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RESUMO

Luffa operculata (Cucurbitaceae) € uma planta amplamente distribuida no Nordeste do Brasil
onde € conhecida como "cabacinha". Uma solugdo aquosa a partir dos frutos é usada
popularmente para o tratamento de sinusites e como remédio para problemas estomacais e
purgante. O amplo espectro de efeitos farmacoldgicos descritos na literatura e a abundancia
desta planta na zona rural do Nordeste do Brasil justificaram o presente estudo. Assim, a
planta foi submetida a estudo fitoquimico com o objetivo de isolamento e caracterizacdo dos
seus metabolitos secundarios. A familia Cucurbitaceae é caracteristicamente rica em
cucurbitacinas, que sao triterpenos oxidados com esqueleto carbénico modificado. Esses
metabdlitos, juntamente com seus derivados glicosilados sdo considerados os agentes
responsaveis pela toxicidade potente observado nos extratos dos frutos de Luffa operculata.
Os constituintes foram isolados e purificados usando repetidas colunas cromatograficas. O
extrato etanolico dos frutos conduziu ao isolamento de seis triterpenoides do tipo cucurbitano
(cucurbitacina D, isocucurbitacina D, 3-epi-isocucurbitacina D, cucurbitacina I, cucurbitacina
B e arvenina I). O extrato etandlico dos talos deu origem a duas quinonas (emodina e
crisofanol), bem como, uma mistura de esteres alifaticos (acetato de hexadecanoila e
acetatode octadecanoila) e um raro triterpeno do tipo friedolenano (acido briondlico); do
extrato etandlico das cascas dos frutos foram isolados uma mistura de esterdides [(22E,24S)-
etil-5a-colest-7,22-dien-3p-ol e (22E,24R)-etil-5a-colest-7,22,25-trien-3f -ol] e uma mistura
de ceramidas (1,3,4-tri-hidroxi-2-[2'-hidroxi-docosanoilamino]-19-tetracasadeceno e 1,3,4-tri-
hidroxi-2-[2'-hidroxi-henicosanoilamino ]-19-tetracasadeceno). Por outro lado, do extrato
hexanico das folhas foi isolado uma mistura de esterdides [(22E,24S)-etil-5a-colest-7,22-
dien-3B-ol e(22E, 24R)-etil-5a-colest -7,22,25-trien-3B-0l) enquanto, do extrato hexanico dos
talos da planta foram isolados o esteroide (spinasterol) e uma mistura de ceramidas [(N-(2-
isopropoxi-etil)eicosamida, N-(2-isopropoxi-etil)nonadecanamida, N-(2-isopropoxi-
etil)octadacanamida, N-(2-isopropoxi-etil)heptadacanamida, N-(2-isopropoxi-
etil)hexadecanamida]. No objetivo de comprovacao estrutural dos constituintes, bem como,
para efeito de treinamento junto aos processos e utilizacdo de aparelhagem laboratorial, varios
derivados reacionais foram obtidos através de reacbes quimicas classicas, tais como,
oxidacao, esterificacdo, hidrélise e metanolise. Além disso, 0s extratos brutos e alguns dos
compostos naturais isolados foram avaliados com relacédo a atividades biolégicas. Alguns dos
compostos isolados foram descritos pela primeira vez a partir de Luffa opeculata, enquanto,
as ceramidas sdo novas para a literatura. Os espectros de RMN (*H e *°C), IV e EM, bem
como, comparacdo com dados espectrométricos de compostos descritos na literatura,
permitiram a elucidacdo estrutural completa de todos 0s compostos.



ABSTRACT

Luffa operculata (Cucurbitaceae) is a plant widely distributed in Northeastern Brazil, where is
known as “cabacinha”. An aqueous solution from the fruit of “cabacinha” has been popularly
used for the treatment of sinusitis as a bitter stomachic and purgative remedy. The broad
spectrum of pharmacological effects reported in the literature and the abundance of this
plantin rural Northeastern Brazil justified this study. The plant was subjected to
phytochemical study with the objective of isolation and characterization of their secondary
metabolites. The Cucurbitaceae are characteristically rich in cucurbitacins, which are
oxidative modified triterpenes that together with their glycosides counterparts are considered
the agents responsible for the potent toxicity observed in extracts of the fruit of Luffa
operculata. Through various chromatographic steps the elements were purified and isolated.
The ethanol extract of the fruit of Luffa operculata yielded the isolation of six triterpenoids
(cucurbitacin D, isocucurbitacin D, 3-epi-isocucurbitacin D, cucurbitacin I, cucurbitacin B
and arvenin 1). The ethanol extract of the stems yielded two quinones (emodine and
chrisophanol), as well as a mixture of aliphatic esters (hexadecanoic acid, ethyl ester and
octadecanoic acid, ethyl ester) and one rare triterpene friedolenane type (bryonolic acid).
Furthermore, a mixture of steroids [(22E, 24S)-ethyl-5a-cholest-7,22-dien-3p3-ol and
(22E,24R)-ethyl-5a-cholest-7,22,25-trien-3p-ol]; ceramides (1,3,4-trihydroxy-2-[2"-
hydroxydocosanoylamino]-19-tetracasadecene and 1,3,4-tryhydroxy-2-[2"-
hydroxyhenicosanoylamino]-19-tetracasadecene) were isolated from the ethanol extract of the
fruit bark. Meanwhile, a mixture of steroids was isolated from the hexane extract of the leaves
[(22E, 24S)-ethyl-5a-cholest-7,22-dien-3B-0l and (22E,24R)-ethyl-5a-cholest-7,22,25-trien-
3p-ol), while the hexane extract of the stems yielded one steroid (spinasterol) and a mixture of
ceramides [(N-(2-isopropoxy-ethyl)eicosamide, N-(2-isopropoxy-ethyl)nonadecanamide, N-
(2-isopropoxy-ethyl)octadacanamide, N-(2-isopropoxy-ethyl)heptadacanamide, N-(2-
isopropoxy-ethyl)hexadecanamide]. In order to provide training activities in the laboratory
and to collect structural proof of the extracts, several derivatives were prepared
by classical reactions such as oxidation, esterification, hydrolysis and methanolysis. In
addition, crude extracts and a few of the isolated natural products were assessed for biological
activities. Some of the compounds found were described for the first time from Luffa
opeculata, while the ceramides isolated from the extract are new to the literature. The 'H
and *C NMR, 1V and MS spectra and a comparison with previous spectral data allowed the
research team to fully understand the chemical structure of all compounds.
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Introducéo

INTRODUCAO

As plantas representaram, durante séculos, a Unica fonte de agentes terapéuticos
para 0 homem. O uso das plantas como remedio é provavelmente tdo antigo quanto a propria
humanidade. Nas Ilhas Oceéanicas, por exemplo, ha séculos a planta kava kava (Piper
methysticum) é usada como calmante. Durante muito tempo, foi utilizada em cerim6nias
religiosas, para um tipo de "efeito mistico". Posteriormente foi comprovado que seu extrato
tem efeito no combate a ansiedade (SILVA et al., 2011). No inicio do século XIX, com o
desenvolvimento da quimica farmacéutica, as plantas passaram a representar a primeira fonte
de substancias como base para o desenvolvimento de medicamentos. Atualmente, apesar do
grande desenvolvimento da sintese organica e de novos processos biotecnoldgicos, 25% dos
medicamentos prescritos nos paises industrializados ainda sdo originarios de plantas e 120
compostos de origem natural, obtidos a partir de cerca de 90 espécies de plantas, séo
utilizadas na terapia moderna (HOSTETTMANN et al., 2003) (Figura 1, p. 24).

Produtos sintéticos
56%

Biolégicos
5%

Produtos
naturais
6%
Produtos sintéticos Derivados de
modeladosa partir produtos naturais

de produtos naturais 24%
9%

Figura 1- Diferentes fontes de agentes terapéuticos (Fonte: HOSTETTMANN et al., 2003)

A fitoterapia tem se tornado cada vez mais popular entre 0s povos de todo o
mundo. Inimeros medicamentos no mercado utilizam em seus rétulos o termo “produto
natural”. Produtos a base de ginseng, carqueja, guarana, confrei, ginko biloba, espinheira
santa e sene sdo apenas alguns exemplos que em geral, prometem além de maior eficacia
terapéutica, a auséncia de efeitos colaterais. Grande parte utiliza plantas da flora estrangeira
ou brasileira como matéria-prima. Os medicamentos a base de plantas sdo usados para 0s
mais diferentes fins: acalmar, cicatrizar, expectorar, engordar, emagrecer € muitos outros
(SILVA et al., 2011).

O emprego correto de plantas medicinais para fins terapéuticos pelos servicos de satde
publica requer o uso de plantas selecionadas por sua eficacia e seguranca terapéuticas, isto &,
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plantas cientificamente validadas como medicinais, aliado a escolha das formas corretas de
preparacdo e administracdo de seus produtos, sejam eles destinados para uso ambulatorial,
hospitalar ou caseiro (MATQOS, 2007).

Luffa operculata Cogn., é uma trepadeira anual da familia Cucurbitaceae. Sua
ocorréncia se estende por toda América cisandina especialmente no Brasil, onde recebe os
nomes vulgares de cabacinha e ou buchinha (BAHIA, 1979; MATOS, 1979). O fruto possui
propriedades laxativas dréasticas. O infuso diluido é usado no Ceard em lavagens nasais, por
aspiracdo, no tratamento das sinusites. Extratos de varias espécies da familia Cucurbitaceae
inibem o crescimento de tumores (FARNSWORTH, 1966). Essas propriedades, segundo
registros na literatura (MATOS; GOTTLIEB, 1967), devem-se a presenca de cucurbitacinas
para as quais, no entanto, cita-se elevada toxicidade. O crescente interesse pelas
cucurbitacinas é o resultado da grande variedade de atividades que exercem em plantas,
insetos e animais. Elas sdo conhecidas por seu extremo sabor amargo, tdxico, purgativo,
emético, antifungicos (BAR-NUN; MAYER, 1989; TALLAMY et al., 1997) e citotoxico
(LAVIE; GLOTTER, 1971; MIRO, 1995; AFIFI et al., 1999). Vale destacar as propriedades
das cucurbitacinas como inibidores do crescimento de tumores, como por exemplo, tumores
no cérebro, melanoma (CARDELLINA et al., 1990; FULLER et al. 1994), e ainda a inibicéo
da adesdo celular (MUSZA et al., 1994). A espécie L. operculata age sobre as mucosas por
efeito das cucurbitacinas e de seus glicosideos. A saponina colabora com esta acao,
emulsificando compostos lipossollveis ativos, o que facilita o contato e absor¢do da
isocucurbitacina pelas mucosas e resulta em acéo caustica sobre as mesmas (MATOS, 1979).
A aspiracdo do infuso aquoso dos frutos ha muito tempo tem sido utilizada empiricamente
contra a sinusite. Porém, existem muitos relatos da ocorréncia de hemorragias nasais apés
estas aspiracoes, resguardando seu uso (PLANTAS QUE CURAM, 2011).

Em geral, os extratos brutos consistem de mistura complexa de substancias dos
metabolitos primarios e secundarios e, estudos detalhados sobre a toxicidade de extratos
obtidos a partir de muitos exemplares de plantas revelaram que a atividade biologica esta
diretamente relacionada com a qualidade e quantidade dos diferentes compostos por elas
acumulados. Consequentemente, esses resultados encorajam investigacbes no sentido de
identificar os constituintes quimicos responsaveis por atividades bioldgicas especificas
permitindo assim, maximizar os efeitos terapéuticos dessas plantas.

Estudos anteriores (KUSUMOTO et al., 1989; OKABE et al., 1989) a partir dos

frutos de L. Operculata mostraram que, como esperado para uma planta da familia
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Cucurbitaceae, € rica em triterpernos do tipo cucurbitano. O presente trabalho teve como
objetivos principais além, de re-estudar os frutos, investigar as outras partes da planta, tais
como folhas, talos e cascas dos frutos. Em adicéo, realizar testes de atividade bioldgica com
0s extratos brutos e constituintes isolados, visto que, as cucurbitacinas e seus glicosideos sdo

considerados 0s agentes responsaveis por intoxicacdes observadas pelo uso de extrato dos
frutos de L. Operculata.
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CAPITULO 1 CONSIDERACOES BOTANICAS E FARMACOGNOSTICAS

1.1 CONSIDERACOES BOTANICAS SOBRE A FAMILIA CUCURBITACEAE

A familia Cucurbitaceae, compreende aproximadamente 126 géneros e 1.280
espécies distribuidas em todo o mundo, preferencialmente nas regides tropicais e semi
desertas (HEYWOOD, 1978; BAHIA, 1979). No Brasil, estdo representados por 30 géneros,
com um total aproximado de 200 espécies (BAHIA, 1979). Subdividi-se em duas subfamilias:
Cucurbitoideae com oito tribos (Joliffieae, Benincaseae, Melothrieae, Schizopeponeae,
Cyclanthereae, Sicyoeae, Trichosantheae e Cucurbiteae), e 0 Zenonioideae com uma Unica
tribo (Zanonieae) (DUNILL; FOWDEN 1965; HEYWOOD, 1978).

As plantas da familia Cucurbitaceae s&o ervas anuais ou perenes, ou subarbustos,
escandentes ou com hastes rastejantes, com ou sem gavinha. Gavinha simples ou ramificada,
originada da modificagdo de ramos, sendo esta uma das principais caracteristicas da familia
juntamente com seu rapido crescimento vegetativo. Folhas alternadas simples, inteiras ou
lobadas, estipuladas. Flores unissexuadas, monoicas ou didicas, isoladas ou ordenadas em
racemos, espigas, fasciculos ou paniculas. Calice rotaceo, campanulado ou tubuloso, com
lacinios muito curtos ou longos. Corola campanulada, rotdceae ou tubulosa (BARROSO,
1986).

1.2 CONSIDERACOES BOTANICAS SOBRE A ESPECIE Luffa operculata Cogn.

O espécimen Luffa operculata esta inserida na subfamilia Cucurbitoideae na tribo

Benincaseae na sub-tribo Luffinae.

O género Luffa é constituido de 8 espécies, sendo 7 paleotropicas (L. aegyptica, L.
acutangula, L. cylindrica, L. echinata, L. graveolens, L. umbellata e L. variegata) e uma
neotropica (L. operculata) (LEITE, 1976). O género Luffa encontra-se, principalmente, nos
paises da América Central, no Equador, Colémbia e no Brasil, nos Estados do Amazonas,
Minas Gerais, Goias, S&o Paulo e Ceara’, onde floresce nos meses de janeiro e fevereiro,

apresentando flores masculinas e femininas isoladas também axilares (LEITE, 1976).

* Acréscimo feito ap6s consulta no Herbério Prisco Bezerra — Departamento de Biologia a UFC.
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Figura 2- Fotos de Luffa operculata Cogn. (Fonte: elaborada pela autora)

Segundo Braga Luffa operculata Cogn. (Figura 2, p. 28) é uma herbéacea,
trepadeira, caule pentdgono ou nao, com gavinhas simples ou bifidas, compridas, vilosas.
Folhas pecioladas, codiforme-reniformes, angulosas ou lobadas, asperas, verde-escuras na
pagina superior. Flores axiliares, campanuladas, pequenas, amarelo-palidas. Fruto ovoide
(Figuras 3 e 4, p. 28 e 29), pequeno, mole, aspero, decacostado longitudinalmente, com
aculeos nas costas, interiormente fibroso-reticulado, com sementes compridas, lisas, sem
membrana marginal (BRAGA, 2001).

| » ! T T L |'!I||l||| i
(I)IIII|HII‘|IIID!III;Illll[llg!llII|IIIJIIIII[IIISIIIIII”lg'III|]II[I||IIII||lg|llll|ll|€1||llll II“IAII]HI”!1 | 1l2 | 1!3 | 1‘4 1‘\) “6

Figura 3- Aspectos dos cortes longitudinal e transversal; sementes e a trama da parte do fruto de Luffa

operculata Cong. (Fonte: elaborada pela autora em 1999)
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Os frutos maduros (Figura 4, p. 29) séo dificilmente trituraveis por causa da trama
fibrosa. Quando fortemente machucados soltam um p6 muito fino esternulatorio que faz sentir

0 seu sabor amargo por aspiragdo, mesmo a distancia.

Figura 4- Frutos secos de Luffa operculata Cogn.

(Fonte: http://www.plantasquecuram.com.br/ervas/buchinha-do-norte.html, acessada em 25/08/2011)

1.3 CONSIDERACOES FARMACOGNOSTICAS SOBRE Luffa operculata Cogn.

O uso de plantas como remédio é provavelmente tdo antigo quanto a propria
humanidade. No entanto, € preciso ter cautela. A crenca popular de que as plantas ndo fazem
mal, estimulada ainda mais por fortes apelos de marketing, faz com que o quadro fique um
tanto distorcido. “Havia um conceito pré-estabelecido, popular, de que o vem da natureza nao
faz mal. Isso ndo ¢ correto”, lembra Elisaldo Carlini, pesquisador do Departamento de
Psicofarmacologia da Universidade Federal de Sao Paulo (Unifesp).

A utilizacdo fitoterapica da Luffa operculata e de outras ervas medicinais esta
dentro de um contexto: cresce consideravelmente em todo o mundo nas ultimas décadas a
procura pelas diversas modalidades de medicina alternativa, cientificamente denominada
"medicina complementar”. A fitoterapia é a forma de medicina mais ancestral e disseminada.
No Brasil, tradicionalmente usadas por populacGes rurais carentes, as plantas medicinais vém
sendo largamente utilizadas também nos centros urbanos, por pacientes de todo nivel
socioecondmico e cultural (MENON-MIYADE et al., 2005). Seu uso é secular, as "Pilulas
Purgativas de Resina de Batata e Momordica bucha do Cirurgido Mattos", ou "pilulas do
mato" foram por muitos anos o fitoterapico de maior preferéncia no meio rural do Norte e
Nordeste do Brasil. Um extrato aquoso de Luffa operculata em associacdo com outras ervas
origina a "garrafada” mistura conhecida no interior e no Nordeste brasileiro como abortiva e

purgativa, demonstrando a acdo de poderoso irritante de mucosas. A aspiracdo do infuso
29
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aquoso dos frutos ha muito tempo tem sido utilizada empiricamente contra a sinusite. Porém,
existem muitos relatos da ocorréncia de hemorragias nasais ap0s estas aspiracoes,
resguardando seu uso (PLANTAS QUE CURAM, 2011).

O mecanismo de acdo do vegetal ndo estd esclarecido e ainda existem duvidas
sobre o principio causador do quadro toxicoldgico. Das espécies L. acutangula Roxb., L.
cylindrica (L.) Roem. e L. aegyptiaca Mill. foram isoladas glicoproteinas com acdes
inibidoras da sintese protéica, embriotoxicas e abortivas, propriedades estas demonstradas em
animais de laboratorio (SCHENKEL et al., 2001). Da espécie Luffa operculata propriamente
dita, ndo ha experimentos especificos com o objetivo de elucidar a agdo abortiva do fruto. O
trabalho mais significante foi realizado por Matos e Gottlieb em 1967. Neste, os autores
isolaram do extrato aquoso do fruto um principio amargo denominado isocucurbitacina B. As
cucurbitacinas sdo esterdides resultantes da oxidacdo de triterpenos tetraciclicos e estdo
largamente distribuidas na familia Cucurbitaceae (MONTE et al., 2000). Para estas
substancias as atividades bioldgicas descritas na literatura (MATOS; GOTTLIEB, 1967;
MIRO, 1995) sdo agdes descongestionantes, laxativas, hemoliticas, embriotoxicas e abortivas.
Recentemente trabalhos sobre o efeito necrdtico destas substancias em tumores estdo sendo
publicados (RODRIGUEZ et al., 2003). Assim, em virtude da série de relatos confirmando a
toxicidade das cucurbitacinas, admite-se que a isocucurbitacina B seja o principio toxico de
Luffa operculata (MATOS; GOTTLIEB, 1967).

Hoje existe no mercado nacional um preparado para uso nasal a base de Luffa
operculata 1%, soro fisiologico e conservantes (fosfato de sodio dibasico (NaH,PO,), fosfato
de sodio monobésico (Na;HPO,), alcool feniletilico, metilparabeno, propilparabeno e agua
purificada g.s.p.), de venda livre nas farmacias autorizado pela ANVISA, conhecido com o
nome fantasia de Sinustrat®, produzido pelo laboratério Zurita, Araras-SP. Em contrapartida,
nos EUA e na Europa, principalmente na Alemanha, ha varios medicamentos alopaticos e
homeopaticos para rinossinusites a base de Luffa operculata disponiveis comercialmente
(SALVIANO,1992).
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CAPITULO 2 PESQUISA BIBLIOGRAFICA

2.1 PESQUISA BIBLIOGRAFICA (TRITERPENOS DO TIPO CUCURBITANO)

Os triterpenos sdo metabolitos secundarios de origem da flora e da fauna terrestre e
marinha, que ocorrem na forma livre, bem como na forma de éster, éter e glicosideos. Como
préprio nome implica, s&o compostos com trinta &omos de carbono, originados através da via
acetato-mevalonato a partir de uma unidade isopreno, que podem apresentar o esqueleto de
carbono nas formas aciclica ou mono, di, tri, tetra ou pentaciclico. Os triterpenos
pentaciclicos sdo o0s constituintes dominantes desta classe e, tem sido amplamente
investigados. Embora o uso medicinal desta classe de compostos tenha sido limitado, nos
ultimos anos muitos trabalhos mostram seu consideravel potencial (MAHATO; KUNDU,
1994).

Existem muitos exemplos de triterpenos contendo o esqueleto carbénico modificado e
que ddo origem a um tipo especifico de triterpenos conhecidos como cucurbitacinas. No
presente trabalho foi realizado uma pesquisa bibliografica nos bancos de dados do Scielo,
SciFinder, Science Direct, consultados por meio da palavra “cucurbitacins”, no periodo de
2006 a 2011, dando continuidade a uma pesquisa anteriormente realizada (CHAVES, 2006).
Esta pesquisa mostrou varias publicacdes de cucurbitacinas isoladas anteriormente, assim
como, publicagcdes de cucurbitacinas inéditas de diferentes espécies botanica com suas

atividades bioldgicas, um dos objetivos desse estudo (Quadro 3, p.39).

2.2. TRITERPENOS COM ESQUELETO DO TIPO CUCURBITANO:
CUCURBITACINAS

As cucurbitacinas sdo constituidas de um sistema triterpénico tetraciclico altamente
oxigenado tendo um esqueleto biogeneticamente modificado, caracterizado como
19(10—9p)abeo-10a-lanostano, que podem ser encontrado livres ou glicosilados (SOUSA,
1999; VALENTE, 2004).
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2.3 CARACTERISTICAS DAS CUCURBITACINAS

As cucurbitacinas sdo metabolitos secundarios presentes em plantas, principalmente da
familia Cucurbitaceae e pertencentes a classe dos terpenoides tetraciclicos oxigenados e que
apresentam como caracteristica organoléptica um forte sabor amargo (SHARMA; HALL,
1973). Séo reconhecidas principalmente como os principios toxicos das plantas da familia
Cucurbitaceae e, embora encontradas predominante nesta familia, estdo presentes também em
outras familias boténicas (VALENTE, 2004; CHEN et al., 2005; CHAVES, 2006). Algumas
espécies botanicas da familia Cucurbitaceae sdo usadas na medicina popular brasileira como a
“buchinha” (Luffa operculata) (MATOS, 1967; KAWAHARA et al., 2001), “taiuia”
[Wilbrandia ebracteata (SCHENKEL et al., 1992; FARIAS et al., 1993) e/ou Cayaponia
tayuya (BAUER et al., 1985; HIMENO et al., 1992)] ¢ “nhandiroba” (Fevillea trilobata)
(VALENTE et al., 1993; VALENTE et al., 1994).

O grande interesse que essas substancias tem despertado estd relacionado
principalmente a sua toxicidade e ao seu amplo espectro de atividades bioldgicas, podendo ser
destacadas as atividades citotoxica, antitumoral, antiinflamatoria, antifertilizante, repelente,
hepatoprotetora e curativa e antimicrobiana como as mais significativas (MIRO, 1995,
VALENTE, 2004).

2.4 O ESQUELETO CARBONICO

Conforme as peculiaridades de suas estruturas, as cucurbitacinas sdo divididas em
doze categorias sendo classificadas de acordo com as funcionalidades no anel A,
modificacdes na cadeia lateral e aspectos estereoquimicos. Em geral sdo distinguidas pelo uso
das letras A — T, obedecendo a ordem cronoldgica de isolamento ou identificacdo. O padrao

de oxidacdo inclui uma diversidade de oxigenacdo em diferentes posi¢Oes, com grupos
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hidroxilla e/ou carbonila nos carbonos C-2, C-3, C-7, C-11 e C-16 do sistema tetraciclico e
nos carbonos C-20, C-22, C-23, C-24 e C-25 da cadeia lateral (ZANDER; WIGFIELD, 1970;
VALENTE, 2004). A cadeia lateral apresenta-se em diversos tipos (ciclica ou aciclica)
geralmente oxigenada (AKIHISA et al., 1994; VALENTE, 2004). Apesar do grande numero
de variacOes estruturais, as cucurbitacinas ostentam caracteristicas comuns (MULHOLLAND
et al., 1997; KAWAHARA et al., 2001; VALENTE, 2004). Assim, todas apresentam uma
ligagdo dupla entre os carbonos C-5 e C-6 e, a maioria, exibe grupos hidroxila nos carbonos
C-16, C-20 e C-22.

(Quadro 1, p. 34).
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Quadro 1- Estruturas das cucurbitacinas mais conhecidas

Cucurbitacina A - R;= OH; R,= Ac Cucurbitacina G e H - R;= OH; R,= H (FARIAS et al., 1993)
Cucurbitacina B - R;= H; R,= Ac 23,24-Dihidrocucurbitacina B - R;= H; R,= Ac (VALENTE, 2004)
Cucurbitacina D - R;= R,=H Cucurbitacina R - R;= R,= H (FARIAS et al., 1993)

(VALENTE, 2004)

Cucurbitacina C Cucurbitacina E — R= Ac
Cucurbitacina | —-R=H
(VALENTE, 2004)
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Quadro 1- Continuacéo

Cucurbitacina J e K— R= OH (KANCHANAPOOM et al., 2002) Isocucurbitacina B — R= Ac
Cucurbitacina L — R=H (CHEN et al., 1985) Isocucurbitacina D — R=H (MONTE et al., 2003)

Cucurbitacina F — R;= R4= OH; R;= R3= Rs= H (CHEN et al., 1985)
Cucurbitacina O — R1= R3= Rs= H; R,= R4= OH (KUPCHAN et al., 1970)
Cucurbitacina P — R;= R3= Rs=H; R,=R,=0H; (FARIAS et al., 1993)
Cucurbitacina Q - R;= R3= H; R,=R4=0H; Rs= Ac (KUPCHAN et al., 1970)
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Quadro 1- Continuacéo

Operculina A — R1= H; R,= O-B-D-glicopirasonil; R3= Ac Neocucurbitacina A — R= Ac
Arvenina | — R;= O-B-D-glicopirasonil; R,= H; Rs= Ac Neocucurbitacina B — R=H
Arvenina Il - Ry;= O-B-D-glicopirasonil; R;= Rs= H (KAWAHARA et al., 2001)

(KAWAHARA et al., 2004)
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Quadro 1- Continuacéo

Andirobicina B

(CHEN et al., 2005)

Acido Siraitico A—R=p OH, H Acido Siraitico C — Ri= R;=H
Acido Siraitico B — R=0 Acido Siraitico D —- R;= OH:; R,= H
Acido Siraitico E — Ry= H; R,= OH

(CHEN et al., 2005)

37



Pesquisa Bibliografica

Algumas cucurbitacinas exibem modificacOes estruturais originando as nor, hexanor,

heptanor, octanor e neocucurbitacinas (VALENTE, 2004) (Quadro 2, p. 38).
Quadro 2 — Cucurbitacinas com modificacOes estruturais

Classificacdo Estrutura (exemplo) Espécie/Familia Referéncia
Norcucurbitacina — séo
cucurbitacinas que
possuem o anel A Fevillea
) o CHEN et al.,
aromatizado, com a cordifolia -
_ 2005
perda de um dos grupos Cucurbitaceae
metilas geminais ligados
ao carbono C-4.
Hexanorcucurbitacina —
s80 cucurbitacinas onde )
_ Trichosanthes | KANCHANA
ocorre a perda parcial da ) )
) tricuspidata — POOM et al.,
cadeia lateral _
3 Cucurbitaceae 2002
(manutencéo dos g
Hexanorcucurbitacina |
carbonos C-20 e C-21).
Heptanorcucurbitacina — _
« . Fevillea
sdo cucurbitacinas onde _ CHEN et al.,
_ trilobata —
ocorre a perda parcial da _ 2005
) Cucurbitaceae
cadeia lateral.
Octanorcucurbitacina  — _
N o —0 Trichosanthes | KANCHANA
Sdo cucurbitacinas onde _ _
. tricuspidata— | POOM et al.,
ocorre a perda total da ) _
_ . R=o0-Rham-§-Glc| Cuycurbitaceae 2002
cadeia lateral. Krekeckergsice L
Neocucurbitacina — S&o
cucurbitacinas com o
anel A rearranjado com
] Luffa operculata | KAWAHARA
perda de um atomo de _
y — cucurbitaceae et al., 2001
carbono e formacdo de
um  anel d-lactona
C-1/C-3.
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Quadro 3- Espécie, estrutura, atividade bioldgica e referéncias de triterpenos do tipo curbitano

o Atividade o
Espécie/Estrutura o Referéncias
Biologica
Cucurbita pepo
XUESONG
_ et al., 2007;
Antitumoral
OH; LEE,
2007

3- Cucurbitacina B (C32H460s) 4- Cucurbitacina E (C32H440s) 5- Cucurbitacina D glicosilada (C3sHs4012)
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Quadro 3- Continuacéo

Espécie/Estrutura

Atividade

Bioldgica

Referéncias

Picrorrhiza kurroa

6- 19-norlanosta-5,24-dien-3,11-diona-2,16,20,22-tetrahidroxi-9-metil-(23,98,10a, 16a) (C30H4606)

Anti-retroviral;
Anti-Infecciosa,
Anti-
hepatotoxicidade,
hipoglicemiante,
Anticancer e
antiinflamatoria;
Antipirético e

Anti-ictericia

SANGAR;
BALLAL,
2006;
AHMED et
al., 2007,
SINDHU et
al., 2011
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Quadro 3- Continuacéo

Espécie/Estrutura

Atividade

Bioldgica

Referéncias

Estruturas 3 e 4, p.39

Cucumis melo

Cucurbitacina B (C32H460s), Cucurbitacina E (C3oH440s)

7- Cucurbitacina Q (Cz2H4g0s)

8- cucurbitacina | (C32H4207)

Anti-hepatite e
Anti-

hepatocarcinoma

DENG;
ZHANG,
2007,
KONG;
WEI, 2007
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Quadro 3- Continuacéo

o Atividade .
Espécie/Estrutura o Referéncias
Biologica
Lagenaria siceraria
Estruturas 3, p. 39
Cucurbitacina B (C32H460s) GHULE et
_ _ all., 2006;
Analgeésica, Anti-
_ _ | UPAGANL
inflamatoria, Anti
o AWAR;
bidtica,
o BALARAM
citotoxica,
_ AN, 2009;
purgativa,
o _ SHAH et
1 diurética, Anti-
10- Cucurbitacina G (CsoHsO insoni al, 2010,
- Cucurbitacina insonias,
(CaoHcOs) _ MILIND:
cardioprotetora,
_ _ SATBIR et
Anti-hepotoxica,
_ al., 2011;
Anti-Ulcera.
SHAH et
al., 2011
11- Cucurbitacina H (C3oHss0s)
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Quadro 3- Continuacéo

o Atividade o
Espécie/Estrutura o Referéncia
Biologica
Coutarea hexandra
Estrutura 1, p. 39
23,24-dihidrocucurbitacina F (C3oH4507)
_ _ OLMEDO
Citotdxica
et al., 2007

13- 23,24-dihidro-25-acetilcucurbitacina F (C32Hs00s)
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Pesquisa Bibliografica

o Atividade _
Espécie/Estrutura o Referéncia
Biologica
Ecballium elaterium
GREIGE-
Estruturas 3e 4, p.39,7,p.41e 9,p. 42 Anti-Ictericia | GERGES et
Cucurbitacina B (Cs2H460s), Cucurbitacina E (CsH440s), Cucurbitacina | (C3H4207) e Cucurbitacina D al. 2007
(C30H1407)
) Atividade _
Especie/Estrutura o Referéncias
Biologica
Cayaponia racemosa
CHAVES et
. al., 2007;
Antitumoral
DANTAS
et al., 2006

15- 2p3,3B,160,20(R),25-pentahidroxi-

16- 2[3,3B,160,20(R),25-pentahidroxi-
cucurbita-5-en-7,22-diona (C3oH4s07)

cucurbita-5-en-7,11,22-triona (C3oH460s)
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Quadro 3- Continuacéo

o Atividade _
Espécie/Estrutura o Referéncias
Biologica
Cayaponia racemosa

CHAVES et

Antit | al., 2007;

o 19- 2,3,16,20(R),25-pentahidroxi- HUmoTal 1 D ANTAS

17- Cucurbitacina P (CsoH4507) 22-oxocucurbita-5,23(E)-dieno
et al., 2006
(C30H480s)
18- 2,3,16,20(R),25-pentahidroxi-22-oxocucurita-5-eno
(C30Hs5006)
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Quadro 3- Continuacéo

o Atividade o
Especie/Estrutura Referéncias

Bioldgica

Wilbrandia ebracteata Cogn.

Estrutura 3, p. 39
Cucurbitacina B (C32H460s) SIQUEIRA
et al., 2007;
Antiinflamatéria | KREPSKY

e antitumoral | et al., 2009;
SIQUEIRA
et al., 2009

20-23,24- Dihidrocucurbitacina B (C32H4s0s)
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iyare

p

21- 2-O-B-D-glicopirasonilcucurbitacina

| (C36H52012)

o Atividade o
Espécie/Estrutura o Referéncias
Biologica
Citrullus colocynthis
Abortiva,

22-  2-O-B-D-glicopirasonilcucurbitacina

(C36H54012)

L

purgativa, Anti-
edemas, Anti-
bacteriana, Anti-
cancer e

hipoglicemiante

DELAZAR
et al., 2006;
NAYAB et
al., 2006
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Quadro 3- Continuacéo

o Atividade o
Espécie/Estrutura o Referéncias
Biologica
Citrullus colocynthis
Abortiva,

23- 2-O-B-D-glicopirasonil-160-20(R)-dihidroxicucurbita-
1,5,23(E),25(26)-tetraen-3,11,22-triona (CzsHs0011)

HD
e
(@3 ]

25- 2,25-di-O-B-D-glicopirasonilcucurbitacina
L (C42Hes010)

24- Arvenina | (C3gHs6013)

26- Cucurbitacina S (C3oH4205)

purgativa, Anti-
edemas, Anti-
bacteriana, Anti-
cancer e

hipoglicemiante

DELAZAR
et al., 2006;
NAYAB et
al., 2006
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Quadro 3- Continuacéo

27- 2-sulfatocucurbitacina B (C32H46011S)

o Atividade o
Espécie/Estrutura o Referéncia
Biologica
Helicteres angustifélia
ZONG-TSI
) et al., 2006

28-Arvenina Il (C3sHs4012)
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Quadro 3- Continuacéo

o Atividade o
Espécie/Estrutura o Referéncia
Biologica
Leucopaxillus gentianeus
Estruturas 3, p. 39e 9, p. 42
Cucurbitacina B (C32H460s), Cucurbitacina D (C3oH4407)
o _ CLERICUZIO
) Antiproliferativa
30- Leucopaxillona A (C34Hs407) et al, 2006

29- 16-deoxicucurbitacina B (C3;H4607)

i 32-  18-deoxileucopaxillona
31- Leucopaxillona B (C34H5,0g)

A

(C34Hs5406)
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o Atividade o
Espécie/Estrutura o Referéncia
Biologica
Neopicrorhiza scrophulariiflora
D
w_ﬂo
34- 19-norlanosta-5,23-dien-2-ona,25-(acetiloxi)-2-(p-D-
glicopirasoniloxi)-3,16-dihidroxi-9-metil-(2,38,98,10a,16a,23E)
CssHgoO
(CaHeoOws) KIM, etal.,
2006

35- 19-norlanosta-5-en-2-ona,25-(acetiloxi)-2-
(B-D-glicopirasoniloxi)-3,16,20-trihidroxi-9-
metil-(2[3,3 B,9B,100,160) (ngHszOlz)

36- 19-norlanosta-5,23-dien-2-ona,25-(acetiloxi)-2-
(B-D-glicopirasoniloxi)-3,16,20-trihidroxi-9-metil-
(2[3,3[3,9[5, 10(1, 1 6(1,23 E) (C38H50012)
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Quadro 3- Continuacéo

o Atividade o
Especie/Estrutura Referéncia

Bioldgica

Cucurbita andreana

Estrutura 9, p. 42
Cucurbitacina D (C3oH4407)

JAVED et al.,
2006

hipoglicemiante

37- 2-O-B-D-glicopirasonilcucurbitacina E (C3gHs4013)
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Quadro 3- Continuacéo

38- Stemodiosida B3 (C3sHs5010)

o Atividade o
Espécie/Estrutura o Referéncia
Biologica

Stemodia kingii

ALLEN et al.,
N;% :
o
(@)
(@2 ]

39- Stemodiosida B4 (C3sHs5011)
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Quadro 3- Continuacéo

Espécie/Estrutura Atividade
o Referéncia
Biologica
Picria fel-terrae
40- Picfeltarraenona 1l (C3oH440¢)
41- Picfeltarraegenina 1 (C3oH440s) “hd ZOU et al.,
42- Picfeltarraenina 1A (C41Hg2013) 2006

Ho H
oH
o
o

) . V\g 44- Picfeltarraenina
43- Picfeltarraenina 1B (Cs2HesO14) %

IV (Ca7H12015)
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Quadro 3- Continuacéo

) Atividade o
Espécie/Estrutura o Referéncia
Biologica
Bolbostemma paniculatum Fraquent
Estruturas 4, p. 39 e 26, p. 48
Cucurbitacina E (C3,H440s) e Cucurbitacina S (C3oH420s)
ZHENG et al.,
2007

45- 25-acetoxiisocucurbitacina D (C3;H460s)
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Quadro 3- Continuacéo

Atividade o
Espécie/Estrutura Biolbaica Referéncia
iologi
Bacopa monnieri
Estrutura 4, p. 39
Cucurbitacina E (C32H440s) O
47- Bacobitacina B (CzsH4600)
e
(@2}
BHANDARI
> et al., 2007
46- Bacobitacina A (C32H4400) WO

e

49- Bacobitacina D (Cs4HgoO2s)

48- Bacobitacina C (Cs4HgoO24)
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Quadro 3- Continuacéo

o Atividade o
Espécie/Estrutura o Referéncia
Biologica
Momordica cymbalaria Hook f.
50- 21,22- dihidroximomordicosidio ] 52- Momordicosidio A
* (C42H72015)
A (C42H70013) 51- Momordicina I (C3oH4sOx) DHASAN et

al., 2008

53-  3,7-dihidroxi-25-metoxicucurbita-5,23-dien-19-al 54- 3.7.25-trihidroxicucurbita-5,23-dien-
(C31H5004) 19-al (C30H4804)
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Quadro 3- Continuacéo

Atividade o
Espécie/Estrutura o Referéncia
Biologica
Dendrosicyos socotrana
Estruturas 1 e 2, p. 39 e 9 e 10 p.42 Atividade ABDEL etal,
23,24-dihidrocucurbitacina F (CsoHas07), 23,24-dihidrocucurbitacina D (CsH4s0;7) € cucurbitacina G citotoxica 2008
(C30Ha460s)
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Quadro 3- Continuacéo

o Atividade o
Espécie/Estrutura o Referéncia
Biologica
Elalocarpus hainanensis
Estruturas 6, p. 40, 9 e 10, p.42
Cucurbitacina | (C3H420s), Cucurbitacina D (C3oHs407) e Cucurbitacina G (C3oH460s)
o MENG et al.,
Anticancer
2008

58- 19-norlanosta-5,24-dien-11-
ona,16,23-epoxi-3-(pB-D-
glicopirasoniloxi)-20-hidroxi-9-metil,

3B,9B.100,160,23R) (CasHscO
57- 19-norlanosta-5-em-2,11,22-triona, 3,16,20.24,25- (35,98 ) (CasHlssOs)

pentahidroxi-9-metil, (3,9B,10a,160a) (C30H460s)
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Quadro 3- Continuacéo

o Atividade o

Espécie/Estrutura o Referéncia
Biologica
Elalocarpus hainanensis
D
we?

o 1oror c odon it 623 . 60- 19-norlanosta-5,24-dien-11- - MENG et al.,

- 19-norlanosta-5,24-dien-11-ona,16,23-epoxi- ona, 16,23-epoxi-2-(B-D- Anticancer 2008

3,20-dihidroxi-9-metil, (3p.9B.10a,160,23R) glicopirasoniloxi)-3,20-dihidroxi-9-metil,

(CaoHesO4) o (2B,3p.9P,100,16,23R) (CasHscOx0)

61- 19-norlanosta-5-en-11-ona,16,23-epoxi-3-(B-D-

Y glicopirasoniloxi)-20,25-dihidroxi-9-metil,
w (3,98,100,160,23S) (CasHs3010)
i

60




Pesquisa Bibliografica

Quadro 3- Continuacéo

o Atividade _
Espécie/Estrutura o Referéncia
Biologica
Physocarpus capitus

Estruturas 1, p. 39 e 55, p. 59

23,24-dihidrocucurbitacina F (C3oH4s07) e Cucurbitacina F (C3oHs607)
o _ MALONEY et

Antiproliferativa
al., 2008

62-  19-Norlanosta-5,23-dien-11,22-diona,16- 63- 19-Norlanosta-5,23-dien-11,22-diona, 15-
(acetiloxi)-2,3,15,20,25-pentahidroxi-9-metil (acetiloxi)-2,3,16,20,25-pentahidroxi-9-metil

(2B,3(I,9B, 10(1, 1 5(1, 16(1,23E) (C32H4809)

(2B,30,9B,100,150,160,23E) (C32H4500)
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Quadro 3- Continuacéo

66- Fevicordina A glicosilada (C37Hs2013)

67- Fevicordina D glicosilada (C35Hs5,012)

) Atividade o
Espécie/Estrutura o Referéncia
Biologica
Phaleria macrocarpa (Scheff) Boerl
o KURNIA et
Citotdxica
al., 2008)
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Quadro 3- Continuacéo

o Atividade o
Espécie/Estrutura o Referéncia
Biologica
Momordica charantia
68- Kuguacina A (CaoHic04) 69- Kuguacina B (CaoHssOs) Anti-HIV 1e | CHEN etal
citotoxica 2008

70- Kuguacina C (C27H4203)

71- Kuguacina D (C37H4004)
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Quadro 3- Continuacéo

] Atividade o
Espécie/Estrutura o Referéncia
Biologica
Momordica charantia
73- 3B,7B,25-trihidroxicucurbita-5,23(E)-dien-19-al
(C30Has04) Anti-HIV 1 e CHEN et al.,
citotoxica 2008

74- 3B,25-dihidroxi-583,19-epoxicucurbita-6,23(E)-dieno

(C30H4503)

75- Momordicina | (C3oH4s04)
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Quadro 3- Continuacéo

o Atividade o
Especie/Estrutura Referéncia

Bioldgica

Hemsleya endecaphylla
Estruturas 2 e 3, p. 39, 7, p. 41, 12, p. 42 e 20, p. 46

23,24-dihidrocucurbitacina D (C3oH4607), Cucurbitacina B (Cs;Hs60s), Cucurbitacina | (CspHs207), 22-
deoxicucurbitacina D (C3oH4606) € 23,24-dihidrocucurbitacina B (C32H4s0s)

CHEN et al.,
2008
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Quadro 3- Continuacéo

o Atividade o
Espécie/Estrutura o Referéncia
Biologica
Cayaponia tayuya
o
g
aH
...... N _ SABA;
Antiinflamatoria
o ORIDUPA,
e analgésica
2010

79- Cucurbitacina R (C3oH4607)
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Quadro 3- Continuacéo

o Atividade o
Espécie/Estrutura o Referéncia
Biologica
Trichosanthes cucumerina L.
] DUANGMANO
Estrutura 3, p. 39 Anticancer et al. 2010
Cucurbitacina B (C32H460s)
o Atividade o
Espécie/Estrutura o Referéncia
Biologica
Pedicellus melo
ZAI-SU et al.,
Estruturas 3e4,p.39e 7, p. 41 ) 2011
Cucurbitacina B (C32H460s), Cucurbitacina E (Cs2H440g) e Cucurbitacina | (C32H4207)
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Quadro 3- Continuacéo

HD
w
la:2]

83- Brioniaosidio A (Cs2HgsO13)

O
v& L
o
l«:3 D 0&0
T -
oy eled =,

84- Brioniaosidio B (C4,H70013)

85- Hexanorcucurbitacina D (Cy4H3405)

o Atividade _
Espécie/Estrutura o Referéncias
Biologica
Bryonia cretica
Estruturas 3 e 4, p. 39,9,10e 11, p. 42 e 20, p.46
Cucurbitaciana B (Cs2H460g), Cucurbitacina E (Cs2H440sg), Cucurbitacina D (C3oH4407) Cucurbitacina G
(C30H460s), cucurbitacina H (C3oH460s) € 23,24-dihidrocucurbitacina B (C32H20x)
(o} OH o o
o SALLAM et
“““ al.,2010;
C? Anticancer MATSUDA et
O 3 - itaci e
80- Isocucurbitacina G (CsoHzs0s) . L 82- Cucurbitacina J (CsoH4Os)
81- isocucurbitacina H (C3oH460s) al. 2010
o "
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Quadro 3- Continuacéo

o Atividade _
Espécie/Estrutura o Referéncia
Biologica
Bryonia aspera
Estruturas2e 4,p.39e 20, p. 46
23,24-dihidrocucurbitacina D (C3oHs607), Cucurbitacina E (C3:H440s) e 23,24-dihidrocucurbitacina B
(C32H480g)
< 90- Arvenina IV (C3sHs6012)
87- 7B-hidroxi-23,24-dihidrocucurbitaciria D ] SAHRANAVARD
Anticancer
86- Neocucurbitacina C (CaoHas0g) etal., 2010

(Cy9H4207)

89- 25-0-B-D-glicopirasoniloxi-23,24- '
dihidrocucurbitacina D (C3sHs6012)
88- 23,24-dihidro-3-epiisocucurbitacina B

91- Cucurbitacina L
(C32H4g0s) (C30H4407)
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Quadro 3- Continuacéo

95- Balsaminagenina A (C3oHs004)

o Atividade o
Espécie/Estrutura o Referéncia
Biologica
Momordica balsamina
Antimalaricae | RAMALHETE
97- Basaminapentanol (C3oHsoOs) Citotoxica etal., 2010

98- Balsaminol A (C3oH5004)

96- Balsaminagenina B (C31Hs,04)
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Quadro 3- Continuacéo

Espécie/Estrutura

Atividade

Bioldgica

Referéncia

102- Cucurbalsaminol B (C31Hs,04)

Momordica balsamina

103- 19-norlanosta-5,23-dien-3,7,25-
triol-9-metil (3B,7PB,9B,100,23E)

(C30H5003)

104- Karavilagenina E (C3oH4s03)

Antimalaricae | RAMALHETE

citotoxica etal., 2010

71




Pesquisa Bibliografica

Quadro 3- Continuacéo

o Atividade o
Espécie/Estrutura o Referéncia
Biologica
Elalocarpus glabripetalus
Estrutura 9, p. 42
Cucurbitacina D (C3oH4407)
_ SHENG et al.,
Anticancer
2010

105- Mogrosidio | E1 (C3sHs200)

106- 5R,6R-epoximogrosidio | E1 (C3sHs2010)
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Quadro 3- Continuacéo

o Atividade _
Espécie/Estrutura o Referéncia
Biologica
Gratiola officinalis L.
KAYA;
Estruturas 4, p. 39, 7, p. 41, 21, p. 47e 37, p. 52 Anticancer MELZIG.
Cucurbitacina E (C32H440s), Cucurbitacina | (C32H4207), 2-O-B-D-glicopirasonilcucurbitacina I (CsgHs2012) 2008
2-O-B-D-glicopirasonilcucurbitacina E (C3gHs4013)
. Atividade .
Especie/Estrutura o Referéncia
Biologica
Iberis amara
Inseticid KAMELA,;
nseticida
Estruturas 4, p. 39e 7, p. 41 SOUAD, 2008
Cucurbitacina E (C32H440g) e Cucurbitacina | (C3,H4207)
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Quadro 3- Continuacéo

o Atividade o
Espécie/Estrutura o Referéncia
Biologica
Coccinia grandis
Reguladora da SUBBIAH,
Estruturas 3, p. 39e 9, p. 42 glicemia 2008
Cucurbitacina B (C32H460s) € Cucurbitacina (C3oHs407)
o Atividade o
Espécie/Estrutura o Referéncia
Biologica
Citrullus lanutus
Antidiardi HASSAN et
ntigiardiase
Estruturas 4, p. 39 e 22, p. 47 g al. 2011

Cucurbitacina E (C3,H4403) e 2-O-B-D-glicopirasonilcucurbitacina L (C3sH44012)
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Quadro 3- Continuacéo

o Atividade o
Espécie/Estrutura o Referéncia
Biologica
Lagenaria vulgaris
MEHTA et
Estruturas 3, p. 39, 9,10 e 11, p.42 Antioxidante
Cucurbitacina B (C32H460s), Cucurbitacina D (CsoH4407), cucurbitacina G (CsoH460s) e Cucurbitacina H al., 2011
(C30H460s)
. Atividade o
Especie/Estrutura o Referéncia
Biologica
Aquilaria hulls
WANG et al.,
Estruturas 4, p. 39, 7, p. 41, 21, p. 47 e 37, p. 52 Anticancer ot

Cucurbitacina E (C32H440s), Cucurbitacina | (C32H4207), 2-O-B-D-glicopirasonilcucurbitacina I (CsgHs2012)
2-O-B-D-glicopirasonilcucurbitacina E (C3gHs4013)
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Quadro 3- Continuacéo

Espécie/Estrutura AfIVIdéde Referéncia
Bioldgica
Cucurbita texana
Estruturas 3e 4, p. 39,7,p. 41,9, p. 42,21, p. 47e 37, p. 52
Cucurbitacina B (CsHs60s), Cucurbitacina E (Cs2H440g), Cucurbitacina | (CsH4207), Cucurbitacina D
(C30H4407), 2-O-B-D-glicopirasonilcucurbitacina | (CzsHs2012) e 2-O-B-D-glicopirasonilcucurbitacina E
(CsgHs54013)
0
//////// oH Antiproliferativa | HALAWEIS;
° e BARTALIS,
" 108-  Isocucurbitacina B (Cs2HaOs) 109.  19-norlanosta-1,5,23-trieno-3,11,22- | hepatoprotetora 2007

107- Isocucurbitacina D (C3oH4407) triona-16,20,25-trihidroxi-2-metoxi-9-metil

(QB, 10(1, 1 6(1"23E) (C30H44O7)

110- 19-norlanosta-1,5-dieno-3,11,22-triona-16,20,25-trihidroxi-2-
metoxi-9-metil (98,10a,16a) (C31H407)
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Quadro 3- Continuacéo

Atividade

Espécie/Estrutura o Referéncia
Biologica

Cucurbita texana

112- 19-norlanosta-1,5,23-trieno-3,11,22-triona-
Antiproliferativa | HALAWEIS;

e BARTALIS,
hepatoprotetora 2007

16,20,25-trihidroxi-9-metil-2-(1-metilenoxi)-
(9B,10a,160,23E) (C33H407)

111- 19-norlanosta-1,5,23-trieno- 3
3,11,22-triona-2-etoxi-16,20,25- 113- 19-norlanosta-1,5,23-trieno-3,11,22-triona-16,20,25-
trihidroxi-9-metil ~ (9pB,100,160,23E) trihidroxi-9-metil-2-propoxi- (9B,100,160,23E) (Cs3H407)
(C32H4607)
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Quadro 3- Continuacéo

o Atividade o
Espécie/Estrutura o Referéncia
Biologica
Cucurbita texana
115- 19-norlanosta-1,5,23-trieno-3,11,22-triona-25- Antiproliferativa | HALAWEIS;
114- 19-norlanosta-1,5,23-trieno-3,11,22- . 1i)-2-etoxi-16,20-dihidroxi-9-metil-(9p. 100,16.23E) e BARTALIS,
triona-25-(acetoxi)-16,20-dihidroxi-2- hepatoprotetora 2007

metoxi-9-metil-(9B,10a,16a,23E)
(C33Ha60s)

(C34H480s)

116- 19-norlanosta-1,5,23-trieno-3,11,22-triona-25-(acetoxi)-16,20-
dihidroxi-9-metil- 2-(1-metilenoxi) (9B,10a,16a,23E) (C35H500s)
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Quadro 3- Continuacéo

Espécie/Estrutura AfiVidéde Referéncia
Bioldgica
Cucurbita texana
o
117-  19-norlanosta-1,5,23-trieno-3,11,22-triona-16,25-bis(acetoxi)-
20-hidroxi-2-metoxi-9-metil- (9B,10a,160,23E) (C3sH4500) Antiproliferativa | HALAWEIS;
e BARTALIS,
hepatoprotetora 2007

118- 19-norlanosta-1,5,23-trieno-3,11,22-triona-25-(acetoxi)-16,20-
dihidroxi-9-metil-2-propoxi (98,10a,16a,23E) (C3sHs500s)
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CAPITULO 3 DETERMINAQAO ESTRUTURAL DOS CONSTITUINTES
QUIMICOS ISOLADOS DE Luffa operculata Cogn.

3.1L0S 1 (1)

A fracdo hexanica resultante da coluna cromatografica em gel de silica do extrato
hexanico dos talos de Luffa operculata, originou um sélido branco amorfo, solivel em
piridina com ponto de fusdo 150,3 — 152,0 °C, denominado LOS 1.

O espectro de absorcdo na regido do IV (Figura 5, p. 83) exibiu bandas de
absorcdo de grupos hidroxila (voy 3.420 cm™), grupos metila e metileno (vey 2.932 cm™ e
2.869 cm™; Schacrz 1.374 e 1.458 cm™), ligagdo olefinica (ve—c 1.628 cm™) e banda
representativa de deformacao axial C — O de 4lcool (vc.0 1.100 cm™).

O espectro de RMN **C CPD (Figura 6, p. 84) em combinac&o com o espectro de
RMN 3C DEPT 135° (Figura 7, p. 85) além de um grande nimero de sinais na regi&o de
carbono sp, revelou dois pares de sinais na regi&o de carbono sp? em 8¢ 138,59 (CH)/129,63
(CH) e 139,56 (C)/117,97(CH) (Tabela 1, p. 82). Essas absorcdes, conforme compara¢do com
dados da literatura (ALBUQUERQUE, 2000; CHAVES, 2002; KANG; XU, 2008), foram
compativeis com a estrutura de um esterdide do tipo estigmastano. Os sinais em 6¢ 138,59 e
129,63 séo valores caracteristicos dos carbonos metinicos C — 22 e C — 23, respectivamente,
da cadeia lateral desses esteroides (estigmasterol, por exemplo) (ALBUQUERQUE, 2000),
enquanto, os sinais em dc 139,56 e 117,97 foram atribuidos aos carbonos C — 8 (nao
hidrogenado) e C — 7 (metinico), respectivamente (Espinasterol e 22-di-hidroespinasterol, por
exemplos) (CHAVES, 2002). Vale ressaltar a absorcéo devida a carbono metinico oxigenado
em dc¢ 70,26, justificada pela presenca de grupo hidroxila no carbono C -3, bastante comum
em esteroides e, em acordo com a absor¢do centrada em 6y 3,90 no espectro de RMN 'H
(Figura 8, p. 86) do hidrogénio H — 3 (m). A funcéo alcool (C-3 OH) foi transformada na
funcdo éster através de reacdo de acetilacdo (Capitulo 4, p. 203). Os trés hidrogénios
olefinicos aparecem no espectro como multipletos em 8y 5,37-5,24 (H-7 e H-22) e como
dupleto de dupleto em &y 5,17-5,09 (H-23, J = 15,0 e 8,6 Hz).

Assim, a analise espectral e a comparacdo com os dados descritos na literatura
(ALBUQUERQUE, 2000; CHAVES, 2002; KANG e XU, 2008) (Tabela 1, p. 82) permitiram
identificar LOS 1 como sendo o (22E,24S)-etil-5a-colest-7,22-dien-33-ol (espinasterol, 1).
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Tabela 1- Comparacdo dos deslocamentos quimicos de RMN *C (75 MHz) em CsDsN de
LOS 1 e LOS 1-Ac (125 MHz) em CDCl; com dados descritos na literatura RMN *3C (125
MHz) em CDClI; (KANG; XU, 2008).

Carbonos LOS1(dc) LOS1-Ac(éc) (KANG; XU, 2008) (d¢c)

1 38,98 37,05 38,13
2 30,09 28,60 29,81
3 70,26 73,70 71,49
4 37,60 37,05 38,13
5 40,60 40,27 40,44
6 29,94 29,73 31,61
7 117,97 117,53 117,87
8 139,56 139,71 139,69
9 49,75 49,47 49,87
10 34,52 34,43 34,38
11 21,79 21,68 21,71
12 39,68 39,61 39,63
13 43,45 43,47 43,69
14 55,34 55,28 56,09
15 23,31 23,20 23,17
16 28,77 27,71 28,62
17 56,00 56,07 56,32
18 12,23 12,28 12,46
19 13,20 13,15 13,44
20 41,04 40,99 40,67
21 21,57 21,56 21,78
22 138,60 138,33 138,29
23 129,63 129,70 129,63
24 51,40 51,43 51,65
25 32,07 32,04 32,02
26 21,08 21,14 21,58
27 19,11 19,15 19,15
28 25,63 25,60 25,52
29 12,67 12,66 12,46
AcOCHjs - 21,68 -

AcO - 170,92 -
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Figura 5- Espectro de absor¢éo na regido de infravermelho (KBr) de LOS 1
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Figura 6- Espectro de RMN **C de LOS 1 (75 MHz, CsDsN)
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Figura 7- Espectro de RMN **C-DEPT 135° de LOS 1 (75 MHz, CsDsN)
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Figura 8- Espectro de RMN *H de LOS 1 (500 MHz, CsDsN)

86



Determinacdo Estrutural

3.2L0S 7 (le?)

O extrato hexanico das folhas de Luffa operculata, apds sucessivas colunas
cromatogréaficas em gel de silica, forneceu a fracdo diclorometano como um sélido branco
amorfo com ponto de fusdo 154,2 — 156,7 °C, solivel em cloroférmio, denominado LOS 7.

O espectro na regido do 1V (Figura 9, p. 90) de LOS 7 exibiu bandas de absorcéo
de grupos hidroxila (von 3.425 cm™), grupos metila e metileno (ven 2.946 cm™ e 2.868 cm™;
Schachz 1.457 cm™ e 1.374 cm'l), ligagdes olefinicas (ve=c ~ 1.647 cm'l) e banda
representativa de deformagao axial C — O de 4lcool (8¢.0 1.100 cm™).

O espectro de RMN *3C CPD de LOS 7 (Figura 10, p. 91) em combinacio com o
espectro de RMN **C DEPT 135° (Figura 11, p. 92) mostrou um grande nimero de sinais na
regido de carbono sp®. Em adicéo, revelou cinco pares de sinais devidos a carbonos sp?: 8¢
138,32 (CH)/129,70 (CH), 139,70 (C)/117,71 (CH), 137,23 (CH)/130,40 (CH), 139,76
(C)/117,67 (CH) e 148,77 (C)/109,76 (CH,) (Tabela 2, p. 89). Essas observacbes e a
comparacdo com os dados espectrais [IV e RMN (*H e *C)] de LOS 7, assim como, com 0s
da literatura (ITOH et al., 1981; CHAVES, 2002; KANG; XU, 2008), evidenciaram a
existéncia de uma mistura de esterdides. Assim, os dois primeiros pares foram atribuidos,
respectivamente, aos carbonos C — 22 (CH)/C — 23 (CH) e aos carbonos C — 8 (C)/C — 7 (CH)
do espinasterol (1) como um dos componentes da mistura. Por conclusdo, 0s sinais em d¢
137,23/130,40 e 139,76/117,67 foram correlacionados aos carbonos C — 22 (CH)/C — 23 (CH)
e C—-8(C)/C -7 (CH) de outro componente (2), o qual, contém adicionalmente, uma ligacéo
olefinica terminal dissubstituida, justificada pelos sinais em &¢ 148,77 (C) e 109,76 (CH) e
devidos aos carbonos C — 25 e C- 26, respectivamente, da cadeia lateral. No espectro de
massa (Figura 12, p. 93), o pico em m/z 412 (M™) corresponde ao peso molecular de 1,
enquanto, o pico em m/z 410 (M™) esta em acordo com o esteroide (2) contendo uma ligagao
dupla carbono-carbono adicional, conforme salientado. Vale ressaltar no espectro de RMN
3C a absorcao intensa em 8¢ 71,25 referentes aos carbonos metinicos oxigenados C — 3 (1 e
2). A funcéo alcool (C-3 OH) de 1 e 2 foi transformada na funcdo éster através de reacao de
acetilacdo (Capitulo 4, p. 206). No espectro de RMN *H (Figura 13, p. 94) os hidrogénios
carbinolicos dos dois fitoesterdides absorvem em torno de 84 3,60 (m, 2H) e os olefinicos em
dn 5,15 (m, 2H-7 de 1 e 2), 5,15 (m, H-22 de 1), 5,04 (dd, J=15,3 e 8,0 Hz, H-23 de 2), 5,25
(dd, J=15,3 e 8,1 Hz, H-22 de 2), 5,22 (dd, J=15,3 e 8,1 Hz, H-23 de 2) e 4,71 (dois sl, 2H-

26). Os deslocamentos quimicos desses hidrogénios foram confirmados através das
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correlacdes diretas com os respectivos carbonos no espectro HMQC (Figura 14, p. 95): on
5,15 (2H-7; 8¢ 117,71 e 117,67), 5,15 (H-22 de 1; 8¢ 138,31), 5,04 (H-23 de 1; ¢ 129,70),
5,25 (H-22 de 2; 8¢ 137,23), 5,22 (H-23 de 2; 8¢ 130,40) e 4,71 (2H-26; 8¢ 109,76).

Assim, a anélise dos espectros de EM, RMN (*H e **C) e IV de LOS 7 e
comparagdo os correspondentes dados descritos na literatura (ITOH et al., 1981; CHAVES,
2002; KANG; XU, 2008) (Tabela 2, p. 89), permitiram caracterizar uma mistura dos
esterdides (22E,24S)-etil-5a-colest-7,22-dien-3p-ol (1, 44,2 %, H-23) e (22E,24R)-etil-50-
colest-7,22,25-trien-3B-ol (2, 55,8 %, H-26) (porcentagens calculadas com base no espectro
de RMN 'H).

1)

O pico base no espectro de massa (Figura, 12, p. 93) em m/z 271 corresponde a
uma quebra da ligagdo C-17 — C-20.

Outros espectros de RMN bi-dimensionais corroboraram as estruturas propostas.
Por exemplos, para 0 composto 2, no espectro *H x *H COSY (Figura 15, p. 96) destacou-se o
acoplamento alilico entre os hidrogénios H-26 (6 4,70) e os hidrogénios metilicos 3H-27 (8n
1,65); no espectro HMBC (**Jcn) (Figura 16, p. 97) foram observadas as correlagdes do
hidrogénio H-24 (64 2,43) com os carbonos C-22 (6¢ 137,23), C-23 (8¢ 130,40), C-25 (6¢
148.77) e C-26 (¢ 109,76), entre outras.
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Tabela 2- Anélise comparativa dos deslocamentos quimicos de RMN “*C (125 MHz) de LOS
7 e LOS 7-Ac com aqueles registrados na literatura para o espinasterol (CHAVES, 2002;
KANG; XU, 2008) e 0 (22E,24R)-¢etil-5a-colest-7,22,25-trien-3p-ol (ITOH et al., 1981).

Espinasterol  (22E,24R)-etil-
LOS7 LOS7 LOS7-Ac LOS7-Ac  (KANG;  5a-colest-7,22,25-

¢ D) Gc) @ Gc) (21)(5c) (22) (5c) XU, 2008)  trien-3p-ol (ITOH
(6¢) et al., 1981) (8¢c)

1 38,18 37,05 38,13

2 29,85 29,75 29,81

3 71,25 73,72 71,49

4 38,18 37,05 38,13

5 40,48 40,28 40,44

6 31,67 29,92 31,61

7 117,71 117,67 117,58 117,53 117,87 117,3
8 139,70 139,76 139,68 139,68 139,69 139,4
9 49,66 49,48 49,87

10 32,03 34,03 34,38

11 21,55 21,68 21,71

12 39,68 39,63 39,63

13 40,96 40,99 43,69

14 55,33 55,29 56,09

15 23,18 23,01 23,17

16 28,60 28,30 28,62

17 56,10 56,09 56,32

18 12,26 12,28 12,46

19 13,24 13,15 13,44

20 40,70 40,54 40,67

21 21,76 20,97 21,78

22 138,32 137,23 138,33 137,27 138,29 137,0
23 129,70 130,40 129,71 130,45 129,63 130,2
24 51,43 51,44 51,65

25 31,67 148,77 31,84 149,00 32,02 148,5
26 21,15 109,76 21,36 109,56 21,58 109,6
27 19,15 19,15 19,15

28 25,59 25,41 25,52

29 12,26 12,28 12,46

AcOCHjs - - 21,14 21,68 -

AcO - - 170,94 170,94 -
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Figura 9- Espectro de absor¢éo na regido de infravermelho (KBr) de LOS 7
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Figura 10- Espectro de RMN **C de LOS 7 (125 MHz, CDCl3)
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Figura 11- Espectro de RMN *C-DEPT 135° de LOS 7 (125 MHz, CDCl5)
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Figura 12- Espectro de massa de LOS 7
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Figura 13- Espectro de RMN *H de LOS 7 (500 MHz, CDCls)
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3.3L0S 2 (3-7)

A fragdo cloroférmica do extrato hexanico dos talos de Luffa operculata
(LOEHT-C) apds cromatografia em coluna de gel de silica, permitiu o isolamento de um 6leo
de coloragéo branca, denominada LOS 2.

O espetro de RMN *C CPD (Figura 17, p. 102) apresentou uma série de sinais
compreendidos entre d¢c 14,80 e 34,89 referentes a &tomos de carbono ndo funcionalizados,
revelando o caréter alifatico de LOS 2. No espectro de RMN **C DEPT 135° (Figura 18, p.
103), os sinais entre ¢ 23,46 e 34,89 devidos varios carbonos metilénicos, com destaque para
a alta intensidade do sinal em 6¢ 30,51, assim como, o sinal para carbono metilico em d¢
14,80 (0w 0,88, t) indicou uma cadeia carbdnica longa ligada a um grupo carbonila com d¢
174,20. Essas observagdes permitiram deduzir a estrutura parcial CH3-CH,(CH2),-COR (1) de
LOS 2. Os espectros de RMN **C CPD e DEPT 135° revelaram, ainda, sinais para dois outros
carbonos metilénicos (8¢ 64,67 € 66,76) e um carbono metinico (d¢ 72,40) ligados a a&tomos de
oxigénio e/ou nitrogénio, além, de um sinal (6¢ 22,71) com intensidade dupla em relacdo ao
sinal em &¢c 14,80 (CHj3) indicativo de dois carbonos metilicos equivalentes, possibilitando
propor para R um dos dois segmentos: — O — CH, — CH, — O — CH(CH3), (I1)e — N —CH, —
CH, — O — CH(CHs); (111). No espectro de RMN *H (Figura 19, p. 104), foram observados
sinais em oy 4,38 (t, J=4,9 Hz, 2H) e 3,66 (t, J=5,2 Hz, 2H) e em 6y 3,57 (m, 1H) e 1,12 (d, J
= 6,7 Hz, 6H). No espectro de RMN 'H x 'H COSY (Figura 20, p. 105) as correlacdes
mutuais registradas entre os sinais em oy 4,38 e 3,66 e entre os sinais em oy 3,57 € 1,12,
foram em acordo com ambos 0s segmentos estruturais propostos. O espectro HMQC (*Jch)
(Figura 21, p. 106) exibiu, claramente, todos os pares de correlagdes esperadas: d¢c 64,67/6y
4,38, 66,76/3,66, 72,40/3,57 e 22,71/1,12. Por outro lado, o espectro HMBC (Figura 22, p.
107), registrou correlacdo que permitiu conectar a estrutura parcial 1 a um dos segmentos Il
ou I11. Assim, o espectro mostrou conectividade (*Jcy) dos hidrogénios do grupo CH; em &y
4,38 com o carbono carbonilico em &c 174,20. Em adicdo, as correlacdes (ZJCH) dos
hidrogénios do grupo dimetil geminado em oy 1,12 com o carbono metinico em o¢c 72,40 e
entre os hidrogénios dos grupos metileno de | [alfa (6n 2,39) e beta (64 1,67)] com o carbono
carbonilico (3¢ 174,20). Finalmente, os fragmentos no espectro de massa (Figura 23, p. 108),
devidos aos picos em m/z 311, 297, 283, 269 e 255 obtidos por rearranjos do tipo McLafferty
a partir dos ions moleculares em m/z 397, 383, 369, 355 e 341 (observados em 395, 381, 367,

353 e 339, respectivamente), permitiu propor para LOS 2, uma mistura de amidas definidas
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pelas estruturas do Quadro 4, p. 100. Outros picos importantes como m/z 86 (100%), 73 e 43

todos estdo de acordo com as estruturas proposta.

I’+t$3 A=

B

Tendo em vista pesquisa na literatura especializada, as amidas em questdo estao

sendo relatadas pela primeira vez, portanto, inéditas.
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Quadro 4- Estruturas dos componentes da mistura e fragmentos de massas propostos para LOS 2 (3-7)

n *e m/z Fragmentos do Nomenclatura
M rearranjo
O
14 397 311 || N-(2-isopropoxietil)eicosamida
T NH,
O
13 383 297 | | N-(2-isopropoxietil)nonadecanamida
N,
O
12 369 283 | | N-(2-isopropoxietil)octadacanamida
T NH,
O
11 355 269 | | N-(2isopropoxietil)heptadacanamida
75 NH,
O
10 341 255 N-(2-isopropoxietil)hexadecanamida

|
X NH,
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Tabela 3- Deslocamentos quimicos de RMN **C (125 MHz) e *H (500 MHz) em CsDsN de
LOS 2. Deslocamentos quimicos (6) em PPM e constante de acoplamento (J) em Hz.

HMQC HMBC

C 8(: OH 23 JcH

I 174,20 - H-1, H-2’, H-3°
CH;

1 64,67 4,38 (t, 4,9) H-2

2 66,76 3,66 (t, 5,2) H-1

2’ 34,89 2,39 (t, 7,4) H-3’

3’ 25,81 1,67 (m) H-2’

4 30,26 1,34-1,29 (m) -
5’-n 30,51-29,85 1,34-1,29 (m) -
n+1 32,64 1,34-1,29 (m) 3H-n+3
n+2 23,46 1,34-1,29 (m) -
CH

3 72,40 3,57 (M) H-4, H-2
CHs

4 22,71 1,12 (d, 6,0)
n+3 14,80 0,89 (t, 6,7) H-2, H-4

Tabela 4- Comparacéo dos deslocamentos quimicos de RMN 'H de LOS 2 com dados
descritos na literatura (MAIA et al., 2010).

Carbonos LOS 2 *Ceramida (MAIA, et al., 2010)
1 64,67 -
2 66,76 -
3 72,40 -
4 22,71 -
I 174,20 174,3
2’ 34,89 38,0
3’ 25,81 27,6
4 30,26 -
5°-n 30,51-29,85 31,3-31,0
n+1 32,64 33,4
n+2 23,46 24,2
n+3 14,80 15,5

* Somente a cadeia alifatica foi utilizada para comparacao.

101



Determinacdo Estrutural

08'vl
6961
1912
ILee
v €2
09°ve
18762
EE'6¢
59°6e
8862 =
B0°0E
E10E
9¢"0E
0r"0E
Py 0E
By 0E
15708
(L0E
r9°ck
68'vE
08'8E
GE'6E
L0°0p
EG'EY
88y
66y
1615
855
yG'95
B9'c9
(99
8,99
{89
or'eL

="

Ll

89°€2t
6827
60 vel
62 vel

w..im

b

Ll

8e 72l
£8'62)
mm.EV
(026 ——
B G~
95°SET
91°9€7
9€ "€}
by 9E}
£1°6€1

EF70GH
GE" 05T
95705}
89°061

02 7Ll

wod

»

bl nit s

20

40

I
140

Figura 17- Espectro de RMN **C de LOS 2 (125 MHz, CsDsN)
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Figura 18- Espectro de RMN “*C-DEPT 135° de LOS 2 (125 MHz, CsDsN)
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Figura 19- Espectro de RMN H de LOS 2 (500 MHz, CsDsN)
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Figura 20- Espectro *H x *H-COSY de LOS 2 (125 MHz, CsDsN)
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Figura 21- Espectro HMQC de LOS 2 (500 e 125 MHz, CsDsN)
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Figura 22- Espectro HMBC de LOS 2 (500 e 125 MHz, CsDsN)
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3.4L0S 8 (8¢e9)

A fracdo acetato de etila do extrato etandlico das cascas do fruto de Luffa
operculata (LOEECA-Ac) ap6s cromatografia em coluna em gel de silica, permitiu o
isolamento de um sélido amorfo branco, solivel em piridina e com ponto de fusdo 136,8 —
137,3 °C, denominado LOS 8.

O espectro de absorgédo na regido do IV (Figura 24, p. 114) de LOS 8, registrou
bandas em 3.336 e 3.218 (médias), 2.918 e 2.849 (fortes), 1.621 (média) e 1.070/1.025 cm™
(fracas) relacionadas com deformagdo axial (vmax) de grupos OH/NH, CH/CH2/CH3, C = 0O
e C — O/C — N, respectivamente, além, de bandas em 1.544, 1.466 e 750 cm™
correspondentes a deformagdo angular (6max) de grupos NH, CH,/CHs e CH,, respectivamente.

O espetro de RMN *C CPD (Figura 25, p. 115) apresentou uma série de sinais
compreendidos entre 6c 14,55 e 53,42 referentes a 4tomos de carbono ndo funcionalizados,
revelando o caréter alifatico de LOS 8. No espectro de RMN **C DEPT 135° (Figura 26, p.
116), os sinais invertidos entre 6¢ 23,33 e 36,29, com destaque para a alta intensidade do sinal
em o¢ 29,95, indicou a presenca de cadeia carbonica longa constituida de elevado nimero de
grupos metilénicos. A comparacéo entre os espectros de RMN **C CPD e DEPT, identificou,
também, seis carbonos metinicos, sendo, um em 6¢ 53,33, trés carbindlicos (d¢ 72,75, 73,26 e
77,32) e dois olefinicos (¢ 131,04 e 131,16). Foram identificados ainda os sinais em 6¢ 14,55
e 62,38 devidos a carbonos metilico e metilénico oxigenado, respectivamente, alem do sinal
em d¢ 175,64, indicativo de carbono carbonilico de funcéo éster ou amida.

No espectro de RMN *H (Figura 27, p. 117) foi observado um sinal em & 8,61 (d,
1H), deslocamento quimico compativel com um hidrogénio de amida secundaria ligada a um
carbono metinico (RCONHR') e em acordo com os espectros IV (ve=o0 1.621 cm™) e RMN *C
(8¢ 175,64). No espectro de RMN *H x *H COSY (Figura 28, p. 118), o hidrogénio com
ressonancia em oy 8,61 acoplou com o hidrogénio metinico em éy 5,13 (8¢ 53,33), que, por
sua vez, acoplou com o hidrogénio metinico carbindlico em 6y 4,38 (¢ 77,32) e com 0S
hidrogénios metilénicos em oy 4,45 e 4, 53 (3¢ 62,38; CH, — O). O espectro HMQC (1JCH)
(Figura 29, p. 119), além das correlacdes de hidrogénios e carbonos mencionadas, tornou
possivel também correlacionar os outros dois hidrogénios metinicos carbindlicos em 614,32 e
4,64 aos carbonos com deslocamentos quimicos em d¢ 73,26 e 72,75, respectivamente. Em
adicdo, no espectro HMBC (**Jcn) (Figura 30, p. 120), o hidrogénio em & 4,38 além de
conectividade com os carbonos em ¢ 53,42 e 62,36, mostrou conectividade com o carbono

carbinolico em &¢ 73,26, como também, com o carbono metilénico em ¢ 34,55. Em conjunto,
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essas observagoes, tendo como base a fungdo amida RCONHR’, permitiram definir, em parte,

0 substituinte R’ levando a uma estrutura parcial (1V)

i o oon 0 oo
R-C-NH-CH-CH-CH-CH,- - CHy - CH- CH - C-NH - CH - CH - CH - CH, -
CH,OH OH CH,OH

v Y%

Por outro lado, também no espectro HMBC (Figura 30, p. 120), o sinal do
hidrogénio carbindlico em oy 4,64 (6c 72,75) exibiu correlagdo com o sinal do carbono
carbonilico e com os sinais dos carbonos metilénicos em d¢c 36,17 e 26,19, situacao
condizente com a localizacdo de um grupo hidroxila no carbono alfa a carbonila. Assim, os
deslocamentos quimicos d¢c 36,17 e 26,19 foram atribuidos aos carbonos beta e gama e
permitiram expandir (IV — V) a estrutura parcial, definindo, em parte, o substituinte R.

Tendo em vista a analise acima, e a comparagcdo com dados espectroscopicos [1V,
RMN (*H e °C) e EM] da literatura (SU et al., 2002; OUESLATI et al., 2005; VERAS, 2006,
MAIA et al., 2010) e os picos registrados no espectro de massa de alta resolucdo (Figura 31,
p. 121) de LOS 8, foi proposta as estruturas de uma mistura de ceramidas com estrutura geral
VI.

OH
@) OH H

|
/\/W“H ~

OH H OH H

Vi

Outros picos no espectro de massa (Figura 32, p. 122) correspondentes aos
fragmentos em m/z 97 (*CH,CHCHCH,CH,CH,CH;), 57 (‘CH,CH,CH,CHs3) e 43
("CH,CH,CH,) foram compativeis com a localizagdo da ligagdo dupla entre os atomos de
carbono C-19 e C-20. A estereoquimica com configuracdo E foi estabelecida com base nos
deslocamentos quimicos dos carbonos metilénicos adjacentes aos carbonos olefinicos no
espectro RMN 3C, para os quais, sdo observados deslocamentos quimicos em 8¢ =~ 27,0 nos

isOmeros Z e d¢c ~ 32,0 nos isdmeros E (ROSSI; VERACINI, 1982; CATENI et al., 2003;
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OUESLATI et al., 2005). Em LOS 8, os citados carbonos mostraram ressonancia em d¢ 33,31
e 34,23, ou seja, em concordancia com estereoquimica E.

Apb6s a comparagdo com compostos analogos (OUESLATI et al., 2005; VERAS,
2006, RAMOS et al., 2006; SANDJO et al., 2008; CHEISTOPHE et al., 2008; MAIA et al.,
2010) a estereoquimica relativa para os estereocentros 2, 3, 4 e 2 ' foi supostamente S*, S*,
R* e R*, respectivamente. Com base dos dados acima mencionados, as estruturas de
compostos 8 e 9 foram estabelecidos como rel-(2S, 3S, 4R, 19E) -2 - [(2'R) -2 "-hidroxi-
docosanoilamino]-tetracosadec-19- eno-1 ,3,4-triol (8) e rel-(2S, 3S, 4R, 19E) -2 - [(2R) -2 -
hidroxi-henicosanoilamino]-tetracosadec-19-eno-1, 3, 4-triol (9).

Esses dados corroboram as estruturas propostas para as ceramidas 8 e 9:

n+2 3
n+3 n+1 " !
OH H OH

(8) [M-H] 7365277 n=15 m=11
(9) [M-H] 722.3396 n=14 m=11

As estruturas das cadeias acila foram confirmadas pela analise da mistura de produtos
(10 e 11), resultante da metanolise de 8 e 9. O espectro de massa obtido atraves do sistema
CG-MS (Figura 33, p. 123) de 10 e 11 foi de acordo com as estruturas de 8 e 9, mostrando a
presenca de dois constituintes, os quais foram identificados como metil-2-hidroxi-
docosanoato (m/z 370 [M 4-']) metil-2-hidroxi-henicosanoato e (m/z 356 [M 4-']).

P

10) M¥ 370 n=16 a4
(11) MT 356 n=15 n

aH

Diversas outras correlacBes extraidas dos espectros bi-dimensionais relacionadas na
Tabela 5, p. 112, corroboram as estruturas propostas para 8 e 9.
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Tabela 5- Deslocamentos quimicos de RMN **C (125 MHz) e *H (500 MHz) em CsDsN de 8

e 9. Deslocamentos quimicos (6) em PPM e constante de acoplamento (J) em Hz.

HMQC HMBC
I 175,64 - NH-1’
CH
2 53,42 5,13 (m) NH-1°; H-1; H-3
3 77,32 4,38 (m) H-1; H-2; H-5
4 73,26 4,32 (m) H-3; H-5
19 131,16 5,53 (m) -
20 131,04 5,53 (m) -
2 72,75 4,64 (m) -
CH,
1 62,36 4,45; 4,53 (m) H-2; H-3
5 34,55 1,95; 2,30 (m) H-3
6 27,00 1,71; 1,80 (m) H-5
7-17 30,25-30,53 1,27-1,33 (m) -
18 33,31 2,05 H-19; H-20
21 34,23 2,00; 2,30 (m) -
22 32,43 1,27-1,33 (m) -
23 23,28 1,27-1,33 (m) H-24
3 36,17 2,05; 2,25 H-2°
4 26,19 1,71; 1,80 H-2°
5°-n 30,25-30,53 1,27-1,33 (m) -
n+1 32,43 1,27-1,33 (m) -
n+2 23,28 1,27-1,33 (m) -
CHa
n+3 14,55 0,89 (t, 6,4) -
24 14,55 0,89 (t, 6,4) -
1’ 17,64 - NH-1°
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Tabela 6- Comparacdo dos deslocamentos quimicos de RMN *3C (125 MHz) e *H (500 MHz)
em CsHsN de 8 e 9 com dados descritos na literatura em CsHsN (SU et al., 2002; VERAS,

2006)
Carbonos  8e 9 (8¢) 89 (6n) Ceramida Ceramida (VERAS,
(VERAS, 2006) 2006) (w)
(8c)
1 62,36 4,53 (m)/4,45 (m) 63,10 4,52(m)/4,45 (m)
2 53,42 5,13 (m) 54,04 5,13 (m)
3 77,32 4,38 (m) 77,92 4,37 (m)
4 73,26 4,32 (m) 74,08 4,29 (m)
5 34,55 2,30/1,95 (m) 34,89/35,21 2,27/1,95 (m)
6 27,00 1,80/1,71 (m) 26,87 1,80/1,73
7-17 30,25-30,53  1,32-1,27 (m) 31,40-30,57 1,36-1,26 (m)
18 33,31 2,10 (m) 34,03 2,17
19 131,16 5,53 (m) 131,87 5,53 (m)
20 131,04 5,53 (m) 131,75 5,53 (m)
21 34,23 2,30/2,00 (m) 34,34 2,01 (m)
22 32,43 1,32-1,27 (m) 33,18 1,36-1,26 (m)
23 23,28 1,32-1,27 (m) 23,98 1,36-1,26 (m)
24 14,55 0,89 (t, 6,4) 15,32 0,89 (t, 6,2)
I’ 175,64 - 176,11 -
2 72,75 4,64 (m) 73,54 4,63 (m)
3 36,17 2,25/2,05 36,67 2,23/2,03
4 26,19 1,71-1,80 27,70 1,80-1,73
5’-n 30,25-30,53  1,32-1,27 (m) 31,40-30-57 1,36-1,26 (m)
n+1 32,43 1,32-1,27 (m) 33,18 1,36-1,26 (m)
n+2 23,28 1,32-1,27 (m) 23,98 1,36-1,26 (m)
n+3 14,55 0,89 (t, 6,4) 15,32 0,89 (t, 6,2)
HN-1’ - 8,64 (d, 8,9) - 8,58 (d, 8,9)
HO-1 - - - 6,72 (sl)
HO-3 - - - 6,72 (sl)
HO-4 - - - 6,26 (sl)
HO-2’ - - - 7,63 (sl)
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Figura 24- Espectro de absor¢do na regido de infravermelho (KBr) de LOS 8
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Figura 25- Espectro de RMN **C de LOS 8 (125 MHz, CsDsN)

115



Determinacdo Estrutural

Figura 26- Espectro de RMN “*C-DEPT 135° de LOS 8 (125 MHz, CsDsN)
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Figura 27- Espectro de RMN *H de LOS 8 (500 MHz, CsDsN)
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Figura 28- Espectro 'H x *H-COSY de LOS 8 (125 MHz, CsDsN)
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Figura 30- Espectro HMBC de LOS 8 (500 e 125 MHz, CsDsN)
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3.5L0S 5 (12)

O extrato etanolico dos talos de Luffa operculata (LOEET-C) ap0s sucessivas
colunas cromatogréficas em gel de silica forneceu LOS 5 como sélido cristalino alaranjado,
solGivel em acetona e com ponto de fusdo 247,5 — 248,5 °C.

Os espectros de RMN *C [CPD (Figura 34, p. 127) e DEPT 135° (Figura 35, p.
128)] em combinagdo com os espectros de RMN obtidos de deteccdo inversa [HMQC (Figura
36, p.129) e HMBC (Figura 37, p. 130)] indicaram um total de 15 &omos de carbono e um
total de 7 hidrogénio ligados a carbonos. Os tipos de carbono exibidos pelos espectros de
RMN **C e DEPT 135° foram: um carbono metilico (8¢ 22,13), quatro carbonos metinicos (8¢
124,73, 121,05, 109,81 e 108,56) e dez ndo hidrogenados, sendo, dois carbonilicos (8¢ 190,01
e 182,13), trés oxigenados (6¢ 166,84, 165,15 e 162,01), e cinco ndo oxigenados (d¢ 148,74,
135,70, 133,47, 114,04 e 109,27). Esses assinalamentos foram consistentes com a formula
molecular empirica C15H100s, que encerra a existéncia de trés grupos hidroxila e indice 11 de
deficiéncia de hidrogénio (IDH). A ocorréncia de sinais para doze carbonos insaturados (trés
oxigenados), juntamente, com a presenca de sinais para dois carbonos carbonilicos em ¢
190,01 e 182,13 no espectro de RMN *C, surgeriram para LOS 5 a estrutura de uma

antraquinona (V1) sustenando trés grupos hidroxila e um grupo metila.

No espectro de absorcdo na regido do IV (Figura 38, p. 131) foram registradas
uma forte banda em 3.417 cm™ (vo) devido a grupos hidroxila e bandas em 1.692 e 1.625
cm™ (ve=o) de grupos carbonila, em acordo com o espectro de RMN *C (8¢ 190,01 e 182,13).

O espectro de RMN *H (Figura 39, p. 132) de LOS 5, mostrou sinais simples em
on 12,16 e 12,05 atribuidos a hidrogénios de hidroxilas fendlicas queladas, sinal de
hidrogénios metilico em &4 2,41 (s, 3H), um par de dubletos referentes a hidrogénios meta
acoplados em &y 7,48 (d, 1H, J=2,3 Hz) e 7,09 (d, 1H, J=2,3 Hz), além, de outro par de
dubletos de hidrogénios meta acoplados em &y 6,56 (d, 1H, J=0,5 Hz) e 7,15 (d, 1H, J=2,3

Hz). Esses dados indicaram com alternativa para LOS 5 a estrutura abaixo:
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(12)

Os acoplamentos citados acima, entre os sinais em oy 7,48 e 7,09, atribuidos
respectivamente, aos hidrogénios H-4 e H-2, foram confirmados através do espectro
bidimensional de correlagdo hidrogénio e hidrogénio (*H x *H COSY, Figuras 40 e 41, p. 133
e 134) o qual, mostrou também fracas correlacdes dos sinais desses hidrogénios com o sinal
dos hidrogénios metilico em oy 2,41 (CHs3-3). Em adicdo, no espectro bidimensional de
correlacdo heteronuclear de hidrogénio e carbono-13 através de duas e trés ligacdes (**Jcn *H
x C HMBC) (Figura 37, p. 130) os hidrogénios com maiores deslocamentos quimicos [8
7,48 (H-4) e 7,15 (H-5)] exibiram acoplamento (*Jci) com o carbono carbonilico em 8¢
182,13 (C-10) e acoplamento (*Jcy) com o carbono carbonilico em 8¢ 190,60 (C-9).

Assim, os dados extraidos dos espectros no 1V, RMN *H e RMN *3C permitiram
identificar LOS 5 como sendo a quinona 1,6,8-tri-hidroxi-3-metilantraquinona (12),
conhecida comumente como Emodina, que apesar de ja aparecer registrada na literatura
(COHEN; TOWERS, 1995; BARBOSA, 1999) (Tabela 8, p. 126), seu isolamento a partir de
Luffa operculata é descrito pela primeira vez, sendo portanto inédita para o género e a
espécie. Em plantas superiores, encontram-se antraquinonas sobre tudo nas familias
Rubiaceae, Caesalpiniaceae, Rhamnaceae, Polygonaceae, Liliaceae, Verbenaceae e
Asphodelaceae. Nas Caesalpinaceas as antraquinonas tipicas sdo as do tipo emodina-
crisofanol (SIMOES et al., 2004). Esse é um dos raros relatos de antraquinonas isoladas a
partir de Luffa.

Vale ressaltar que alguns deslocamentos quimicos de atomos de carbono
relacionados para LOS 5 (C-2, C-4, C-4a e C-10a) (Tabela 8, p. 126) foram diferentes
daqueles registrados na literatura. Porém, a atribuicdo dos deslocamentos quimicos dos
atomos de carbono e hidrogénio de LOS 5, foram atribuidos com base nos espectros de RMN
2D.

Todas as atribuicBes de deslocamentos quimicos, estabelecidas com base nos
espectros de ressonancia magnética nuclear bidimensional (RMN 2D) foram sumariados na

Tabela 7, p. 126.
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Tabela 7- Deslocamentos quimicos de RMN **C (125 MHz) e *H (500 MHz) em DMSO-ds
de LOS 5. Deslocamentos quimicos (6) em PPM e constante de acoplamento (J) em Hz.

HMQC HMBC

C dc OH 23 JeH

1 165,15 - H-2

3 148,74 - OH-1; H-2; H-4
4a 135,70 - Nao observado

6 166,84 - H-7

8 162,01 OH-8

8a 109,27 - H-5; H-7; OH-8

9 190,01 - H-4; H-5

9a 114,07 - OH-1; H-4
10 182,13 - H-4; H-5
10a 133,47 - Nao observado
CH

2 121,05 7,09 (d, 2,3) H-4; CHs-3

4 124,73 7,48 (d, 2,3) H-2; CHs-3

5 109,81 7,15 (d, 2,3) H-7

7 108,56 6,56 (d, 2,3) H-5
CHjs

3 22,13 2,41 H-2; H-4

Tabela 8- Comparacdo dos deslocamentos quimicos de RMN **C de LOS 5 com dados
descritos na literatura em DMSO-ds (COHEN; TOWERS, 1995) e em CDCI; (BARBOSA,
1999).

Carbonos LOS 5 Emodina (COHEN; Emodina (BARBOSA, 1999)
TOWERS, 1995)

1 165,15 161,3

2 121,05 124,0

3 148,74 148,1

4 124,73 120,3

4a 135,70 132,6

5 109,81 108,7

6 166,84 165,5

7 108,56 107,8

8 162,01 164,4

8a 109,27 108,8

9 190,01 189,5 190,8°
9a 114,07 113,1

10 182,13 181,1 182,0°
10a 133,47 134,9
CHs 22,13 21,5

8. Somente carbonilas foram utilizadas para comparago.
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Figura 34- Espectro de RMN “*C de LOS 5 (125 MHz, Acetona-ds, DMSO-ds)
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Figura 39- Espectro de RMN *H de LOS 5 (500 MHz, DMSO -dg, Acetona-ds)
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3.6 LOS 3 (13)

O extrato etandlico dos talos de Luffa operculata ap6s sucessivas colunas
cromatogréaficas em gel de silica forneceu LOS 3 como s6lido cristalino alaranjado, sollvel
em cloroférmio e com ponto de fusdo 234,9 — 235,7 °C.

O espectro de RMN *C CPD (Figura 42, p. 138) de LOS 3 com ajuda dos
experimentos de DEPT 135° (Figura 43, p. 139), HMQC (Figura 44, p. 140) e HMBC (Figura
45, p. 141), indicaram um total de 15 atomos de carbonos e um total de 8 atomos de
hidrogénio ligados a carbonos. Os tipos de carbonos foram exibidos pelos espectros de RMN
3C CPD e DEPT 135° como um carbono metilico ligado (0c 22,49), cinco metinicos (O¢
137,19, 124,79, 124,60, 121,60 e 120,17) e nove ndo hidrogenados, sendo, dois carbonilicos
(0c 182,24 e 192,79) e cinco nao oxigenados (d¢ 149,58, 133,89, 133,53, 117,00 e 113,00).
Esses assinalamentos foram consistentes com a formula molecular empirica CisH1004,
encerrando a existéncia de dois grupos hidroxila e indice 11 de deficiéncia de hidrogénio
(IDH). A ocorréncia de sinais para dois carbonos carbonilicos em ¢ 192,79 e 182,24 no
espectro de RMN *3C, indicaram para LOS 3, como o caso de LOS 5, a estrutura de uma

antraquinona (V111) sustentando dois grupos hidroxila e um grupo metila.

0]

; 2 8a ||996 : )
6 10a 4a 3
|
O
AL

No espectro de absor¢do na regido do IV (Figura 46, p. 142), foram registradas
uma forte banda em 3.417 cm™ (vo.+) de dois grupos hidroxila e bandas em 1.677 e 1.627 cm’
! (ve=0) de grupos carbonila, em acordo com o espectro de RMN *3C (8¢ 182,24 e 192,79).

O espectro de RMN *H de LOS 3 (Figura 47, p. 143), mostrou sinais simples em
oy 12,13 e 12,02 devidos a hidrogénios de hidroxilas fendlicas queladas, sinal de hidrogénios
metilico em oy 2,47 (s, 3H) e sinais para cinco hidrogénios arométicos em oy 7,83 (dl, 1H,
J=8,0 Hz), 7,69 (tl, 1H, J=8,0 Hz), 7,67 (sl, 1H), 7,30 (dl, 1H, J=8,0 Hz) e 7,11 (sl, 1H). Por
comparacdo com LOS 5 e tendo em vista os dois grupos hidroxilas quelados com 0s grupos

carbonilas, a alternativa resultante para LOS 3 foi a estrutura abaixo:
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(13)
O espectro de RMN *H x *H COSY (Figura 48, p. 144) mostrou, como em LOS 5,

acoplamento do sinal do grupo metila [6y 2,47 (S)] com os sinais de dois hidrogénios ligados

a carbono aromatico, ou seja, H-2 (64 7,11, sl) e H-4 (84 7,67, sl). Este espectro também
registrou correlacBes entre os sinais atribuidos aos hidrogénios H-5 (64 7,83, dl), H-6 (4 7,69,
tl) e H-7 (84 7,30, dI). Por outro lado, no espectro de HMBC (**Jcn) (Figura 45, p. 141), o
hidrogénio H-5 mostrou correlagdes com os carbonos C-6 (6¢ 137,19), C-7 (6¢ 124,79), C-8a
(6c 117,00) e C-10 (5¢ 182,24).

Assim, os dados extraidos dos espetros no 1V, RMN *H e RMN **C permitiram
identificar LOS 3 como sendo a quinona 1,8-di-hidroxi-3-metilantraquinona (13), conhecida
comumente como Crisofanol, embora a antraquinona, ja se encontre registrada na literatura
(DAGNE; STEGLICH, 1984; MACEDO, 2006) (Tabela 10, p. 137), € a primeira vez que seu
isolamento a partir de Luffa operculata é relatado, sendo, portanto inédita para o género e a
espécie.

Todas as atribuicdes de deslocamentos quimicos, estabelecidas com base nos
espectros de ressonancia magnética nuclear bidimensional (RMN 2D) foram sumariados na
Tabela 9, p. 137.
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Tabela 9- Deslocamentos quimicos de RMN **C (125 MHz) e *H (500 MHz) em CDCl; de
LOS 3. Deslocamentos quimicos (6) em PPM e constante de acoplamento (J) em Hz.

HMQC HMBC

C dc OH 23 JeH

1 162,96 - H-2, OH-1

3 149,58 - H-2, CH3-3
4a 133,53 - H-4

8 162,66 - H-6, H-7, OH-8
8a 116,00 - H-5, H-7, OH-8

9 192,79 - H-4, H-5

%9a 114,00 - H-2, H-4, OH-1
10 182,24 - H-4, H-5
10a 133,89 - H-6

CH

2 124,60 7,11 (sl) H-4, CHs-3

4 121,59 7,67 (sl) H-2, CHs-3

5 120,16 7,83 (dl, 8,0) H-6, H-7

6 137,18 7,69 (tl, 8,0) H-5, H-7

7 124,79 7,30 (dI, 8,0) H-5, H-6, OH-8
CHjs

3 22,49 2,47 (S) H-2, H-4

Tabela 10- Comparagdo dos deslocamentos quimicos de RMN **C em CDCl; de LOS 3 com
dados descritos na literatura em Acetona-ds (DAGNE; STEGLICH, 1984) e em DMSO-ds (
MACEDO, 2006).

Carbonos LOS 3 Crisofanol (DAGNE;  Crisofanol (MACEDO, 2006)
STEGLICH, 1984)

1 162,96 162,9

2 124,60 124,5

3 149,58 149,5

4 121,59 121,5

42 133,53 133,4

5 120,16 120,1

6 137,18 137,1

7 124,79 124,7

8 162,66 162,6

g2 116,00 116,0

9 192,79 192,6 192,52
92 114,00 1139

10 182,24 182,0 181,9°
102 133,89 133,8
CHs 22,79 22,4

& _ Somente carbonilas foram utilizadas para comparagao.
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Figura 42- Espectro de RMN **C de LOS 3 (125 MHz, CDCl;)
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Figura 43- Espectro de RMN *C-DEPT 135° de LOS 3 (125 MHz, CDCl5)
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Figura 44- Espectro HMQC de LOS 3 (500 e 125 MHz, CDCls)
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3.7 LOS 4 (14 e 15)

O extrato etanolico dos talos de Luffa operculata (LOEET-C) ap0s sucessivas
colunas cromatograficas em gel de silica e em gel de silica “flash” forneceu um 6leo amarelo,
soltvel em cloroférmio.

O espectro de absorcdo na regido do 1V (Figura 49, p. 147) apresentou bandas de
absorcédo intensas devidas a deformacéo axial de ligacdo C-H de grupos CH; e CH3 (v
2.924 e 2.854 cm™), bandas caracteristicas de deformacfo axial de grupo carbonila (ve=o
1.739 cm™) e de ligagdo C — O (vco 1.177 cm™) além, de bandas associadas a deformagéo
angular dos grupos metil € metileno (dcnz/cHz 1.462 cm'l).

A anélise comparativa entre os espectros de RMN **C CPD (Figura 50, p. 148) e
DEPT 135° (Figura 51, p. 149) permitiu verificar as multiplicidades dos atomos de carbono.
Assim, o espectro de RMN *C CPD exibiu vérios sinais na regido de carbonos sp®
compreendidos entre dc 22,89 e 34,59, todos os carbonos metilénicos, com destaque para o
sinal de alta intensidade em 6¢ 29,80, além de sinais devidos a dois carbonos metilicos em d¢
14,29 e 14,44. Em adicdo, o espectro mostrou sinal para carbono metilénico oxigenado (d¢
60,30) e sinal devido a carbono carbonilico de éster (6¢c 174,06).

O espectro de RMN *H (Figura 52, p. 150) apresentou sinais em &y 0,88 (t, J=3,4,
3H) e o4 4,12 (g, 2H), caracteristicos de grupamento carboetoxila. Vale ressaltar os sinais em
oy 2,27 (t, J=7,5, 2H) e oy 1,61 (m, 2H), atribuidos aos hidrogénios metilénicos alfa e beta,
respectivamente, em relacdo a carbonila, como também, o sinal de alta intensidade em &y
1,28-1,23 devido a diversos hidrogénios metilénicos.

O espectro de massa do pico de maior intensidade no cromatograma (Tg 24.974)
(Figuras 53 e 54, p. 151 e 152 ) revelou-se compativel com uma mistura de ésteres alifaticos,

podendo-se observar picos de baixa intensidade compreendidos entre 430-270 Daltons, com

destaque para o pico em m/z 284 (MT) que permitiu propor um componente principal na
mistura (14). O pico em m/z em 255 (M-29) foi compativel com um éster etilico alifatico
(Tabela 11, p. 146).
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Tabela 11- Fragmentacdo de LOS 4 (14) no espectrometro de massa

+ o m/
Z
ﬁ M
P O/\MI4
LOS 4 (14) 284 255
Acetato de Hexadecanoila

O espectro de massa do segundo pico de maior intensidade do cromatograma (Tr

27.157) (Figura 53 e 55, p. 151 e 152) exibiu um pico em m/z 312 (M*-') e permitiu identificar
um componente (15) principal na mistura. O pico em m/z em 283 (M-29) foi compativel com

a estrutura de um éster alifatico etilico (Tabela 12, p. 146).

Tabela 12- Fragmentacao de LOS 4 (15) no espectrometro de massa

+ o /
m/z
ﬁ M
/\O/\ML
LOS 4 (14) 312 283
Acetato de Hexadecanoila

O pico em m/z 73 (C3Hs0O,) observado nos espectros de massa reforcou as

estruturas dos ésteres etilicos propostos.

LOS 4 (14): 29 + 44 + 14n + 15 = 284

/ﬁ\ n= 14
o, LOS 4 (15): 29 + 44 + 14n + 15 = 312
n=16

LOS 4 (14) n= 14
LOS 4 (15) n= 16
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Figura 50- Espectro de RMN **C de LOS 4 (125 MHz, CDCl5)
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Figura 51- Espectro de RMN **C-DEPT 135° de LOS 4 (125 MHz, CDCl5)
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Figura 52- Espectro de RMN *H de LOS 4 (500 MHz, CDCl5)
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3.8 LOS 6 (16)

O extrato etandlico dos talos de Luffa operculata, apds sucessivas colunas
cromatogréaficas em gel de silica, forneceu da fracdo acetato de etila como um sélido branco
amorfo com ponto de fuséo 262,4 — 262,8 °C, soltvel em piridina, denominado LOS 6.

O espectro na regido do IV (Figura 56, p. 158) exibiu bandas de absorcéo
caracteristicas de grupos hidroxila (vo.4 3.463 cm™), metila ¢ metileno (ven 2.938 cm™;
Schalchz1.378 e 1.461 e cm™), carbonila (ve=o 1.685 cm™) e bandas relativas a deformacao
axial de ligagdo C — O (vc.0 1.200 e 1.010 cm™) atribuidas & funcao &lcool.

O espectro de RMN 'H (Figura 57, p. 159) mostrou como destaques, sinais
caracteristicos para sete grupos metila, todos terciarios [6y 0,99 (s), 1,05 (s), 1,05 (s), 1,10 (s),
1,22 (s), 1,28 (s) e 1,42 (s)] e um sinal em &y 3,38 referente a hidrogénio carbindlico.

O espectro de RMN **C CPD (Figura 58, p. 160) exibiu sinais para 30 4&tomos de
carbono, incluindo, a presenga das fungdes acido carboxilico (6¢c 181,68), olefina (5¢ 134,89 e
134,45) e alcool (8¢ 78,34). A comparagéo entre os espectros de RMN *C CPD e DEPT 135°
(Figura 59, p. 161) possibilitou definir o padrdo de hidrogenacdo de todos os atomos de
carbono (Tabela 13, p. 155) e sugerir a formula molecular C3oH4303 para LOS 6. Os sinais em
8¢ 134,89 (C) e 134,45 (C), no espectro de RMN *C, caracterizaram uma ligacdo dupla
tetrassubstituida e o sinal em ¢ 78,34 (CH) um carbono metinico oxigenado. Dos 7 indices de
deficiéncia de hidrogénio previstos, 2 consistiram de duas ligagdes duplas [sinais no espectro
de RMN *3C (Figura 58, p. 160) devido a uma ligagio C = O (8¢ 181,68) e a uma ligacdo C =
C (6¢c 134,89 e 134,45)]. Consequentemente, a estrutura de LOS 6 exigiu um esqueleto
carb6nico pentaciclico como nos triterpendides das séries oleanano e ursano. Tendo em vista
essa deducdo, o grupo hidroxila foi localizado no carbono C — 3, posi¢cdo comumente oxidada
nesses tipos de compostos, condicdo confirmada no espectro *H x *C HMBC (3Jcn) (Figura
60, p. 162) através da correlacdo dos hidrogénios dos grupos metila 3H-23 (6 1,22) e 3H-24
(84 1,04) com o carbono C — 3 (8¢ 78,34). O espectro *H x *C HMQC (*Jcn) (Figura 61, p.
163) (Tabela 14, p. 156) estabeleceu a correlagdo direta entre os sinais em 6y 3,38 (H — 3) e
8¢ 78,34 (C — 3), a0 passo que, a analise do espectro de *H x *H COSY (Figura 62, p. 164)
mostrou conectividade entre os hidrogénios com ressonancias em dy 3,38 (H—-3) e 1,84 (H -
2a). A multiplicidade do sinal em &y 3,38 do hidrogénio H — 3 permitiram calcular valores de
acoplamento (J = 10,0 e 5,0 Hz) compativeis com interacdo axial-axial e axial-equatorial,

indicando estereoquimica beta para o grupo hidroxila. Considerando as evidentes interacdes

153



Determinacdo Estrutural

dos sinais dos hidrogénios de dois grupos metila com os sinais dos carbonos olefinicos ndo
hidrogenados no espectro HMBC (Figura 60, p. 162), a ligagéo dupla foi localizada entre os
carbonos C — 8 e C — 9, ou seja, em acordo com as correlacbes observadas entre 0S grupos
3H-25 (64 0,99) e 3H-26 (64 1,05) com os carbonos C — 8 (6¢ 134,89) e C — 9 (134,45),
respectivamente. Esta condigdo teve como base a possivel modificagdo estrutural do esqueleto
triterpénico ursano/oleanano em conseqiiéncia de formacéao de ligagdo dupla entre os carbonos
C—-8¢e C -9 com migracdo dos grupos metila 3H-26 e 3H-27 para os carbonos C — 14 e C —
13, respectivamente. Triterpenos com esta caracteristica estrutural ja foram observados em
ocasides anteriores (AKIYAMA; HAYASHI, 2002). Em adicéo, o experimento HMBC (*Jcr)
(Figura 60, p. 162) demonstrou que o sinal (64 1,42) dos hidrogénios de um dos grupos metila
interage com o sinal (8¢ 181,68) do carbono do grupo carboxila. Esta observagdo foi
justificada admitindo que um dos grupos metila (3H-29) no triterpeno do tipo oleanano foi
oxidado, modificagdo estrutural tambem ja observada em outros exemplos (CHO et al., 1992;
TABATA et al., 1993).

Assim, LOS 6 foi caracterizado como sendo o 3B-hidroxi-D:C-friedo-olean-8-en-
29-06ico, conhecido como &cido briondlico, um triterpeno relativamente raro e para o qual,
uma serie de atividades farmacoldgicas (CHO et al., 1992; CHIE et al., 2002) ja foram

relatadas por alguns autores.

Diversas outras correlacdes de confirmacdo da estrutura foram observadas nos
espectros bidimensionais [*H x H COSY (Figura 62, p. 164), *H x *C HMQC (*Jc) (Figura
61, p. 163) e *H x *C HMBC (**Jcn) (Figura 60, p. 162)]. As correlacdes dos espectros
HMQC e HMBC foram relacionadas na Tabela 14, p. 156. Algumas extraidas do experimento

HMBC foram indicadas nas subestruturas abaixo.
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Quadro 5- Subestruturas para LOS 6, mostrando as correlacBes a mais de uma ligacdo observadas no espectro
de HVIBC.

Conforme pesquisa bibliogréfica, este & o primeiro relato de isolamento dessa
substancia a partir de Luffa operculata, embora comum em algumas espécies da familia
Cucurbitaceae (CHIE et al., 2002).

Tabela 13- Deslocamento quimico de carbono-13 (8) para LOS 6 obtidos dos
desclocamentos de RMN **C — CPD e DEPT 135° (125 MHz, CsDsN).

C(9) CH (8) CHo, (8) CHs; (8) TOTAL
31,60 45,46 19,91 16,82
37,99 51,25 21,37 18,28
38,12 78,34** 25,77 20,43
39,71 28,27 22,69
40,91 28,97 28,93
42,44 30,82 31,44
134,89 30,98 33,64
134,45 31,74
181,68 35,37
35,82
37,81
Co02 C3H30 CuH22 C/H2z CzoH1803

“Oxigénios devidos a um grupo CO,
" Oxigénio devido a um grupo hidroxila OH
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Tabela 14- Deslocamentos quimicos de RMN *3C (125 MHz) e *H (500 MHz) em CsHsN de
LOS 6 . Deslocamentos quimicos (6) em PPM e constante de acoplamento (J) em Hz.

HMQC HMBC

C d¢ OH 23 JeH

4 39,71 - 3H-23; 3H-24

8 134,89 - 3H-26

9 134,45 - 3H-25

10 38,12 - 3H-25

13 37,99 3H-27; 3H-26
14 42,44 - 3H-26; 3H-27
17 31,60 - H-19a

20 40,91 - H-19a; 3H-30
29 181,68 - H-19a; H-19b; 3H-30
CH -

3 78,34 3,38 (dd, 10,0; 5,0) 3H-23; 3H-24; 3H-25

5 51,25 1,08 3H-23; 3H-24; 3H-25
18 45,46 1,57 3H-28
CH: 3H-25

1 35,82 1,63; 1,84 -

2 28,27 1,84;2,11 -

6 19,91 1,42; 1,72 -

7 28,97 1,86; 2,59 -

11 21,37 1,90; 1,94 -

12 30,82 1,49; 1,22 3H-27

15 25,77 1,37;1,72 -

16 37,81 1,39; 2,75 3H-28

19 31,74 1,70; 2,73 -

21 30,98 1,46; 1,84 3H-30

22 35,37 1,03; 2,45 3H-28
CHs

23 28,93 1,22 (s) H-3; 3H-23
24 16,82 1,04 (s) -

25 20,43 0,99 (s) -

26 22,69 1,05 (s) -

27 18,28 1,28 (s) -

28 31,44 1,08 (s) -

30 33,64 1,42 (s)
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Tabela 15- Comparacdo dos deslocamentos quimicos de RMN **C em CsHsN de LOS 6 com
dados descritos na literatura em DMSO-ds (KHALLOUKI et al., 2009).

Carbonos LOS 6 Acido Briondlico (KHALLOUKI et al., 2009)
1 35,82 34,62
2 28,27 27,57
3 78,34 76,71
4 39,71 38,35
5 51,25 50,13
6 19,91 18,77
7 28,97 27,02
8 134,89 133,22
9 134,45 133,72
10 38,12 37,03
11 21,37 20,07
12 30,82 29,70
13 37,99 36,63
14 42,44 41,27
15 25,77 24,55
16 37,81 36,66
17 31,60 30,47
18 45,46 44,18
19 31,74 29,98

20 40,91 39,36
21 30,98 29,42
22 35,37 33,96
23 28,93 28,02
24 16,82 15,89
25 20,43 19,59
26 22,69 21,71
27 18,28 17,13
28 31,44 30,94
29 181,68 179,54

w
o

33,64 32,53
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Figura 62- Espectro *H x *H-COSY de LOS 6 (125 MHz, CsDsN)
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3.9 LOS 11 (17)

A fracdo acetato de etila do extrato etanolico dos frutos de L. operculata foi submetida
a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) e permitiu o isolamento de um
constituinte quimico como um sélido amorfo levemente amarelado soltvel em metanol, com
ponto de fusdo 150,4 — 150,6 °C, denominado LOS 11.

O espectro de absorgéo na regido do IV (Figura 63, p. 172) de LOS 11 mostrou, como
destaques, bandas caracteristicas de grupos hidroxila (vo. 3.433 cm™), metila e metileno (ve.n
2.975 e 2.935 cm™; Schalcrz 1.396 € 1.461 e cm™), ligagdes olefinicas (ve=c =~ 1.631 cm™),
carbonila (vc=o 1.688 cm™) e bandas relativas a deformacgdo axial de ligagdo C — O (vc.o
1.206, 1.286 e 1.140 cm™) atribuidas & funcéo alcool.

O espectro de RMN *C CPD (Figura 64, p. 173), exibiu trinta sinais indicando um
metabolito de natureza triterpenoidal, sendo, vinte e trés na regido de carbonos saturados (6¢
19,20 a 81,32) e sete na de carbonos insaturados (6¢ 121,44 a 215,91). A presenca de grupos
carbonilicos (d¢ 205,20, 213,20 e 215,91) e a multiplicidade individual dos sinais foram
determinadas através de espectro de RMN **C em combinacdo com o espectro usando a
sequéncia de pulsos DEPT 135° (Figura 65, p. 174). Assim, foi possivel deduzir que dos
carbonos saturados, seis [oc 42,61, 49,40, 49,50, 51,87 (carbonos quaternarios) e 71,85 e
80,09 (carbonos ndo hidrogenados e oxigenados)], cinco [6c 34,23, 44,38, 59,68, 71,64 e
81,32 (os dois altimos oxigenados)] metinicos, quatro (3¢ 24,89, 38,15, 46,94 e 50,03)
metilénicos e oito (&¢ 19,20, 19,56, 20,89, 24,94, 25,57, 27,76 e 2 x 29,38) metilicos e, dos
carbonos insaturados trés (3¢ 205,20, 213,20 e 215,91) eram devidos a carbonilas de funcao
cetona, trés (6c 121,44, 123,05, 155,50) metinicos e, um (3¢ 141,34) de carbono nao
hidrogenado (Tabela 16, p. 166).
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Tabela 16— Deslocamentos quimicos de carbono-13 (3) para LOS 11 obtidos dos

deslocamentos de RMN **C — CPD e DEPT 135° (125 MHz, CD;0D).

C () CH () CH, (8) CH; (8) TOTAL
42,61 34,23 24,89 19,20

49,40 44,38 38,15 19,56

49,50 59,68 46,94 20,89

51,87 71,647 50,03 24,90

80,09" 81,32 25,57

71,85 121,43 27,76

141,34 123,05 29, 38
205,20" 155,49 29,38
213,20

215,91"

C100s CsHsOy CsHg CsH24 CaoH4407

“Oxigeénios devidos a trés grupos C=0 e a dois grupos OH

“ Oxigénios devidos a dois grupos OH

Os dados da Tabela 16 permitiram propor a formula molecular C3H4407 de LOS 11 e

demonstraram um alto grau de oxidacdo (sete carbonos oxigenados), compativel com

triterpeno do tipo cucurbitano, conhecidos como cucurbitacinas. Esses triterpenoides derivam

do esqueleto lanostano-5,23-dieno (IX) e sdo bioprodutos caracteristicos da familia

Cucurbitaceae. Em acordo com essas observacdes, os dados espectrais de RMN **C de LOS

11 revelaram, de modo geral, estreita similaridade com dados correspondentes registrados

(SMITH et al., 2000) para cucurbitacinas.
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Em concordancia com os dados (Tabela 16, p.166) do espectro de RMN **C (125
MHz, CD;0D, Figura 64, p. 173), o espectro de RMN *H (500 MHz, CD;0D) (Figura 66, p.
175) de LOS 11 revelou a presenca de oito grupos metila terciario ligados a carbonos
saturados (6y 0,90, 0,94, 1,04, 1,22, 1,32, 1,33, 1,38 e 1,39). Os sinais com deslocamentos
quimicos relativamente altos (64 1,32, 1,33 e 1,38) foram justificados pela localizagdo destes
grupos metila em carbonos oxigenados. Estes dados estdo em acordo com o padrdo de
oxigenacdo comumente observado na cadeia lateral das curcubitacinas (VELDE; LAVIE,
1983; HALAWEISH, 1993), exigindo a localizac@o de grupos hidroxila nos carbonos C-20 e
C-25. Os deslocamentos quimicos em 8¢ 80,09 (C-20) e 71,85 (C-25) dos carbonos nao
hidrogenados confirmaram esta condi¢do. Em adi¢do, um par de dupletos (J = 15,5 Hz) em 6y
6,84 e 6,95 foram consistente com um tipico sistema AB de hidrogénios olefinicos
conjugados em uma ligacdo dupla com estereoquimica trans. Os sinais para esses hidrogénios
com deslocamentos quimicos, relativamente, altos, sugerem a conjugacdo da ligacdo C=C
com um grupo carbonila. Esta proposta é compativel com o sinal no espectro de RMN *C
(Figura 64, p. 173) em &¢ 205,20 e com as absor¢des no infravermelho (Figura 63, p. 172) em
1.631 e 1.688 cm™, condicdo plenamente concilidvel com uma carbonila ceténica a.p-
insaturada. Assim, a partir dessas observacdes e deducgdes, foi possivel projetar o segmento
estrutural X.

205,20 155,49

6,95 29,38
25,57 1,32
1,38
\ 71,85

Esse segmento foi facilmente identificado no espectro HMBC (Figuras 67 e 68, p. 176
e 177) através das correlacdes a longa distancia dos hidrogénios olefinicos (8 6,84; 2Jch e
6,95; 3Jcn) e dos hidrogénios metilicos 3H-21 (84 1,39; *Jcr) com o carbono carbonilico (8¢

205,20), assim como, dos hidrogénios metilicos 3H-26 (81 1,38, 2Jcr) € 3H-27 (81 1,38, 2Jch)
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com o carbono oxigenado C-25 (8¢ 71,85). Os sinais de carbonos olefinicos mono-
hidrogenados no espectro de RMN *C em 8¢ 121,43 (CH-23) e 155,49 (CH-24), corroboram
esta deducdo. A estrutura parcial acima esta em pleno acordo com o sinal do carbono metinico
com deslocamento quimico relativamente alto (¢ 155,49), compativel com um carbono § em
um sistema carbonilico o,f-insaturado e que exibe picos de correlagdo no espectro de HMBC
(Figura 67, p. 176) com os sinais em 8y 1,32 e 1,33 (2 x CH3), conseqlientemente, atribuido
aos hidrogénios metilicos 3H-26 e 3H-27. O carbono C-16 nesses triterpendides, também é
naturalmente oxigenado. Em vista disso, um terceiro grupo hidroxila foi localizado nessa
posic¢do, justificando o carbono metinico oxigenado (8¢ 71,64) previsto na Tabela 17, p. 170 e
fundamentando o segundo hidrogénio oximetinico (H-16, 644,48, t, J = 8,5). Em acordo, este
hidrogénio exibe através dos espectros *H x *H — COSY (Figura 69, p. 178) e HMBC (Figura
68, p. 177), correlagdes com um dos hidrogénios H-15 (dy 1,85) e H-17 (64 2,57) e, com 0s
carbonos C-14 (d¢ 49,40) e C-20 (d¢ 80,09), respectivamente. Estas correlagdes em conjunto
estabeleceram inequivocamente a posi¢do dos grupos hidroxilas nos carbonos C-16 e C-20
(Tabela 17, p. 170). Por outro lado, considerando os atomos de carbono C-2 e C-3
oxigenados, uma situacdo usual para esse tipo de triterpenoides, o sistema 3-hidroxi-2-oxo
permitiu justificar o simpleto em &y 4,08 no espectro de RMN *H (Figura 66, p. 175) atribuido
ao hidrogénio hidroximetino H-3, adjacente a um carbono carbonilico (C-2) e a um carbono
ndo hidrogenado (C-4). A alternativa configuracional 3a-hidroxi-2-oxo teve como base 0S
deslocamentos quimicos em ¢ 38,15 e 42,61 atribuidos aos carbonos C-1 (CH,) e C-4,
respectivamente, em concordancia com substancias semelhantes publicadas (MONTE et al.,
2003). Quando o grupo hidroxila ocupa posicdo axial esses carbonos tém deslocamentos
quimicos em torno de 36,00 e 40,00 ppm, respectivamente. Essas diferencas s@o consistentes
com o efeito gama no carbono C-1 atribuido ao grupo hidroxila axial no C-3, no caso 3f3-
hidroxi-2-oxo ha um maior efeito beta da funcdo hidroxila na posicdo equatorial quando
comparada com a influencia deste substituinte na orientacdo axial (MONTE et al., 2003). No
espectro bidimensional de correlagdo homonuclear de hidrogénio e hidrogénio (*H x *H —
COSY) (Figura 69, p. 178), o hidrogénio H-3 (64 4,08) ndo exibiu correlacdo com os
hidrogénios 2H-1 (6n 2,21 e 2,25), conforme previsto, contudo, os hidrogénios 2H-1
mostraram correlacdo com o hidrogénio H-10 (64 3,09) vicinal. O terceiro grupo oxo foi
posicionado no carbono C-11 (6¢ 215,91) devido aos evidentes acoplamentos no espectro
HMBC (Figura 67, p. 176) deste carbono com os hidrogénios em oy 2,59 e 3,34 que

absorvem como dois dupletos com constante de acoplamento (J = 14,0 Hz) geminal, tipico de
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hidrogénios de um sistema AB. Assim, essas ressonancias foram atribuidas ao grupo metileno
isolado no carbono C-12, alfa a carbonila. A funcdo cetona na posicdo C-11 é comum em
cucurbitacinas (SEGER et al., 2005; SMITH et al., 2000). No espectro de correlagdo
heteronuclear de hidrogénio e carbono a longa distancia (*H x *C HMBC — 2Jcy e %Jch) a
correlacdo (3Jcn) entre o hidrogénio H-16 (8 4,48) e o carbono C-20 (8¢ 80,09) comprova a
ligacdo da cadeia lateral ao carbono C-17 (8¢ 59,68) do esqueleto tetraciclico.

As correlacfes para todos os &tomos de hidrogénio e carbono (Tabela 17, p. 170) foram
deduzidas com base na aplicacdo de parametros de deslocamentos quimicos usuais, padréo de
hidrogenacdo dos sinais de carbono (DEPT), analise dos espectros de experiéncias
bidimensionais de correlacdo homonuclear (*H x *H COSY) e hereronuclear [*H x *C HMQC
(Ydcn) e *H x BC HMBC (*®Jci)] e com dados descritos na literatura para substancias
semelhantes.

Assim, os dados extraidos dos espectros no 1V, RMN *H e RMN **C permitiram
identificar LOS 11 como sendo a cucurbitacina 3a-16a-20 (R), 25-tetra-hidroxi-2,11,22-
trioxo-5,23(E)dieno, conhecida comumente como 3-epi-isocucurbitacina D. Apesar de ja
registrada na literatura (SARKER et al., 1999, Tabela 18, p. 171 ), seu isolamento a partir de

L. operculata é descrito pela primeira vez, sendo portanto, inédita para a especie.
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Tabela 17- Deslocamentos quimicos de RMN **C (125 MHz) e *H (500 MHz) em CDsOD de
LOS 11. Deslocamentos quimicos (8) em PPM e constante de acoplamento (J) em Hz.

HMQC HMBC
C dc OH 23 JeH
2 213,20 - H-1a; H-3; 3H-30
4 42,61 - H-3; 3H-29; 3H-30
5 141,34 - 3H-29; 3H-30
9 49,50 - H-8; 2H-12; 3H-19
11 215,91 H-12a; 3H-19
13 51,87 - H-12a; H-17; 3H-18; 3H-21;
3H-28
14 49,40 - H-16; 3H-18; 3H-28
20 80,09 - H-16; H-17; 3H-21
22 205,20 - H-17; 3H-21; H-23; H-24
25 71,85 H-23; H-24
CH -
3 81,32 4,08 (s) 3H-29; 3H-30
6 123,05 5,90 (d, 5,1) i
8 44,38 2,01 3H-19; 3H-28
10 34,23 3,09 3H-19
16 71,64 4,48 (t, 8,5) H-15b; H-17
17 50,68 2,57 (d, 6,6) 3H-18; 3H-21
23 121,43 6,84 (d, 15,5) H-24; 3H-26; 3H-27
24 155,49 6,95 (d, 15,5) H-23; 3H-26; 3H-27
CH,
1 38,15 2,21/2,25 -
7 24,89 1,99/2,05 H-8
12 50,03 2,59/3,34 (d, 14,0) 3H-18
15 46,94 1,56/1,85 (dd, 13,3 € 9,5) 3H-28
CHs
18 20,89 0,90 (s) 2H-12a; H-17
19 19,56 1,04 (s) -
21 25,57 1,38 (s) -
26 29,38 1,32 (s) H-24; 3H-26; 3H-27
27 29,38 1,33 (s) 3H-26
28 19,20 1,39 (s) H-15a
29 24,90 0,94 (s) 3H-30
30 27,76 1,22 (s) 3H-29
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Tabela 18- Comparacéo dos deslocamentos quimicos de RMN **C (125 MHz) em CD;0D de
LOS 11 com dados descritos na literatura em CDCl; (SARKER et al., 1999).

Carbonos LOS 11 3-epi-isocucurbitacina D (SARKER et al., 1999)
1 38,15 36,4
2 213,20 210,9
3 81,32 79,5
4 42,61 40,9
5 141,34 140,1
6 123,05 -

7 24,89 23,7
8 44,38 42,4
9 49,50 47,9
10 34,23 32,4
11 215,91 212,4
12 50,03 48,7
13 51,87 48,4
14 49,40 50,7
15 46,94 45,6
16 71,64 71,3
17 59,68 57,6
18 20,89 19,9
19 19,56 19,1
20 80,09 78,1
21 25,57 23,9
22 205,20 203,0
23 121,43 119,1
24 155,49 155,5
25 71,85 71,2
26 29,38 29,5
27 29,38 29,3
28 19,20 18,5
29 24,90 24.4

30 21,76 21,7
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Figura 64- Espectro de RMN **C de LOS 11 (125 MHz, CD;0D)
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3.10 LOS 12 (18)

A fragdo acetato de etila do extrato etandlico dos frutos de L. operculata, foi
submetida & Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) e permitiu o isolamento de um
constituinte quimico como um sélido amorfo levemente amarelado com ponto de fusdo 182,8
—183,8 °C, denominado LOS 12.

O espectro na regido do IV (Figura 70, p. 184) de LOS 12 mostrou, como destaques,
bandas caracteristicas de grupos hidroxila (vo. 3.434 cm™), metila e metileno (ven 2.974 e
2.930 cm™; dchalcrz 1.398 e 1.381 cm™), ligagdes olefinicas (vc=c =~ 1.627 cm™), carbonila
(vc=o 1.687 cm™) e bandas relativas a deformacao axial de ligagdo C — O (vc.o 1.205 e 1.137
cm™) atribuidas & funcéo alcool.

Um total de trinta sinais foi observado no espectro de RMN **C CPD (Figura 71, p.
185) indicando também, a presenca de um triterpeno. A comparagdo com o espectro de RMN
¥c DEPT 135° (Figura 72, p. 186), permitiu reconhecer o padrdo de hidrogenagdo
correspondente a cada 4tomo de carbono e, indicou oito 4&tomos de carbono metilicos, trés
metilénicos, oito metinicos, e por excluséo, onze &tomos de carbono ndo hidrogenados. Dos
oito carbonos metinicos, quatro sao olefinicos (8¢ 116,85, 121,41, 121,82 e 155,44), um é sp°
oxigenado (d¢ 71,81) e, dos onze nao hidrogenados, trés sdo carbonilicos (&¢ 200,18, 205,25 e
216,30), dois olefinicos (8¢ 138,60 e 146,95) e dois sp° oxigenados (8¢ 71,61 e 80,13) (Tabela
19, p. 179).

Tabela 19- Deslocamentos quimicos de carbono-13 (8) para LOS 12 obtidos dos
deslocamentos de RMN **C — CPD e DEPT 135° (125 MHz, CD;0D).

C () CH (8) CH, (8) CHj; (8) TOTAL
48,61 36,19 24,76 19,06

48,81 43,47 46,90 20,45

48,81 59,65 49,68 20,78

50,16 71,817 20,93

80,13" 116,85 25,58

71,61° 121,41 28,48

138,60 121,82 29,38

146,95 155,44 29,38
200,18"
205,25
216,30

C1106 CgHgO™ CsHs CgH24 Csz0H1207

... Oxigénios devidos a trés grupos C=0 e trés grupos OH
Oxigénio devido a um grupo hidroxila OH
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Assim, os espectros de RMN **C (Figura 71, p.185) e de RMN *H de LOS 12 (Figura 73,
p.187), reveleram grande identidade com os de LOS 11, consistentes com a presenca do
mesmo sistema lanostano-5,23-dieno. A semelhanca com LOS 11 foi caracterizada,
sobretudo, através dos sinais dos carbonos sp® oxigenados em &c 71,81 (CH-16), &¢c 80,13
(CH-20) e 8¢ 71,61 (CH-25) e, dos sinais de carbono carbonilicos em &¢ 205,25 (C-22) e dc
216,30 (C-11) como em LOS 11. Por outro lado a diferenga ficou por conta de sinais
adicionais em 3¢ 116,85 e 8¢ 146,95 de carbonos olefinicos metinico e ndo hidrogenado,
respectivamente, além de um sinal para um terceiro carbono carbonilico de funcdo cetona
registrado em &¢ 200,18, deslocamento quimico relativamente baixo (LOS 11 em 3¢ 213,20 e
LOS 12 o¢ 200,18). Este deslocamento relativamente baixo foi justificado admitindo a
localizacdo desta carbonila na posicdo C-3 conjugada com a ligacdo olefinica entre os
carbonos C-1 e C-2, conforme comparacdo com substancias descritas na literatura (SEGER et
al., 2005; SMITH et al., 2000).

Desta forma, o deslocamento quimico em &8¢ 146,95 foi atribuido ao carbono olefinico
ligado a um grupo hidroxila permitindo estabelecer o segmento estrutural (XI), justificado
com base no espectro de HMBC (Figura 74, p. 188). Assim, por exemplo, foram observados
acoplamentos a longa distancia do sinal em &y 5,76 (H-1, d, J= 2,73 Hz) com os sinais dos
carbonos em 8¢ 146,95 (C-2) e em 8¢ 200,18 (C-3) através de duas (*Jcu) e trés ((Jch)
ligacOes, respectivamente (Tabela 20, p 159, Figura 74, p. 182). Consequentemente, o sinal
em &¢ 116,85 foi correlacionado ao carbono C-1 pela utilizagdo do espectro HMQC (Figura
75, p. 189), confirmado da correlagdo do sinal em &y 5,76 (H-1) com o sinal em &¢ 116,85 (C-
1). Vale ressaltar a correlagdo homonuclear observada entre os hidrogénios H-1 (64 5,76) e H-
10 (8w 3,64) no espectro COSY (Figura 76, p. 190).

As correlacdes para todos os atomos de hidrogénio e carbono (Tabela 20, p. 182)
foram deduzidas com base na aplicacdo de parametros de deslocamentos quimicos usuais,
padrdo de hidrogenacdo dos sinais de carbono (DEPT), analise dos espectros de experiéncias

bidimensionais de correlacdo homonuclear (*H x *H COSY) e hereronuclear [*H x **C HMQC
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(Yen) e *H x BC HMBC (*®Jch)] e com dados descritos na literatura para substancias
semelhantes.

Assim, os dados extraidos dos espectros no IV, RMN *H e RMN **C permitiram
identificar LOS 12 como sendo a cucurbitacina 2,160,20(R),25-tetra-hidroxi-3,11,22-trioxo-
5,23(E)dieno, conhecida comumente como Cucurbitacina |. Apesar de ja registrada na
literatura (SEGER et al, 2005, Tabela 21, p. 183), seu isolamento a partir de L. operculata é
descrito pela primeira vez, sendo portanto, inédita para a espécie.
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Tabela 20 - Deslocamentos quimicos de RMN *3C (125 MHz) e *H (500 MHz) em CDs;OD

de LOS 12. Deslocamentos quimicos (6) em PPM e constante de acoplamento (J) em Hz.

HMQC HMBC

C dc OH 23 JeH

2 146,95 - H-1

3 200,18 - H-1; 3H-29; 3H-30

4 48,61 - -

5 138,60 - H-1; H-6; H-7a; 3H-29; 3H-30

9 48,81 - 3H-19

11 216,30 - 2H-12; 3H-18

13 50,16 - H-8; H-17; 3H-18; 3H-28
14 48,81 - H-17; 3H-19; 3H-28
20 80,13 - H-17; 3H-21

22 205,25 - H-17; 3H-21; H-23; H-24;
25 71,61 - H-23; H-24; 3H-26; 3H-27
CH

1 116,85 5,76 (d, 2,73) -

6 121,82 5,80 H-8

8 43,47 2,05 3H-18; 3H-19

10 36,19 3,64 H-8

16 71,81 4,52 (tl, 7,5) H-15a; H-17

17 59,65 2,60 3H-18; 3H-21; 3H-28
23 121,41 6,85 (d, 15,5) H-24

24 155,44 6,99 (d, 15,5) 3H-26; 3H-27
CH,

7 24,76 2,08/2,37 H-8

12 49,68 2,65/3,40 (dlI, 14,5) H-12b; H-17; 3H-18; 3H-19; 3H-28
15 46,90 1,45/1,87 (tl, 12,3) -
CHs;

18 20,45 0,98 (s) -

19 20,78 0,93 (s) H-8; H-15a

21 25,58 1,40 (s) -

26 29,38 1,32 (s) 3H-27

27 29,38 1,32 (s) 3H-26

28 19,06 1,45 (s) H-17

29 20,93 1,30 (s) -

30 28,48 1,26 (s) -
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Tabela 21 - Comparagdo dos deslocamentos quimicos de RMN **C (125 MHz) em CDsOD
de LOS 12 com dados descritos na literatura em CDCl; (SEGER et al., 2005).

Carbonos LOS 12 cucurbitacina | (SEGER et al, 2005)
1 116,85 114,9
2 146,95 1445
3 200,18 198,7
4 48,61 47,5
5 138,60 136,9
6 121,82 120,6
7 24,76 23,6
8 43,47 41,6
9 48,81 48,8
10 36,19 34,7
11 216,30 212,8
12 49,68 48,8
13 50,16 50,8
14 48,81 48,3
15 46,90 45,6
16 71,81 71,5
17 59,65 57,4
18 20,45 20,0
19 20,78 20,1
20 80,13 78,1
21 25,58 23,9
22 205,25 202,7
23 121,41 119,0
24 155,44 155,8
25 71,61 71,3
26 29,38 29,5
27 29,38 29,1
28 19,06 18,5
29 20,93 20,2
30 28,48 27,9
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Figura 72- Espectro de RMN **C-DEPT 135° de LOS 12 (125 MHz, CD;0D)
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Figura 73- Espectro de RMN *H de LOS 12 (500 MHz, CD;0D)
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Figura 75- Espectro HMQC de LOS 12 (500 e 125 MHz, CD;0D)
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Figura 76- Espectro *H x *H-COSY de LOS 12 (125 MHz, CD;0D)
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3.11 LOS 14 (19)

A fragdo acetato de etila do extrato etandlico dos frutos de L. operculata, foi
submetida a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) e permitiu o isolamento de um
constituinte quimico como um sélido amorfo levemente amarelado com ponto de fusdo 160,8
—162,7 °C, denominado LOS 14.

O espectro na regido do IV (Figura 77, p. 196) de LOS 14 mostrou,como destaques,
bandas caracteristicas de grupos hidroxila (Vo 3.427 cm™), metila e metileno (vc.y 2.981 e
2.928 cm™; dcuslcnz 1.373 Cm'l), ligagdes olefinicas (ve=c = 1.627 Cm'l), carbonilas (vc=o0
1.721 e 1.689 cm™) e bandas relativas a deformacéo axial de ligacdo C — O (vc.01.260 e 1.081
cm™) atribuidas & funcéo alcool.

Um total de trinta e oito sinais foi observado no espectro de RMN **C CPD
(Figura 78, p. 197). A comparacdo com o espectro de RMN **C DEPT 135° (Figura 79,
p.198), permitiu reconhecer o padrdo de hidrogenacdo correspondente a cada atomo de
carbono e, indicou nove dtomos de carbono metilicos, cinco metilénicos, treze metinicos, e
por exclusdo, onze atomos de carbono ndo hidrogenados (Tabela 22, p. 192). Foram
registrados sinais para 10 carbonos sp® oxigenados, dos quais, 4 (2C: 8¢ 80,42 e 81,21 e 2CH:
d¢c 79,78 e 71,95) foram inseridos na aglicona (unidade triterpénica) e 6 (5CH: d¢c 104,44;
75,56; 78,05; 71,62 e 78,34 e 1CH,: oc 63,04) correlacionados a uma unidade de
monossacarideo. Entre os carbonos sp?, 3 (8¢ 121,54; 122,80 e 151,61) sdo metinicos e 1 (8¢
141,79) ndo hidrogenado como em LOS 11 e LOS 12. Em geral, com exce¢do dos sinais
devidos aos carbonos do aclcar, os espectros de RMN *H (Figura 80, p. 199) e RMN **C
(Figura 78, p. 197) de LOS 14 mostraram grande semelhanca com LOS 11 e LOS 12,
consequentemente, indicando a existéncia de triterpendide do tipo cucurbitano. Por outro
lado, o deslocamento quimico do carbono anomérico em d¢c 104,44 também foi compativel
com a ligacgdo osidica no carbono C-2 da aglicona. Os seis sinais adicionais foram atribuidos a
hexose glicose, caracterizada através dos sinais correpondentes ao carbono anomérico (dc
104,44), ao carbono hidroximetilénico (6c 63,04) e aos quatro carbonos metinicos oxigenados
(8¢ 71,62, 75,05, 78,05 e 78,34), confirmados por comparacdo com dados de d¢c de compostos
semelhantes descritos na literatura (KAWAHARA et al., 2004) (Tabela 24, p. 195).
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Tabela 22 — Deslocamentos quimicos de carbono-13 (8) para LOS 14 obtidos dos
deslocamentos de RMN **C — CPD e DEPT 135° (125 MHz, CD;0D).

C () CH (8) CH, (8) CH; (8) TOTAL
49,65 35,15 25,00 19,58
50,03 44,27 36,06 20,27
51,89 60,38 46,67 20,89
52,57 71,62 49,86 21,96
80,42" 71,957 63,04 22,05
81,21 75,56 25,70
141,79 78,05~ 26,63
172,06" 78,347 26,95
205,52" 79,78 29,52
213,44" 104,44~
215,93" 121,54
122,80
151,61
CuOs Ci13H1306 CsH100™ CoHy7 CsgH50013

" Oxigénios devidos a rés grupos C=0 e trés grupos OH
" Oxigénios devidos a seis grupos hidroxila OH
Oxigénio devido a um grupo hidroxila OH

Baseado nos dados acima foi deduzida a formula molecular C3sHs6013 de LOS 14 que
apresenta indice de deficiéncia de hidrogénio (IDH) igual a onze. Como LOS 14 apresenta
seis ligacdes duplas (2 x C = C e 4 x C = Q), as cinco insuficiéncias restantes estdo em acordo
com uma estrutura triterpénica tetraciclica glicosilada (Tabela 22, p. 192).

Os espectros de RMN *H (Figura 80, p.199), conforme deducdes acima apresentaram
as absorc¢des esperadas: 645,82 (1H, H-6), 6,82 (1H, H-23) e 6,99 (1H, H-24); 644,90 (dd, J=
12,0, 5,2, H-2); 64 0,88; 1,04; 1,28; 1,32; 1,38; 1,41; 1,55; 1,57; 2,01 simpletos referentes aos
hidrogénios dos nove grupos metilicos e, 6y 3,24 — 4,33 correspondentes aos hidrogénios da
unidade de acgucar.

A atribuicdo inequivoca dos deslocamentos quimicos de todos os atomos de
hidrogénio e carbono foi efetuada através dos espectros bidimensionais (HMQC, Figura 81, p.
200), HMBC (Figura 82, p. 201) e COSY (Figura 83, p. 202) (Tabela 23, p. 194).

A unidade de acUcar foi localizada no carbono C-2 em funcdo da conectividade
observada entre o carbono anomérico C-1" (3¢ 104,44) e o hidrogénio H-2 (54 4,90) no
espectro de HMBC (Figura 82, p. 201).

Assim, os dados extraidos dos espectros no 1V, RMN 'H e RMN **C permitiram
identificar LOS 14 como sendo a cucurbitacina glicosilada 2-O-B-D-glicopirasonil-

16a,20(R)di-hidroxi-25-acetoxi-3,11,22-trioxo-5,23(E)dieno, conhecida comumente como
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Arvenina |, ja isolada a partir de L. operculata e registrada na literatura (KAWAHARA et al.,
2004, Tabela 24, p. 195).
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Tabela 23 - Deslocamentos quimicos de RMN *3C (125 MHz) e *H (500 MHz) em CDs;OD
de LOS 14. Deslocamentos quimicos (6) em PPM e constante de acoplamento (J) em Hz.

HMQC HMBC
C dc OH 23 JeH
3 213,44 - 3H-29; 3H-30
4 52,57 - H-6; 3H-29; 3H-30
5 141,79 - 3H-29; 3H-30
9 50,03 - 2H-12
11 215,93 - 3H-12; 2H-19
13 51,89 - 2H-12; 3H-18; 3H-21
14 49,65 - H-16; H-17
20 80,42 - 2H-12; H-16
22 205,52 - H-17; 3H-21
25 81,21 - H-23; H-24
AcO 172,06 - 3H-Ac
CH
2 79,78 4,90 (dd, 12,0, 5,2) H-1°
6 121,54 5,82 3H-30
8 44,27 1,98 H-5; H-6; 3H-19
10 35,15 3,04 (dI, 12,5) H-1; H-6; H-8; 3H-19; 3H-29
16 71,95 4,55 (t, 7,5) 2H-12; 3H-21; 3H-28
17 60,38 2,60 3H-18; 2H-21
23 122,80 6,82 3H-26; 3H-27
24 151,61 6,99 3H-26; 3H-27
I 104,44 4,33 H-2
2’ 75,56 3,24 H-1’
3 78,05 3,37 H-5°; 2H-6’
4’ 71,62 3,25 -
6’ 78,34 3,26 -
CH;
1 36,06 1,35; 2,28 H-2; H-6
7 25,00 2,05; 2,40 H-6
12 49,86 2,60; 3,40 H-17; 3H-18
15 46,67 1,48; 1,88 -
6’ 63,04 3,66; 3,89 -
CHjs
18 20,89 0,88 2H-12; H-17; 3H-18; 3H-21
19 20,27 1,04 -
21 25,70 1,41 -
26 26,63 1,57 H-23; H-24; 3H-27
27 26,95 1,55 H-23; 3H-26
28 19,58 1,38 -
29 29,52 1,32 3H-30
30 22,05 1,28 3H-29
AcO 21,96 2,01 -
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Tabela 24 - Comparagéo dos deslocamentos quimicos de RMN **C (125 MHz) em CDsOD
de LOS 14 com dados descritos na literatura em CD;0OD (KAWAHARA et al., 2004).

Carbonos LOS 14 Arvenina | (KAWAHARA et al., 2004)
1 36,06 35,9
2 79,78 79,6
3 213,44 213,3
4 52,57 52,4
5 141,79 141,7
6 121,54 121,4
7 25,00 24,9
8 44,27 44,1
9 50,03 49,9
10 35,15 35,0
11 215,90 2157
12 49,86 49,7
13 51,89 51,7
14 49,65 49,1
15 46,67 46,5
16 71,94 71,8
17 60,38 60,2
18 20,89 20,8
19 20,27 20,1
20 80,42 80,2
21 25,70 25,6
22 205,52 205,4
23 122,80 122,6
24 151,61 151,5
25 81,21 81,1
26 26,63 26,5
27 26,95 26,8
28 19,57 18,9
29 29,52 29,4
30 22,05 21,8
1 104,44 104,3
2’ 75,56 75,4
3’ 78,05 77,9
4 71,61 71,5
5 78,34 78,2
6’ 63,04 62,9
Ac 21,96 21,9

AcO 172,06 171,9

As cucurbitacinas B (LOS 13), D (LOS 9) e isocucurbitacina D (LOS 10) ja haviam
sido isoladas também em trabalhos anteriores (SOUSA, 1999; PAPA, 1999) e foram
consideradas no presente trabalho apenas para efeito de determinacdo de atividade biolégica e

para obtencéo de derivados reacionais, no caso da cucurbitacina D (LOS 9).
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Figura 78- Espectro de RMN **C de LOS 14 (125 MHz, CD;0D)
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Figura 79- Espectro de RMN **C-DEPT 135° de LOS 14 (125 MHz, CD;0D)
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Figura 80- Espectro de RMN *H de LOS 14 (500 MHz, CD;0D)
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CAPITULO 4 OBTENCAO DE DERIVADOS

4.1 ACETILACAO
4.1.1LOS 1 - Ac (20)

A substancia 1 (LOS 1) foi acetilada com anidrido acético e piridina obtendo-se
um produto solido (LOS 1 — Ac), soltvel em cloroférmio e com ponto de fusdo 180,8 — 182
°C (ITOH et al., 1981). O espectro de RMN **C CPD (Figura 84, p. 204) conforme esperado,
exibiu sinais em d¢ 170,92 e 6¢ 21,14 caracteristicos dos carbonos carbonilico e metilico do
grupo acetoxila. O espectro de RMN 'H (Figura 85, p. 205) corroborou esta observacéo,
através do sinal em 6y 2,03 (s) devido aos hidrogénios metilicos do grupo acetoxila, assim
como, o sinal do hidrogénio carbinélico H-3 em &y 4,70 (m), com maior deslocamento
quimico em relacéo ao respectivo hidrogénio na substancia original, como previsto.

Os deslocamentos quimicos dos atomos de carbono de LOS 1- Ac foram descritos
na (Tabela 1, p. 82).

Anidrido acético

-
>

Piridina

HO

@ (20)

(22E,24S)-etil-5a-colest-7,22-dien-3B-acetoxila (espinasterol acetilado, 20)
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Figura 84- Espectro de RMN **C de LOS 1 - Ac (125 MHz, CDCl5)
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Figura 85- Espectro de RMN
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4.1.2 LOS 7— Ac (21/22)

A mistura de 1 e 2 (LOS 7) foi acetilada com anidrido acético e piridina obtendo-
se um produto sélido (LOS 7-Ac, 21/22), solivel em cloroférmio e com ponto de fusdo 148,0
— 149,9 °C. O espectro de RMN **C CPD (Figura 86, p. 207) do produto de acetilaco exibiu
sinais em ¢ 170,94, 8¢ 21,68 e &¢c 21,14, interpretados como uma sé absorcdo para 0s
carbonos carbonilicos do di-acetato, porém os dois grupos metila com diferentes
deslocamentos quimicos.

O espectro de RMN *H (Figura 87, p. 208) corroborou esta observacéo exibindo
0s sinais em oy 1,99 e 8y 2,32 (s) devidos aos hidrogénios metilicos dos grupos acetoxila,
assim como, o sinal em &y 4,65 (m) dos dois hidrogénios carbindlicos H-3, com maior
deslocamento quimico em relagdo aos respectivos hidrogénios nas substancias originais,
como previsto.

Os deslocamentos quimicos dos atomos de carbono foram descritos na (Tabela 2,
p. 89).

(21)
Anidrido acético
_—
Piridina
H AcO 22)
1e?2)

(22E,24S)-etil-5a-colest-7,22-dien-3B-acetoxila (21) e (22E,24R)-etil-5a-colest-7,22,25-trien-
-3B- acetoxila (22)
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Figura 86- Espectro de RMN *C de LOS 7 -Ac (125 MHz, CDCls)
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Figura 87- Espectro de RMN *H de LOS 7 — Ac (500 MHz, CDCl5)
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4.2 METANOLISE
421L0OS8(8 e 9)

A reacdo de metandlise de 8 e 9 (LOS 8) confirmou as cadeias acila nas estruturas de

8 e 9, contendo 22 (10) e 21 (11) carbonos respectivamente, de acordo com 0s picos em m/z

370 [M*-'] e 356 [M*-'], respectivamente, vistos no espectro de massa do produto resultante
da metandlise, obtido através do sistema CG-MS (Figura 33, p. 123).

. o 1! OH
G S0l o, i s 1w 2 2 MeOHHCI g 0
™ Iy _— COCH;
"o OH Refluxo, 70 °C, 2h \/\M/n\(
OH
Eg; 2 = ii m = ﬂ (10) M 370 n = 16 2-hidroxidocosanoato de metila

(11) M 356 n =15 2-hidroxihenicosanoato de metila

4.3 OXIDACAO
4.3.1L0S9(23)

A substancia 23 (LOS 9) foi oxidada utilizando o reagente de Jones e, conforme
analise do espectro de massa de alta resolucdo (IES-EM, Figuras 88 e 89, p. 210) do derivado
obtido foi possivel observar a ocorréncia de oxidacdo de apenas uma das funcdes hidroxilas
secundarias (C-2 OH ou C-16 OH) através dos ions correpondentes ao aduto de sddio
[M+Na]® com m/z 537,4829 e ao aduto de potassio [M+K]" com m/z 553,4511, os quais
indicaram a férmula molecular C3H42,07;. Em adicdo, ocorreu a oxidacdo dessas duas
hidroxilas (C-2 OH e C-16 OH) através dos ions correspondentes ao aduto de sodio [M+Na]”
com m/z 535,4819 e ao aduto de potassio [M+K]® com m/z 551,4994, compativeis com a

formula molecular C3gH4005.
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Reagente de Jones
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.

Acetona/Banho de gelo

(24)

Cucurbitacina D (23)
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Figura 88- Espectro de massa LOS 9-JO [M+Na]"

5000004
E 5484127

400000+

3000004

43,4574 5454642 ]

200000 5414407 50,472 T
E 46,4674

1000004 | | I| [|
3 \’I Al ‘| |I t ‘ f| | ” ‘| “L |

”| ol IU | \ Ll | Ul
545 560

Figura 89- Espectro de massa LOS 9-JO [M+K]"
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4.4 HIDROLISE
4.4.1 LOS 14 (19)

O produto da hidrélise da substancia 19 (LOS 14) foi identificado pelos dados dos
espectros na regido do infravermelho (Figura 90, p. 211) e de massa obtido pela técnica
“electrospray” (Figuras 91 e 92, p. 212). Assim, foi observada no espectro de absor¢do na
regido do IV a relativa diminuicdo da intensidade da banda referente a estiramento das
ligacOes de grupos hidroxilas. O espectro de massa de alta resolucdo (IES-EM, Figura 91, p.
212) exibiu os fons correspondentes ao aduto de sodio [M+Na]* com m/z 581,3359 e ao aduto
de potassio [M+K]" com m/z 597,3406 e ainda ions referente ao aduto de cloro [M+CI]  com
m/z 593,2808 e m/z 595,2666 (IES-EM, Figura 92, p. 212) correspondentes a formula
molecular C3;H460sg, compativeis com a estrutura do produto de hidrdlise.

/////

OAc

HO OAc

HO OH
HCI (1,5 mol/L) HO

- 5
OH Refluxo, 100 °C, 30 min.

=
07 ™

(26)

Transmitancia (%)

T T T
2500 2000

Freguéncia (cm ')

Figura 90- Espectro de absorcdo na regido de infravermelho de LOS 14- HIDRO
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MSMS: Precursor m/z —- /+ Base Peak 500.31(1454804)

100000

5833352

585.3358

m___L_f_ﬁﬂ_,___sgs L

MSMS: Precursor m/z —--- /- Base Peak 551.28(7021314)

587.5107

A
i |
fi
ha . lm . ﬂm . lj‘lif‘tL méL _T;Nj"l. ,,Abu ik
595

T

miz

e

e

581

522

5831583

's'b?.Ps

585

591.2801

Figura 92- Espectro de massa LOS 14- HIDRO [M+CI]

4.5 REDUCAO
45.1L0OS 9 (23)

A substancia 23 (LOS 9) foi submetida a reacdo de reducdo com boridreto de sddio,

tendo os espectros de massa em alta resolucdo (IES-EM, Figuras 93 e 94, p. 213) evidenciado

a reducdo de dois dos trés grupos carbonila. Assim, o espectro de massa em alta resolucéo

exibiu o fon correpondente ao aduto de sodio [M+Na]*™ com m/z 543,3339 (IES-EM, Figura

93, p. 213), além de picos referentes a molécula desprotonada [M-H] com m/z 519,3321 e ao
aduto de cloro [M+CI]" com m/z 555,3088 (IES-EM, Figura 94, p. 213), os quais indicaram a

formula molecular C3H4s07 que foram em acordo com a estrutura do produto (27) de reducgéo

nas carbonilas C-3 e C-11. Assim, como esperado ndo houve reduc¢do da carbonila conjugada

(C-22).
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Figura 94- Espectro de massa LOS 9- RED [M-H] e [M+CI]
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CAPITULO 5 PARTE EXPERIMENTAL

5.1 METODOS CROMATOGRAFICOS
5.1.1 CROMATOGRAFIA DE ADSORCAO

As colunas cromatogréficas por adsorcao foram realizadas utilizando-se gel de
silica 60 (¢ 63-200 um) e (¢ 40-63 um) MERCK como fase estacionaria para cromatografia
do tipo “flash”. O didmetro ¢ o comprimento das colunas variaram de acordo com a aliquota
das amostras a serem cromatografadas. As colunas utilizadas na cromatografia de adsorcéo
sob média pressdo (cromatografia “flash”) foram de vidro resistente a pressdo e apresentavam
um bulbo na parte superior, para 0 armazenamento do solvente. Foi empregada nessa técnica
uma bomba de ar comprimido modelo INALAR COMPACT 4724059.

Nas cromatografias em camada delgada (CCD) foram utilizadas cromatoplacas de
gel de silica 60 Fzs54 da MERCK (¢ 2-25 pum) sobre aluminio, com indicador de fluorescéncia
com absor¢ao em 254 nm ou placas de vidro cobertas com gel de silica 60 da MERCK (¢ 30-
70 um) preparadas no Laboratorio de Fitoquimica de Plantas Medicinais do Departamento de
Quimica Organica e Inorganica da Universidade Federal do Ceara (DQOI/UFC).

A revelacdo das substancias nas placas analiticas de silica foi realizada por
exposicdo a irradiacdo na faixa do ultravioleta (UV) em dois comprimentos de onda (254 e
365 nm), emitidos por ldmpadas modelo UVSL-25 da mineral Light e/ou por aspersdo com
solucdo de cloreto férrico a 1% em etanol (C,HsOH) e em solucédo de vanila (CgHsO3) em
acido perclorico (HCIO,) e etanol, seguida de aquecimento em chapa elétrica a 120 °C por
aproximadamente 3 minutos.

Os solventes empregados como eluentes foram: hexano, cloroférmio,
diclorometano, acetato de etila, metanol e etanol, puros ou em misturas binarias, de forma a
obter um gradiente crescente de polaridade. Os solventes utilizados foram previamente
destilados ou de qualidade P.A. da marca Synth. Para os procedimentos de cromatografia sob
média pressdo os eluente foram escolhidos apo6s analise por CCD, sendo considerado bom, o
eluente que proporcionava um Rf proximo de 0,3 para a mancha de interesse. Os eluentes
escolhidos foram utilizados no acondicionamento da silica na coluna e como eluente de

partida no procedimento cromatogréfico.
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5.1.2 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE EXCLUSAO MOLECULAR

Os fracionamentos por cromatografia de exclusédo foram efetuados em gel de
dextrana Sephadex LH-20 da Pharmacia Fine Chemicals, utilizando-se metanol puro como
fase movel. A quantidade da amostra a ser submetida a cromatografia foi determinante para a

defini¢do do comprimento e didmetro da coluna bem como a quantidade de fase estacionaria.
5.1.3 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (CLAE)

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) foi realizada em aparelho da
marca SHIMADZU, no Laboratério de Fitoquimica de Plantas Medicinais
(LAFIPLAM/DQOI/UFC), constituido de trés bombas de alta pressdo, modelo LC-20AT,
detector com arranjo de diodos, modelo SPD-M20A, desgaseificador acoplado, modelo DGU-
20AS, um forno termostastico para acomodacdo da coluna, modelo CTO-20A e programa
SHIMADZU LC solution (2003-2008, Japédo). A analise foi feita em uma coluna semi-
preparativa C-18 de fase reversa (Gemini®, Phenomenex) 250 x 10 mm (5 pm) e como fase
movel os solventes acetonitrila e agua com grau CLAE, que foram filtrados a vacuo em
membranas de nylon com poros de PTFE de 0,45 um. As amostras foram dissolvidas com
solventes utilizados na fase movel e filtradas num sistema manual de membranas de teflon

0,45 um da Whatman. A vazao utilizada foi de 4,72 mL/min e volume de injecdo de 200 puL.

5.2 METODOS ESPECTROSCOPICOS

Todos os espectros (IV, RMN de *H e **C) das substancias isoladas neste trabalho
foram obtidos em equipamentos da Central Analitica do Departamento de Quimica Orgénica
e Inorgéanica e do Centro Nordestino de Aplicacdo e Uso da Ressonancia Magnética Nuclear
(CENAUREMN) da Universidade Federal do Ceara.

5.2.1 PONTO DE FUSAO

Os pontos de fusdo das substancias isoladas foram obtidos em equipamento de

Microdeterminacdo Digital da Mettler Toledo com placa aquecedora FP82HT e central de
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processamento FP90, localizado no Departamento de Quimica Orgénica e Inorganica da
Universidade Federal do Ceara. As determinacfes foram realizadas a uma velocidade de

aquecimento de 2 °C/min e ndo foram corrigidas.

5.2.2 ESPECTROMETRIA DE MASSAS (EM)

Os espectros de massa dos constituintes ndo volateis foram obtidos em
espectrometro Shimadzu, modelo QP 5050, acoplado ao Cromatdgrafo Gés-Liquido modelo
HP — 5890 A série Il (CGL/EM) por impacto eletrénico (70 eV) da Universidade Federal do

Ceara.

Os espectros de massa de alta resolucdo foram obtidos por inser¢do direta em
espectrometro de massa Shimadzu, modelo LCMS-IT-TOF (225-07100-34), com fonte de
ionizacdo por electrospray (ESI), do Laboratorio de Espectrometria de Massas do Nordeste
(LEMANOR) da Universidade Federal do Ceara.

5.2.3 ESPECTROSCOPIA DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN)

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio-1 (RMN H) e
carbono-13 (RMN *3C), uni- e bidimensionais, foram obtidos em espectrdmetros Bruker,
modelo DPX-500, operando na frequéncia de 300 e 500 MHz para hidrogénio e 75 e 125
MHz para carbono-13. Para a dissolucdo das amostras foi utilizado cloroférmio deuterado
(CDCl3), acetona (Acetona-ds), metanol deuterado (CD3;0OD) e piridina deuterada (CsDsN).

As multiplicidades dos sinais nos espectros de RMN *H foram indicadas segundo

a convencao: s (simpleto), d (dupleto), dd (duplo dupleto), t (tripleto) e m (multipleto).

Através da técnica DEPT (Distortionless Enhancement by Polarization Transfer),
com angulo de 135° (CH e CH3; com amplitude em oposicdo aos CH,), foi determinado o
padrdo de hidrogenacdo dos carbonos. Os carbonos ndo-hidrogenados foram caracterizados
pela subtracdo dos sinais do espectro de RMN ** C-CPD (coupling proton decoupling) e
DEPT 135°, segundo a convencdo: C (carbono ndo-hidrogenado), CH (carbono metinico),

CH, (carbono metilénico) e CH3 (carbono metilico).
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5.2.4 ESPECTROMETRIA NA REGIAO DE ABSORGCAO DO INFRAVERMELHO
(V)

Os espectros de absor¢do na regido do infravermelho foram obtidos no
Laboratério de Bioinorganica (DQOI/UFC) em espectrdmetro da marca ABB-BOMEM,
modelo FTLA 2000-102 na regido de 400 a 4000 cm™, utilizando pastilhas de KBr para a

realizacdo das amostras.
5.3 MATERIAL BOTANICO

Luffa operculata Cogn. foi coletada no municipio de Acarape-Ce. A identificacdo
foi realizada pelo boténico Prof® Edson de Paula Nunes e uma exsicata da planta encontra-se
depositada no Herbario Prisco Bezerra do Departamento de Biologia da Universidade Federal
do Ceara, sob o numero de registro 43.056, coletada por Francisco Jose Queiroz Monte em
marc¢o de 2008.

As partes da planta (talos, folhas, cascas do fruto e fruto) foram separadas, secas,

trituradas e submetidas a extracdo com hexano e, em seguida com etanol a frio.

5.4 ISOLAMENTO DOS CONSTITUINTES QUIMICOS DOS TALOS DE Luffa

operculata Cogn.

54.1 OBTENCAO DOS EXTRATOS HEXANICO (LOEHT) E ETANOLICO
(LOEET) (Fluxograma 1, p. 218)

Os talos secos e moidos (935 g) foram extraidos exaustivamente com hexano a
temperatura ambiente. A destilacdo do solvente sob pressdo reduzida forneceu 4,1 g de
material resinoso amarelo claro, denominado LOEHT.

A torta resultante da extracdo com hexano foi submetida a extracdo com etanol a
temperatura ambiente. Apds destilacdo do solvente sob pressdo reduzida, obteve-se 22,5 g de

material pastoso amarelo esverdeado, denominado LOEET.
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5.4.2 FRACIONAMENTO CROMATOGRAFICO DO EXTRATO HEXANICO DOS
TALOS (LOEHT) (Fluxograma 2, p. 219)

O extrato hexanico (4,1 g) foi submetido ao fracionamento em coluna de gel em
silica (coluna filtrante), usando os seguintes solventes: hexano, diclorometano, acetato de etila
e metanol, seguindo uma ordem de polaridade crescente. As solugdes foram concentradas em

evaporador rotativo, obtendo-se as fracfes conforme mostradas na tabela 25, p. 218.

Tabela 25- Fragdes obtidas a partir do extrato hexanico dos talos (LOEHT)

Eluente Fracao Peso (g) Rendimento (%)
Hexano LOEHT-H 0,54 13,2
Diclorometano LOEHT-D 2,56 62,4
Acetato de etila LOEHT-Ac 0,37 9,0
Metanol LOEHT-M 0,13 3,2
Total - 3,6 87,8

Fluxograma 1- Obtencéo dos extratos hexanico (LOEHT) e etandlico (LOEET) dos talos de
Luffa operculata

[ Talos triturados (935 g) ]

1. Extracdo com hexano
2. Evaporacao do solvente

! !

[ Torta ] [ Extrato Hexanico (4,1 g) ]

1. Extracdo com etanol
2. Evaporacao do solvente

! !

[ Torta ] [ Extrato Etanolico (22,5 g) ]
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Fluxograma 2- Obtengdo das substancias LOS 1 e LOS 2 a partir do extrato hexanico
LOEHT

Extrato Hexanico (4,1 g)
(LOEHT)

1. Coluna fitrante

| |

Fracdo Hexanica [ Fracdo CHCl, Fragdo AcOEt Fracdo MeOH

(0,54 9) (2,56 g) (0,37 9) (0,13 g)

1. Coluna cromatografica

Voo

5.4.3 TRATAMENTO CROMATOGRAFICO DA FRACAO DICLOROMETANO
(LOEHT-D)

5.4.4ISOLAMENTO DELOS1ELOS 2

- ISOLAMENTO DE LOS 1

A fracdo eluida com diclorometano (LOEHT-D, 2,56 g) foi adsorvida em
aproximadamente 6,0 g de gel em silica, pulverizada em gral de porcelana e acondicionada
sobre 28,0 g de gel em silica em coluna de 250 mL (¢ = 8,0 cm) empacotada com hexano. A
eluicdo foi realizada com hexano, diclorometano (DCM), acetato de etila (AcOEt) e metanol
(MeOH), puros ou em misturas binarias e em escala crescente de polaridade. Foram coletadas
96 fracOes (25 mL cada) (Tabela 26, p. 220).
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Tabela 26- Dados referentes ao fracionamento cromatogréfico da fragdo LOEHT-D

Eluente Identificacdo Fracdes
Hexano Hy 01-15
Hexano/DCM 10% Hup 16-25
Hexano/DCM 20% Hup 26-35
Hexano/DCM 30% Hup 36-40
Hexano/DCM 40% Hup 41-51
Hexano/DCM 50% Hup 52-55
Hexano/DCM 70% Hup 56-62
Hexano/DCM 90% Hup 63-69
DCM Hp 70-72
DCM/AcOEt 10% Hp/ac 73-80
DCM/ AcOEt 50% Hb/ac 81-88
AcOEt Hac 89-92
MeOH Hwm 93-96

As fragBes apos serem analisadas por CCD foram reunidas de acordo com suas

semelhancas conforme mostra a Tabela 27, abaixo.

Tabela 27- Dados referentes ao fracionamento cromatografico da fragdo LOEHT-D

Fracoes Identificacdo Massa (mg)
1-14 H 13,0
15-22 H, 135,7
23-29 Hs 53,1
30-35 Ha 43,6
36-40 Hs 65,5
41-48 He 137,0
49-66 H- 309,8
67-77 Hs 263,3
78-83 Ho 188,5
84-91 Hio 278,3
92-96 Hip 493,0

A fracdo H; (49-66) apresentou-se como um material sélido e exibiu em CCD

uma mancha em maior concentracdo roxa intensa. ApGs sucessivas lavagens da fracdo Hy;

(309,8 mg) com diclorometano e remoc¢do do solvente (solucdo amarelada) foi obtido um

material branco que, por CCD indicou tratar-se de uma substancia pura (LOS 1, 102,2 mg),

soltvel em piridina e ponto de fusdo 150,3-152,2 °C.
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- ISOLAMENTO DE LOS 2

A fracdo Hg (137,0 mg, Tabela 27, p. 220) foi adsorvida a 0,5 g de gel em silica,
pulverizada em gral de porcelana e acondicionada em coluna pequena (¢ = 1,0 cm), sobre 4,3
g de gel em silica empacotada com hexano. A eluicdo foi realizada com hexano,

diclorometano (DCM) e acetato de etila (AcOEt) puros ou em misturas binarias e em ordem

crescente de polaridade. Foram coletadas 114 fragdes (10 mL cada) (Tabela 28, p. 221).

Tabela 28- Dados referentes ao fracionamento cromatografico da fracdo Hg

Eluente Identificacdo Fracoes
Hexano Hy 1-13
Hexano/DCM 10% Hupem 14-25
Hexano/DCM 20% Hupewm 26-37
Hexano/DCM 30% Huipem 38-49
Hexano/DCM 40% Huipem 50-71
Hexano/DCM 50% Hupewm 72-82
Hexano/DCM 70% Huipem 83-93

DCM Hpcwm 94-109

AcOEt Hac 110-114

As fragdes apoOs serem analisadas por CCD foram reunidas de acordo com suas

semelhancas conforme mostra a Tabela 29, abaixo.

Tabela 29- Dados referentes ao fracionamento cromatografico da fracdo He

FracOes Identificacdo Massa (mg)
1-15 H; 1,9
16-19 H, 17,3
20-26 Hs 27,8
27 H, 6,7
28-40 Hs 28,2
41-51 He 4,9
52-57 H; 1,5
58-109 Hs 54
110 Ho 4,5
111-114 Hio 2,5

Apos remocao completa do solvente foi obtido um material resinoso branco que,
por CCD indicou que as fracdes de 16 a 19 tratavam-se de apenas uma substancia (LOS 2,

17,3 mg) soltvel em piridina.
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5.4.5. FRACIONAMENTO CROMATOGRAFICO DO EXTRATO ETANOLICO DOS
TALOS (LOEET) (Fluxograma 3, p. 222)

O extrato etandlico (22,5 g) foi submetido ao fracionamento em coluna de gel em
silica (coluna filtrante), usando os seguintes solventes: hexano, cloroférmio, acetato de etila,
acetona e metanol, seguindo uma ordem de polaridade crescente. As solucdes foram
concentradas em evaporador rotativo, obtendo-se as fragdes conforme mostradas na Tabela
30, p. 222.

Tabela 30- Fragdes obtidas a partir do extrato etandlico dos talos (LOEET)

Eluente Fracdo Peso (g) Rendimento (%)
Hexano LOEET-H 1,78 79
Cloroférmio LOEET-C 10,2 45,3
Acetato de etila LOEET-ACOEt 4,95 22,0
Acetona LOEET-Ac 3,53 15,7
Metanol LOEET-M 1,1 49
Total - 21,56 95,8

Fluxograma 3- Obtencdo das substancias LOS 3, LOS 4, LOS 5 e LOS 6 a partir do extrato
etandlico LOEET

[ Extrato Etanolico (22,5 g) ]

1. Coluna filtrante

IR

Fragdo Hexanica Fracdo CHCls Fracdo AcOEt Fracdo Acetona Fracdo MeOH
(1,78 ) (10,2 g) (4,95 g) (3,53 9) (119

1. Coluna cromatografica 1. Coluna cromatografica

L L
e
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546 TRATAMENTO CROMATOGRAFICO DA FRAGCAO CLOROFORMICA
(LOEET-C)

5.4.7 ISOLAMENTO DE LOS 3, LOS 4, LOS5E LOS 6

- ISOLAMENTO DE LOS 3

A fragdo CHCI; (10,2 g) foi adsorvida em aproximadamente 49,0 g de gel em
silica, pulverizada em gral de porcelana e acondicionada sobre 114,0 g de gel em silica em
coluna de 1000 mL (¢ = 7,0 cm) empacotada com hexano. Na eluigdo foram utilizados
hexano, acetato de etila (AcOEt), acetona, metanol (MeOH) e etanol (EtOH) puros ou em
misturas binarias e em escala crescente de polaridade. Foram coletadas 157 frac6es (50 mL
cada) (Tabela 31, p. 223).

Tabela 31- Dados referentes ao fracionamento cromatogréafico da fracdo LOEET-C

Eluente Identificacdo Fracdes
Hexano Ex 01-11
Hexano/AcOEt 5% Eniac 12-30
Hexano/AcOEt 10% Eniac 31-40
Hexano/AcOEt 20% Eniac 41-50
Hexano/AcOEt 30% Eniac 51-60
Hexano/AcOEt 40% Eniac 61-71
Hexano/AcOEt 50% Eniac 72-79
Hexano/AcOEt 80% Eniac 80-91
AcOEt Eac 92-101
AcOEt/Acetona 30% E ac/Acetona 102-111
AcOEt/Acetona 50% E ac/Acetona 112-122
Acetona E acetona 123-132
Acetona/MeOH 30% E Acetonaim 133-142
Acetona/MeOH 50% E Acetonaim 143-152
MeOH Em 153-155
EtOH Ee 156-157

As fracdes apoOs serem analisadas por CCD foram reunidas de acordo com suas

semelhancas conforme mostra a Tabela 32, p. 224.
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Tabela 32- Dados referentes ao fracionamento cromatografico da fracdo LOEET-C

Fracoes Identificacdo Massa (mg)
1-17 E; 320,0
18-25 E, 733,4
26-34 Es 1.090
35-39 E4 447,0
40-45 Es 400,0
46-49 Es 302,3
50-54 E; 148,4
55-70 Es 920,7
71-78 Eo 374,3
79-84 Eio 546,8
85-90 En 470,4
91-100 Ei, 371,9
101-110 Eis 356,9
111-120 E1s 145,9
121-130 Eis 879,5
131-157 Eis 581,3

De um modo geral, as fracbes compreendidas entre E; e E;, foram analisadas,

porém, apenas a fragdo E, permitiu uma analise cromatografica que resultou na obtencéo de

subfracdes com massas consideraveis para continuidade de fracionamento. As fracdes E;3 a

E16 mostraram-se bastante polares.

A fracdo E, foi adsorvida a 2,0 g de gel em silica, pulverizada em gral de

porcelana e acondicionada em coluna 125 mL (¢ = 3,5 cm), sobre 27,6 g de gel em silica e

empacotada com hexano. A eluicdo foi realizada com hexano, acetato de etila (AcOEt) e

metanol (MeOH) puros ou em misturas binarias e em ordem crescente de polaridade. Foram

coletadas 65 fragBes (25 mL cada) (Tabela 33, p. 224).

Tabela 33- Dados referentes ao fracionamento cromatogréafico da fracéo E,

Eluente Identificacdo Fracdes

Hexano Eon 01-03
Hexano/AcOEt 1% Eoriac 04-23
Hexano/AcOEt 2% Eoriac 24-29
Hexano/AcOEt 3% Eoriac 30-35
Hexano/AcOEt 4% Eoniac 36-38
Hexano/AcOEt 5% Eoniac 39-45
Hexano/AcOEt 10% Eoniac 46-51
Hexano/AcOEt 50% Eoniac 52-57

AcOEt Eoac 58-60
AcOEt/MeOH 10% Esaom 61-65
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As fragdes apos serem analisadas por CCD foram reunidas de acordo com suas
semelhancas conforme mostra a Tabela 34, abaixo.

Tabela 34- Dados referentes ao fracionamento cromatogréfico da fracéo E;

FracOes Identificacdo Massa (mg)

1-10 Eza 10,5

11 Eos 1,6
12-14 Eac 213,3
15-30 Eap 67,4
31-50 Eze 136,7
51-52 Eor 15,1
53-60 Eaxc 190,2
61-63 Eon 6,2
64-65 Ea 15,5

A fragdo Ep (67,4 mg), um material solido alaranjado, foi lavado com hexano.
Apos remocdo do solvente (solucdo alaranjada) foi obtido um material alaranjado que, por
CCD indicou que as fragdes 15 a 19 tratavam-se de apenas uma substancia (LOS 3, 6,1 mg)

soltivel em cloroférmio e ponto de fuséo 234,9-235,7 °C.

- ISOLAMENTO DE LOS 4

As fragOes Eyc a Exe (417,4 mg), foram adsorvidas em 100 mg de gel em silica
“flash”, pulverizado em gral de porcelana e acondicionados em coluna de 125 mL (¢ = 1,5
cm), sobre 11,7 g de gel em silica “flash”. A cluigdo procedeu-se inicialmente de forma
isocratica com hexano/Acetato de etila (AcOEt) (97:3). Apds obtencdo das fracdes 14-25 a
coluna foi eluida com acetato de etila. Foram coletadas 30 frac6es de 10 mL cada, conforme

mostra-se descrito na Tabela 35, p. 225.

Tabela 35- Dados referentes ao fracionamento cromatogréafico da fracdo E,ca Eae

Eluente Fracoes Identificacdo Massa (mg)
Hexano/ AcOEt 97:3 1-2 Eaca 7,4
3 Eacs 77,9
4 Eacc 63,3
5-13 E2cp 38,3
14-25 Eace 18,6
AcOEt 26-30 Eacr 96,7
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A fracdo 4 (Eacc, 63,3 mg) apresentou-se como um Gleo amarelo e exibiu em
CCD apenas uma mancha. Entretanto, a anélise espectroscopica mostrou-se tratar de uma
mistura de ésteres: LOS 4 (14 e 15). Os dados fisicos e espectrométricos se encontram

descritos nas pags. 147 a 152.

- ISOLAMENTO DE LOS 5

Durante a eluicdo das fracdes 50-54 (E7: fracdo obtida com hexano/Acetato de
etila (AcOEt) (70:30) de LOEET-C, Tabela 32, p. 224), houve a formacdo de um precipitado
de coloracéo alaranjada que foi lavado com hexano. Apds remocdo do solvente foi obtido um
material s6lido alaranjado que, por CCD indicou tratava-se de apenas uma substancia (LOS 5,

10 mg) soltvel em acetona e ponto de fusdo 258,1-261,1 °C.
- ISOLAMENTO DE LOS 6

A fracdo Acetato de etila (4,95 g) de LOEET (fluxograma 3, p. 222) foi adsorvida
em aproximadamente 4,40 g de gel em silica, pulverizada em gral de porcelana e
acondicionada sobre 42,50 g de gel em silica em coluna de 250 mL (¢ = 4,5 cm) e
empacotada com hexano. Na eluicdo foram utilizados hexano, acetato de etila (AcOEt),
acetona e metanol (MeOH) puros ou em misturas binarias e em escala crescente de
polaridade. Foram coletadas 161 fracGes (25 mL cada) (Tabela 36, p. 226).

Tabela 36- Dados referentes ao fracionamento cromatogréafico da fracdo LOEET-AcOEt

Eluente Identificacdo Fracdes
Hexano Ex 01-05
Hexano/AcOEt 5% Eniac 06-19
Hexano/AcOEt 10% Eniac 20-27
Hexano/AcOEt 20% Eniac 28-64
Hexano/AcOEt 30% Eniac 65-81
Hexano/AcOEt 40% Eniac 82-99
Hexano/AcOEt 50% En/ac 100-117
Hexano/AcOEt 80% En/ac 118-128
AcOEt Eac 129-139
AcOEt/Acetona 50% E Ac/Acetona 140-147
Acetona E Acetona 148-152
Acetona/MeOH 50% E Acetona/m 153-156
MeOH Ewm 157-161
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As fragdes apos serem analisadas por CCD foram reunidas de acordo com suas

semelhancas conforme mostra a Tabela 37, abaixo.

Tabela 37- Dados referentes ao fracionamento cromatogréfico da fragdo LOEET-AcOEt

FracOes Identificacdo Massa (mg)
1-10 Ac 1,5
11-14 Ac; 2,4
15-20 Acs 3,6
21-24 Acy 4,7
25-29 Acs 1,2
30-31 Acs 9,3
32-34 Ac 18,7
35-40 Acs 38,2
41-46 Acq 39,3
47-60 Ac 1o 116,9
61-100 AC 11 1072,2
101-121 AC 12 643,0
122-127 Ac 13 243,0
128-139 AC 14 341,0
140-149 AC 15 172,7
150-159 AcC 15 206,5
160-161 Aciy 54,2

A fragdo Acio (116,9 mg), um material solido branco, foi lavado com Acetato de

etila (AcOEt). Ap6s remocdo do solvente foi obtido um material branco que, por CCD

indicou que as fracdes 47 a 60 tratavam-se de apenas uma substancia (LOS 6, 7,1 mg) soltvel
em piridina e ponto de fusdo 262,4-262,8 °C.

De um modo geral, as fragdes compreendidas entre Aci; € Acy; foram analisadas,

porém, apenas a fracdo Acio permitiu uma analise cromatografica que resultou na obtengéo de

subfragbes com massas consideraveis para continuidade de fracionamento. Além dessas,

algumas fracGes mostraram-se bastante polares.
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5.5 ISOLAMENTO DOS CONSTITUINTES QUIMICOS DAS FOLHAS DE Luffa

operculata Cogn.

55.1 OBTENCAO DOS EXTRATOS HEXANICO (LOEHFO) E ETANOLICO
(LOEEFO) (Fluxograma 4, p. 229)

As folhas secas e moidas (730 g) foram extraidas exaustivamente com hexano a
temperatura ambiente. A destilacdo do solvente sob pressédo reduzida forneceu 5,7 g de
material resinoso amarelo claro, denominado LOEHFO.

A torta resultante da extracdo com hexano foi submetida a extracdo com etanol a
temperatura ambiente. Apds destilacdo do solvente sob pressao reduzida, obteve-se 29,9 g de

material pastoso amarelo esverdeado, denominado LOEEFO.

5.5.2. Fracionamento cromatografico do extrato hexanico das folhas (LOEHFO)

(Fluxograma 5, p. 229)

O extrato hexanico (5,7 g) foi submetido ao fracionamento em coluna em gel em
silica (coluna filtrante), usando os seguintes solventes: hexano, diclorometano, acetato de etila
e metanol, seguindo uma ordem de polaridade crescente. As solugbes foram concentradas em

evaporador rotativo, obtendo-se as fracbes conforme mostradas na Tabela 38, p. 228.

Tabela 38- FracGes obtidas a partir do extrato hexanico das folhas (LOEHFO)

Eluente Fracao Peso (g) Rendimento (%)
Hexano LOEHFO-H 0,63 11,1
Diclometano LOEHFO-D 4,39 77,0
Acetato de etila LOEHFO-Ac 0,11 1,9
Metanol LOEHFO-M 0,34 6,0
Total - 5,47 96,0
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Fluxograma 4- Obtencdo dos extratos hex&nico (LOEHFO) e etandlico (LOEEFO) das

folhas de Luffa operculata

[ Folhas triturados (730 g) ]

1. Extracdo com hexano
2. Evaporagdo do solvente

! l

[ Torta ] [ Extrato Hexanico (5,7 g) ]

1. Extracéo com etanol
2. Evanoracéo do solvente

l l

[ Torta ] [ Extrato Etandlico (29,9 g) ]

Fluxograma 5- Obtencéo da substancia LOS 7 a partir do extrato hexanico LOEHFO

Extrato Hexanico (5,7 g)
(LOEHFO)

1. Coluna filtrante

! ! ' l

Fragio Hexanica Fracdo CH,Cl, Fracdo AcOEt Fracdo MeOH
(0,63 g) (4,39 9) (0,119) (0,34 9)

l 1. Coluna cromatografica
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5.5.3 TRATAMENTO CROMATOGRAFICO DA FRACAO DICLOROMETANO

(LOEHFO-D)

5.5.4 ISOLAMENTO DE LOS 7

A fracdo eluida com diclorometano (LOEHFO-D, 4,39 g) foi adsorvida em

aproximadamente 13,9 g de gel em silica, pulverizada em gral de porcelana e acondicionada

sobre 39,7 g de gel em silica em coluna de 500 mL (¢ = 6 cm) empacotada com hexano. A

eluicdo foi realizada com hexano, diclorometano (DCM), acetato de etila (AcOEt) e metanol

(MeOH), puros ou em misturas binérias e em escala crescente de polaridade. Foram coletadas
99 fracdes (25 mL cada) (Tabela 39, p. 230).

Tabela 39- Dados referentes ao fracionamento cromatografico da fragdo LOEHFO-D

Eluente Identificacdo Fracoes
Hexano Hy 01-05
Hexano/DCM 10% Hup 06-12
Hexano/DCM 20% Hup 13-20
Hexano/DCM 30% Hup 21-27
Hexano/DCM 40% Hup 28-38
Hexano/DCM 50% Hup 39-45
Hexano/DCM 60% Hup 46-51
Hexano/DCM 70% Hup 52-58
Hexano/DCM 80% Hup 59-65
DCM Hp 66-75
DCM/ AcOEt 50% Ho/ac 76-82
AcOEt Hac 83-95
MeOH Hwm 96-99

As fracdes apoOs serem analisadas por CCD foram reunidas de acordo com suas

semelhancas conforme mostra a Tabela 40, p. 231.
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Tabela 40- Dados referentes ao fracionamento cromatogréfico da fragdo LOEHFO-D

Fracoes Identificacdo Massa (mg)
01-03 Hi 10,7
04-09 H, 2,7
10-16 Hs 217,8
17-29 H, 711,9
30-34 Hs 197,6
35-51 He 589,2
52-77 H7 743,7
78-79 Hg 1.0439
80-82 Ho 226,4
83-87 Hio 158,1
88-99 Hip 272,4

De um modo geral, as fragdes compreendidas entre H; e H; foram analisadas,
porém, apenas a fracdo H; permitiu uma analise cromatografica que resultou na obtengdo
subfragdes com massas consideraveis para continuidade de fracionamento. As fragcdes Eg a Ei;
mostraram-se polares.

Apos sucessivas lavagens da fracdo H; (743,7 mg) com hexano e remocao do
solvente (solugcdo amarelada) foi obtido um material branco que, por CCD exibiu apenas uma
mancha. Entretanto, a analise espectroscopica mostrou-se tratar de uma mistura de esteroides:
LOS 7 (1 e 2, 75,8 mg), solGvel em cloroférmio e ponto de fusdo 154,2-156,7 °C. Os dados

fisicos e espectrométricos se encontram descritos nas pags. 90 a 97.

5.6 ISOLAMENTO DOS CONSTITUINTES DA CASCA DO FRUTO DE Luffa

operculata Cogn.

5.6.1 OBTENCAO DOS EXTRATOS HEXANICOS (LOEHCA) E ETANOLICO
(LOEECA) (Fluxograma 6, p. 232)

As cascas do fruto secas e moidas (195,8 g) foram extraidas exaustivamente com
hexano a temperatura ambiente. A destilacdo do solvente sob pressdo reduzida forneceu 1,79
g de material resinoso amarelo claro, denominado LOEHCA.

A torta resultante da extracdo com hexano foi submetida a extracdo com etanol a
temperatura ambiente. Apds destilacdo do solvente sob pressdo reduzida, obteve-se 10,6 g de

material pastoso amarelo, denominado LOEECA.
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Fluxograma 6- Obtencdo dos extratos hexanico (LOEHCA) e etandlico (LOEECA) das
cascas de Luffa operculata

[ Cascas trituradas (195,8 g) ]

1. Extracdo com hexano
2. Evaporagdo solvente

! !

[ Torta ] [ Extrato Hexanico (1,79 g) ]

1. Extracdo com etanol
2. Evaporagdo solvente

! !

[ Torta ] [ Extrato Etandlico (10,6 g) ]

5.6.2 FRACIONAMENTO CROMATOGRAFICO DO EXTRATO ETANOLICO DAS
CASCAS DO FRUTO (LOEECA) (Fluxograma 7, p. 233)

O extrato etandlico (10,6 g) foi submetido ao fracionamento em coluna em gel em
silica (coluna filtrante), usando os seguintes solventes: hexano, diclorometano (DCM), acetato
de etila (AcOEt) e metanol (MeOH), seguindo uma ordem de polaridade crescente. As
solugcdes foram concentradas em evaporador rotativo, obtendo-se as fracdes conforme

mostradas na Tabela 41, abaixo.

Tabela 41- FracGes obtidas a partir do extrato etandlico das cascas do fruto (LOEECA)

Eluente Fracao Peso (g)
Hexano LOEECA-H -

DCM LOEECA-D 0,29
DCM / AcOEt 50% LOEECA-Ac 1,12
AcOEt LOEECA-Ac 0,59
AcOEt /MeOH 50% LOEECA-Ac 4,12
MeOH LOEECA-M 1,68
MeOH/DCM 50% LOEECA-M/D 0,65
Total - 8,45
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Fluxograma 7- Obtencdo das substancias LOS 7 e LOS 8 a partir do extrato etandlico
LOEECA

[ Extrato Etandlico (10,6 g)

Fracdo DCM/AcOEt
50% (1,12 g)

[ Fraciio ACOE (0,59¢) | @

Fracdo AcOEt/MeOH
50% (4,12 g)

Fracdo MeOH (1,68 g) ]

HHH

Fracdo MeOH/DCM
50% (0,65 g)

56.3 TRATAMENTO CROMATOGRAFICO DA FRACAO DICLOROMETANO
(LOEECA-D)

5.6.4 ISOLAMENTO DE LOS 7

A fracdo eluida com diclorometano (0,29 g) foi adsorvida em aproximadamente
1,5 g de gel em silica, pulverizada em gral de porcelana e acondicionada sobre 7,5 g de gel em
silica em coluna de 125 mL (diametro ¢ = 3,5 cm) empacotada com hexano. A eluigao foi
realizada com hexano, diclorometano (DCM) e metanol (MeOH), puros ou em misturas
binarias e em escala crescente de polaridade. Foram coletadas 5 fracbes (200 mL cada)
(Tabela 42, p. 234).
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Tabela 42- Dados referentes ao fracionamento cromatogréfico da fragdo LOEECA-D

Eluente Identificacdo Fracdes
Hexano/DCM 50% Enp 01
Hexano/DCM 70% Enp 02
Hexano/DCM 90% Enp 03-04

MeOH Ewm 05

As fragdes apds serem analisadas por CCD foram reunidas de acordo com suas
semelhancas conforme mostra a Tabela 43, abaixo.

Tabela 43- Dados referentes ao fracionamento cromatogréfico da fragdo LOEECA-D

FracOes Identificacdo Massa (mg)
01 E1 74,5
02 E, 45,8
03-04 Es 40,3
05 E4 77,3

Apos sucessivas lavagens da fracdo E;, (45,8 mg) com hexano e remoc¢do do
solvente (solucdo amarelada) foi obtido um material branco que, por CCD indicou tratar-se de
uma mistura de esteroides: LOS 7 (21,0 mg).

A fracdo eluida com diclometano/Acetato de etila (DCM/ACOEt 50%,
Fluxograma 7, p. 233) apos ser analisada por CCD mostrou uma mancha roxa intensa com Ry
igual ao mostrado para a fracdo E,, como substancia majoritaria, o que nos levou a crer tratar-
se da mistura de esterdides [LOS 7 (1 e 2)], que apds cromatografada confirmou nossas
suspeitas nos restando apenas algumas subfracdes polares.

As demais fracdes (AcOEt/MeOH 50%, MeOH e MeOH/DCM, Fluxograma 7, p.
233) também foram analisadas contudo mostraram-se muito polares, desmotivando a

continuacdo do fracionamento.

5.6.5 TRATAMENTO CROMATOGRAFICO DA FRACAO ACETATO DE ETILA
(LOEECA-AC)

5.6.6 ISOLAMENTO DE LOS 8

A fracdo eluida com acetato de etila (0,589 g) foi adsorvida em aproximadamente
3,3 g de gel em silica desativada com etanol/H,O 5%, pulverizada em gral de porcelana e
acondicionada sobre 15,7 g de gel em silica em coluna de 100 mL (¢ = 3,5 cm) empacotada
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com diclorometano. A eluicdo foi realizada com diclorometano (DCM), acetato de etila

(AcOEt) e metanol (MeOH), puros ou em misturas bindrias e em escala crescente de

polaridade. Foram coletadas 7 fracdes (200 mL cada) (Tabela 44, p. 235).

Tabela 44- Dados referentes ao fracionamento cromatogréfico da fragdo LOEECA-Ac

Eluente Identificacdo Fracoes
DCM Ep 01
DCM/AcOEt 10% Ebiac 02
DCM/AcOEt 30% Eb/ac 03
DCM/AcOEt 50% Eb/ac 04
DCM/AcOEt 70% Eb/ac 05
AcOEt Eac 06
AcOEt/MeOH 50% E aum 07

As fragbes apos serem analisadas por CCD foram reunidas de acordo com suas

semelhancas conforme mostra a Tabela 45, abaixo.

Tabela 45- Dados referentes ao fracionamento cromatografico da fragdo LOEECA-Ac

Fracoes Identificacdo Massa (mg)
01 E: 16,3
02 E, 14,4
03 = 68,6
04 E4 100,4
05 Es 1314
06 Es 222,8

Apos sucessivas lavagens da fracdo Es (131,4 mg) com acetato de etila e remocao

do solvente (solugdo amarelada) foi obtido um material branco que, por CCD indicou tratar-se

de uma substancia pura (LOS 8, 24,3 mg), soltvel em piridina e ponto de fuséo 136,8-137,3

oc.
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5.7 ISOLAMENTO DOS CONSTITUINTES DOS FRUTOS DE Luffa operculata Cogn.

5.7.1 OBTENCAO DOS EXTRATOS HEXANICOS (LOEHF) E ETANOLICO
(LOEEF) (Fluxograma 8, p. 236)

Os frutos secos e moidos (68,3g) foram extraidos exaustivamente com hexano a
temperatura ambiente. A destilacdo do solvente sob pressdo reduzida forneceu 800 mg de
material resinoso amarelo claro, denominado LOEHF.

A torta resultante da extracdo com hexano foi submetida a extracdo com etanol &
temperatura ambiente. Apés destilacdo do solvente sob pressao reduzida, obteve-se 10,70 g de
material pastoso amarelo esverdeado, denominado LOEEF.

Fluxograma 8- Obtencdo dos extratos hexanico (LOEHF) e etandlico (LOEEF) dos frutos de
Luffa operculata

[ Frutos ( 68,3 g) ]

1. Extracdo com hexano
2. Evaporacdo solvente

! }

[ Torta ] [ Extrato Hexanico (800 mg) ]

1. Extracéo com etanol
2. Evaporagdo solvente

! !

[ Torta ] [ Extrato Etandlico (10,70 g) ]
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5.7.2 FRACIONAMENTO CROMATOGRAFICO DO EXTRATO ETANOLICO DOS
FRUTOS (LOEEF) (Fluxograma 9, p. 240)

O extrato etandlico (7,60 g) foi submetido ao fracionamento em coluna em gel em
silica, adsorvido em aproximadamente 4,50 g de gel em silica, pulverizada em gral de
porcelana e acondicionada sobre 21,90 g de gel em silica em coluna de 250 mL (¢ = 8,0 cm)
empacotada com hexano. A elui¢cdo foi realizada com hexano, cloroférmio (CHCIs), acetato
de etila (AcOEt), metanol (MeOH) e etanol (EtOH), puros ou em misturas binarias e em
escala crescente de polaridade. As solugdes foram concentradas em evaporador rotativo,

obtendo-se 142 frag¢Oes (25 mL cada) conforme mostradas na Tabela 46 abaixo.

Tabela 46- Dados referentes ao fracionamento cromatografico da fracdo (LOEEF)

Eluente Identificacdo Fracdes
Hexano - -
Hexano/cloroformio (10%) - -
Hexano/cloroformio (20%) - -
Cloroférmio LOEEF-C 01-34
Cloroformio/AcOEt (10%) LOEEF-Ac 35-58
Cloroformio/AcOEt (30%) LOEEF-Ac 59-83
Cloroformio/AcOEt (50%) LOEEF-Ac 84-109
Cloroformio/AcOEt (80%) LOEEF-Ac 110-127
AcOEt LOEEF-Ac 128-140
MeOH LOEEF-M 141
EtOH LOEEF-E 142

As fragdes apoOs serem analisadas por CCD foram reunidas de acordo com suas

semelhancas fornecendo sob a forma de sélidos amorfos amarelados as seguintes fracdes: 45-
64 (621,10 mg), 65-108 (1.149,10 mg), 109-116 (111,50 mg), 117-124 (66,0 mg) e 125-140
(278,90 mg). Todas as fracdes acima citadas foram soltveis em metanol e revelaram-se como
misturas (Rss praticamente iguais). Tentativas de purificacdo por CCDP, CLC e recristalizacdo
com solventes variados ndo deram bons resultados. A analise qualitativa de uma pequena das
amostras das fracBes 65-108 e 125-140 por CLAE (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia)
(Fase movel: acetonitrila:dgua (45:55); fluxo: 1 mL/min) revelou a presenca de cinco
substancias principais para a fracdo 65-108 e uma substancia para a fracdo 125-140 (Figuras

95 e 96, p. 239 e 240), com tempos de retencao (tg) proximos, descritos na Tabela 47, p.238.
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Tabela 47- Dados referentes a analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
das fracdes 65-108 e 125-140

Fracdo Substancia tr
LOS9 6,3
LOS 10 6,8

65-108 LOS 11 7,3
LOS 12 8,2
LOS 13 11,4

125-140 LOS 14 4,9

5. 7.3 ISOLAMENTO DE LOS 9, LOS 10, LOS 11, LOS 12 E LOS 13

O isolamento e purificagdo dos constituintes foi possivel por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) tendo como base o cromatograma visto na Figura 95, p.
239. A partir da fragdo 65-108 (212 mg) foram coletadas as fracdes LOS 9 (38,2 mg), LOS 10
(14,5 mg), LOS 11 (12,8 mg), LOS 12 (8,3 mg) e LOS 13 (9,8 mg). O isolamento destas foi
realizado utilizando coluna phenomenex — 250 x 4,6 mm C-18 e como fase movel a mistura
de solvente acetonitrila (45%) e agua (55%), fluxo de 1 mL/min e detector de ultravioleta
(UV) cm comprimento de onda 215-400 nm. As amostras foram dissolvidas na mesma
mistura binaria [ACN:H,0 (45:55)].

A coleta das substancias relativa aos picos principais do cromatograma permitiu
separar cinco fragdes. Os picos 1 a 5 do cromatograma (Figura 95, p. 239), com tempo de
retencdo (tr) descrito na Tabela 48, p. 238. Essas substancias apresentaram-se como cristais
amorfos amarelados, soliveis em metanol e com ponto de fusdo de 150,4-151,9 °C (LOS 9),
140,0-150,0 °C (LOS 10), 150,4-150,6 (LOS 11), 182,8-183,8 °C (LOS 12) e 147,7-148,1 °C
(LOS 13).

Tabela 48- FracGes obtidas através de CLAE a partir LOEEF

Fracao Peso (mg) Rendimento (%) Tempo de retencédo
LOS 9 38,2 18,02 6,3
LOS 10 14,5 6,84 6,8
LOS 11 12,8 6,04 7,3
LOS 12 8,3 3,91 8,2
LOS 13 9,8 4,62 11,4
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Figura 95- Cromatograma em fase liquida (CLAE) da fracdo 65-108

5.7.4 ISOLAMENTO DE LOS 14

O isolamento e purificacdo do constituinte foi possivel por cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE) tendo como base o cromatograma visto na Figura 96, p. 240. A
partir da fragdo 125-140 (269 mg) foi coletada a fracdo LOS 14 (58,0 mg). O isolamento foi
realizado utilizando coluna phenomenex — 250 x 4,6 mm C-18 e como fase movel a mistura
de solvente acetonitrila (45%) e agua (55%), fluxo de 1 mL/min e detector de ultravioleta
(UV) cm comprimento de onda 215-400 nm. A amostra foi dissolvida na mesma mistura
binaria [ACN:H,0 (45:55)].

A coleta da substancia relativa ao pico principal do cromatograma permitiu
separar a fragdo. O pico 1 do cromatograma (Figura 96, p. 240), com tempo de retencéo (tg)
descrito na Tabela 49, p. 239. Essa substancia apresentou-se como cristais amorfos

amarelados, soltveis em metanol e com ponto de fuséo de 160,8-162,7 °C.

Tabela 49- FracGes obtidas através de CLAE a partir LOEEF

Fracao Peso (mg) Rendimento (%) Tempo de retencédo
LOS 14 58 21,56 4,9
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Fluxograma 9- Obtencéo das substancias LOS 9, LOS 10, LOS 11, LOS 12, LOS 13 e LOS
14 a partir do extrato etandlico LOEEF

[ Extrato Etanolico (7,60 g) ]

1. Coluna Cromatoarafica
l l v l l

[ Fracdo 45-64 ] [ Fragdo 65-108 ] [ Fracdo 109-116 ][ Fracdo 117-124 J[ Fragdo 125-140 ]

2. CLAE l 2. CLAE

| LOS 14
250-
] S
| e o o
— - —
] - I vjiﬁi 7777777 Iirfiiiii 77777 —
F F T T | T El T T I T T T 13 i T T T T T T T T T T T T T T El T T T T T
0.0 25 50 7.5 100 125 15.0 175 200
min

Figura 96- Cromatograma em fase liquida (CLAE) da fracdo 125-140
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5.8 PREPARACAO DE DERIVADOS

5.8.1 REACAO DE ACETILACAO DE LOS 1 (1).

A substancia 1 (LOS 1, 24,0 mg) foi dissolvida em anidrido acético (2,0 mL) e
piridina (1,0 mL) e a mistura reacional foi mantida sob agitacdo por 24 horas. Decorrido esse
tempo, a mistura ligeiramente acidificada com acido cloridrico 10% foi submetida a extragao
com cloroférmio (3 x 10,0 mL). A fase cloroférmica foi tratada com sulfato de sodio e, em
sequida, evaporada sob pressdo reduzida, resultando em 38,0 mg de material acetilado
denominado LOS 1 — Ac (20).

5.8.2 REACAO DE ACETILACAODE LOS7(1E2).

A mistura de 1 e 2 (LOS 7, 10,0 mg) foi dissolvida em anidrido acético (2,0 mL) e
piridina (1,0 mL) e a mistura reacional foi mantida sob agitacdo por 24 horas. Decorrido esse
tempo, a mistura ligeiramente acidificada com acido cloridrico 10% foi submetida a extragédo
com cloroformio (3 x 10,0 mL). A fase cloroformica foi tratada com sulfato de sddio e, em
sequida, evaporada sob pressdo reduzida, resultando em 17,7 mg de material acetilado
denominado LOS 7— Ac (21 e 22).

5.8.3 REACAO DE METANOLISE DE LOS 8.

A mistura de 8 e 9 (LOS 8, 4,7 mg) foi dissolvida em MeOH/HCl,q 5% (4,5 mL) e
mantida sob refluxo por 2 horas. A mistura reacional foi extraida com hexano (3 x 3,0 mL) e
apos evaporacdo do solvente sob pressdo reduzida, resultando em 2,4 mg de material
esterificado denominado LOS 8 — Met (10 e 11).

5.8.4 REACAO DE OXIDACAO DE JONES DE LOS 9.

Preparacdo do reagente de Jones — 2,75 g de dicromato de potassio (K,Cr,O;) foram
dissolvidos em 5,0 mL de agua destilada. Em seguida, foram adicionados 2,3 mL de acido
sulfurico concentrado (H,SO,) e 0 volume da solucdo foi completado para 10,0 mL com agua
destilada.

A substancia 23 (LOS 9, 5,0 mg) foi dissolvida em 2,5 mL de acetona sob
aquecimento brando. A solucdo foi resfriada em banho de gelo e o reagente de Jones (2,0 mL)
foi adicionado gota a gota por 5 minutos sob atmosfera de nitrogénio (N,). Em seguida foram
adicionados 3,0 mL de agua destilada, e a solugdo submetida a extragdo (3 x 10,0 mL) com

cloroférmio. A fase organica foi seca com sulfato de sédio anidro (Na,SO,) e o solvente
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evaporado sob presséo reduzida, obtendo-se 2,0 mg do produto, denominado LOS 9 — JO (24
e 25).

5.8.5 REAQAO DE HIDROLISE DE LOS 14.

A substancia 19 (LOS 14, 10,0 mg) foi dissolvida em 5,0 mL de HCI (1,5 mol/L) e a
solugdo refluxada por 30 minutos. Apds o resfriamento foram adicionados 5,0 mL de agua
destilada e a mistura reacional foi submetida a extracdo com diclorometano (3 x 20,0 mL) e 0
solvente foi evaporado sob pressdo reduzida, obtendo-se 3,0 mg do produto, denominado
LOS 14 — HIDRO (26).

5.8.6 REACAO DE REDUCAO DE LOS 9.

A substancia 23 (LOS 9, 10,0 mg) foi adicionada a uma solugéo de boridreto de sodio
(NaBHj4, 16,0 mg) em MeOH (2,5 mL) em banho de gelo. A mistura foi submetida a agitagéo
mecanica por 24 horas. Apos o resfriamento foi adicionado agua destilada (30,0 mL) e
submetida a extracdo com diclorometano (3 x 30,0 mL). A fase orgénica foi seca com sulfato
de sdédio anidro (Na,SO,) e evaporada sob pressdo reduzida. O produto foi purificado por
cromatografia em coluna de gel em silica utilizando diclometano/acetato de etila (50/50)

como eluente, obtendo-se 3,0 mg do produto, denominado LOS 9 — RED (27).

5.9 ENSAIOS BIOLOGICOS

5.9.1 TESTE DE ATIVIDADE NEMATECIDA

Os testes de atividade nematecida foram feitos no Laboratorio de Fitoquimica
Aplicada do Departamento de Quimica Organica e Inorganica da Universidade Federal do
Ceard, sob a orientacdo do Prof°. Dr. Francisco Geraldo Barbosa.

Ootecas de Meloidogyne incognita extraidas de raizes de quiabeiro com auxilio de
um estereoscopio, foram colocadas em placa de Petri com agua destilada para a eclosdo dos
juvenis durante 24 horas. Apds a eclosdo, porcdes contendo 50 mL de agua e
aproximadamente 100 destes juvenis foram colocados em vidros nematolégicos nos quais
foram posteriormente acrescentados as solucdes dos extratos a serem testados até completar o
volume de 1,0 mL.

Os extratos testados foram diluidos em solucbes aquosas de DMSO 2% a uma

concentracdo de 1,0 mg/mL e como testemunha usou-se agua destilada (testemunha absoluta)
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e a solucdo diluente (testemunha normal). Os vidros nematoldgicos foram mantidos a
temperatura média de 28 °C. Para cada amostra testada, foram efetuadas trés repeticdes por
concentracdo e as contagens dos nematoOides juvenis foram relizadas ap6s 24 horas
(ALBUQUERQUE et al., 2007). Os extratos hexanicos e etandlicos de Luffa operculata ndo
apresentaram atividade nematecida, fato que pode ser justificado pela baixa solubilidade das
amostras no solvente utilizado no ensaio (DMSO 2%). A Tabela 50, p. 243 apresenta 0

resultado dos extratos testados no ensaio.

Tabela 50- Resultados do teste de toxidade sobre Meloidogyne incognita

% de mortalidade

Material testado Rl R2 R3 % Média OBSERVACAO
EHLO Frutos 0 0 0 0,00 Né&o houve solubilidade
EHLO Cascas do Fruto 0 1 0 0,33 N&o houve solubilidade
EELO Frutos 2 1 1 1,33 Baixa solubilidade (ppt)
EELO Talos 2 1 2 1,66 Baixa solubilidade (ppt)
EELO Folhas 1 3 2 2,00 Baixa solubilidade (ppt)
DMSO 2% 0 0 0 0,00

5.9.2 TESTE DE ATIVIDADE FRENTE A ENZIMA ACETILCOLINESTERASE

Os testes de atividade inibitoria da enzima acetilcolinesterase (AChE) foram feitos
no Laboratorio de Produtos Naturais do Departamento de Quimica da Universidade Estadual
do Cear4, sob a orientacdo da Prof? Selene Maia de Moraes.

A atividade inibitéria da enzima acetilcolinesterase (AChE), foi realizada através
do método de Ellman (1961), modificado por Rhee e colaboradores (2001). O objetivo desse
bioensaio € encontrar substancias que apresentam a propriedade de inibir a enzima
acetilcolinesterase, inibicdo essa que esta diretamente ligada ao tratamento da doenca de
Alzheimer (RHEE et al., 2001). Este bioensaio consiste na aplicacdo das amostras em CCD,
seguida da pulverizacdo da placa com uma solucdo contendo o reagente de Ellman (DTNB -
acido 5,5’-ditiobis-[2-nitrobenzdico]) e uma solucdo de ATCI (iodeto de acetiltiocolina) em
tampao apropriado. E considerado um método colorimétrico e que pode ser utilizado de forma
qualitativa e quantitativa (no caso desse trabalho, foi utilizado apenas o modo qualitativo). E
um método rapido e sensivel para a pré-selecdo de amostras com acdo anticolinesterasica. O
método de Ellman é um procedimento fidedigno para atividade da acetilcolinesterase e pode

ser rotineiramente empregado para avaliar a atividade inibitoria de constituintes quimicos.
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Para o referido teste, utilizou-se uma aliquota de 5,0 pL das amostras a serem
testadas na concentracdo de 2,0 mg/mL dissolvidas em metanol e aplicadas em uma
cromatoplaca. Apés a evaporacao dos solventes, pulverizou-se uma mistura (1:1) de iodeto de
acetiltiocolina (ATCI) 1,0 mmol.L-1 com o reagente de Ellman (acido 5,5’ — Ditiobis-[2-
nitrobenzoico], DTNB, 1,0 mmol.L-1), deixando em repouso por 3 minutos para a secagem
da placa. Ap6s completa secagem das solugdes, pulverizou-se a placa com a enzima
acetilcolinesterase 3,0 U/mL. Apds um periodo de 5 minutos, observou-se o surgimento de
uma coloracdo amarela na placa e o aparecimento de halos brancos em torno das amostras que
apresentaram atividade, em contraste com a coloracdo amarela da placa, cujos didametros
foram imediatamente medidos. Neste experimento, a fisostigmina dissolvida em cloroférmio
(2,0 mg/mL) foi utilizada como controle positivo. Na Figura 97, p. 245 estdo apresentados as
etapas desse método. O resultado deste bioensaio encontra-se descrito na Tabela 51, p. 244.

Tabela 51- Resultado do teste de inibicdo da enzima acetilcolinesterase

Amostra Halos de inibi¢do (mm)
EELO Talos Negativo
EELO Folhas Negativo

LOS 1 Negativo
LOS 5 Negativo
LOS7 8,0
LOS7-Ac 8,0
LOS 8 12,0
LOS 9 10,0

LOS 10 7,0

LOS 11 7,0

LOS 12 7,0

LOS 14 Negativo

Padrdo- fisostignina 9,0

* Concentracdo da amostra e padréo = 2,0 mg/mL

Os dados obtidos (Tabela 51, p. 244) ressaltam o potencial anticolinesterasico da
espécie de Luffa operculata como forte candidata a elaboracdo de drogas naturais que possam

vir a auxiliar no tratamento do mal de Alzheimer.
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Borrifa a placa com a
mistura  da  solugdo

1. Dilui¢do em MeOH (Lyg/mL) (DTNBJACTI)

L4

2. Aplicaco em placa de aluminio (5pL)

1. Espera 5 minutos

1. Espera 3 minutos

2. Borrifa a placa com
asolucdo de AChE

2. Leitura dos halos

DTNB: Reagente de Ellman (&c. 5,5 -ditiobis-[2-nitrobenzoéico]; ACTI: iodeto de acetilcolina

Figura 97- Procedimento para a realizacdo do teste de Ellman

5.9.3 TESTE DE ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Os testes de atividade antioxidantes foram feitos no Laboratorio de Biotransformacdes
e Produtos Naturais do Departamento de Quimica Organica e Inorganica da Universidade

Federal do Cear4, sob a orientacdo da Prof® Telma Leda Gomes de Lemos.

A avaliacdo da atividade antioxidante das amostras foi realizada pelo método do
sequestro de radicais livres, segundo Hegazi e Hady (2002), na qual o radical utilizado foi o
DPPH (2,2-difenil-1-picrilidrazila) na concentracdo de 60,0 umol/L. As amostras foram
testadas de 0,001 a 1,0 mg/L, todas em triplicata. Para Cada 1,0 mL de solucdo da amostra
foram adicionados 1,0 mL da solu¢cdo de DPPH, comparando a um controle negativo
(metanol). As leituras foram realizadas 30 minutos apds a mistura. O comprimento de onda
utilizado para deteccdo foi de 520 nm, em espectrofotometro UV/VIS. A percentagem de
inibicdo foi obtida por comparagdo da absorcdo contendo amostra, em relacdo a uma
solucéo controle de DPPH sem amostra. Trolox (&cido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-

carboxilico) e Vitamina C foram utilizados como padrbes positivos. Os valores de 1Cs

245



Parte Experimental

calculados através da relacdo: concentracdo da amostra versus percentual de DPPH
remanescente.

Os resultados conforme Tabela 52, p. 247, exibiram uma atividade insignificante
ou negativa quando comparado com os padrfes Trolox e Vitamina C.
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Tabela 52- Resultados do teste de atividade antioxidante

N° Identificacdo  0,00lmg/mL  0,005mg/mL  0,0lmg/mL 0,05mg/mL 0,Img/mL 1,0mg/mL  1Cs, (mg/mL)

1 EHFO 0,45 % 1,2 % 2.2 % 5,2 % 10,1 % 28,3 % -

2 EEFO 2.8 % 3,5 % 3,9 % 4,2 % 5,5 % 8,4 % -

3 EHT 12,05 % 16,9 % 17,5 % 18,6 % 19,7 % 28,8 % -

4 EET 5,7 % 7.6 % 8,5 % 8,7 % 9,1 % 19,2 % -

5 LOS 10 1,3% 1,4% 2.3 % 6,3 % 11,5 % 84,4 % 0,47+1,9.10°

6 LOS 11 0,51 % 0,58 % 0,79 % 5,0 % 9,3 % 43,8 % -

7 LOS 13 - 0,72 % 0,76 % 0,94 % 2.0 % 17,6 % -

8 LOS 14 0,87 % 2,10 % 2.13 % 3,2 % 5,3 % 47,2 % -

9 EELO fruto N,§\O APRESENTOU ATIVIDADE

10 LOS 1 NAO APRESENTOU ATIVIDADE

11 LOS 7 NAO APRESENTOU ATIVIDADE

12 LOS 7 - Ac NAO APRESENTOU ATIVIDADE

13 LOS 8 NAO APRESENTOU ATIVIDADE

14 LOS9 NAO APRESENTOU ATIVIDADE
Padrio TROLOX 24,5 % 41,8 % 51,8 % 865%  99,8% 99,9 % 2.6.10°+23.10*
Padrio  VITAM.C 3,25 % 17,8 % 19,0 % 193%  92,8% 99,8 % 4,3.10%+1,9.102
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5.9.4 TESTE PARA AVALIACAO DO POTENCIAL CITOTOXICO

Os testes de avaliacdo do potencial citotoxico foram feitos no Laboratério de
Oncologia Experimental do Departamento de Farmécia da Universidade Federal do Cear3,
sob a orientacdo da Prof2 Claudia do O Pessoa.

Andlise de citotoxicidade pelo método do MTT vem sendo utilizada no programa de
screening do National Cancer Institute dos Estados Unidos (NCI), que testa mais de 10.000
amostras a cada ano (SKEHAN et al., 1990). E um método rapido, sensivel e barato. Foi
descrita primeiramente por Mossman (1983), tendo a capacidade de analisar a viabilidade e o
estado metabdlico da célula. E uma analise colorimétrica baseada na converséo do sal 3-(4,5-
dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-brometo de tetrazolium (MTT) em azul de formazan, a partir
de enzimas mitocondriais presentes somente nas células metabolicamente ativas. O estudo
citotoxico pelo método do MTT permite definir facilmente a citotoxicidade, mas ndo o
mecanismo de acdo (BERRIDGE et al., 1996).

As células foram plaqueadas na concentracdo de 0,1 x 10° cels/mL para a linhagem
SF-295 (sistema nervoso - humano) e 0,3 x 10° para as linhagens HCT-8 (célon - humano) e
HL-60 (leucemia - humana). As placas foram incubadas por 72 horas em estufa a 5% de CO,
a 37°C. Ao término deste, as mesmas foram centrifugadas e o sobrenadante, removido. Em
sequida, foram adicionados 150,0 uL da solucdo de MTT (sal de tetrazolium), e as placas
foram incubadas por 3 horas. A absorbancia foi lida apos dissolucdo do precipitado com 150,0
uL de DMSO puro em espectrofotdmetro de placa a 595nm.

Os experimentos foram analisados segundo a média + desvio padrdo da média (DPM)
da porcentagem de inibicdo do crescimento celular usando o programa GraphPad Prism.

O percentual de crescimento celular (%G) foi calculado comparando a absorbancia do
teste com o controle (100%), tempo-zero (0%) e padrdes, doxorubicina, (100% de inibi¢do).
As fracdes foram classificadas em sem atividade (SA), com pouca atividade (aquelas que
provocaram inibicdo de até 50% do crescimento, PA), com moderada atividade (aquelas que
provocaram inibicdo entre 50% e 90% do crescimento-MO), e com muita atividade (aquelas
gue provocaram inibicdo maior que 90% do crescimento, MA) para cada linhagem testada. As
amostras foram testadas em trés linhagens tumorais em dose Unica na concentracdo de
25ug/mL (fracdes) e 50ug/mL (extratos), Tabela 53, p. 249.

248



Parte Experimental

Tabela 53- Resultado do teste para avaliacdo do potencial citotoxico

Amostra

HL-60 SF 295 HCT 8
N |dentificagao Meédia média média
1 E.E. L.O Talos (Extrato) AS PA (34,96) PA (39.73)
2 EEL.Ofrutoc/ casca (Extrato)  njo (53,85) MO (75,58) MO (87,34)
3 LOS1 AS PA (36,63) MO (50,09)
4 LOS 3 AS MO (57,29) MO (56,25)
> LOS 5 AS PA (37,83) PA (40,08)

As células foram plaqueadas na concentracdo de 0,1 x 10° cels/mL para a linhagem
SF-295 (Sistema Nervoso - Humano) e MDAMB-435 (Melanoma - Humano) e 0,3 x 10° para
as linhagen HCT-8 (Colon - Humano). As placas foram incubadas por 72 horas em estufa a
5% de CO, a 37°C. Ao término deste, as mesmas foram centrifugadas e o sobrenadante,
removido. Em seguida, foram adicionados 150,0 uL da solugdo de MTT (sal de tetrazolium),
e as placas foram incubadas por 3 horas. A absorbancia foi lida apds dissolucdo do
precipitado com 150,0 uL. de DMSO puro em espectrofotdmetro de placa a 595nm.

Os experimentos foram analisados segundo a média + desvio padrdo da média (DPM)
da porcentagem de inibicao do crescimento celular usando o programa GraphPad Prism.

A atividade citotoxica de todas as amostras esta apresentada na Tabela 54, p. 250, com
seus respectivos percentuais de inibicdo. As substancias destacadas foram escolhidas para
avaliagdes subseqiientes por apresentarem valores de inibi¢do > 75 % em pelo menos duas
linhagens tumorais testadas, valor esse considerado como cut-off para o screening de novas

substancias com potencial antitumoral.
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Tabela 54- Percentual de inibicdo do crescimento celular (GI%) das amostras em trés

linhagens tumorais testadas na dose Unica de 25ug/mL. Valores sdo média + DPM

Amostra SF-295 HCT-8 MDAMB-
435
o | Identificagdo | GIv(média) | > [ Gl | °° GI% SD
(média) (média)
1 LOS 2 11,01% 6,69% | 22,11% | 3,42% | 21,43% | 3,55%
2 LOS 6 16,00% 4,02% | 0,00% | 0,00% | 4,49% | 2,94%
3 LOS 7 25,08% 419% | 0,00% | 0,00% | 829% | 0,29%
4 LOS 8 38,24% 4,66% | 3,93% | 1,24% | 17,20% | 0,19%
5 LOS 9 89,24% 0,08% | 91,39% | 1,92% | 74,78% | 0,48%
6 LOS 10 79,45% 0,39% | 92,80% | 0,94% | 92,84% | 0,87%
7 LOS 11 77,87% 0,73% | 87,74% | 1,14% | 87,72% | 1,01%
8 LOS 12 78,93% 0,33% | 90,48% | 1,41% | 90,42% | 1,48%
9 LOS 14 20,35% 0,42% | 0,00% | 0,00% | 11,90% | 2,50%

As quatro cucurbitacinas (LOS 9, LOS 10, LOS 11 e LOS 12) foram ativas nas
concentraces testadas, sendo a substancia LOS 9 a mais ativa, e a substancia LOS 11, a

menos ativa. A cucurbitacina glicosilada mostrou baixa atividade citotoxica. Os dados obtidos

(Tabela 54, p. 250) mostraram que as cucurbitacinas isoladas se revelaram como fontes

promissoras de produtos naturais com atividade antitumoral.
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6 CONCLUSAO

A espécie botanica Luffa operculata Cogn. (cucurbitaceae), conhecida popularmente
como “cabacinha”, foi submetida ao estudo fitoquimico tendo como objetivos principais, a) o
isolamento de metabolitos secundarios, mais especificamente, os triterpenos cucurbitanos
(cucurbitacinas) que sdo os constituintes caracteristicos dessa familia e responsaveis por sua
toxicidade; b) realizar testes de atividade bioldégica com os constituintes isolados. As
cucurbitacinas e seus glicosideos sdo considerados 0s agentes responsaveis por intoxicacdes
observadas pelo uso de extratos dos frutos de L. operculata. O amplo espectro de efeitos
farmacoldgicos registrado na literatura exercido pelas cucurbitacinas e a abundancia na zona
rural justificaram o re-estudo dessa planta.

Uma visdo na literatura cientifica dirigida para a relagcdo estrutura-atividade mostra que
apesar de extensa investigacdo de plantas da familia Cucurbaceae e a caracterizagdo dos
diversos triterpernos cucurbitano delas isolados, ainda ndo ha uma exata definicdo dos
metabolitos responsaveis por determinados efeitos bioldgicos. Entre estes, pode-se citar, a
acdo medicamentosa observada no tratamento de sinusites.

Na presente pesquisa, outros tipos de substancias, além de cucurbitacinas, foram
isoladas e que ainda ndo haviam sido relatadas na literatura: diferentes tipos de ceramidas,
quinonas, esteroides e um raro triterpeno do tipo friedolenano.

As cucurbitacinas isoladas e caracterizadas no presente trabalho, com excecdo da
arvenina |, estdo sendo descritas pela primeira vez a partir de L. operculata.

As ceramidas [N-(2-isopropoxietil)eicosamida ), N-(2-
isopropoxietil)nonadecanamida  (4), N-(2-isopropoxietil)octadacanamida  (5), N-(2-
isopropoxietil)heptadacanamida (6), N-(2-isopropoxietil)hexadecanamida, (7)] séo inéditas na
literatura.

Foram obtidos também alguns derivados reacionais utilizando reacdes classicas tais
como acetilacdo, oxidacdo, hidroilse e metandlise.

Os extratos brutos, assim como, algumas das substancias isoladas a partir de L.
operculata também foram investigados quanto ao seu potencial bioldgico, sendo realizados
testes de atividade nematecida, acetilcolinesterase, antioxidante e citotoxicidade.

A mistura de esteroides [(22E,24S)-etil-5a-colest-7,22-dien-3p-ol (1) e (22E,24R)-¢til-
5a-colest-7,22,25-trien-3pB-ol (2)], a mistura de ceramidas [(1,3,4-tri-hidroxi-2-[2"-hidroxi-
docosanoilamino]-19-tetracasadeceno (8) e 1,3,4-tri-hidroxi-2-[2"-hidroxi-

henicosanoilamino]-19-tetracasadeceno (9)] e a mistura de acetatos dos esterdides
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[(22E,24S)-¢til-5a-colest-7,22-dien-3B-0l e  (22E,24R)-etil-Sa-colest-7,22,25-trien-3B-ol]
apresentaram atividade positiva para o teste da inibicdo da enzima acetilcolinesterase quando
comparados com o padrao fisostignina, sendo que a mistura de ceramidas (8 e 9) revelou-se
mais ativa que o padréo.

Na avaliacdo de acéo antiproliferativa, utilizando diferentes linhagens de células [(SF-
295 (Sistema Nervoso — Humano), MDAMB-435 (Melanoma - Humano) e HCT-8 (Célon —
Humano) as cucurbitacinas apresentaram atividades nas concentragdes testadas, sendo que a
cucurbitacina D (LOS 9) revelou-se mais ativa que as demais cucurbitacinas isoladas.

O estudo da atividade antioxidante dos extratos e substancias isoladas a partir de L.
operculata, pelo método do radical livre DPPH, apontou uma atividade insignificante ou
negativa quando comparado com os padrdes Trolox e Vitamina C. Os extratos hexanicos e
etanolicos de L. operculata também apresentaram atividade negativa para o nematoide
Meloidogyne incognita.

Os resultados dos testes de atividade bioldgica (Tabela 54, p. 250) obtidos com a
cucurbitacina D (LOS 9) permitem esperar que resultados promissores possam ser também
obtidos com seus derivados reacionais.

Varias investigacOes cientificas ja foram realizadas com a espécie em estudo. Como
relatado na presente tese, diversos triterpenos cucurbitano, esterdides, quinonas, triterpeno de
outra natureza e ceramidas, foram isolados e caracterizados. Entretanto, a analise dos
espectros de massa das ceramidas, assim como, de éster alifatico, embora, tenha permitido a
caracterizacdo das estruturas apresentadas, permite, contudo, observar que outros

componentes ndo caracterizados estdo presentes nas respectivas misturas.
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CAPITULO 7 CARACTERISTICAS FISICAS E QUIMICAS DAS SUBSTANCIAS

7.1L0S1

(22E,24S)-¢til-5a-colest-7,22-dien-3p-ol

» Caracteristicas: solido branco amorfo, solivel em piridina, formula molecular
Ca9H450, massa molar 412 u.m.a, ponto de fusdo 150,3-152,0 °C.

> Dados de RMN *H (300 MHz, CsDsN): ver Figura 8, p. 86.

» Dados de RMN *3C (75 MHz, CsDsN): ver Tabela 1, p. 82.
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7.2 LOS7

26

(22E,24S)-etil-5a-colest-7,22-dien-3p-ol (1) e (22E,24R)-etil-5a-colest-7,22,25-trien-33-ol (2)

» Caracteristicas: solido branco amorfo, solivel em cloroférmio, formula molecular
Ca9H450 (1) e Cy9H460 (2), massa molar 412 e 410 u.m.a, ponto de fusdo 154,2-156,7
°C.

> Dados de RMN *H (500 MHz, CsDsN): ver Figura 13, p. 94.

> Dados de RMN *3C (125 MHz, CsDsN): ver Tabela 2, p. 89.
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7.3L0OS?2

O
- | 1

- = 3
o e

N-(2-isopropoxietil)eicosamida

N-(2-isopropoxietil)nonadecanamida
N-(2-isopropoxietil)octadacanamida
N-(2isopropoxietil)heptadacanamida
N-(2-isopropoxietil)hexadecanamida

» Caracteristicas: graxa de coloracdo branca, solivel em piridina, férmula molecular
C25H51NO3 (3), Ca4HigNO; (4), Ca3Ha7NO; (5), Ca2HasNO; (6), Ca1HasNO; (7), massa
molar 397 (3), 383 (4), 369 (5), 355 (6) e 341 (7) u.m.a.

> Dados de RMN *H (500 MHz, CsDsN): ver Tabela 3, p. 101.

> Dados de RMN *3C (125 MHz, CsDsN): ver Tabela 3, p. 101.
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7.41L0S8

8)n=15 m=11
9)n=14 m=11

rel-(2S, 3S, 4R, 19E) -2 - [(2'R) -2 '-hidroxi-docosanoilamino]-tetracosadec-19- eno-1 ,3,4-triol (8)
rel-(2S, 3S, 4R, 19E) -2 - [(2'R) -2 '-hidroxi-henicosanoilamino]-tetracosadec-19-eno-1, 3, 4-triol (9)

» Caracteristicas: solido amorfo branco, soluvel em piridina, formula molecular,
C46H91NOs (8) e CysHggNOs (9) massa molar 737 (8) e 723 (9) u.m.a. e ponto de fuséo
136,8-137,3 °C.

» Dados de RMN *H (500 MHz, CsDsN): ver Tabela 5, p. 112.

> Dados de RMN **C (125 MHz, CsDsN): ver Tabela 5, p. 112.
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7.5L0OS5

1,6,8-tri-hidroxi-3-metilantraquinona

» Caracteristicas: solido cristalino alaranjado, soluvel em acetona, formula molecular
C15H100s massa molar 270 u.m.a. e ponto de fuséo 247,5-248,5 °C.

> Dados de RMN *H (500 MHz, CsDsN): ver Tabela 7, p. 126.

> Dados de RMN **C (125 MHz, CsDsN): ver Tabela 7, p. 126.
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7.6 LOS3

1,8-di-hidroxi-3-metilantraquinona

» Caracteristicas: solido cristalino alaranjado, solivel em cloroférmio, formula
molecular C15H1004 massa molar 254 u.m.a. e ponto de fusdo 234,9-235,7 °C.

> Dados de RMN *H (500 MHz, CsDsN): ver Tabela 9, p. 137.

> Dados de RMN *C (125 MHz, CsDsN): ver Tabela 9, p. 137.
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7.7L0S4

n= 14 acetato de hexadecanoila (14)
n= 16 acetato de octadecanoila (15)

» Caracteristicas: 0leo amarelo, soluvel em cloroférmio, formula molecular C1gH360-
(14) e CyoH400- (15) massa molar 284 (14) e 312 (15) u.m.a.

> Dados de RMN *H (500 MHz, CsDsN): ver Figura 52, p. 150.

> Dados de RMN *3C (125 MHz, CsDsN): ver Figua 50, p. 148.

259



Caracteristicas Fisicas e Quimicas das Substancias

7.8LOS6

3B-hidroxi-D:C-friedo-olean-8-en-29-0ico

» Caracteristicas: solido branco amorfo, soldvel em piridina, férmula molecular
C3oH4s03 massa molar 456 u.m.a. e ponto de fuséo 262,4-262,8 °C.

» Dados de RMN *H (500 MHz, CsDsN): ver Tabela 14, p. 156.

> Dados de RMN *C (125 MHz, CsDsN): ver Tabela 14, p. 156.
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79L0S11

30 A7)
3B-160-20 (R), 25-tetra-hidroxi-2,11,22-trioxo-5,23(E)dieno

» Caracteristicas: solido amorfo levemente amarelado, solivel em metanol, formula
molecular C3oH4s0; massa molar 520 u.m.a. e ponto de fusdo 150,4-150,6 °C.

» Dados de RMN *H (500 MHz, CsDsN): ver Tabela 17, p. 170.

> Dados de RMN *C (125 MHz, CsDsN): ver Tabela 17, p. 170.
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7.10 LOS 12

2,160,20(R),25-tetra-hidroxi-3,11,22-trioxo-5,23(E)dieno

» Caracteristicas: solido amorfo levemente amarelado, solivel em metanol, formula
molecular C3oH420; massa molar 514 u.m.a. e ponto de fusdo 182,8-183,8 °C.

» Dados de RMN *H (500 MHz, CsDsN): ver Tabela 20, p. 182.

» Dados de RMN *3C (125 MHz, CsDsN): ver Tabela 20, p. 182.
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7.13L0OS 14

(19)
2-O-B-D-glicopirasonil-16a,20(R)di-hidroxi-25-acetoxi-3,11,22-trioxo-5,23(E)dieno

» Caracteristicas: solido amorfo levemente amarelado, solivel em metanol, formula
molecular C3gHss013 massa molar 720 u.m.a. e ponto de fusdo 160,8-162,7 °C.

» Dados de RMN *H (500 MHz, CsDsN): ver Tabela 23, p. 194.

> Dados de RMN *3C (125 MHz, CsDsN): ver Tabela 23, p. 194.
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ISOLATION AND IDENTIFICATION OF TWO QUINONES FROM
STEMS OF Luffa operculata COGN. (CUCURBITACEAE)
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ABSTRACT

Phytochemistry investigation of the stems of Luffa operculata Cogn. has led to the
1solation and characterization of two aliphatic esters (hexadecanoic acid, ethyl ester
and octadecanoic acid, ethyl ester), two steroids (stigmasterol and spinasterol)
and two quinones (emodine and chrisophanol). The structures of the compounds
were 1dentified by spectroscopic methods, including 2D RMN (*H-'H COSY, H-3C
HMQC, 'H-*C HMBC) experiments and comparison with published data. To the
best of our knowledge, prior to our work, no previous publications on quinones
have been reported from Luffa genus.

Keywords: Cucurbitaceae; Luffa operculata; Stems; Quinones

RESUMEN

En la investigacion fitoquimica de los tallos de Luffa operculata Cogn fueron aislados
e identificados dos ésteres alifaticos (palmitato de etilo y estearato de etilo), dos
esterdides (estigmasterol y espinasterol) y dos quinonas (emodina y chrisphanol).
Las estructuras de los compuestos fueran identificadas basados en los métodos
espectrales, incluyendo experimentos 2D NMR (‘H-'H COSY, 'H-*C HMQC, 'H-
13C HMBC) y la comparacién con datos espectrales publicados. Este es el primer
reporte de la presencia de quinonas en el género Luffa.

Palabras clave: Cucurbitaceae; Luffa operculata; Quinonas

INTRODUCTION

The Cucurbitaceae comprise 121 genera,
arranged into 8 tribes and 2 sub-families.
The genus Luffa includes five species in
two phyletic lines, one comprised of L.
aegyptica and L. acutangula and the other
of L. echinata, L. graveolensa and L. oper-

culata (Heiser et al., 1988). L. operculata is
widely distributed in Northeastern Brazil
where is popularly known as “cabacinha”
or “bucha de cacador” (Braga, 1976). A
solution prepared from its fruits has been
used in popular medicine for the treatment
of sinusitis, as a bitter stomach and purga-
tive remedy (Corréa, 1984). The plants of

“Programa de Pos-Graduacao em Quimica, Departamento de Quimica Organica e [norganica, Universidade
Federal do Ceara — UFC. Centro de Ciéncias, Campus do Pici, caixa postal 12.200 CEP 697643 Fortaleza,
Ceara Brasil; Fone/fax: (85) 3366.9782; E-mail: fmonte@dqoi.ufc.br
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Cucurbitaceae are characteristically rich in
cucurbitacins, which are oxidatively modi-
fied triterpenes. These plants have been
used as laxative, purgative, abortive and
in treatment of sinusitis (Matos, 1979). In
addition, the cucurbitacins have received a
great deal of attention because of their cyto-
toxic and anticancer activities (Chen et al.,
2005; Atta-ur-Rhman, 2005). In previous
contributions (Papa, 1999; Sousa, 1999),
we reported the isolation and characteriza-
tion of triterpenes (Cucurbitacins) from the
fruits of Luffa operculata. In continuation
of this work, we report the isolation and
characterization of steroids (1 and 2), of
aliphatic esters (3 and 4) and, of quinones
(5 and 6) from stem of this specie. All the
compounds were characterized by spectros-
copic analysis. To the best of our know-
ledge, this is the first report of quinones
being isolated from Luffa genus.

MATERIAL AND METHODS

General

'H and °C NMR spectra were recorded at
500 and 125 MHz, respectively, on a Bruker
DRX 500 spectrometer and are reported in
ppm relative to TMS as an internal stan-
dard. The usual pulse sequence of Bruker
were used in H-'H COSY, !H-1*C HMQC
and 'H-'H HMBC experiments. Infrared
spectra were recorded on a Perkin-Elmer
720 FT spectrophotometer and refer to KBr
pellets.

Plant material

L. operculata was collected in the Aca-rape,
Ceara State, Brazil, in March 2008. A
voucher specimen (No. 43.056) is deposi-
ted at the Herbarium Prisco Bezerra of the
University Federal of Ceara, Brazil.

Extraction and isolation

Stems (935.0 g) of L. operculata were pul-
verized and percolated successively at room
temperature with n-hexane and EtOH.
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Evaporation of the solvents at reduced pres-
sure afforded a resinous yellow solid (4.1 g)
and a yellow dark pasty (22.5 g), respectively.
The hexane extract (4.1 g) was subjected to
solvent partitioning between hexane, CH,Cl,
and EtOAc by chromatography on silica gel
column to afford, after evaporation, the res-
pective extracts. The CH,CI, extract (758.0
mg) was further chromatographed on silica
gel, eluting successively with hexane and then
with increasing amounts of EtOAc in hexane.
Elution with hexane-EtOAc 4:6 yielded a mix-
ture (55.5 mg) of steroids 1 and 2. The EtOH
extract (22.5 g) was fractionated on silica
gel (86.0 g) column by elution with hexane,
CHCI,, EtOAc and MeOH. The CHCI, fraction
(10.0 g) was rechromatographed on silica gel
column with gradient of hexane-EtOAc to give
157 fractions that were combined according
to TLC analysis. The main fractions 12, 18
and 52 eluted with hexane-EtOAc 9.9:0.1,
9.5:0.5 and 7:3, respectively, were selected for
analysis. Fraction 12 was further subjected
to chromatography on flash column eluted
successively with hexane-EtOAc9:1, 8:2, 7:3,
6:4, 5:5 and 4:6. From the fraction eluted with
hexane-EtOAc 6:4 esters 3 and 4 (63.0 mg)
was obtained as a yellow oil. Fraction 18 was
rechromatographed on silica gel column with
gradient of hexane-EtOAc and the fractions
were combined according to TLC analysis.
The fraction eluted with hexane-EtOAc 9:1
gene-rated quinone 6 (6.5 mg) as orange
solid. The fraction 52 was rechromatographed
on silica gel using hexane-EtOAc as binary
mixture with increasing polarity. The fraction
eluted with hexane-EtOAc 7:3 afforded 10.0
mg of quinone 5 as orange solid.

1,6,8-Trihydroxy-3-methylanthraqui-
none (5). Orange powder, m.p. 247.5-248.5
°C; IR cm™: 3417 (OH), 1692 (C=0), 1625
(C=0), 1569 (aromatic benzene ring).

1,8-Dihydroxy-3-methylantraquinona
(6). Orange powder, m.p. 235-236 °C; IR
cm™: 3485 (OH), 3417 (OH), 1677 (C=0),
1627 (C=0), 1567 and 1466 (aromatic ben-
zene ring).
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RESULTS AND DISCUSSION

The stems of L. operculata were pulverized
and successively extracted with n-hexane
and EtOH. After repeated chromatography
on silica gel, two steroids (1 and 2), two fatty
acid esters (3 and 4) and two quinones (5
and 6), were obtained. The steroids stig-
masterol (1) and spinasterol (2) and, the
long-chain fatty acid esters hexadecanoic
acid, ethyl ester (3) and octadecanoic acid,
ethyl ester (4) (Figure 1) were identified by
their spectral data (RMN, IV and MS) and by
comparison with literature values (Chaves
etal,2007; Souza etal, 2001). Compound
5,C_H, O, was isolated as an orange solid,
mp 247.5-248.5°C. The *C NMR spectrum
of 5 with the aid of the DEPT, HMQC and
HMBC experiments indicated a carbon
count of 15 carbons and a hydrogen count
of 7 carbon-bond hydrogens. The presen-
ce of twelve unsaturated carbons signals
coupled with the presence of two carbonyl
functionalities at 6, 190.60 and 182.00,
indicated 5 to be an anthraquinone. The
'H NMR spectrum of 5 showed chelated
phenolic hydroxyl signals at 6, 12.16 and
12.05, a methyl signal at 6, 2.41 (s), a pair
of meta-coupled 1H doublets at 6,7.09 (J=
2.3 Hz, H-2) and 7.48 (J= 2.3 Hz, H - 4),
and a pair of meta-coupled 1H broad dou-
blets at 6, 7.15 (J= 2.3 Hz, H- 5) and 6.56
(J=2.3 Hz, H - 7). These couplings were
confirmed by 'H-'H COSY spectrum. In ad-
dition, in the HMBC spectrum, the dowfield
hydrogens at 6, 7.48 (H-4) and 7.15 (H - 5)
displayed strong coupling (*J ) to carbonyl
carbon at §_ 182.00 (C-10). Thus the above
'H and 13C spectra and comparison with
the literature (Barbosa, 1999; Dutra et al.,
1992; Kazmi et al., 1994) values supported
the characterization of 5 as 1,6,8-Trihy-
droxy-3-methylanthranquinone (Figure 1).
Compound 6, C H, O,, was isolated as an
orange solid, mp 235-236 °C. The *C NMR
spectrum of 6 with the aid of the DEPT,
HMQC, and HMBC experiments indicated
a carbon count of 15 carbons and a hydro-
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gen count of 8 carbon-bond hydrogens. The
presence of twelve unsaturated coupled with
the presence of two carbonyl funcionalityes
at 6, 192.79 and 182.24 indicated 6 to be
an anthraquinone. The 'H NMR spectrum of
6 showed chelated phenolic hydroxyl signals
at 6, 12.13 and 12,02, a methyl signal at 6,
2.47 (s), signals for five aromatic hydrogens
at6,7.83 (1H, brd, J= 8.0 Hz), 7.69 (1H,
brt, J= 8.0 Hz), 7.67 (1H, br s), 7.30 (br d,
J =8.0 Hz) and 7.11 (1H, br s). The COSY
spectrum displayed the correlations peaks
between the hydrogens signals at 6, 7.83
(H-5), 7.69 (H-6) and 7.30 (H-7). On the
other hand, in the HMBC spectrum, the
hydrogen H-35 (§,; 7.83) showed correlations
with C - 6 (6, 137.19), C - 7 (6. 124.79),
C - 8a (6, 117.00) and C - 10 (&, 182.24).
Thus, the above 'H and *C spectra and
comparison with the literature (Barbosa,
1999; Dutra et al., 1992; Kazmi et al., 1994)
values supported the characterization of 6
as 1,8-Dihydroxy-3-methylanthranquinone
(Figure 1).

I
CH3(CH,)nCOCH,CH;
1A 3

2 A 4 =17

n=15

Fig. 1
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CONCLUSIONS

The present paper reports isolation and
characterization of two aliphatic esters
(hexadecanoic acid, ethyl ester and octa-
decanoic acid, ethyl ester), two steroids
(stigmasterol and spinasterol) and two
quinones (emodine and chrisophanol). The
chemistry of a number large of species of
the Cucurbitaceae has been studied by
many authors (Chaves, 2006; Fatope et
al.,, 1990; Halaweish, 1993; Jacobs et al.,
1990; Kupchan et al., 1978; Monte et al.,
2003; Valente et al., 1993). These papers
reported only the isolation and characte-
rization of several steroids and especially
highly oxygenated triterpenes (cucurbita-
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cins), which are widespread in this family.
Hier, we reported the continued study of
Luffa operculata, from which two known
compounds, quinone-type named 1,6,8-
Trihydroxy-3-methylanthraquinone (5)
and 1,8-Dihydroxy-3-methylantraquinone
(6), have been isolated. To the best of our
knowledge, no previous publication on
this compound type have been reported
in Luffa genus and very few in the family
Cucurbitaceae.
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Abstract

A mixture of new ceramides (1. 2. 3. 4 and 5) together with a binary mixture of ceramides with long chain
alkyl (6 and 7). triterpenoid (10) and steroids (11 and 12) have been isolated from bark of the fruits and of
the stems of Luffa operculata (Cucurbitaceae). The structures were elucidated by comprehensive spectro-
scopic analysis including 'H and “C NMR. DEPT (distortionless enhancement by polarization transfer).
COSY (correlated spectroscopy). HMQC (heteronuclear multiple quantum coherence), HMBC (heteronu-
clear multiple bond connectivity). IR (infrared), HR-ESI-MS (electrospray ionization-high resolution mass
spectra) and LR-MS (low resolution electron ionization mass spectra) experiments. All the ceramides are
reported for the first time in Cucurbitaceae and this is the first report of the rare triterpene 10 isolated from

Luffa operculata. The ceramides 6 and 7 showed a high acetylcholine esterase inhibitory effect.

Kevwords: Cucurbitaceae, Ceramides. Triterpenes. Spectroscopic Data

1. Introduction

As a part of our continuing chemical studies on plants of
Cucurbitaceae family. we have investigated the bark of
the fruits and the stems of Luffa operculata specie. L.
operculata Cogn. (Cucurbitaceae), locally known as
“cabacinha™, a perennial shrub widely distributed in
Northeastern Brazil where an aqueous solution from its
fruits has been used in popular medicine for the treat-
ment of sinusitis [1]. In the previous paper [2]. we re-
ported the isolation and structure elucidation of triper-
penes cucurbitane type from these fruits. In this paper.
we report the isolation and structure elucidation of cera-
mides (1-5. 6 and 7). triterpene oleanane type (10) and
steroids (11 and 12) from the bark of the fruits and stems
of this plant. In plants. recent studies indicate that cera-
mides may be involved in signal transduction, membrane
stability. host-pathogen interactions, and stress responses
[3].The compound 6 and 7. as well as the steroids mix-
ture (12). showed an acetylcholine esterase inhibitory
effect. Inhibition of acetylcholinesterase (AchE) is used

Copyright © 2011 SeiRes.

as a strategy for the treatment of Alzheimer's disease
(AD). a neurodegenerative malady characterized by cog-
nitive impairment and personality changes. One of the
most promising approaches for treating this disease is to
enhance the acetycholine level in rain using acetylcho-
line esterase (AChE) plant-derived inhibitors [4]. In this
work we report an evaluation of the cholinesterase inhi-
bition effect of the ceramides 6 and 7 following the
methodology of Elmann. adapted by Rhee [5] for the
layer chromatography (TLC).

2. Materials and Method
2.1. General Procedures

'H and "*C NMR spectra were recorded on Bruker DPX
300 and DRX 500 spectrometers in CDCl;. with TMS as
an internal standard. DEPT and all 2D experiments
(COSY. HMQC and HMBC) with standard Bruker pulse
sequence: IR spectra were carried out on Perkin-Elmer
2000 series FT-IR: electrospray ionization mass spectra
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(HR-ESI-MS) obtained in mass spectrometer model
LCMS-IT-TOF (225-07100-34, Shimadzu) and on a
QP35050 (Shimadzu) instrument at 70 eV for low resolu-
tion: melting point were measured on Mettler Toledo
FP90 apparatus, uncorrected; the spots were visualized
by spraying with a mixture of vanillin-perchloric acid
ethanol.

2.2. Extraction and Isolation of Constituents

Luffa operculata stems were collected m Acarape County,
Brazil and identified in the Departamento de Biologia do
Centro de Ciéncias da Universidade Federal do Ceara
(UFC). A voucher specimen (N° 43.056) was deposited
at Departamento de Biologia (UFC) Prisco Bezerra Her-
barium.The air-dried stems (935 g) were powdered and
extracted at room temperature with hexane and EtOH.
The hexane extract (4.1 g) was subjected to column
chromatography (CC) on silica gel (Si gel) 60 (230 - 400
mesh) using hexane, CH,Cl,. EtOAc and MeOH as sol-
vents. The CH,Cl, fraction (2.56 g) was further subjected
to CC on Si gel 60 (230 - 400 mesh) to yield a material
(17.5 mg) white greasy (1 - 5) and 11 (102 mg). The
AcOEt fraction (4.95 g) of EtOH extract (22.5 g) was
successively chromatographed on Si gel column to afford
10 (7.5 mg) as white powder. The air-dried bark of fruits
(195.8 g) were powdered and extracted at room tem-
perature with hexane and EtOH. The EtOH extract (10.5
g) was subjected to CC on silica gel 60 (230 - 400 mesh)
using CH,Cl,. EtOAc and EtOH as solvents. The CH,Cl,
fraction (0.29 g) was successively chromatographed on
Si gel column to afford 12 (21 mg) as a white powder.
while the AcOEt fraction (0.59 g) after successively
chromatographed on Si gel column afforded 6 and 7
(24.5 mg) a white solid.
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3. Results and Discussion

The CH,Cl, fraction of the hexane extract of the stems of
L. operculata was chromatographed on silica gel column
to yield a white greasy material. Its IR spectrum dis-
closed bands due to methylene and methyl (yg, 2923/
2853 e and Gy 1462/1380 cm'l). carbonyl (ypax 1737
em™) groups. as well as bands of € - O/C = N (yax 1172
em™) bounds. The LR-MS displayed a cluster of four
14-amu-apart ion peaks at m/z 311. 297, 283, 269 and
255 indicative of a mixture of homologous compounds
(Scheme 1). In agreement, the NMR data (Table 1) re-
vealed signals due to methylene groups [intense and
broad signal at dg 1.29 - 1.34; several peaks at dc 23.46 -
34.89 (very high peak at d¢ 29.85)]. as well as signals to
one primary methyl group (dg 0.89. t, 6.7 Hz; o¢ 14.80)
all characteristic of a long alkyl chain. The methylene
hydrogens at oy 2.39 [t. 7.3 Hz: 6c 34.89 (methylene
carbon alfa to carbonyl)] showed >/ and > HMBC cor-
relations with the carbons at éc 174.20 (C = Q). 32.64
(methylene carbon bera to carbonyl) and 30.26 (methyl-
ene carbon gama to carbonyl) and allowed to establish
the partial structure L

CH3-(CHz)n-CHz-CHz-CHz-C=O
I

In addition, the 'H and *C spectra exhibited signals
due to two other methylene groups (oyg 4.38. t. 4.9 Hz.
2H: o¢ 64.67 and oy 3.66. t. 5.2 Hz, 2H; ¢ 66.76) and to
a secondary gem-dimethyl group (o 1.12. d. 6.0 Hz. 6H;
oc 22.71 and og 3.57. m. 1H; dc 72.40) and allowed to
suggest the partial structure IT.

n +eM m Fragmentos m
14 397 311 18
13 383 297 17
0 T
2, 3 Is) 4 8]
e I 1 N/\z/ WJ/ 12 369 283 \Vﬁ‘\ 16
H L z NH,
11 355 269 15
10 341 255 14
e
+
[ J\ “ \( CH;CHCH;
(o]
+
m/z 86 miz 73 m/z 43
Scheme 1. Structures for the amides 1-5.
Copyright © 2011 SciRes. AJAC
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Table 1. BC (125 MHz) and 'H (500 MHz) data of compounds 1 - § in pyridine-ds, J in ppm, J in Hz and multiplicities, in

parenthesis.
No. 1-5
C dc 2 Jen
1 174.20 H-1:H-2".H3
CH
3 72.40 357 (m) H-4: H-2
CH,
1 64.67 438(1.4.9) H-2
2 66.76 3.66(t.52) H-1
2 3489 239 (. 73) H-3’
3 2581 1.67 (m) H-2'
4 30.26 1.29-1.34 (m)
5-n 29.85-30.51 1.29-1.34 (m) -
n+1l 3264 1.29-1.34 (m) 3Hn+3
n+2 2346 1.29 - 1.34 (m) -
CH;
4 2271 1.12(d, 6.0) -
n+3 14.80 0.89 (1. 6.7) H-2: HA4

—N-CH,-CH,-0-CH(CH,),

II

In the 'H - 'H COSY spectrum. the mutual correla-
tions between the signals at dy 4.38 and 3.66. as well as
between the signals at dg 1.12 and 3.57, supported the
fragment II. The linkage of theses partial structures (I
and IT) to each other was based on additional long-range
connectivities observed between the hydrogens at oy
4.38 (-NCH,-) and the carbon atom in dc 174.20 (C =0)
in the 'H-"*C HMBC spectrum and resulted in the gen-
eral structure IIl. corresponding to amides mixture. Oth-
ers correlations in the HMBC spectrum were assigned in
the Table 1.

(@]

1 o 4
Y TN
H 4
I

Finally. the fragments in the mass spectrum due to the
peaks at m/z 311, 297, 283, 269 and 255 obtained by
MecLatfferty rearranjement from molecular ion peaks at
m/z 397, 383, 369. 355 and 341 (observed at 395, 381.

Copyright © 2011 SciRes.

367, 353 and 339, respectively). respectively. allowed
the possible structures for the amides 1 - 5 (Scheme 1).
unknown ceramides up to date. Others important peaks
as m/z 86 (100%). 73 and 43 all are in agreement with
the proposed structures (Scheme 1).

1 n=14 M7397 N-(2-isopropoxy-ethyl)eicosamide

2 a=13 M7383 N-(2-isopropoxy-ethyl)nonadecanamide
3 an=12 M7369 N-(2-isopropoxy-ethyl)octadacanamide
4 n=11 M7335 N-(2-isopropoxy-ethyl)heptadacanamide
5 n=10 M 341 N-(2-isopropoxy-ethyljhexadecanamide

The AcOEt fraction of the EtOH extract from barc
fruit of L. operculata was chromatographed on silica gel
column to afford a white solid whose high-resolution
high-resolution ESI mass spectrometry in the negative
mode displayed two l4-amu-apart quasimolecular ion
peaks [M-H] at m/z 736.5277 and 722.3396. indicative
of a binary mixture of homologous compounds. The IR
spectrum of this solid disclosed bands at 3336/3218.
2918/2849 and 1621 cm™ suggestive of OH and/or NH.
CH3/CH; and C = O groups. respectively, as well as
bands at 1070/1025 ecm™ of C-O/C-N bound: further
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bands at 1544, 1466 and 750 cm™ were attributed to NH,
CH,/CH, and CH, groups. respectively. The “C and
DEPT NMR spectra (Table 2) showed several aliphatic
methylenes (6¢23.28 - 36.17) and methyl terminal signal
(0¢ 14.55) which constructed a long alkane chain. These
spectra also revealed the presence of six methine [dc
53.42: three oxygenated (dc 72.75. 73.26 and 77.32) and

two olefinic (6¢ 131.16 and 131.04)] carbons. In addition.

signals at dc 62.36 and 175.64 indicated an oxymethyl-
ene carbon and an ester or amide carbonyl. respectively.
The '"H NMR spectrum also revealed characteristic sig-
nals for long alkyl chains (g 1.27 - 1.33) as well as a
signal at og 8.61 compatible with hydrogen of secondary
amide (RCONHR’) which. was further substantiated by

its *C NMR (dc 175.64) and IR (1621 and 1544 cm™)
spectra. In the "H-"H COSY spectrum. the amide hydro-
gen with resonance at dy 8.61 coupled to a methine hy-
drogen at g 5.13 (6¢ 53.42) which in turn revealed cou-
pling to a methyne carbinolic hydrogen at oy 4.38 (dc
77.32) and to a diastereotopic methylene group observed
at 0y 4.45 and 4.53 (dc 62.36). On the other hand. in the
HMBC spectrum, the hydrogen resonance at &y 4.38
showed correlation to the dc 53.42 (CH). 62.38 (CH,).
73.26 (CH) and 34.55 (CH;). The HMQC spectrum es-
tablished the association of the methyne carbon at d¢
73.26 with the carbinolic hydrogen at oy 4.32. This
analysis, based on amide function (RCONHR"), allowed
to establish the partial structure IV.

(0] OH OH ﬁ) ?H Cl)H
Il | |
R-C-N’H-C{H-CH-CH-CH3- -C'Hz-CHz-Cl'H-C-NH-Cl‘H-CH-CH-CHg-
CH;OH OH CH,0H
W v

The third oxygenate methine carbon at d¢ 72.75 was
associated to hydrogen in g 4.64 by HMQC experiment.
In addition, the HMBC spectrum showed that this hy-
drogen was correlated with carbonyl carbon and with the
methylene carbons at oc 36.17 and 26.19, beta and gama
carbons. respectively. to carbonyl function. Thus, a par-
tial structure IV was expanded to V. Based on the above
spectral analysis and by comparison with spectral data
[IR. NMR (‘H and *C) and MS] of the literature [3.6-8]
the sample was identified as a ceramides mixture with
general structure VI

0H
Q OH
R
o )ﬁ Jm =
OH g OH
VI

The position of the double bond at C-19 was indicated
by strong peaks corresponding to m/z 97
(CH,CHCHCH,CH,CH,CH;). 57 ("CH,CH,CH,CHs)
and 43 ("CH,CH,CHjs). The E stereochemistry of double
bond was determined on the basis of *C NMR chemical
shift of the methylene carbons adjacent to the olefinic
carbons. which is observed at dc = 27.00 in Z isomers
and at oc = 32.00 in E isomers [3.6].

After comparison with analogous compounds [3.7-11]
the relative stereochemistry inferred for the sterocenters
2. 3. 4 and 2" was presumed to be s8R and R, re-
spectively. On the basis of the above mentioned data. the
structures of compounds 6 and 7 were established as
rel-(25.35.4R.19E)-2-[(2°R)-2"-hydroxydocosanoylamm

Copyright © 2011 SciRes.

o]-tetracosadec-19-ene-1.3.4-triol (6) and rel/-(25.35.4R.
19E)-2-[(2°R)-2"-hydroxyhenicosanoylamino]-tetracosad
ec-19-ene-1,3.4-triol (7).

These data support the structures 6 and 7 proposed for
ceramides:

n+2 P 3

043 pel T4
OH H OH

6 [M-H] 736.5277Tn=15.m=11
7[M-H] 722.3396n=14. m=11

The structures of acyl chains were confirmed by
analysis of the mixture of products (8 and 9) resulting
from methanolysis of 6 and 7. The CG-MS of 8 and 9
was n agreement with structures of 6 and 7. showing the
presence of two constituents. which were identified as
methyl-2-hydroxydocosanoato (/2 370 [M']) and methyl-
2-hydroxyhenicosanoato (1n/z 356 [M']).

0]
Il

COCH;
W,)/n'\r

OH

8M 370n=16
9M 336n=13

The AcOEt fraction of the EtOH extract of the stems
of L. operculata was successively chromatographed on
silica gel column to afford 10 as white powder, mp
262°C - 263°C. The *C NMR spectrum of 10 exhibited
thirty signals divided by DEPT spectra in nine quarter-
nary carbons, three CH. eleven CH; and seven CH;
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Table 2. ¥*C (125 MHz) and 'H (500 MHz) data of com-
pounds 6 and 7 in pyridin-ds, & in ppm, Jin Hz and multi-

plicities, in parenthesis.

No. 6 and 7
C dec Su P en
1 175.64 - NH-1
CH
2 5342 513 (m) NH-1": H-1: H-3
3 7732 4.38 (m) H-1: H-2: H-5
4 73.26 4.32 (m) H-3:H-5
19 131.16 5.53 (m) :
20 131.04 5.53 (m) .
> 7275 4.64 (m) :
CH,
1 62.36 4.45:4.53 (m) H-2:H-3
5 3455 1.95: 2.30 (m) H-3
6 27.00 1.71: 1.80 (m) H-5
T-17 30.25-30.53 1.27-1.33 (m) -
18 3331 2.05 H-19: H-20
21 3423 2.00; 2.30 (m) -
22 3243 127-133 (m) -
23 23.28 1.27-1.33 (m) H-24
3 36.17 205:225 H-2"
& 26.19 1.71: 1.80 H-2"
5n 30.25-30.53 1.27-1.33 (m) -
n+1l 3243 1.27-1.33 (m) -
n+2 23.28 1.27-1.33 (m) -
CH,
n+3 14.55 0.89 (1. 6.4) .
24 14.55 0.89 (1.6.4) -
groups. In the 'H and PC NMR spectra of 10 characteris-

Copyright © 2011 SciRes.

tic feature can be identified: methyl groups (og 0.99. 1.04.
1.05. 1.08. 1.22. 1.28 and 1.42: ¢ 20.43. 16.82. 22.69.
31.44, 28.93. 18.28 and 33.64) all bonded to the quarter-
nary carbons: one carbinolic methyne carbon (éy 3.38.
dd. J=10.0 and 5.0; d¢ 78.34): one tetrasubstituted dou-
ble bond (6c 134.89 and 134.45) and one carboxylic
carbon (d¢c 181.68). Together, these data were consistent
with a molecular formula of C30Hy30;. including one
-OH and one -CO;H groups. Based on this NMR data
(Table 3). the seven degrees of unsaturation could be
attributed to one carbon-carbon double bond. one car-
bonyl group. and five ring systems. Compound 10 was
distinet from oleanolic acid by two remarks: the double
bond was located at A based on the long range connec-
tivities between two methyl signals at dy 0.99 (3H-25)
and 1.05 (3H-26) and the olefinic carbon signals at 6c
134.89 (C-8) and 134.45 (C-9). respectively: the long
range coupling between the methyl signal at oy 1.42
(3H-30) and carbon carboxylic signal at dc 181.68 (C-29).
Thus, based on the above spectral analysis and by com-
parison with spectral data [IR. NMR ('H and C) of lit-
erature [12.13] the structure was confirmed as 3f5-hy-
droxy-D:C-friedoolean-8-en-29-oic acid. known as bry-
onolic acid. a triterpenoid rare in nature.

The steroids were identified as 24g-etil-5a-colest-
7.trans-22-dien-35-ol [11 (spinasterol)] and a mixture of
24g-ethyl-5a-colest-7.frans-22-dien-35-0l (11) and 244-
ethyl-5a-colest-7.trans-22.25-trien-35-0l (12) from their
spectral analysis and by comparison of their physical and
spectral data with literature [14.15] values.
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Table 3. BC (125 MHz) and 'H (500 MHz) data of com- Table 4. Cholinesterase inhibition of constituents from L.
pound 10 in pyridin-ds, é in ppm, Jin Hz and multiplicities, aperculata.
in parenthesis.
Substance® Zone of inhibition (mm)
No 6and 7 12
C dc du Jcn 1 N
4 3071 - 3H-23:3H-24 12 8
Physostigmine™* 9
8 134.89 - 3H-26
“Concentration = 2mg/mL; "N = No effect; “Positive control.
9 13445 - 3H-25
0 3812 ) 3H.25 In the anticholine esterase activity test. fisostgmine
was used as positive control (with an inhibition zone of 9
13 37.99 3H-27; 3H-26

mm) since it 1s a drug that binds and activates the ace-
14 2924 - 3H-26; 3H-27 tylcholine receptor. Acetylcholine esterase (AChE) hy-
drolyzes the neurotransmitter acetylcholine at one of the

17 31.60 - H-19a . . .
highest known wnzymatic rates. Therefore the anticho-

20 4091 - H-19a: 3H-30 line esterase activity of the ceramides (6 and 7) (with

20 18168 ) H-19a: H-19b: 330 aninhibition zone of 12 mm) is relevant as the results
below (Table 4).

CH -

i 4. Conclusions

3 78.34 3.38(dd. 10.0: 5.0) 3H-23: 3H-24; 3H-25

5 51.25 1.08 3H-23; 3H-24; 3H-25 Many previous studies showed that Luffa operculata is
18 4546 157 3108 rich in triterpenes cucurbitano type. as expected for a
Cucurbitaceae. Although almost all of these metabolites
were found only i their fruits, this study showed that the
1 3582 163184 _ stems and bark of the fruits of this plant are bioproduc-
tors of ceramides as well as steroids and triterpenes of
another type (oleanane). According to the analysis of
6 19.91 1.42:1.72 - spectral data. the mixture of long chain ceramides seems
to involve more than two components, requiring a further

CH, 3H-25

2 28.27 1.84:2.11

7 28.97 1.86;2.59 - K
thorough study about the subject.

11 2137 1.90: 194 -

12 3082 122:149 3H-27 5. Acknowledgements

13 25.77 1.37:1.72 -
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