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Artigo

CYTOTOXIC DERIVATIVES OF WITHANOLIDES ISOLATED FROM THE LEAVES OF Acnistus arborescens.. In view of
anticancer activity of 7 B-acetoxywithanolide D (2) and 7f-160-diacetoxywithonide D (3), isolated from the leaves of Acnistus
arborescens (Solanaceae), five withanolide derivatives were obtained and their structures were determined by NMR, MS and IV

data analysis. The in vitro anticancer activity of these derivatives was evaluated in a panel of cancer cell lines: human breast (BC-1),
human lung (Lul), human colon (Col2) and human oral epidermoid carcinoma (KB). Compounds 2a (acetylation of 2), 3b (oxidation
of 3) and 2¢ (hydrogenation of 2) exhibited the highest anticancer activity against human lung cancer cells, with ED,, values of 0.19,

0.25 and 0.63 pg/mL, respectively.
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INTRODUCAO

As plantas superiores constituem uma das fontes mais impor-
tantes de novas substancias utilizadas diretamente como agentes
medicinais; além disso, fornecem modelos para modificagdes
estruturais e organizagdo de propriedades farmacoldgicas e bio-
quimicas, servindo de inspirag@o para quimicos organicos na cons-
trug¢do de novos arranjos moleculares naturais.! Dentro do grupo
dos esteroides naturais com atividades citotdxicas se encontram
os vitanolidos, que formam o grupo mais abundante de compostos
que possuem uma O lactona em sua cadeia lateral. Estes foram
primeiramente citados na literatura em 1962, mas sua elucidagdo
estrutural sé aconteceu em 1966 com a descrigdo estereoquimica
da vitaferina 1 (Figura 1) isolada das folhas de Withania somnifera,
popularmente conhecida na India como Ashwaganha.2 Os vitanoli-
dos tém sido isolados de plantas de vdrios géneros, como exemplo
podem ser citados: Acnistus,>® Datura,’ Jaborosa,'® Physalis'' e
Withania,'*" todos da familia Solanaceae, e despertam interesse
por apresentarem diversas atividades bioldgicas, algumas delas
como antitumoral,*® diurética,"® indu¢do de quinona redutase®'*
e imunossupressora.'

Outros esteroides que s@o encontrados na famila Solanaceae
incluem glicosideos e alcaloides esteroidais, compostos presentes
nos géneros Cestrum e Solanum, sendo este dltimo género o que
possui o maior ndmero de espécies catalogadas.'®!” Os primeiros
trabalhos sobre a atividade farmacoldgica de vitanolidos em Acnistus
arborescens foram feitos sobre inibidores de tumores; em um deles,
utilizando-se do extrato alcodlico das folhas, observou-se significativa
atividade bioldgica in vitro contra células de carcinoma humano da
nasofaringe e in vivo contra sarcoma 180 em ratos; a agdo farmaco-
16gica foi atribuida a vitaferina 1.3

*e-mail: sming@uems.br

Figura 1. Estrutura da vitaferina 1

Acnistus arborescens conhecida popularmente como marianeira
ou espordo de galo falso apresenta-se distribuida pelas Américas do
Sul e Central; nesta espécie tém sido relatados vdrios compostos
da classe dos vitanolidos incluindo vitacnistinas,® vitafisalinas®’
e derivados do vitanolido D: 12B-acetoxi-4-deoxi-5,6-deoxi-A’-
vitanolido D, 7B-acetoxivitanolido D 2, 7B,160.-diacetoxivitanolido
D 3 e 4-deoxi-7B,160-diacetoxivitanolido D.* A atividade citotéxica
de alguns destes compostos foi verificada contra células tumorais
in vitro, destacando-se as substancias 2 e 3 contra células de célon
(LNCaP) com EDy, de 0,03 e 0,08 ug/mL, respectivamente.’

Levando-se em conta a potencial atividade anticancer dos vitano-
lidos, este trabalho se focou na obteng@o de cinco derivados a partir
dos vitanolidos 2 e 3, com a realizacéo de testes de citotoxicidade
em células cancerosas de maior incidéncia em humanos.

PARTE EXPERIMENTAL
Aspectos gerais

Os espectros de RMN foram registrados em equipamento Varian
Inova-500 (500 MHz para 'H e 125 MHz para *C), utilizando-se o
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sinal do solvente como referencial interno. Os espectros de massa
foram obtidos através de injecdo direta em espectrometro VG Auto-
espec High Resolution Mass Spectrometer (Micromass Company).
Os espectros de infravermelho (IV) foram obtidos na forma de filmes
em espectrofotometro Perkin Elmer 1600 (FTIR Series). Nas separa-
¢des por cromatografia em coluna foi utilizada silica gel 70-230 da
Merck. As fracdes foram monitoradas por cromatografia em camada
delgada (CCD) em cromatoplacas PF254 (Merck) e as manchas com
vitanolidos foram reveladas com revelador 4cido sulfirico/MeOH
(1:1) ou com irradiagdo no UV a 254 nm.

Isolamento dos constituintes

As folhas de Acnistus arborescens (1,3 kg) foram secas, moidas
e submetidas a extracdo através de maceragao com etanol (5 L). Apds
evaporag¢ao do solvente procedeu-se a particdo entre acetato de etila/
EtOH:H,O (6:4). A fragdo acetato de etila foi filtrada em Celite e
ap0s evaporacio, fracionada em coluna cromatografica empacotada
com silica gel 70-230 da Merck e eluida com misturas de hexano/
AcOEt. Foram recolhidas 74 fragdes de 50 mL que foram agrupadas
posteriormente em 16 fracdes, através de monitoramento por CCD.
A fracdo 36-40 eluida com hexano:AcOEt (30:70) foi submetida
repetidas vezes a separacdo em cromatografia em camada delgada
preparativa (CCDP), utilizando-se hexano:AcOEt (20:80) como
eluente e obtendo-se 2 (1,0 g) com 0,07% de rendimento. O composto
3 (300 mg) foi obtido por CCDP usando a fragdo 40-55 eluida com
hexano:AcOEt (30:70), seguida de separa¢do em CCDP, obtendo-se
um rendimento de 0,02% desta substancia nas folhas.

7B-acetoxi-4B,20R-di-hidroxi-5B,6B-epoxi-1-oxo-vita-2,24-
dienolido (2). Cristais incolores e inodoros. PF.= 151-153 °C. Dados
espectrométricos similares aos da literatura.*

7B, 160-diacetoxi-4B,20R-di-hidroxi-5,6B-epoxi-1-oxo-vita-
2,24-dienolido (3). Cristais incolores e inodoros. P.F.= 163-166 °C.
Dados espectrométricos similares aos da literatura.’

Obtencao dos derivados

Acetilagdo de 2 e 3

O vitanolido 2 (20 mg) foi dissolvido em 2 mL de acetato de etila
e, entdo, adicionado a um baldo de 50 mL, adicionando-se 1 mL de
anidrido acético-piridina (1:1), iniciando-se agita¢@o e deixando-se
reagir por 3 h, sendo monitorada a formacdo do produto por CCD,
obtendo-se 18 mg de 2a, com rendimento de 83%. O mesmo proce-
dimento foi adotado para o vitanolido 3, obtendo-se 17 mg de 3a,
com rendimento de 85%.

4B,7B-diacetoxi-20R-hidroxi-5B, 6B-epoxi-1-oxo-vita-2,24-
dienolido (2a). Oleo incolor e inodoro. A max. cm™: 3440, 1721,
1703, 1682. EIMS (intensidade relativa): 586 (M*, ndo detectado),
461 [M-125]*(13),401[M -125-HOAc]* (75), 341[M -125-2HOAc]*
(25), 169 [C,H,;0,]* (40), 126[C,H,,0,]* (100). RMN 'H [500 MHz,
(ppm), CDCL,]: 6,25 (d, 9,8 Hz, H-2), 7,00 (dd, 5,5 ¢ 9,8 Hz, H-3),
4,65 (d, 5,5 Hz, H-4), 3,35 (d, 1,9 Hz, H-6), 4,85 (dd, 1,9 ¢ 9,3 Hz,
H-7), 4,15 (dd, 3,2 e 12,5 Hz, H-22), RMN C [125 MHz, (ppm),
CDCL,]: 201,0 (C-1), 134,0 (C-2), 140,0 (C-3), 71,0 (C-4), 64,0 (C-
5), 60,5 (C-6), 74,5 (C-7), 34,0 (C-8), 44,0 (C-9), 48,0 (C-10), 21,8
(C-11), 39,0 (C-12), 44,0 (C-13), 55,5 (C-14), 25,4 (C-15), 28,0 (C-
16), 53,8 (C-17), 13,3 (C-18), 15,5 (C-19), 75,2 (C-20), 20,5 (C-21),
80,7 (C-22), 31,8 (C-23), 148,2 (C-24), 122,0 (C-25), 166,0 (C-26),
12,4 (C-27), 20,7 (C-28), 169,0 (4-OAc- C=0), 20,6 (4-OAc- CH,),
171,0 (7- OAc- C=0), 21,3 (7-OAc- CH,).
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4B,7B, 160-triacetoxi-20R-hidroxi-50,6B-epoxi- 1 -oxo-vita-2,24-
dienolido (3a). Oleo incolor e inodoro. IV v, cnr': 3440, 1718,
1709, 1682. EIMS (intensidade relativa): 644 (M*, ndo detectado),
524[M-2HOACc]* (32) 519 [M-125]* (13), 501[M-125-H,0]* (8),
399[M-125-2HOAc]*(17), 169[C,H ,0,]*(35), 126[C,H,,0,]* (100).
RMN 'H [500 MHz, § (ppm), CDCL,]: 6,25 (d, 10,1 Hz,H-2), 7,0 (dd,
5,7 e 10,1 Hz, H-3), 4,7 (d, 5,7 Hz, H-4), 3,4 (d, 1,8 Hz, H-6), 4,85
(dd, 1,8e9,3Hz,H-7),4,2 (dd, 3,6 e 13,0 Hz, H-22), 5,35 (m, H-16),
RMN BC [125 MHz, (ppm), CDCL,]: 201,0 (C-1), 134,0 (C-2), 140,1
(C-3),71,0 (C-4), 64,0 (C-5), 60,8 (C-6), 74,5 (C-7), 33,5 (C-8), 43,0
(C-9),47,5(C-10), 21,0 (C-11), 40,0 (C-12), 43,5 (C-13), 53,0 (C-14),
34,0 (C-15), 75,5 (C-16), 59,5 (C-17), 14,7 (C-18), 16,0 (C-19), 75,6
(C-20), 20,9 (C-21), 81,0 (C-22), 30,5 (C-23), 149,0 (C-24), 122,5
(C-25), 166,0 (C-26), 12,5 (C-27), 20,7 (C-28), 170,0 (4-OAc- C=0),
21,0 (4-OAc- CH,), 170,5 (7- OAc- C=0), 21,6 (7-OAc- CH,), 171,4
(16- OAc- C=0), 21,2 (16-OAc- CH,).

Oxidagdo de 2 e 3

Inicialmente foi necesséria a obtencdo de 6xido de manganés
(MnO,) ativado, uma vez que o 6xido de manganés comercial ndo
é adequado para sintese. Preparou-se uma solucio contendo 5 g
de KMnO, em 10 mL de 4gua, que foi adicionada a uma solucdo
contendo 5 g de MnSO, em 20 mL de dgua, numa temperatura de
90 °C. A mistura foi mantida em agita¢do por 20 min, seguindo-se
entdo a filtragdo do 6xido de manganés (composto de cor marrom
avermelhada) em papel de filtro. O precipitado foi lavado com 90
mL de dgua e, em seguida, com 90 mL de acetona. O sélido obtido
foi seco em estufa a 100 °C. O 6xido de manganés preparado por
este método € ativo por até 1 més, desde que guardado em frasco
vedado em dessecador.'®

A partir desta etapa iniciou-se a reacdo em um baldo de 50 mL
adicionando-se 50 mg do vitanolido 2 dissolvido em 20 mL de ace-
tona, seguido da adicdo de 200 mg de MnO,; a reagio foi feita sob
agitacdo a temperatura ambiente, com acompanhamento por CCD.
Apés filtragdo, evaporacao do solvente e recristalizacdo com metanol
obteve-se 20 mg de 2b, com 40% de rendimento. A partir de 20 mg
de 3 e seguindo-se 0 mesmo procedimento anterior, obteve-se 7 mg
de 3b, com 35% de rendimento.

7B-acetoxi-20R-hidroxi-5B,6B-epoxi-1,4-dioxo-vita-2,24-
dienolido (2b). Cristais incolores, translicidos e inodoros. P.F.=
137-140 °C. A max cm™: 3435, 1720, 1712, 1686. EIMS (intensidade
relativa): 526 (M*, nao detectado), 466[M- HOAc]*(7) 401 [M-125]*
(13), 383[M-125-H,0]* (18), 169[C,H ,0,]* (26), 126[C,H,,0,]*
(100). RMN 'H [500 MHz, § (ppm), CDCL]: 6,85 (s, H-2 e H-3),
3,45 (d, 1,9 Hz, H-6), 4,82 (dd, 1,9 ¢ 9,3 Hz, H-7), 4,13 (dd, 3,0 e
12,3 Hz, H-22), RMN "*C [125 MHz, (ppm), CDCL]: 202,0 (C-1),
139,0 (C-2), 142,0 (C-3), 193,0 (C-4), 65,0 (C-5), 63,8 (C-6), 74,0
(C-7), 33,5 (C-8), 43,3 (C-9), 48,8 (C-10), 22,3 (C-11), 39,8 (C-12),
42,8 (C-13),55,5(C-14),24,0 (C-15),27,0(C-16),53,9(C-17), 13,5
(C-18), 19,2 (C-19), 75,0 (C-20), 20,6 (C-21), 81,1 (C-22), 31,5
(C-23), 148,0 (C-24), 122,5 (C-25), 167,0 (C-26), 12,5 (C-27), 21,0
(C-28), 172,1 (7-OAc- C=0), 21,5 (7-OAc- CH,).

7B, 16a-diacetoxi-20R-hidroxi-5B,6B-epoxi-1,4-dioxo-vita-2,24-
dienolido (3b). Cristais incolores, translicidos e inodoros. P.F.=
140-143 °C. A max cm™: 3437, 1718, 1708, 1682. EIMS (intensidade
relativa): 584 (M*, nao detectado), 524[M- HOAc]*(3), 459 [M-125]*
(25), 441[M-125-H,0]* (16), 169[C,H ,0,]* (34), 126[C,H,,0,]*
(100). RMN 'H [500 MHz, & (ppm), CDCL]: 6,9 (s, H-2 e H-3),
3,6 (d, 1,9 Hz, H-6), 4,85 (dd, 1,9 ¢ 9,3 Hz, H-7), 5,4 (t, 7THz, H-16)
4,2 (dd, 3,4 ¢ 12,7 Hz, H-22), RMN "C [125 MHz, (ppm), CDCL,]:
202,5 (C-1), 138,7 (C-2), 141,8 (C-3), 193,3 (C-4), 64,8 (C-5), 63,9
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(C-6), 74,2 (C-7), 33,6 (C-8), 43,3 (C-9), 48,8 (C-10), 22,3 (C-11),
39,8 (C-12), 42,8 (C-13), 55,5 (C-14), 24,0 (C-15), 75,0 (C-16), 53,9
(C-17), 13,5 (C-18), 19,2 (C-19), 75,0 (C-20), 20,6 (C-21), 81,1
(C-22), 31,5 (C-23), 148,0 (C-24), 122,5 (C-25), 167,2 (C-26), 12,5
(C-27),21,0 (C-28), 170,1 (7-OAc- C=0), 21,0 (7-OAc- CH,), 1714
(16- OAc- C=0), 21,2 (16-OAc- CH,).

Hidrogenagdo de 2

O processo consiste da passagem de H, (g) gerado através de
reag¢do de aluminio metdlico com solu¢io aquosa de NaOH a 5%,
na mistura contendo 50 mg de 2 dissolvido em 10 mL de acetato de
etila e o catalisador Pd/C a temperatura ambiente. Ap6s 90 min de
reagdo procedeu-se a evaporagdo do solvente, seguida da purificagido
por CCDP, eluindo-se 3 vezes uma mistura de acetato/tolueno (8:2),
e obtendo-se por métodos usuais de separa¢do 30 mg de 2¢, com
60% de rendimento.

7B-acetoxi-4B,20R-di-hidroxi-5B,6B-epoxi-1-oxo-vita-24-enolido
(2¢). Cristais incolores, opacos e inodoros. P.F.= 140-143 °C. A max
cm': 3430, 1720, 1712, 1686. EIMS (intensidade relativa): 530
(M*, ndo detectado), 405 [M-125]* (45), 387[M-125-H,0]* (12),
169[C,H,,0,]* (20), 126[C,H,,0,]* (100). RMN 'H [500 MHz, &
(ppm), CDCL,]: 3,5 (t,3,5,H-4), 3,3 (d, 1,7Hz, H-6),4,9 (dd, 1,7¢ 8,3
Hz,H-7),4,2 (dd, 3,4 ¢ 12,7 Hz, H-22), RMN *C [125 MHz, (ppm),
CDCL]: 210,0 (C-1), 31,8 (C-2), 26,5 (C-3), 72,5 (C-4), 70,0 (C-5),
57,00 (C-6), 75,8 (C-7), 34,2 (C-8), 43,0 (C-9), 49,8 (C-10), 22,8
(C-11), 39,8 (C-12), 43,5 (C-13), 52,0 (C-14), 25,0 (C-15), 31,0 (C-
16), 54,0 (C-17), 15,3 (C-18), 13,5 (C-19), 76,0 (C-20), 20,8 (C-21),
81,0 (C-22), 31,8 (C-23), 148,0 (C-24), 122,0 (C-25), 167,0 (C-26),
12,4 (C-27), 20,7 (C-28), 170,1 (7-OAc- C=0), 21,0 (7-OAc- CH,).

Avaliacio do potencial citotéxico

Os derivados obtidos (Figura 2) foram avaliados na Universidade
de Illinois em Chicago, de acordo com procedimentos padrdes con-
tra BC-1 (cancer de mama), Lul (cancer de pulmao), Col2 (cancer
de célon), KB (carcinoma epidermoidal oral) e LNCap (cancer de
prostata).'” Os resultados dos testes bioldgicos foram apresentados
como ED, em ug/mL, Tabela 1.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O método de extraciio das substancias das folhas de Acnistus
arborescens foi o da extracio sucessiva a frio com etanol, seguida de
particdio com solventes em ordem crescente de polaridade; a partir do
extrato de acetato de etila foram isolados, através de técnicas croma-
togréficas, os vitanolidos 2 e 3. Os vitanolidos foram identificados
com base nos dados espectrais e por comparagdo com os dados de
RMN ja descritos na literatura.” A partir do isolamento destas duas
substincias foram feitas reagdes para obtencéo de derivados em
reagdes de acetilacio, oxidagdo e hidrogenagao catalitica (Figura 2).

Em todos os derivados obtidos observou-se por EIMS o pico
base m/z 126 (C,H,,0,) formado pela quebra da ligagdo C-20/C-22
com rearranjo de um H, indicando a presenga de porgdo d-lactona
o.,f insaturada; outro fragmento significativo nos derivados foi em
m/z 169 (C,H,;0,) referente a clivagem da ligacdo C-17/C-20 que
ocorre nos 20-hidroxi-vitanolidos. Nos espectros de IV dos derivados
foram observadas similaridades com os precursores, com absorcdes
em torno de 3450, 1720, 1710 e 1680 cm™ caracteristicos de gru-
pamentos hidroxila, carbonila de grupo acetoxi, lactona insaturada
e cetona o3 insaturada, respectivamente.’ A acetilagéo de 2 e 3 foi
feita utilizando-se anidrido acético e piridina a temperatura ambiente,
levando aos derivados 2a e 3a. As rea¢des foram acompanhadas por
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2-A% R, =H,R,=B-OH, o-H, R, = OAc
3-A% R, =0Ac, R, = B-OH, a-H, R, = OAc
4-A% R, =0Ac,R,=H2 R,=0Ac
5-A°,R,=H,R,=B-OH, o-H,R,=H

2a- A%, R, =H,R,=0-0OAc, o-H, R, = OAc

2b- A% R,=H,R,=0,R,= OAc
2¢-R, = H, R, =B-OH, a-H, R, = OAc
3a- A% R, = OAc, R, = OAc, R, = OAc
3b- A% R, = OAc, R, =0, R, = OAc

Figura 2. Estruturas de 2, 3, 4, vitanolido D (5) e dos derivados 2a, 2b, 2c,
3ae3b

Tabela 1. Atividade citotoxica dos compostos 2 e 3 e derivados 2a-2c, 3a e 3b

Compostos Cultura de células®

BC-1 Lul Col2 KB LNCaP

2 0,2 1,3 0,03 0,4 0,2

3 0,4 2,1 0,08 0,5 0,2

2a 1,1 0,19 0,2 nt nt

2b nt 79 1,1 0,8 1,9

2c nt 0,63 3,7 10,6 13,1

3a 3 0,25 0,3 nt nt

3b nt 5 2 1,7 0,9
Taxol® nt 0,002 0,004 0,0004 0,004

Camptotecina® nt 0,01 0,02 0,008 0,01

# Os resultados sdo expressos como valores de ED;; (ug/mL). Cédigo para as
culturas de células testadas: BC-1 = cancer de mama humano; Lul = cincer
de pulmio humano; Col2 = cancer de c6lon humano; KB = carcinoma oral
epidermoide humano; LNCaP= cancer de prdstata hormdnio-dependente
humano. * Compostos antitumorais padrdo.>'?* © nt= ndo testado

cromatografia em camada delgada (CCD) observando-se a formacao
dos produtos apds 3 h de reagdo. Os compostos obtidos foram anali-
sados por espectrometria de massas, RMN 'H, COSY 'H-'H, RMN
de C, DEPT e IV. A andlise do espectro de massas de 2a mostrou
como picos importantes a m/z 126, 169, 401 (M-125-HOAc)* e 461
(M-125)* (Figura 3). No composto 3%, o fragmento a m/z 519 (M-
125)*, com 58 unidades a mais que o fragmento encontrado em 2a,
mostra a presenga de grupo acetoxila adicional em 3a.

O espectro de RMN 'H de 2a mostrou semelhanca em relacdo
ao espectro de RMN 'H de 2, a excecdo do deslocamento do H-4
que passa de & 3,8 em 2 para 3 4,65 em 2a, desprotecdo esta causada
pela mudanca de hidroxila para um grupo acetato. No espectro de
RMN 'H de 3a o H-4 aparece a & 4,7 com uma desprotecéo de 0,9
ppm em relacdo ao H-4 em 3.° As correlacdes dos hidrogénios tanto
em 2a como em 3a puderam ser confirmadas através de andlise dos
espectros COSY 'H-'H, e sdo destacadas na Figura 4.

Através de RMN BC foi observado em 2a que o grupo C-4 acetoxi
causa um efeito de protecdo de 1,6 ppm no grupo metilaem C-19a o
15,5, quando comparado seu espectro com o de 2.° Esta protecdo pode
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[M-125]" =
L, 1169]"

T2
12 187

2a

2b -R1=H
3b - R1= OAc

2a-R1=H
3a-R1= OAc

2c

Figura 4. Correlacoes COSY 'H-'H observadas para 2a, 2b, 2¢, 3a e 3b

ser explicada pela interagdo 1,3 diaxial entre C-4 acetoxi e o grupo
metila em C-19. O deslocamento quimico do C-4 (grupo acetoxi) em
471 em 2a estd mais desprotegido (1,7 ppm), quando comparado com
o carbono correspondente ao seu precursor 2, devido a mudanga da
funcdo de hidroxila para acetoxila, este grupo CH a 71 ppm pode ser
observado no DEPT de 2a; aspectos semelhantes foram observados
no espectro de 3a. Nos espectros DEPT e RMN !*C de 2a e 3a foram
observadas adi¢des de dois carbonos referentes a carbonila (169 e
170 ppm) e metila (20,6 e 21 ppm), respectivamente. As reacdes
de oxidacdo de 2 e 3 foram feitas utilizando-se 6xido de manganés
ativado como agente oxidante.'® A confirmag@o das estruturas de
2a e 3a foi feita por espectrometria de massas, RMN 'H, COSY
'H-'H, RMN de "*C, DEPT e IV. Na anilise de RMN 'Hde 2b e 3b,
em comparacio com 2 e 3, observam-se os desaparecimentos dos
sinais dos hidrogénios vinilicos ( H-2 em 6,2 ppm (d) e H-3 em 6,9
ppm (dd)), e o aparecimento de singleto a 6,85 ppm correspondente
a 2H vinilicos (H-2 e H-3) para 2b e um singleto em 6,9 ppm para
3b correspondendo a 2H vinilicos (H-2 e H-3). Comparando-se a
estrutura de 2b com 2, nota-se por RMN *C a presenca de um sinal
adicional a 193,2 ppm (C-4) com deslocamento tipico de carbonila,
o que confirma a oxidagdo do grupo OH em C-4, outro dado € a
auséncia de deslocamento correspondente a hidroxila secunddria
C-4 que se dd em 869,2 para 2. A presenca da carbonila no C-4 em
2b libera a compressdo estérea no grupo metila, ja que agora existe
um sistema 7 conjugado planar entre C-1 e C-4 causando um efeito
de prote¢@o de 2 ppm na metila C-19; aspectos semelhantes foram
observados em 3b.

Quim. Nova

Os espectros de COSY 'H-'H de 2b e 3b apresentaram grande
semelhanga com seus precursores 2 e 3, a excecdo dos 3H (H-2,
H-3 e H-4) no anel A, que ndo estdo correlacionados em 2b e 3b
(Figura 4). No espectro de DEPT de 2b foi observada a presenga de
9 grupos CH, sendo dois deles vinilicos (139 e 142 ppm), 5 grupos
CH, e 6 grupos CH,; notou-se também o desaparecimento do sinal
correspondente ao grupo CH a 69 ppm presente em 2, e que foi
transformado em uma carbonila em C-4 no composto 2b; mudanga
semelhante ocorreu em 3b.

O vitanolido 2¢ foi obtido através de reagdo de hidrogenagdo,
tendo como catalisador de reacdo Pd/C. As andlises para identificacio
de 2¢ foram feitas através de técnicas de RMN de '*C e 'H e espectro-
metria de massas. Inicialmente, observou-se que o espectro de massas
de 2c¢ apresentou fons importantes a m/z 405(M-125)* e m/z 387
(M-125-H,0)", auxiliando na confirmacio estrutural da substancia.
A anélise dos espectros de RMN 'H e COSY 'H-'H de 2¢ (Figura 4)
mostrou como diferengas principais em rela¢ao ao espectro de 2: o
desaparecimento de dois sinais de H-vinilicos a 6,2 e 6,8 ppm, o H-4
que em 2 aparecia como um dubleto a 3,8 ppm, apareceu como um
tripleto a 3,5 ppm, correspondendo a um hidrogénio vizinho a um
grupo metilénico a 2,1 ppm, o deslocamento do 'H foi semelhante a
dados da literatura com vitanolido apresentando a mesma composi¢ao
anel A. No DEPT de 2¢ percebe-se claramente o desaparecimento
dos carbonos vinilicos (CH) a 132,0 e 142,0 ppm. Comparando-se
o espectro de RMN C de 2¢ com 2 nota-se a presenga de cinco
sinais na regido entre 122 e 210 ppm, e ndo sete como em 2, devido
ao desaparecimento de dois grupos CH vinilicos apds a reducdo da
dupla ligacao C2-C3.

Os derivados obtidos visam levar a um aumento da atividade
citotéxica em relag@o aos seus precursores 2 e 3, que ja haviam sido
testados anteriormente contra varios tipos de células cancerosas.’ A
diminuicdo da atividade biolégica pode ser um indicativo da impor-
tancia de determinada porc¢do da molécula, orientando transformacdes
posteriores. A atividade citotxica dos derivados foi avaliada contra
um grupo de células cancerosas humanas. De acordo com protocolo
estabelecido pelo National Cancer Institute (NCI) dos Estados
Unidos,” valores de EDy, maiores que 5 ug/mL s3o considerados
inativos contra células cancerosas; para uma andlise em relagdo a
potencial droga anticancer sdo apresentados, na Tabela 1, os valores
de ED,, para agentes antitumorais Taxol e Camptotecina, utilizados
terapeuticamente.?'** Os derivados com valores de EDy, no intervalo
de 0,1-1 pg/mL foram considerados fortemente ativos contra células
cancerosas (Tabela 1). Os resultados mais significativos foram obtidos
em células de cancer de pulméo, com os derivados 2¢ e 3a com ED
de 0,63 e 0,25 ug/mL, respectivamente, com valores proximos ao da
Camptotecina (ED,, = 0,01 pug/mL).

Comparando-se a atividade bioldgica de 2 com o derivado 2a
acetilado no C-4, percebe-se que a atividade diminui nos canceres de
mama e c6lon, mas aumenta 7 vezes nas células de cancer de pulmao;
comportamento semelhante foi observado quando se comparou o
derivado 3a com seu precursor 3. Com relagdo aos derivados 2b e
2c¢, os resultados apresentados mostram que 2¢ melhorou em 2 vezes
a atividade para cancer de pulmao, mas a atividade caiu nos outros
tipos de células. Os derivados 2b e 3b, que tém a incorporacdo de
uma carbonila, ndo apresentaram nenhum aumento na atividade nas
células testadas, entretanto percebe-se, tanto para 2b como para 3b,
um decréscimo na atividade menos significativo para as células de
cancer epidermoide bucal, o que mostra maior seletividade da subs-
tancia neste grupo de células, podendo orientar transformacdes em
outros centros da molécula.

A respeito dos resultados pudemos observar, para os derivados
2a e 3a, que a introdugdo de um grupo mais volumoso como o grupo
acetato, com desaparecimento da hidroxila, que pode formar ligacao
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de hidrogénio, favoreceu a melhora na atividade bioldgica em células
de cancer de pulmdo. Nos derivados 2b e 3b a mudanga da geome-
tria tetraédrica em C-4 para trigonal plana levou a uma diminuicio
significativa de atividade em relagdo a células cancerosas de pulmao,
mostrando a importancia da realizacdo de modificagdes estruturais
em substancias naturais.

MATERIAL SUPLEMENTAR

Os espectros de RMN 'H, COSY, RMN BC e DEPT de 2, 3,
2a, 2b, 2¢, 3a e 3b estdo disponiveis, com acesso livre, na forma de
arquivo PDF, em http://quimicanova.sbq.org.br.
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Figura 5S. Espectro DEPT de 2a
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Figura 6S. Espectro de RMN 'H de 2b
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Figura 8S. Espectro de RMN de "*C de 2b
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Figura 9S. Espectro DEPT de 2b
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Figura 118. Espectro de RMN 'H de 3a
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Figura 12S. Espectro de RMN de "*C de 3a
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