toxicos, tais como, o dexverapamil (enantiomero R do verapamil), emopamil,
galopamil e Ro11-2993, analogos do verapamil e o valspodar analogo da ciclosporina
A. Apesar do aumento da atividade inibitéria da P-gp, estes compostos ndo eram
seletivos para este transportador e, para além disso, ainda manifestaram efeitos
toxicos (Abdallah et al, 2015; Silva et al, 2015).
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Os inibidores de terceira geracdo surgem da necessidade de superar 0s
problemas encontrados nas geracdes anteriores, aumentando a poténcia e a
especificidade dos inibidores. Com o objetivo de reverter a MDR, a estratégia passou
pelo desenvolvimento de compostos desenhados e sintetizados através de estudos de
relacdo estrutura-atividade e quimica combinatoria. Estes compostos foram ativos num
intervalo de concentracfes de 20 a 100 nM. Desta geracdo fazem parte o zosuquidar,
elacridar, XR9051, OC144-093, bhiricodar, timcodar e tariquidar. Ainda que estes
compostos apresentem um perfil de toxicidade aceitavel, precisam de ser testados
outros fatores determinantes para a sua eficacia na reversdo da MDR, nhomeadamente
a interacdo com os farmacos antitumorais. Por exemplo, o inibidor tariquidar foi
testado em ensaios clinicos de fase Ill em combinacdo com farmacos antitumorais,
tendo sido observados efeitos toxicos que limitaram a sua utilizacdo (Abdallah et al,
2015; Silva et al, 2015).

Relativamente ao mecanismo de acgdo, os inibidores de primeira e segunda
geragdo atuam por inibicAo competitiva, isto €, sdo também substratos da P-gp;
competem com o farmaco pelo transporte e, deste modo, limitam o efluxo do farmaco
antitumoral e, por conseguinte, aumentam a sua concentragdo intracelular. Por sua
vez, os inibidores de terceira geragdo ndo sdo substratos da P-gp e atuam por inibicdo
nao competitiva, ou seja, ligam-se com alta afinidade a P-gp e induzem a sua
mudanca conformacional, impedindo deste modo, a hidrélise de ATP e o transporte
dos farmacos antitumorais, com consequente aumento da sua concentracao
intracelular (Thomas e Coley, 2003).

A pesquisa de novos moduladores é emergente, pelo que, estabelecer fatores
gue determinem a especificidade do substrato e que promovam a interacdo com a P-
gp, € um ponto de partida para o desenho de novos inibidores mais potentes e

seletivos para a reversao da MDR.
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Inibidores da P-gp
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Figura 1.5 Exemplos de modeladores da P-gp de primeira, segunda e terceira geracao.
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1.4.3. O papel dos produtos naturais: cucurbitacinas como moduladoras

da P-gp

O insucesso verificado com os compostos de terceira geracdo, uma vez que a
maioria dos compostos ndo atingiu o objetivo nos ensaios clinicos, devido a toxicidade
inesperada e a interagbes farmacocinéticos indesejaveis, levou a que o0s
investigadores direcionassem a sua atencdo, de novo, para os produtos naturais.
Deste modo, foram avaliados compostos isolados a partir de produtos naturais quanto
a sua capacidade de inibicdo da P-gp. Por sua vez, compostos inicialmente
identificados como ativos foram derivatizados com vista a obtencdo de novos
inibidores da P-gp mais seletivos e com maior afinidade (Palmeira et al, 2012).

Em estudos anteriores com cucurbitacinas, isoladas a partir das partes aéreas
de Momordica balsamina, nomeadamente os compostos, karavelagenina C (1.92),
balsaminol A (1.93), balsaminol B (1.94), balsaminol C (1.101), balsaminol E (1.102),
balsaminagenina B (1.97), balsaminagenina C (1.99), balsaminoside A (1.98),
balsaminoside B (1.95), cucurbalsaminol B (1.100), cucurbalsaminol C (1.88),
karavilagenina E (1.103) e kuguaglicoside A (1.96), demonstraram uma forte reversao
da MDR nas células de linfoma de rato transfetadas com o gene humano MDR-1
quando comparados com o verapamil. Quando testados em combinacdo com a
doxorrubicina, observou-se que aumentaram sinergicamente o efeito deste farmaco
antitumoral, exceto o composto kuguaglicoside A. A partir da andlise das relacbes
estrutura-atividade destacou-se a importancia da presenca de grupos metoxilo em C-7
e C-25 e de grupos hidroxilo livres em C-3 e C-23 (Ramalhete et al, 2009b; Ramalhete
et al, 2016).

Noutro estudo realizado a partir dos extratos das folhas da planta Momordica
charantia, foi isolado o composto kuguacina J (1.104), que demonstrou ser um ativo
inibidor da P-gp, com consequente aumento da sensibilidade aos farmacos
antitumorais, vimblastina e paclitaxel numa linhagem de células humanas de
carcinoma cervical multirresistentes (Pitchakarn et al, 2012).

Deste modo, os triterpenos representam um recurso natural para o
desenvolvimento de novos inibidores pela diversidade das suas estruturas e pelo
potencial demonstrado em varios estudos na reversdo da MDR. Pelo que, no decorrer
dos ultimos anos, os inibidores da P-gp provenientes de produtos naturais tém sido

referidos por alguns autores, como os inibidores de quarta geracéo (Yan et al, 2014).
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Ry R, R, R, R, R, R,
192 H Me  H 197 OH H H Me
193 OH H H 198 H Al H Me
194 OH Me H 199 H H H H
195 H Al H 1100 H Me OH H
196 H Me  Glc

1.103

1101  OH =0
1102 H OH

1.104
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2. Estudo fitoquimico de Momordica balsamina

Conforme referido no capitulo de Introducdo, a espécie Momordica balsamina

revelou ser uma importante fonte de triterpenos do tipo cucurbitano. No sentido de dar

continuidade a pesquisa de novos compostos anticancerigenos, neste trabalho, foram

estudadas duas fracdes, resultantes do fracionamento do extrato de metanol, obtido a

partir das partes aéreas desta planta. Deste processo resultou o isolamento de dez

triterpenos do tipo cucurbitano, dos quais, cinco compostos sao hovos e quatro foram

isolados pela primeira vez nesta espécie. Isolou-se, ainda um esteroide. Foram

preparados dois derivados (Tabela 2.1).

Neste capitulo, serdo apresentados os dados espectroscopicos, que permitiram

a elucidacgéao estrutural de todos os compostos.

Tabela 2.1 Compostos isolados a partir da Momordica balsamina e derivados.

Estruturas

novas

Balsacurbitriol [7p-metoxicucurbita-5,25-dieno-3p3,23(R),24(R)-triol]

Balsacurbepoxitol [24S,25-Epoxi-7-metoxicucurbit-5-en-33,23(R)-
diol]

Acido balsacurbitéico [acido 24,25,26,27-tetranor-7p-
metoxicucurbit-5-en-33-ol-23-0ico]

Balsacurbital [24,25,26,27-tetranor-7-metoxicucurbit-5-en-33-ol-23-
al]

Balsacurbinol [25-metoxicucurbita-5,23(E)-dien-7-on-33-0l]

Estruturas

conhecidas

Karavilagenina C [7B-metoxicucurbita-5,24-dieno-3(3,23(R)-diol]

Karavilagenina A [7j,25-dimetoxicucurbita-5,23(E)-dien-3[3-ol]

Karavilagenina B [73-metoxicucurbita-5,23(E)-dieno-3p,25-diol]

Kuguacina B [cucurbita-5,23(E)-dien-7-ona-3f3,25-diol]

Kuguacina C [25,26,27-trinor-cucurbit-5-eno-7,23-dion-33-0l]

24-etil-5a-colesta-7,22,25-trien-3p-ol

73-metoxicucurbita-5,24-dieno-3,23-diona

24-etil-5a-colesta-7,22,25-trien-3-ona
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2.1. Balsacurbitriol [7B-metoxicucurbita-5,25-dieno-
3B,23(R),24(R)-triol]

O composto 2.1, ao qual foi atribuida a estrutura 7p-metoxicucurbita-5,25-
dieno-3p3,23(R),24(R)-triol, € um composto novo, designado por balsacurbitriol, tendo
sido isolado na forma de p6 branco amorfo com [a]ZD°+ 79,12 (c 0,1, CHCIL). O

espectro de massa de baixa resolucdo ESIMS exibiu o ido [M + H]" a m/z 489. A sua
férmula molecular, Cs;Hs,0,4, foi deduzida a partir do espectro de HR-ESITOFMS que
apresentou o ido [M + Na]" (molécula cationizada) a m/z 511,37739 (massa calculada
para Cs;;Hs,0O4Na: 511,37578), para a qual foi calculado um indice de deficiéncia de
hidrogénios (IDH) de seis.

No espectro de infravermelho (IV) observou-se a banda de absorgéo
caracteristica do grupo hidroxilo a 3405 cm™.

O espectro de *H-RMN exibiu sete sinais caracteristicos de grupos metilo, dos
guais seis correspondem a metilos terciarios, incluindo um alilico (singuletos a &, 0,69,
0,94, 0,97, 1,01, 1,19 e 1,71), e um grupo metilo secundario (&4 0,92 d, J = 6,4 Hz).
Neste espectro, foram ainda observados um sinal correspondente a um grupo metoxilo
a oy 3,32, e sinais de protdes vinilicos correspondentes a uma ligacdo dupla tri-
substituida a &4 5,81 (d, J = 4,7 Hz) e uma ligacdo dupla terminal a &4 4,93 (s largo) e
Oy 4,98 (s). Por sua vez, foram também observados quatro oximetinos a &4 3,41 (d
largo, J = 5,4 Hz), 3,50 (s largo), 3,67 (ddd, J = 10,9, 6,6, 1,9 Hz) e 3,77 (d, J = 6,6
Hz). O singuleto largo observado para o protdo H-3 resulta da semelhanca entre os
valores do acoplamento equatorial-equatorial e equatorial-axial com os protdes 2o e
2B.

Os espectros de *C-RMN e DEPT suportaram a hipétese de se tratar de um
esqueleto de um triterpeno do tipo cucurbitano, mostrando a presenca de 31 carbonos,

correspondentes a oito grupos metilos (um deles atribuido ao grupo metoxilo a &¢
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56,4), oito grupos metileno (um metileno com hibridacdo sp? a 8¢ 114,2), nove metinos
(dos quais quatro oximetinos a 8¢ 69,6, 76,9, 77,4 e 80,3, e um com hibridac&o sp” a
Oc 121,0) e seis carbonos quaternarios (dois carbonos vinilicos a d¢ 144,8 e 146,9).

Os espectros de 'H-'H COSY e HMQC permitiram a identificacdo dos
seguintes fragmentos (Figura 2.1): -CH,-CH(OH)- (A); -CH-C=CH-CH(OCHs)- (B); -
CH(CHj5)-CH,-CH(OH)-CH(OH)-C(CH3)=CH, (cadeia lateral). A localizagdo dos grupos
funcionais foi comprovada pela analise do espectro de HMBC (ver Tabela 2.2).

Figura 2.1 Fragmentos estruturais (A, B e C) estabelecidos através dos espectros de *H-"H
COSY, HMQC e HMBC para o composto 2.1.

A localizagdo do grupo metoxilo no carbono alilico C-7 foi corroborada pelas
correlagbes de HMBC entre os carbonos vinilicos C-5 (6¢ 146,9) e C-6 (6c 121,0) e o
carbono do grupo metoxilo (6c 56,4) com o protdo H-7 (64 3,41). A presenca de um
sistema diol em C-23 e C-24, determinada pelos acoplamentos entre o H-23 (6 3,67) e
o H-24 (34 3,77), no espectro de COSY, foi corroborada através do espectro de HMBC,
pelas correlagbes observadas entre C-22 (6¢ 39,8), C-23 (8¢ 69,6), C-25 (6¢ 144,8), C-
26 (6c 114,2) e C-27 (6¢c 18,0), com o H-24 (dy4 3,77). A ligacdo dupla terminal foi
confirmada pelas correlagbes observadas entre o carbono vinilico C-26 e os protdes
alilicos H-24 (643,77 e Me-27 (64 1,71).
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Tabela 2.2 Espectros de 'H, **C, DEPT e principais correlacdes observadas nas experiéncias
de COSY, HMBC e NOESY [CDCl;, 300 MHz (*H), 100 MHz (**C), & (ppm), (J em Hz)] para o
composto 2.1.

Posicao H e DEPT 'H-'H HMBC NOESY
COSY 1BC-H
1 1,56 m 21,2 CH, 10 3
2 1,73 m 28,7 CH,
3 3,50 s largo 76,9 CH 2 28, 29 28, 30
4 -- 41,9 C 6, 24, 28,
29
5 - 146,9 C 3,7,28,29
5,81 d (4,7) 121,0 CH 7 7,8
3,41 d largo 77,4 CH 6 8, 7-OMe 30
(5,4)
2,04 s largo 47,9 CH 6,7, 19
-- 34,1 C 7,8,19
10 2,26 dd 38,8 CH 1 6,8, 19 30
(11,8,5,1)
11 1,49 m, 1,61 m 32,8 CH,
12 1,53 m 30,3 CH, 18
13 -- 46,3 C 18
14 -- 48,0 C 8, 30
15 1,31 m 34,7 CH, 30
16 1,33 m, 1,87 m 28,0 CH,
17 1,42 m 51,0 CH 18
18 0,94s 15,5 CH;
19 0,97 s 29,0 CHs 8
20 1,73 m 32,6 CH 21 21
21 0,92 d (6,4) 18,6 CHs 20
22 0,93m, 1,52 m 39,8 CH, 23 21, 24
23 3,67 ddd 69,6 CH 22,24 24
(10,9, 6,6,1,9)
24 3,77 d (6,6) 80,3 CH 23 26, 27
25 -- 144,8 C 24, 27
26 4,93 s largo, 114,2 CH, 27 24, 27
4,98 s
27 1,71s 18,0 CH; 26 24, 26
28 1,01s 27,8 CH; 29 3
29 1,19 s 25,5 CH; 28
30 0,69s 18,1 CHs 8, 16 3,7,10
7-OMe 3,32s 56,4 CHs 7
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A estereoquimica relativa do composto 2.1 foi determinada com recurso ao
espectro de NOESY, assumindo como referéncia a orientacdo o para o protdo H-10,
caracteristica da biogénese das cucurbitacinas (Xu et al, 2004) e, também, por
comparagdo com as constantes de acoplamento descritas na literatura para estruturas
similares. As correlagdes observadas entre o H-10/Me-30, Me-30/H-3 e o Me-30/H-7
confirmaram a configuracdo § para o grupo hidroxilo em C-3 e para o grupo metoxilo
em C-7. O efeito nuclear de Overhauser (NOE) observado entre o0 H-3 e 0 Me-28
permitiu atribuir a orientacdo o para o Me-28. Relativamente a cadeia lateral, a
configuracdo R,R para os carbonos C-23 e C-24 foi deduzida por comparacdo dos
valores das constantes de acoplamento do composto 2.1 [H-23 (J = 10,9, 6,6, 1,9 Hz);
H-24 (J = 6,6 Hz)] com os descritos na literatura para um derivado do cicloartenol [H-
23 (J = 10,7, 6,5, 1,7 Hz); H-24 (J = 6,5 Hz)] e para o balsaminapentaol [H-23 (J =
10,8, 7,0, 1,7 Hz); H-24 (J = 7,0 Hz)], com igual cadeia lateral (Mohamad et al, 1997,
Ramalhete et al, 2009a).

A estrutura do composto balsacurbitriol foi comprovada por comparacdo de
todos os dados espectroscopicos obtidos com os descritos na literatura para
compostos similares (Cheng et al, 2013; Nakamura et al, 2006; Ramalhete et al,
2009a; Zhao et al, 2014).

2.2. Balsacurbepoxitol [24S,25-Epoxi-7B-metoxicucurbit-5-en-
3B,23(R)-diol]

O composto 2.2, de caracter dextrogiro, [a]2D°+ 92,1 (c 0,095, CHCI,), e isolado

sob forma de p6 branco amorfo, € um composto novo, nomeado balsacurbepoxitol, ao
qual foi atribuida a estrutura 24S,25-epoxi-7p-metoxicucurbit-5-eno-33,23(R)-diol. A
formula molecular, C3Hs,0,4, foi deduzida a partir da presenca do ido [M + Na]’

(molécula cationizada) a m/z 511,37696 (massa calculada para CsHs,0O4Na:
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511,37578) no espectro de HR-ESITOFMS (IDH de seis). O espectro de massa de
baixa resolugdo ESIMS exibiu o i&o [M + 2Na - 2H,0]" a m/z 498 (molécula
cationizada).

A existéncia de grupos hidroxilo foi evidenciada no espectro de 1V, com uma
banda de absorcéo larga a 3441 cm™.

No espectro de 'H-RMN, foi possivel observar oito sinais caracteristicos de
grupos metilo (singuletos a 840,67, 0,90, 0,93, 0,97, 1,15, 1,23, 1,25 e um dupleto a &y
0,89), e um sinal de um grupo metoxilo (64 3,28). Destacaram-se, ainda, sinais
atribuiveis a quatro oximetinos a &y 2,65 (d, J = 7,8 Hz), 3,37, (d largo, J = 5,0 Hz),
3,45 (s largo) e 3,50 (dd, J = 8,5, 2,3 Hz). O protéao vinilico tipico da ligacdo dupla do
anel B foi observado a 64 5,77 (d, J = 5,0 Hz).

O esqueleto cucurbitano de 31 carbonos foi confirmado pelos espectros de **C-
RMN e o DEPT, observando-se nove grupos metilo (um deles pertencente ao grupo
metoxilo a 8¢ 56,3), sete grupos metileno, nove metinos (um carbono sp® a 8¢ 120,7 e
guatro oximetinos a 68,1, 68,3, 76,7 e 77,2) e seis carbonos quaternarios (um carbono
sp? a 8¢ 146,9 e um carbono oxigenado a ¢ 59,2).

A comparacdo dos espectros de RMN dos compostos 2.1 (Tabela 2.2) e 2.2
(Tabela 2.3), permitiu concluir que estes compostos possuiam o mesmo nlcleo
triterpénico, diferindo apenas na estrutura da cadeia lateral. Esta diferenca foi
confirmada pela anélise dos espectros bidimensionais (*H-‘H COSY, HMQC e HMBC),
através dos quais foi possivel encontrar o fragmento (Figura 2.2) referente a cadeia
lateral: -CH(CH3)-CH,-CH(OH)-CH-O-C(CHj).

29 28

2.2

Figura 2.2 Fragmento estrutural estabelecido através dos espectros de *H-'H COSY, HMQC e
HMBC para o composto 2.2.
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A estrutura da cadeia lateral, com um grupo hidroxilo na posicdo C-23 e um
epoxido em C-24 foi determinada com base nos sinais observados no espectro de **C-
RMN a campo mais baixo, nomeadamente a 3¢ 59,2, 68,1 e 68,3, correspondentes a
C-25, C-23 e C-24, respetivamente. Estas atribuicbes foram corroboradas pelas
correlagbes observadas no espectro de HMBC entre C-24 e os protdes H-23 , Me-26 e
Me-27 e 0 C-23 e os protdes H-20 e H-24.

A estereoquimica relativa do composto 2.2 foi determinada pelo espectro de
NOESY (Figura 2.3) e por comparacdo dos valores das constantes de acoplamento
com os descritos na literatura para compostos semelhantes, assumindo como
referéncia a orientacdo a para o protdo H-10, caracteristico da biogénese das
cucurbitacinas (Xu et al, 2004). As correlagbes observadas entre H-10/Me-28, H-
10/Me-30, Me-28/H-3 e o Me-30/H-7 corroboraram a configuragdo 3 para o0 grupo
hidroxilo em C-3, o grupo metoxilo em C-7 e o metilo C-29. Relativamente a cadeia
lateral, a configuracdo em C-23 foi atribuida com base no efeito de NOE observado
entre o H-23 e 0 Me-21. A estereoquimica do epoxido em C-24 foi determinada com
base no efeito de NOE visualizado entre o H-23 e o0 H-24. Por sua vez, os valores das
constantes de acoplamento observadas para o H-23 (J=8,4,2,2Hz)eoH-24(J=7,8
Hz) sdo semelhantes aos valores descritos na literatura para o composto alisol B
(Tabela 2.4) com igual cadeia lateral [H-23 (J = 8,1, 10,6, 2,0 Hz); H-24 (J = 8,1 HZz)]
(Jin et al, 2012; Nakajima et al, 1994).

A caracterizagdo do composto 2.2 foi corroborada pela comparacdo dos seus
dados espectroscépicos com os descritos na literatura para compostos semelhantes
(Jin et al, 2012; Nakajima et al, 1994; Nakamura et al, 2006; Ramalhete et al, 2009a).

COoSy =
NOESY —

Figura 2.3 Principais correlacdes observadas nos espectros de COSY e de NOESY.
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Tabela 2.3 Espectros de 'H, **C, DEPT e principais correlacdes observadas nas experiéncias
de COSY, HMBC e NOESY [CDCls, 300 MHz (*H), 100 MHz (**C), & (ppm), (J em Hz)] para o

composto 2.2.

Posic&o 'H e DEPT 'H-"H HMBC NOESY
COSY C-H
1 1,51 m 21,1 CH, 10 3,10
2 1,73 m; 28,7 CH, 3 10
1,91 m
3 3,45 s largo 76,7 CH 2 28, 29 28
4 41,7 C 6, 28, 29
5 146,9 C 3,7, 10, 28,
29
6 5,77 d (5,0) 120,7 CH 7 7,8, 10
7 3,37 d largo 77,2 CH 6 7-OMe, 8 27, 30
(5,0
8 1,99 d (3,0) 47,8 CH 6, 7, 10
9 34,0 C 7
10 2,21 dd 38,7 CH 1 6,8 28, 30
(11,0; 6,0)
11 1,61 m 32,7 CH,
12 1,44 m 30,2 CH, 18
13 46,2 C 18
14 47,9 C 8, 30
15 1,30 m 34,6 CH, 30
16 27,8 CH, 8
17 1,39 m 50,9 CH 18, 21
18 0,90s 15,4 CHs
19 0,93s 28,8 CHs 8, 10
20 1,77 m 32,0 CH 21 21
21 0,89 d (6,4) 18,6 CH; 20 20 23
22 0,88 m, 40,3 CH, 23 21
1,69 m
23 3,50 dd 68,1 CH 24, 22 20, 24 21, 24, 26
(8,4, 2,2)
24 2,65d (7,8) 68,3 CH 23 23, 26, 27 23, 27
25 59,2 C 26, 27
26 1,23 s 19,2 CHs 27 23
27 1,25s 25,0 CHs 24, 26 7, 24
28 0,97 s 27,8 CHs 29 3,10
29 1,15s 25,4 CH; 28
30 0,67s 18,0 CHs 8 7,10
7-OMe 3,28s 56,3 CH, 7
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Tabela 2.4 Estudo comparativo de alguns valores observados no espectro de **C-RMN, entre o
composto 2.2 e um composto analogo (alisol B), descrito na literatura.

3C-RMN e *H-RMN (CDCls, § (ppm), (J em Hz))

21 HO 261, o 26
27
9 OCH, (¢} ;
7 Balsacurbepoxitol (2.2) % Alisol B
Balsacurbepoxitol Alisol B Alisol B
Posicao (2.2) (Nakajima et al, 1994) (Jin et al, 2012)
Bc 'H =C 'H =e 'H
22 40,3 38,7 38,7
3,21 ddd (2,0, 3,21 ddd (2,0,
23 68,1 3,50 dd (8,4, 2,2) 69,0 69,1
8,1, 10,6) 8,1, 10,6)
24 68,3 2,65d (7,8) 67,9 2,69d (8,1) 67,7 2,69d (8,1)
25 59,2 59,1 59,2

2.3. Acido balsacurbitéico [acido 24,25,26,27-tetranor-7p-
metoxicucurbit-5-en-3pB-o0l-23-0ico]
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O composto 2.3, designado por acido balsacurbitoico e isolado na forma de p6

branco amorfo, ao qual foi atribuida a estrutura de acido 24,25,26,27-tetranor-7§3-
metoxicucurbit-5-en-3p3-o0l-23-oico, € um composto novo, de caracter dextrogiro, [a]§,°+

49,5 (c 0,1, MeOH). O espectro de massa de baixa resolucdo ESIMS exibiu um ido [M
+ Na]" a m/z 455 (molécula cationizada). A férmula molecular, C,;H440,4 (IDH de seis),
foi determinada pela presenca do ido [M + Na]* a m/z 455,31404 (massa calculada
para C,;H4404Na: 455,31318) no espectro de HR-ESITOFMS.

A presenca da funcao 4cido carboxilico e do grupo hidroxilo foi indicada pelas
bandas de absorcéo observadas no espectro de IV a 3422 cm™e a 1703 cm™.

A comparacdo dos dados de RMN do composto 2.3 (Tabela 2.5) com os
compostos anteriormente descritos permitiu concluir que contém o mesmo nucleo
triterpénico, diferindo apenas na constituicdo da cadeia lateral.

No espectro de *H-RMN, observaram-se seis sinais correspondentes a grupos
metilo (singuletos a 84 0,59, 0,81, 0,92, 1,17, 1,20 e um dupleto a 64 1,05), um sinal
pertencente ao grupo metoxilo a 6y 3,24. Os sinais dos oximetinos foram visiveis a &y
3,33 (d, J = 5,3 Hz) e 3,37 (s largo). O sinal atribuivel & ligacdo dupla foi observado a
845,88 (d, J = 4,9 Hz).

A anélise dos espectros de **C-RMN e o DEPT fundamentaram a estrutura de
uma nor-curcubitacina, composta por 27 carbonos e concordante com a auséncia dos
carbonos C-24, C-25, C-26 e C-27. Nestes espectros, foi possivel observar sete
grupos metilo (um dos quais correspondente ao grupo metoxilo), sete grupos metileno,
sete metinos (um carbono sp® a 8¢ 120,9 e dois oximetinos a 8¢ 76,6 e a 77,3) e seis
carbonos quaternarios (um carbono sp® a 8¢ 146,7 e um carbono carbonilico a 8¢
178,6).

A anélise dos espectros bidimensionais (*H-'‘H COSY, HMQC e HMBC), tornou
possivel a identificacdo do fragmento (Figura 2.4) referente a cadeia lateral: -
CHCH(CHa;)-CH,-COOH. Este fragmento foi sustentado pelas correlagbes observadas,
no espectro de COSY, entre H-20 (64 2,01) e os protdes H-17 (64 1,38 e 1,43), Me-21
(64 1,05) e H-22 (84 1,96 e 2,38). Por sua vez, o sinal visivel a ¢ 178,6, atribuido a C-
23, corroborou a existéncia da funcdo carboxilo na molécula. A sua localizagdo foi
baseada nas correlacdes 3J e 2J, observadas no espectro de HMBC, entre o carbono

C-23 e os protdes H-20 e H-22, respetivamente.
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HO

H,C CH
29 ° 28 °

2.3

Figura 2.4 Fragmento estrutural estabelecido através dos espectros de *H-'H COSY e
HMBC para o composto 2.3.

A configuragéo relativa dos estereocentros tetraédricos do composto 2.3 foi
determinada pelo espectro de NOESY e por comparacdo dos valores das constantes
de acoplamento com os descritos na literatura (Figura 2.5). As correlacdes observadas
no espectro de NOESY foram idénticas as dos compostos descritos anteriormente
para o nucleo triterpénico.

Os dados espectroscopicos foram comparados com os descritos na literatura
para compostos semelhantes, corroborando, deste modo, a estrutura do composto
(Nakamura et al, 2006; Ramalhete et al, 2009a; Xia et al, 2012).

cosy =
NOESY —=

Figura 2.5 Principais correlacdes observadas nos espectros de COSY e de NOESY.
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Tabela 2.5 Espectros de 'H, **C, DEPT e principais correlacdes observadas nas experiéncias
de COSY, HMBC e NOESY [CgDs, 300 MHz (*H), 100 MHz (**C), & (ppm), (J em Hz)] para o
composto 2.3.

Posic&o 'H e DEPT 'H-"H HMBC NOESY
COSY C-H
1 1,43 m; 1,72 m 21,4 CH, 2,10 3
2 1,63 m; 1,71 m 29,3 CH, 1,3
3 3,37 s largo 76,6 CH 2 28, 29 28
4 41,8 C 3,6, 28, 29
5 146,7 C 3,7, 28,29
6 5,88 d (4,9) 120,9 CH 7 7,8
7 3,33d (5,3) 77,3 CH 6 7-OMe, 8 30
8 2,08 s 48,8 CH 6, 18 18’01|\fé7
9 34,3 C 7,8
10 2,14 m 39,1 CH 1 6,8 28, 30
11 1,41 m; 1,55 m 32,9 CH,
12 1,32 m 30,4 CH, 18
13 46,3 C 18
14 48,3 C 8, 30
15 1,18 m 34,9 CH, 30
16 1,73 m 27,9 CH,
17 1,38 m; 1,43 m 50,3 CH 20 21
18 0,81s 15,4 CH, 30 8
19 1,20 s 29,3 CH; 8
20 2,01 m 34,1 CH 17é221’ 21
21 1,05 d (6,0) 19,8 CH; 20 20, 22
22 1,96 m; 2,38 m 41,7 CH, 20 21
23 178,6 C 20, 22
28 0,92s 27,9 CH; 29 3,10
29 1,17 s 25,7 CH; 28
30 0,59 s 18,2 CH, 8,18 7,10
7-OMe 3,24s 56,2 CH; 7 8
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2.4. Balsacurbital [24,25,26,27-tetranor-7B-metoxicucurbit-5-
en-3p-ol-23-al]

O composto 2.4, ao qual foi atribuida a estrutura 24,25,26,27-tetranor-7p3-
metoxicucurbit-5-en-33-0l-23-al, trata-se de um composto novo, denominado
balsacurbital, isolado sob a forma de p6 branco amorfo e de caracter dextrogiro, [a ]2 +
10,2 (c 0,1, CHCI3). O espectro de massa de baixa resolucdo ESIMS exibiu uma
molécula cationizada, [M + K]*, a m/z 455. A sua férmula molecular, C,;H4405 (IDH de
seis), foi deduzida a partir da presenca do ido [M + H]" (molécula protonada) a m/z
417,33678 (massa calculada para Cy7Hss0s: 417,33632) no espectro de HR-
ESITOFMS.

O espectro de IV exibiu a banda de absorcao caracteristica do grupo hidroxilo a
3418 cm™, bem como uma banda a 1716 cm™, atribuivel ao aldeido.

Relativamente ao espectro de *H-RMN, foram possiveis de observar seis sinais
caracteristicos dos grupos metilo (singuletos a &y 0,71, 0,97, 1,00, 1,03, 1,21 e um
dupleto a 84 0,98), um sinal a &y 3,34 correspondente ao grupo metoxilo, dois
oximetinos a éy 3,41 (d, J = 5,3 Hz) e 3,51 (s largo) e o protéo vinilico da ligacdo dupla
a oy 5,84 (d, J = 4,6 Hz). Neste espectro, foi ainda visivel um sinal a campo mais
baixo, &y 9,75, caracteristico dos protdes aldeidicos.

Os espectros de *C-RMN e o DEPT evidenciaram a presenca no composto de
27 carbonos, suportando a estrutura de uma nor-cucurbitacina e, por conseguinte, a
auséncia dos sinais para os carbonos C-24, C-25, C-26 e C-27. Estes espectros
revelaram a presenca de sete grupos metilo (incluindo o grupo metoxilo), sete grupos
metilenos, oito metinos (um carbono sp2 a oc 121,0 e dois oximetinos a 8¢ 76,9 e a
77,4) e cinco carbonos quaternarios (um carbono sp® a 8c 147,0 e um carbono
carbonilico a ¢ 203,6, confirmando a presenca de um aldeido).

Os dados de RMN do composto 2.4 (Tabela 2.6) sdo semelhantes aos do

composto 2.3, diferindo apenas na cadeia lateral. Por conseguinte, a interpretacéo dos
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espectros bidimensionais (*H-'*H COSY, HMQC e HMBC) permitiu a identificacdo do
fragmento (Figura 2.6) representativo da cadeia lateral: -CH(CH3)-CH,-CHO.

Figura 2.6 Fragmento estrutural estabelecido através dos espectros de *H-"H COSY, HMQC e
HMBC para o composto 2.4.

A localizacdo da funcdo aldeido no C-23 da cadeia lateral foi indicada pelo
valor do sinal atribuido ao C-22 (8¢ 51,3), que sofreu um efeito paramagnético de
aproximadamente 10 ppm quando comparado com os valores obtidos para 0 mesmo
carbono em relacdo aos compostos descritos anteriormente, e corroborada pelas
correlacdes 2Jc., observadas no espectro de HMBC, do C-23 (8¢ 203,6) com o H-22
[0n 2,46 (dd, J = 15, 4,1 Hz) e 2,16 m)]. Por sua vez, a atribuigcdo dos restantes sinais
da cadeia lateral foi baseada nas correlacdes observadas, no espectro de COSY,
entre o protdo H-20 (34 2,13) e os protées H-22 e o Me-21 (54 0,98) e entre 0s protdes
H-22 e os protdes H-20 e H-23 (84 9,75).

A estereoquimica relativa foi determinada pelos dados do espectro de NOESY,
revelando-se ser idéntica aos compostos anteriormente descritos (Figura 2.7).

A caracterizacdo do composto 2.4 foi confirmada pela comparacdo dos seus
dados espectroscopicos com os descritos na literatura para compostos semelhantes
(Cabrera e Seldes, 1997; Nakamura et al, 2006; Ramalhete et al, 2009a).

Ccosy =
NOESY —

Figura 2.7 Principais correlacdes observadas nos espectros de COSY e de NOESY.
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Tabela 2.6 Espectros de 'H, **C, DEPT e principais correlacdes observadas nas experiéncias
de COSY, HMBC e NOESY [CDCls, 300 MHz (*H), 100 MHz (**C), § (ppm), (J em Hz)] para o

composto 2.4.

Posic&o 'H 3¢ DEPT 'H-"H HMBC NOESY
COSY C-H
1 1,59 m 21,2 CH, 10 3,10
2 1,74 m 28,7 CH,
3 3,51 s largo 76,9 CH 28, 29 28
4 41,9 C 6, 28, 29
5 147,0 C 3,7, 10, 28,
29
6 5,84 d (4,6) 121,0 CH 7,8, 10
7 3,41d (5,3) 77,4 CH 7-OMe, 8 30
8 2,05 s largo 48,1 CH 6,7 7-OMe, 19
9 34,1 C 7,8
10 2,27 dd (11,8; 38,8 CH 1 6,8 30
5,3)
11 1,63 m 32,7 CH, 19
12 1,30 m; 1,66 m 30,2 CH, 17, 18
13 46,4 C 17
14 48,1 C 8, 18, 30
15 1,35 m 34,7 CH, 17, 30
16 1,33 m; 1,89 m 28,1 CH,
17 1,49 m 50,3 CH
18 0,97 s 15,5 CH,
19 1,00 s 29,0 CHj 8 8
20 2,13 m 32,0 CH 21, 22 21
21 0,98 d (6,6) 20,2 CHj 20 22
22 2,16 m; 2,46 dd 51,3 CH, 20, 23 21
(15; 4,1)
23 9,75 m 203,6 CH 22 22
28 1,03 s 27,9 CH, 29 3
29 1,21s 25,5 CH; 28
30 0,71s 18,1 CH, 8 7,10
7-OMe 3,34s 56,4 CH; 8
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2.5. Balsacurbinol [25-metoxicucurbita-5,23(E)-dien-7-on-3B-ol]

O composto 2.5, designado por balsacurbinol, € um composto novo, que foi
isolado sob a forma de p6 branco amorfo, de caracter dextrogiro, [«]5+ 76 (c 0,1,
CHCI3), ao qual foi atribuida a estrutura 25-metoxicucurbita-5,23(E)-dien-7-on-3p-ol. O
espectro ESIMS exibiu o ido [M + Na]" (molécula cationizada) a m/z 493. A férmula
molecular, C3Hs005, foi deduzida com base na presenca do ido [M + H]* (molécula
protonada) a m/z 471,38403 (massa calculada para Cs;Hs;03: 471,38327) no espectro
de HR-ESITOFMS, a qual corresponde um IDH de sete.

No espectro de IV observou-se a 3447 cm™ a banda de absorcédo da ligacéo
OH, assim como, a 1645 cm™, a banda caracteristica de uma cetona a,B-insaturada.

O espectro de *H-RMN revelou a existéncia de oito grupos metilo, dos quais,
sete singuletos a 6y 0,81, 0,87, 0,96, 1,13, 1,23 (sobreposicdo de sinais H-26 e H-27),
1,24 e um dupleto a 84 0,89; um sinal caracteristico do grupo metoxilo a 64 3,13; um
sinal de um oximetino 8y a 3,64 (s largo). Foi também visivel a presenca de protdes
vinilicos, a campo mais baixo, correspondentes a uma ligagédo dupla em C-5, a 6, 6,08
(d, J = 2,1 Hz, H-6) e a uma ligacdo dupla localizada na cadeia lateral, a 64 5,49 (ddd,
J=156, 8,1, 5,4 Hz, H-23) e a §,; 5,37 (d, J = 15,6 Hz, H-24).

Os espectros de *C-RMN e DEPT confirmaram a estrutura triterpénica do tipo
cucurbitano para este composto, sendo constituido por 31 carbonos, correspondentes
a nove grupos metilo (incluindo o grupo metoxilo a d¢c 50,4), sete grupos metileno, oito
metinos (salientando-se um oximetino a 3¢ 76,8 e trés carbonos com hibridacdo sp” a
d¢c 126,0, 128,5 e 136,9) e sete carbonos quaternarios (um carbono vinilico a 6¢ 169,2,
um carbono carbonilico a 3¢ 203,0, formando um sistema a,B-insaturado, e um carbono

ligado a um grupo metoxilo a 6¢ 75,0).
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A interpretacdo dos espectros bidimensionais, *H-*H COSY, HMQC e HMBC
(Tabela 2.7) permitiu localizar as diferencas observadas ao nivel do anel B do nucleo
cucurbitano e da cadeia lateral para este composto, relativamente aos anteriormente
descritos. Por conseguinte, estes espectros revelaram os seguintes fragmentos
(Figura 2.8) diferenciados: -CH-C=CH-C=0 (A) e -CH(CHzj)-CH,-CH=CH-C(CH3),-
OCHjs (B).

9g1C cH, A 25

Figura 2.8 Fragmentos estruturais estabelecidos através dos espectros de "H-'H COSY, HMQC e
HMBC para o composto 2.5.

A localizacdo do carbono carbonilico a,B-insaturado em C-7 (6c 203,0) foi
corroborada pela correlacdo 2Jc observada, no espectro de HMBC, entre este
carbono e o protdo H-8 (64 2,40) e, ainda, pelos efeitos paramagnéticos observados,
no espectro de "*C-RMN, para 0 C-5 (8¢ 169,2, A5 = + 22), C-6 (3¢ 126,0, A5 = + 5) e
para o C-8 (8¢ 59,9, Ad = + 12).

A cadeia lateral apresenta uma ligacdo dupla em C-23 (6¢ 128,5) e um grupo
metoxilo em C-25 (8¢ 75,0), dados suportados pela analise dos espectros de RMN,
nomeadamente, pela existéncia de sinais caracteristicos da presenca de um grupo
metoxilo (o4 3,13 e 3¢ 50,4) e pelas correlagdes observadas, no espectro de HMBC,
entre o carbono C-25 e os protdes do grupo metoxilo (25-OMe, &y 3,13) e entre o
carbono 25-OMe (8¢ 50,4) e os protdes Me-26 e Me-27 (6y 1,23, sobreposicdo de
sinal). Por sua vez, a localizagdo de ligacdo dupla di-substituida em C-23, foi
comprovada pelas correlagdes observadas, no espectro de HMBC, entre: o C-22 (3¢
39,5) e os protbes vinilicos H-23 (64 5,49) e H-24 (64 5,37); C-23 e os protdes
diastereotépicos H-22 (64 1,78 e 2,17) e H-24; C-24 (5¢ 136,9) e o protdo H-23 e os
protdes dos grupos metilo, Me-26 e Me-27 e entre C-25 e 0s protdes vinilicos H-23/H-
24.
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A configuracdo relativa dos centros quirais deste composto, determinada com
base no espectro de NOESY (Figura 2.9) e no valor das constantes de acoplamento, é
idéntica & observada para os compostos descritos anteriormente. No que diz respeito
a ligacao dupla da cadeia lateral, foi atribuida a configuracéo E, indicada pelo valor da
constante de acoplamento dos protdes vinilicos H-23 e H-24 (d, J = 15,6 Hz).

A estrutura do composto 2.5 foi corroborada através da comparacdo dos seus
dados, com os valores descritos na literatura para compostos semelhantes (Akihisa et
al, 1994; Chen et al, 2008; Nakamura et al, 2006; Ramalhete et al, 2009a).

Ccosy =
NOESY —

Figura 2.9 Principais correla¢des observadas nos espectros de COSY e de NOESY.
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Tabela 2.7 Espectros de 'H, *C, DEPT e principais correlacdes observadas nas experiéncias
de COSY, HMBC e NOESY [CDCls, 300 MHz (*H), 100 MHz (**C), & (ppm), (J em Hz)] para o

composto 2.5.

Posicao H Bc DEPT '"H-H HMBC NOESY
COSY C-H
1 1,72m 21,0 CH, 10 3,10
2 1,82 m; 1,98 m 28,8 CH, 3 3
3 3,64 s largo 76,8 CH 2 1,2,28,29 28
4 42,9 C 3, 6,28,29
5 169,2 C 3, 10, 28,
29
6 6,08 d (2,1) 126,0 CH 10 8, 10
7 203,0 C 8
8 2,40s 59,9 CH 6, 10, 11, 18
19, 30
9 36,0 C 8, 10, 19
10 2,70 m 40,4 CH 6,11,1 6,8,11,19 28,30
11 1,45m; 1,78 m 31,4 CH, 10 8, 10, 19
12 1,60m; 1,73 m 29,9 CH, 18
13 45,8 C 8,11, 18
14 48,6 C 8, 30
15 1,06 m; 1,57 m 34,7 CH, 30
16 1,35m; 1,88 m 27,9 CH,
17 1,45 m 49,7 CH 21
18 0,87 s 15,5 CHs 11 8
19 0,96 s 28,0 CHs 8, 10
20 1,54 m 36,3 CH 21, 22 21,22
21 0,89 d (6,1) 19,0 CHs 20 22
22 1,78 m; 2,17 m 39,5 CH, 20,23  21,23,24
23 5,49 ddd 128,5 CH 22,24 22,24, 26,
(15,6;8,1;5,4) 27
24 5,37 d (15,6) 136,9 CH 23 22, 23, 26,
27
25 75,0 C 23, 24,
25-OMe,
26, 27
26 1,23 s 26,2 CHs 24,27
27 1,23s 25,9 CHs 24
28 1,13s 28,0 CHs 29 3, 10, 30
29 1,24s 25,0 CHs 28
30 0,81s 18,1 CHs 8 10, 28
25-OMe 3,13 s 50,4 CH; 26, 27
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2.6. Karavilagenina C [7B-metoxicucurbita-5,24-dieno-3p,23(R)-
diol]

3 28 1.92

O composto 1.92 isolado sob a forma de um soélido cristalino e de caracter
dextrogiro, [a]ZD°+ 159,8 (c 0,1, CHCly), foi identificado como sendo uma cucurbitacina
conhecida, designada por karavilagenina C. A sua férmula molecular, Cz;Hs5,05 (IDH
de seis), foi deduzida a partir da interpretacdo do espectro de **C-RMN.

O espectro de IV exibiu a banda de absorcéo caracteristica do grupo hidroxilo a
3447 cm™.

No espectro de *H-RMN, observaram-se oito sinais caracteristicos de grupos
metilo (singuletos a 6y 0,69, 0,94, 0,98, 1,03, 1,20, 1,68, 1,70 e um dupleto a 3y 0,97);
um grupo metoxilo em C-7 a 84 3,34; trés sinais de oximetinos a 8y 3,42 (d largo, J =
4,0 Hz), 3,51 (s largo) e 4,46 (ddd, J = 9,7, 8,3, 3,1 Hz), e os protbes vinilicos da
ligagédo dupla endociclica a 64 5,83 (d, J = 4,8 Hz) e da ligacdo dupla da cadeia lateral,
a dy 5,19 (d largo, J = 8,5 Hz).

Quanto aos espectros de *C-RMN e DEPT, a sua andlise confirmou a
estrutura triterpénica, composta por 31 carbonos, que compreendem nove grupos
metilos (incluindo o grupo metoxilo a 8¢ 56,4 e os metilos alilicos a 8¢ 18,3 e 25,9);
sete metilenos, nove metinos (com trés oximetinos a &c 66,1, 76,9 e 77,4 e dois
carbonos com hibridagéo sp” a 8¢ 121,1 e 129,1) e seis carbonos quaternarios (com
dois carbonos vinilicos a 8¢ 134,0 e 146,9).

Com base nos dados espectroscopicos (Tabela 2.8), verificou-se que este
composto apresentava 0 mesmo nucleo triterpénico dos compostos 2.1 - 2.4, diferindo
apenas na constituicdo da cadeia lateral. Com efeito, os desvios quimicos observados
no espectro de *C-RMN indicaram a presenca de um grupo hidroxilo (3¢ 66,1, C-23) e
de uma ligagdo dupla (6c 129,1 e 134,0, C-24 e C-25, respetivamente) na cadeia

lateral. Deste modo, a comparagédo dos dados espectroscOpicos com 0s descritos na
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literatura, permitiram a identificacdo do composto como sendo a karavilagenina C,
isolado pela primeira vez a partir dos frutos secos de Momordica charantia (Nakamura
et al, 2006).

Tabela 2.8 Espectros de *H-RMN, **C-RMN e DEPT [CDCls, 300 MHz (*H), 100 MHz (**C), &
(ppm), (J em Hz)] para o composto 1.92.

Posicao H B¢ DEPT | Posicéo 'H e DEPT
1 21,2 CH, 17 50,9 CH
2 28,7 CH, 18 0,94 s 15,5 CHjs
3 3,51 s largo 76,9 CH 19 0,98 s 29,0 CHs;
4 41,9 C 20 32,8 CH
5 146,9 C 21 0,97 d (6,3) 18,9 CHs;
6 5,83d (4,8 121,1 CH 22 44.6 CH,
7 3,42 d largo 77,4 CH 23 4,46 ddd 66,1 CH

(4,0) (9,7;8,3;3,1)
8 2,08 s largo 47,9 CH 24 5,19 d largo 129,1 CH
(8.9)
9 34,1 C 25 134,0 C
10 2,27 dd 38,8 CH 26 1,68 s largo 18,3 CHs;
(12,8;4,0)

11 32,8 CH, 27 1,70 s largo 25,9 CH;
12 30,3 CH, 28 1,03 s 27,9 CHs;
13 46,3 C 29 1,20 s 25,5 CHs;
14 48,1 C 30 0,69 s 18,1 CHs;
15 34,8 CH, 7-OMe 3,34 s 56,4 CHs;
16 28,0 CH,

2.6.1. Oxidacao da karavilagenina C: dicetona em C-3 e C-23

O composto 1.92 foi oxidado a dicetona, via reacdo com o acido 2-
iodoxibenzoico (IBX). Nesta reaccdo ocorreu a oxidacdo das duas funcdes hidroxilo
presentes na molécula (Esquema 2.1). O produto resultante foi elucidado por anélise
espectroscopica (Tabela 2.9) e por comparacdo com os dados espectroscopicos do

composto 1.92.
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Esquema 2.1 Reac¢édo de oxidacéo do composto 1.92.

O composto 2.11, de caracter dextrogiro, [a]5 + 42,8 (c 0,1, CHCIy), foi obtido

sob a forma de um 6leo amarelado. O espectro ESIMS exibiu um ido a m/z 507 [M +
K]* (molécula cationizada). A sua formula molecular, Cs;H,05 (IDH de oito), foi
deduzida a partir dos espectros de RMN.

No espectro de *H-RMN destacou-se a auséncia dos sinais dos protdes H-3 e
H-23 devido a oxidagéo da funcao hidroxilo nessas localizages. De salientar, ainda, a
presenca de apenas um sinal atribuivel a um grupo metino ligado a oxigénio a dy 3,45
(d largo, J = 4,7 Hz, H-7) e o efeito paramagnético (Ady~ + 0,85 ppm) sofrido pelo sinal
do H-24. Estas observacdes corroboraram a presenga de um grupo cetona nos
carbonos C-3 e C-23.

No espectro de '*C-RMN, observaram-se os sinais caracteristicos de nove
grupos metilo, sete metilenos (destacando-se aqueles que sofreram efeito
paramagnético mais acentuado, como o C-1, C-2 e C-22, com um desvio para campo
mais baixo, Adc= +3,5, +9,9 e +7,2 ppm, respetivamente), sete metinos (de salientar a
auséncia dos metinos em C-3 e C-23 presentes no composto 1.92 e o efeito
diamagneético registado no C-24, Adc= - 4,7 ppm) e oito carbonos quaternarios (dois
sinais caracteristicos da fungéo carbonilo, C-3 a 8¢ 214,4 e C-23 a &¢ 201,6, para além
dos efeitos paramagnéticos observados para o C-4 e C-25, a Adc = +8,9 e +21,0 ppm,
respetivamente).

Os espectros bidimensionais (*H-'H COSY, HMQC e HMBC) permitiram
confirmar a estrutura do composto 2.11 como 7B-metoxicucurbita-5,24-dieno-3,23-

diona.
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Tabela 2.9 Espectros de 'H, *C, DEPT e principais correlacdes observadas nas experiéncias
de COSY e HMBC [CDCls, 300 MHz (*H), 100 MHz (**C), & (ppm), (J em Hz)] para o composto

2.11.
Posicao 'H B¢ DEPT 'H-'H HMBC
COSY C-H
1 1,55 m; 1,96 m 24,7 CH, 10 2,10
2 2,47 m 38,6 CH,
3 214,4 C 28, 29
4 50,8 C 6, 10, 28, 29
5 147,4 C 7,28, 29
6 5,90 d (5,0) 120,2 CH 7 7,8
7 3,45 d largo (4,7) 77,1 CH 6 7-OMe, 8
8 2,04s 47,9 CH 10, 30 6,7, 19, 30
9 34,3 C 7,8
10 2,47 m 39,5 CH 1,8 2,6,8,19
11 1,52 m; 1,62 m 32,6 CH,
12 1,55 m; 1,63 m 30,1 CH, 18
13 46,3 C 18
14 48,1 C 8, 30
15 1,34 m 34,8 CH, 30 30
16 1,34 m 27,9 CH,
17 1,50 m 50,6 CH 20
18 0,96 s 15,6 CHs 30
19 0,93s 27,8 CHs 8
20 2,07 m 33,4 CH 17, 21, 21, 22
22

21 0,89d (5,7) 19,9 CHs 20 22
22 2,08 m; 2,46 m 51,8 CH, 20 21
23 201,6 C 22, 24, 26, 27
24 6,04 s largo 124,4 CH 26, 27 26, 27
25 155,0 C 26, 27
26 2,12's 20,8 CHs 24, 27 24, 27
27 1,87 s 27,9 CHs 24, 26 24, 26
28 1,21's 28,7 CHs 29
29 1,29 s 23,3 CHs 28
30 0,74s 18,1 CHs 8, 15 8,18

7-OMe 3,33s 56,6 CH; 7
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2.7. Karavilagenina A [7B,25-dimetoxicucurbita-5,23(E)-dien-
3p-ol]

O composto 2.6, isolado sob a forma de pé branco amorfo, com [a]ZDO + 76,98 (c

0,097, MeOH), foi identificado como sendo um cucurbitano ja conhecido, designado
por karavilagenina A. O espectro ESIMS exibiu um ido a m/z 487 [M + H]" (molécula
protonada). A sua formula molecular, Cs,Hs,03 (IDH de seis), foi deduzida a partir dos
espectros ESIMS, *H-RMN e **C-RMN.

No espectro de IV observou-se a banda de absorgéo caracteristica da fungéo
hidroxilo (3441 cm™).

A andlise estrutural do composto 2.6 foi realizada por comparagdo com 0s
espectros de RMN do composto 1.92, cuja estrutura difere unicamente na constituicao
da cadeia lateral. A presenca da ligacdo dupla em C-23 foi suportada pela observacao
dos sinais dos protdes vinilicos a dy 5,49 (ddd, J = 15,6, 8,2, 5,5 Hz, H-23) e a &, 5,36
(d, J = 15,6 Hz, H-24) e dos carbonos com hibridacdo sp? a d: 128,6 e 136,8. A
presencga de um grupo metoxilo em C-25 foi determinada pela observagéo dos sinais a
Oy 3,12 e &¢ 56,4 e de um carbono quaternario a ¢ 75,0. Por sua vez, as correlagbes
obtidas pelos espectros bidimensionais confirmaram a estrutura da cadeia lateral,
nomeadamente, os acoplamentos 3Jc., entre o sinal do carbono 25-OMe (8¢ 50,3) e 0s
protdes Me-26 e Me-27 (5, 1,23, sobreposicdo de sinal) e 2Jc.4 entre o C-23 (3¢ 128,6)
e 0s protdes H-22 (&4 1,76 e 2,19) e H-24 (4 5,36). Deste modo, os dados de RMN
(Tabela 2.10) permitiram concluir que o composto 2.6 apresenta uma cadeia lateral
idéntica ao do composto 2.5.

A karavilagenina A (73,25-dimetoxicucurbita-5,23(E)-dien-3p-ol) foi isolada pela
primeira vez a partir dos frutos secos de Momordica charantia (Nakamura et al, 2006)
e mais tarde, a partir dos caules amadurecidos da Momordica charantia (Chang et al,
2008). Com o presente estudo, foi obtida pela primeira vez a partir das partes aéreas

de Momordica balsamina.
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Tabela 2.10 Espectros de 'H, *C, DEPT e principais correlacdes observadas nas experiéncias
de COSY e HMBC [CDCls, 300 MHz (*H), 100 MHz (**C), & (ppm), (J em Hz)] para o composto

2.6.
Posicao H B¢ DEPT 'H-'H HMBC
COSY C-H
1 1,55 m 21,2 CH, 10 3,10
2 1,73 dd (6,3;2,9) 28,7 CH, 3 10
3 3,491 (2,8) 76,8 CH 2 28, 29
4 41,8 C 6, 28, 29
5 146,9 C 3,7, 10, 28,
29
6 5,81 d (5,5) 120,9 CH 7,10 7,8, 29
7 3,40 d largo 77,3 CH 6 6, 7-OMe, 8,
(5,5) 10
8 2,02 s largo 48,1 CH 6, 7, 10, 19,
30
9 34,1 C 7,8, 10, 19
10 2,25 dd 38,8 CH 1, 6,19 6,8, 19
(11,4:5,3)
11 1,44 m; 1,59 m 32,7 CH, 10, 19
12 1,49 m; 1,62 m 30,1 CH, 18
13 46,2 C 18
14 48,0 C 8
15 1,32 m 34,8 CH, 30
16 1,31 m; 1,88 m 27,7 CH,
17 1,46 m 50,0 CH 18
18 0,91s 15,5 CH,
19 0,96 s 28,9 CH, 10 8, 10
20 1,50 m 36,3 CH 21 21, 22
21 0,88 d (6,0) 18,9 CH, 20 22
22 1,76 m; 2,19 m 39,5 CH, 23 21, 23, 24
23 5,49 ddd 128,6 CH 22,24  22,24,26,27
(15,6;8,2;5,5)
24 5,36 d (15,6) 136,8 CH 23 22, 23, 26, 27
25 75,0 C 23, 24, 26, 27
26 1,23's 26,2 CH,
27 1,23 s 25,9 CH, 24, 26
28 1,01s 27,9 CH, 29
29 1,18s 25,5 CH, 28
30 0,67 s 18,1 CH, 8
7-OMe 3,32s 56,4 CH, 7
25-OMe 3,12s 50,3 CH, 26, 27
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2.8. Karavilagenina B [7B-metoxicucurbita-5,23(E)-dieno-3B,25-
diol]

O composto 2.7, com [a]2 + 39,2 (c 0,1, MeOH), foi isolado sob a forma de p6

branco amorfo e identificado como sendo um triterpeno do tipo cucurbitano, designado
por karavilagenina B. O espectro ESIMS exibiu um ido a m/z 495 [M + Na]* (molécula
cationizada). A partir dos espectros de *H-RMN e *C-RMN e ESIMS, deduziu-se a
férmula molecular do composto, Cs;Hs,03 (IDH de seis).

O espectro de IV apresentou uma banda de absorcdo a 3408 cm™1 compativel
com a existéncia de grupos hidroxilo na molécula.

Ao comparar os espectros de RMN do composto 2.7 (Tabela 2.11) com os do
composto 2.6, foi possivel verificar que a Unica diferenca entre os dois compostos
reside na substituicdo do grupo metoxilo por um grupo hidroxilo, no carbono C-25.
Deste modo, a estrutura do composto 2.7 foi corroborada pela presenca, no espectro
de 'H-RMN, de apenas um sinal caracteristico de um grupo metoxilo, a &y 3,30,
localizado em C-7, conforme indicou a correlagdo observada, no espectro de HMBC,
entre o carbono 7-OMe (&¢ 56,4) e o protdo H-7 (&4 3,44) e entre o carbono C-7 (8¢
78,9) e os protbes 7-OMe (&4 3,30). Por sua vez, a existéncia de um sinal, no espectro
de *C-RMN, atribuido ao carbono quaternario em C-25 (8¢ 71,2), que sofreu um efeito
diamagnético de 4 ppm quando comparado com o composto 2.6, indicou a presenca
da funcdo hidroxilo.

A identificagdo da karavilagenina B (7p-metoxicucurbita-5,23(E)-dieno-33,25-
diol) foi confirmada pela comparagdo dos seus dados espectroscOpicos com 0S
descritos na literatura. Este composto foi isolado primeira vez a partir dos frutos secos
de Momordica charantia (Nakamura et al, 2006), mais tarde, a partir dos caules
amadurecidos dessa mesma espécie (Chang et al, 2008), tendo sido pela primeira
vez, com o0 presente estudo, obtido a partir das partes aéreas de Momordica

balsamina.
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Tabela 2.11 Espectros de ‘H, **C, DEPT e principais correlacdes observadas nas experiéncias
de COSY e HMBC [MeODy,, 300 MHz (*H), 100 MHz (*3C), & (ppm), (J em Hz)] para o composto
2.7.

Posicao H e DEPT 'H-'H HMBC
COSY C-H
1 1,56 m 22,4 CH, 10 3
2 1,68 m 30,1 CH,
3 3,46 m 77,5 CH 28, 29
4 42,5 C 28, 29
5 149,4 C 3,7, 28,29
6 5,76 d (4,7) 120,3 CH 7 7,8
7 3,44m 78,9 CH 6 7-OMe, 8
8 2,035 49,5 CH 6,7
9 35,1 C 7,8
10 2,31 dd (11,3;4,8) 40,3 CH 1 6,8, 19
11 1,46 m; 1,66 m 33,8 CH, 19
12 1,51 m; 1,90 m 31,3 CH, 18
13 47,3 C 18
14 49,1 C 8,18, 30
15 1,34 m 35,8 CH, 18, 30
16 1,35m; 1,90 m 28,7 CH,
17 1,51 m 51,2 CH 21
18 0,94s 15,9 CHs
19 0,95s 29,4 CH, 8
20 1,52 m 37,7 CH 21
21 0,90 d (5,7) 19,3 CHs 17, 20
22 2,15m; 1,77 m 40,3 CH, 23, 24
23 5,52 m 125,9 CH
24 5,52 m 140,8 CH 26, 27
25 71,2 C 23, 24, 26, 27
26 1,23 s 30,1 CHs 27
27 1,23s 30,0 CHs 26
28 1,01s 28,8 CHs 29
29 1,16's 26,0 CHs 28
30 0,73 s 18,8 CHs 8
7-OMe 3,30s 56,4 CH, 7
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2.9. Kuguacina B [cucurbita-5,23(E)-dien-7-ona-3p,25-diol]

O composto 2.8 isolado sob a forma de p6 branco amorfo e de caracter
dextrégiro, [«]Y+ 81,2 (c 0,1, CHCIy), foi identificado como sendo um conhecido

triterpeno do tipo cucurbitano designado por kuguacina B. O espectro ESIMS exibiu
um id0 a m/z 457 [M + H]" (molécula protonada) que, conjuntamente com 0S
espectros de 'H-RMN e *C-RMN, permitiu deduzir a férmula molecular, CsoH405 (IDH
de sete).

O espectro de IV apresentou, para além da banda de absorcao caracteristica
da funcg&o hidroxilo (3419 cm™), uma banda de absorcao tipica de um grupo carbonilo
de uma cetona a,p-insaturada (1645 cm™).

Com base na andlise dos dados espectroscépicos da kuguacina B (Tabela
2.12), concluiu-se que este composto possuia igual cadeia lateral ao composto
karavilagenina B (2.8) e um nucleo triterpénico semelhante ao composto balsacurbinol
(2.5).

No espectro de 'H-RMN observou-se um sinal de um protdo oximetino a &,
3,63 (s largo), trés sinais de protdes vinilicos, um atribuivel a H-6 a &y 6,07 (s largo) e
os outros dois a ligagéo dupla na cadeia lateral a &4 5,56 (m, H-23 e H-24).

Pela andlise dos espectros de *C-RMN e DEPT confirmou-se o esqueleto
triterpénico tetraciclico do tipo cucurbitano, constituido por 30 carbonos, sendo
possivel distinguir a presenca de oito grupos metilo; sete metilenos; oito metinos, entre
0s quais, um oximetino a 8¢ 76,7 e trés carbonos com hibridacéo sp? a 8¢ 125,2, 126,0
e 136,7; um carbono vinilico quaternério a dc 169,3; um carbono quaternario ligado a
um grupo hidroxilo a éc 70,8 e um carbono carbonilico a 3¢ 203,1, formando um
sistema o,p-insaturado. A presenca da funcdo carbonilo a,B-insaturada foi confirmada
pela correlacdo observada entre o carbono C-7 (6c 203,1) e o sinal do protdo H-8 (84
2,38), no espectro de HBMC.
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Tabela 2.12 Espectros de 'H, **C, DEPT e principais correlacdes observadas nas experiéncias
de COSY e HMBC [CDCls, 300 MHz (*H), 100 MHz (**C), & (ppm), (J em Hz)] para o composto

2.8.
Posic&o 'H B¢ DEPT 'H-'H HMBC
COSY C-H

1 1,71 m 21,0 CH, 10 3,10, 19
2 1,81 m; 1,96 m 28,8 CH, 3
3 3,631 (2,6) 76,7 CH 2 28, 29
4 42,9 C 6, 28, 29
5 169,3 C 3, 10, 28, 29
6 6,07 s largo 126,0 CH 10 8, 10
7 203,1 C 8
8 2,38s 59,9 CH 6, 19, 30
9 35,9 C 8, 10, 19
10 2,69 m 40,4 CH 1,6 6,8, 19
11 1,44 m; 1,75 m 31,4 CH, 10, 19
12 1,55m; 1,67 m 29,9 CH, 18
13 45,8 C 18, 30
14 48,6 C 8, 30
15 1,05 m; 1,54 m 34,6 CH, 16, 30 18, 30
16 1,33 m; 1,86 m 27,9 CH, 15
17 1,45m 49,6 CH 21
18 0,86 s 15,5 CH,
19 0,94 s 28,0 CH, 8, 10
20 1,47 m 36,4 CH 21 21
21 0,87 d (7,8) 18,9 CH, 20
22 1,72m; 2,15 m 39,2 CH, 23 21, 23, 24
23 5,56 m 125,2 CH 22 22, 24
24 5,56 m 139,7 CH 22, 23, 26, 27
25 70,8 C 23, 24, 26, 27
26 1,28 s 30,0 CHs 27
27 1,28 s 30,1 CH, 26
28 1,23's 24,9 CH, 29
29 1,12s 28,0 CH, 28
30 0,81s 18,1 CH, 15 8

Os espectros bidimensionais (*H-'"H COSY, HMQC e HMBC), corroboraram as

atribuicdes de carbonos e de protdes.

Deste modo, a estrutura do composto 2.8, cucurbita-5,23(E)-dien-7-ona-33,25-

diol, foi comprovada por comparacdo dos dados espectroscOpicos obtidos com o0s

descritos na literatura para o composto Kuguacina B. Este composto foi isolado pela

primeira vez a partir das raizes de Momordica charantia (Chen et al, 2008). Com o

presente estudo foi possivel obter, pela primeira vez, a Kuguacina B a partir das partes

aéreas de Momordica balsamina.
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2.10. Kuguacina C [25,26,27-trinor-cucurbit-5-eno-7,23-dion-3p-
ol]

O composto 2.9 foi obtido sob a forma de um pé branco amorfo e identificado

como sendo um triterpeno conhecido designado por kuguacina C, o qual apresentou
um caracter dextrogiro, [a]é0+ 135,3 (c 0,093, CHCIs). O espectro ESIMS exibiu um

iAo a m/z 415 [M + H]" (molécula protonada). A sua formula molecular, C,7H4,05 (IDH
de sete), foi deduzida a partir dos espectros *H-RMN, **C-RMN e ESIMS.

No espectro de IV foram observadas bandas de absorgéo caracteristicas da
vibracdo do grupo hidroxilo (3448 cm™) e de grupos carbonilo, incluindo um grupo
carbonilo conjugado (1705 e 1645 cm™).

Através da analise dos dados espectroscopicos, concluiu-se que a estrutura do
composto 2.9 diferia do composto 2.8, na dimensao e na constituicdo da cadeia lateral,
apresentando idéntico nucleo triterpénico (Tabela 2.13). No espectro de *H-RMN,
guando comparado com o composto 2.8, observou-se a presenga de um grupo metilo
a campo mais baixo, 6y 2,10. Salienta-se ainda um efeito paramagnético (Ady = + 0,42
e + 0,34 ppm) sofrido pelos sinais dos protbes diastereotépicos H-22.

Os espectros de **C-RMN e DEPT sustentaram a condic&o de se tratar de um
composto com o esqueleto triterpénico do tipo trinor-cucurbitano, constituido por 27
carbonos. Para além da auséncia dos sinais C-25, C-26 e C-27, foi possivel observar a
presenca de dois carbonos carbonilicos a 6c 202,8 e 209,4, atribuiveis a um sistema
a.B-insaturado em C-7 e a um grupo carbonilo em C-23, respetivamente, originando
este ultimo um efeito paramagnético em C-22 (Ady= + 12,1 ppm) .

A andlise dos espectros bidimensionais (*H-'H COSY, HMQC e HMBC)
confirmou a localizacdo do grupo carbonilo em C-23, através das correlacdes 2Jcy
observadas entre o C-23 (3¢ 209,4) e 0 Me-24 (3, 2,10) e das correlacdes *Jc.y entre
C-22 (8¢ 51,3) e 0 Me-24.

66



Apresentacdo e Discussdao dos Resultados

Tabela 2.13 Espectros de 'H, *C, DEPT e principais correlacdes observadas nas experiéncias
de COSY e HMBC [CDCls, 300MHz (*H), 100 MHz (**C), 5 (ppm), (J em Hz)] para o composto

2.9.
Posicao 'H B¢ DEPT 'H-'H HMBC
COSY C-H
1 1,72 m 21,0 CH, 10, 2 3,10, 19
2 1,82 m; 1,99 m 28,8 CH, 1,3 11
3 3,65 s largo 76,8 CH 2 1, 28, 29
4 42,9 C 28, 29
5 169,2 C 1, 3, 10, 28,
29
6 6,08 s largo 126,0 CH 10 8, 10, 28
7 202,8 C 8
8 2,40's 59,8 CH 6, 11, 19, 30
9 35,9 C 8,10, 11, 19
10 2,69 m 40,4 CH 1,6 1,6,8, 11,19
11 1,48 m; 1,75 m 31,4 CH, 1,10, 12, 19
12 1,59 m; 1,70 m 29,9 CH,
13 45,9 C 8,11, 12, 18,
30
14 48,7 C 8, 19, 18, 30
15 1,08 m; 1,55 m 34,6 CH, 16, 30 8, 30
16 1,29 m; 1,82 m 28,2 CH, 15
17 1,48 m 49,8 CH 20 22
18 091s 15,5 CHs 11, 12
19 0,96 s 28,0 CHs 8,10, 12
20 2,03 m 33,0 CH 17,21 21, 22
21 0,90 d (5,6) 19,9 CHs 20 22
22 2,14 m;2,49d 51,3 CH, 21, 24
largo (15,2)
23 209,4 C 22,24
24 2,10s 30,7 CHs 21
28 1,24s 25,0 CHs 29
29 1,13 s 28,0 CHs 28
30 0,83s 18,2 CHs 15 8

Por comparagdo dos dados espectroscOpicos com os valores descritos na

literatura para a kuguacin C, foi possivel comprovar a identificacdo da sua estrutura

25,26,27-trinor-cucurbit-5-eno-7,23-dion-3p3-ol. Este composto foi isolado pela primeira

vez a partir das raizes de Momordica charantia (Chen et al, 2008). Com o presente

estudo foi possivel isolar, pela primeira vez, a kuguacina C a partir das partes aéreas

de Momordica balsamina.
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2.11. 24-etil-5a-colesta-7,22,25-trien-3p-ol

210

O composto 2.10, isolado sob a forma de um p6 branco amorfo e de caracter
dextrogiro, [a]3+ 1,4 (c 0,1, CHCly), foi identificado como sendo o 24-etil-5a-colesta-

7,22,25-trien-3B-ol, um dos principais esteréides presente em varias plantas da familia
Cucurbitaceae. O espectro ESIMS exibiu um ido a m/z 393 [M + H - H,0]". A férmula
molecular C,H.60, deduzida através da andlise dos seus espectros de ESIMS, 'H-
RMN e C-RMN (Tabela 2.14), corresponde a um IDH de sete.

O espectro de 1V, exibiu bandas caracteristicas do grupo hidroxilo a 3421 cm™,
bem como do grupo metileno terminal a 1639 cm™.

No espectro de *H-RMN foram visiveis cinco sinais caracteristicos de grupos
metilo (singuletos a &y 0,54 e 0,79, singuleto largo a 34 1,65, um dupleto a 64 1,01 e
um tripleto a 64 0,83), um sinal caracteristico de um protdo geminal a um grupo
hidroxilo a 8, 3,58 (m) e sinais pertencentes a protdes vinilicos (64 5,22, 5,20, 5,15 e
4,70).

A constituicdo da estrutura por 29 carbonos foi indicada pelos espectros de **C-
RMN e DEPT, nos quais se observaram cinco grupos metilo, dez metilenos
(salientando-se o carbono vinilico da ligacdo dupla terminal a 6c 109,7), dez metinos
(um oximetino a é¢ 71,2, trés carbonos com hibridag&o sp®a dc 117,6, 130,3 e 137,2) e
guatro carbonos quaternarios (dois carbonos vinilicos a &c 139,6 e 148,7).

Por comparacdo dos dados fisicos e espectroscopicos obtidos com os
descritos na literatura para o0 composto 24-etil-5a-colesta-7,22,25-trien-3p3-ol,
confirmou-se estar perante 0 mesmo composto. A configuragcdo em C-24 do composto

2.10 foi corroborada pela analise do espectro de NOESY.
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Tabela 2.14 Espectros de 'H, °C, DEPT e principais correlacdes observadas nas experiéncias
de COSY e HMBC [CDCls, 300 MHz (*H), 100 MHz (**C), & (ppm), (J em Hz)] para o composto
2.10.

Posicao 'H e DEPT '"H-'H HMBC NOESY
COSsY C-H
1 1,08 m; 1,76 m 37,3 CH, 19
2 1,41 m; 1,80 m 31,6 CH, 19
3 3,58 m 71,2 CH 4 14
4 1,68 m 38,1 CH, 3
5 1,30 m 40,4 CH 19
6 1,75 m 29,8 CH, 7
7 5,15 m 117,6 CH 6
8 139,6 C
9 1,65 m 49,6 CH 7,12, 19
10 34,4 C 19
11 1,56 m 21,7 CH, 12, 19
12 1,23 m; 1,97 m 39,6 CH, 18
13 43,5 C 12, 18
14 1,77 m 55,2 CH 12, 18 3,22,
23
15 1,46 m 23,1 CH,
16 1,75 m 28,5 CH,
17 1,26 m 55,9 CH 20 21 22,23
18 0,54s 12,2 CHs 20, 28
19 0,79 s 13,2 CHs 28
20 2,03m 40,7 CH 17, 21, 21, 22,23 18
22
21 1,01 d (6,6) 21,1 CH, 20 22, 23,
29
22 5,20 m 137,2 CH 20, 23 20, 21,23, 14,21,
24 17, 24
23 5,22 m 130,3 CH 22, 24 20,22,24 14,21,
17, 24
24 2,42 q (7,0) 52,2 CH 23, 28 22,23,26, 22,23,
27, 28, 29 29
25 148,7 C 24,26, 27
26 4,70 m 109,9 CH, 27 24, 27
27 1,65 s largo 20,4 CHs 26 24, 26
28 1,42 m 25,8 CH, 24, 29 24, 29 18, 19
29 0,831 (7,4) 12,3 CH, 28 24 21, 24

Este composto foi isolado anteriormente a partir folnas de Cucurbits maxima
em 2005, ndo tendo sido ainda descrito o seu isolamento a partir de Momordica

balsamina (Ragasa e Lim, 2005; Sucrow, 1966).
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2.11.1. Oxidacao do 24-etil-5a-colesta-7,22,25-trien-3B-ol: cetona em C-3

Da reacdo do composto 2.10 com IBX resultou o composto 2.12 (Esquema
2.2). A oxidacdo do grupo hidroxilo a cetona, em C-3, foi confirmada através dos

dados espectroscopicos obtidos para este composto (Tabela 2.15).

210

Esquema 2.2 Reac¢édo de oxidac¢do do composto 2.10.

O composto 2.12, com [a]% + 29 (c 0,1, CHCIy), foi obtido sob a forma de p6

branco amorfo, com a correspondente férmula molecular, C,H;,O (IDH de oito),
deduzida a partir dos espectros de RMN e de ESIMS. O espectro de ESIMS exibiu um
id0 a m/z 454 [M + 2Na]" (molecula cationizada).

A presenca de uma fungdo cetona na molécula foi evidente no espectro de IV
através da banda observada a 1716 cm™, caracteristica do grupo carbonilo.

As principais diferencas entre o composto 2.10 e 2.12 foram observadas no
anel A. No espectro de 'H-RMN, a auséncia do protdo H-3 indicou a oxidacéo da
funcdo hidroxilo nesta posi¢cao. Por outro lado, a presenca de uma cetona em C-3 foi
corroborada pela observacdo de um efeito paramagnético nos deslocamentos
guimicos dos protdes H-2 (Ady = + 0,86; + 0,60 ppm) e H-4 (Ady = + 0,55 ppm).

No espectro de '°C-RMN, salienta-se a auséncia do metino em C-3 e a
observacdo de um sinal de um carbono quaternario, caracteristico da funcao carbonilo
em C-3, a O¢c 212,2. Os sinais dos dois metilenos, C-2 e C-4, sofreram um efeito
paramagnético acentuado (Adc = + 6,7 e + 6,3 ppm, respetivamente).

Os espectros bidimensionais (*H-‘H COSY, HMQC e HMBC) permitiram
confirmar a identificacdo do composto e estabelecer a estrutura 24-etil-5a-colesta-
7,22,25-trien-3-ona.

70



Apresentacdo e Discussdao dos Resultados

Tabela 2.15 Espectros de 'H, **C, DEPT e principais correlacdes observadas nas experiéncias
de COSY, HMBC e NOESY [CDCl;, 300 MHz (*H), 100 MHz (**C), & (ppm), (J em Hz)] para o
composto 2.12.

Posicao H ®c  DEPT 'H-H HMBC NOESY
COSY C-H
1 1,45m;2,12ddd 38,9 CH, 2 2,19
(13,3;5,9; 2,4)
2 2,27 m; 2,42 m 38,3 CH, 1 1
3 212,2 C 1,2, 4
4 2,23 m 44,4 CH, 5
5 1,83 m 43,0 CH 4 4,19 17, 21
6 1,83 m 30,2 CH, 7 4
7 5,17 m 1172 CH 6
8 139,6 C
9 1,73 m 49,0 CH 7,12,19
10 34,5 C 1,2,4,19
11 1,60 m 21,8 CH,
12 1,28 m; 2,02 m 39,5 CH, 18
13 43,4 C 12, 18, 20
14 1,83 m 55,1 CH 7,12, 18
15 1,40 m; 1,50 m 23,1 CH,

16 1,28 m; 1,75 m 28,4 CH,
17 1,27 m 55,9 CH 20 21 5
18 0,57 s 12,3 CH; 19, 20
19 101s 12,6 CHs; 18, 20
20 2,03m 40,7 CH 17, 21, 21, 22, 23 18, 19
22
21 1,02d (6,2) 21,1 CHs; 20 20 5,24
22 521m 137,1 CH 20 20,21, 24
23 521 m 130,4 CH 24 20, 21, 22, 24,
28
24 2,42 m 52,1 CH 23,28 22,23, 26, 27, 21, 29
28, 29
25 148,7 C 24, 26, 27, 28
26 4,70 m 109,7 CH, 27 24,27
27 1,65s 20,4 CH; 26 22, 23, 24, 26,
28
28 1,42 m 25,8 CH; 24, 29 24,29
29 0,831t(7,3) 12,3 CH; 28 24, 28 24
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2.12. Reversdo da multirresisténcia mediada pela

glicoproteina-P

Os ensaios de reversdo da MDR em células tumorais decorreram na
Universidade de Szeged, Hungria, no Institute of Medical Microbiology sob a
coordenacédo do Professor Joseph Molnar e da Dra. Gabriella Sengler.

Neste estudo, analisou-se a capacidade dos compostos 1.92 e 2.1-2.12,
reverterem a MDR, através da avaliacdo da sua capacidade de inibir a atividade da P-
gp. A sobre-expressao da P-gp, como mencionado anteriormente, estd associada ao
comprometimento da eficadcia dos farmacos antitumorais, sendo um dos possiveis
mecanismos responsaveis pela ocorréncia da MDR.

Por conseguinte, os compostos foram avaliados quanto ao seu efeito citotdxico
e pela capacidade de modular a P-gp em células T L5178Y de linfoma de rato
transfetadas (células MDR) ou n&o (células PAR) com o gene humano ABCB1 e em
células do adenocarcinoma do colon humano multirresistentes (Colo 320 células MDR)
ou quimiossensiveis (Colo 205).

2.12.1. Ensaio de citotoxicidade in vitro

A atividade citotoxica dos compostos (1.92 e 2.1 - 2.12) foi determinada nas
duas linhas de células acima referidas, através do ensaio de reducdo do sal de
tetrazélio (MTT).

A andlise dos valores de ICs, obtidos (Tabela 2.16) permitiu concluir que os
compostos ha sua globalidade apresentaram uma citotoxicidade baixa, como é o caso
do composto 2.12 com um ICso = 18,3 + 1,8 uM (células Colo 205), ou foram inativos
nas concentragfes testadas (ICsp > 20 uM) para as células do adenocarcinoma do
c6lon humano (Colo 205 e Colo 320).

Relativamente as células T L5178Y de linfoma de rato, os efeitos citotoxicos
ndo foram significativos, exceto para os compostos 2.12 (ICso = 6,2 + 0,2 uM) e 2.10

(IC50= 18,6 +£ 0,6 uM) nas células sensiveis.
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Tabela 2.16 Atividade citotoxica dos compostos (1.92 e 2.1 - 2.12) nas células de linfoma de
rato L5178Y (células PAR), nas células T de linfoma de rato transfetadas com o gene humano
ABCBL1 (células MDR) e nas células do adenocarcinoma do colén humano quimiossensiveis
(Colo 205) e multirresistentes (Colo 320).

ICs0” (WM)
células T de linfoma de rato células do adenocarcinoma
Composto L5178Y do col6n humano

Células PAR  Células MDR ‘ Colo 205 Colo 320
1.92 73,7+£0,0 60,3+ 0,0 48,4 + 1,7 40,4+0,0
2.1 31+1,8 49,4+ 0,0 43+1,7 486+ 1,4
2.2 44,7+ 0,0 28,7+1,2 46,3+ 2,7 259+ 25
2.3 > 100 > 100 > 100 > 100
24 > 100 71,4+ 4,0 > 100 81,5+0,0
2.5 54,6 £ 0,0 81,5+0,0 54,6 £ 0,0 44,4+ 0,5
2.6 44,7+ 0,0 66,7+ 0,0 33,7+1,0 32,2+13
2.7 44,7+0,0 65,1+2,3 60,3+0,0 54,6 £ 0,0
2.8 35,4+2,0 60,3+ 0,0 66,7 £ 0,0 54,6 £ 0,0
2.9 73,7+0,0 78,8+24 > 100 > 100
2.10 18,6 £ 0,6 47,8+2,3 23,6+24 37,8+ 1,6
211 57,2+1,9 54,6 £ 0,0 60,3+0,0 46,4+ 15
2.12 6,2+0,2 254+15 18,3+1,8 41,7+1,8

@ Valores de ICs sd0 expressos pela média + desvio padrdo da média de trés ensaios independentes

2.12.2. Modulagéo da multirresisténcia farmacoldgica em células de

linfoma de rato e do adenocarcinoma do c6lon humano

Para avaliar a capacidade moduladora da MDR dos compostos em estudo,

utilizou-se o ensaio de acumulacgéo intracelular da rodamina 123, através da técnica de

citometria de fluxo, nas linhas celulares de linfoma de rato e do adenocarcinoma do

c6lon humano.

O potencial dos compostos na modulacéo da P-gp foi avaliado através do valor

da razdo da atividade de fluorescéncia (FAR) obtido a partir da equacéo descrita nos

procedimentos experimentais:

(FL '1) MDR + composto / (FL '1) MDR controlo

FAR =

(FL ‘1) PAR + composto / (FL '1) PAR controlo
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Relativamente as células de linfoma de rato, compostos que apresentem
valores de FAR > 1, a uma determinada concentracdo, sdo considerados ativos como
moduladores da P-gp. Por sua vez, aqueles que apresentem valores de FAR
superiores a 10 s&o considerados moduladores fortes da P-gp (Voigt et al, 2007).

Os compostos foram testados em concentragdes de 2 uM e 20 uM, e, em
alguns casos, a 0,2 uM. Como controlo positivo utilizou-se o verapamil. Os resultados
obtidos foram expressos na tabela 2.17.

A analise da tabela 2.17 permite-nos concluir que, quando comparados com o
controlo positivo, a maioria dos compostos, a 20 uM, exibiu um forte efeito inibitério da
P-gp, observando-se um aumento dos valores de FAR até cerca de 20 vezes superior
para as células de linfoma de rato e até cerca de 6 vezes superior nas células do
adenocarcinoma do c6lon humano, em relacdo aos valores obtidos para o verapamil.

Relativamente as células L5178Y, a 20 uM, dos treze compostos em estudo,
dez mostraram ser moduladores muito fortes da P-gp, destacando-se os compostos
karavilagenina C (1.92), balsacurbitriol (2.1), balsacurbepoxitol (2.2), balsacurbinol
(2.5), karavilagenina B (2.7) e o 73-metoxicucurbita-5,24-dieno-3,23-diona (2.11) com
valores de FAR de 80,38, 74,01, 70,88,137,77, 91,31 e 105,46, respetivamente. A esta
concentracdo, apenas o composto acido balsacurbitéico (2.3) e o esteroide oxidado
(2.12) ndo apresentaram atividade significativa. A 2 pM, a maioria dos compostos
demonstraram ser ativos, tendo os compostos karavilagenina C (1.92), balsacurbinol
(2.5), karavilagenina B (2.7) e o 7p-metoxicucurbita-5,24-dieno-3,23-diona (2.11),
mostrado forte atividade inibitéria, com valores de FAR de 12,83, 14,82, 40,40 e 27,17,
respetivamente. Quando testados a 0,2 uM, a karavilagenina B (2.7) e o composto 7f3-
metoxicucurbita-5,24-dieno-3,23-diona (2.11), demonstraram manter a sua atividade
como moduladores (FAR = 1,11 e 1,07, respetivamente; verapamil, FAR = 1,05).

No que diz respeito as células do Colo 320, na concentragao de 20 uM, cinco
compostos, karavilagenina C (1.92), balsacurbitriol (2.1), balsacurbepoxitol (2.2),
balsacurbinol (2.5) e karavilagenina B (2.7), mostraram uma forte atividade inibitéria
com valores de FAR de 21,77, 29,75, 23,8, 14,66 e 18,2, respetivamente. Os restantes
compostos foram ativos, excetuando o composto 24-etil-5a-colesta-7,22,25-trien-3-ona
(2.12). Quando testados a 2 pM, verificou-se que na sua grande maioria, 0S
compostos apresentaram atividade como moduladores da P-gp.

Os compostos 24-etil-5a-colesta-7,22,25-trien-3p-ol (2.10) e 24-etil-5a-colesta-
7,22,25-trien-3-ona (2.12), para os quais foram encontrados os menores valores de

FAR, foram simultaneamente 0s que apresentaram uma maior atividade citotoxica.
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Tabela 2.17 Efeito dos compostos 1.92 e 2.1 - 2.12 na reversao da MDR em células T de
linfoma de rato transfetadas com o gene humano ABCB1 (L5178Y) e do adenocarcinoma do
colén humano multirresistentes (Colo 320).

l I Cucurbitacinas

2 5,11 3,12
20 74,01 29,75
2 9,69 3,47
20 70,88 23,8
2 1,11 1,18
20 1,59 1,61
2 1,36 0,68
20 58,24 4,86

0,2 0,93 -
2 12,83 3,09
20 80,38 21,77
2 6,99 1,73
20 54,95 7,36

0,2 1,11 -
2 40,40 3,43
20 91,31 18,2

0,2 0,96 -
2 14,82 1,90
20 137,77 14,66
2 6,14 1,62
20 56,97 7,63
2 1,52 1,39
20 16,36 2,22

Esteroide
2.10
2 1,29 1,24
| 20 7,30 2,00
Derivados

2 1,11 0,99
20 1,05 0,56

0,2 1,07 -
2 27,17 1,84
20 105,46 9,93

Verapamil 02 105 -
20 6,02 4,49
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2.12.3. Relacao estrutura-atividade

De modo a poder tecer algumas consideragdes de relagéo estrutura-atividade,
nas Figuras 2.10 a 2.13 apresenta-se a atividade dos compostos (1.92, 2.1-2.9 e 2.11),
por ordem decrescente de valores de FAR, obtidos a 20 uM e a 2 uM. Para facilitar a
andlise, organizaram-se 0s compostos em trés grupos de acordo com a estrutura do
ndcleo triterpénico (A, B e C). Como se pode observar, diferentes grupos substituintes
levaram a diferentes atividades inibidoras da P-gp. As préprias caracteristicas
intrinsecas das duas linhas celulares em estudo pareceram exercer igualmente

influéncia no desempenho dos compostos na reversédo da MDR.

FAR (L5178Y)

20 pM 20 pM
o o
N - N s
2.7 91,31 2.5 g 137,77
— =
vO)
1.92 ”g & |
80,38 o || 5697
3
21 8
o 74,01 2.9 c 16,36
3 2
g &
22 B | 7088 &
o 0
2.4 ; %
g [ 5824 [N 105,46
c — _—
. g 2.11
8 | 5295
o
Q
2.3 -'U A
' 8 1,59

Figura 2.10 Relacéo estrutura-atividade e respetivos valores de FAR para os compostos 1.92,
2.1-29e 2.11, para as células L5178Y a 20 uM.
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FAR (L5178Y)

2 uM 2 uM
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2.9 8
9,69 S 152
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©
511 | N° 27,17
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1,36
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Figura 2.11 Relacéo estrutura-atividade e respectivos valores de FAR para os compostos 1.92,
2.1-2.9e 2.1, para as células L5178Y a 2 uM.

Como se pode observar nas Figuras 2.10 e 2.11, de entre 0S compostos com o
nucleo cucurbitano do tipo A, quando testados a 20 uM e a 2 uM, nas células de
linfoma de rato, a karavilagenina B (2.7) foi o composto mais ativo (FAR = 91,31 e
40,40, a 20 e a 2 uM, respetivamente). A atividade diminui na karavilagenina A (2.6)
(FAR = 54,95 e 6,9, a 20 e a 2 pM, respetivamente) que difere de karavilagenina B
(2.7) devido a presenca de um grupo metoxilo em C-25, 0 que sugere que a presenca
do grupo hidroxilo neste carbono podera ser importante na atividade moduladora da P-
gp. Quando se comparam os resultados obtidos para os compostos tetranor com o
nucleo cucurbitano A (2.3 e 2.4), a funcédo aldeido em C-23 no balsacurbital (2.4) (FAR
= 58,24 e 1,36, a 20 e a 2 uM, respetivamente) parece ter contribuido para a atividade
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deste composto. Com efeito, o &cido balsacurbitéico (2.3), com uma fung¢édo &cido
carboxilico em C-23, ndo apresentou atividade significativa (FAR = 1,59 e 1,11, a20 e
a 2 pM, respetivamente). Por sua vez, de entre os compostos com O nucleo
cucurbitano do tipo B, o balsacurbinol (2.5) foi o mais ativo (FAR = 137,77 e 14,82, a
20 e a 2 uM, respetivamente). Ao contrario do par de compostos 2.6 e 2.7 (tipo A), a
substituicdo do grupo metoxilo em C-25, presente no balsacurbinol (2.5), por um grupo
hidroxilo na kuguacina B (2.8) levou a uma diminuicao significativa da atividade (FAR =
56.97 e 6.14, a 20 e a 2 pM, respetivamente). Quando comparado com a
karavilagenina A (2.6) (grupo A), com a mesma cadeia lateral, podera concluir-se que
a presenca de uma cetona o,p-insaturada em C-7 no composto 2.5 aumentou a
afinidade com a P-gp. Os menores valores de FAR da kuguacina C (2.9), com uma
cadeia lateral mais curta (FAR = 16,36 e 1,52, a 20 e a 2 uM, respetivamente), quando
comparados com os valores obtidos para os compostos 2.5 e 2.8, corroboram a
importancia dos grupos funcionais e do numero de carbonos da cadeia lateral, na
atividade moduladora.

De salientar ainda o aumento da atividade moduladora do derivado oxidado em
C-3 e C-23 (2.11) (FAR = 105,46 e 27,17, a 20 e a 2 uM, respetivamente) da
karavilagenina C (1.92) (FAR = 80,38 e 12,83, a 20 e a 2 uM, respetivamente).

Quando testados nas células multirresistentes do adenocarcinoma do colén
humano a 20 uM (Figura 2.12), o balsacurbitriol (2.1) mostrou ser 0 mais ativo (FAR =
29,75), reforcando a hipétese de que a atividade moduladora da P-gp depende das
proprias caracteristicas das linhas celulares. Por sua vez, a 2 yM (Figura 2.13), a
maior atividade observada correspondeu ao balsacurbepoxitol (2.2) (FAR = 3.47).
Apesar de haver diferengas significativas nas duas linhas celulares, a maioria dos
resultados obtidos nas células do adenocarcinoma do colén permitiu reforcar as
conclusdes referidas anteriormente. Salientam-se por exemplo as diferencas de
atividade da karavilagenina A (2.6) a 20 uM (FAR = 7,36 e 1,73, a 20 e a 2 uM,
respetivamente), em relacdo a karavilagenina B (2.7) (FAR = 18,2 e 3,43, a20e a2
MM, respetivamente), que corroboram os resultados obtidos com as células de linfoma
de rato em relacdo a influéncia do substituinte em C-25. Do mesmo modo, o
balsacurbinol (2.5) foi mais ativo (FAR = 14,66 e 1,90, a 20 e a 2 yM, respetivamente)
que o composto kuguacina B (2.8) (FAR = 7,63 e 1,62, a 20 e a 2 uM,
respetivamente). Destaca-se, no entanto, a diminuicdo da atividade do derivado
oxidado (2.11) (FAR = 9,93 e 1,84, a 20 e a 2 pM, respetivamente) da karavilagenina
C (1.92) (FAR = 21,77 e 3,09, a 20 e a 2 pM, respetivamente), ao contrario do que

aconteceu nas células de linfoma de rato.
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Figura 2.12 Relacao estrutura-actividade e respectivos valores de FAR para 0s compostos
1.92,2.1-2.9e2.11, para as células Colo 320 a 20 uM.
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Figura 2.13 Relacdo estrutura-actividade e respectivos valores de FAR para os compostos
1.92,2.1-2.9e 2.11, para as células Colo 320 a 2 pM.

80



Apresentacdo e Discussdao dos Resultados

Na tabela 2.18 apresentam-se algumas propriedades fisico-quimicas
calculadas para os compostos 1.92 e 2.1 - 2.12. De modo a avaliar a influéncia destas
propriedades, foi realizado um estudo estatistico, no qual nenhuma correlacao
significativa foi encontrada (0,0 < r* > 0,6) dada a reduzida dimens&o da amostra. Os
compostos mais ativos (2.5 e 2.7) nas células L5178Y apresentaram elevados valores
de log P (7,0 e 6,7), uma TPSA de 46.5 e 49.7 A? possibilidade de estabelecer entre 4
a 5 ligacdes de hidrogénio, um peso molecular de 470,7 e 472,8 g/mol e um volume de
493,4 e 499,3 A Por sua vez, os compostos 2.1 e 2.2, que apresentaram maior
atividade nas células do adenocarcinoma do célon humano, possuem valores de log P
de 5 e 5,2, o maior peso molecular (448,8 g/mol), volumes moleculares entre os mais
elevados (508,2 e 503,7 A3), TPSA mais elevadas de 69,9 e 62,2 A% e 0 maior niimero
de possibilidades de estabelecer ligacdes de hidrogénio (7 e 6). Conforme se pode
verificar pela andlise da tabela 2.18, os compostos 24-etil-5a-colesta-7,22,25-trien-33-
ol (2.10) e 24-etil-50-colesta-7,22,25-trien-3-ona (2.12), aos quais esta associada uma
baixa atividade/inatividade, apresentam o maior valor de log P (7,6 e 7,4), a menor
TPSA (20,2 e 17,1) e a menor possibilidade de estabelecer pontes de hidrogénio (uma
ligacdo como aceitador e uma a nenhuma ligacdo como dador) em relacdo aos
compostos em estudo, realcando, deste modo, a importancia destes parametros na
atividade de modulacdo da P-gp. Com estes resultados pode-se concluir que a
modulac¢éo da P-gp para estes compostos ndo depende apenas da lipofilia, mas sim
de um conjunto de outros fatores, incluindo as caracteristicas intrinsecas das linhas
celulares em estudo, podendo os valores obtidos para os compostos de maior
atividade servir de base para encontrar valores 6timos para as propriedade fisico-

guimicas que maximizem a atividade de modulacdo da P-gp deste tipo de compostos.
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Tabela 2.18 Propriedades fisico-quimicas dos compostos 1.92 e 2.1 - 2.12 (PM - peso
molecular; VM - volume molecular; log P - coeficiente de partilha octanol/agua; TPSA - area da
superficie polar topoldgica; n° de aceitadores e dadores de ligagdes de hidrogénio.

Propriedades fisico-quimicas

N° N°
PM? VM? TPSA®
COliBEEs (g/mol) &) log P° (3 aceitadores | dadores
mo
- de H* de H?

Balsacurbitriol (2.1) 488,8 | 508,2 50 69,9 4 3
Balsacurbepoxitol 488.8 | 503.7 52 62.2 4 >
(2.2)
Acido balsacurbitoico 432.6 | 4412 4.9 66.8 4 5
(2.3)
Balsacurbital (2.4) 416,7 | 433,2 5,6 46,5 3 1
Balsacurbinol (2.5) 470,7 | 493,4 7,0 46,5 3 1
Kuguacina B (2.8) 456,7 | 475,9 6,1 57,5 3 2
Kuguacina C (2.9) 4146 | 426,4 51 54,4 3 1
Karavilagenina A (2.6) | 486,8 | 516,8 6,9 38,7 3 1
Karavilagenina B (2.7) | 472,8 | 499,3 6,7 49,7 3 2
Karavilagenina C
(1.92) 472,8 | 499,6 57 49,7 3 2
7B-metoxicucurbita-
5,24-dieno-3,23-diona | 468,7 | 487,9 59 43,4 3 0
(2.11)
24-etil-5a-colesta-
7,22,25-trien-3p-ol 410,7 | 4447 7,6 20,2 1 1
(2.10)
24-etil-5a-colesta-
7,22,25-trien-3-ona 408,7 | 438,8 7,4 17,1 1 0
(2.12)

®Propriedade fisico-quimicas foram calculadas usando o programa "JSME molecular editor" (verséo 2017,
www.molinspiration.com).
®Log P calculado usando o programa "ALOGPS 2.1" (www.vcclab.org/lab/alogps/)

2.12.4. Combinacado dos compostos com um farmaco antitumoral

Alguns dos compostos em estudo foram testados em combinacdo com um
farmaco antitumoral, para avaliar os seus efeitos sobre a sua toxicidade, nas células
resistentes de linfoma de rato (Tabela 2.19). O farmaco antitumoral utilizado foi a
doxorrubicina, que é simultaneamente um substrato da P-gp. A maioria dos compostos
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interagiu sinergicamente com a doxorrubicina, com excecao dos esteroides 24-etil-50-
colesta-7,22,25-trien-33-0l (2.10) e 24-etil-5a-colesta-7,22,25-trien-3-ona (2.12) que

apresentaram um efeito aditivo e antagonista, respetivamente, para 0s quais

simultaneamente foram encontrados os menores valores de FAR. Os compostos mais

eficazes foram o balsacurbital (2.4) e o balsacurbinol (2.5) que demonstraram um forte

sinergismo com a doxorrubicina, com um indice combinatério (Cl) de 0,29 + 0,05 e

0.29 + 0,05, respetivamente. Paralelamente a estes resultados, uma forte atividade

inibitéria foi observada para estes dois compostos (FAR= 58,24 e 137,77, a 20 uM,

respetivamente).

Tabela 2.19 Efeito de alguns dos compostos estudados em combinacéo com a doxorrubicina
nas células L5178Y.

ICs0 (MM)
Composto
Cl+SD" Interacao
Balsacurbital (2.4) 1:50 0,29 +0,05 _Forte
Sinergismo
Balsacurbinol (2.5) 05:25 0,29+ 0,07 _Forte
Sinergismo
- 1:50 0,72+0,13 Sinergismo
Kuguacina B (2.8) Moderado
Karavilagenina A (2.6) 1:100 0,69+0,11 Sinergismo
Karavilagenina B (2.7) 2:25 0,55+ 0,04 Sinergismo
7B-metoxicucurbita-5,24- ) _
_ ) 1:20 0,44 + 0,06 Sinergismo
dieno-3,23-diona (2.11)
24-etil-5a-colesta-7,22,25- _ -
. 2:80 0,94 + 0,09 Efeito aditivo
trien-3p-ol (2.10)
24-etil-5a-colesta-7,22,25- )
4:12,5 1,48 £ 0,35 Antagonismo

trien-3-ona (2.12)

% Dados mostrados em funcdo do melhor racio combinatério entre oS compostos testados e a
doxorrubicina; ° Valores do indice combinatério (Cl) consistem na média + desvio padrédo (SD) para uma
concentragdo inibitéria de 50% (ICso). 0,1 < ClI < 0,3 forte sinergismo; 0,3 < Cl < 0,7 sinergismo; 0,7 < Cl <
0,9 sinergismo moderado a ligeiro; 0,9 < ClI < 1,1 efeito aditivo; CI > 1,1 antagonismo.
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3. Procedimento Experimental

3.1. Equipamentos e técnicas gerais

A cromatografia em coluna foi realizada usando como adsorventes, silica gel
(SiO,, Merck ref. 9385) ou silica gel de fase reversa (RP 18, YMC, ODS-A, 12 nm, S -
50 um). Nas cromatografias em Combiflash Rf200 (RediSep®, Teledyne Isco) foram
utilizadas colunas pré-embaladas com silica (SiO,) ou RP18 padréo. Os eluidos foram
controlados por cromatografia em camada fina (TLC) utilizando placas de silica com
0,2 mm de espessura (SiO,, Merck ref. 5554) e diferentes eluentes consoante as
caracteristicas das amostras aplicadas. Apés eluicdo, as placas foram visualizadas
sob luz UV (A = 254 e 366 nm), seguindo-se a sua pulverizagdo com uma solucéo de
H,SO,/MeOH (1:1) e aquecimento, sendo por fim visualizadas hovamente sob luz UV.
Por sua vez, na cromatografia preparativa utilizaram-se placas de silica de 20 x 20 cm,
com 0,5 mm de espessura (Merck, ref. 1.05744).

A técnica de HPLC foi realizada com recurso ao equipamento Merck-Hitachi
com detector de UV Hitachi L-2400 e integrador Merck-Hitachi D-7500. Para o HPLC
analitico foi utilizada uma coluna Merck Lichrospher 100 RP-18 (5 um, 125 x 4 nm,
fluxo de 1 ml/min). O HPLC semipreparativo foi efectuado numa coluna Merck
Lichrospher 100 RP-18 (10 um, 250 mm x 10 mm, fluxo de 4 ml/min, A 220 nm). Como
eluente foram utilizados diferentes gradientes de misturas de MeOH/H,0.

Os espectros de RMN foram obtidos num espectrémetro Bruker 300 (*H 300
MHz e **C 100 MHz), recorrendo-se a solventes deuterados, nomeadamente, CDCl,,
CDs;0OD e C¢Dg. Os desvios quimicos foram expressos em & (ppm) e as constantes de
acoplamento dos protées (J) em hertz (Hz). O software utilizado para analise dos
espectros tracados foi 0 MestreNova versao 9.0.

Os espectros de IV foram determinados num espectrofotdmetro Shimadzu
IRAffinity-1, usando discos de NaCl.

As rotacdes especificas [a]y foram medidas, no Instituto de Tecnologia

Quimica e Biologica da Universidade Nova de Lisboa, usando um polarimetro Perkin-
Elmer 241, em células de quartzo com 10 cm de comprimento. Para tal, as amostras
foram dissolvidas em CHCI; ou MeOH de espectroscopia.

Os espectros de massa de baixa resolucéo foram obtidos no espectrometro de
massa - Micromass Quattro Micro AP1, de triplo quadropolo (QT), utilizando ionizac&o

por "electrospray” (ESI), em modo positivo. Por sua vez, os espectros de massa de
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alta resolucdo foram obtidos através do equipamento FTICR-MS Apex Qe (Bruker

Daltonics) 7 Tesla.

3.2. Estudo fitoquimico

A planta Momordica balsamina L. foi colhida na provincia de Gaza, em
Mogambique, tendo sido identificada pelo botanico Prof. Silva Mulhovo, encontrando-
se um exemplar depositado no herbéario do Instituto de Investigacdo Agronémica em

Maputo (Mocambique).

3.2.1. Processo extrativo e Isolamento

As partes aéreas da espécie Momordica balsamina (4,5 Kg) foram secas,
moidas e extraidas a exaustdo com metanol a temperatura ambiente. Apds
evaporagdo do extrato, o residuo obtido foi sujeito a uma extragdo liquido-liquido
resultando no extracto de acetato de etilo (535 g) (Ramalhete et al, 2009a; Ramalhete
et al, 2009b). Este extracto por cromatografia em coluna com misturas de hexano-
acetato de etilo de polaridade crescente originou oito fragbes (A-H) principais
(Esquema 3.1). Apos a andlise dos espectros de *H-RMN obtidos para cada uma das
fragcdes, prosseguiu-se o estudo fitoquimico de duas das fracdes, a C e a E, eluidas
da coluna com misturas de n-hexano/AcOET (80:20) e n-hexano/AcOET (60:40),

respetivamente (Tabela 3.1).

Tabela 3.1 Cromatografia em coluna do extrato de ACOET

Fracao Massa (g) Eluente (V/V)
A 2.4 n-hexano:AcOEt
(200:0)
B 26 n-hexano:AcOEt
(90:10 a 80:20)
C 25,5 n-hexano:AcOEt
(80:20)
D 12,4 n-hexano:AcOEt
(70:30)
E 27 n-hexano:AcOEt
(60:40)
F 13,5 n-hexano:AcOEt
(50:50 a 30:70)
G 20,7 n-hexano:AcOEt
(30:70 a 0:100);
H 49 AcOEt:MeOH
(100:0 a 50:50)
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Momordica balsamina L.
Partes aéreas secas e pulverizadas (4,5 kg)

= Extracéo exaustiva com MeOH (8 x 15 L; Tamb,
* Evaporacéo do solvente (sob vacuo, 40°C)

Extrato MeOH 865 g

» Suspensdo em MeOH/H:0 (1:2)
* Extracdo com AcOEt (29 x 1,5 L)

l l

Fase organica Fase aquosa

Secagem com Na:S0s
Evaporacéo do solvente

Extrato AcOEt 535 g

Cromatografia em Coluna, Si0O:z (3 Kg)
Eluente: misturas de n-hexano:AcOEt + AcOEt:MeOH (polaridade crescente)
Analise das fragdes por TLC

o

2449

B Cc D E F G H
26 g 25549 124 g 27 g 13,5 g 20749 49 g

Esquema 3.1 Resumo do processo de extracdo e fracionamento (fracdes iniciais) da
Momordica balsamina.

3.2.2. Estudo dafracédo C

A fragdo C (25,51 g) obtida com n-hexano:AcOEt (80:20) foi fracionada por

cromatografia em coluna (Tabela 3.2), utilizando-se como fase estacionaria 1 kg de

silica gel e como fase mével misturas de polaridade crescente de n-hexano:AcOEt
(100:0 a 0:100) e AcOEt:MeOH (100:0 a 100:50). Ap6s a analise por TLC dos eluidos

recolhidos, foram obtidas sete fracbes (C1 a C7). Destas, devido ao seu perfil

cromatografico, prosseguiu-se com o estudo da fracao C3 e C4.
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Tabela 3.2 Cromatografia em coluna da fracéo C

Fracdo Massa (g) Eluente (V/V)
C1 (9-11) 0,654 n-hexano:AcOEt
(85:15)
C2 (12-18) 2,25 n-hexano:AcOEt
(85:15 a 80:20)
C3 (19-24) 5,60 n-hexano:AcOEt
(75:25)
C4 (25-28) 5,06 n-hexano:AcOEt
(70:30)
C5 (29-32) 4,15 n-hexano:AcOEt
(70:30 a 65:35)
C6 (33-43) 4,20 n-hexano:AcOEt
(65:35 a 40:60)
C7 (44-56) 1,36 n-hexano:AcOEt (30:70 a 0:100);

ACOEt:MeOH (100:0 a 0:100)

3.2.2.1. Estudo dafracdo C3 e C4

A frac@o C3 (5,60 g) foi submetida a uma cromatografia em coluna de silica gel,
com misturas de n-hexano:CH,CI, (70:30 a 0:100) e de CH,Cl,:MeOH (100:0 a 50:50),
da qual se obtiveram onze fracdes (C3A a C3L). A fragdo C3G (497 mg, eluida com
uma mistura de n-hexano/CH,CL,, 20:80), constituiu interesse, pela presenca, na
placa de TLC, de uma mancha visivel apos coloracdo passivel de purificacéo,
comparativamente as fragdes restantes. Por conseguinte, para a purificacao da fracao
C3G foi realizada uma cromatografia em coluna (silica gel), utilizando como mistura de
eluentes n-hexano:AcOEt (100:0 a 0:100), da qual foram obtidas cinco fra¢cdes (C3G1
a C3G5). A fragdo C3G4 (80 mg, n-hexano/AcOEt, 82,5:17,5) por sucessivas
recristalizagdes, usando como par de solventes n-hexano/AcOEt, permitiu a obtencéo
de 55 mg de um precipitado puro, posteriormente identificado como sendo o 24-etil-5a-
colesta-7,22,25-trien-3p-ol (2.10).

Uma amostra de 6,9 g resultante da adicdo das fragBes provenientes do
estudo da fracdo C3 nomeadamente as fragbes C3E, C3F, C3H, C3I, C3G3, C3G5 e
das aguas maes da recristalizacdo da fracdo C3G4, juntamente com a fracdo C4 (5,1
g), cuja a andlise por TLC demonstrava a presenca da mesma banda, foi submetida a
uma cromatografia em coluna (eluida com misturas de n-hexano:AcOEt e
AcOEt:MeOH). Como resultado obtiveram-se quatro fracbes (C3C4A a C3C4D). A

fracdo C3C4C (eluida a n-hexano:AcOEt, 82.5:17.5) foi sujeita a sucessivas
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recristalizacdes (n-hexano:AcOEt), permitindo isolar e purificar uma maior quantidade
do composto acima referido, obtendo-se um total de 210 mg.

No esquema 3.2, apresentam-se, de forma resumida, as vérias subfracfes
estudas a partir da fragédo C e o respetivo composto isolado.

Fracao C
(25,51g)

Cromatografia em coluna

C3 C4
(569) (5.19)

|
Cromatografia em coluna

—  C3F (218
C3G (497 mg) | \
Cromatografia L™ Ca1 (157 ma)
em coluna \
C3G3 (380 mg)
C3G4 (80 mg) \
| C3G5 (90 mg)
Recristalizag&o \

Aguas-mées >
k J

BUn|oo wa eyelbojewoln

C3C4C (300 mg)

Recristalizagéo

Esquema 3.2 Representacdo esquematica do estudo da Fracéo C.
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Esterdide, 24-etil-5a-colesta-7,22,25-trien-3p-ol (2.10) 29

P6 branco amorfo

[@]?+ 1,4 (c 0.1, CHCIy)

IV, V max cm’™* (NaCl): 3412, 2957, 2360, 1639
ESIMS, m/z: 393 [M+H -H,0]"

'H-NMR (300 MHz, CDCl3): & 5,22 (1H, m, H-23), 5,20 (1H, m, H-22), 5,15 (1H, m, H-
7), 4,70 (2H, m, H-26), 3,58 (1H, m, H-3), 2,42 (1H, g, J = 7,0 Hz, H-24), 2,03 (1H, m,
H-20), 1,97 (1H, m, H-12a), 1,80 (1H, m, H-2a), 1,77 (1H, m, H-14), 1,76 (1H, m, H-
1a), 1,75 (2H, m, H-6), 1,75 (2H, m, H-16), 1,68 (2H, m, H-4), 1,65 (1H, m, H-9), 1,65
(3H, s largo, Me-27), 1,56 (2H, m, H-11), 1,46 (2H, m, H-15), 1,42 (2H, m, H-28), 1,41
(1H, m, H-2b), 1,30 (1H, m, H-5), 1,26 (1H, m, H-17), 1,23 (1H, m, H-12b), 1,08 (1H, m,
H-1b), 1,01 (3H, d, J = 6,6 Hz, Me-21), 0,83 (3H, t, J = 7,4 Hz, Me-29), 0,79 (3H, s, Me-
19), 0,54 (3H, s, Me-18).

3C-NMR (100 MHz, CDCl,): & 148,7 (C-25), 139,6 (C-8), 137,2 (C-22), 130,3 (C-23),
117,6 (C-7), 109,7 (C-26), 71,2 (C-3), 55,9 (C-17), 55,2 (C-14), 52,2 (C-24), 49,6 (C-9),
43,5 (C-13), 40,4 (C-5), 40,7 (C-20), 39,6 (C-12), 38,1 (C-4), 37,3 (C-1), 34,4 (C-10),
31,6 (C-2), 29,8 (C-6), 28,5 (C-16), 25,8 (C-28), 23,1 (C-15), 21,7 (C-11), 21,1 (C-21),
20,4 (C-27), 13,2 (C-19), 12,3 (C-29), 12,2 (C-18).

3.2.2.2. Derivatizagdo do esteroide: Oxidagdo com IBX

O esteroide (191 mg, 0.465 mmol) foi oxidado na presenca de &cido 2-
iodoxibenzoico (IBX, 1.2 eq). A mistura reacional foi dissolvida com DMSO e mantida a
temperatura ambiente, com agitacdo constante, durante 6 h. Posteriormente,
procedeu-se a extracao da fase aquosa com sucessivos volumes de acetato de etilo. A
fase organica obtida foi seca usando Na,SO, anidro e evaporada a pressdo reduzida
(Lapitskaya et al, 2008; Nicolaou et al, 2002). O residuo resultante da evaporagdo do
solvente (247 mg) foi purificado através de cromatografia em coluna (silica gel), eluida
com misturas de n-hexano:AcOEt e AcOEt:MeOH de polaridade crescente, obtendo-se
100 mg (52.6 %) de um sdlido branco amorfo, designado por 24-etil-5a-colesta-
7,22,25-trien-3-ona (2.12).
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24-etil-5a-colesta-7,22,25-trien-3-ona (2.12).

29

P6 branco amorfo

[]? + 29 (c 0.1, CHCIy)

IV, v max cm™ (NaCl): 2957, 2100, 1716, 1645,
1442, 1383, 968, 885

ESIMS, m/z: 454 [M + 2Na]". 0
o
A

IH-NMR (300 MHz, CDCl5): 5,21 (1H, m, H-23), 5,21 (1H, m, H-22), 5,17 (1H, m, H-7),
4,70 (2H, m, H-26), 2,42 (1H, m, H-24), 2,42 (1H, m, H-2a), 2,27 (1H, m, H-2b), 2,23
(2H, m, H-4), 2,12 (1H, ddd, J = 13,3, 5,9 e 2,4 Hz, H-1a), 2,03 (1H, m, H-20), 2,02
(1H, m, H-12a), 1,83 (1H, m, H-14), 1,83 (2H, m, H-6), 1,83 (1H, m, H-5), 1,75 (1H, m,
H-16a), 1,73 (1H, m, H-9), 1,65 (3H, s largo, Me-27), 1,60 (2H, m, H-11), 1,50 (1H, m,
H-15a), 1,45 (1H, m, H-1b), 1,42 (2H, m, H-28), 1,40 (1H, m, H-15b), 1,28 (1H, m, H-
12b), 1,28 (1H, m, H-16b), 1,27 (1H, m, H-17), 1,02 (3H, d, J = 6,2 Hz, Me-21), 1,01
(3H, s, Me-19), 0,83 (3H, t, J = 7,3 Hz, Me-29), 0,57 (3H, s, Me-18).

212

3C-NMR (100 MHz, CDCls): & 212,2 (C-3), 148,7 (C-25), 139,6 (C-8), 137,1 (C-22),
130,4 (C-23), 117,2 (C-7), 109,7 (C-26), 55,9 (C-17), 55,1 (C-14), 52,1 (C-24), 49,0 (C-
9), 44,4 (C-4), 43,4 (C-13), 43,0 (C-5), 40,7 (C-20), 39,5 (C-12), 38,9 (C-1), 38,3 (C-2),
34,5 (C-10), 30,2 (C-6), 28,4 (C-16), 25,8 (C-28), 23,1 (C-15), 21,8 (C-11), 21,1 (C-21),
20,4 (C-27), 12,6 (C-19), 12,3 (C-29), 12,3 (C-18).
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3.2.3. Estudo dafracéo E

A fracdo E (27 g, eluida em n-hexano:AcOEt, 60:40) foi cromatografada numa

coluna de silica gel (SiO,, 1 kg), com misturas de n-hexano:AcOEt (100:0 a 0:100) e
AcOEt:MeOH (100:0 a 100:50) de polaridade crescente. Apdés monitorizagdo por TLC
os eluidos foram associados em 15 fracbes (Tabela 3.3). Destas foram estudas as

fragbes E7 e E9, nas quais se observou a formacgédo de cristais. Nos esquemas 3.3 e

3.4 é apresentado um resumo dos compostos obtidos a partir da fracdo E7 e E9,

respetivamente.

Tabela 3.3 Cromatografia em coluna da fragédo E

Fracdo Massa (g) Eluente (V/V)
n-hexano:AcOEt AcOEt:MeOH

El (1-4) 1,0 100:0 a 90:10

E2 (5-6) 0,095 85:15

E3 (7-10) 0,143 80:20 a 75:25

E4 (11-16) 0,202 75:25a 70:30

E5 (17-22) 0,255 70:30 a 65:35

E6 (23-27) 0,778 65:35

E7 (28-38) 8,2 60:40 a 55:45

E8 (39-42) 1,86 55:45

E9 (43-57) 4,3 55:45 a 40:60

E10 (58-63) 0,636 35:65 a 25:75

E11 (64-67) 0,268 20:80

E12 (68-72) 1,58 20:80 a 5:95

E13 (73-74) 0,292 5:95

E14 (75-80) 0,415 5:95 a 0:100

E15 (81-89) 0,122 100:0 a 50:50
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(27 g)

Fracao E

| Cromatografia em coluna

E7
(82g)

| Recristalizacdo

- " E7D2C E7D2F
‘ Aguas-méaes (6 g) ‘ (32 mg) (23 mg)
‘Cromatografia em coluna (CC)
E7D2 cc
E7B (4.7 g) E7D (559 mg) (106 mg)
Cromatografia em coluna (RP18)
E7B4 (2.4 g)
cc
| E7B4F (49mg) | | E7B4H (202 mg) | | E7B41@1mg) | | E7B4J (404mg) | | E7B4L (839 mg) | | E7B4M (189 mg) | | E7840 202 mg) |
‘ cc cc cc ‘ ‘ cc cc
E7B4F4 £7B4H5 | [ E7BaH12 | [ E7BaI9 || E7B42 Composto 1.92 Composto 1.92 E7B4M8 E7B403
(16 mg) (95 mg) (19 mg) (11 mg) (50 mg) impuro (148 mg) (171 mg)
| = Heec | | [ cc
Composto E7B4H5H Pico 1 E7B403F
2.6 (13 mg) (10mg) (133 mg)

Esquema 3.3 Representacao esquemaética do estudo da fracdo E7.
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Fracao E
(279)

E9
(4.39)

Combiflash RP18

Cromatografia em coluna (CC)

E9D (6

58 mg)

Combiflash

E9
(311

D4
mg)

Recristalizac&o

Preparativa

E9F (912 mg) E9G (1 g)
‘ cc Combiflash
E9G2
E9F7 (74 mg)
(137 mg) (161 mg) cc
| Combiflash Combiflash | E9G2B
E9F7D (46 mg)
E9F5B E9F7C (50 mg)
(56 mg) (35 mg)

TLC

Composto 2.6

Composto 2.7

Esquema 3.4 Representagdo esquemética do estudo da fracao E9.

3.2.3.1. Estudo da fracéo E7

A fracdo E7 (8,2 g, eluida com n-hexano:AcOEt, 60:40 a 55:45) foi recristalizada

usando o par de solventes n-hexano:AcOEt, obtendo-se 2,2 g de cristais de um

composto puro designado de Karavilagenina C (1.92). O residuo resultante da

evaporacao das aguas maes (6 g) foi sujeito a uma cromatografia em coluna (silica gel),
usando misturas de n-hexano: CH,CI, (10:90 a 0:100) e CH,Cl,:MeOH (100:0 a 70:30).

Desta separacao resultaram quatro fragdes (E7A a E7D), sendo que apenas as fracbes

E7B e a E7D constituiram objeto de estudo mais detalhado.
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Karavilagenina C, 7B-metoxicucurbita-5,24-dieno-33,23(R)-diol (1.92)

Solidos cristalino branco
P.f. =190 °C

[]? + 159.8 (c 0.1, CHCly)
IV, V max cm™ (NaCl): 3447, 2928, 1662,
1452, 1086

L 1.92

'H-NMR (300 MHz, CDCl5): 5,83 (1H, d, J = 8,5 Hz, H-6), 5,19 (1H, d largo, J = 8,5 Hz,
H-24), 4,46 (1H, ddd, J = 9,7, 8,3 e 3,1 Hz, H-23), 3,51 (1H, s largo, H-3), 3,42 (1H, d
largo, J = 4,0 Hz, H-7), 3,34 (3H, s, 7-OMe), 2,27 (1H, dd, J = 12,8 e 4,0 Hz, H-10), 2,08
(1H, s largo, H-8), 1,70 (3H, s largo, Me-27), 1,68 (3H, s largo, Me-26), 1,20 (3H, s, Me-
29), 1,03 (3H, s, Me-28), 0,98 (3H, s, Me-19), 0,97 (3H, d, J = 6,3 Hz, Me-21), 0,94 (3H,
s, Me-18), 0,69 (3H, s, Me-30).

3C-NMR (100 MHz, CDCls): & 146,9 (C-5), 134,0 (C-25), 129,1 (C-24), 121,1 (C-6), 77,4
(C-7), 76,9 (C-3), 66,1 (C-23), 56,4 (7-OMe), 50,9 (C-17), 48,1 (C-14), 47,9 (C-8), 46,3
(C-13), 44,6 (C-22), 41,9 (C-4), 38,8 (C-10), 34,8 (C-15), 34,1 (C-9), 32,8 (C-20), 32,8
(C-11), 30,3 (C-12), 29,0 (C-19), 28,7 (C-2), 28,0 (C-16), 27,9 (C-28), 25,9 (C-27), 25,5
(C-29), 21,2 (C-1), 18,3 (C-26), 18,1 (C-30), 18,9 (C-21), 15,5 (C-18).

3.2.3.1.1. Derivatizagdo da Karavilagenina C: Oxidagado com IBX

A karavilagenina C (1.92) (700 mg, 1.48 mmol) foi oxidada na presenca de IBX
(acido 2-iodoxibenzéico, 2.4 eq), obtendo-se como produto final o composto 2.11, com a
estrutura 7B-metoxicucurbita-5,24-dieno-3,23-diona. A mistura reacional foi dissolvida
com DMSO e mantida a temperatura ambiente, com agitacdo constante, durante 3 h.
Em seguida, procedeu-se a extracdo da fase aquosa com acetato de etilo. A fase
organica foi sujeita a secagem com Na,SO, anidro e a evaporada a pressao reduzida
(Lapitskaya et al, 2008; Nicolaou et al, 2002).

O residuo resultante da evaporacédo do solvente (802 mg) foi purificado através
de cromatografia em coluna (silica gel), eluida com misturas de n-hexano:AcOEt e
AcOEt:MeOH de polaridade crescente. Por fim, obteve-se 567 mg de um soélido branco

amorfo, com um rendimento de 82 %.
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Derivado da Karavilagenina C, 7p-metoxicucurbita-5,24-dieno-3,23-diona (2.11)
Oleo amarelo
[a]2+ 42.8 (c 0.1, CHCIs) 3 S 257G
ESIMS, m/z: 507 [M +K 1", 530 [M + K + Na]*

H,C CH.
29 ° 28" ° 2.11

'H-NMR (300 MHz, CDCl3): & 6,04 (1H, s largo, H-24), 5,90 (1H, d, J = 5,0 Hz, H-6),
3,45 (1H, d largo, J = 4,7 Hz, H-7), 3,33 (3H, s, 7-OMe), 2,47 (2H, m, H-2), 2,47 (1H, m,
H-10), 2,46 (1H, m, H-22a), 2,12 (3H, s, Me-26), 2,08 (1H, m, H-22b), 2,07 (1H, m, H-
20), 2,04 (1H, s, H-8), 1,96 (1H, m, H-1a), 1,87 (3H, s, Me-27), 1,63 (1H, m, H-12a), 1,62
(1H, m, H-11a), 1,55 (1H, m, H-1b), 1,55 (1H, m, H-12b), 1,52 (1H, m, H-11b), 1,50 (1H,
m, H-17), 1,34 (2H, m, H-15), 1,34 (2H, m, H-16), 1,29 (3H, s, Me-29), 1,21 (3H, s, Me-
28), 0,96 (3H, s, Me-18), 0,93 (3H, s, Me-19), 0,89 (3H, d, J = 5,7 Hz, Me-21), 0,74 (3H,
s, Me-30)

3C-NMR (100 MHz, CDCls): & 214,4 (C-3), 201,6 (C-23), 155,0 (C-25), 147,4 (C-5),
124,4 (C-24), 120,2 (C-6), 77,1 (C-7), 56,6 (7-OMe), 51,8 (C-22), 50,8 (C-4), 50,6 (C-
17), 48,1 (C-14), 47,9 (C-8), 46,3 (C-13), 39,5 (C-10), 38,6 (C-2), 34,8 (C-15), 34,3 (C-
9), 33,4 (C-20), 32,6 (C-11), 30,1 (C-12), 28,7 (C-28), 27,9 (C-16), 27,9 (C-27), 27,8 (C-
19), 24,7 (C-1), 23,3 (C-29), 20,8 (C-26), 19,9 (C-21), 18,1 (C-30), 15,6 (C-18)

3.2.3.1.2. Estudo dafragdo E7B

A fracdo E7B (4,9 g, CH,CI,:MeOH, 98:2 a 97.5:2.5) apresentava por TLC um
grande arrastamento de manchas de cor verde correspondentes a clorofilas. De modo a
retira-las, o residuo da fracdo E7B foi sujeito a uma cromatografia em coluna onde foi
usada como fase estacionéria silica RP 18. Como eluentes usaram-se misturas de
MeOH:H,0O (50:50 a 100:0). Os eluidos recolhidos, apds monitorizacao por TLC, foram
associados em treze fragbes (E7B1 a E7B13), tendo-se prosseguido o estudo com a
fracéo E7B4.
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3.2.3.1.2.1. Estudo da fracdo E7B4

A fracdo E7B4 (2,4 g, MeOH:H,0, 80:20) foi cromatografada em coluna de (silica
gel) recorrendo a misturas de n-hexano:AcOEt e AcOEt:MeOH de polaridade crescente
(Tabela 3.4). Deste fracionamento e apds monitorizacdo por TLC resultaram dezasseis
fracbes (E7B4A a E7B4Q). Destas foram estudadas as fracbes E7B4F, E7B4H, E7B4l,
E7B4J, E7B4L, E7TB4M e E7B40.

Tabela 3.4 Cromatografia em coluna da fracdo E7B4

Fracédo Massa Eluente (V/V)
(mg) n-hexano:AcOEt AcOEt:MeOH
E7B4A (1-17) 62,7 100:0 a 95:5
E7B4B (18-40) 12,5 95:5 a 90:10
E7B4C (41-47) 5,2 90:10 a 87,5:12,5
E7B4D (48-53) 41,5 87,5:12,5
E7B4E (54-85) 16,5 87,5:12,5 a 80:20
E7B4F (86-92) 49,1 75:25
E7B4G (93-98) 56,4 75:25
E7B4H (99-110) 202,4 75:25
E7B4l (111-115) 90,6 75:25
E7B4J (116-123) 404 70:30
E7B4L (124-148) 539,4 70:30 a 55:45
E7B4M (149-161) 188,8 55:45 a 50:50
E7B4N(162-167) 82,9 50:50 a 40:60
E7B40 (168-174) 202,2 40:60 a 20:80
E7B4P (175-188) 241,1 0:100 70:30
E7B4Q (189-193) 106,3 70:30

3.2.3.1.2.1.1. Estudo da fragcdo E7B4F

A fragdo E7B4F (49 mg, eluida com n-hexano:AcOEt, 75:25) foi fracionada por
cromatografia em coluna (silica gel), usando misturas de n-hexano:AcOEt (100:0 a
0:100) e AcOEt:MeOH (100:0 a 70:30). ApGs monitorizagdo por TLC as fragdes foram
associadas em oito fracBes principais (E7B4F1 a E7B4F8). A fragdo E7B4F4, eluida
com n-hexano:AcOEt 80:20, apds andlise dos espectros de RMN, revelou a presenca

de uma mistura constituida por dois compostos. Um deles foi possivel identificar como
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sendo o composto karavilagenina A (2.6), o outro apresentava 0s picos carateristicos de
um acido gordo. Tendo em conta a quantidade reduzida da mistura e a dificuldade em
arranjar uma mistura de solventes que permitisse a separacdo, ndo foi feita a

purificacdo dos compostos.

3.2.3.1.2.1.2. Estudo da fracdo E7B4H

A fracdo E7B4H (202 mg, eluida com n-hexano:AcOEt, 75:25), foi
cromatografada utilizando como eluentes misturas de n-hexano:AcOEt (100:0 a 0:100) e
AcOEt:MeOH (100:0 a 70:40). Ap6s analise cromatografica por TLC, os eluidos
recolhidos foram associados em catorze fracbes (E7B4H1 a E7B4H14). A fracgéo
E7B4H12, eluiada com AcOEt:MeOH a 70:30, apresentava-se pura, observando-se
apenas uma banda quando analisada por TLC. As analises dos seus dados
espetroscopicos revelaram a presenc¢a de um composto novo puro (19 mg) denominado
de acido balsacurbitéico (2.3). O mesmo composto foi novamente isolado a partir do
fracionamento da fracdo E7B4H5 (95 mg, eluida com n-hexano:AcOEt 70:30), por
coluna cromatografica (silica gel). Desta coluna resultaram onze fracdes (E7B4H5A a
E7B4H5L), apos andlise por TLC. Da fragdo E7B4H5H (CH,Cl,:MeOH a 70:30 )
resultaram mais 13 mg do composto acido balsacurbitdico (2.3).

Acido balsacurbitéico,
acido 24,25,26,27-tetranor-7f-metoxicucurbit-5-en-3p-0l-23-oico (2.3)

P4 branco amorfo
[a]?+ 49.5 (c 0.1, MeOH)

IV, Vv max cm™ (NaCl): 3422, 2951, 2874, 1703,
1643, 1454, 1383, 1080, 756

ESIMS, m/z: 455 [M + Na]"

HR-ESITOFMS, m/z: 455,31404

(calculado para C,7H44,04Na: 455,31318)

29 HsC CH, 2.3

'H-NMR (300 MHz, C¢Dg): & 5,88 (1H, d, J = 4,9 Hz, H-6), 3,37 (1H, s largo, H-3), 3,33
(1H, d, J = 5,3 Hz, H-7), 3,24 (3H, s, 7-OMe), 2,38 (1H, m, H-22a), 2,14 (1H, m, H-10),
2,08 (1H, s, H-8), 2,01 (1H, m, H-20), 1,96 (1H, m, H-22b), 1,73 (2H, m, H-16), 1,72 (1H,
m, H-1a), 1,71 (1H, m, H-2a), 1,63 (1H, m, H-2b), 1,55 (1H, m, H-11a), 1,43 (1H, m, H-
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1b), 1,43 (1H, m, H-17a), 1,41 (1H, m, H-11b), 1,38 (1H, m, H-17b), 1,32 (2H, m, H-12),
1,18 (2H, m, H-15), 1,20 (3H, s, Me-19), 1,17 (3H, s, Me-29), 1,05 (3H, d, J = 6,0 Hz,
Me-21), 0,92 (3H, s, Me-28), 0,81 (3H, s, Me-18), 0,59 (3H, s, Me-30)

13C-NMR (100 MHz, C¢Dq): & 178,6 (C-23), 146,7 (C-5), 120,9 (C-6), 77,3 (C-7), 76,6 (C-
3), 56,2 (7-OMe), 50,3 (C-17), 48,8 (C-8), 48,3 (C-14), 46,3 (C-13), 41,8 (C-4), 41,7 (C-
22), 39,1 (C-10), 34,9 (C-15), 34,3 (C-9), 34,1 (C-20), 32,9 (C-11), 30,4 (C-12), 29,3 (C-
2), 29,3 (C-19), 27,9 (C-28), 27,9 (C-16), 25,7 (C-29), 21,4 (C-1), 19,8 (C-21), 18,2 (C-
30), 15,4 (C-18)

3.2.3.1.2.1.3. Estudo da fracéo E7B4l

A fracdo E7B4l (91 mg, eluida com n-hexano:AcOEt, 75:25) foi cromatografada
por cromatografia em coluna (silica gel), usando gradientes de polaridade crescente de
CH.Cl,:MeOH (100:0 a 50:50). Ap6s monitorizacdo por TLC, os eluidos foram
associados em dez fragbes (E7B4l11 a E7B4110). A fracdo E7B419 (11 mg,
CH.Cl,:MeOH, 85:15 a 80:20) apresentava-se pura, tendo-se obtido o composto acido
balsacurbitéico (2.3) ja isolado anteriormente.

A fracdo E7B412 (50 mg, eluida com CH,Cl,:MeOH, 98:2) apresentava um perfil
cromatogréafico complexo em TLC, onde se observavam a presenca de varios produtos
nao separaveis pelas técnicas cromatogréaficas classicas. Deste modo, optou-se pela
separacdo dos compostos por HPLC. A optimizacdo do método de separacéo foi
realizada por HPLC analitico, com um fluxo de 1 ml/min e um volume de inje¢éo de 20
pl da amostra previamente dissolvida em metanol. Posteriormente, a fracdo foi
purificada por HPLC preparativa de fase reversa (MeOH:H,0, 80:20, A 220 nm) com um
fluxo de 3 ml/min e um volume de injecdo de 200 pl de amostra. Com esta separagao
obteve-se 10 mg de um composto puro (R;: 29 min). ApGs a analise espectroscopica, foi

possivel identificar um novo composto designado por balsacurbital (2.4).
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Balsacurbital, 24,25,26,27-tetranor-7g-metoxicucurbit-5-en-3p-ol-23-al (2.4)

P6 branco amorfo
R; (HPLC, MeOH:H,0, 80:20, A 220 nm, 3 ml/min): 29 min

[]? +10.2 (c 0.1, CHCI3)

IV, V max €M™ (NaCl): 3418, 2955, 2926, 2872, 1716,
1653, 1456, 1379, 1084, 758

ESIMS, m/z: 439 [M+Na]", 455 [M+K]",
399 [M+H-H,0]*

HR-ESITOFMS, m/z: 417,33678

: 20" on 2.4
(calculado para C,7H4503: 417,33632) 28

'H-NMR (300 MHz, CDCl3): & 9,75 (1H, m, H-23), 5,84 (1H, d, J = 4,6 Hz, H-6), 3,51
(1H, s largo, H-3), 3,41 (1H, d, J = 5,3 Hz, H-7), 3,34 (3H, s, 7-OMe), 2,46 (1H, dd, J =
15 e 4,1 Hz, H-22a), 2,27 (1H, dd, J = 11,8 e 5,3 Hz, H-10), 2,16 (1H, m, H-22b), 2,13
(1H, m, H-20), 2,05 (1H, s largo, H-8), 1,89 (1H, m, H-16a), 1,74 (2H, m, H-2), 1,66 (1H,
m, H-12a) 1,63 (2H, m, H-11), 1,59 (2H, m, H-1), 1,49 (1H, m, H-17), 1,35 (2H, m, H-15),
1,33 (1H, m, H-16Db), 1,30 (1H, m, H-12b), 1,21 (3H, s, Me-29), 1,03 (3H, s, Me-28), 1,00
(3H, s, Me-19), 0,98 (3H, d, J = 6,6 Hz, Me-21), 0,97 (3H, s, Me-18), 0,71 (3H, s, Me-30)

13C-NMR (100 MHz, CDCl5): & 203,6 (C-23), 147,0 (C-5), 121,0 (C-6), 77,4 (C-7), 76,9
(C-3), 56,4 (7-OMe), 51,3 (C-22), 50,3 (C-17), 48,1 (C-14), 48,1 (C-8), 46,4 (C-13), 41,9
(C-4), 38,8 (C-10), 34,7 (C-15), 34,1 (C-9), 32,7 (C-11), 32,0 (C-20), 30,2 (C-12), 29,0
(C-19), 28,7 (C-2), 28,1 (C-16), 27,9 (C-28), 25,5 (C-29), 21,2 (C-1), 20,2 (C-21), 18,1
(C-30), 15,5 (C-18)

3.2.3.1.2.1.4.Estudo das fracdes E7B4J e E7B4L

A fracdo E7B4J (404 mg, eluida com n-hexano:AcOEt, 70:30) apresentava-se
pura tendo-se obtido o composto karavilagenina C (1.92). Por sua vez, a fracdo E7B4L
(539 mg, eluida com n-hexano:AcOEt, 70:30 a 55:45) continha algumas impurezas,

tendo sido possivel, no entanto, identificar a presenca do composto karavilagenina C.
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Uma vez que este composto ja tinha sido anteriormente isolado e caracterizado, ndo se

procedeu a sua purificacao.

3.2.3.1.2.1.5. Estudo da fracdo E7B4M

A fracdo E7B4M (189 mg, eluida com n-hexano:AcOEt, 55:45 a 50:50) foi
fracionada por cromatografia em coluna (silica gel), usando como mistura de eluentes n-
hexano:AcOEt (80:20 a 0:100) e AcOEt:MeOH (100:0 a 60:40). ApGs andlise
cromatogréfica por TLC, os eluidos foram associados em doze fragbes (E7B4M1 a
E7B4M12). A fracdo E7B4M8 (148 mg, eluida com n-hexano:AcOEt, 50:50)
apresentava-se pura por TLC. Por analise espectroscépica identificou-se a presenca de

um novo composto, designado por balsacurpetoxitol (2.2).

Balsacurbepoxitol, 24S,25-Epoxi-7p-metoxicucurbit-5-en-3B,23(R)-diol (2.2)

4 HO 26cH,

P6 branco amorfo

[]?+ 92.1 (c 0.095, CHCl,)

IV, v max cm™ (NaCl): 3418, 2955, 2926, 2872, 17186,
1653, 1456, 1379, 1084, 758
ESIMS, m/z: 498 [M+ 2Na -2H,0]",
530 [M+ 2K -2H,0]"
HR-ESITOFMS, m/z: 511,37696 29 2 22
(calculado para C;;Hs,0O4Na: 511,37578)

'H-NMR (300 MHz, CDCls): 8 5,77 (1H, d, J = 5,0 Hz, H-6), 3,50 (1H, dd, J = 8,4 e 2,2
Hz, H-23), 3,45 (1H, s largo, H-3), 3,37 (1H, d largo, J = 5,0 Hz, H-7), 3,28 (3H, s, 7-
OMe), 2,65 (1H, d, J = 7,8 Hz, H-24), 2,21 (1H, dd, J = 11,0 e 6,0 Hz, H-10), 1,99 (1H, d,
J = 3,0 Hz, H-8), 1,91 (1H, m, H-2a) 1,77 (1H, m, H-20), 1,73 (1H, m, H-2b), 1,69 (1H,
m, H-22a) 1,61 (2H, m, H-11), 1,51 (2H, m, H-1), 1,44 (2H, m, H-12), 1,39 (1H, m, H-17),
1,30 (2H, m, H-15), 1,25 (3H, s, Me-27), 1,23 (3H, s, Me-26), 1,15 (3H, s, Me-29), 0,97
(3H, s, Me-28), 0,93 (3H, s, Me-19), 0,90 (3H, s, Me-18), 0,89 (3H, d, J = 6,4 Hz, Me-
21), 0,88 (1H, m, H-22b), 0,67 (3H, s, Me-30)
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3C-NMR (100 MHz, CDCls): & 146,9 (C-5), 120,7 (C-6), 77,2 (C-7), 76,7 (C-3), 68,3 (C-
24), 68,1 (C-23), 59,2 (C-25), 56,3 (7-OMe), 50,9 (C-17), 47,9 (C-14), 47,8 (C-8), 46,2
(C-13), 41,7 (C-4), 40,3 (C-22), 38,7 (C-10), 34,6 (C-15), 34,0 (C-9), 32,7 (C-11), 32,0
(C-20), 30,2 (C-12), 28,8 (C-19), 28,7 (C-2), 27,8 (C-28), 27,8 (C-16), 25,4 (C-29), 25,0
(C-27), 21,1 (C-1), 19,2 (C-26), 18,6 (C-21), 18,0 (C-30), 15,4 (C-18)

3.2.3.1.2.1.6. Estudo da fracdo E7B40O

A fragdo E7B40O (202 mg, eluida com n-hexano:AcOEt, 40:60 a 80:20) foi
fracionada por cromatografia em coluna (silica gel), utilizando como misturas de
eluentes n-hexano:AcOEt (70:30 a 0:100) e AcOEt:MeOH (100:0 a 60:40). Desta
separacao resultaram nove fracdes (E7B401 a E7B409). A fracdo E7B403 (171 mg,
eluida com n-hexano:AcOEt, 50:50 a 40:60) apresentava por TLC uma demarcada
banda corada de castanho escuro aquando da revelagdo com acido, seguida de
aquecimento. Esta fracdo foi cromatografa em coluna de silica gel, eluida com um
gradiente de polaridade crescente de CH,Cl,:MeOH (100:0 a 50:50). Os eluidos
recolhidos foram associados em treze fragbes (E7B403A a E7B403N). A fragéo
E7B40O3F (133 mg, eluida com CH,Cl,:MeOH, 97.5:2.5) apresentava-se pura na analise
por TLC, pelo que seguiu para estudos espectroscépicos, tendo-se identificado um novo

composto que se designou por balsacurbitriol (2.1)

Balsacurbitriol, 7B-metoxicucurbita-5,25-dieno-3p,23(R),24(R)-triol (2.1)

P6 branco amorfo HoC

[a]?+ 79.12 (c 0.1, CHCIs)

IV, Vv max cm™ (NaCl): 3405, 2951, 2874, 1655,
1466, 1454, 1381, 1082, 936, 758
ESIMS, m/z: 489 [M + H]"
HR-ESITOFMS, m/z: 511,37739

(calculado para C;;Hs,04Na: 511,37578). HoC "I////CH3 21
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'H-NMR (300 MHz, CDCl3): & 5,81 (1H, d, H-6), 4,98 (1H, s, H-26a), 4,93 (1H, s largo,
H-26b), 3,77 (1H, d, J = 6,6 Hz, H-24), 3,67 (1H, ddd, J = 10,9, 6,6 e 1,9 Hz, H-23) 3,50
(1H, s largo, H-3), 3,41 (1H, d largo, J = 5,4 Hz, H-7), 3,32 (3H, s, 7-OMe), 2,26 (1H, dd,
J = 11,8 e 5,1, H-10), 2,04 (1H, s largo, H-8), 1,87 (1H, m, H-16a) 1,73 (2H, m, H-2),
1,73 (1H, m, H-20), 1,71 (3H, s, Me-27), 1,61 (1H, m, H-11a) 1,56 (2H, m, H-1), 1,53
(2H, m, H-12) 1,52 (1H, m, H-22a), 1,49 (1H, m, H-11b), 1,42 (1H, m, H-17), 1,33 (1H,
m, H-16b), 1,31 (2H, m, H-15), 1,19 (3H, s, Me-29), 1,01 (3H, s, Me-28), 0,97 (3H, s,
Me-19), 0,94 (3H, s, Me-18), 0,93 (1H, m, H-22b), 0,92 (3H, d, J = 6,4 Hz, Me-21), 0,69
(3H, s, Me-30)

3C-NMR (100 MHz, CDCl,): & 146,9 (C-5), 144,8 (C-25), 121,0 (C-6), 114,2 (C-26), 80,3
(C-24), 77,4 (C-7), 76,9 (C-3), 69,6 (C-23), 56,4 (7-OMe), 51,0 (C-17), 48,0 (C-14), 47,9
(C-8), 46,3 (C-13), 41,9 (C-4), 39,8 (C-22), 38,8 (C-10), 34,7 (C-15), 34,1 (C-9), 32,8 (C-
11), 32,6 (C-20), 30,3 (C-12), 29,0 (C-19), 28,7 (C-2), 28,0 (C-16), 27,8 (C-28), 25,5 (C-
29), 21,2 (C-1), 18,6 (C-21), 18,1 (C-30), 18,0 (C-27), 15,5 (C-18)

3.2.3.1.3. Estudo da fragdo E7D

A fracdo E7D (559 mg, eluida com CH,Cl,:MeOH, 97.5:2.5 a 90:10 - cf. ponto
3.2.3.1) foi cromatografada em coluna de silica gel, com misturas de CH,Cl,:MeOH
(100:0 a 70:30), da qual resultaram seis fracbes (E7D1 a E7D6). A fracdo E7D2 (106
mg, eluida com CH,CI,:MeOH, 97.5:2.5) apresentou, na placa de TLC, duas manchas
de coloracdo castanha, quando revelada com acido, seguida de aplicacéo de calor. Por
conseguinte, esta fracao foi submetida a uma cromatografia em coluna, eluida com
misturas de CH,Cl,:MeOH (100:0 a 70:30) de polaridade crescente. Os eluidos
recolhidos foram associados em nove fragcbes (E7D2A a E7D2l). Por andlise
cromatografica por TLC, verificou-se que as fracdes E7D2C (32 mg, eluida com
CH.Cl,:MeOH, 99:1) e E7D2F (22 mg, eluida com CH,Cl,:MeOH, 98.5:1.5) eram
constituidas por compostos puros. Deste modo, por analise espectroscépica
identificaram-se os compostos karavilagenina A (2.6) e karavilagenina B (2.7),

correspondentes as fragbes E7D2C (32 mg) e E7D2F (22 mg), respetivamente.
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Karavilagenina A, 78,25-dimetoxicucurbita-5,23(E)-dien-3p-ol (2.6)

P6 branco amorfo

[a]?+ 76,98 (c 0.097, MeOH)

IV, v max ™ (NaCl): 3441, 2933, 2874, 1655,
1464, 1381, 1080, 977, 937, 754
ESIMS, m/z: 487 [M+H]", 509 [M+Na]"

H,C CH
20 ° 28" ° 2.6

'H-NMR (300 MHz, CDCl,): & 5,81 (1H, d, J = 5,5 Hz H-6), 5,49 (1H, ddd, J = 15,6, 8,2
e 5,5 Hz, H-23) 5,36 (1H, d, J = 15,6 Hz, H-24), 3,49 (1H, t, J = 2,8 Hz, H-3), 3,40 (1H, d
largo, J = 5,5 Hz, H-7), 3,32 (3H, s, 7-OMe), 3,12 (3H, s, 25-OMe), 2,25 (1H, dd, J =
11,4 e 5,3 Hz, H-10), 2,19 (1H, m, H-22a) 2,02 (1H, s largo, H-8), 1,88 (1H, m, H-16a),
1,76 (1H, m, H-22b), 1,73 (2H, dd, J = 6,3 e 2,9 Hz, H-2), 1,62 (1H, m, H-12a), 1,59 (1H,
m, H-11a) 1,55 (2H, m, H-1), 1,50 (1H, m, H-20), 1,49 (1H, m, H-12b), 1,46 (1H, m, H-
17), 1,44 (1H, m, H-11b), 1,32 (2H, m, H-15), 1,31 (1H, m, H-16b), 1,23 (3H, s, Me-26),
1,23 (3H, s, Me-27), 1,18 (3H, s, Me-29), 1,01 (3H, s, Me-28), 0,96 (3H, s, Me-19), 0,91
(3H, s, Me-18), 0,88 (3H, d, J = 6,0 Hz, Me-21), 0,67 (3H, s, Me-30)

3C-NMR (100 MHz, CDCl5): & 146,9 (C-5), 136,8 (C-24), 128,6 (C-23), 120,9 (C-6), 77,3
(C-7), 76,8 (C-3), 75,0 (C-25), 56,4 (7-OMe), 50,3 (25-OMe), 50,0 (C-17), 48,1 (C-8),
48,0 (C-14), 46,2 (C-13), 41,8 (C-4), 39,5 (C-22), 38,8 (C-10), 36,3 (C-20), 34,8 (C-15),
34,1 (C-9), 32,7 (C-11), 30,1 (C-12), 28,9 (C-19), 28,7 (C-2), 27,9 (C-28), 27,7 (C-16),
26,2 (C-26), 25,9 (C-27), 25,5 (C-29), 21,2 (C-1), 18,9 (C-21), 18,1 (C-30), 15,5 (C-18)

Karavilagenina B, 7f-metoxicucurbita-5,23(E)-dieno-3B,25-diol (2.7)

P6 branco amorfo
[2]? +39.2 (c 0.1, MeOH)
IV, v max cm™ (NaCl): 3408, 2928, 2874, 1655,

1464, 1380, 1080, 977, 935, 758
ESIMS, m/z: 495 [M + Na]" Ho
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'H-NMR (300 MHz, MeOD,): & 5,76 (1H, d, J = 4,7 Hz, H-6), 5,52 (1H, m, H-23), 5,52
(1H, m, H-24), 3,46 (1H, m, H-3), 3,44 (1H, m, H-7), 3,30 (3H, s, 7-OMe) 2,31 (1H, dd, J
= 11,3 e 4,8, H-10), 2,15 (1H, m, H-22a), 2,03 (1H, s, H-8), 1,90 (1H, m, H-12a), 1,90
(1H, m, H-16a), 1,77 (1H, m, H-22b), 1,68 (2H, m, H-2), 1,66 (1H, m, H-11a), 1,56 (2H,
m, H-1), 1,52 (1H, m, H-20), 1,51 (1H, m, H-12b), 1,51 (1H, m, H-17), 1,46 (1H, m, H-
11b), 1,35 (1H, m, H-16b), 1,34 (2H, m, H-15), 1,23 (3H, s, Me-26), 1,23 (3H, s, Me-27),
1,16 (3H, s, Me-29), 1,01 (3H, s, Me-28), 0,95 (3H, s, Me-19), 0,94 (3H, s, Me-18), 0,90
(3H, d, J = 5,7 Hz, Me-21), 0,73 (3H, s, Me-30)

3C-NMR (100 MHz, MeOD,): & 149,4 (C-5), 140,8 (C-24), 125,9 (C-23), 120,3 (C-6),
78,9 (C-7), 77,5 (C-3), 71,2 (C-25), 56,4 (7-OMe), 51,2 (C-17), 49,5 (C-8), 49,1 (C-14),
47,3 (C-13), 42,5 (C-4), 40,3 (C-22), 37,7 (C-20), 35,8 (C-15), 35,1 (C-9), 33,8 (C-11),
31,3 (C-12), 30,1 (C-26), 30,1 (C-2), 30,0 (C-27), 29,4 (C-19), 28,8 (C-28), 28,7 (C-16),
26,0 (C-29), 22,4 (C-1), 19,3 (C-21), 18,8 (C-30), 15,9 (C-18)

3.2.3.2. Estudo dafracéao E9

Na analise cromatografica por TLC da fracdo E9 (4.3 g, eluida com n-
hexano:AcOEt, 55:45 a 60:40 - cf. ponto 3.2.3) observou-se a presenca de bandas
visiveis a 254 nm, até entdo inexistentes, o0 que constituiu interesse para estudo. Para
além disso, foi também visivel uma forte coloracdo verde, indicativa da presenca de
clorofilas. Deste modo, o fracionamento foi realizado num sistema cromatografico
automatico, designado por Combiflash (fluxo de 8 ml/min e detecdo parametrizada entre
200 a 360 nm), no qual foi utilizada uma coluna de silica RP 18 de fase reversa com 43
g, eluida com misturas de H,O:MeOH (100:0 e 0:100) de polaridade crescente (Tabela
3.5). Desta separacéo resultaram um total de nove frac6es (E9A a E9I). Apbs analise
do perfil cromatografico por TLC, apenas as fracbes E9D, E9F e E9G constituiram

interesse para um estudo mais detalhado.
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Tabela 3.5 Cromatografia em coluna da fragédo E9

Fracéo Massa (mg) Eluente (V/V)
H,0:MeOH

E9A (1-23) 49,9 100:0 a 47,5:52,5
E9B (24-36) 226,3 45:55 a 35:65
E9C (37-43) 170,3 35:65 a 25:75
E9D(44-51) 658,2 25:75 a 20:80
E9E (52-54) 189 20:80 a 15:85
E9F (55-65) 911,8 15:85 a 10:90
E9G (66-72) 1026 10:90 a 0:100
E9H (73-90) 1150 0:100

E9l (91-108) 66,3 0:100

3.2.3.2.1. Estudo da fracdo E9D

A fragdo E9D (658 mg, eluida com H,O:MeOH, 25:75 a 20:80) foi
cromatografada por Combiflash (fluxo de 6 ml/min e amplitude de detecdo entre os 200
a 360 nm), usando uma coluna de silica de 12 g, eluida com misturas de polaridade
crescente de n-hexano:AcOEt (100:0 a 0:100) e AcOEt:MeOH (100:0 a 70:30). Os
eluidos recolhidos foram analisados por TLC e associados em seis fracdes (E9D1 a
E9D6). A fracdo E9D4 (311 mg, eluida com n-hexano:AcOEt, 40:60) foi recristalizada
usando a mistura de solventes n-hexano:AcOEt. O precipitado obtido foi isolado (75 mg)

e analisado por espectroscopia, tendo sido identificado o composto kuguacina C (2.9).
Kuguacina C, 25,26,27-trinor-cucurbit-5-eno-7,23-dion-3B-ol (2.9)

P6 branco amorfo

[]? + 135.3 (c 0.093, CHCl,)

IV, v ma cm™ (NaCl): 3448, 2957, 2931, 2876,
1705, 1645, 1467, 1379, 1361, 1298,

1263, 1157, 1087, 977, 754
ESIMS, m/z: 415 [M+H]*, 437 [M+Na]*
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'H-NMR (300 MHz, CDCl,): & 6,08 (1H, s largo, H-6), 3,65 (1H, s largo, H-3), 2,69 (1H,
m, H-10), 2,49 (1H, d largo, J = 15,2 Hz, H-22a), 2,40 (1H, s, H-8), 2,14 (1H, m, H-22b),
2,10 (3H, s, Me-24), 2,03 (1H, m, H-20), 1,99 (1H, m, H-2a), 1,82 (1H, m, H-2b), 1,82
(1H, m, H-16a), 1,75 (1H, m, H-11a), 1,72 (2H, m, H-1), 1,70 (1H, m, H-12a), 1,59 (1H,
m, H-12b), 1,55 (1H, m, H-15a), 1,48 (1H, m, H-11b), 1,48 (1H, m, H-17), 1,29 (1H, m,
H-16b), 1,24 (3H, s, Me-28), 1,13 (3H, s, Me-29), 1,08 (1H, m, H-15b), 0,96 (3H, s, Me-
19), 0,91 (3H, s, Me-18), 0,90 (3H, d, J = 5,6 Hz, Me-21), 0,83 (3H, s, Me-30)

3C-NMR (100 MHz, CDCl5): & 209,4 (C-23), 202,8 (C-7), 169,2 (C-5), 126,0 (C-6), 76,8
(C-3), 59,8 (C-8), 51,3 (C-22), 49,8 (C-17), 48,7 (C-14), 45,9 (C-13), 42,9 (C-4), 40,4 (C-
10), 35,9 (C-9), 34,6 (C-15), 33,0 (C-20), 31,4 (C-11), 30,7 (C-24), 29,9 (C-12), 28,8 (C-
2), 28,2 (C-16), 28,0 (C-19), 28,0 (C-29), 25,0 (C-28), 21,0 (C-1), 19,9 (C-21), 18,2 (C-
30) 15,5 (C-18)

3.2.3.2.2. Estudo da frac&o E9F

A fragdo E9F (912 mg, eluida com H,O:MeOH, 15:85 a 10:90) foi sujeita a uma
cromatografia em coluna (silica gel), eluida com misturas de n-hexano:CH,ClI, (20:80 a
0:100) e CH,Cl,:MeOH (100:0 a 70:30). A juncao dos eluidos foi feita de acordo com a
andlise do seu perfil cromatogréafico por TLC, resultando num total de treze fracdes
(E9F1 a E9F13). A E9F5 representou interesse pela presenca de dois compostos que
absorviam a 254 nm e coravam de castanho quando revelados com a solucdo acida.
Destacou-se, ainda, a fracdo E9F7 pela presenca de um composto que ndo absorvia a

254 nm e corava de castanho.

3.2.3.2.2.1. Estudo da fracdo E9F5

O fracionamento da fracao E9F5 (137 mg, eluida com CH,Cl,:MeOH, 97.5:2.5)
foi realizado por Combiflash (fluxo de 6 ml/min e um intervalo de deteccdo
compreendido entre os 200 e 360nm), utilizando uma coluna de silica gel de 24 g,
eluida com um gradiente de polaridade crescente de n-hexano:AcOEt (100:0 a 0:100) e
AcOEt:MeOH (100:0 a 70:30). A partir da andlise por TLC, os eluidos resultantes foram
associados em cinco fragbes (E9F5A a E9F5E). O estudo prosseguiu com afracdo
E9F5B. A fragdo E9F5C, eluida com n-hexano:AcOEt, 55:45 a 50:50, era constituida por
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um composto puro (35 mg) em TLC . As andlises dos seus dados espectroscépicos

revelaram a presenca do composto kuguacina B (2.8).

Kuguacina B, cucurbita-5,23(E)-dien-7-ona-3p3,25-diol (2.8)

P6 branco amorfo

[]5+ 81,2 (c 0.1, CHCIs)

IV, v max cm™ (NaCl): 3419, 2957, 2930,
2874, 1645, 1464, 1381, 1298, 977, 756
ESIMS, m/z: 457 [M+H]", 479 [M+Na]",

'H-NMR (300 MHz, CDCl,): & 6,07 (1H, s largo, H-6), 5,56 (1H, m, H-23), 5,56 (1H, m,
H-24), 3,63 (1H, t, J = 2,6 Hz, H-3), 2,69 (1H, m, H-10), 2,38 (1H, s, H-8), 2,15 (1H, m,
H-22a), 1,96 (1H, m, H-2a), 1,86 (1H, m, H-16a), 1,81 (1H, m, H-2b), 1,75 (1H, m, H-
11a), 1,72 (1H, m, H-22b), 1,71 (2H, m, H-1), 1,67 (1H, m, H-12a), 1,55 (1H, m, H-12b),
1,54 (1H, m, H-15a), 1,47 (1H, m, H-20), 1,45 (1H, m, H-17), 1,44 (1H, m, H-11b), 1,33
(1H, m, H-16Db), 1,28 (3H, s, Me-26), 1,28 (3H, s, Me-27), 1,23 (3H, s, Me-28), 1,12 (3H,
s, Me-29), 1,05 (1H, m, H-15b), 0,94 (3H, s, Me-19), 0,87 (3H, d, J = 7,8 Hz, Me-21),
0,86 (3H, s, Me-18), 0,81 (3H, s, Me-30)

13C-NMR (100 MHz, CDCl5): & 203,1 (C-7), 169,3 (C-5), 139,7 (C-24), 126,0 (C-6), 125,2
(C-23), 76,7 (C-3), 70,8 (C-25), 59,9 (C-8), 49,6 (C-17), 48,6 (C-14), 45,8 (C-13), 42,9
(C-4), 40,4 (C-10), 39,2 (C-22), 36,4 (C-20), 35,9 (C-9), 34,6 (C-15), 31,4 (C-11), 30,1
(C-27), 30,0 (C-26), 30,0 (C-12), 28,8 (C-2), 28,0 (C-29), 28,0 (C-19), 27,9 (C-16), 24,9
(C-28), 21,0 (C-1), 18,9 (C-21), 18,1 (C-30), 15,5 (C-18)

3.2.3.2.2.1.1. Estudo dafracédo E9F5B

A fracdo E9F5B (56 mg, eluida com n-hexano:AcOEt, 75:25 a 60:40) foi
purificada por cromatografia preparativa (duas placas), eluida com uma mistura de
CH,Cl,:MeOH (95:5). O residuo resultante (51 mg) foi novamente sujeito a TLC

preparativa (duas placas), eluida com uma mistura de CH,Cl,:acetona (90:10), tendo-se
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obtido 23 mg de um composto puro. Pela andlise espectroscépica concluiu-se estar

perante um novo composto que foi designado por balsacurbinol (2.5).

Balsacurbinol, 25-metoxicucurbita-5,23(E)-dien-7-on-3p-ol (2.5)

P6 branco amorfo

[]5+ 76 (c 0.1, CHCI,)

IV, v max cm™ (NaCl): 3447, 2957, 2928,
2874, 1645, 1464, 1379, 1298, 1076,
978, 754

ESIMS, m/z: 493 [M + NaJ",
HR-ESITOFMS, m/z: 471,38403
(calculado para C3;Hs103: 471,38327)

'H-NMR (300 MHz, CDCl3): & 6,08 (1H, d, J = 2,1 Hz, H-6), 5,49 (1H, ddd, J = 15,6, 8,1
e 5,4 Hz, H-23), 5,37 (1H, d, J = 15,6 Hz, H-24), 3,64 (1H, s largo, H-3), 3,13 (3H, s, 25-
OMe), 2,70 (1H, m, H-10), 2,40 (1H, s, H-8), 2,17 (1H, m, H-22a), 1,98 (1H, m, H-2a),
1,88 (1H, m, H-16a), 1,82 (1H, m, H-2b), 1,78 (1H, m, H-22b), 1,78 (1H, m, H-11a), 1,73
(1H, m, H-12a), 1,72 (2H, m, H-1), 1,60 (1H, m, H-12b), 1,57 (1H, m, H-15a), 1,54 (1H,
m, H-20), 1,45 (1H, m, H-11b), 1,45 (1H, m, H-17), 1,35 (1H, m, H-16b), 1,24 (3H, s, Me-
29), 1,23 (3H, s, Me-26), 1,23 (3H, s, Me-27), 1,13 (3H, s, Me-28), 1,06 (1H, m, H-15b),
0,96 (3H, s, Me-19), 0,89 (3H, d, J = 6,1 Hz, Me-21), 0,87 (3H, s, Me-18), 0,81 (3H, s,
Me-30)

3C-NMR (100 MHz, CDCls): & 203 (C-7), 169,2 (C-5), 136,9 (C-24), 128,5 (C-23), 126,0
(C-6), 76,8 (C-3), 75,0 (C-25), 59,9 (C-8), 50,4 (25-OMe), 49,7 (C-17), 48,6 (C-14), 45,8
(C-13), 42,9 (C-4), 40,4 (C-10), 39,5 (C-22), 36,3 (C-20), 36,0 (C-9), 34,7 (C-15), 31,4
(C-11), 29,9 (C-12), 28,8 (C-2), 28,0 (C-28), 28,0 (C-19), 27,9 (C-16), 26,2 (C-26), 25,9
(C-27), 25,0 (C-29), 21 (C-1), 19,0 (C-21), 18,1 (C-30), 15,5 (C-18)
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3.2.3.2.2.2. Estudo da fracdo E9F7

O fracionamento da fragcdo E9F7 (161 mg, eluida com CH,Cl,:MeOH, 97.5:2.5 a
95:5) foi realizado por Combiflash (fluxo de 4 ml/min e amplitude de detencéo entre 200
e 360 nm), usando uma coluna de silica gel de 6 g, eluida com misturas de polaridade
crescente de n-hexano:AcOEt (100:0 a 0:100) e AcOEt:MeOH (100:0 a 70:30). Apds
analise cromatografica por TLC, os eluidos recolhidos foram associados em sete
fracbes (EQF7A a E9F7G). A fracdo E9F7D (50 mg), eluida com n-hexano:AcOEt (60:40
a 55:45), encontrava-se pura, pelo que foi analisada por RMN, concluindo tratar-se do

composto balsacurbitriol (2.1) isolado anteriormente (cf. ponto 3.2.3.1.2.1.6).

3.2.3.2.2.3. Estudo da fragdo E9G

A fracdo E9G (1 g, eluida com H,O:MeOH, 10:90 a 0:100) foi cromatografada
por Combiflash (fluxo de 6ml/min e intervalo de detecdo definido entre 200 e 360 nm),
utiizando uma coluna de silica gel de 24 g, eluida com gradientes de polaridade
crescente de n-hexano:AcOEt (100:0 a 0:100) e AcOEt:MeOH (100:0 a 70:30). Os
eluidos recolhidos foram associados em seis fragbes (E9G1 a E9G6). No perfil
cromatografico por TLC observou-se uma banda que ndo absorvia a 254 nm e corava

de castanho quando revelada com a solucao acida, correspondente a fracdo E9G2.

3.2.3.2.2.3.1. Estudo da fracdo E9G2

A fragcdo E9G2 (74 mg, eluida com n-hexano:AcOEt, 80:20 a 75:25) foi
submetida a uma cromatografia em coluna (silica gel), eluida com misturas de n-
hexano:CH,CIl, (20:80 a 0:100) e CH,CIl,:MeOH (100:0 a 70:30). Desta separacgéo
resultaram oito fracbes (E9G2A a E9G2H). A fracdo E9G2B (46 mg, eluida com
CH.Cl,:MeOH, 98:2) apresentava-se pura em TLC. A andlise espectroscopica revelou a

presenca do composto karavilagenina A (2.6).
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3.3. Ensaios biolégicos

Os ensaios bioldgicos, para avaliar a capacidade dos compostos isolados para
reverterem a resisténcia aos farmacos anticancerigenos, foram realizados pela equipa
de investigacdo do Prof. Joseph Molnar, no Departamento de Microbiologia e
Imunobiologia Médica, da University of Szeged, na Hungria.

Todos 0s compostos isolados neste trabalho (1.92 e 2.1 - 2.9), bem como os
produtos resultantes das reacdes de oxidacdo (2.10 - 2.11), foram incluidos neste

ensaio.

3.3.1. Caracterizacao das linhas celulares e do meio de cultura

Neste ensaio utilizaram-se células de linfoma T L5178 Y de rato (ECACC cat.
no. 87111908, U.S. FDA, Silver Spring, MD, EUA) transfetadas ou ndo com o retrovirus
pHa MDR1/A conforme descrito na literatura (Pastan et al., 1988). Ao meio das células
que expressaram o gene MDR-1 foi adicionado 60 ng/mL de colchicina (Sigma-Aldrich,
Chemie GmbH, Steinheim, Alemanha), de modo a manter a expressdo do fendtipo
MDR. As células de linfoma T L5178 Y de rato (células parentais, PAR) e as
transfetadas foram cultivadas em meio McCoy 5A com 10% de soro de cavalo inativado,
100 U/L de L-glutamina e 100 mg/L de uma mistura de penicilina-estreptomicina (todos
da Sigma Aldribch). Estas linhas celulares foram cultivadas em atmosfera humida a
37°C, contendo 5% de CO..

Para além das anteriores, foram também utilizadas linhas celulares do
adenocarcinoma do célon humano (Colo 205 parentais e Colo 320/MDR-LPR que
expressam o MDR-1), ATCC-CCL-220.1 (Colo 320) e CCL-222 (Colo 205), que foram
adquiridas da LGC Promochem, Teddington, Inglaterra. As células foram cultivadas em
meio RPMI 1640, suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado, 2 mM de L-
glutamina, 1mM de piruvato de sddio e 100mM de HEPES. As células humanas do
cancro do colon semi-aderentes foram destacadas com 0.25% de tripsina e 0.02% de

EDTA durante cinco minutos a 37°C.

3.3.2. Ensaio de citotoxicidade

A atividade citotéxica de todos os compostos foi testada para um intervalo de
concentracdes decrescentes, utilizando como modelos experimentas as linhas celulares

de linfoma de rato e as de adenocarcinoma do célon humano, em placas de 96 pogos
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de fundo plano. A concentracdo maxima testada para cada composto foi de 100 uM.
Inicialmente, os compostos foram diluidos num volume de 100 uL de meio. Em seguida,
2 x 10* células diluidas em 100uL de meio foram adicionadas a cada poco, com
excecdo dos pocgos para controlo do meio. As placas de cultura foram incubadas a
37°C, durante 24 h. No final do periodo de incubacéo, 20 puL de uma solugéo (5 mg/ml
em PBS) de MTT (azul de tiazolilo, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim) foram
adicionados a cada poco. Apos incubagdo a 37°C durante 4 h, foram adicionados 100
puL de uma solugéo (10% em 0.01M de HCI) de SDS (dodecil sulfato de sddio, Sigma)
em cada poc¢o. Em seguida, as placas foram novamente sujeitas a incubacéo a 37°C
durante a noite. O crescimento celular foi determinado mediante a medicdo da
densidade optica (OD) a 550 nm (ref. 630 nm) por um leitor ELISA Multiskan EX
(Thermo Labsystems, Cheshire, WA, EUA). A inibicdo do crescimento celular, expressa

em percentagem, foi determinada de acordo com a seguinte férmula:

100 . C)DAmostra - ODcontrolo do meio XlOO

ODcontrolo celular — ODcontrolo do meio

Todas as experiéncias foram realizadas em triplicado. Os resultados foram
expressos como média + desvio padrao, e os valores de ICs, foram obtidos pelo melhor
ajuste na curva de inibicdo dose-dependente através da utilizagdo do software

GraphPad Prism 5. Apenas foram apresentados os resultados de analise com r> 0.90.

3.3.3. Teste de acumulagdo da Rodamina 123 (R123)

Inicialmente procedeu-se ao ajuste da densidade das suspensdes de células em
meio McCoy 5A ou RPMI 1640 (dependendo das duas linhas de células acima referidas,
assim o respetivo meio), sem adicdo de soro, a 2 x 10° cels/mL e & distribuicdo de
aliquotas de 500uL de cultura de células por tubos Eppendorf. Em seguida, foram
adicionadas aliquotas de 10 uL dos compostos testados em varias concentracdes (0.2,
2 ou 20 uM), tendo-se adicionando, também, 20 uM de verapamil (EGIS
Pharmaceuticals PLC, Budapest, Hungria), como controlo positivo. Adicionou-se DMSO
a 4% como controlo de solvente. Posteriormente as amostras foram incubadas durante
10 min a temperatura ambiente. Depois disto, adicionaram-se 10 uL de rodamina 123
(concentracédo final - 5,2 uM), incubando-se as amostras 20 min a 37°C. Findo este

tempo, as amostras foram lavadas duas vezes e ressuspendidas em 500 pL de tamp&o
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fosfato salino (PBS). A fluorescéncia emitida pelas células foi determinada por citometria
de fluxo (Partec CyFlow Space Instrument, Partec GmbH, Minster, Alemanha).

A razéo da atividade de fluorescéncia (FAR) foi calculada com base nos valores
de intensidade média de fluorescéncia (FL-1) das linhas de células resistentes
tratadas/ndo tratadas (linfoma de rato transfectado (MDR) ou células do
adenocarcinoma do colén humano Colo 320) e as respetivas linhas de células sensiveis
tratadas/ndo tratadas (linfoma de rato (PAR) ou células do adenocarcinoma do col6n
humano Colo 205), de acordo com a equacg&o:

FL-1 MDRtratados / FL-1 MDRnéo tratados
FL-1 PARtratados / FL-1 PARnéo tratados

FAR =

3.3.4. Ensaio de combinacdo dos compostos com a doxorrubicina.

Este estudo foi realizado com os compostos que demonstraram ser ativos nas
células de linfoma de rato multirresistentes com o objectivo de avaliar o seu efeito
gquando combinados com o farmaco anti-tumoral doxorrubicina.

Inicialmente a doxorrubicina (2mg/ml, Teva Pharmaceuticals, Budapeste,
Hungria), bem como os compostos em estudo foram diluidos, na direc¢cdo horizontal e
vertical, respetivamente. Por cada poco da placa foram distribuidas 2x10° células/mL,
num volume final de 200 uL de meio por pogo. Seguidamente, as placas de cultura
foram incubadas durante 48 h e findo esse periodo, a taxa de crescimento foi
determinada pelo método de coloracao pelo MTT.

As interagbes com o farmaco foram avaliadas por intermédio do software
CompuSyn. Apenas foram apresentados os dados com um coeficiente de correlagdo
linerar (r) em que r > 0,90. A interagdo entre o composto e o farmaco foi expressa
através do indice combinatorio (Cl). Para tal, foi utilizada a seguinte classificagao: 0,1 <
Cl < 0,3 forte sinergismo; 0,3 < Cl < 0,7 sinergismo; 0,7 < Cl < 0,9 sinergismo moderado
a ligeiro; 0,9 < ClI < 1,1 efeito aditivo; CI > 1,1 antagonismo (Chou, 2010).
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4. Conclusodes

A multirresisténcia farmacolégica (MDR) é uma das principais causas para a
ineficacia da quimioterapia no tratamento do cancro. Um dos principais fatores
responsaveis pelo desenvolvimento de MDR é a sobre-expressdo da P-gp. Este
trabalho teve como principal objetivo a obtencdo de uma pequena biblioteca de
moduladores da P-gp, a partir do estudo fitoquimico do extrato metandlico da planta
Africana Momordica balsamina, utilizada na medicina tradicional pelas suas inUmeras
propriedades terapéuticas.

Do fracionamento do extrato metandlico das partes aéreas de Momordica
balsamina, por processos cromatograficos, resultaram cinco compostos novos com o
esqueleto cucurbitano, denominados balsacurbitriol (2.1), balsacurbepoxitol (2.2), acido
balsacurbitéico (2.3), balsacurbital (2.4) e balsacurbinol (2.5), e cinco compostos ja
descritos anteriormente com o0 mesmo esqueleto: karavilagenina C (1.92),
karavilagenina A (2.6), karavilagenina B (2.7), kuguacina B (2.8) e kuguacina C (2.9) e 0
esteroide, 24-etil-5a-colesta-7,22,25-trien-33-ol (2.10). A oxidacdo da karavilagenina C
(1.92) e do esteroide (2.10) originou os compostos 2.11 e 2.12, respetivamente. O
estabelecimento das estruturas dos compostos foi realizado através da analise dos seus
dados fisicos e espectroscopicos: infravermelho, espectrometria de massa e estudos de
RMN unidimensionais (*H, *C, DEPT) e bidimensionais (HMQC, HMBC, COSY e
NOESY).

Todos os compostos (1.92 e 2.1-2.12) foram avaliados como moduladores da P-
gp. Para tal, recorreu-se ao teste de acumulacdo da rodamina 123, por citometria de
fluxo, utilizando-se células de linfoma T L5178Y de rato transfetadas com o gene
humano MDR-1 (L5178Y) e células do adenocarcinoma do colon humano
multirresistentes (colo 320).

Na analise dos resultados obtidos para as células L5178Y, observou-se que
gquando comparados com o controlo positivo (verapamil), dez dos treze compostos em
estudo (1.92, 21-2.2, 2.4-2.9 e 2.11) apresentaram uma forte capacidade de modular a
P-gp (FAR > 10) a 20 uM, sendo que o composto balsacurbinol (2.5) foi o mais ativo
(FAR = 137.77). Quando analisados huma concentracdo mais baixa, a 2 uM, a maioria
dos compostos mostraram ser ativos, destacando-se o composto karavilagenina B (2.7)
para o qual se registou uma maior atividade (FAR = 40.40). Por sua vez, numa
concentracdo de 0,2 uM os compostos karavilagenina B (2.7) e 7p-metoxicucurbita-
5,24-dieno-3,23-diona (2.11) demonstraram manter a sua atividade (FAR = 1.11 e 1.07,

respetivamente; verapamil, FAR = 1.05).
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Nas células do colo 320, cinco dos compostos (1.92, 2.1-2.2, 2.5 e 2.7), quando
testados a 20 uM, apresentaram uma forte atividade de modulacdo da P-gp, tendo sido
observado o maior valor de FAR para o balsacurbitriol (2.1) (FAR = 29.75). Quando
testados a 2 uM, a maioria dos compostos foram ativos, destacando-se o
balsacurbepoxitol (2.2) que apresentou o maior valor de FAR (FAR = 3.47).

No ensaio de citotoxicidade, os compostos na sua globalidade apresentaram
uma baixa ou nula citotoxicidade nas concentracdes estudadas para as duas linhas
celulares, com excecgdo dos compostos 2.10 (ICso = 6.2 £ 0.2 uM) e 2.12 (ICso = 18.6 £
0.6 uM) que apresentaram efeitos citotoxicos para as células L5178Y sensiveis.

A analise dos resultados permitiu concluir que as caracteristicas intrinsecas das
duas linhas celulares (L5178Y e Colo 320) pareceram exercer influéncia na atividade
dos compostos, registando-se algumas diferencas. Os resultados obtidos sugeriram
para 0os compostos com o nucleo A, a presenca de um grupo hidroxilo em C-25 como
preferencial. Pelo contrario, para os composto com o ndcleo B, obtiveram-se melhores
resultados quando o substituinte era um grupo metoxilo em C-25. Por sua vez, a
presencga de uma cetona a,B-insaturada em C-7 aumentou a afinidade com a P-gp. Para

além disso, observou-se uma acentuada diminuicdo da atividade para alguns dos
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compostos que apresentavam uma cadeia lateral mais curta, sugerindo que o
comprimento da cadeia lateral podera ter influéncia na atividade destes compostos.

Alguns dos compostos em estudo foram testados em combinagdo com o
farmaco antitumoral doxorrubicina, verificando-se que, na sua maioria, existia um
sinergismo com o efeito citotoxico deste farmaco nas células de linfoma T L5178Y de
rato transfetadas com o gene humano MDR-1. Os compostos mais eficazes foram o
balsacurbital (2.4) e o balsacurbinol (2.5) que demonstraram um forte sinergismo com a
doxorrubicina, com um indice combinatério (Cl) de 0.29 + 0.05 e 0.29 + 0.05,
respetivamente. Paralelamente a estes resultados, uma forte atividade inibitéria foi
observada para estes dois compostos (FAR= 58.24 e 137.77, a 20 uM, respetivamente).
Pelo contrério, os compostos 24-etil-5a-colesta-7,22,25-trien-3p-ol (2.10) e 24-etil-5a-
colesta-7,22,25-trien-3-ona  (2.12) resultaram num efeito aditivo e antagonista,
respetivamente, o que é concordante com os restantes resultados, uma vez que para
estes compostos ndo apresentaram valores de FAR significativos.

Estes resultados confirmam a importancia do esqueleto cucurbitano como
estrutura de referéncia no desenvolvimento de moduladores da P-gp mais potentes,
realcando deste modo a importancia dos compostos derivados de plantas medicinais,
nomeadamente da planta africana Momordica balsamina, para a reverséo da MDR em
células tumorais. No entanto, sdo necessérios estudos mais aprofundados de relacdo
estrutura-atividade para poder melhorar a atividade destes compostos ou como

contributo para o design racional de novos moduladores.
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