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RESUMO

Os esteroides fucosterol (F) e campesterol (C) foram isolados de Lobophora variegata e
Palythoa caribaeorum, respectivamente. Com o objetivo de avaliar as atividades dos
esteroides F e C e de seus derivados F-1 a F-12 e C-1 a C-12, visando estabelecer uma
relacdo estrutura-atividade, o presente trabalho descreve as modificacOes estruturais dos
esteroides F e C, assim como a avaliacdo das atividades: antibacteriana, sobre cepas de
bactérias Klebsiella pneumoniae (ATCC 10031), Escherichia coli (ATCC 10536),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15442), Streptococcus mutans (ATCC 0046) e
Staphylococcus aureus (ATCC 6538), sobre larvas do Aedes aegypti, bem como frente as
linhagens de ceélulas tumorais humanas MCF-7 (carcinoma de mama), HL-60 (leucemia
promielocitica) e HCT-116 (cancer colorretal). Vale ressaltar que a partir do fucosterol foram
obtidos doze derivados:  (34,20R,24E)-3-acetoxiestigmasta-5,24(28)-dieno  (F-1),
(38,20R,24E)-3-butoxiestigmasta-5,24(28)-dieno (F-2), (34,20R,24E)-3-hexanoxiestigmasta-
5,24(28)-dieno (F-3), (34,20R,24E)-3-benzoxiestigmasta-5,24(28)-dieno (F-4), (34,20R,24E)-
3-succinoxiestigmasta-5,24(28)-dieno (F-5), (38,20R,24E)-3-hexadecanoxiestigmasta-
5,24(28)-dieno  (F-6), (36,20R,24E)-(3)-4-fluorobenzoxiestigmasta-5,24(28)-dieno (F-7),
(38,20R,24E)-(3)-4-clorobenzoxiestigmasta-5,24(28)-dieno (F-8), (38,20R,24E)-(3)-4-
bromobenzoxiestigmasta-5,24(28)-dieno (F-9), (34,20R,24E)-(3)-4-nitrobenzoxiestigmasta-
5,24(28)-dieno  (F-10), (3p,20R,24E)-3-formiloxiestigmasta-5,24(28)-dieno  (F-11) e
(38,20R)-estigmastan-3-ol (F-12), sendo os derivados F-3, F-5 e F-7 a F-11 inéditos na
literatura. Adicionalmente, a partir do campesterol foram obtidos os derivados: (34,20R,24R)-
3-acetoxiergost-5-eno  (C-1), (38,20R,24R)-3-butoxiergost-5-eno (C-2), (34,20R,24R)-3-
hexanoxiergost-5-eno  (C-3), (35,20R,24R)-3-benzoxiergost-5-eno (C-4), (34,20R,24R)-3-
succinoxiergost-5-eno (C-5), (34,20R,24R)-3-hexadecanoxiergost-5-eno (C-6), (34,20R,24R)-
(3)-4-fluorobenzoxiergost-5-eno (C-7), (34,20R,24R)-(3)-4-clorobenzoxiergost-5-eno (C-8),
(38,20R,24R)-(3)-4-bromobenzoxiergost-5-eno (C-9), (34,20R,24R)-(3)-4-nitrobenzoxiergost-
5-eno (C-10), (38,20R,24R)-3-formiloxiergost-5-eno (C-11) e (34,20R,24R)-ergostan-3-ol (C-
12), sendo os derivados C-7 a C-9 e C-11 inéditos na literatura. Os derivados foram
purificados através de cromatografia em gel de silica e foram obtidos em bons rendimentos
(68-98%). As estruturas dessas substancias foram caracterizadas através de métodos
espectroscopicos (IV, RMN *H e RMN *3C) e espectrométrico (EM). Campesterol (C) e seus
derivados semissintéticos C-1 a C-12 foram submetidos a bioensaios sobre larvas de Aedes

aegypti, porém ndo exibiram resultados satisfatorios. A atividade citotoxica dos esteroides F e



C e de seus derivados foi investigada, através do método do MTT, no entanto, nenhuma
amostra apresentou inibicdo. A atividade antibacteriana dos derivados foi avaliada por meio
do método de microdiluicdo e com excegdo do derivado F-11, todos a amostras apresentaram
atividade frente as bactérias Gram-positvas (S. aureus e S. mutans) ou Gram-negativas (E.
coli, P. aeruginosa e K. pneumoniae), ou frente aos dois tipos celulares (S. aureus, S. mutans,
E. coli, P. aeruginosa e K. pneumoniae). Vale ressaltar que os derivados F-12, C-7 e C-9

apresentaram moderada atividade.

Palavras-chave: Fucosterol. Campesterol. Lobophora variegata. Palythoa caribaeorum.

Atividade antibacteriana.



ABSTRACT

The steroids fucosterol (F) and campesterol (C) were isolated from Lobophora variegata and
Palythoa caribaeorum, respectively. The goal of this study was to evaluate the activities of
the steroids F and C, and their derivatives F-1 to F-12, and C-1 to C-12, aiming to establish
the structure-activity relationship. The present work describes the structural modifications of
steroids F and C, as well as the antibacterial activity against the strains of Klebsiella
pneumoniae (ATCC 10031), Escherichia coli (ATCC 10536), Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 15442), Streptococcus mutans (ATCC 0046) and Staphylococcus aureus (ATCC
6538), on Aedes aegypti larvae, as well as on the human cancer cell lines: MCF-7 human
tumor cell lines (breast carcinoma), HL-60 (promyelocytic leukemia), and HCT-116
(colorectal cancer) of its derivatives. It is noteworthy that from the fucosterol twelve
derivatives were obtained: (34,20R,24E)-3-acetoxystigmasta-5,24(28)-diene  (F-1),
(38,20R,24E)-3-butoxystigmasta-5,24(28)-diene (F-2), (38,20R,24E)-3-hexanoxystigmasta-
5,24(28)-diene (F-3), (34,20R,24E)-3-benzoxystigmasta-5,24(28)-diene (F-4), (34,20R,24E)-
3-succinoxystigmasta-5,24(28)-diene (F-5), (38,20R,24E)-3-hexadecanoxystigmasta-
5,24(28)-diene (F-6), (34,20R,24E)-(3)-4-fluorobenzoxystigmasta-5,24(28)-diene (F-7),
(38,20R,24E)-(3)-4-chlorobenzoxystigmasta-5,24(28)-diene ~ (F-8),  (34,20R,24E)-(3)-4-
bromobenzoxystigmasta-5,24(28)-diene  (F-9), (34,20R,24E)-(3)-4-nitrobenzoxystigmasta-
5,24(28)-diene (F-10), (38,20R,24E)-3-formyloxystigmasta-5,24 (28)-diene (F-11), and
(38,20R)-stigmastan-3-ol (F-12). This is the first report on the F-3, F-5, and F-7 to F-11
derivatives. Additionally, derivatives from the campesterol were also prepared:
(38,20R,24R)-3-acetoxyergost-5-ene  (C-1), (38,20R,24R)-3-butoxyergost-5-ene  (C-2),
(38,20R,24R)-3-benzoxyergost-5-ene  (C-4), (38,20R,24R)-3-succinoxyergost-5-ene (C-5),
(38,20R,24R)-3-hexadecanoxyergost-5-ene (C-6), (34,20R,24R)-(3)-4-fluorobenzoxyergost-5-
ene (C-7), (36,20R,24R)-(3)-4-chlorobenzoxyergost-5-ene (C-8), (34,20R,24R)-(3)-4-
bromobenzoxyergost-5-ene  (C-9), (34,20R,24R)-(3)-4-nitrobenzoxyergost-5-ene  (C-10),
(38,20R,24R)-3-formyloxyergost-5-ene  (C-11), and (34,20R,24R)-ergostan-3-ol (C-12).
Derivatives C-7, C-8, C-9 and C-11 are being reported for the first time. The derivatives were
purified by silica gel chromatography and were obtained in good vyields (68-98%). The
structures of these substances were characterized by spectroscopic (IR, *H NMR and **C
NMR) and spectrometric (MS) methods. Campesterol (C) and its semisynthetic derivatives C-
1 to C-12 were submitted to bioassays on Aedes aegypti larvae, but did not show satisfactory

results. The cytotoxic activity of the steroids F and C and its derivatives was investigated



using the MTT method, however, no sample showed inhibition. The antibacterial activity of
all derivatives was evaluated by means of the microdilution method and with the exception of
the F-11 derivative, all the samples showed activity against Gram-positve (S. aureus e S.
mutans) or Gram-negative bacteria (E. coli, P. aeruginosa e K. pneumoniae), or against the
two cell strains (S. aureus, S. mutans, E. coli, P. aeruginosa e K. pneumoniae). It is

noteworthy that the F-12, C-7 and C-9 derivatives presented moderate activity.

Keywords: Fucosterol. Campesterol. Lobophora variegata. Palythoa caribaeorum.
Antibacterial activity.
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1 INTRODUCAO

Modificagdes estruturais de compostos bioativos, cujas atividades sdo conhecidas,
podem levar a identificacdo de novos prot6tipos, que podem atuar pelo mesmo mecanismo de
acdo, levando a descoberta de novos farmacos. Sendo assim, hd uma imensa variedade de
compostos naturais que podem ser aproveitados e, a partir de suas modificacGes estruturais,
obter outras substancias bioativas com mecanismos de agdo similares ou diferentes daqueles
ja relatados na literatura (SANGI, 2016). Vale salientar que apesar da evolucdo da sintese
organica, muitos compostos candidatos a farmacos continuam sendo obtidos a partir de
organismos marinhos (SIMOES et al., 2017), bem como de espécies vegetais (NEWMAN;
CRAGG, 2012; BROCKSOM et al., 2015).

As relagdes estrutura-atividade geralmente sdo determinadas fazendo-se algumas
modificagdes na estrutura quimica do composto prototipo, seguidas da avaliacdo do efeito que
tal modificacdo exerce sobre a sua atividade biologica. Essas modificacbes podem ser
realizadas pela incorporacdo de novos grupamentos, podendo alterar as propriedades fisico-
quimicas da molécula como a densidade eletronica, hidrofobicidade, conformacdo estrutural e
propriedades farmacocinéticas (GALLOWAY;; ISIDRO-LLOBET; SPRING, 2010).

Os esteroides exibem diversas atividades biologicas, tais como anti-inflamatoria,
antifangica, antidiabética, antibacteriana, inibitéria da aceticolinesterase, redutora do
colesterol no sangue e preventiva de trombose dos vasos sanguineos (LEE et al., 2004;
HOANG et al., 2012; KHANAVI et al., 2012; JUNG et al., 2013; SOARES et al., 2017,
CHAKRABORTY; JOY; SALAS, 2019). Em funcéo da importancia dos esteroides, presentes
em uma grande variedade de organismos vivos, as modificacdes estruturais e a preparacdo de
analogos sdo taticas cruciais no estudo destas substancias, contribuindo para o aumento do
conhecimento de suas propriedades bioldgicas.

Os esteroides sdo compostos tetraciclicos isolados de plantas (VIL et al., 2019),
de algas (AVILA et al., 2019) e também de organismos marinhos (TRINH et al., 2018; XIE et
al., 2019), sendo os mais comuns fucosterol, campesterol, sitosterol e estigmasterol
(GACHUMI; EL-ANEED, 2017). Em algas pardas, o principal esteroide é o fucosterol (F),
cuja estrutura esta mostrada abaixo, apresenta funcdo andloga aos outros esteroides, mas
diferencia-se pela presenca de uma dupla ligacdo no carbono C-24(28) na cadeia lateral
(ABDUL et al., 2016). Este exibe diversas atividades bioldgicas, tais como anticancerigena
(KHANAVI et al., 2012), redutora do colesterol (HOANG et al., 2012) e antidiabética (LEE

et al., 2004). Outro esteroide bastante conhecido em zoantideos particularmente no género
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Palythoa é o campesterol (C), cuja estrutura esta representada abaixo. Estudos com extrato
vegetal contendo campesterol revelaram propriedades anti-inflamatérias (CONFORTI et. al.,
2009; ZHANG et. al., 2017), podendo, portanto, esse esteroide ser benéfico para a artrite e
doencas cardiovasculares, entre outros problemas de saude. Vale ressaltar que estudos
epidemioldgicos e experimentais sugerem que esteroides, quando presentes na dieta humana
podem oferecer protecdo contra os tipos de cancer mais comuns, como cancer de célon, de
mama e de prostata (AWAD; FINK, 2000). Além disso, muitos esteroides oxigenados em C-
11 séo utilizados atualmente no tratamento de diversas enfermidades que variam da doenca de
Addison & asma e inflamac@es de pele (SOLOMONS; FRIHLE, 2011).

Em funcdo das diversas propriedades bioldgicas relatadas na literatura para o
fucosterol (F) e o campesterol (C), estes esteroides foram utilizados como material de partida
para obtencdo de derivados. Sendo assim, o trabalho desenvolvido trata-se das modificacGes
estruturais sobre o grupo hidroxila em C-3 de F e C, através de reacbes de acilacdo com
anidridos de cadeia linear, com &cidos benzoicos p-substituidos, com cloreto de palmitoila e
com &cido formico, além de hidrogenacdo catalitica nos carbonos C-5 e C-24(28). Nossa
proposta consistiu, ainda, em avaliar a atividade larvicida sobre Aedes aegypti do campesterol
(C) e de seus derivados, assim como investigar a atividade citotoxica e antibacteriana dos dois

esteroides e de seus derivados semissintéticos.



36

2. CONSIDERACOES SOBRE AS ESPECIES MARINHAS

2.1 Género Sargassum

O género Sargassum, familia Sargassaceae, representado pelas algas marrons
constituindo um dos principais géneros da ordem Fucales (Phaeophyceae, heterokntophyta),
sendo representado por 485 espécies (GUIRY, 2019). Vale ressaltar que o género Sargassum
se divide nos subgéneros: Phyllotrichia, Sargassum e Bactroohycus (STIGER et al., 2003).
As algas desse género se distribuem predominantemente em &reas costeiras, de substrato
consolidado, nas regides tropicais e subtropicais dos oceanos Atlantico, Pacifico e indico,
muitas vezes formando os chamados bancos de Sargassum (COIMBRA, 2006).

Os organismos adultos sdo formados por eixos principais e ramos laterais e
fixados ao substrato por um apressorio (Fig. 1). Na extremidade superior dos ramos principais
sdo produzidos os ramos laterais primarios de forma continua e radialmente, apresentando
crescimento indeterminado, se ramificam e receptaculos diferenciam em femininos e
masculinos. Geralmente se tornam senescentes apds o periodo de maturacdo (VELOZO;
SZECHY, 2008).

Figura 1 — Representacdo esquematica de um exemplar de Sargassum. a) Desenho
esquematico de uma planta adulta. b) Receptaculos masculinos. ¢) Receptaculos femininos. d)
Vesiculas flutuadoras. e) Aspecto do corte transversal do filoide

vesiculas flutuadoras ———

N\ @

S5mm

ramo lateral
primario

=AW
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filoide = . apressorio \ \
= e

eixo principal
lem » d

Fonte: Coimbra (2006).
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2.2 Alga marinha Lobophora variegata

A macroalga marinha parda Lobophora variegata é classificada taxonomicamente
no Reino Chromista, Filo Ochrophyta, Classe Phaeophyceae, Subclasse Dictyotophycidae,
Ordem Dictyotales, Familia Dictyotaceae e Género Lobophora (GUIRY, 2019). Essa espécie
encontra-se amplamente distribuida em aguas tropicais e subtropicais, em profundidades que
podem variar de 1 m a 36 m, servindo muitas vezes de abrigo para diversas espécies de
invertebrados e fazendo parte integrante dos recifes de corais ( WOMERSLEY, 2003; GUIRY,
2019).

L. variegata (Fig. 2) é uma alga relativamente pequena, apresenta IdAminas curtas e
ndo alcancam grandes tamanhos. Essa alga possui estrutura levemente rigida quando
comparada com outras espécies de algas pardas e apresenta manchas irregulares na superficie
do talo foledceo com coloracdo parda ou marrom escuro, motivo para o seu nome cientifico
que vem do latim (variegata) e significa “mancha” (GUIRY, 2019).

Existem relativamente poucos estudos sobre a atividade de extratos brutos,
fracdes e/ou compostos isolados de L. variegata. Entretanto, esses estudos apontam que essa
espécie apresenta atividade bioldgica, revelando também seu potencial como fonte de
substancias bioativas (PAIVA et al., 2011; BIANCO et al., 2015).

Fig _ _ ariegata
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2.3 Zoantideos

Os zoantideos, pertencentes ao filo cnidario, sdo identificados principalmente por
suas formas coloniais, ou seja, duas coroas de tentaculos e um sifonoglifo (SINNIGER et al.,
2005). Esses organismos tém tendéncia a formar col6nias de polipos e um arranjo bem
distinto de septos radiais internos. Os septos por sua vez sdo pareados, e cada par possui um
septo perfeito ou completo e um imperfeito ou incompleto (RYLAND; LANCASTER, 2003).
Os zoantideos podem se reproduzir de duas formas: assexuada, por fragmentacdo dos pélipos
e sexuada por meio da fertilizacdo externa (KARLSON, 1983; FADLALLAH; KARLSON;
SEBENS, 1984; BOSCOLO; SILVEIRA, 2005). A familia Zoanthidae (zoantideo)
corresponde a um grupo de organismos sesseis abundantes nas regides tropicais,
particularmente em formagdes recifais, sdo cnidarios polipoides marinhos e habitantes dos
recifes costeiros. Vale salientar que esses organismos ficam sujeitos a subida e a descida da

maré e com isso eles podem ficar muitas horas imersos (MUIRHEAD; RYLAND, 1985).

2.4 Palythoa caribaeorum (Duchassaing & Michelloti, 1860)

A distribuicdo da espécie zoantideo Palythoa caribaeorum (Fig. 3) nas diversas
comunidades bentbnicas é decorrente de alguns fatores ambientais, tais como: zona recifal,
natureza do sedimento, hidrodindmica, salinidade, temperatura e luminosidade. P.
caribaeorum é um dos organismos mais conspicuo da comunidade benténica em ambientes
rasos, por quase toda a costa oeste do oceano Atlantico (KEMP et al., 2006; BOUZON;
BRANDINI; ROCHA, 2012).

Figura 3 — Foto mostrando o aspecto da colbnia de Palythoa

Fonte: Fotografia cedida pelo Francisco das Chargas Lima Pinto.
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As colbnias de P. caribaeorum possuem cor bronze, marrom, e muitas vezes
adquirem a coloragdo branca depois de perderem as zooxantelas (KEMP et al., 2006;
AMARAL et al., 2009). Os pélipos de P. caribaeorum estdo conectados por um espesso
tecido chamado cenénquina, o qual também agrega particulas na sua superficie. Essas
colbnias sdo cobertas por um muco viscoso que, no Brasil, é conhecido pelo nome popular de
“baba-de-boi” (PEREZ; VILA-NOVA; SANTOS, 2005). O desenvolvimento deste zoantideo
ocorre sobre substratos consolidados, onde uma Unica colénia pode apresentar uma area que
varia desde alguns centimetros até mais de 4 m?2 (ACOSTA, 2001). As coldnias de P.
caribaeorum frequentemente se dispdem em grandes agregacdes, como um “tapete”,
localizados nas areas submersas recobrindo grandes extensdes do substrato, mas quando estdo
expostos durante a maré baixa, seus politos produzem um muco que protege a colbnia da
dessecacdo (SEBENS, 1982; AMARAL et al., 2009; MELO et al., 2012).

No Nordeste do Brasil, existem certas comunidades de pescadores que utilizam o
muco (“baba-de-boi”’) como um agente analgésico e anti-inflamatorio no tratamento de
contus@es e reumatismo (MELO et al., 2012), sendo aplicado diretamente sobre as feridas
e/ou pancadas, estimulando desta forma o estudo quimico, farmacolégico e toxicologico do
zoantideo P. caribaeorum (SOARES et al., 2006).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Obter derivados semissintéticos a partir dos esteroides fucosterol (F) e

campesterol (C) e avaliar quanto as suas atividades bioldgicas.

3.2 Objetivos especificos

Isolar o fucosterol (F) a partir do extrato em acetato de etila da alga marinha
Lobophora variegata;

Isolar o campesterol (C) a partir do extrato hexanico do zoantideo Palythoa
caribaeorum;

Realizar modificac6es estruturais no fucosterol (F) e no campesterol (C) mediante
reacOes de acilacdo e hidrogenacéo catalitica;

Avaliar a atividade larvicida sobre Aedes aegypti do campesterol (C) e dos seus
derivados (C-1 a C-12);

Avaliar a citotoxidade in vitro do fucosterol (F), campesterol (C) e dos seus
derivados (F-1 a F-12; C-1 a C-12) nas linhagens de células tumorais humanas
MCF-7 (carcinoma de mama), HL-60 (leucemia promielocitica) e HCT-116
(cancer colorretal);

Avaliar a atividade antibacterina do fucosterol (F), campesterol (C) e dos
derivados (F-1 a F-12; C-1 a C-12) sobre Klebsiella pneumoniae (ATCC 10031);
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15442); Streptococcus mutans (ATCC 0046);
Staphylococcus aureus (ATCC 6538) e Escherichia coli (ATCC 10536).
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4 REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1 Esteroides

Os esteroides representam uma classe de substancias com extensa distribui¢do na
natureza, sendo, portanto, considerados importantes “reguladores biologicos” devido aos
efeitos fisiologicos sobre 0s organismos vivos. Dentre esses compostos estdo 0s hormonios
sexuais femininos e masculinos, os hormdnios adrenocorticoides e os &cidos biliares. Eles
apresentam em sua estrutura basica um nucleo ciclopentanoperidrofenantrénico (Fig. 4),
formado por quatro anéis condensados (A-D) e uma cadeia lateral ramificada, constituida de 7
a 11 atomos de carbono, que se liga ao carbono C-17 do nucleo esteroidal (SOLOMONS;
FRIHLE, 2011). Sempre que os esteroides apresentarem ligacdo dupla no carbono C-5 e
existir pelo menos uma hidroxila no carbono C-3, eles sdo conhecidos como esterois e na sua
forma saturada sdo denominados de estandis (GROS et al., 1985; QUILEZ; GARCIA-
LORDA; SALAS-SALVADO, 2003). Na Tabela 1 (pag. 42) sdo apresentados alguns

exemplos de esterois e estanois, identificados pelo nome trivial.

Figura 4 — a) Anel ciclopentanoperidrofenantrénico; b) Estrutura basica de um esteroide

(a) (b)

21 22 24

26

Fonte: o préprio autor.



Tabela 1 — Estrutura quimica dos principais grupos de esterdis e estandis

42

Esterdis Estandis

Fucosterol

Campestanol

Campesterol

Fonte: o préprio autor.
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Esteroides séo classificados como « ou S com relagdo ao dtomo de hidrogénio na
posicdo 5, de acordo com as conformagbes dos anéis A e B do nucleo
ciclopentanoperidrofenantrénico que podem estd na sua forma cis ou trans (Fig. 5). Deste
modo, 0s grupos metilas referentes aos carbonos C-18 e C-19 que estéo ligados nos pontos da
juncdo dos anéis A, B e C, D sdo chamados de grupos metilas angulares, e eles atuam como
importantes pontos de referéncia para as designacfes estereoquimicas dos esteroides. Os
grupos metilas angulares projetam-se para cima do plano geral do sistema de anel e por
convencao, outros grupos que se localizam do mesmo lado da molécula que os grupos metila
angulares (do lado de cima) sdo designados substituintes . Por outro lado, 0s grupos que se
localizam na parte de baixo (sdo trans aos grupos metilas angulares) s@o designados
substituintes . Quando as designacgdes « e £ sdo aplicadas ao atomo de hidrogénio na posicédo
5, 0 sistema de anel no qual a jungéo de anel A,B é trans torna-se a série 5«; 0 sistema de anel
no qual a juncdo de anel A,B é cis torna-se a série 55 (SOLOMONS; FRIHLE, 2011). Além
disso, na maioria dos esteroides naturais o substituinte no carbono C-3 e a cadeia lateral no C-
17 encontram-se na orientacdo S (GROS et al., 1985).

Figura 5 — Sistemas dos anéis basicos dos esteroides e as conformacdes 5a e 55

Esteroides 54 (Anéis A,B com fuséo cis)

Fonte: adaptado de Solomons e Frihle (2011).



44

Estes compostos sdo sintetizados intracelularmente a partir de acetil-CoA (a) em
uma sequéncia complexa de reacbes e com a participacdo de intermediérios tais como f-
hidroxi-g-metilglutaril-CoA (b), acido (3R)-mevalbnico (c) e dois isoprenos ativados: o
pirofosfato de 3-metil-3-butenila (d) e o pirofosfato de 3-metil-2-butenila (e), cujas estruturas
estdo mostradas abaixo. A condensacdo de unidades de isopreno produz o esqualeno, que por
ndo ser ciclico acaba sendo ciclizado para formar o anel esteroide juntamente com sua cadeia
lateral (SOLOMONS; FRIHLE, 2011).

(d) (e)

Fonte: o préprio autor.

Deste modo, duas unidades de acetil-CoA (1) se combinam por meio de uma
condensacdo de Claisen formando acetoacetil-CoA (2) como ilustrado na Figura 6 (pag. 45).
Nos passos seguintes, a incorporacdo de uma terceira unidade de acetil-CoA via uma
condensacdo aldolica estereoespecifica fornece o éster S-hidroxi-g-metilglutaril-CoA (3), que
é reduzido a &cido (3R)-mevalbnico (4), sendo este um processo dependente de NADPH.
Posteriormente, ocorre a fosforizacdo do acido mevaldnico produzindo o acido 3-fosfo-5-
pirofosfotomeval6nico (5), que por sua vez é descarboxilado, formando o pirofosfato de 3-
metil-but-3-enila (6). A isomerizacdo do pirofosfato de 3-metil-3-butenila (6) com a
subsequente condensacdo cabeca-cauda destas unidades Cs por catélise da preniltransferase,
forma o pirofosfato de geranila (7). O pirofosfato de geranila (7), subsequentemente,
condensa-se com outro mol de pirofosfato de 3-metil-but-3-enila (6) para formar o pirofosfato
de farnesila (8). Finalmente o pirofosfato de farnesila (8), passa por um processo de adicéo
sequencial com outro mol de pirofosfato de farnesila (8) por conjugacao entre as extremidades
superior e inferior (cabega-cauda), originando o esqualeno (9), que é considerado o precursor
dos esteroides. A oxidacdo do esqualeno produz o 2,3-epoOxi-esqualeno, o qual sofre uma

notavel série de ciclizagdes, formando varios conférmeros, que quando associado a algumas
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reacbes como rearranjo de metila ou de hidrogénios, geram cadeias carbonicas especificas
comuns aos triterpenos (Csp) que leva a formacdo dos esteroides (C,7a Cy9) (DEWICK, 2009;
SOLOMONS; FRIHLE, 2011).

Figura 6 — Esquema da rota biossintética dos esteroides
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Fonte: adaptado de Solomons e Frihle (2011).
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4.2 Fucosterol (F)

Fucosterol (F), cuja estrutura estd mostrada abaixo, € um esteroide de nome
sistematico (38,20R,24E)-estigmasta-5,24(28)-dien-3-ol, constituido por 29 atomos de
carbono, pertencente ao grupo dos esterois (alcoois). Apresenta em sua estrutura quimica uma
hidroxila no carbono secundario C-3 e duas insatura¢des, sendo uma no carbono C-5 e a outra
no carbono C-24(28). Dessa forma, tanto as duplas ligagdes como a hidroxila em C-3 podem
ser submetidas a modificacdes estruturais, levando a obtencdo de diferentes derivados. Vale
ressaltar que o fucosterol e os esteroides, em geral, também estdo sujeitos a oxidagdo e estes
derivados oxigenados representam uma classe de moléculas com fungdes bioldgicas diversas,
com potencial significativo para aplicagdes na medicina (BERGSTROM,;
WINTERSTEINER, 1942; KOVGANKO; KASHKAN, 1999; MISHARIN et al., 2008).

Fonte: o préprio autor.

Este esteroide pode ser isolado de algas marinhas verdes e pardas do género
Sargassum (KHANAVI et al., 2012; CHEN et al., 2014), encontradas em regides tropicais e
subtropicais dos oceanos Atlantico, Pacifico e indico (WOMERSLEY, 2003; GUIRY, 2019).
E isolado principalmente a partir das algas marinhas Pelvetia siliquosa (LEE et al., 2003;
HWANG:; LIM; JANG, 2012) e Lobophora variegata (AVILA et al., 2019), mas também
pode ser encontrado em algumas plantas terrestres como Osmanthus fragrans va. aurantiacus
(LEE et al., 2011). Esse esteroide foi isolado pela primeira vez por Heilbron et al. (1934) a
partir da alga Fucus vesiculosus. Posteriormente, foi isolado por Shirahama (1942) da alga

Pelvetia Wrightii. Na literatura ha relatos que o fucosterol (F) exibe diversas atividades
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bioldgicas, tais como atividade antioxidante (LEE et al., 2003), anti-inflamatoria (JUNG et
al., 2013), antidiabética (LEE et al, 2004), citotéxica (TANG et al., 2002; KHANAVI et al.,
2012), antitumoral (JI; JI; YUE, 2014), antifingica (ATTA-UR-RAHMAN et al., 1997,
KUMAR et al., 2010) e antibacteriana (KUMAR et al., 2010).

4.3 Derivados do fucosterol (F)

Dos doze derivados semissintéticos do fucosterol (F) obtidos neste trabalho, cinco
se encontram descritos na literatura. Vale ressaltar que alguns derivados estdo descritos na
literatura como produtos naturais isolados de plantas e de algas, enquanto outros foram
obtidos via derivatizacdo quimica. A ferramenta SciFinder® foi utilizada como base de dados
para coletar informacdes sobre os registros descritos na literatura. Esses derivados e suas
estruturas quimicas, juntamente com algumas atividades biologicas, estdo listados na Tabela
2.

Tabela 2 — Derivados do fucosterol e atividades bioldgicas de alguns derivados Continua
Derivado Atividade biologica Referéncia

(COFFEY; HEILBRON;
SPRING, 1936)*

(RAMJIGANESH et al.,

Anti-hipercolesterolemia 2001’

(ONGOKA et al., 2008)?

34-Estigmastan-3-ol*?

_ (NICOTRA et al., 1979)*

3p-Estigmast-5-eno-24-diol*
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Tabela 2 — Derivados do fucosterol e atividades bioldgicas de alguns derivados Continua

Derivado Atividade bioldgica

Referéncia

Atividade antibacteriana
e antifingica

OH
3,6,17-Tri-hidroxi-estigmasta-
4,7,24(28)-trieno?

(KUMAR et al., 2010)°

OH
(24R)-24-Etil-5a-colestano-3p,
5a,6-triol®

(LI; MIAO; JI, 2011)?

OH
(24S)-Etilcolesterol-7-eno-
38,5a,60-triol?

(YANG et al., 2018)?

(24E)-5a,80-Epidioxi-24-

(IOANNOU et al., 2009)?

etilcolesta-6,24(28)-dien-34-0l?
OH

3p-Estigmast-5-eno-28-diol*

(NICOTRA et al., 1979)*
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Tabela 2 — Derivados do fucosterol e atividades bioldgicas de alguns derivados Continua

Derivado

Atividade bioldgica

Referéncia

IS

Acetato de fucostanol*

(COFFEY; HEILBRON;
SPRING, 1936)*

(COFFEY; HEILBRON;
SPRING, 1936)*

NO,

3,5-Dinitrobenzoato de
fucostanol*

(COFFEY; HEILBRON;
SPRING, 1936)*

(COFFEY; HEILBRON;
SPRING, 1936)*

(HEILBRON; PHIPERS;
WRIGHT, 1934)*

(SCHRICK et al., 2011)?

Fucostenona®

(HEY; HONEYMAN;
PEAL, 1950)*
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Tabela 2 — Derivados do fucosterol e atividades bioldgicas de alguns derivados Continua

Derivado

Atividade bioldgica

Referéncia

(SHEU et al., 1999)?

(SHEU et al., 1999)°

24-Etilcolesta-4,24(28)-dieno-
3,6-diona’

Atividade citotoxica

(SHEU et al., 1999)°
(CHANG et al., 2003)?

(LEE etal., 2011)?

24-Hidroperdxido-24-etilcolesta
4,28(29)-dieno-3,6-diona

Atividade citotéxica

(SHEU et al., 1999)?

6/-Hidroxi-24-etilcolesta-
4,24(28)-dien-3-0na?

Atividade citotoxica

(SHEU et al., 1999)?
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Tabela 2 — Derivados do fucosterol e atividades bioldgicas de alguns derivados Continua
Derivado Atividade bioldgica Referéncia

Atividade citotdxica (SHEU et al., 1999)?

24-Hidroperdxido-6p-hidroxi-24-
etillcolesta-4,28(29)-dien-3-ona’

- (SHEU et al., 1999)°

24-Hidroperoxido-24
vinilcolesterol?

- (SHEU et al., 1999)°

29-Hidroperdxidoestigmasta-
5,24(28)-dien-34-ol?

- (BARROW; MCMORRIS,
1982)*

H

- (BARROW; MCMORRIS,
1982)*

dien-29-aldeido?




52

Tabela 2 — Derivados do fucosterol e atividades bioldgicas de alguns derivados Continua

Derivado

Atividade bioldgica

Referéncia

HEY; HONEYMAN;
PEAL, 1952)*

S

Acetato de fucosterol*

(SHIRAHAMA, 1942)"

(HEY; HONEYMAN;
PEAL, 1950)*

(TSUDA et al., 1958)*

S

Acetato de 24-clorofucost-5-

enila’

(HEY; HONEYMAN;
PEAL, 1952)*

0 ‘ 0
)ko Of
154-Formiato-3-4,29
diacetatofucosterol

(LIU; STUHMILLER;
MCMORRIS, 1988)*

L

Propanoato de fucosterol*

(SHIRAHAMA, 1942)*

(HEILBRON; PHIPERS;
WRIGHT, 1934)*
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Tabela 2 — Derivados do fucosterol e atividades bioldgicas de alguns derivados Continua

Derivado

Atividade bioldgica

Referéncia

(BRUMLEY et al., 1985)?

154,29-Di-hidroxi-7-
oxofucosterol

(LIU; STUHMILLER;
MCMORRIS, 1988)*

(KNAPP; NICHOLAS,
1970)*

(HEILBRON; PHIPERS;
WRIGHT, 1934)*;

(SHIRAHAMA, 1942)

(TSUDA et al., 1958)*

p-Toluenossulfonato de
fucosterol"

HEY; HONEYMAN;
PEAL, 1950)*
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Tabela 2 — Derivados do fucosterol e atividades bioldgicas de alguns derivados ~ Concluséo
Derivado Atividade bioldgica Referéncia

(FUJIMOTO; MORISAKI;

IKEKAWA, 1980)*

(PRESTWICH et al.,

1985)*
Atividade (HUH et al., 2012)?
antiproliferativa
OH
Atividade (HUH et al., 2012)?

antiproliferativa

HEY; HONEYMAN;
PEAL, 1950)*

(HEY; HONEYMAN;
PEAL, 1952)*

Eter metilico de fucosterol*

Fonte: o préprio autor.
1-Derivado semissintético, 2-Derivado natural.

Desta forma, os derivados do fucosterol (F) denominados (34,20R,24E)-3-
hexanoxiestigmasta-5,24(28)-dieno  (F-3), (3$,20R,24E)-3-succinoxiestigmasta-5,24(28)-
dieno (F-5), (38,20R,24E)-(3)-4-fluorobenzoxiestigmasta-5,24(28)-dieno (F-7),
(38,20R,24E)-(3)-4-clorobenzoxiestigmasta-5,24(28)-dieno (F-8), (38,20R,24E)-(3)-4-
bromobenzoatoestigmasta-5,24(28)-dieno (F-9), (34,20R,24E)-(3)-4-nitrobenzoxiestigmasta-
5,24(28)-dieno (F-10) e (3p,20R,24E)-3-formiloxiestigmasta-5,24(28)-dieno (F-11) sdo

inéditos.
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4.4 Campesterol (C)

Campesterol (C), cuja estrutura esta apresentada abaixo, é um esteroide
tetraciclico de esqueleto ergostano contendo uma ligagdo dupla no carbono C-5, de
nomenclatura sistematica (34,20R,24R)-ergost-5-en-3-ol, constituido por 28 &tomos de
carbono, pertencente ao grupo dos esterdis, possuindo uma hidroxila no carbono C-3.
Diferencia-se do fucosterol (F) pela auséncia de uma ligacdo dupla e um grupo etila ligado ao
carbono C-24. Devido a presenca da instauracdo no carbono C-5, campesterol, assim como
outros esteroides com estruturas similares, pode ser oxidado pelo aumento de temperatura,
acdo da luz, radicais livres ou catalisadores quimicos originando produtos que possuem varios
grupos funcionais (poli-hidroxi, ceto e epdxi), tais como os 5,6-époxi; 5,6-hidroxi; 7-ceto; 7-
hidroxisitosterol (McCARTHY et. al., 2005; MISHARIN et. al., 2008). Vale ressaltar que
esses derivados podem ser encontrados em vegetais ou sintetizados, apresentando
propriedades bioldgicas bem interessantes, tais como atividade citotoxica e antioxidante
(RYAN et al., 2005).

Fonte: o préprio autor.

Este composto (C) pode ser isolado de zoantideos do género Palythoa, tais como
P. tuberculosa (GUPTA; SCHEUER, 1969), P. senegalensis, P. dartavellei, P. Monodi,
(DIOP et al., 1986), P. caribaeorum e P. variabilis, encontrados em abundancia no litoral
cearense (PINTO et al., 2017). Esse esteroide foi isolado pela primeira vez a partir do 6leo de
colza (Brassica campestres L.) e por esse motivo possui 0 nome de campesterol (C)
(FERNHOLZ; MACPHILLAMY, 1941). Yoshida e Niki (2003) relataram o efeito
antioxidante do campesterol (C) contra a peroxidacéo lipidica. Além disso, Zhu et al. (2016)

mostraram que campesterol exibe efeito citotdxico significativo sobre a linhagem celular
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HCT-116 apresentando valores de Clsg de 45,5, 32,2 e 22,4 uM em intervalos de tempo de 24,
48 e 72 h, respectivamente. Vale ressaltar que estudos revelaram a atividade anti-inflamatéria
(CONFORTI et. al., 2009; ZHANG et. al., 2017), antibacteriana e antioxidante (KHATRI et.
al., 2016) de extratos vegetais contendo campesterol (C) como um dos seus principais

constituintes.
4.5 Derivados do campesterol (C)

Com relacdo aos doze derivados semissintéticos do campesterol (C) obtidos neste
trabalho, oito j& estdo descritos na literatura. A ferramenta SciFinder® foi utilizada como base
de dados para coletar informacGes sobre os registros na literatura dos derivados do
campesterol. De acordo com a pesquisa realizada, verificou-se que dentre os derivados
mencionados uns sdo semissintéticos e outros sdo naturais, isolados de plantas ou de algas
marinhas e alguns tiveram suas atividades biologicas avaliadas. Na Tabela 3 estdo listados

esses derivados juntamente com suas estruturas quimicas e algumas atividades bioldgicas.

Tabela 3 — Derivados do campesterol e atividades bioldgicas de alguns derivados ~ Continua
Derivado Atividade biologica Referéncia

(SCHRICK et al., 2011)?

(YANG et al., 2018)?

(YANG et al., 2018)?

(22E,24R)-Ergosta-7,22-dieno-3-ol?
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Tabela 3 — Derivados do campesterol e atividades biologicas de alguns derivados  Continua

Derivado

Atividade bioldgica

Referéncia

(22E,4R)-Ergosta-5,7,22-trien-
3p-0l?

(YANG et al., 2018)?

(22E,24R)-Ergosta-7,22-dien-34,
5a,64-triol?

(YANG et al., 2018)?

OH
(22E,24R)-Ergosta-7,22-dieno-

(YANG et al., 2018)?

38,50,68 9a-tetrol”_

(24R)-5a,8a-Epidioxiergosta-6-
en-3p-ol?

(BENSEMHOUN et al.,
2009)?

(LI; MIAO; JI, 2011)?

5a,80-Epidioxi-
24(R)metilcolest-6-en-34-0l?

(BENSEMHOUN et al.,
2009)?

(IOANNOU et al., 2009)?
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Tabela 3 — Derivados do campesterol e atividades biologicas de alguns derivados  Continua
Derivado Atividade bioldgica Referéncia

Atividade

antiproliferativa (IOANNOU et al., 2009)°

HO

(22E,24R,25R)-5¢,84-Epidioxi-
24,26-ciclo-colesta-6,22-dien-35-ol”

(LI; MIAO; JI, 2011)?

(YANG et al., 2018)?

5a,80-Epidoxi(22E,24R)-ergosta-
6,22-dien-34-0l°

(IOANNOU et al., 2009)?

(22E,24S)-50,8a-Epidioxi24-metil-
colesta-6,22-dien-3p-ol”

(LI; MIAO; JI, 2011)?

(YANG et al., 2018)?

5a,8a-Epidioxi(22E,24R)-ergosta-
6,9(11),22-trien-3p-ol?

- (IOANNOU et al., 2009)?

(22E,245)-50,84-Epidioxi-24-
metilcolesta-6,9(11),22-trien-34-0l?
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Tabela 3 — Derivados do campesterol e atividades biologicas de alguns derivados ~ Continua
Derivado Atividade bioldgica Referéncia

- (IOANNOU et al., 2009)?

5a,80-Epidioxi-24-metilcolesta-
6,24(28)-dien-3p-0F”_

o f

Atividade antibacteriana (LI: MIAO; JI, 2011)2

5¢,80-Epidioxi-224,23-
epoxiergosta-6-en-3-ol*

Atividade antibacteriana (LI; MIAO: JI, 2011)?

5a,80-Epidioxi-22a,23a-
epoxiergosta-6-en-34-ol°

(YANG et al., 2018)?

3p-0O-glucopiranosil-5«,8a-
epidioxi-(22E,24R)-ergosta-6,22-
dieno?

(PINTO et al., 2017)?

24(R)-7a-Hidroperoxi-ergost-5-
en-3p-ol
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Tabela 3 — Derivados do campesterol e atividades biologicas de alguns derivados ~ Continua
Derivado Atividade bioldgica Referéncia

(PINTO et al., 2017)?

(SCHRICK et al., 2011)?

(SCHRICK et al., 2011)?

(SCHRICK et al., 2011)?

(SCHRICK et al., 2011)?

24-Metilenocolesterol?
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Tabela 3 — Derivados do campesterol e atividades biologicas de alguns derivados  Continua

Derivado Atividade bioldgica

Referéncia

(YOKOSUKA et al., 2005)*?

26-0O-tosilato de (24R,25S)-ergost-
5-eno-34,26-diol*

(YOKOSUKA et al., 2005)*?

Atividade citotdxica
e anti-inflamatoria

(23R)-2a,3ﬂ,23,28-Tetra-hidro*xi-
14,15-de-hidrocampesterol?

(MORENO-ANZUREZ
etal., 2017)>

(FERNHOLZ;
MACPHILLAMY, 1941)*

Propanoato de campesterol®

(HIERMANN; MAYR,
1986)?
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Tabela 3 — Derivados do campesterol e atividades biologicas de alguns derivados  Continua
Derivado Atividade bioldgica Referéncia

(BRUMLEY et al., 1985)?

N

Butirato de campesterol?

(HIERMANN; MAYR,
- 1986)*

(HIERMANN; MAYR,
1986)*

(HIERMANN; MAYR,
- 1986)?

(HIERMANN; MAYR,
- 1986)?

Palmitato de campesterol®
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Tabela 3 — Derivados do campesterol e atividades biologicas de alguns derivados ~ Continua
Derivado Atividade bioldgica Referéncia

Atividade

o (LESMA et al., 2018)*
antiproliferativa

(38,24R)-Ergost-5-en-3-ol,3-[(9Z,
127)-9,12-octadecadienoato]*

(FERNHOLZ;
- MACPHILLAMY, 1941)*

- (LESMA et al., 2018)*

Atividade

o (LESMA et al., 2018)*
antioxidante

3-(3,4-Di-hidroxifenil)-2-propenoato
de (38,24R)-Ergost-5-en-3-ol*

Atividade

o (LESMA et al., 2018)*
antioxidante

(38,24R)-Ergost-5-en-3-ol,3-[4-
[(1E,3Z,6E)-3-hidroxi-7-(4-hidroxi-
3-metoxifenil)-5-0xo0-1,3,6
heptatrieno-il]-2-
metoxifenilbutanodioato]®
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Tabela 3 — Derivados do campesterol e atividades biologicas de alguns derivados  Continua
Derivado Atividade bioldgica Referéncia

Atividade

o (LESMA et al., 2018)*
antiproliferativa

Ester de &cido retinoico 4-[(1E)-3-
[(36,24R)-ergost-5-en-3-iloxi]-3-oxo-
1-propen-lil]-2-metoxifenil éster'

(FERNHOLZ;
- MACPHILLAMY, 1941)*

0
O,N
0O
NO,

m-Dinitrobenzoato campesterol*

OAc

(MORENO-ANZUREZ
- etal., 2017)>

(23R)-2a,3,23,28-Tetraacetil-14,15-
de-hidrocampesterol?

Fonte: o préprio autor.
1-Derivado semissintético, 2-Derivado natural, *Constituinte majoritario.

Sendo assim, os derivados do campesterol (C) nomeados (34,20R,24R)-(3)-4-
fluorobenzoxiergost-5-eno  (C-7), (38,20R,24R)-(3)-4-clorobenzoxiergost-5-eno  (C-8),
(38,20R,24R)-(3)-4-bromobenzoxiergost-5-eno (C-9) e (34,20R,24R)-3-formiloxiergost-5-eno

(C-11) estdo sendo descritos pela primeira na literatura.
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4.6 Atividades bioldgicas

4.6.1 Atividade larvicida sobre Aedes aegypti

Os mosquitos sdo os principais vetores de doencas infecciosas e as doencas
transmitidas por mosquitos vetores podem causar grande morbidade e mortalidade, podendo,
desta forma representar, uma importante carga econdémica nos paises afetados por estas
doencas (PAVELA, 2015).

Dentre as mais diferentes espécies de mosquitos destaca-se o Aedes aegypti
(Diptera: Culicidae) que é a espécie mais importante na transmissdo da dengue, da doenga
aguda pelo virus Zika, da febre Chikungunya e também pode ser transmissora da febre
amarela urbana (MINISTERIO DA SAUDE, 2018).

Recentemente, nota-se uma grande dificuldade em erradicar as doencas causadas
pelo Aedes aegypti, e, portanto, uma das estratégias de controlar as doengas transmitidas por
este mosquito, consiste basicamente no controle efetivo do vetor (ZARA et al., 2016). Ha
diversas alternativas de controle, porém, uma das mais eficientes e adequadas a realidade
local, € o tratamento sistematico dos locais de reproducéo por meio de larvicidas (COSTA et
al., 2011).

Larvicidas e/ou inseticidas sintéticos, tais como organofosforados,
organoclorados, carbamatos e piretroides sdo bastante usados nos programas de controle de
doencas transmitidas por vetores e na eliminacdo das larvas do Aedes aegypt (WALIWITIYA,;
KENNEDY; LOWENBERGER, 2009). No entanto, seu uso continuado provoca o
surgimento de populacbes de A. aegypti resistentes aos larvicidas e/ou inseticidas,
ocasionando também problemas para o controle de vetores como, por exemplo, a falta de
seletividade e a toxicidade em relacdo a outros organismos e ao meio ambiente (MELO-
SANTOS et al., 2010; POLSON et al., 2011; SMITH; KASAI; SCOTT, 2016; HAMID et al.,
2017).

Com o surgimento de formas resistentes do mosquito aos inseticidas sintéticos
cresce a procura por produtos naturais que sejam efetivos no combate ao mosquito adulto e/ou
as larvas de Aedes aegypti e que sejam isentos de toxicidade para 0 meio ambiente. Relatos na
literatura mostram que alguns produtos naturais de origem vegetal, tais como extratos
vegetais, 6leos essenciais e constituintes quimicos isolados destes tém acao especifica sobre o
vetor e ndo causam impacto a0 meio ambiente (GOIS et al., 2013; BEZERRA-SILVA et al.,
2015; UNNITHAN; UNNIKRISHNAN, 2015; DA SILVA et al., 2016; KIM; LEE, 2016;
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MENDES et al., 2017; TOURE et al., 2017; ALI; GOPALAKRISHNAN; VENKATESALU,
2018; KANIS et al., 2018; MAR et al., 2018; VORIS et al., 2018).

4.6.2 Atividade citotoxica

O atual conhecimento sobre o cancer tem facilitado o desenvolvimento de novos
agentes anticancerigenos. No entanto, o cancer ainda ¢ um problema de saude publica,
principalmente entre os paises em desenvolvimento, onde se estima que, nas préximas
décadas, o impacto do cancer na populacdo corresponda a 80% dos mais de 20 milhdes de
casos novos estimados para 2025 (SCHILITHZ et al., 2015).

Vale salientar que o cancer é a segunda principal causa de 6bito em todo o mundo,
sendo responsavel por cerca de 9,6 milhdes de mortes em 2018. Globalmente, cerca de uma
em cada seis mortes € devida ao cancer e aproximadamente 70% dessas mortes ocorrem em
paises de baixa e média renda (WHO, 2018). Deste modo, o tratamento do cancer torna-se um
desafio. Assim, o desenvolvimento de novos medicamentos com a finalidade de aumentar a
sobrevida de pacientes com essa doenca é um processo crucial (PENNA; HENRIQUE;
BONATTO, 2017).

Sabe-se que os produtos naturais oriundos de plantas, de algas e de organismos
marinhos tem papel fundamental na terapia do cancer (SUN et al., 2016). O ambiente marinho
é caracterizado por uma enorme diversidade de organismos, proporcionando uma ampla gama
de novos compostos que possam ser utilizados contra o cancer, apresentando, ainda,
atividades, biodisponibilidades e toxicidades adequadas (LICHOTA; GWOZDZINSKI,
2018).

Vale lembrar que nos anos de 1981 a 2014, do total de 174 farmacos aprovados e
utilizados no tratamento dos diferentes tipos de cancer, somente 17% foram classificados
como farmacos sintéticos e 83% eram produtos naturais ou derivados deles (NEWMAN;
CRAGG, 2016). Sendo assim, a busca por novos compostos naturais para o tratamento desta
doenca tem sido objeto de estudo por quimicos de produtos naturais (YESSOUFOU et al.,
2015; DE SOUSA et al., 2016; PAULA et al., 2016; SUN et al., 2016; WANG; XUAN,
2016; LICHOTA; GWOZDZINSKI, 2018; MITRA; DASH, 2018; PAIER et al., 2018).
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4.6.3 Atividade antibacteriana

Mesmo com avango da medicina, as doencas infecciosas causadas por bactérias,
virus, fungos e parasitas ainda se tornam uma grande amea¢a a saude publica
(BERLINGUER, 1999; ROLAIN et al., 2016; SOMMER et al., 2017; SAMPAIO; SANCHO;
LAGO, 2018). Vale ressaltar que desde a descoberta da penicilina por Alexander Fleming em
1928, a utilizacdo indiscriminada e excessiva dos antibioticos trouxe diversas consequéncias
para a terapéutica (LANDERS et al., 2012).

Deste modo, 0 uso descontrolado de antibacterianos tornou-se um perigo para a
satde humana, principalmente por contribuir com o desenvolvimento de linhagens bacterianas
resistentes, em resposta a evolucgéo e a intensa pressdo seletiva resultante da exposicao a essas
substancias. O aparecimento de cepas com resisténcia multipla aos antimicrobianos
conhecidos tem estimulado a busca por novos compostos naturais que possuam,
simultaneamente, caracteristicas de elevada eficiéncia e baixa nocividade (DE SOUSA,
2017).

O aumento do fluxo de informacg6es pode contribuir para melhorar este quadro de
resisténcia bacteriana, além da intensificacdo de estudos voltados para descoberta de novas
substancias com atividade biologica (LOUREIRO et al., 2016). Para contornar essa situacéo,
torna-se necessaria a busca por novos agentes antimicrobianos que possam ser utilizados no
tratamento de diversas enfermidades causadas por microrganismos resistentes as terapias
convencionais empregadas (LUEPKE et al., 2017; PESSIN; TAVARES; GRADELLA,
2018).

Como consequéncia da crescente demanda por produtos naturais bioativos,
ocorre, atualmente, um maior interesse em organismos marinhos, especialmente em algas. Os
organismos marinhos sdo fontes ricas de metabdlitos biologicamente ativos, produzindo
compostos que podem ser de interesse da industria farmacéutica (MOUBAYED et al., 2017;
RAMACHANDRAN et al., 2018). Estudos relataram excelente atividade antibacteriana do
extrato etanolico de duas espécies de algas marinhas: Laurencia catarinensis e Padina
pavonica (AL-ENAZI et al., 2018). Além disso, substancias isoladas de algas marinhas com
potencial farmacoldgico vém sendo estudadas como alternativa aos antimicrobianos
sintéticos. Outros estudos realizados em diferentes espécies de algas marinhas apresentaram
compostos com propriedades antibacterianas satisfatorias (MACHADO et al., 2014; BAJPAI,
2016; PEREZ; FALQUE; DOMINGUEZ, 2016; SHANNON; ABU-GHANNAM, 2016;
DAYUTI, 2018; KARTHICK; MOHANRAJU, 2018).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1319016417301950#!
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5 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
5.1 Métodos espectroscdpicos
5.1.1 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN)

Os espectros de RMN *H e **C foram obtidos no Centro Nordestino de Aplicacio
e Uso da Ressonancia Magnética Nuclear, da Universidade Federal do Ceara
(CENAUREMN/UFC), utilizando-se Espectrometros®, modelos Avance DPX-300 e DRX-
500, operando nas frequiéncias de 300 e 500 MHz para hidrogénio, e de 75 e 125 MHz para
carbono-13, respectivamente. As constantes de acoplamento (J) s&o indicadas em Hertz (Hz).
As multiplicidades sdo indicadas como: simpleto (s), dupleto (d), tripleto (t), quarteto (q),
multipleto (m), dupleto de dupleto (dd) e tripleto de tripleto (tt).

As técnicas APT (Attached Proton Test) e DEPT (Distortionless Enhancement by
Polrization Transfer), foram utilizadas na determinacdo do padrdo de hidrogenagdo dos
carbonos em RMN de *C com 4ngulo de nutagdo (©) de 135° com CH e CH3 com amplitude

em oposi¢cdo aos CH,.
5.1.2 Espectrometria de massas (EM)

Os espectros de massas foram obtidos no Departamento de Quimica Organica e
Inorgéanica da Universidade Federal do Ceard, usando aparelho Shimadzu, modelo CG-MS
QP 2010 SE, equipado com a coluna Rtx®-5MS (95% dimetilpolisiloxano e 5% difenil) de 30
m de comprimento, 0,25 mm de didmetro interno, 0,25 um de espessura do filme da fase fixa,

temperatura do injetor 260 °C e a do detector 300.
5.1.3 Espectroscopia de absorcéo na regido do infravermelho (1V)

Os espectros de absor¢do na regido do infravermelho foram obtidos no
Departamento de Quimica Orgéanica e Inorganica da Universidade Federal do Ceara, usando
acessorios de refletancia total atenuada (ATR) e com superficie de cristal de seleneto de zinco
(ZnSe), e resolucdo de 4 cm™ usando a media aritmética de quatro varreduras, na faixa de
nimero de ondas de 4000-550 cm™. As anélises foram realizadas no Laboratério de

Espectrometria de Massas de Alta Resolugdo do Nordeste (LEMANOR). Outras analises
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foram obtidas utilizando pastilhas de brometo de potéssio (KBr) na proporcdo de 1% de
amostra, usando espectrometro FTLA 2000-102, ABB-BOMEM, localizado no Laboratério
de Bioinorganica (LABIO) da Universidade Federal do Ceara.

5.2 Solventes e reagentes

5.2.1 Solventes utilizados

Nas reacOes de obtencdo dos derivados e purificacdo dos produtos, foram
utilizados solventes comerciais: hexano, acetato de etila, diclorometano e piridina, todos de
qualidade P.A, das marcas Synth® e/ou Vetec®. Para obtencdo dos espectros de ressonancia
magnetica nuclear, foi utilizado cloroformio deuterado (CDCI3) de procedéncia Tedia® tendo
como referéncia interna o tetrametilsilano (TMS).

5.2.2 Reagentes utilizados

Anidrido acético (Vetec®), anidrido butanoico (Fluka®), anidrido hexanoico
(Aldrich®), anidrido benzoico (Aldrich®), anidrido succinico (Aldrich®), acido formico
(Vetec®), é&cido perclorico (Vetec®), é&cido 4-clorobenzoico (Sigma®), é&cido 4-
bromobenzoico (Sigma®), 4&cido 4-fluorobenzoico (Sigma®), é&cido 4-nitrobenzoico
(Vetec®), sulfato de sodio anidro (Dindmica®), sulfato de cobre (Vetec®), cloreto de sodio,
diciclo—hexilcarbodiimida (DCC) da marca Fluka® e 4-N,N-dimetilaminopiridina (DMAP)
comercial, de procedéncia Acros Organics® foram utillizados nas reacdes de preparacao dos

derivados dos esteroides fucosterol (F) e campesterol (C).

5.2.3 Adsorventes utilizados

As cromatografias em coluna vertical foram realizadas utilizando gel de silica 60-
230 mesh, comercial, de procedéncia Vetec®. Os comprimentos e os diametros das colunas
variaram de acordo com as massas das amostras a serem purificadas. Nas cromatografias em
camada delgada (CCD) foram empregadas cromatoplacas em gel de silica 60 (& 2-25 um)
sobre aluminio, com camada de 0,20 nm e indicador de fluorescéncia na faixa de 254 nm, da

marca Macherey-Nagel®. As placas foram cortadas nas dimensées de 4 x 2,5 cm.
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A revelacdo das cromatoplacas, apos eluicdo das substancias nestas, foi realizada
através de pulverizacdo com solugdo de vanilina (5g) e &cido perclérico (0,75 mol/L, 100 mL)
em etanol (EtOH, 100 mL), seguida de aquecimento a 100°C com aquecedor da marca
Fisatom® modelo 752 A, por aproximadamente 30 s.

5.3 Métodos fisicos

5.3.1 Ponto de fuséo

Os pontos de fusdo foram determinados utilizando equipamento digital de ponto
fusdo da Microquimico Equipamentos Ltda modelo MQADF-302, acoplada a um
microscopio oOptico monocular. As determinagdes foram realizadas a uma velocidade de
aquecimento de 1,5°C/min e ndo foram corrigidas. As analises foram realizadas no

Laboratorio de Bioinorgénica (LABIO) da Universidade Federal do Ceara.

5.3.2 Rotacéao optica especifica

As rotacOes especificas foram determinadas utilizando polarimetro digital JASCO
modelo P-2000. As medidas foram realizadas a temperatura de 21°C, utilizando uma cubeta
de 2,5 mm de diametro e 100 mm de comprimento. Para dissolucdo das amostras utilizou-se
cloroférmio com grau de pureza CLAE. As analises foram realizadas no Laboratorio de
Espectrometria de Massas de Alta Resolucdo do Nordeste (LEMANOR) da Universidade

Federal do Ceara.

5.4 Atividades bioldgicas

5.4.1 Atividade larvicida sobre Aedes aegypti

Aliquotas de 1 mg, 2 mg, 5 mg e 10 mg, em triplicata, do campesterol (C) e dos
derivados (C-1 a C-12) foram, inicialmente, dissolvidas em 0,3 mL de dimetilsulféxido
(DMSO) e transferidas para um béquer de 50 mL. Em seguida, foram adicionadas 50 larvas
do terceiro estagio (GADELHA; TODA, 1985) juntamente com 19,7 mL de agua.

Paralelamente foram realizados testes em brancos, utilizando-se 4&gua e DMSO a 1,5%. O
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controle positivo utilizado foi Temephos®. Apds 24 h foi realizada a contagem das larvas
exterminadas e calculada a CLso (OLIVEIRA et al., 2002).

5.4.2 Atividade citotdxica in vitro sobre linhagens de células tumorais humanas

As linhagens de celulas tumorais humanas utilizadas no estudo foram MCF-
7 (carcinoma de mama), HL-60 (Leucemia promielocitica) e HCT-116 (cancer colorretal),
obtidas do banco de células do Rio de Janeiro, as quais foram cultivadas em meio RPMI 1640
ou DMEN, suplementados com 10% de soro fetal bovino e 1% de antibi6ticos, mantidas em
estufa a 37°C, em atmosfera contendo 5% de diéxido de carbono (CO,) e as amostras foram
diluidas em dimetilsulfoxido (DMSQO) puro e estéril.

A avaliacdo da citotoxicidade das amostras foi realizada pelo metodo do MTT [3-
(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-brometo  de tetrazolium] (MOSMANN, 1983),
utilizando doxorrubicina como controle positivo.

As linhagens MCF-7 (carcinoma de mama), HL-60 (leucemia promielocitica) e
HCT-116 (cancer colorretal) foram plaqueadas na concentragdo de 1 x 10> células/mL. As
amostras: fucosterol (F), campesterol (C) e os derivados (F-1 a F-12; C-1 a C-12) foram
previamente dissolvidas em DMSO e posteriormente diluidas em série no meio RPMI para
obtencdo das concentracdes finais e em seguida, adicionadas em placa de 96 pocos. As placas
foram incubadas por 72 h em estufa a 5% de CO, a 37°C. Em seguida, foram adicionados 25
uL da solugdo de MTT (sal de tetrazolio), e as placas foram incubadas por 3h. A absorbancia
de cada uma das amostras foi lida apds dissolucdo do precipitado com DMSO puro em
espectrofotbmetro de placa a 595nm.

A concentracdo inibitoria em 50% (Clso) e respectivos intervalos de confianca das
referidas amostras foram calculados por regressdo ndo linear no programa Graph Pad Prism.

Cada amostra foi testada em duplicata.

5.4.3 Atividade antibacteriana sobre linhagens de bactérias Gram (-) e Gram (+)

A atividade antibacteriana das amostras foi avaliada através do método de
microdiluicdo, com base no documento M7-A6 do NCCLS (CLSI, 2012). No ensaio foram
utilizadas duas linhagens de bactérias Gram (+) Streptococcus mutans (ATCC 0046) e
Staphylococcus aureus (ATCC 6538) e trés Gram (-) Klebsiella pneumoniae (ATCC 10031),
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Escherichia coli (ATCC 10536) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15442), sendo estas
linhagens padréo cedidas pela Fundagdo Oswaldo Cruz-FIOCRUZ. Previamente aos testes, as
cepas bacterianas foram ativadas em meio Brain Hear Infusion Broth (BHI 3,8%) para o
crescimento bacteriano (24 h, 35 + 2°C). Ap0s este subcultivo, o indculo foi padronizado a
partir de uma suspensdo bacteriana a uma concentracéo final de aproximadamente 1 x 10°
UFC/mL (0,5 unidades de turbidez nefelométrica-escala McFarland). Em seguida, esta
suspensdo foi diluida a 1 x 10° UFC/mL em caldo BHI a 10%, e volumes de 100 puL foram
adicionados e entdo homogeneizados nos pocos de uma placa de microdiluicdo acrescido de
diferentes concentracdes das amostras, resultando num inéculo final de 5 x 10° UFC/mL
(HADACEK; GREGER, 2000; GINOCCHIO, 2002; VILJOEN et al., 2003).

As amostras: fucosterol (F), campesterol (C) e os derivados (F-1 a F-12; C-1a C-
12) foram diluidas em &gua destilada e dimetilsulféxido (DMSO) a uma concentracdo de
1.024 pg/mL. Outras diluices seriadas foram realizadas através da adig@o de caldo BHI para
alcancar uma concentracdo final no intervalo de 512 a 8 pg/mL. Todos 0s experimentos foram
realizados em triplicata e as placas de microdiluicdo foram incubadas a 35 + 2 °C por 24 h
(RODRIGUES et al., 2013). A atividade antibacteriana foi detectada através do método
colorimétrico pela adicdo de 25 pL de solucdo de resazurina (0,01%) apds o periodo de
incubagdo (SALVAT et al., 2001). A concentracao inibitéria minima (CIM) foi definida como

a menor concentracdo das substancias capaz de inibir o crescimento de bactérias.
5.5 Obtencéo da alga Lobophora variegata e isolamento do fucosterol (F)

O espécime de Lobophora variegata foi coletado na praia de Paracuru, litoral do
Estado do Ceard, a 93 Km de Fortaleza (Fig. 7, pag. 73). O material coletado (1,4 kg) foi seco
a temperatura ambiente, triturado e submetido a extracdo sequencial com hexano, AcOEt e
etanol a temperatura ambiente, resultando nos respectivos extratos organicos. O extrato
hexanico (4,2 g) foi submetido a um fracionamento cromatografico em coluna aberta, sendo
misturado a 5,4 g de gel silica e acondicionado sobre 39,3 g de gel de silica. Utilizou-se a
mistura de hexano:AcOEt (300,0 mL cada) nas proporcdes de 100:0; 90:10; 80:20; 70:30;
60:40; 50:50; 0:100, obtendo-se 7 fracdes (A-G), respectivamente. A fracdo B (1 g) eluida
com hexano:AcOEt (90:10) foi submetida a cromatografia em gel de silica em coluna
cromatografica sob média pressdo, da qual obteve-se, majoritariamente, um sélido amorfo
branco (680 mg) apresentando [o]p?t =+13,70 (c=0,1; CHCl5) com Rf= 0,46

(hexano:AcOEt 80:20), que foi caracterizado através de método espectrométrico (EM) e



73

espectroscopicos (IV, RMN *H e *C) como o esteroide (34,20R,24E)-estigmasta-5,24(28)-

dien-3-ol, vulgarmente conhecido como fucosterol (F).

Figura 7 — (a) Local de coleta—mapa indicando a posi¢cdo do ponto de coleta, a praia de
Paracuru relativa a capital (Fortaleza); (b) Fotografia do local de coleta durante a maré baixa;
(c) Fotografia de um espécime de Lobophora variegata

(a) (b) (c)

Fonte: Fotografia cedida por Fabio do Nascimento Avila.

5.6 Derivados semissintéticos do fucosterol (F)

5.6.1 Procedimento geral de acilacao do fucosterol (F) com os anidridos acético, butanoico,

hexanoico e benzoico

Em baldo de 50 mL, dissolveu-se, 20 mg de fucosterol (F) (0,049 mmol) em 2 mL
de piridina. Posteriormente, foram adicionados os respectivos anidridos: 0,03 mL de anidrido
acetico (0,317 mmol), 0,06 mL de anidrido butanoico (0,364 mmol), 0,09 mL de anidrido
hexanoico (0,378 mmol), 82,77 mg de anidrido benzdico (0,366 mmol) e quantidades
cataliticas de 4-N,N-dimetilamino piridina (DMAP). As misturas foram mantidas sob
agitacdo magnética a temperatura ambiente por 2 horas e 30 minutos. Decorrido este periodo,
as misturas foram diluidas com CH,Cl,, transferidas para funil de separacéo e tratadas com
solucdo saturada de sulfato de cobre. Posteriormente, as fases organicas foram lavadas com
solucdo saturada de NaCl e secadas com Na,SO, anidro. Os solventes foram removidos sob
pressdo reduzida (WU et al., 2014). Em seguida, os produtos brutos foram purificados em
coluna com gel de silica eluida com hexano:AcOEt (99:1), sendo obtidos em cada reacdo
solidos amorfos de cor branca que foram caracterizados por técnica espectrométrica (EM) e

espectroscopicas (RMN *H, *3C e IV). A Figura 8 (pag. 74) ilustra as reacdes ocorridas.



Figura 8 — Reacéo de acilagdo do fucosterol (F) com diferentes anidridos de &cidos

DMAP
Piridina
—_—

1-Anidrido acético

2-Anidrido butanoico
3-Anidrido hexanoico RO
4-Anidrido benzoico

Fonte: o préprio autor.

Dados fisicos de (34,20R,24E)-3-acetoxiestigmasta-5,24(28)-dieno (F-1)

Massa obtida: 21,0 mg
Rendimento: 95%

Rf: 0,31 (hexano:AcOEt 99:1)
p.f.: 110,3-111,1°C
[e]o?*=-77,00 (c = 0,1; CHCl5)

Férmula molecular: C31Hs00,

Fonte: o préprio autor.
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Dados fisicos de (38,20R,24E)-3-butoxiestigmasta-5,24(28)-dieno (F-2)

Massa obtida: 19,6 mg
Rendimento: 84%

Rf: 0,34 (hexano:AcOEt 99:1)
p.f.. 61,7 - 61,9°C
[@]o?=-64,30 (c = 0,1; CHCl5)

Férmula molecular: C33Hs40,

Fonte: o préprio autor.
Dados fisicos de (34,20R,24E)-3-hexanoxiestigmasta-5,24(28)-dieno (F-3)

Massa obtida: 18,5 mg
Rendimento: 75%

Rf: 0,35 (hexano:AcOEt 99:1)
p.f.. 47,3 - 48,3°C

[@]o? = -59,16 (c = 0,1; CHCl5)

Férmula molecular: C35Hs50,

Fonte: o préprio autor.

Dados fisicos de (34,20R,24E)-3-benzoxiestigmasta-5,24(28)-dieno (F-4)

Massa obtida: 23,8 mg
Rendimento: 75%

Rf: 0,37 (hexano:AcOEt 99:1)
p.f.: 116, 2 - 116, 4°C

[e]o?* = -56,50 (c = 0,1; CHCl5)

Férmula molecular: C3sHs,0,

Fonte: o préprio autor.
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5.6.2 Procedimento de acilagéo do fucosterol (F) com anidrido succinico

Em um baldo de 50 mL, dissolveu-se 20 mg de fucosterol (F) (0,049 mmol) em
2,0 mL de CH,Cl,. Em seguida adicionou-se 36,8 mg de anidrido succinico (0,3677 mmol) e
quantidades cataliticas de DMAP. A mistura foi mantida sob agitacdo magnética em refluxo
por 8 horas e 30 minutos. Decorrido este periodo, o solvente foi removido sob pressdo
reduzida (BARROS et al., 2011). Posteriormente, o produto bruto foi purificado em coluna
com gel de silica eluida com hexano:AcOEt (50:50), sendo obtido um sélido amorfo branco o
qual foi caracterizado por EM, IV, RMN *H e *C. A Figura 9 ilustra a reago ocorrida.

Figura 9 — Reacdo de acilagdo do fucosterol (F) com anidrido succinico

DMAP
CH,Cl,, 50°C

—
5-Anidrido succinico OHN
O

(F) 0 (F-5)

Fonte: o préprio autor.

Dados fisicos de (34,20R,24E)-3-succinoxiestigmasta-5,24(28)-dieno (F-5)

Massa obtida: 23,3 mg
Rendimento: 98%

Rf: 0,35 (hexano:AcOEt 50:50)
p.f.:91,5-91,7°C

[o]o?! = -57,00 (c = 0,1; CHCly)

Formula molecular: C33Hs,04
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5.6.3 Procedimento de acilacdo do fucosterol (F) com cloreto de palmitoila

Em um baldo de 50 mL, dissolveu-se 20 mg de fucosterol (F) (0,049 mmol) em
2,0 mL de CH,Cl,. Posteriormente adicionou-se 0,2 mL de cloreto de palmitoila (0,659
mmol) e quantidades cataliticas de DMAP. A mistura foi mantida em refluxo sob agitagéo
magnética por 4 horas (GAWRONSKI; REDDY; WALBORSKY, 1987). Em seguida, o
solvente foi evaporado e o produto bruto foi submetido a cromatografia em coluna com gel de
silica eluida com hexano:AcOEt (99:1), sendo obtido um sélido amorfo branco que foi
caracterizado por EM, IV, RMN *H e *C. A Figura 10 ilustra a reagdo ocorrida.

Figura 10 — Reacéo de acilagdo do fucosterol (F) com cloreto de palmitoila

DMAP
CH,Cl,, 50°C

: -— o
A 6-Cloreto de palmitoila
(0)
10

¥) (F-6)

Fonte: o préprio autor.

Dados fisicos de (34,20R,24E)-3-hexadecanoxiestigmasta-5,24(28)-dieno (F-6)

Massa obtida: 27,5 mg
Rendimento: 87%

Rf: 0,37 (hexano:AcOEt 99:1)
p.f.: 80,7 - 81,7°C

[o]o?' = -101,73 (c = 0,1; CHCls)

Formula molecular: Cs5H750,
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5.6.4 Procedimento geral de acilagéo do fucosterol (F) com diferentes &cidos carboxilicos

Em baldo de 50 mL, dissolveu-se 20 mg de fucosterol (F) (0,049 mmol) em 10
mL de CH,Cl,. Posteriormente, em cada baldo foram adicionados os respectivos &cidos
carboxilicos: 57,0 mg de acido 4-clorobenzoico (0,3640 mmol), 51,0 mg de é&cido 4-
fluorobenzoico (0,3639 mmol), 73,2 mg de &cido 4-bromobenzoico (0,3640 mmol), 60,8 mg
de &cido 4-nitrobenzoico (0,3640 mmol), 54 mg de diciclo-hexilcarbodiimida (DCC) (0,2621
mmol) e quantidades cataliticas de DMAP. As misturas foram mantidas em refluxo sob
agitacdo magnética por 4 horas. Decorrido este periodo, a diciclo-hexilureia formada foi
removida por filtracdo (NARENDER et al., 2009). Em seguida, os solventes foram
evaporados e os produtos brutos foram submetidos a cromatografia em coluna com gel de
silica eluida com hexano:AcOEt (99:1), sendo obtidos em cada reacdo sélidos amorfos de cor
branca que foram caracterizados por EM, 1V, RMN 'H e *C. A Figura 11 ilustra as reacdes

ocorridas.

Figura 11 — Reacéo de acilacdo do fucosterol (F) com diferentes acidos carboxilicos

o, »
9

DMAP, DCC
CH,Cl,, 50°C
: —_—

E' 7-Acido 4-fluorobenzoico 0
8-Acido 4-clorobenzoico
HO 9-Acido 4-bromobenzoico
F 10-Acido 4-nitrobenzoico
(F)
R

(F-7) R=F (F-9) R=Br
(F-8) R=Cl (F-10) R=NO,

Fonte: o préprio autor.



Dados fisicos de (34,20R,24E)-(3)-4-fluorobenzoxiestigmasta-5,24(28)-dieno (F-7)

| ‘
/@)‘\O
F

Fonte: o préprio autor.

Massa obtida: 22,15 mg
Rendimento: 83%

Rf: 0,37 (hexano:AcOEt 99:1)
p.f. 135,2 - 135,7°C

[a]o? =+ 21,9 (c = 0,1; CHCl3)

Férmula molecular: C3gHs10-F

Dados fisicos de (34,20R,24E)-(3)-4-clorobenzoxiestigmasta-5,24(28)-dieno (F-8)

| ‘
ﬁo
Cl

Fonte: o préprio autor.

Massa obtida: 24,5 mg
Rendimento: 89%

Rf: 0,39 (hexano:AcOEt 99:1)
p.f.:112,5-113,5°C
[@]o?=-23,00 (c = 0,1; CHCl5)

Férmula molecular: CszgHs10,Cl

Dados fisicos de (34,20R,24E)-(3)-4-bromobenzoxiestigmasta-5,24(28)-dieno (F-9)

| ‘
do
Br

Fonte: o préprio autor.

Massa obtida: 25,20 mg
Rendimento: 85%

Rf: 0,39 (hexano:AcOEt 99:1)
p.f.: 110,5-110,7 °C

[o]o?= + 28,3 (c = 0,1; CHCl5)

Férmula molecular: C3sHs10,Br

79
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Dados fisicos de (34,20R,24E)-(3)-4-nitrobenzoxiestigmasta-5,24(28)-dieno (F-10)

Massa obtida: 22,7 mg
Rendimento: 81%

Rf: 0,31 (hexano: AcOEt 99:1)
p.f:111,2-111,4°C

[@]o? = -19,60 (c = 0,1; CHCl5)

PeOL
0
o Férmula molecular: C3gHs104N
2

Fonte: o préprio autor.

5.6.5 Procedimento de acilacéo do fucosterol (F) com acido férmico

Em um baldo de 50 mL dissolveu-se 20 mg de fucosterol (F) (0,049 mmol) em
10 mL de CH,Cl,. Posteriormente adicionou-se 0,03 mL de acido férmico 89,9% (0,715
mmol), 54 mg de DCC (0,2621 mmol) e quantidades cataliticas de DMAP. A mistura foi
mantida em refluxo sob agitacdo magnética por 4 horas. Decorrido este periodo, a diciclo-
hexilureia formada foi removida por filtracio (NARENDER et al., 2009). Em seguida, o
solvente foi evaporado e o produto bruto foi submetido a cromatografia em coluna com gel de
silica eluida com hexano:AcOEt (99:1), sendo obtido um so6lido amorfo branco que foi

caracterizado por EM, 1V, RMN *H e **C. A Figura 12 ilustra a reago ocorrida.

Figura 12 — Reacéo de acilacdo do fucosterol com &cido formico (F)

DMAP, DCC
CH,Cl,, 50°C
p — (0]
Acido férmico )k ‘@
HO H O
(F) (F-11)

Fonte: o préprio autor.
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Dados fisicos de (34,20R,24E)-3-formiloxiestigmasta-5,24(28)-dieno (F-11)

Massa obtida: 14,94 mg
Rendimento: 70 %

Rf: 0,35 (hexano:AcOEt 99:1)
p.f.: 75,9 - 76,0 °C
[e]o?=-30,03 (c = 0,1; CHCls)

Férmula molecular: C3gH450-

5.6.6 Procedimento de hidrogenacao catalitica do fucosterol (F)

Em um shilenck dissolveu-se 20 mg de fucosterol (F) (0,049 mmol) em 2 mL de
CH,Cl,. Posteriormente, adicionou-se 17,40 mg de catalisador Pd/C 10% (0,1456 mmol),
sendo realizada trés purgas com argonio. Em seguida, a mistura foi submetida a hidrogenacéo
durante 6 horas em um aparato de hidrogénio, a uma pressdo de 2 atm de H, (BARBOSA;
MALTHA; BORGE, 2002). Decorrido este periodo, o catalisador Pd/C 10% foi removido por
filtracdo. Em seguida, o solvente foi evaporado e o produto bruto foi submetido a
cromatografia em coluna com gel de silica eluida com hexano:AcOEt (80:20). Foram obtidos
dois compostos com 0 mesmo Rf: um solido amorfo branco que foi caracterizado por EM, 1V,

RMN 'H e *3C. A Figura 13 ilustra a reag&o ocorrida.

Figura 13 — Reacdo de hidrogenacao catalitica do fucosterol (F)

Pd/C, CH,Cl,
25°C, 2 atm

Fonte: o préprio autor.
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Dados fisicos da mistura esteroidal de (35,20R)-estigmastan-3-ol (F-12)

Massa obtida: 18,5 mg
Rendimento: 87%

Rf: 0,46 (hexano:AcOEt 80:20)
[@]o?'=-54,70 (c = 0,1; CHCl5)

Férmula molecular: CygHs,0

5.7 Obtencao do zoantideo Palythoa caribaeorum e isolamento do campesterol (C)

O zoantideo Palythoa caribaeorum foi coletado durante a maré baixa na praia de
Paracuru (3° 24' 0.22" S e 39° 0" 48.60" W), na costa oeste do estado do Ceara (Fig. 14, pag.
83). Inicialmente, o material coletado foi lavado com agua do mar e depois armazenado sob
refrigeracdo. O espécime P. caribaeorum (voucher n® 000976) foi autenticado pelo Dr.
Antonio Carlos Marques e depositado no Museu de Zoologia - Universidade de S&o Paulo
(MUZUSP-USP). P. caribaeorum (4,7 kg) foi cortado em pequenos pedacos, lavados com
agua destilada, secos a temperatura ambiente e sumetido a extracdo sequencial com hexano e
EtOH 96% (3 vezes 6 L para cada solvente), por 24 horas. Os extratos hexanico e etandlico
foram filtrados e evaporados sob pressdo reduzida a 40°C, obtendo-se 21,0 e 61,7 g dos
extratos hexanico e etandlico, respectivamente. O extrato hexanico (21,0 g) de P.
caribaeorum foi, inicialmente, fracionado sobre gel de silica (108 g) utilizando como eluente
hexano, hexano/AcOEt (80:20, 60:40, 40:60, 20:80), AcOEt e MeOH. A fracdo
hexano/AcOEt 80:20 (3,6 g), apresentou um precipitado branco, o qual foi purificado por
adicdo de MeOH seguido por filtracdo, obtendo-se um so6lido amorfo branco (3,0 g) com
[a]o? = -115,90 (c = 0,1; CHCl;) e Rf = 0,34 (hex:AcOEt 85:15), que foi caracterizado por
meio de técnica espectrométrica (EM) e espectroscépicas (IV, RMN *H e *C) como esteroide

(38,20R,24R)-ergost-5-en-3-ol, trivialmente conhecido como campesterol (C).
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Figura 14 — (@) Mapa mostrando a posicdo do ponto de coleta, a praia de Paracuru relativa a
capital (Fortaleza); (b) Fotografia do local de coleta durante a maré baixa; (c) Fotografia de
um espécime de Palythoa caribaeorum

(a) (b) (c)

Fonte: Fotografia cedida por Francisco das Chargas Lima Pinto.

5.8 Derivados semissinteticos do campesterol (C)

5.8.1 Procedimento geral de acilacdo do campesterol (C) com os anidridos acético,

butanoico, hexanoico e benzoico

Em baldo de 50 mL, dissolveu-se, 20 mg de campesterol (C) (0,049 mmol) em 2
mL de piridina. Posteriormente, em cada baldo foram adicionados os respectivos anidridos:
0,04 mL de anidrido acético (0,423 mmol), 0,06 mL de anidrido butanoico (0,374 mmol),
0,09 mL de anidrido hexanoico (0,378 mmol), 85,1 mg de anidrido benzoico (0,376 mmol) e
quantidades cataliticas de 4-N,N-dimetilamino piridina (DMAP). As misturas foram mantidas
sob agitacdo magnética a temperatura ambiente por 2 horas e 30 minutos. Decorrido este
periodo, as misturas foram diluidas com CH,Cl,, transferidas para funil de separacdo e
tratadas com solucdo saturada de sulfato de cobre. Posteriormente, as fases organicas foram
lavadas com solucdo saturada de NaCl e secadas com Na,SO, anidro. Os solventes foram
removidos sob pressdo reduzida (WU et al., 2014). Em seguida, os produtos brutos foram
purificados em coluna com gel de silica eluida com hexano:AcOEt (99:1), sendo obtidos em
cada reacdo sdlidos amorfos de cor branca que foram caracterizados por técnica
espectrométrica (EM) e espectroscopicas (RMN *H, *C e IV). A Figura 15 (pag. 84) ilustra as

reacdes ocorridas.
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Figura 15 — Reacdo de acilagdo do campesterol (C) com diferentes anidridos de &cidos

DMAP
Piridina

1-Anidrido acético

2-Anidrido butanoico

3-Anidrido hexanoico RO
4-Anidrido benzoico

Fonte: o proprio autor.

Dados fisicos de (34,20R,24R)-3-acetoxiergost-5-eno (C-1)

Massa obtida: 21,0 mg
Rendimento: 95%

Rf: 0,31 (hexano:AcOEt 99:1)
p.f.: 118,6°-118,9C
[o]o?*=-62,33 (c = 0,1; CHCl5)

Férmula molecular: C3Hs00,

L
)LO
Fonte: o préprio autor.

Dados fisicos de (34,20R,24R)-3-butoxiergost-5-eno (C-2)

Massa obtida: 19,2 mg
Rendimento: 81%

Rf: 0,30 (hexano:AcOEt 99:1)
p.f.: 91,4 - 91,6°C

[e]o? = -116,53 (c = 0,1; CHCls)

Férmula molecular: C;,Hs40,

Fonte: o préprio autor.
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Dados fisicos de (34,20R,24R)-3-hexanoxiergost-5-eno (C-3)

Massa obtida: 20,4 mg
Rendimento: 82%

Rf: 0,34 (hexano:AcOEt 99:1)
[a]p®! = -37,00 (c = 0,1; CHCl5)

Férmula molecular: CzsHs50,

/MO
Fonte: o proprio autor.

Dados fisicos de (34,20R,24R)-3-benzoxiergost-5-eno (C-4)

Massa obtida: 22,1 mg
Rendimento: 87%

Rf: 0,43 (hexano:AcOEt 99:1)
p.f.: 114,3 - 114,5°C
[a]o?=-92,13 (c = 0,1; CHCl5)

Férmula molecular: C35Hs5,0,

Fonte: o préprio autor.

5.8.2 Procedimento de acilacédo do campesterol (C) com anidrido succinico

Em um baldo de 50 mL, dissolveu-se 20 mg de campesterol (C) (0,049 mmol) em
2,0 mL de CH,Cl,. Em seguida adicionou-se 37,45 mg de anidrido succinico (0,3743 mmol) e
quantidades cataliticas de DMAP. A mistura foi mantida sob agitacdo magnética em refluxo
por 8 horas e 30 minutos. Decorrido este periodo, o solvente foi removido sob pressdo
reduzida (BARROS et al., 2011). Posteriormente, o produto bruto foi purificado em coluna
com gel de silica eluida com hexano:AcOEt (50:50), sendo obtido um s6lido amorfo branco
que foi caracterizado por EM, 1V, RMN 'H e *C. A Figura 16 (pag. 86) ilustra a reacdo

ocorrida.
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Figura 16 — Reacdo de acilacdo do campesterol (C) com anidrido succinico

DMAP
CH,Cl,, 50°C
2Ch - 0

5-Anidrido succinico OH N
(0)

© 0 (C-5)

Fonte: o préprio autor.

Dados fisicos de (38,20R,24R)-3-succinoxiergost-5-eno (C-5)

Massa obtida: 22,5 mg
Rendimento: 90%

Rf: 0,53 (hexano:AcOEt 50:50)
[@]o™=-30,93 (c = 0,1; CHCl5)

Formula molecular: C3,Hs5,04

5.8.3 Procedimento de acilacédo do campesterol (C) com cloreto de palmitoila

Em um baldo de 50 mL, dissolveu-se 20 mg de campesterol (C) (0,049 mmol) em
2,0 mL de CH,Cl,. Posteriormente adicionou-se 0,2 mL de cloreto de palmitoila (0,659
mmol) e quantidades cataliticas de DMAP. A mistura foi mantida em refluxo sob agitacdo
magnética a temperatura de 50°C por 4 horas (GAWRONSKI; REDDY; WALBORSKY,
1987). Em seguida, o solvente foi evaporado e o produto bruto foi submetido a cromatografia
em coluna com gel de silica eluida com hexano:AcOEt (99:1), sendo obtido um s6lido amorfo
branco que foi caracterizado por EM, 1V, RMN *H e *C. A Figura 17 (pag. 87) ilustra a

reacao ocorrida.
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Figura 17 — Reacdo de acilacdo do campesterol (C) com cloreto de palmitoila
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Fonte: o préprio autor.

Dados fisicos de (34,20R,24R)-3-hexadecanoxiergost-5-eno (C-6)

Massa obtida: 31,0 mg
Rendimento: 97%

Rf: 0,37 (hexano:AcOEt 99:1)
p.f.: 62,7 - 63,0°C
[o]o?=-26,73 (c = 0,1; CHCls)

Formula molecular: Cs4H750,

5.8.4 Procedimento geral de acilacdo do campesterol (C) com diferentes acidos carboxilicos

Em baldo de 50 mL, dissolveu-se 20 mg de campesterol (C) (0,049 mmol) em 10
mL de CH.Cl,. Posteriormente, em cada baldo foram adicionados os respectivos acidos
carboxilicos: 58,61 mg de acido 4-clorobenzoico (0,3743 mmol), 52,45 mg de acido 4-
fluorobenzoico (0,3743 mmol), 75,3 mg de acido 4-bromobenzoico (0,3743 mmol), 62,51 mg
de &cido 4-nitrobenzoico (0,3743 mmol), 54 mg de diciclo-hexilcarbodiimida-DCC (0,2621
mmol) e quantidades cataliticas de DMAP. As misturas foram mantidas em refluxo sob
agitacdo magnética por 4 horas. Decorrido este periodo, a diciclo-hexilureia formada foi
removida por filtracio (NARENDER et al., 2009). Em seguida, os solventes foram
evaporados e os produtos brutos foram submetidos a cromatografia em coluna com gel de
silica eluida com hexano:AcOEt (99:1), sendo obtidos em cada reacdo sélidos amorfos de cor
branca que foram caracterizados por EM, 1V, RMN *H e *3C. A Figura 18 (pag. 88) ilustra as

reacdes ocorridas.
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Figura 18 — Reacdo de acilagdo do campesterol (C) com diferentes acidos carboxilicos
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Fonte: o proprio autor.

Dados fisicos de (34,20R,24R)-(3)-4-fluorobenzoxiergost-5-eno (C-7)

Massa obtida: 22,2 mg
Rendimento: 85%

Rf: 0,40 (hexano:AcOEt 99:1)
p.f.: 107,2 - 107,6°C
[e]o?*-35,36 (c = 0,1; CHCl5)

PPOL
O ] = ] ’
. Férmula molecular: C3sHs105F

Fonte: o préprio autor.

Dados fisicos de (34,20R,24R)-(3)-4-clorobenzoxiergost-5-eno (C-8)

Massa obtida: 22,5 mg
Rendimento: 83%

Rf: 0,45 (hexano:AcOEt 99:1)
p.f.: -106,0 - 106,2°C

i ‘ _ [a]o? = -26,10 (¢ = 0,1: CHCI)
/@XC’ Férmula molecular: CssHs;0,Cl
Cl

Fonte: o préprio autor.
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Dados fisicos de (34,20R,24R)-(3)-4-bromobenzoxiergost-5-eno (C-9)

Massa obtida: 26,4mg
Rendimento: 90%

Rf: 0,43 (hexano:AcOEt 99:1)
p.f.:-109,8 - 110,0 °C

o z
o ‘ [@]o?=-15,96 (c = 0,1; CHCl5)
5 Férmula molecular: CzsHs10,Br

Fonte: o préprio autor.

Dados fisicos de (34,20R,24R)-(3)-4-nitrobenzoxiergost-5-eno (C-10)

Massa obtida: 21,5 mg
Rendimento: 78%

Rf: 0,34 (hexano:AcOEt 99:1)
p.f.: 110,3 - 110,5°C

0 :
o ‘ [@]o? = -39,40 (c = 0,1; CHCl5)
Férmula molecular: C3sHs10O4N
O,N

Fonte: o préprio autor.

5.8.5 Procedimento de acilacéo do campesterol (C) com acido forrmico

Em um baldo de 50 mL dissolveu-se 20 mg de campesterol (C) (0,049 mmol) em
1 mL de CHCIs. Posteriormente, adicionou-se 0,6 mL de acido férmico 89,9% (14,3 mmol) e
0,3 mL de &cido percldrico 70% (3,48 mmol). A mistura foi mantida em refluxo sob agitacéo
magnética por 4 horas. Decorrido este periodo, foi adicionado lentamente 0,5 mL de anidrido
acetico (2,14 mmol) na mistura reacional. Em seguida, foram adicionados 3 mL de agua,
obtendo-se um precipitado que foi separado por filtracdo (LEMOS; MCCHESNEY, 1990).
Posteriormente, o solvente foi evaporado e o produto bruto foi submetido a cromatografia em
coluna com gel de silica eluida com hexano:AcOEt (99:1), sendo obtido um sélido amorfo
branco que foi caracterizado por EM, 1V, RMN *H e *C. A Figura 19 (pag. 90) ilustra a

reacdo ocorrida.
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Figura 19 — Reacdo de acilacdo do campesterol (C) com acido férmico
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Fonte: o préprio autor.

Dados fisicos de (34,20R,24R)-3-formiloxiergost-5-eno (C-11)

Massa obtida: 14,5 mg
Rendimento: 68%

Rf: 0,39 (hexano:AcOEt 99:1)
p.f.: 107 - 108°C
[o]o?=-59,70 (c = 0,1; CHCls)

Formula molecular: CygH450,

5.8.6 Procedimento de hidrogenacéo catalitica do campesterol (C)

Em um shilenck dissolveu-se 20 mg de campesterol (C) (0,049 mmol) em 2 mL
de CH,Cl,. Em seguida, adicionou-se 17,40 mg de catalisador Pd/C 10% (0,1456 mmol),
sendo realizada trés purgas com argbnio. Posteriormente, a mistura foi submetida a
hidrogenacdo durante 6 horas em um aparato de hidrogénio, a uma pressdo de 2 atm de Ho,
sob atmosfera de argonio (BARBOSA; MALTHA; BORGE, 2002). Decorrido este periodo, o
catalisador Pd/C 10% foi removido por filtracdo. Em seguida, o solvente foi evaporado e o
produto bruto foi submetido a cromatografia em coluna com gel de silica eluida com
hexano:AcOEt (85:15), sendo obtido um sélido amorfo branco que foi caracterizado por EM,
IV, RMN *H e *3C. A Figura 20 (pég. 91) ilustra a reacéo ocorrida.



Figura 20 — Reacdo de hidrogenacdo catalitica do campesterol (C)
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Fonte: o préprio autor.

Dados fisicos de (34,20R,24R)-ergostan-3-ol (C-12)

Massa obtida: 15,5 mg
Rendimento: 77%

Rf: 0,34 (hexano:AcOEt 85:15)
p.f.: 141,2 - 141,4°C

[e]o? = +10.46 (c = 0,1; CHCls)

Formula molecular: CosHsqO

91
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1 ModificacgOes estruturais

Os derivados foram obtidos através de reagdes de acilacdo utilizando diferentes
anidridos de acidos, &cidos carboxilicos, &cido formico, cloreto de palmitoila e hidrogenacao
catalitica.

6.1.1 Reacdo de acilacdo utilizando anidridos de &cidos

Para as reacOes de acilagdo do fucosterol (F) e do campesterol (C) com anidridos
de &cidos carboxilicos foram utilizadas as metodologias descritas nos itens 5.6.1 (pag. 73),
5.6.2 (pag.76), 5.8.1 (pag. 83), 5.8.2 (pag. 85), respectivamente, de acordo com as relatadas
por Wu et al. (2014) e Barros et al. (2011) com algumas modificagfes. Foram utilizados 0s
anidridos acético, butanoico, hexanoico, benzoico e succinico, cujo mecanismo geral é

descrito na Figura 21.

Figura 21 — Mecanismo geral da reacao de acilagdo com anidridos de acidos
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Fonte: o préprio autor.

O catalisador 4-N,N-dimetilamino piridina (DMAP), é mais nucleofilico que o

alcool, entdo o DMAP ataca o carbono carbonilico do anidrido, formando, desta forma, um
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intermediario tetraédrico, tornando a carbonila mais reativa. Esse aumento de eletrofilicidade
causada pela adigdo de um bom nucleofilo é denominada de catélise nucleofilica (CAREY:;
SUNDBERG, 2007).

6.1.2 Reacao de acilagdo utilizando &cidos carboxilicos

Para as reacOes de acilagdo do fucosterol (F) e do campesterol (C) com é&cidos
carboxilicos, diciclo-hexilcarbodiimida (DCC) e 4-N,N-dimetilamino piridina (DMAP), foi
utilizada a metodologia descrita nos itens 5.6.4 (pag. 78) e 5.8.4 (pag. 87), respectivamente,
conforme a relatada por Narender et al. (2009) com algumas modificagdes. Foram utilizados
os acidos 4-fluorobenzoico, 4-clorobenzoico, 4-bromobenzoico, 4-nitrobenzoico, cujo

mecanismo é apresentado na Figura 22.

Figura 22 — Mecanismo geral da reacdo de acilagdo com &cidos carboxilicos

)J\/H+C — +(”3 —‘R)k

Fonte: o préprio autor.
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O é&cido carboxilico reage com a diciclo-hexilcarbodiimida formando uma espécie
acilpiridinio. Em seguida, o catalisador 4-N,N-dimetilamino piridina (DMAP) ataca o carbono
carbonilico da espécie acilpiridinio, formando um intermediario tetraédrico. Em um segundo
momento ocorre um ataque nucleofilico do grupo hidroxila do alcool sobre outro grupo acila,

gerando o éster e regenerando o catalisador.
6.1.3 Reacdo de acilacéo utilizando cloreto de palmitoila

Para as reagdes de acilacdo do fucosterol (F) e do campesterol (C) com cloreto de
palmitoila e 4-N,N-dimetilamino piridina (DMAP), foi utilizada a metodologia descrita nos
itens 5.6.3 (pag. 77), 5.8.3 (pag. 86), respectivamente, de acordo com a descrita por

Gawronski et al. (1987) com algumas alterac6es, cujo mecanismo € apresentado na Figura 23.

Figura 23 — Mecanismo geral da reacdo de acilagdo com cloreto de palmitoila

Fonte: o préprio autor.
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Na primeira etapa do mecanismo, o catalisador 4-N,N-dimetilamino piridina
(DMAP) ataca o carbono carbonilico do cloreto de palmitoila, formando desta forma um
intermediério tetraédrico. Em seguida ocorre a perda de um grupo de saida (CI") tornando a
carbonila mais reativa. Na segunda parte do mecanismo a carbonila sofre um ataque
nucleofilico do grupo OH do alcool formando mais uma vez um composto tetraédrico. E por

ultimo o DMAP abstrai o proton para formar o éster.

6.1.4 Reacdo de acilacdo utilizando &acido formico, diciclo-hexilcarbodiimida (DCC) e 4-
N,N-dimetilamino piridina (DMAP)

Para a reacdo de acilacdo do fucosterol (F) com é&cido formico foi utilizada a
metodologia descrita no item 5.6.5 (pag. 80), conforme a relatada por Narender et al. (2009),
com algumas modificagdes, empregando &cido férmico, DCC e DMAP. O mecanismo da

reacdo € o mesmo descrito na Figura 22 (pag. 93).
6.1.5 Reacdo de acilacdo utilizando acido férmico e acido perclérico

Para a reacdo de acilacdo do campesterol (C) com acido férmico foi utilizada a
metodologia descrita no item 5.8.5 (pag. 89), conforme a relatada por Lemos e Mcchesney
(1990), com algumas modificacGes, empregando &cido férmico e acido perclorico. O

mecanismo da reacdo esta descrito na Figura 24.

Figura 24 — Mecanismo da reacdo de acilacdo com acido formico e acido perclorico
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Fonte: o préprio autor.
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A primeira parte do mecanismo, realizada em duas etapas, converte o OH do
acido férmico em um melhor grupo de saida. Inicialmente, o oxigénio da ligacdo C=0 do
acido formico retira o préton do acido perclérico, tornando a carbonila mais eletrofilica,
entdo, a mesma sofre um ataque nucleofilico do grupo OH do &lcool, formando um
intermediario tetraédrico. Posteriormente, ocorre uma transferéncia de protons seguida pela

perda de um grupo de saida (H,0).
6.1.6 Reacdo de hidrogenacao catalitica

Para as reacOes de hidrogenacdo catalitica do fucosterol (F) e do campesterol (C)
foi utilizada a metodologia descrita nos itens 5.6.6 (padg. 81) e 5.8.6 (pag. 90),
respectivamente, de acordo com a relatada por Barbosa, Maltha e Borge, (2002), com algumas

modificagdes. O mecanismo geral da reacdo esta descrito na Figura 25.

Figura 25 — Mecanismo geral para a reacéo de hidrogenacao catalitica
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Fonte: Adaptado de Clayden; Greeves; Warren (2012).
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6.2 Caracterizagao estrutural do fucosterol (F)

A Fragdo B (1,0 g) descrita no item 5.5 (pdg. 72) foi submetida a coluna
cromatogréfica sobre gel de silica, da qual se obteve um s6lido amorfo branco (680 mg),
apresentando Rf = 0,46 (hexano:AcOEt 80:20) com [o]p?'= +13,70 (c = 0,1; CHCls)
[Literatura: [a]p= +36,0 (c = 0,74; CHCI3), HUH et al., 2012] e p.f.= 128,5-129,5°C
(Literatura: p.f. = 124°C; KHANAVI et al., 2012).

O espectro de absorcdo na regido do infravermelho (Fig. 28, pag. 101) dessa
substancia apresentou uma banda de absorcdo intensa em 3338 cm™ caracteristica de
deformacao axial de ligagdo O—H, bandas de absorcdo em 2934 cm™ e 2866 cm™, referentes a
deformacdo axial assimétrica e simétrica de ligacdo C—H de carbono com hibridacéo sp® (CH,
CH, e CHj) de cadeias alifaticas, uma absorcéo em 1667 cm™ de deformacéo axial em C=C,
relacionada & presenca de ligacdo olefinica, além de uma absorcdo em 1047 cm™ referente a
deformacdo axial de ligagdo C-O (SILVERSTEIN; WEBSTER, 2007; PAVIA et al., 2010).

O espectro de massas do fucosterol (Fig. 29, pag. 101) ndo apresentou o pico do
jon molecular, no entanto, mostrou picos coerentes com a estrutura quimica proposta (Fig. 26,
pag. 98). O ion com m/z 394 (a) indicou a eliminacdo de uma molécula de agua. A ruptura do
anel D originou o ion com m/z 246 e por meio da perda do radical metila, seguida de
desidratacdo formou o ion com m/z 213 (e). O espectro também exibiu fragmentacdes Retro
Diels Alder (RDA), relacionado a ruptura no anel A, resultando no ion com m/z 138. A perda
de uma molécula de agua a partir do ion com m/z 138 originou o ion com m/z 120 (b) e
posterior eliminacdo do radical metila formou o ion com m/z 105 (c). A partir das
fragmentacdes desse esteroide foi prosposto a estrutura deste composto como sendo um
esterol A>?*®®_3-0l, cuja formula molecular é C,oH40 (MM 412) com fndice de deficiéncia
de hidrogénio (IDH) igual a 6.
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Figura 26 — Esquema mostrando as principais fragmentacdes do fucosterol (F)
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Fonte: o préprio autor.

A anélise do espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCls) (Fig. 30 e 31, pag. 102)
apresentou sinais em Jy 1,57 (d, J = 6,5 Hz); 1,01 (s); 0,99 (sl); 0,99 (d, J = 6,4 Hz); 0,98 (d, J
= 6,5 Hz) e 0,69 (s) ppm correspondentes aos atomos de hidrogénio das seis metilas, um sinal
em 3,52 (m), com integracdo para um hidrogénio, correspondente a hidrogénio ligado a
carbono oxigenado, aléem de dois sinais na regido de hidrogénio ligado a carbono olefinico,
sendo um em oy 5,35 (d, J = 5,0 Hz) e 0 outro em oy 5,18 (g, J = 6,5 Hz).

O espectro de RMN **C-BB (125 MHz, CDCls) (Fig. 32, pag. 103) revelou a
presenca de vinte e oito linhas espectrais, sendo o sinal em Jc 31,89, correspondente a dois
4tomos de carbono. A analise comparativa deste espectro com o espectro RMN **C-DEPT
135° (Fig. 33, pag. 104) possibilitou observar seis carbonos metilicos (CH3), dez carbonos
metilénicos (CH,), nove carbonos metinicos (CH) e quatro carbonos ndo hidrogenados (C),
assim como descrito na Tabela 4 (pag. 99). E importante ressaltar a presenca do sinal em dc
72,03 referente ao carbono oxigenado (C-O) e os quatro sinais para carbonos olefinicos,
sendo dois de CH (oc 115,78 e dc 121,93) e dois sinais de C (dc 140,99 e oc 147,22).
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Tabela 4 — Padrdo de hidrogenagéo dos carbonos do fucosterol (F)

C CH CH, CHs Formula molecular

147,22 121,93 42,52 22,46
140,99 115,78 39,98 22,35
4258 72,03 (HC-OH) 37,48 19,62
36,74 56,98 35,45 18,98
56,01 31,88 13,40
50,36 31,88 12,07

36,65 28,46

35,01 25,92

32,13 24,55

21,31

4C 9CH 10CH, 6CHs IDH = 6 Cy9H450

Fonte: o proprio autor.

A analise dos dados espectroscdpicos obtidos (Tabela 5, pag. 100) e a comparacéo
com dados descritos na literatura (KHANAVI et al., 2012) confirmou a identidade do
esteroide designado fucosterol (Fig. 27) isolado de Lobophora variegata, cujo nome
sitematico e (34,20R,24E)-estigmasta-5,24(28)-dien-3-ol.

Figura 27 — Estrutura quimica do fucosterol (F)

Fonte: o préprio autor.

Fucosterol (F) é um dos esteroides mais abundantes encontrados em algas verdes
do género Sargassum e das algas pardas, apresentando atividades bioldgicas, tais como
anticancer (JI; JI; YUE, 2014), anti-alzheimer (YOON et al., 2008), hepatoprotetora
(HOANG et al., 2012), antidiabética (LEE et al., 2004), antioxidante (LEE et al., 2003) e
anti-inflamatoria (JUNG et al., 2013).
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Tabela 5 — Deslocamento quimico de RMN *H e *3C do fucosterol (F) em CDCl; comparados

com os descritos na literatura (KHANAVI et al., 2012) em CDCl;

Fucosterol Literatura (KHANAVI et al., 2012)

C oc §H oc 5H

1 37,48 37,28

2 31,88 31,69

3 72,03 3,52 (m, 1H) 71,82 3,52 (m, 1H)
4 42,52 42,31

5 140,99 140,78

6 121,93 5,35 (d, J =5,0 Hz,1H) 121,70 5,35 (d, 1H)
7 31,88 31,93

8 32,13 31,90

9 50,36 50,10

10 36,74 36,53

11 21,31 21,10

12 39,98 39,78

13 42,58 42,33

14 56,98 56,78

15 24,55 24,33

16 28,46 28,24

17 56,01 55,82

18 12,07 0,69 (s, 3H) 11,58 0,69 (s, 3H)
19 19,62 1,01 (s, 3H) 19,40 1,01 (s, 3H)
20 36,65 36,43

21 18,98 0,99 (d, J = 6,4 Hz, 3H) 18,70 0,99 (d, 3H)
22 35,45 35,20

23 25,92 25,73

24 147,22 147,01

25 35,01 34,78

26 22,46 0,98 (d, J = 6,5 Hz, 3H) 22,13 0,97 (d, 3H)
27 22,35 0,99 (d, J = 6,4 Hz, 3H) 22,24 0,98 (d, 3H)
28 115,78 5,18 (g, J = 6,5 Hz, 1H) 115,50 5,18 (g, 1H)
29 13,40 1,57 (d, J= 6,5 Hz, 3H) 13,17 1,57 (d, 3H)

Fonte: o préprio autor.
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Figura 28 — Espectro na regido do infravermelho (ATR) do fucosterol (F)
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Fonte: o préprio autor.
Figura 29 — Espectro de massas CG-EM do fucosterol (F)
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Fonte: o proprio autor.
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Fonte: o préprio autor.

Figura 31 Expanséo do espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) do fucosterol (F) na regio
de 0,6 —2,4 ppm
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Fonte: o préprio autor.



Figura 32 — Espectro de RMN **C-BB (125 MHz, CDCls) do fucosterol (F)
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Figura 33 — Espectro de RMN **C-DEPT 135° (125 MHz, CDCls) do fucosterol (F)
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Fonte: o proprio autor.

6.3 Caracterizacgao estrutural dos derivados semissintéticos do fucosterol (F)

6.3.1 Caracterizacao de (34,20R,24E)-3-acetoxiestigmasta-5,24(28)-dieno (F-1)

No espectro de absorcdo na regido do infravermelho (IV) de F-1 (Fig. 36, pag.
106) observou-se o aparecimento das bandas de deformacéo axial de C=0 e Csp3—O de ester
em 1730 cm™ e 1248 cm™, respectivamente (SILVERSTEIN; WEBSTER, 2007; PAVIA et
al., 2010).

O espectro de massas do derivado F-1 (Fig. 37, pag. 107) ndo exibiu o pico do ion
molecular, mas apresentou fragmentos que sdo coerentes com a estrutura quimica esperada
para a reacdo de acetilacdo do fucosterol (F) (Fig. 34, pag. 105). Observou-se 0 ion com m/z
394 (a) relacionado a eliminacdo de &cido acético. Vale ressaltar que esteroides acetilados
eliminam facilmente uma molécula de acido acético de maneira analoga a eliminacédo de agua
pelos alcodis e tal eliminacdo faz com que esses compostos ndo exibam o pico do ion
molecular (SILVERSTEIN; WEBSTER, 2007). Além disso, também foram observadas

fragmentagdoes Retro Diels Alder (RDA), caracteristicas de ruptura do anel D, originando o
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fon com m/z 228 (c) com posterior perda do radical metila resultando no ion com m/z 213 (d),

além de perda da cadeia lateral em C-17 levando a formag&o do ion com m/z 255 (b).

Figura 34 — Esquema mostrando as principais fragmentacdes de (35,20R,24E)-3-
acetoxiestigmasta-5,24(28)-dieno (F-1)
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Fonte: o préprio autor.

O espectro de RMN de *H (500 MHz, CDCls) (Fig. 38 e 39, pag. 107 e 108,
respectivamente) de F-1 apresentou como principal diferenca em relacdo ao do fucosterol (F),
a presenca de um simpleto intenso em Jy 2,03 (s, 3H), atribuido aos hidrogénios do grupo
acetila. Vale salientar que o sinal do hidrogénio H-3 do derivado esterificado F-1 em Jy 4,61
apresenta-se mais desprotegido em relacdo ao do correspondente sinal no espectro do
fucosterol (F) em Jy 3,52, devido ao efeito de desprotecdo induzido pela carbonila do grupo
éster em C-3 (PAVIA et al., 2010). Portanto, o deslocamento do H-3 também pode ser um
indicativo da formacdo do produto acilado.

No espectro de RMN *C-BB (125 MHz, CDCls) (Fig. 40, pag. 109) foi
observada a presenca dos sinais em Jc 21,67 e em J¢c 170,76, atribuido ao carbono metilico do
grupo acetila e ao carborno de carbonila, respectivamente. A analise comparativa entre 0s
espectros de RMN *C-BB e RMN '*C-DEPT 135° (Fig. 41, pag. 110) confirmaram a
formacdo do derivado esterificado. Os deslocamentos quimicos dos atomos de carbono estdo

mostrados na Tabela 6 (pag. 133).
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A anélise dos dados de IV, RMN *H e RMN **C permitiram identificar o produto
esterificado como (34,20R,24E)-3-acetoxiestigmasta-5,24(28)-dieno (F-1), cuja estrutura esta

mostrada na Figura 35.

Figura 35 — Estrutura quimica de (34,20R,24E)-3-acetoxiestigmasta-5,24(28)-dieno (F-1)

Fonte: o proprio autor.
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Fonte: o préprio autor.
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Figura 37 — Espectro de massas CG-EM de (34,20R,24E)-3-acetoxiestigmasta-5,24(28)-dieno
(F-1)
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Fonte: o proprio autor.

Figura 38 — Espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) de (38,20R,24E)-3-acetoxiestigmasta-
5,24(28)-dieno (F-1)
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Fonte: o préprio autor.
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Figura 39 — Expansdo do espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) de (38,20R,24E)-3-
acetoxiestigmasta-5,24(28)-dieno (F-1) na regido de 0,6 — 2,4 ppm
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Fonte: o proprio autor.
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Figura 40 — Espectro de RMN 'C-BB (125 MHz, CDCls) de (38,20R,24E)-3-
acetoxiestigmasta-5,24(28)-dieno (F-1)
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Figura 41 — Espectro de RMN *C-DEPT 135° (125 MHz, CDCl;) de (38,20R,24E)-3-
acetoxiestigmasta-5,24(28)-dieno (F-1)
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Fonte: o préprio autor.

6.3.2 Caracterizacao de (38,20R,24E)-3-butoxiestigmasta-5,24(28)-dieno (F-2)

No espectro de absorcdo na regido do infravermelho (1V) (Fig. 44, pag. 112) de
F-2 observou-se o aparecimento da banda de absorcdo em 1733 cm™, caracteristica de
deformacdo axial de C=0 de éster confirmando a reacdo de esterificacdo (SILVERSTEIN;
WEBSTER, 2007; PAVIA et al., 2010).

O espectro de massas de F-2 (Fig. 45, pag. 113) mostrou o ion com m/z 394 (a)
referente a eliminacdo de &cido butanoico, além de ions com m/z 255 (b) e 228 (c),
correspondentes a eliminacdo da cadeia lateral em C-17 e ruptura do anel D, respectivamente.
Observou-se ainda no espectro o ion com m/z 213 (d), referente a perda do radical metila a

partir do ion m/z 228, conforme mostrado na Figura 42 (pag. 111).
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Figura 42 — Esquema mostrando as principais fragmentacdes de (35,20R,24E)-3-
butoxiestigmasta-5,24(28)-dieno (F-2)
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Fonte: o préprio autor.

O espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCls) (Fig. 46 e 47, pag. 113 e 114,
respectivamente) confirmou através do sinal em oy 2,27 (t) a existéncia de hidrogénios
metilicos pertencente a funcdo ester. Os deslocamentos quimicos dos dtomos de carbono
(Tabela 6, pag. 133) do produto acilado F-2 foram comparados com os dados do fucosterol
(F) através da utilizacdo dos espectros de RMN (**C-BB e DEPT 135°).

Quando se compara 0s espectros de RMN de *H do fucosterol (F) com o do
produto acilado F-2 pode ser verificado que houve deslocamento do sinal do hidrogénio H-3,
devido a presenca do grupo éster, que deixa esse hidrogénio mais desprotegido devido ao
efeito de desprotecédo induzido pela carbonila (PAVIA et al., 2010).

A andlise do espectro de RMN **C-BB (125 MHz, CDCls) (Fig. 48, pag. 115)
mostrou a presenca de sinais em dc 173,38 e em Jc 13,87 atribuidos aos carbonos carbonilico
de éster e ao carbono metilico do grupo butanoila, respectivamente. A analise comparativa
dos espectros de RMN™C-BB e RMN DEPT 135° (Fig. 49, pag. 116) possibilitou a
identificacdo de dois carbonos metilénicos, sendo um em Jc 36,81 e 0 outro em oc 18,77. Os

deslocamentos quimicos dos atomos de carbono estdo mostrados na Tabela 6 (pag. 133).
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A anélise dos dados de IV, RMN *H e RMN *3C permitiram identificar o produto
esterificado como (35,20R,24E)-3-butoxiestigmasta-5,24(28)-dieno (F-2), cuja estrutura

encontra-se mostrada na Figura 43.

Figura 43 — Estrutura quimica de (34,20R,24E)-3-butoxiestigmasta-5,24(28)-dieno (F-2)

3

Fonte: o proprio autor.

Figura 44 — Espectro na regido do infravermelho (ATR) de (38,20R,24E)-3-butoxiestigmasta-
5,24(28)-dieno (F-2)

100.1

) -W‘j
90

8. 822

%] / 086
1465 | 1253

75 2868 1378 1000

756

Transmitancia (%)

G 2936

65

1733
60, 1178

58.0
4000.0 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 650.0

Numero de onda (cm™)

Fonte: o préprio autor.
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Figura 45 — Espectro de massas CG-EM de (34,20R,24E)-3-butoxiestigmasta-5,24(28)-dieno
(F-2)
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Fonte: o proprio autor.

Figura 46 — Espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) de (34,20R,24E)-3-butoxiestigmasta-
5 24(28)-dieno (F-2)
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Fonte: o préprio autor.
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Figura 47 — Expansdo do espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) de (34,20R,24E)-3-
butoxiestigmasta-5,24(28)-dieno (F-2) na regido de 0,5 — 3,0 ppm

P 0 0 0 0 B+ B R P e Tm B e e s e e i S e S ek it e S S St o 0 i s e s e e S e e e e - S B - - - )

! \J(
o o e

T T T
10 o8 of rem

Fonte: o préprio autor.
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Figura 48 — Espectro de RMN ™C-BB (125 MHz, CDCly) de (38,20R,24E)-3-
butoxiestigmasta-5,24(28)-dieno (F-2)
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Figura 49 — Espectro de RMN “*C-DEPT 135° (125 MHz, CDCl;) de (38,20R,24E)-3-
butoxiestigmasta-5,24(28)-dieno (F-2)

Fonte: o préprio autor.

6.3.3 Caracterizacao de (38,20R,24E)-3-hexanoxiestigmasta-5,24(28)-dieno (F-3)

O espectro de absorcéo na regido do infravermelho (1V) (Fig. 52, pag. 118) do
derivado F-3 (Fig. 51, pag. 118) apresentou bandas de absorcdo em 1736 cm™ e 1175 cm™,
associadas a deformacdo axial de C=0 e Cs,3—O de éster, respectivamente (SILVERSTEIN;
WEBSTER, 2007; PAVIA et al., 2010).

No espectro de massas de F-3 (Fig. 53, pag. 119) observou-se o ion com m/z 394
(a), correspondente a eliminacdo de &cido hexanoico e um fragmento com m/z 255 (b),
referente a saida da cadeia lateral em C-17. Foram também observados fragmentos
relacionados a ruptura do anel D com m/z 228 (c) e posterior perda do radical metila,

originando o ion com m/z 213 (d), conforme apresentado Figura 50 (pag. 117).
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Figura 50 — Esquema mostrando as principais fragmentacdes de (35,20R,24E)-3-
hexanoxiestigmasta-5,24(28)-dieno (F-3)

N
(0]
/M\H /\/\)J\ m/z 394 (a) m/z 255 (b)
(0)

H
m/z 510

m/z 228 (c) m/z 213 (d)

Fonte: o préprio autor.

Através da analise do espectro RMN *H (300 MHz, CDCls) (Fig. 54, pag.119)
observou-se o deslocamento do sinal referente ao H-3, ou seja, de dy 3,52 no correspondente
espectro do fucosterol (F) para dy 4,60 no espectro do produto acilado, devido ao efeito de
desprotecdo induzido conferido pela carbonila (PAVIA et al., 2010). Na regido entre 64 0,5 a
2,5 ppm, o espectro de RMN *H do derivado F-3 se mostrou semelhante ao espectro do
substrato (Fig. 55, pag. 120).

No espectro de RMN **C-BB (75 MHz, CDCls) (Fig. 56, pag. 121) e RMN **C-
APT (Fig. 57, pag. 122) do derivado F-3 foi possivel observar o sinal em dc 173,52 referente
a carbonila do éster e cinco sinais em Jc 34,91, em Jc 32,14, em dc 24,97, em oc 22,54 e em
oc 14,12 atribuidos aos carbonos metilénicos e metilicos do grupo hexanoila.

Os deslocamentos quimicos dos atomos de carbono do derivado acilado F-3
encontram-se apresentados na Tabela 6 (pag. 133) e foram comparados com os dados do
fucosterol (F) através da utilizacdo dos espectros de RMN (**C-BB e APT).
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Figura 51 — Estrutura quimica de (34,20R,24E)-3-hexanoxiestigmasta-5,24(28)-dieno (F-3)

Fonte: o proprio autor.

Figura 52 - Espectro na regido do infravermelho (ATR) de (34,20R,24E)-3-
hexanoxiestigmasta-5,24(28)-dieno (F-3)
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Fonte: o préprio autor.
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Figura 53 — Espectro de massas CG-EM de (38,20R,24E)-3-hexanoxiestigmasta-5,24(28)-
dieno (F-3)
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Fonte: o préprio autor.

Figura 54 — Espectro de RMN *H (300 MHz, CDCls) de (38,20R,24E)-3-hexanoxiestigmasta-
5,24(28)-dieno (F-3)
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Fonte: o préprio autor.
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Figura 55 — Expansdo do espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCls) de (34,20R,24E)-3-
hexanoxiestigmasta-5,24(28)-dieno (F-3) na reglao de 0,5-2,5ppm
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Fonte: o préprio autor.
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Figura 56 — Espectro de RMN 'C-BB (75 MHz, CDCl;) de (38,20R,24E)-3-

hexanoxiestigmasta-5,24(28)-dieno (F-3)
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Figura 57 — Espectro de RMN 2C-APT (75 MHz, CDCls) de (38,20R,24E)-3-
hexanoxiestigmasta-5,24(28)-dieno (F-3)
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Fonte: o préprio autor.

6.3.4 Caracterizacao de (38,20R,24E)-3-benzoxiestigmasta-5,24(28)-dieno (F-4)

No espectro de absorcdo na regido do infravermelho (I1V) (Fig. 60, pag. 124) do
derivado F-4 observou-se o aparecimento de duas bandas de absor¢do: uma em 1713 cm™
referente & deformacéo axial da carbonila de éster e a outra em 1451 cm™ atribuida a
deformacdo axial em C=C de compostos aromaticos. Além disso, foram observadas bandas de
absorcdo em 710 cm™ e 699 cm™ que foram associadas a bandas de absorcdo de compostos
aromaticos monossubstituidos (SILVERSTEIN; WEBSTER, 2007; PAVIA et al., 2010).

O espectro de massas de F-4 (Fig. 61, pag. 125) apresentou 0s picos m/z 394 (a)
referente a eliminacdo de acido benzoico, m/z 255 (b) correspondente a saida da cadeia lateral
em C-17, bem como os ions com m/z 228 (c) relacionados a ruptura do anel D e m/z 213 (d)
que é formado a partir do ion com m/z 228 (c), seguido de perda de radical metila. Além
disso, o espectro também exibiu o ion com m/z 105 (e) que envolve a perda de radical alcoxila

e posterior saida de CO com m/z 77 (f), conforme mostrado na Figura 58 (pag. 123).
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Figura 58 — Esquema mostrando as principais fragmentacdes de (35,20R,24E)-3-
benzoxiestigmasta-5,24(28)-dieno (F-4)
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Fonte: o préprio autor.

No espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCls) (Fig. 62 e 63, pag. 125 e 126,
respectivamente) foi detectada a presenca de um multipleto em Jy 4,87 referente ao
hidrogénio H-3 ligado ao carbindlico que esta mais desprotegido com relacdo ao do substrato
em oy 3,52, devido ao efeito de desprotecdo induzido pela carbonila em C-3. Além disso, foi
verificada a presenca de um dupleto em oy 8,05 (J = 7,1 Hz, 2H) correspondente aos
hidrogénios H-3’ e H-7’; dois tripletos, sendo um em oy 7,5 (J = 7,3 Hz, 1H) referente ao
hidrogénio H-5" ¢ o outro em oy 7,4 (J = 7,3 Hz, 2H) atribuidos aos hidrogénios H-4’ ¢ H-6’
do anel aromatico monossubstituido.

Através da anélise do espectro de RMN *C-BB (125 MHz, CDCls) (Fig. 64, pag.
127) do produto esterificado F-4 foi possivel observar o surgimento de sinal em Jc 166,23
atribuido a carbonila de éster e dos sinais referentes aos carbonos arométicos em oc 132,93
(C-5%), em oc 129,76 (C-3’ ¢ C-7’), em oc 128,48 (C-4’ ¢ C-6") e em dc 131,09 (C-2°). Outros
sinais compativeis com o esqueleto do esteroide também foram observados por meio da
analise do espectro de RMN *C-DEPT 135° (Fig. 65, pag. 128).
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Na Tabela 6 (pag. 133) sdo mostrados os deslocamentos quimicos dos &tomos de

carbono do derivado acilado F-4, cuja estrutura encontra-se mostrada na Figura 59.

Figura 59 — Estrutura quimica de (34,20R,24E)-3-benzoxiestigmasta-5,24(28)-dieno (F-4)

Fonte: o proprio autor.

Figura 60 - Espectro na regido do infravermelho (ATR) de (38,20R,24E)-3-
benzoxiestigmasta-5,24(28)-dieno (F-4)
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Fonte: o préprio autor.
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Figura 61 — Espectro de massas CG-EM de (34,20R,24E)-3-benzoxiestigmasta-5,24(28)-dieno
(F-4)
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Fonte: o proprio autor.

Figura 62 — Espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCls) de (34,20R,24E)-3-benzoxiestigmasta-
5 24(28)-dieno (F-4)
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Fonte: o préprio autor.
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Figura 63 — Expansdo do espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) de (34,20R,24E)-3-
benzoxiestigmasta-5,24(28)-dieno (F-4) na regido de 0,6 — 2,6 ppm
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Fonte: o préprio autor.
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Figura 64 — Espectro de RMN ™C-BB (125 MHz, CDCly) de (38,20R,24E)-3-
benZOX|est|gmasta-5 24(28) -dieno (F-4)
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Figura 65 — Espectro de RMN “*C-DEPT 135° (125 MHz, CDCls) de (38,20R,24E)-3-
benzoxiestigmasta-5,24(28)-dieno (F-4)

Fonte: o préprio autor.

6.3.5 Caracterizacao de (38,20R,24E)-3-succinoxiestigmasta-5,24(28)-dieno (F-5)

O espectro de absorcdo na regido do infravermelho (1V) (Fig. 67, pag. 129) do
derivado F-5 (Fig. 66, pag. 129) mostrou banda em 3396 cm™ relacionada & deformacéo axial
de ligagdo O—H e bandas em 1728 cm™ atribuida & deformacdo axial de carbonila de 4cido e
em 1706 cm™ referente & deformacéo axial de carbonila de éster, além de uma banda em 1173
cm™ referente a ligacdo C—-O de éster (SILVERSTEIN; WEBSTER, 2007; PAVIA et al.,
2010).

No espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) (Fig. 68 e 69, pag. 130) foi observada
a presenca de um sinal em oy 4,63 referente ao hidrogénio H-3 ligado ao carbono carbindlico
e dois tripletos, um em oy 2,60 (J = 6,5 Hz, 2H) e o outro em Jy 2,67 (J = 6,2 Hz, 2H)
atribuidos a hidrogénios H-2' e H-3', que se encontram em posicdo o as carbonilas,
respectivamente.

A anélise comparativa entre os espectros de RMN **C-BB (Fig. 70, pag. 131) e
RMN '*C-DEPT 135° (Fig. 71, pag. 132) do derivado F-5 permitiu observar sinais em dc
171,79 (C-1) e em oc 177,98 (C-4) atribuidos as carbonilas de éster e de &cido,
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respectivamente. Observou-se também o surgimento de dois sinais em dc 29,44 e em dc 29,17
atribuidos aos carbonos metilénicos, além de outros sinais referentes aos carbonos do

esqueleto esteroidal (Tabela 6, pag. 133).

Figura 66 — Estrutura quimica de (34,20R,24E)-3-succinoxiestigmasta-5,24(28)-dieno (F-5)

Fonte: o proprio autor.

Figura 67 — Espectro na regido do infravermelho (ATR) de (34,20R,24E)-3-
succinoxiestigmasta-5,24(28)-dieno (F-5)
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Fonte: o préprio autor.
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Figura 68 — Espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) de (38,20R,24E)-3-succinoxiestigmasta-
5,24(28)-dieno (F-5)
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Fonte: o préprio autor.

Figura 69 — Expansdo do espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCls) de (38,20R,24E)-3-
succinoxiestigmasta-5,24(28)-dieno (F-5) na regido de 0,5 - 3,0 ppm
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Fonte: o prdprio autor.
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Figura 70 — Espectro de RMN ®C-BB (125 MHz, CDCl;) de (38,20R,24E)-3-
succinoxiestigmasta-5,24(28)-dieno (F-5)
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Figura 71 — Espectro de RMN “*C-DEPT 135° (125 MHz, CDCl;) de (38,20R,24E)-3-
succinoxiestigmasta-5,24(28)-dieno (F-5
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Fonte: o préprio autor.



Tabela 6 — Dados de RMN de *3C do fucosterol (F) e dos derivados F-1, F-2,

F-3, F-4e F-5
Derivados do fucosterol

C Fucosterol F-1 F-2 F-3 F-4 F-5
1 37,48 37,22 37,22 37,26 37,28 37,15
2 31,88 28,00 28,04 28,06 28,12 27,89
3 72,03 74,22 73,90 73,90 74,81 74,76
4 42,52 39,93 39,92 39,96 39,95 39,89
5 140,99 139,890 139,95 139,98 139,90 139,73
6 121,93 122,87 122,80 122,78 122,99 122,94
7 31,88 32,12 32,11 31,53 32,17 32,10
8 32,13 32,09 32,08 32,11 32,12 32,04
9 50,36 50,25 50,23 50,28 50,28 50,18
10 36,74 36,83 36,83 36,84 36,90 36,78
11 21,31 21,25 21,24 21,27 21,29 21,22
12 39,98 38,35 38,38 38,40 38,45 38,21
13 42,58 42,58 42,56 42,59 42,59 42,53
14 56,98 56,90 56,89 56,92 56,92 56,86
15 24,55 24,54 24,53 24,55 24,56 24,52
16 28,46 28,47 28,47 28,46 28,48 28,45
17 56,01 55,98 55,97 56,02 56,00 55,94
18 12,07 12,07 12,07 12,06 12,08 12,05
19 19,62 19,54 19,55 19,54 19,61 19,52
20 36,65 36,66 36,66 36,65 36,67 36,64
21 18,98 18,98 18,97 18,98 18,99 18,96
22 35,45 35,44 35,43 35,45 35,45 35,41
23 25,92 25,92 25,90 25,96 25,94 25,88
24 147,22 147,23 147,22 147,23 147,22 147,19
25 35,01 35,01 35,01 35,00 35,01 34,99
26 22,46 22,46 22,46 22,46 22,47 22,44
27 22,35 22,36 22,35 22,35 22,36 22,33
28 115,78 115,79 115,78 115,78 115,79 115,76
29 13,40 13,40 13,40 13,38 13,41 13,40
1’ 170,76 173,38 173,52 166,23 171,79
2’ 21,67 36,81 3491 131,09 29,18
3 18,77 32,14 129,76 29,44
4 13,87 2497 128,48 177,98
5’ 22,54 132,93

6’ 14,12 128,48

7 129,76

Fonte: o prdprio autor.
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6.3.6 Caracterizacao de (34,20R,24E)-3-hexadecanoxiestigmasta-5,24(28)-dieno (F-6)

O espectro de absorcdo na regido do infravermelho (1V) (Fig. 74, pag. 137) do
derivado F-6 (Fig. 73, pag. 135) apresentou bandas de absorcdo em 1740 cm™ e 1177 cm™,
associadas a deformacdo axial de C=0 e Cy3—O de éster, respectivamente. Também foi
observada uma banda de absorgdo em 725 cm™ devida a uma oscilagdo dos grupos CH; em
cadeias longas (SILVERSTEIN; WEBSTER, 2007; PAVIA et al., 2010).

No espectro de massas de F-6 (Fig. 75, pag. 137) foram observados os picos
correspondentes a eliminacdo de &cido hexadecanoico com m/z 394 (a), a saida da cadeia
lateral em C-17 com m/z 255 (b) e a ruptura do anel D com m/z 228 (b), além disso, 0
espectro mostrou um fragmento com m/z 213 (a) referente a perda de radical metila a partir do

ion com m/z 228, conforme mostrado na Figura 72.

Figura 72 — Esquema mostrando as principais fragmentacfes de (34,20R,24E)-3-
hexadecanoxiestigmasta-5,24(28)-dieno (F-6)
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Fonte: o préprio autor.

O espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCls) (Fig. 76, pag. 138) apresentou
como principal diferenca em relagéo ao respectivo espectro do fucosterol (F), o deslocamento
do sinal referente ao H-3 do derivado esterificado F-6 em Jy 4,61 que apresenta-se mais

desprotegido em relacdo ao do correspondente sinal no espectro do fucosterol (F) em oy 3,52,
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devido efeito de desprotecdo induzido pela carbonila do grupo éster ligado ao C-3 (PAVIA et
al., 2010). Na regido entre oy 0,5 a 2,5 ppm, o espectro de RMN *H (Fig. 77, pag. 138) do
derivado F-6 se mostrou similar ao espectro do substrato.

No espectro de RMN **C-BB (Fig. 78, pag. 139) e RMN *C-APT (Fig. 79, pég.
140) do derivado F-6 foi possivel observar o sinal em dc 173,55 referente ao carbono da
carbonila do éster e varios sinais na regido entre dc 29,82 a 29,34 atribuidos aos carbonos
metilénicos (C-3” a C-13”) do grupo hexadecanoila.

Na Tabela 7 (pag. 136) encontram-se apresentados os deslocamentos quimicos
dos atomos de carbono do derivado esterificado F-6 e foram comparados com os dados do

fucosterol (F) por meio da utilizagdo dos espectros de RMN (**C-BB e APT).

Figura 73 — Estrutura quimica de (34,20R,24E)-3-hexadecanoxiestigmasta-5,24(28)-dieno
(F-6)

15' 10 2'

Fonte: o préprio autor.
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Tabela 7 — Dados de RMN de **C do fucosterol (F) e do derivado F-6
Derivado do fucosterol

C Fucosterol F-6
1 37,48 37,26
2 31,88 28,07
3 72,03 73,91
4 42,52 39,96
5 140,99 139,99
6 121,93 122,78
7 31,88 32,16
8 32,13 32,12
9 50,36 50,28
10 36,74 36,85
11 21,31 21,27
12 39,98 38,41
13 42,58 42,59
14 56,98 56,93
15 24,55 25,96
16 28,46 28,47
17 56,01 56,03
18 12,07 12,07
19 19,62 19,55
20 36,65 36,66
21 18,98 18,98
22 35,45 35,46
23 25,92 24,55
24 147,22 147,24
25 35,01 35,01
26 22,46 22,47
27 22,35 22,36
28 115,78 115,79
29 13,40 13,39
1’ 173,55
2’ 34,97
3’-13° 29,92 - 29,34
14 25,31
15° 22,92
16° 14,33

Fonte: o proprio autor.
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Figura 74 — Espectro na regido do infravermelho (KBr) de (34,20R,24E)-3-

hexadecanoxiestigmasta-5,24(28)-dieno (F-6)
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Fonte: o préprio autor.

Figura 75 — Espectro de massas CG-EM de (38,20R,24E)-3-hexadecanoxiestigmasta-
5,24(28)-dieno (F-6)
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Figura 76 — Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCl) de (38,20R,24E)-3-

hexadecanOX|est|gmasta -5,24(28)-dieno (F 6)
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Fonte: o proprio autor.

Figura 77 — Expansdo do espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCls) de (38,20R,24E)-3-
hexadecanoxiestigmasta-5,24(28)-dieno (F-6) na regido de 0,6 — 2,4 ppm
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Figura 78 — Espectro de RMN 'C-BB (75 MHz, CDCl;) de (38,20R,24E)-3-
hexadecanoxiestigmasta-5,24(28)-dieno (F-6)
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Figura 79 — Espectro de RMN 2C-APT (75 MHz, CDCls) de (38,20R,24E)-3-

hexadecanoxiestigmasta-5,24(28)-dieno (F-6)
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Fonte: o préprio autor

6.3.7 Caracterizacao de (38,20R,24E)-(3)-4-fluorobenzoxiestigmasta-5,24(28)-dieno (F-7)

No espectro de absorcdo na regido do infravermelho (1V) (Fig. 81, pag. 142) de
F-7 observou-se o aparecimento da banda de absorcdo em 1716 cm™ referente & deformagéo
axial de C=0O de éster, confirmando a reacdo de esterificacdo. Observou-se, ainda, 0
surgimento da banda de absorcdo em 1463 cm™ atribuida & deformacdo axial em C=C de
compostos aromaticos. Além disso, foram observadas bandas de absorcdo em 767 cm™ e 1111
cm™ que foram associadas & deformacdo angular de Cspo—H de compostos aromaticos p-
substituidos e deformacéo axial de Csy—F conjugada, respectivamente (SILVERSTEIN;
WEBSTER, 2007; PAVIA et al., 2010).

A anélise do espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCls) (Fig. 82 e 83, pag. 142 e
143, respectivamente) permitiu observar o deslocamento do sinal referente ao H-3 do
derivado esterificado F-7 em Jy 4,85 que apresenta-se mais desprotegido em relacdo ao do
correspondente sinal no espectro do fucosterol (F) em oy 3,52. A formagdo do produto

esterificado também pode ser confirmada através do aparecimento de um tripleto em Jy 7,10
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(t, J = 8,6 Hz, 2H) atribuido aos hidrogénios H-4' e H-6' e um duplo tripleto em 6y 8,06 (dt, J
=5,4 e 2,0 Hz, 2H) referente aos hidrogénios H-3' e H-7' do anel aromatico.

Através da anélise do espectro de RMN *C-BB (Fig. 84, pag. 144) do produto
esterificado F-7 foi possivel observar o aparecimento do sinal em J¢c 165,27 que foi atribuido
a carbonila de éster. A comparacdo desse espectro com os dados de RMN *C-APT (Fig. 85,
pag. 145) permitiu a identificacdo de sinais referentes aos carbonos aromaticos: em dc 132,34
(C-3’ ¢ C-7°), em oc 132,21 (C-4’ ¢ C-6"), em oc 127,30 (C-2’) e em oc 167,59 (C-5”), sendo
este ultimo sinal atribuido ao carbono ligado ao flior. Vale salientar que nos compostos
organicos contendo um &tomo de flGor ligado a um atomo de carbono-13, é observado um
acoplamento heteronuclear **C—'°F mesmo quando o desacoplamento de protons estiver
ligado (protons, mas ndo nucleos de fluor, sdo desacoplados). Neste caso, a regra do n+1 pode
ser utilizada para determinar a aparéncia do padrédo (PAVIA et al., 2010).

Na Tabela 8 (pag. 172) encontram-se apresentados os deslocamentos quimicos
dos atomos de carbono do derivado acilado F-7 (Fig. 80) e foram comparados com os dados
do fucosterol (F) através da utilizacio dos espectros de RMN (**C-BB e APT).

Figura 80 — Estrutura quimica de (34,20R,24E)-(3)-4-fluorobenzoxiestigmasta-5,24(28)-dieno
(F-7)

Fonte: o préprio autor.
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Figura 81 - Espectro na regido do infravermelho (KBr) de (34,20R,24E)-(3)-4-
fluorobenzoxiestigmasta-5,24(28)-dieno (F-7)
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Figura 82 — Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCl;) de (38,20R,24E)-(3)-4-
fluorobenzoxiestigmasta-5, 24(28)-dieno (F-7)
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Fonte: o préprio autor.
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Figura 83 — Expansdo do espectro de RMN *H (300 MHz, CDCls) de (34,20R,24E)-(3)-4-
fluorobenzoxiestigmasta-5,24(28)-dieno (F-7) na regido de 0,6 — 2,6 ppm
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Figura 84 — Espectro de RMN *C-BB (75 MHz, CDCls) de (38,20R,24E)-(3)-4-
fluorobenzoxiestigmasta-5,24(28)-dieno (F-7)
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145

Figura 85 — Espectro de RMN *C-APT (75 MHz, CDCls) de (38,20R,24E)-(3)-4-
fluorobenzoxiestigmasta-5,24(28)-dieno (F-7)
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Fonte: o préprio autor.

6.3.8 Caracterizacao de (38,20R,24E)-(3)-4-clorobenzoxiestigmasta-5,24(28)-dieno (F-8)

No espectro de absorcéo na regido do infravermelho (1V) (Fig. 88, pag. 147) de
F-8 observou-se o aparecimento das bandas de absorcdo em 1709 cm™ e em 1457 cm™
referentes a deformacédo axial de C=0 de éster e deformacdo axial em C=C de compostos
aromaticos, respectivamente. Também foi observada uma banda de absorcdo em 758 cm™
associada a deformacéo angular de Csp—H de compostos aromaticos p-substituidos e uma
banda em 1120 cm™ atribuida & deformagéo axial de Csp2—Cl conjugada (SILVERSTEIN;
WEBSTER, 2007; PAVIA et al., 2010).

O espectro de massas (Fig. 89, pag. 148) do derivado acilado F-8 exibiu o pico
com m/z 394 (a) referente a eliminacdo de acido p-clorobenzoico, fragmento com m/z 139 (e)
correspondente a saida de radical alcoxila, pico com m/z 255 (b) atribuido a eliminacdo da
cadeia lateral em C-17 e fragmentos correspondentes a ruptura do anel D com m/z 228,

seguida de perda de radical metila com m/z 213 (d), respectivamente (Fig. 86, pag. 146).
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Figura 86 — Esquema mostrando as principais fragmentagdes de (34,20R,24E)-(3)-4-
clorobenzoxiestigmasta-5,24(28)-dieno (F-8)
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Fonte: o préprio autor.

No espectro de RMN *H (300 MHz, CDCls) (Fig. 90 e 91, pag. 148 e 149,
respectivamente) observou-se o deslocamento do sinal em oy 4,85 referente ao hidrogénio H-
3 ligado ao carbono carbindlico que esta mais desprotegido com relacdo ao do substrato em
on 3,52. Além disso, foi verificada a presenca de dois dupletos, sendo um em dy 7,98 (d, J =
8,5 Hz, 2H) associados aos hidrogénios H-3' e H-7' e outro em Jy 7,41 (d, J = 8,5 Hz, 2H)
referentes aos hidrogénios H-4’ e H-6’ do anel aromatico.

Através da anélise do espectro de RMN **C-BB (Fig. 92, pag. 150) e RMN **C-
BC-APT (Fig. 93, pag. 151) do produto esterificado F-8 foi possivel observar a presenca dos
sinais referentes aos carbonos aromaticos em oéc 139,37 (C-5’), em oc 131,17 (C-3’ e C-7°),
em oc 128,82 (C-4’ e C-6"), além do sinal em oc 165,35, atribuido ao carbono da carbonila de
éster. Outras absorcGes compativeis com o esqueleto do esteroide também foram observadas e

encontram-se apresentados na Tabela 8 (pag. 172).
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A anélise dos dados de IV, RMN *H e RMN **C permitiram identificar o produto

acilado como (34,20R,24E)-(3)-4-clorobenzoxiestigmasta-5,24(28)-dieno (F-8), cuja estrutura
encontra-se mostrada na Figura 87.

Figura 87 — Estrutura quimica de (34,20R,24E)-(3)-4-clorobenzoxiestigmasta-5,24(28)-dieno

(F-8)

Fonte: o préprio autor.

Figura 88 - Espectro na regido do infravermelho (KBr) de (38,20R,24E)-(3)-4-

clorobenzoxiestigmasta-5,24(28)-dieno (F-8)
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Fonte: o préprio autor.
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Figura 89 — Espectro de massas CG-EM de (34,20R,24E)-(3)-4-clorobenzoxiestigmasta-

5,24(28)-dieno (F-8)
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Figura 90 — Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCl;) de (38,20R,24E)-(3)-4-
clorobenzoxiestigmasta-5,24(28)-dieno (F-8)
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Figura 91 — Expansdo do espectro de RMN *H (300 MHz, CDCls) de (38,20R,24E)-(3)-4-
clorobenzoxiestigmasta-5,24(28)-dieno (F-8) na regido de 0,6 — 2,6 ppm
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Figura 92 — Espectro de RMN “*C-BB (75 MHz, CDCly) de (38,20R,24E)-(3)-4-

clorobenzoxiestigmasta-5,24(28)-dieno (F-8)
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Fonte: o préprio autor.
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Figura 93 — Espectro de RMN “*C-APT (75 MHz, CDCl;) de (38,20R,24E)-(3)-4-
clorobenzoxiestigmasta-5,24(28)-dieno (F-8)
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Fonte: o préprio autor.

6.3.9 Caracterizacao de (38,20R,24E)-(3)-4-bromobenzoxiestigmasta-5,24(28)-dieno (F-9)

O espectro de absorcdo na regido do infravermelho (1V) (Fig. 95, pag. 153) do
derivado F-9 (Fig. 94, pag. 152) apresentou duas bandas de absorgdo, uma em 1708 cm™
atribuida & deformacéo axial de C=0O e outra em 1460 cm™ referente a deformacdo axial em
C=C de compostos aromaticos. Outras bandas de absorcao também foram observadas em 761
cm™ atribuida & deformagéo angular de Cspo—H de compostos aromaticos p-substituidos e em
1116 cm™ atribuida & deformacéo axial de Cspo—Br conjugada (SILVERSTEIN; WEBSTER,
2007; PAVIA et al., 2010).

No espectro de RMN *H (300 MHz, CDCls) (Fig. 96 e 97, pag. 153 e 154,
respectivamente) foi observada a presenca de dois dupletos, um em oy 7,90 (d, J = 8,4 Hz,
2H) atribuido aos hidrogénios H-3'e H7' e outro em oy 7,57 (d, J = 8,4 Hz, 2H) referente aos
hidrogénios H-4' e H-6' do anel aromatico. Observou-se também a existéncia de um sinal em
on 5,42 atribuido ao hidrogénio H-3 ligado ao carbono carbindlico que se encontra
desprotegido em relacdo ao do correspondente sinal no espectro do fucosterol (F) em oy 3,52,

devido ao efeito de desprotecdo induzido pela carbonila do grupo éster ligado ao C-3.
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A anélise do espectro de RMN ** C-BB (Fig. 98, pag. 155) mostrou a presenca de
um sinal em oc 165,50, atribuido ao carbono carbonilico de éster. Além disso, no espectro de
RMN * C-APT (Fig. 99, pag. 156) observou-se a existéncia de sinais referentes aos carbonos
do anel aromatico em dc 128,01 (C-5’), em dc 131,81 (C-3’ ¢ C-7") e em dc 131,32 (C-4’ e C-
6").

Os deslocamentos quimicos dos &tomos de carbono do produto acilado F-9 foram
comparados com os dados do fucosterol (F) através da analise dos espectros de RMN (**C-BB
e APT) e os dados encontram-se apresentados na Tabela 8 (pag. 172).

Figura 94 — Estrutura quimica de (34,20R,24E)-(3)-4-bromobenzoxiestigmasta-5,24(28)-dieno
(F-9)

Fonte: o préprio autor.



Figura 95 - Espectro na regido do

bromobenzoxiestigmasta-5,24(28)-dieno (F-9)
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Figura 96 — Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCl;) de (38,20R,24E)-(3)-4-
bromobenzoxiestigmasta-5,24(28)-dieno (F-9

R pﬁkl_‘_ }J_Ak_-___ - ’JLA,‘K\M'

_

lk‘

U‘\____ R

T
s “0 ‘s L

s

T
8

“s

AH

T Y
X an AS LT

i

L1

L

Fonte: o préprio autor.
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Figura 97 — Expansdo do espectro de RMN *H (300 MHz, CDCls) de (38,20R,24E)-(3)-4-
bromobenzoxiestigmasta-5,24(28)-dieno (F-9) na regido de 0,6 — 2,6 ppm
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Figura 98 — Espectro de RMN *C-BB (75 MHz, CDCl;) de (38,20R,24E)-(3)-4-
bromobenzoxiestigmasta-5,24(28)-dieno (F-9)
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Figura 99 — Espectro de RMN “*C-APT (75 MHz, CDCl;) de (38,20R,24E)-(3)-4-
bromobenzoxiestigmasta-5,24(28)-dieno (F-9)
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Fonte: o préprio autor.

6.3.10 Caracterizacdo de (38,20R,24E)-(3)-4-nitrobenzoxiestigmasta-5,24(28)-dieno (F-10)

Através da analise do espectro de absorcéo na regido do infravermelho (1V) (Fig.
101, pag. 158) de F-10 foi possivel sugerir a ocorréncia da reacdo de acilacdo, devido ao
surgimento da banda de absor¢do em 1719 cm™ atribuida & deformacéo axial de C=0 de éster.
Outra banda de absorc&o também foi observada em 718 cm™ associada & deformac&o angular
de Cspo—H de compostos aromaticos p-substituidos. Duas bandas de intensidades semelhantes
também foram observadas, em 1523 cm™ e em 1351 cm™, caracteristicas de grupo nitro
ligado a anel aromatico. Devido a conjugacao do grupo nitro com anel aromatico essas bandas
estdo deslocadas para frequéncias mais baixas, pois um grupo nitro ligado ao composto
alifatico absorve por volta de 1550 e 1380 cm™(SILVERSTEIN; WEBSTER, 2007; PAVIA
et al., 2010).

No espectro de RMN *H (300 MHz, CDCls) (Fig. 102 e 103, pag. 158 e 159,
respectivamente) do derivado F-10 foi observada a presenca de dois dupletos, sendo um em
on 8,29 (d, J = 8,7 Hz, 2H) atribuido aos hidrogénios H-3' e H7' e outro em Jy 8,21 (d, J = 8,7

Hz, 2H) referentes aos hidrogénios H-4' e H-6' do anel aromatico. Observou-se, ainda, a
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existéncia de um sinal em Jy 5,44, referente ao hidrogénio H-3 ligado ao carbono carbindlico
que se encontra desprotegido em relacdo ao do correspondente sinal no espectro do fucosterol
(F) em oy 3,52, devido efeito de desprotecdo induzido pela carbonila do grupo éster ligado ao
C-3.

Através da anélise do espectro de RMN **C-BB (75 MHz, CDCls) (Fig. 104, pag.
160) e posterior comparagdo com os dados de RMN *C-APT do produto esterificado F-10
foi possivel observar a presenca dos sinais atribuidos aos carbonos do anel aroméatico em dc
150,67 (C-5’), em oc 130,88 (C-3* ¢ C-7") e em dc 123,67 (C-4’ e C-6"), além do sinal em oc
164,31 referente a carbonila de éster. Vale salientar que outras absor¢Ges compativeis com o
esqueleto do esteroide também foram observadas e encontram-se apresentados na Tabela 8
(pag. 172).

Desta forma, a formacdo do produto esterificado também pode ser confirmada
através da analise dos dados de IV, RMN 'H e RMN **C que permitiram identificar o
derivado F-10 como (3p,20R,24E)-(3)-4-nitrobenzoxiestigmasta-5,24(28)-dieno, cuja

estrutura encontra-se mostrada na Figura 100.

Figura 100 — Estrutura quimica de (34,20R,24E)-(3)-4-nitrobenzoxiestigmasta-5,24(28)-dieno
(F-10)

Fonte: o préprio autor.
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Figura 101 - Espectro na regido do infravermelho (KBr) de (34,20R,24E)-(3)-4-
nitrobenzoxiestigmasta-5,24(28)-dieno (F-10)
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Fonte: o préprio autor.

Figura 102 — Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCls) de (38,20R,24E)-(3)-4-
nitrobenzoxiestigmasta-5,24(28)-dieno (F-10)
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Figura 103 — Expansdo do espectro de RMN *H (300 MHz, CDCls) de (38,20R,24E)-(3)-4-

nitrobenzoxiestigmasta-5,24(28)-dieno (F-10) na regido de 0,6 —2,6 ppm
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Fonte: o proprio autor
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Figura 104 — Espectro de RMN “C-BB (75 MHz, CDCl;) de (38,20R,24E)-(3)-4-
nitrobenzoxiestigmasta-5,24(28)-dieno (F-10)
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Fonte: o préprio autor.
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Figura 105 — Espectro de RMN '*C-APT (75 MHz, CDCls) de (38,20R,24E)-(3)-4-
nitrobenzoxiestigmasta-5,24(28)-dieno (F-10)
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Fonte: o préprio autor.
6.3.11 Caracterizacdo de (38,20R,24E)-3-formiloxiestigmasta-5,24(28)-dieno (F-11)

O espectro de absor¢do na regido do infravermelho (IV) (Fig. 107, pag. 162) do
derivado F-11 (Fig. 106, pag. 162) mostrou banda de absorcdo em 1715 cm™ atribuida &
deformacéo axial de C=0 e banda em 1185 cm™ referente a ligagdo Csp3—O (SILVERSTEIN;
WEBSTER, 2007; PAVIA et al., 2010).

O espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCl5) (Fig. 108 e 109, pag. 163) de F-11
mostrou como principal diferenca em relacdo ao do substrato, a presenca de um simpleto
intenso em oy 8,04 (s, 1H), referente ao hidrogénio do grupo formiato. A formacdo do
produto acilado também pode ser confirmada através deslocamento do sinal referente ao H-3
do derivado F-11 em oy 4,73 que se encontra mais desprotegido em relacdo ao do
correspondente sinal no espectro do fucosterol (F) em oy 3,52 (PAVIA et al., 2010).

A anélise do espectro de RMN ** C-BB (75 MHz, CDCls) (Fig. 110, pag. 164) e
13C-DEPT 135° (Fig. 111, pag. 165) mostrou a presenca de um sinal em dc 160,85 atribuido
ao carbono carbonilico do grupo formiato (VALKONEN et al., 2008). Os deslocamentos

quimicos dos atomos de carbono do derivado acilado foram comparados com os dados do
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fucosterol (F) através da anélise dos espectros de RMN (**C-BB e DEPT-135°) e os dados
encontram-se dispostos na Tabela 8 (pag. 172).

Figura 106 — Estrutura quimica de (38,20R,24E)-3-formiloxiestigmasta-5,24(28)-dieno (F-11)

Fonte: o proprio autor.

Figura 107 — Espectro na regido do infravermelho (KBr) de (34,20R,24E)-3-
formiloxiestigmasta-5,24(28)-dieno (F-11)
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Fonte: o préprio autor.
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Figura 108 — Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCls) de (38,20R,24E)-3-
formiloxiestigmasta-5,24(28)-dieno (F-11)
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Fonte: o proprio autor.

Figura 109 — Expansdo do espectro de RMN *'H (300 MHz, CDCl;) de (33,20R,24E)-3-
formiloxiestigmasta-5,24(28)-dieno (F-11) na regido de 0,6 — 2,6 ppm
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Fonte: o préprio autor.
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Figura 110 — Espectro de RMN 'C-BB (75 MHz, CDCls) de (38,20R,24E)-3-
formiloxiestigmasta-5,24(28)-dieno (F-11)
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Fonte: o préprio autor.
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Figura 111 — Espectro de RMN *C-DEPT 135° (75 MHz, CDCl;) de (38,20R,24E)-3-

formiloxiestigmasta-5,24(28)-dieno (F-11)
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Fonte: o préprio autor.
6.3.12 Caracterizacdo de (38,20R)-estigmasta-3-ol (F-12)

O espectro de absorcdo na regido do infravermelho (Fig. 114, pag. 167) de F-12
mostrou uma banda de absorcdo em 3405 cm™ caracteristica de deformacéo axial de ligac&o
O-H, referente & hidroxila de &lcool. Verificam-se também absorcées em 1466 cm™ e 1375
cm™ atribuidas & deformacdo angular simétrica no plano para CH, e CHs respectivamente,
além de uma absorcdo em 1044 cm™ referente & deformagdo axial de ligagdo C-O
(SILVERSTEIN; WEBSTER, 2007; PAVIA et al., 2010).

O espectro de massas (Fig. 115, pag. 168) do derivado hidrogenado F-12 exibiu o
ion com m/z 398 (a) atribuido a perda de agua, além de fragmentos com m/z 248 (b), 233 (c) e
215 (d) correspondentes a ruptura do anel D, saida de radical metila e eliminacdo de agua,
respectivamente. Adicionalmente, observou-se o ion com m/z 165 (e) relacionado a ruptura do
anel C, seguida de perda de agua, resultando no ion com m/z 147 (f), conforme apresentado na
Figura 112 (pag. 166).
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Figura 112 — Esquema mostrando as principais fragmentagdes de (34,20R)-estigmastan-3-ol
(F-12)
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Fonte: o préprio autor.
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Através da analise do espectro de RMN *H (300 MHz, CDCl;) (Fig. 116 e 117,
pag. 168 e 169) foi possivel observar um multipleto em oy 3,59, com integracdo para um
hidrogénio, correspondente a hidrogénio ligado ao carbono oxigenado. A formacdo do
produto hidrogenado F-12 também pode ser confirmada através da auséncia de sinais na
regido de hidrogénio ligado a carbono olefinico.

A anélise do espectro de RMN **C-BB (75 MHz, CDCls) (Fig. 118, pag. 170) e
posterior comparacdo com '*C-DEPT 135° (Fig. 119, pag. 171) permitiu observar o
deslocamento dos sinais referentes aos carbonos C-5 (dc¢ 54,60), C-6 (dc 32,32), C-24 (dc
36,51) e C-28 (dc 22,23) do derivado hidrogenado F-12 que apresentam-se mais protegidos
em relacdo aos dos correspondentes sinais no espectro do fucosterol (F): C-5 (dc 140,99), C-6
(5¢ 121,93), C-24 (5c 147,22 ) e C-28 (5¢ 115,78). E importante salientar que devido a ligacio
dupla entre os atomos de carbono C-24 e C-28 do substrato F, o espectro revelou alguns
sinais duplicados atribuidos aos carbonos C-21 (Jc 19,26 - 19,20), C-23 (Jc 26,61 - 26,32), C-
26 (oc 20,03 - 19,82), C-27 (6c 19,00 - 18,95) e C-28 (Jc 23,29 - 23,23), sugerindo que se
trata de uma mistura composta de dois esteroides.

Vale ressaltar que ndo foi possivel definir a estereoquimica dos hidrogénios H-5 e

H-24 e nem as configurac@es relativas dos 4&tomos de carbono C-5 e C-24, logo os dados
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obtidos pela analise do espectro de correlacdo homonuclear H! x H! - NOESY né&o foram
suficientes para caracterizar os dois esteroides presentes na mistura de F-12. Na Tabela 8
(pag. 172) sdo mostrados os deslocamentos quimicos dos atomos de carbono do derivado
hidrogenado F-12, cuja estrutura encontra-se apresentada na Figura 113.

Figura 113 — Estrutura quimica de (34,20R)-estigmastan-3-ol (F-12)

Fonte: o prdprio autor.

Figura 114 — Espectro na regido do infravermelho (KBr) de (34,20R)-estigmastan-3-ol (F-12)
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Fonte: o préprio autor.



Figura 115 — Espectro de massas CG-EM de (34,20R)-estigmastan-3-ol (F-12)
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Figura 116 — Espectro de RMN *H (
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Figura 117 — Expanséo do espectro de RMN *H (300 MHz, CDCls) de (34,20R)-estigmastan-

3-ol (F-12) na regido de 0,6 — 2,6 ppm
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Figura 118 — Espectro de RMN **C-BB (75 MHz, CDCl;) de (34,20R)-estigmastan-3-ol
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Figura 119 — Espectro de RMN *C-DEPT 135° (75 MHz, CDCl5) de (38,20R)-estigmastan-3-
ol (F-12)
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Fonte: o préprio autor.
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Tabela 8 — Dados de RMN de **C do fucosterol (F) e dos derivados F-7, F-8, F-9, F-10, F-11

e F-12
Derivados do fucosterol
C Fucosterol F-7 F-8 F-9 F-10 F-11 F-12
1 37,48 37,26 37,25 37,22 37,19 37,17 37,45
2 31,88 28,12 28,10 28,07 28,04 28,02 31,76
3 72,03 75,00 75,15 75,16 76,03 74,21 71,62
4 42,52 39,95 39,95 39,92 39,92 39,93 40,27
5 140,99 139,81 139,76 139,72 139,47 139,56 54,60
6 121,93 123,07 123,11 123,12 123,40 123,21 32,32
7 31,88 32,16 32,16 32,15 32,15 32,13 28,97
8 32,13 32,12 32,12 32,09 32,10 32,9 36,39
9 50,36 50,28 50,28 50,23 50,25 50,25 45,09
10 36,74 36,89 36,89 36,86 36,87 36,82 35,69
11 21,31 21,28 21,29 21,17 21,28 21,27 21,48
12 39,98 38,44 38,41 38,38 38,32 38,31 37,24
13 42,58 42,59 42,59 42,57 42,58 42,59 42,83
14 56,98 56,92 56,92 56,89 56,90 56,91 56,42
15 24,55 25,94 25,96 25,90 25,93 25,95 24,46
16 28,46 28,47 28,46 28,47 28,46 28,47 28,46
17 56,01 56,01 56,02 55,97 56,00 56,01 56,73
18 12,07 12,07 12,07 12,07 12,08 12,08 12,29
19 19,62 19,59 19,59 19,59 19,58 19,52 12,54
20 36,65 36,66 36,66 36,65 36,65 36,66 35,74
21 18,98 18,98 18,99 18,98 18,98 18,98 19,26 - 19,20
22 35,45 35,45 35,45 35,43 35,44 35,45 34,16
23 25,92 24,55 24,55 24,54 24,55 24,54 26,61 - 26,32
24 147,22 147,22 147,22 147,21 147,21 147,22 36,51
25 35,01 35,00 35,00 35,01 35,01 35,01 29,38 - 29,17
26 22,46 22,46 22,46 22,46 22,46 22,47 20,03 - 19,82
27 22,35 22,35 22,35 22,35 22,35 22,36 19,00 - 18,95
28 115,78 115,73 115,79 115,78 115,79 115,79 23,29 - 23,23
29 13,40 13,39 13,39 13,41 13,40 13,40 12,20
1’ 165,26 165,35 165,50 164,31 160,85
2 127,30 129,55 129,94 136,36
3 132,33 131,17 131,81 130,88
4 132,21 128,82 131,32 123,67
5 167,59 139,37 128,01 150,67
6’ 132,21 128,82 131,32 123,67
7 132,33 131,17 131,81 130,88

Fonte: o préprio autor.
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6.4 Caracterizagao estrutural do campesterol (C)

A Fracdo hexano/AcOEt 80:20 (3,6 g) descrita no item 5.7 (pag. 82) foi submetida
a coluna cromatogréfica sobre gel de silica, da qual se obteve um sélido amorfo branco (3,0
g), apresentando Rf = 0,34 (hexano:AcOEt 80:15) com [o]p?'= -115,90 (c = 0,1; CHCls) e p.f.
= 136,6-136,8°C (Literatura: p.f. = 157-158°C, [a]p*°= -34 (c = 0,01; CHCl5) (ZHANG et al.,
2006).

O espectro de absorcdo na regido do infravermelho (1V) (Fig. 122, pag. 177) desse
composto C mostrou uma banda de absorcdo centrada em 3397 cm™, caracteristica de
deformacéo axial de ligacdo O-H, absorcdo em 2936 cm™ e em 2867 cm™, correspondentes &
deformacdo axial assimétrica e simétrica de ligagdo C-H de carbono com hibridacéo sp® (CH,
CH, e CHj), absorcdo em 1669 cm™ de deformacao axial em C=C, bem como absorcdes em
1465 cm™ e 1376 cm™’ de deformacdo angular simétrica no plano para CH; e CHs;
respectivamente, além de uma absorcdo em 1050 cm™ referente & deformacéo axial de ligacéo
C-O (SILVERSTEIN; WEBSTER, 2007; PAVIA et al., 2010).

No espectro de massas de baixa resolu¢do do campesterol (C) (Fig. 123, pag. 177)
observou-se o pico do ion molecular com m/z 400 (a) e do fragmento com m/z 382 (b)
referente a eliminacéo de radical metila, além do ion com m/z 367 correspondente a saida de
agua seguida de perda de radical metila. A saida da cadeia lateral em C-17 resultou no ion
com m/z 273 (e) que apos a eliminacdo de agua originou o ion com m/z 255 (f). A ruptura do
anel D formou o ion com m/z 246 que com a perda do radical metila seguida de desidratacédo
resultou nos ions com m/z 231 (g) e 213 (h), respectivamente. A ruptura do anel A originou o
jon com m/z 315 (d), conforme mostrado na Figura 120 (pag. 174). Deste modo, a estrutura
deste composto, com férmula molecular de C,sHss0 (MM 400), com indice de deficiéncia de

hidrogénio (IDH) igual a cinco, confirmou um esqueleto ergostano do tipo A*-3-ol.
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Figura 120 — Esquema mostrando as principais fragmentagdes do campesterol (C)
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Fonte: Adaptado de Santana (2011).

O espectro de RMN *H (300 MHz, CDCls) (Fig. 124 e 125, pag. 178) apresentou
sinais em oy 0,64 (s); 1,01 (s); 0,92 (d, J = 6,4 Hz); 0,85 (d, J = 6,7 Hz); 0,79 (d, J = 6,6 Hz) e
0,77 (d, J = 6,5 Hz) referentes a hidrogénio de seis metilas, um multipleto em Jy 3,02, com
integracdo para um hidrogénio, inferido a um hidrogénio ligado a carbono oxigenado, além de
um sinal em Jy 5,35 (d, J = 4,8 Hz) para um hidrogénio ligado a carbono olefinico.

O espectro de RMN **C-BB (75 MHz, CDCls) (Fig. 126, pag. 179) mostrou sinais
correspondentes a 27 linhas espectrais, tipico de esteroide ergostano, uma delas atribuida a
dois 4&tomos de carbono. A analise comparativa com o espectro de RMN **C-DEPT 135° (Fig.
127, pag. 180) permitiu defenir o padrdo de hidrogenacdo de cada carbono: seis carbonos
metilicos (CHg3), dez carbonos metilénicos (CH;), nove carbonos metinicos (CH) e trés
carbonos ndo hidrogenados (C), como apresentado na Tabela 9 (pag. 175). Entre os carbonos
metinicos, o sinal em dc 72,04, corresponde a um carbono oxigenado (C-0O), e o0s sinais em dc

121,92 e em dc 140,97 foram inferidos a dupla ligagéo.
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Tabela 9 — Padrdo de hidrogenagéo dos carbonos do campesterol (C)

C CH CH, CHs;  Formula molecular

140,97 121,92 42,48 20,72
42,53 72,01 (HC-OH) 39,96 19,59
36,72 56,94 37,44 19,08
56,17 33,91 17,78
50,32 32,11 15,63
39,26 31,84 12,05

36,37 30,76

32,09 28,39

24,49

21,27

3C 9CH 10 CH, 6 CHjs IDH =5 CyH40

Fonte: o proprio autor.

Com base nos dados espectroscopicos (Tabela 10, pag. 176) e comparagdo com
dados descritos na literatura (ZHANG et al., 2006), caracterizou-se o esteroide de
(38,20R,24R)-ergost-5-en-3-ol, trivialmente conhecido como campesterol (C), cuja estrutura
esta mostrada na Figura 121.

Figura 121 — Estrutura quimica do campesterol (C)

Fonte: o préprio autor.

Ha relatos do isolamento do campesterol em zoantideos do género Palythoa, tais
como P. turberculosa (GUPTA; SHEUER, 1969), P. senegalensis, P. dartavellei e P. monodi
(DIOP et al., 1986), os quais sdo abundantes em aguas rasas ao longo da costa Nordeste
Brasileiro (PINTO et al., 2017).
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Tabela 10 — Deslocamento quimico de RMN 'H e *C do campesterol (C) em CDCl,
comparados com os descritos na literatura (ZHANG et al., 2006) em CDCl3

Campesterol Literatura (ZHANG et al., 2006)
C oc 5H oc 5H
1 37,44 37,25
2 31,84 31,90
3 72,01 3,02 (m, 1H) 71,80 3,53 (m, 1H)
4 42,48 39,77
5 140,97 140,76
6 121,92 5,35 (d, J = 4,8 Hz,1H) 121,72 5,35 (d, 1H)
7 32,11 32,42
8 32,09 32,42
9 50,32 50,12
10 36,72 36,50
11 21,27 21,08
12 39,96 39,77
13 42,53 42,31
14 56,17 56,09
15 24,49 24,29
16 28,39 28,23
17 56,94 56,76
18 12,05 0,64 (s, 3H) 11,86 0,68 (s, 3H)
19 19,59 1,01 (s, 3H) 19,40 1,01 (s, 3H)
20 36,37 35,88
21 19,08 0,92 (d, J=6,4 Hz, 3H) 18,70 0,91 (d, J=6,5 Hz, 3H)
22 33,91 33,70
23 30,76 30,26
24 39,26 38,83
25 31,65 31,67
26 20,72 0,85 (d, J=6,7 Hz, 3H) 20,20 0,85 (d, J=6,5 Hz, 3H)
27 17,78 0,79 (d, J=6,6 Hz, 3H) 18,25 0,80 (d, J=6,5 Hz, 3H)
28 15,63 0,77 (d, J=6,5 Hz, 3H) 15,37 0,77 (d, J=6,5 Hz, 3H)

Fonte: o préprio autor.



Figura 122 — Espectro na regido do infravermelho (KBr) do campesterol (C)
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Figura 123 — Espectro de massas CG-EM do campesterol (C)
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Figura 125 — Expansdo do espectro de RMN *H (300 MHz, CDCls) do campesterol (C) na
regidao de 0,6 — 2,4 ppm
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Fonte: o préprio autor.



Figura 126 — Espectro de RMN **C-BB (75 MHz, CDCI3)
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Figura 127 — Espectro de RMN **C-DEPT 135° (75 MHz, CDCls) do campesterol (C)
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Fonte: o préprio autor.

6.5 Caracterizacgao estrutural dos derivados semissintéticos do campesterol (C)

6.5.1 Caracterizacao de (38,20R,24R)-3-acetoxiergost-5-eno (C-1)

No espectro de absorcéo na regido do infravermelho (1V) (Fig. 130, pag. 182) de
C-1, observou-se o surgimento da banda de absorcdo em 1730 cm™, referente & deformacéo
axial de C=0 de éster e o aparecimento da banda em 1250 cm™, atribuida & deformacéo axial
de Cspa—O (SILVERSTEIN; WEBSTER, 2007; PAVIA et al., 2010).

O espectro de massas (Fig. 131, pag. 183) de C-1 ndo apresentou o pico do ion
molecular, no entanto, mostrou o fon com m/z 382 [M-60]" (a) referente & eliminagio de acido
acetico. Conforme citado anteriormente, de acordo com Silverstein e Webster (2007),
esteroides acetilados perdem uma molécula de &cido acético de forma bem similar a
eliminacdo de agua pelos alcoois. Neste espectro observou-se, ainda, fragmentacdes Retro
Diels Alder (RDA), tipicas de ruptura do anel D, formando o ion com m/z 228 (c). A perda do
radical metila a partir do ion com m/z 228 originou o ion com m/z 213 (d) e a saida da cadeia
lateral em C-17 resultou no ion com m/z 255 (b), conforme apresentado na Figura 128 (pag.
181).
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Figura 128 - Esquema mostrando as principais fragmentacdes de (34,20R,24R)-3-
acetoxiergost-5-eno (C-1)
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Fonte: o préprio autor.

O espectro de RMN *H (300 MHz, CDCls) (Fig. 132 e 133, pag. 183 e 184,
respectivamente) apresentou um simpleto intenso em oy 2,17 caracteristico de hidrogénios
metilicos do grupo acetila. Além disso, foi detectada a presenca de um multipleto em oy 4,62,
correspondente ao hidrogénio H-3 ligado ao carbono carbindlico que se encontra mais
desprotegido com relacdo ao do substrato C em oJy 3,02, devido ao efeito de desprotecédo
induzido pela carbonila em C-3 (PAVIA et al., 2010). Desta forma, o deslocamento do H-3
também pode ser indicativo da formacdo do derivado acetilado.

A andlise do espectro de RMN **C-BB (75 MHz, CDCly) (Fig. 134, pag. 185)
mostrou a presenca do sinal em Jc 170,76, atribuido ao carbono carbonilico do grupo éster e
também do sinal em J¢c 21,67 referente ao carbono metilico do grupo acetila. A comparacgéo
dos espectros de RMN *C-BB e RMN C-APT (Fig. 135, pag. 186) possibilitou a
identificacdo desses carbonos e confirmou a formacdo do produto esterificado. Vale salientar
gue outros sinais compativeis com o esqueleto do derivado acetilado também foram
observados e comparados como os dados do campesterol (C) e encontram-se apresentados na
Tabela 11 (péag. 207). A analise dos dados de 1V, RMN *H e RMN *3C permitiram identificar
0 produto acetilado como (34,20R,24R)-3-acetoxiergost-5-eno (C-1), cuja estrutura esta

mostrada na Figura 129 (pag. 182).
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Figura 129 — Estrutura quimica de (34,20R,24R)-3-acetoxiergost-5-eno (C-1)

Fonte: o proprio autor.

Figura 130 — Espectro na regido do infravermelho (KBr) de (34,20R,24R)-3-acetoxiergost-5-
eno (C-1)
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Fonte: o préprio autor.



183

Figura 131 — Espectro de massas CG-EM de (34,20R,24R)-3-acetoxiergost-5-eno (C-1)

100 T
a
n
81 1]
(0]
105 )ko
o c C30H500,
d b 21 15 55
d b
m
b k)
l m | 28 %
el i ’Il » W
] 1 A Sk B G T, A S 0N A1 A b B N B A4 ddi P
X % 80 110 40 170 200 230 260 290 320 350 380 410 440 470 500 530

Fonte: o préprio autor.

Figura 132 — Espectro de RMN *H (300 MHz, CDCls) de (34,20R,24R)-3-acetoxiergost-5-eno
(C-1)
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Fonte: o proprio autor.
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Figura 133 — Expanséo do espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCls) de (38,20R,24R)-3-
acetoxiergost-5-eno (C-1) na regido de 0,6 — 2,4 ppm
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Fonte: o préprio autor.
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Figura 134 — Espectro de RMN *C-BB (75 MHz, CDCls) de (38,20R,24R)-3-acetoxiergost-5-

eno (C-1)
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Fonte: o préprio autor.
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Figura 135 — Espectro de RMN “*C-APT (75 MHz, CDCls) de (38,20R,24R)-3-acetoxiergost-
5-eno (C-1)
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Fonte: o préprio autor.

6.5.2 Caracterizacao de (38,20R,24R)-3-butoxiergost-5-eno (C-2)

Através da analise do espectro de absorcdo na regido do infravermelho (1V) do
composto C-2 (Fig. 137, pag. 187) observou-se o surgimento de bandas em 1192 cm™,
caracteristica de deformaco axial de Cp3—O de éster e em 1733 cm™, associada a deformacéo
axial de ligacdo C=0 de éster (SILVERSTEIN; WEBSTER, 2007; PAVIA et al., 2010).

A analise do espectro de RMN *H (300 MHz, CDCls) (Fig. 138 e 139, pag. 188)
permitiu identificar um tripleto em oy 2,26 (t, J = 7,3 Hz, 3H), atribuido aos hidrogénios
metilicos do grupo butanoila. Este espectro revelou ainda um multipleto em oy 4,62 (m, 1H)
relacionado ao hidrogénio H-3 do produto acilado C-2 que se apresenta mais desprotegido em
relacdo ao do correspondente sinal no espectro do campesterol (C) em dy 3,02.

O espectro de RMN **C-BB (75 MHz, CDCls) (Fig. 140, pag. 189) mostrou sinais
em oc 173,37 e em oc 13,85 referentes ao carbono carbonilico de éster e ao carbono metilico
do grupo butanoila, respectivamente. A analise comparativa deste espectro com o espectro
RMN *C-DEPT 135° (Fig. 141, pag. 190) possibilitou identificar a existéncia de dois sinais
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de carbonos metilénicos em dc 36,80 e em oc 18,76. Os deslocamentos quimicos dos atomos
de carbono estdo mostrados na Tabela 11 (pag. 207).

Através dos dados espectroscopicos de RMN *H, *C e IV, foi possivel identificar
0 produto esterificado como (34,20R,24R)-3-butoxiergost-5-eno (C-2), cuja estrutura
encontra-se apresentada na Figura 136.

Figura 136 — Estrutura quimica de (38,20R,24R)-3-butoxiergost-5-eno (C-2)
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Fonte: o proprio autor.

Figura 137 — Espectro na regido do infravermelho (KBr) de (34,20R,24R)-3-butoxiergost-5-
eno (C-2)
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Fonte: o préprio autor.
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Figura 138 — Espectro de RMN *H (300 MHz, CDCls) de (38,20R,24R)-3-butoxiergost-5-eno
(C-2)
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Fonte: o préprio autor.

Figura 139 — Expansdo do espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCls) de (38,20R,24R)-3-
butoxiergost-5-eno (C-2) na regido de 0,6 — 2,4 ppm
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Fonte: o préprio autor.
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Figura 140 — Espectro de RMN **C-BB (75 MHz, CDCls) de (33,20R,24R)-3-butoxiergost-5-
eno (C-2)
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Fonte: o préprio autor.
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Figura 141 — Espectro de RMN *C-DEPT 135° (75 MHz, CDCl;) de (38,20R,24R)-3-
butoxiergost-5-eno (C-2)
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Fonte: o préprio autor.

6.5.3 Caracterizacao de (38,20R,24R)-3-hexanoxiergost-5-eno (C-3)

O espectro de absor¢do na regido do infravermelho (1V) (Fig. 144, pag. 192) do
derivado C-3 apresentou uma banda de absorcdo intensa em 1734 cm™, relacionada a
deformacdo axial de C=0, evidenciando a presenca de carbonila de éster e outra banda 1192
cm™ referente deformacéo axial de Cspa—O (SILVERSTEIN; WEBSTER, 2007; PAVIA et al.,
2010).

O espectro de massas (Fig. 145, pag. 193) do derivado C-3 exibiu um pico com
m/z 382 (a), correspondente a eliminacdo de acido hexanoico e fragmentos referentes a
ruptura do anel D, seguida de perda de radical metila com m/z 228 (c) e 213 (d),
respectivamente (Fig. 142, pag. 191). Além disso, também foi observado fragmento com m/z

255 (b), associado a perda da cadeia lateral em C-17.
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Figura 142 — Esquema mostrando as principais fragmentacdes de (34,20R,24R)-3-
hexanoxiergost-5-eno (C-3)
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Fonte: o préprio autor.

O espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCls) (Fig. 146, pag. 193) de C-3
apresentou como principal diferenca em relacdo correspondente espectro do substrato C, o
deslocamento do sinal referente ao hidrogénio H-3 do derivado acilado C-3 em Jy 4,61 que
encontra-se mais desprotegido em relacdo ao do correspondente sinal no espectro do
campesterol em oy 3,02, devido efeito de desprotecdo da carbonila do grupo éster ligado ao
C-3 (PAVIA et al., 2010). Vale salientar, que na regido entre Jy 0,5 a 2,4 ppm, 0 espectro de
RMN *H (Fig. 147, pag. 194) do derivado C-3 se mostrou similar ao espectro do substrato C.

Através da anélise do espectro de RMN **C-BB (75 MHz, CDCls) (Fig. 148, pag.
195) e RMN *C-APT (Fig. 149, pag. 196) do produto esterificado C-3 foi possivel observar o
aparecimento do sinal em Jc 173,54 relacionado a carbonila do éster e também dos sinais em
oc 34,89, em dc 31,51 e em Jc 24,96, associados aos carbonos metilénicos, além do outro
sinal em dc 14.13, atribuido a carbono metilico do grupo hexanoila. Outros sinais compativeis
com o esqueleto do esteroide também foram observados e os deslocamentos quimicos dos
atomos de carbono do derivado C-3 foram comparados com os dados do campesterol (C) e se

encontram mostrados na Tabela 11 (pag. 207).
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A reunido dos dados espectroscopicos (IV, RMN *H e RMN **C) de C-3 permitiu
identificar o produto acilado como (34,20R,24R)-3-hexanoxiergost-5-eno, cuja estrutura
encontra-se apresentada na Figura 143.

Figura 143 — Estrutura quimica de (38,20R,24R)-3-hexanoxiergost-5-eno (C-3)

O
w
1'
6' 4' 2' O

Fonte: o proprio autor.

Figura 144 — Espectro na regido do infravermelho (KBr) de (34,20R,24R)-3-hexanoxiergost-

5-eno (C-3)
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Figura 145 — Espectro de massas CG-EM de (34,20R,24R)-3-hexanoxiergost-5-eno (C-3)
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Fonte: o proprio autor.

Figura 146 — Espectro de RMN *H (300 MHz, CDCls) de (33,20R,24R)-3-hexanoxiergost-5-
eno (C-3)

Fonte: 0 proprio autor.
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Figura 147 — Expanséo do espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCls) de (38,20R,24R)-3-
hexanoxiergost-5-eno (C-3) na regido de 0,6 — 2,4 ppm
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Fonte: o préprio autor.
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Figura 148 — Espectro de RMN **C-BB (75 MHz, CDCls) de (38,20R,24R)-3-hexanoxiergost-
5-eno (C-3)
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Fonte: o préprio autor.
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Figura 149 — Espectro de RMN **C-APT (75 MHz, CDCl;) de (38,20R,24R)-3-
hexanoxiergost-5-eno (C-3)
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Fonte: o préprio autor.

6.5.4 Caracterizacao de (38,20R,24R)-3-benzoxiergost-5-eno (C-4)

O espectro de absor¢do na regido do infravermelho (1V) (Fig. 151, pag. 198) do
derivado C-4 apresentou banda de absorcdo em 1713 cm™, atribuida & deformacdo axial de
C=0 e uma banda muito forte em 1451 cm™, relacionada & deformagdo axial em C=C de
compostos aromaticos. Adicionalmente, foram observadas duas bandas de absorcdo
associadas a compostos aromaticos monossubstituidos, em 712 cm® e 706 cm*
(SILVERSTEIN; WEBSTER, 2007; PAVIA et al., 2010).

No espectro de RMN *H (300 MHz, CDCls) (Fig. 152 e 153, pag. 198 e 199,
respectivamente) foi verificada a presenca de trés sinais entre Jy 8,05-7,5 atribuidos a
hidrogénios ligados a carbonos de anel aromatico. Sendo, um dupleto em Jy 8,05 (d, J = 8,2
Hz, 2H), correspondente aos hidrogénios H-3" e H-7° em acoplamento orto; dois tripletos, um
em oy 7,5 (J = 7,3 Hz, 1H) atribuidos ao hidrogénio H-5 e outro em 6y 7,4 (J = 7,6 Hz, 2H)
referentes aos hidrogénios H-4’ e H-6’ do anel aromatico. Observou-se também a presenca de

um multipleto em oy 4,17, tipico de hidrogénio ligado a carbono oxigenado que estd mais
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desprotegido com relacdo ao do substrato C em oJy 3,02, devido ao efeito de desprotecdo
induzido pela carbonila em C-3 (PAVIA et al., 2010).

A anélise do espectro de RMN *C-BB (75 MHz, CDCls) (Fig. 154, pag. 200) do
derivado C-4 permitiu observar o sinal em dc 166,20 (C-1"), associado a carbonila de éster,
conjugada com anel aromético. Além disso, no espectro de RMN *C-APT (75 MHz, CDCls)
(Fig. 155, pag. 201) observou-se a existéncia de sinais referentes a carbonos do anel
aromatico em dc 132,93 (C-5’), dc 131,05 (C-2’), em oc 129,75 (C-3’ ¢ C-7’), e em dc 128,47
(C-4’ ¢ C-6"). Os deslocamentos quimicos dos atomos de carbono do produto esterificado C-4
foram comparados com os dados do campesterol (C) através da analise dos espectros de RMN
(**C-BB e APT) e os dados encontram-se dispostos na Tabela 11 (pag. 207).

A analise dos dados espectroscépicos (IV, RMN *H e RMN *3C) permitiu
identificar o derivado C-4 como (38,20R,24R)-3-benzoxiergost-5-eno, cuja estrutura esta
mostrada na Figura 150.

Figura 150 — Estrutura quimica de (34,20R,24R)-3-benzoxiergost-5-eno (C-4)

Fonte: o préprio autor.
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Figura 151 — Espectro na regido do infravermelho (KBr) de (35,20R,24R)-3-benzoxiergost-5-

eno (C-4)
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Fonte: o proprio autor.

Figura 152 — Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCls) de (38,20R,24R)-3-benzoxiergost-5-

eno (C-4)

Fonte: o préprio autor.
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Figura 153 — Expanséo do espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCls) de (38,20R,24R)-3-
benzoxiergost-5-eno (C-4) na regido de 0,6 — 2,6 ppm
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Fonte: o préprio autor.



200

Figura 154 — Espectro de RMN **C-BB (75 MHz, CDCls) de (38,20R,24R)-3-benzoxiergost-
5-eno (C-4)
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Fonte: o préprio autor.
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Figura 155 — Espectro de RMN **C-APT (75 MHz, CDCls) de (34,20R,24R)-3-benzoxiergost-
5-eno (C-4)

|5
|

—-—aeay

’r

v ey vy — ¥ o —y
200 L 10 LR 100 150 40 10 120 1o 100 ° = Mo [ 80 40 » 0 10 o P

Fonte: o préprio autor.
6.5.5 Caracterizacao de (38,20R,24R)-3-succinoxiergost-5-eno (C-5)

O espectro de absor¢do na regido do infravermelho (I1V) (Fig. 157, pag. 203) do
derivado C-5 exibiu uma banda larga centrada em 3539 cm™, caracteristica de deformacio
axial de ligacdo O-H e duas bandas intensas em 1703 e em 1658 cm™ correspondestes &
deformacdo axial de carbonilas de &cido e de éster, respectivamente, além de uma banda em
1173 cm™ referente & ligacdo C—O (SILVERSTEIN; WEBSTER, 2007; PAVIA et al., 2010).

A anélise do espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCls) (Fig. 158 e 159, pag. 203
e 204, respectivamente) mostrou dois tripletos, um em Jy 2,68 (t, J = 5,6 Hz, 2H) e outro em
on 2,61 (t, J = 5,6 Hz, 2H), destacando um sistema isolado de spins (2H-2’ ¢ 2H-3’)
associados aos hidrogénios a a carbonila, bem como um sinal em Jy 4,62 (m, 1H),
relacionado ao hidrogénio H-3, ligado ao carbono carbindlico, agora mais desprotegido com
relacdo ao do substrato em oy 302 (PAVIA et al., 2010).

No espectro de RMN **C-BB (75 MHz, CDCls) (Fig. 160, pag. 205) foi observada
apenas a presenca de sinal em oc 171,90 (C-1) referente ao carbono da carbonila de éster,

entretanto, no espectro HMBC foi detectada a presenca de um sinal em oJc 178,82
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correspondente ao carbono carbonilico de &cido, como era esperado para o produto obtido.
Adicionalmente, no espectro de RMN **C-APT (Fig. 161, pag. 206) foi verificada a existéncia
de dois sinais, sendo um em dc 29,92 e o outro em dc 29,57 correspondentes aos carbonos
metilénicos C-3” ¢ C-2’, respectivamente. Vale ressaltar que o espectro bidimensional de
correlagdo heteronuclear *C x *H-HMBC (Fig 162, pag. 206) exibiu o croospeak entre 0s
hidrogénios metilénicos tripletos com o carbono carbonilico de acido em Jc 178,82 (C-4°).

A anélise dos dados de IV, RMN *H e RMN **C permitiram identificar o produto
acilado como sendo (34,20R,24R)-3-succinoxiergost-5-eno (C-5), cuja estrutura encontra-se
mostrada na Figura 156.

Figura 156 — Estrutura quimica de (34,20R,24R)-3-succinoxiergost-5-eno (C-5)

Fonte: o préprio autor.
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Figura 157 — Espectro na regido do infravermelho (KBr) de (34,20R,24R)-3-succinoxiergost-
5-eno (C-5)
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Fonte: o préprio autor.

Figura 158 — Espectro de RMN *H (300 MHz, CDCls) de (38,20R,24R)-3-succinoxiergost-5-
eno (C-5)
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Fonte: o proprio autor.
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Figura 159 — Expansdo do espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCls) de (38,20R,24R)-3-
succinoxiergost-5-eno (C-5) naregido de 0,6 —2,8 ppm
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Fonte: o préprio autor.
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Figura 160 — Espectro de RMN ™C-BB (75 MHz, CDCls) de (35,20R,24R)-3-
succinoxiergost-5-eno (C-5)
8 8

) ] E 3 wg;?gm DT ONOOD ™M MOr YN r"ONNONN
~ - o g N © .QNNW’.Q“!N.".Q". AT ROOAVTENARN- OO O
T T T I RR\‘“ \%‘.g\.f*‘\%@;}}}%&/
88 g 3 888252 82°r83LI2 o 2 RPUN3 8 2
28 8 ¢ 288588 QJYNYSSR[REN = n{e2t - o
5% 50 a5 :O k1) 30 -] ?'0 |V5 o;v\
O
3V
HO.
4 T
2'
O
0 170 10 150 40 130 120 110 10 9 8 0 60 % & 2 2™ 10 0 pem
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Figura 161 — Espectro de RMN **C-APT (75 MHz, CDCl;) de (38,20R,24R)-3-
succinoxiergost-5-eno (C-5)
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Figura 162 — Espectro de correlacdo heteronuclear por ligagdes multiplas **C x *H-HMBC de
(38,20R,24R)-3-succinoxiergost-5-eno (C-5)
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Fonte: o préprio autor.



Tabela 11 — Dados de RMN de **C do campesterol (C) e dos derivados C-1, C-2,

C-3,C-4eC-5
Derivados do campesterol

C Campesterol C-1 C-2 C-3 C-4 C-5
1 37,44 37,23 37,23 37,22 37,26 37,19
2 31,84 28,40 28,04 28,03 28,11 28,41
3 72,01 74,21 73,89 73,89 74,80 74,78
4 42,48 38,35 38,38 38,37 38,44 38,25
5 140,97 139,89 139,94 139,94 139,89 139,79
6 121,92 122,85 122,80 122,79 122,97 122,95
7 32,11 32,13 32,13 32,08 32,15 32,14
8 32,09 32,10 32,08 32,12 32,11 32,10
9 50,32 50,29 50,26 50,25 50,29 50,26
10 36,72 36,82 36,82 36,81 36,88 36,81
11 21,27 21,26 21,24 21,24 21,27 21,27
12 39,96 39,96 39,94 39,93 39,96 39,96
13 42,53 42,54 42,52 42,51 42,54 42,54
14 56,17 56,23 56,90 56,89 56,23 56,25
15 24,49 24,51 24,51 24,50 24,51 24,52
16 28,39 28,01 28,40 28,40 28,40 27,93
17 56,94 56,91 56,20 56,19 56,91 56,92
18 12,05 12,07 12,07 12,06 12,07 12,08
19 19,59 19,52 19,54 19,53 19,58 19,52
20 36,37 36,41 36,41 36,40 36,41 36,43
21 19,08 19,11 19,11 19,10 19,11 19,12
22 33,91 33,96 33,94 33,93 33,95 33,96
23 30,76 30,82 30,80 30,80 30,81 30,85
24 39,26 39,32 39,29 39,28 39,31 39,32
25 31,65 31,71 31,68 31,68 31,70 31,71
26 20,72 21,63 20,73 20,72 20,71 20,73
27 17,78 17,84 17,82 17,81 17,83 17,84
28 15,63 15,68 15,67 15,66 15,67 15,68
1’ 170,72 173,37 17354 166,20 171,90
2’ 20,72 36,80 34,89 131,09 29,57
3’ 18,76 31,561 129,74 29,92
4 13,86 24,96 12845 178,82
5’ 22,53 132,89 37,19
6’ 14,13 128,45

7 129,74

Fonte: o préprio autor.
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6.5.6 Caracterizacao de (34,20R,24R)-3-hexadecanoxiergost-5-eno (C-6)

No espectro de absorcéo na regido do infravermelho (1V) (Fig. 165, pag. 211) de
C-6 observou-se o0 surgimento das bandas de deformagdo axial de C=0 e Cg,3—O de éster em
1740 cm™ e 1177 cm™, respectivamente. Além disso, observou-se também uma banda de
absorcéo em 726 cm™, em virtude de uma oscilagdo dos grupos metilénicos em cadeias longas
(SILVERSTEIN; WEBSTER, 2007; PAVIA et al., 2010).

O espectro de massas (Fig. 166, pag. 211) do derivado acilado C-6, mostrou o ion
com m/z 382 (a) correspondente a eliminagdo de é&cido hexadecanoico, outro pico
correespondente ao fragmento com m/z 255 (b) referente a saida da cadeia lateral em C-17.
Foi ainda observado pico correspondente ao fragmento com m/z 213 (d) associado a ruptura
do anel D com posterior perda de radical metila a partir do ion com m/z 228 (c) (Fig. 163).

Figura 163 — Esquema mostrando as principais fragmentacdes de (34,20R,24R)-3-
hexadecanoxiergost-5-eno (C-6)
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Fonte: o préprio autor.

O espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCls) (Fig. 167, pag. 212) mostrou um
sinal em oy 4,61 (m, 1H), relacionado ao hidrogénio H-3 ligado ao carbono carbindlico que se
encontra mais desprotegido com relacdo ao do substrato em Jy 3,02 (PAVIA et al., 2010).

Portanto, o deslocamento do H-3 também pode ser um indicativo da formacdo do produto
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esterificado. Vale salientar, que o espectro de RMN *H (Fig. 168, pag. 212) do derivado C-6
exibiu ainda varios sinais na regido entre oy 0,6 a 2,5 ppm.

A anélise comparativa dos espectros de RMN **C-BB (75 MHz, CDCls) (Fig.
169, pag. 213) e RMN C-APT (Fig. 170, pag. 214) revelou a presenca de sinal em ¢ 173,52
referente ao carbono carbonilico de éster e, ainda, dos sinais entre dc 29,91 a 29,33
correspondentes aos carbonos metilénicos (C-3” a C-13”) do grupo hexadecanoila. Na Tabela
12 (péag. 210) sdo mostrados os deslocamentos quimicos dos atomos de carbono do derivado
acilado C-6, cuja estrutura esta apresentada na Figura 164.

Figura 164 — Estrutura quimica de (38,20R,24R)-3-hexadecanoxiergost-5-eno (C-6)
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Fonte: o préprio autor.
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Tabela 12 — Dados de RMN de **C do campesterol (C) e do derivado C-6
Derivado do campesterol

C Campesterol C-6
1 37,44 37,24
2 31,84 28,05
3 72,01 73,89
4 42,48 38,40
5 140,97 139,96
6 121,92 122,79
7 32,11 32,15
8 32,09 32,15
9 50,32 50,28
10 36,72 36,83
11 21,27 21,26
12 39,96 39,96
13 42,53 42,53
14 56,17 56,92
15 24,49 24,51
16 28,39 28,41
17 56,94 56,92
18 12,05 12,07
19 19,59 19,54
20 36,37 36,42
21 19,08 19,11
22 33,91 33,95
23 30,76 30,82
24 39,26 39,31
25 31,65 31,70
26 20,72 20,72
27 17,78 17,83
28 15,63 15,67
1 173,52
2’ 34,95
3’-13 29,91-29,33
14° 25,29
15° 22,91
16° 14,32

Fonte: o prdprio autor.
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Espectro na regido do infravermelho (KBr) de (34,20R,24R)-3-
hexadecanoxiergost-5-eno (C-6)
60 -
55 \
50 4
o~ 726
X 454
.8
Q
@ 40 -
: >
2 3. H 1463
=
30 - 1177
— 2848
N\ 1740
20 914
1 1 = Ll s 1 1 ] - L}
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (ecm™)

Fonte: o proprio autor.

Figura 166 — Espectro de massas CG-EM de (35,20R,24R)-3-hexadecanoxiergost-5-eno (C-6)
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Fonte: o préprio autor.
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Figura 167 - Espectro de RMN H (300 MHz, CDCIl3) de (38,20R,24R)-3-
hexadecanoxiergost-5-eno (C-6)
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Figura 168 — Expansdo do espectro de RMN *H (300 MHz, CDCls) de (38,20R,24R)-3-

hexadecanoxiergost-5-eno (C-6) na regido de 0,6 — 2,4 ppm
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Fonte: o proprio autor.
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Figura 169 — Espectro de RMN ™C-BB (75 MHz, CDCls) de (35,20R,24R)-3-

hexadecanoxiergost-5-eno (C-6)
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Fonte: o préprio autor.
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Figura 170 — Espectro de RMN **C-APT (75 MHz, CDCl;) de (38,20R,24R)-3-
hexadecanoxiergost-5-eno (C-6)
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6.5.7 Caracterizacao de (38,20R,24R)-(3)-4-fluorobenzoxiergost-5-eno (C-7)

O espectro de absorcéo na regido do infravermelho (1V) (Fig. 173, pag. 217) de
C-7, mostrou banda de absorcdo em 1715 cm™ atribuida & deformacéo axial de carbonila de
éster conjugada com anel aroméatico e banda em 1462 cm™ correspondente & deformacéo axial
de ligagdo C=C em compostos aromaticos, além de bandas em 767 cm™ e 1110 cm™
relacionadas a deformacéo angular de Cs—H de compostos aromaticos p-substituidos e
deformacéo axial de Cspo—F conjugada, respectivamente (SILVERSTEIN; WEBSTER, 2007,
PAVIA et al., 2010).

O espectro de massas de C-7 (Fig. 174, pag. 217) apresentou 0 pico com m/z 382
(a), referente a eliminacdo de acido p-fluorobenzoico, bem como picos correspondentes a
perda de radical alcoxila com m/z 123 (e) e deste ion com m/z 123, seguida da eliminacéo de
CO com m/z 95 (f), assim como saida da cadeia lateral em C-17 com m/z 255 (b). Outros
picos comuns de esteroides também foram observados: m/z 228 (c) atribuido a ruptura do anel
D e posterior saida de radical metila com m/z 213 (d), conforme sumarizado na Figura 171
(pag. 215).
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Figura 171 — Esquema mostrando as principais fragmentagdes de (34,20R,24R)-(3)-4-

fluorobenzoxiergost-5-eno (C-7)
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Fonte: o préprio autor.

O espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCls) (Fig. 175 e 176, péag. 218) indicou
como principal diferenca em relagdo ao correspondente espectro do campesterol (C), a
presenca de tripleto em oy 7,10 (t, J = 8,6 Hz, 2H) correspondentes aos hidrogénios H-4' e H-
6' e um duplo dupleto em 6y 8,0 (dd, J = 8,5 e 2,6 Hz, 2H) associados aos hidrogénios H-3' e
H-7' ligados aos carbonos do anel aromatico. Vale salientar que a formacdo do produto
esterificado também pode ser confirmada através do deslocamento do sinal em oy 4,84
atribuido ao hidrogénio H-3 ligado ao carbono carbindlico que esta mais desprotegido com
relacdo ao do substrato C em dy 3,02 (PAVIA et al., 2010).

A anélise do espectro de RMN 2 C-BB (75 MHz, CDCls) (Fig. 177, pag. 219)
revelou a presenca de um sinal em dc 165,24 atribuido a carbonila de éster conjugada com
anel aromatico. O espectro RMN *C-APT (Fig. 178, pag. 220) exibiu ainda sinais referentes
aos carbonos do anel aromatico: em Jc 132,33 (C-3’ e C-7°), em dc 132,20 (C-4’ ¢ C-6"), em
oc 127,32 (C-2’) e em oc 167,59 (C-5"), sendo este ultimo sinal referente ao carbono ligado ao
fldor. Conforme citado anteriormente, vale ressaltar que compostos organicos contendo um

atomo de flior ligado a um atomo de carbono-13, um acoplamento heteronuclear *C—°F sera



216

observado mesmo quando o desacoplamento de protons estiver ligado (prétons, porém néo
nacleos de fluor, sdo desacoplados). Sendo assim, a utilizacdo da regra do n+1 determina a
aparéncia do padrao (PAVIA et al., 2010).

Os deslocamentos quimicos dos atomos de carbono do produto acilado C-7 foram
comparados com os dados do campesterol (C) através da analise dos espectros de RMN (**C-
BB e APT) e os dados encontram-se apresentados na Tabela 13 (péag. 250).

A anélise dos dados de IV, RMN *H e RMN **C permitiram identificar o produto
acilado como (34,20R,24R)-(3)-4-fluorobenzoxiergost-5-eno (C-7), cuja estrutura encontra-se

apresentada na Figura 172,

Figura 172 — Estrutura quimica de (34,20R,24R)-(3)-4-fluorobenzoxiergost-5-eno (C-7)

Fonte: o préprio autor.



Figura 173 — Espectro na regido do

fluorobenzoxiergost-5-eno (C-7)
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Figura 174 — Espectro de massas CG-EM de (34,20R,24R)-(3)-4-fluorobenzoxiergost-5-eno
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Fonte: o préprio autor.
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Figura 175 — Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCl5) de (38,20R,24R)-(3)-4-
fluorobenzoxiergost-5-eno (C-7)
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Fonte: o préprio autor.

Figura 176 — Expansdo do espectro de RMN *H (300 MHz, CDCls) de (34,20R,24R)-(3)-4-
fluorobenzoxiergost-5-eno (C-7) na regido de 0,6 — 2,6 ppm
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Fonte: o préprio autor.
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Figura 177 — Espectro de RMN “C-BB (75 MHz, CDCl;) de (38,20R,24R)-(3)-4-
fluorobenzoxiergost-5-eno (C-7)
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Figura 178 — Espectro de RMN '*C-APT (75 MHz, CDCls;) de (38,20R,24R)-(3)-4-
fluorobenzoxiergost-5-eno (C-7)

2 ® REN
83 g BHK

\/

B S S T T S T T
180 1 ALY 180 140 120 20 e 100 wo L] 7o o0 a0 “0 0 S0 e o PR

Fonte: o préprio autor.

6.5.8 Caracterizacao de (38,20R,24R)-(3)-4-clorobenzoxiergost-5-eno (C-8)

O espectro de absor¢do na regido do infravermelho (I1V) (Fig. 181, pag. 222) do
derivado C-8 exibiu banda de absorcdo em 1717 cm™ relacionada & deformacéo axial de
carbonila de éster conjugada com anel aromatico e uma banda em 1465 cm™ associada &
deformacdo axial em C=C de compostos aromaticos. Outras bandas de absorcdo tambéem
foram observadas, sendo uma em 1117 cm™ correspondente & deformacdo axial de Csp2—Cl
conjugada, e outra em 760 cm™ referente a deformacdo angular de Cspo—H de compostos
aromaticos p-substituidos (SILVERSTEIN; WEBSTER, 2007; PAVIA et al., 2010).

No espectro de massas de C-8 (Fig. 182, pag. 223) observou-se 0 pico com m/z
382 (a) correspondente a eliminacdo de &cido p-clorobenzoico, além dos fragmentos com m/z
255 (b), m/z 139 (e) e m/z 111 (f) referentes a perda da cadeia lateral em C-17, eliminacdo de
radical alcoxila e saida de CO, respectivamente. Adicionalmente, foram observados os ions
com m/z 228 (c) e m/z 213 (d) associados a ruptura do anel D, seguida de perda de radical

metila, conforme sumarizados na Figura 179 (pag. 221).
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Figura 179 — Esquema mostrando as principais fragmentagdes de (34,20R,24R)-(3)-4-
clorobenzoxiergost-5-eno (C-8)

N
m/z 255 (b)

Q i (0}
N m/z 382 (a)

H
O
m/z 538 OH g

Jo L
#/ o

/@/ /@ m/z 228 (¢) m/z 213 (d)

m/z 139 (e) m/z 111 (f)

Isétopo *3Cl Is6topo >°Cl

Fonte: o préprio autor.

O espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCls) (Fig. 183 e 184, péag. 223, 224,
respectivamente) mostrou como principal diferenca em relacdo ao correspondente espectro do
campesterol (C), a existéncia de dois dupletos, um em oy 7,98 (d, J = 8,5 Hz, 2H)
correspondentes aos hidrogénios H-3' e H-7' e outro em 6y 7,41 (d, J = 8,5 Hz, 2H) atribuidos
aos hidrogénios H-4’ e H-6 do anel aromatico. Observou-se também o deslocamento do sinal
referente ao H-3 do derivado esterificado C-8 em dy 4,85 que se encontra mais desprotegido
em relacdo ao do correspondente sinal no espectro do substrato C em dy 3,02 (PAVIA et al.,
2010).

Através da analise comparativa entre os espectros de RMN **C-BB (75 MHz,
CDCls) (Fig. 185, pag. 225) e RMN *C-APT (Fig. 186, pag. 226) do produto esterificado C-8
foi possivel observar surgimento de sinal em dc 164,31 associado a carbono carbonilico de
grupo éster, além de sinais relacionados aos carbonos aromaticos: em dc 150,67 (C-5"), em dc
130,88 (C-3’ ¢ C-7°), ¢ em oc 123,67 (C-4’ e C-6'). Outras absor¢Ges compativeis com o
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esqueleto do esteroide também foram observadas e encontram-se dispostas na Tabela 13 (pag.
250).

A anélise dos dados de IV, RMN *H e RMN *C de C-8 possibilitou identificar o
derivado esterificado como (34,20R,24R)-(3)-4-clorobenzoxiergost-5-eno, cuja estrutura
encontra-se apresentada na Figura 180.

Figura 180 — Estrutura quimica de (38,20R,24R)-(3)-4-clorobenzoxiergost-5-eno (C-8)

Fonte: o préprio autor.

Figura 181 — Espectro na regido do infravermelho (KBr) de (34,20R,24R)-(3)-4-
clorobenzoxiergost-5-eno (C-8)

75
70
65 - W

1465

2868

50-' \
| 2940 760

45 / 1117
I 1717

Transmitancia (%)
&
1

40 -
1275

e e e e T e
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (cm™?)

Fonte: o préprio autor.
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Figura 182 — Espectro de massas CG-EM de (34,20R,24R)-(3)-4-clorobenzoxiergost-5-eno
(C-8)
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Fonte: o proprio autor.

Figura 183 — Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCls) de (38,20R,24R)-(3)-4-
cIorobenzoxiergost-S-eno (C-8)
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Fonte: o préprio autor.



224

Figura 184 — Expansdo do espectro de RMN *H (300 MHz, CDCls) de (38,20R,24R)-(3)-4-
clorobenzoxiergost-5-eno (C-8) na regido de 0,6 — 2,6 ppm
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Figura 185 — Espectro de RMN “C-BB (75 MHz, CDCl;) de (38,20R,24R)-(3)-4-

clorobenzoxiergost-5-eno (C-8)
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Fonte: o préprio autor.
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Figura 186 — Espectro de RMN '*C-APT (75 MHz, CDCls) de (38,20R,24R)-(3)-4-
clorobenzoxiergost-5-eno (C-8)
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Fonte: o préprio autor.

6.5.9 Caracterizacao de (38,20R,24R)-(3)-4-bromobenzoxiergost-5-eno (C-9)

No espectro de absorcéo na regido do infravermelho (1V) (Fig. 189, pag. 228) de
C-9 observou-se o surgimento da banda de deformacédo axial de C=0 conjugada com anel
aromético em 1708 cm™. Adicionalmente, foram observadas duas bandas de absorcéo, sendo
uma em 1116 cm™ caracteristica de deformacdo axial de Cspo—Br conjugada e a outra em 760
cm™ atribuida & deformacao angular de Cspo—H de compostos aromaticos p-substituidos, além
da banda de absorcdo em 1277 cm™ relacionada a deformacéo axial de Csp3—O de ester
(SILVERSTEIN; WEBSTER, 2007; PAVIA et al., 2010).

O espectro de massas (Fig. 190, pag. 229) do derivado acilado C-9 mostrou o ion
com m/z 382 (a) atribuido a eliminacdo de acido p-bromobenzoico, aléem de ions com m/z 185
(e) e m/iz 157 (f) referentes a saida de radical alcoxila, seguida de perda de CO,
respectivamente. Foram observados, ainda, picos correspondentes a ruptura do anel D e

eliminacdo de radical metila com m/z 213 (c) conforme mostrado na Figura 187 (pag. 227).
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Figura 187 — Esquema mostrando as principais fragmentagdes de (34,20R,24R)-(3)-4-
bromobenzoxiergost-5-eno (C-9)
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Fonte: o préprio autor.

No espectro de RMN *H (300 MHz, CDCls) (Fig. 191 e 192, pag. 229 e 230,
respectivamente) do derivado C-9 foi detectada a presenca de dois dupletos: um em Jy 7,9 (d,
J = 8,5 Hz, 2H) e outro em 64 7,5 (d, J = 8,5 Hz, 2H), correspondentes aos sinais dos
hidrogénios do anel aromatico H-3/H-7' e H-4’/H-6’, respectivamente. Além disso, foi
observada a existéncia de um multipleto em 6y 4,85 (m, 1H) caracteristico de hidrogénio H-3
ligado ao carbono carbindlico que estd mais desprotegido em relacdo ao do correspondente
sinal no espectro do campesterol (C) em Jy 3,02, devido efeito de desprotecédo induzido pela
carbonila do grupo éster ligado ao C-3 (PAVIA et al., 2010).

A anélise do espectro de RMN ** C-BB (75 MHz, CDCls) (Fig. 193, pag. 231)
revelou a existéncia de sinais referentes aos carbonos do anel aromético: em dc 128,00 (C-5’),
em oc 131,81 (C-3’ e C-7’), e em oc 131,31 (C-4’ e C-6"). Observou-se também um sinal em
oc 165,46, atribuido ao carbono da carbonila do éster conjugada com anel aromatico. A
analise comparativa entre os espectros de RMN **C-BB e RMN *C-APT (Fig. 194, pag. 232)
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permitiu a identificacdo dos sinais dos &tomos de carbono do derivado acilado C-9 (Fig. 188)
e 0s dados encontram-se dispostos na Tabela 13 (pag. 250).

Figura 188 — Estrutura quimica de (38,20R,24R)-(3)-4-bromobenzoxiergost-5-eno (C-9)

Fonte: o prdprio autor.

Figura 189 — Espectro na regido do infravermelho (KBr) de (34,20R,24R)-(3)-4-
bromobenzoxiergost-5-eno (C-9)
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Figura 190 — Espectro de massas CG-EM de (34,20R,24R)-(3)-4-bromobenzoxiergost-5-eno
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Fonte: o proprio autor.

Figura 191 — Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCls) de (38,20R,24R)-(3)-4-
bromobenzoxiergost-5-eno (C-9)
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Fonte: o préprio autor.
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Figura 192 — Expansdo do espectro de RMN *H (300 MHz, CDCls) de (33,20R,24R)-(3)-4-
bromobenzoxiergost-S-eno (C-9) na regiéo de 0,6 -2,6 ppm
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Fonte: o préprio autor.
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Figura 193 — Espectro de RMN “C-BB (75 MHz, CDCl;) de (38,20R,24R)-(3)-4-
bromobenzoxiergost-5-eno (C-9)
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Fonte: o préprio autor.



232

Figura 194 — Espectro de RMN '*C-APT (75 MHz, CDCls;) de (38,20R,24R)-(3)-4-
bromobenzoxiergost-5-eno (C-9)
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Fonte: o proprio autor.

6.5.10 Caracterizacdo de (38,20R,24R)-(3)-4-nitrobenzoxiergost-5-eno (C-10)

No espectro de absorcéo na regido do infravermelho (1V) (Fig. 197, pag. 234) de
C-10 observou-se o aparecimento da banda de absorcdo em 1716 cm™ caracteristica de
deformacdo axial de C=0 de éster. Adicionalmente, foram observadas duas bandas de
absorcdo relacionadas ao grupo nitro ligado ao anel aromatico, sendo uma em 1524 cm™ e
outra em 1351 cm™, em virtude da conjugacdo do grupo nitro com anel aromatico essas
bandas apresentam-se em frequéncias mais baixas. Além disso, foi observada banda em 717
cm™® referente & deformacdo angular de Cspo—H de compostos aromaticos p-substituidos
(SILVERSTEIN; WEBSTER, 2007; PAVIA et al., 2010).

O espectro de massas (Fig. 198, p. 235) de C-10 exibiu os ions com m/z 503 (a)
correspondente a perda de radical NO,; com m/z 365 (b) relacionado a eliminacéo de acido p-
nitrobenzoico e com m/z 255 (c) correspondente a perda da cadeia lateral CoHi9 em C-17,
além dos ions correspondentes a ruptura do anel D com m/z 228 (d), seguida de perda de

radical metila com m/z 213 (e). O espectro de massas mostrou também picos com m/z 150 (f)
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e m/z 122 (e), referentes a saida de radical alcoxila e eliminagdo de CO, respectivamente (Fig.
195).

Figura 195 — Esquema mostrando as principais fragmentacdes de (34,20R,24R)-(3)-4-
nitrobenzoxiergost-5-eno (C-10)
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Fonte: o préprio autor.

O espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCls) (Fig. 199 e 200, pag. 235 e 236,
respectivamente) apresentou dois dupletos, um em oy 8,28 (d, J = 8,8 Hz, 2H) referente aos
hidrogénios H-3’ e H-7' e outro em oy 8,21 (d, J = 8,8 Hz, 2H) relacionados aos hidrogénios
H-4' e H-6' do anel aromatico, respectivamente. A formacdo do derivado esterificado também
pode ser confirmada através deslocamento do sinal em dy 4,90 correspondente ao hidrogénio
H-3 mais desprotegido com relacdo ao do substrato C (PAVIA et al., 2010).

Os espectros de RMN ** C-BB (75 MHz, CDCls) (Fig. 201, pag. 237) e RMN **
C-APT (Fig. 202, pag. 238) revelaram a presenca de sinais atribuidos a carbonos de anel
aromatico: em oc 150,67 (C-5’), em Jc 130,87 (C-3’ ¢ C-7°) e em oJc 123,66, (C-4’ e C-6),
além do sinal em dc 164,28 referente a carbonila de éster conjugada. Vale salientar que outras

absor¢Bes compativeis com o esqueleto do derivado C-10 também foram observadas,
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indicando a formacgdo do produto esterificado e encontram-se apresentados na Tabela 13 (pag.
250).

A analise dos dados espectroscépicos de IV, RMN 'H e RMN **C confirmou a
estrutura do derivado C-10 como (35,20R,24R)-(3)-4-nitrobenzoxiergost-5-eno (Fig. 196).

Figura 196 — Estrutura quimica de (38,20R,24R)-(3)-4-nitrobenzoxiergost-5-eno (C-10)

Fonte: o prdprio autor.

Figura 197 — Espectro na regido do infravermelho (KBr) de (364,20R,24R)-(3)-4-
nitrobenzoxiergost-5-eno (C-10)
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Fonte: o préprio autor.
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Figura 198 — Espectro de massas CG-EM de (35,20R,24R)-(3)-4-nitrobenzoxiergost-5-eno
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Fonte: o proprio autor.

Figura 199 — Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCls) de (38,20R,24R)-(3)-4-

nitrobenzoxiergost-S-eno (C 10)
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Fonte: o préprio autor.
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Figura 200 — Expansdo do espectro de RMN *H (300 MHz, CDCls) de (33,20R,24R)-(3)-4-
nitrobenzoxiergost-5-eno (C-10) na regido de 0,6 — 2,6 ppm
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Fonte: o préprio autor.
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Figura 201 — Espectro de RMN “C-BB (75 MHz, CDCl;) de (38,20R,24R)-(3)-4-
nitrobenzoxiergost-5-eno (C-10)
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Fonte: o préprio autor.
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Figura 202 — Espectro de RMN '*C-APT (75 MHz, CDCls;) de (38,20R,24R)-(3)-4-

Fonte: o préprio autor.
6.5.11 Caracterizacao de (34,20R,24R)-3-formiloxiergost-5-eno (C-11)

Através da analise do espectro de absorcéo na regido do infravermelho (1V) (Fig.
205, pag. 240) de C-11, observou-se 0 aparecimento de bandas de absorcdo em 1714 cm™ e
em 1207 cm™ referentes a deformacdo axial de C=O e Cy3-O, respectivamente
(SILVERSTEIN; WEBSTER, 2007; PAVIA et al., 2010). Vale salientar que o aparecimento
destas bandas de absorcao podem ser indicativos da ocorréncia da reacdo de acilacao.

O espectro de massas (Fig. 206, pag. 241) do derivado acilado C-11 apresentou o
pico com m/z 382 (a) referente a eliminagdo de acido férmico, fragmento com m/z 255 (b)
correspondente a saida da cadeia lateral em C-17 e a ruptura do anel D com m/z 228 (c),
seguida de perda de radical metila com m/z 213 (d), conforme apresentado na Figura 203
(pag. 239).
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Figura 203 - Esquema mostrando as principais fragmentacdes de (34,20R,24R)-3-
formiloxiergost-5-eno (C-11)
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Fonte: o préprio autor.

O espectro de RMN *H (300 MHz, CDCls) (Fig. 207 e 208, pag. 241 e 242,
respectivamente) de C-11 confirmou através do sinal dy 8,04 (s, 1H) a existéncia de
hidrogénio de grupo formila. Observou-se também a presenca de um multipleto em oy 4,75
referente ao hidrogénio H-3 ligado ao carbono carbindlico que estd mais desprotegido com
relacdo ao do substrato C, devido ao efeito de desprotecdo induzido pela carbonila em C-3
(PAVIA et al., 2010).

No espectro de RMN **C-BB (75 MHz, CDCls) (Fig. 209, pag. 243) observou-se
a presenca do sinal em o¢c 160,86, referente a carbonila do grupo formiato (VALKONEN et
al., 2008). Outras absor¢des compativeis com o esqueleto do derivado acilado C-11 também
foram observadas através da analise do espectro de RMN C-APT (Fig. 210, pag. 244) e
encontram-se apresentados na Tabela 13 (pag. 250).

A reunido dos dados espectroscopicos de IV, RMN 'H e RMN **C permitiu
identificar o produto acilado C-11 como sendo (35,20R,24R)-3-formiloxiergost-5-eno, cuja

estrutura encontra-se mostrada na Figura 204 (pag. 240).



Figura 204 — Estrutura quimica de (34,20R,24R)-3-formiloxiergost-5-eno (C-11)

Fonte: o prdprio autor.
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Figura 205 — Espectro na regido do infravermelho (KBr) de (34,20R,24R)-3-formiloxiergost-
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Fonte: o préprio autor.
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Figura 206 — Espectro de massas CG-EM de (34,20R,24R)-3-formiloxiergost-5-eno (C-11)
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Fonte: o proprio autor.

Figura 207 — Espectro de RMN *H (300 MHz, CDCls) de (38,20R,24R)-3-formiloxiergost-5-
eno (C-11)
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Figura 208 — Expansdo do espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCls) de (38,20R,24R)-3-
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Fonte: o proprio autor.
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Figura 209 — Espectro de RMN **C-BB (75 MHz, CDCls) de (33,20R,24R)-3-formiloxiergost-
5-eno (C-11)
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Fonte: o préprio autor.
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Figura 210 — Espectro de RMN **C-APT (75 MHz, CDCl;) de (38,20R,24R)-3-
formiloxiergost-5-eno (C-11)
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Fonte: o préprio autor.
6.5.12 Caracterizacao de (34,20R,24R)-ergostan-3-ol (C-12)

O espectro de absorcéo na regido do infravermelho (Fig. 212, pag. 246) de C-12
exibiu uma banda de absorcdo em torno de 3397 cm™ relacionada & deformacio axial de
ligacdo O-H, evidenciando a presenca de hidroxila. Adicionalmente, foram observadas
bandas em 1465 cm™ e 1376 cm™, correspondentes & deformacdo angular simétrica no plano
para CH, e CHj respectivamente, além de uma absorcio em 1043 cm™ relacionada a
deformacdo axial de ligagdo Cs3—O (SILVERSTEIN; WEBSTER, 2007; PAVIA et al.,
2010).

A anélise do espectro de RMN *H (300 MHz, CDCls) (Fig. 213, pag. 246) revelou
a presenca de um multipleto em Jy 3,60 (m, 1H) referente ao hidrogénio ligado ao carbono
oxigenado. Na regido entre dy 0,5 a 2,1 ppm, 0 espectro de RMN *H (Fig. 214, pag. 247) do
derivado C-12 se mostrou semelhante ao espectro do substrato C. Vale ressaltar que o
espectro ndo apresentou sinais na regido de hidrogénios ligados a carbonos olefinicos,

confirmando, desta forma, a reacdo de hidrogenacao.
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O espectro de RMN de *C-BB (75 MHz, CDCls) (Fig. 215, pag. 248) de C-12
apresentou como principal diferenga em relagéo ao correspondente espectro do substrato C, o
deslocamento dos sinais referentes aos carbonos C-5 (dc 54,59) e C-6 (oc 32,31) que
apresentam-se mais protegidos em relagdo aos dos correspondentes sinais no espectro do
campesterol (C): C-5 (dc 140,97) e C-6 (dc 121,95). A andlise comparativa destes dados com
o espectro de RMN de *C-APT (75 MHz, CDCls) (Fig. 216, pag. 249) possibilitou a
atribuicdo dos sinais dos carbonos do derivado C-12. Vale salientar que através dos dados
obtidos pela analise do espectro de correlagdo homonuclear H' x H' - NOESY ndo foi
possivel definir a estereoquimica do hidrogénio H-5 e nem a configuracdo relativa do atomo
de carbono C-5. Na Tabela 13 (pag. 250) sdo mostrados os deslocamentos quimicos dos
atomos de carbono do derivado hidrogenado C-12, cuja estrutura encontra-se disposta na
Figura 211.

Figura 211 — Estrutura quimica de (34,20R,24R)- ergostan-3-ol (C-12)

Fonte: o préprio autor.
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Figura 212 — Espectro na regido do infravermelho (KBr) de (34,20R,24R)-ergostan-3-ol
(C-12)
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Figura 214 — Expansdo do espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCls) de (34,20R,24R)-
ergostan-3-ol (C-12) na regido de 0,5 —2,1 ppm
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Figura 215 — Espectro de RMN *C-BB (75 MHz, CDCl;) de (38,20R,24R)-ergostan-3-ol
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Figura 216 — Espectro de RMN C-APT (75 MHz, CDCls) de (33,20R,24R)-ergostan-3-ol
(C-12)
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Fonte: o proprio autor.



250

Tabela 13 — Dados de RMN de *3C do campesterol (C) e dos derivados C-7, C-8, C-9, C-10,

C-11eC-12
Derivados do campesterol

C Campesterol C-7 C-8 C-9 C-10 C-11 C-12
1 37,44 37,25 37,25 37,23 37,19 37,14 37,23
2 31,84 28,11 28,09 28,08 28,03 28,40 31,75
3 72,01 74,99 75,15 75,17 70,02 74,19 71,60
4 42,48 38,43 38,41 38,39 38,32 38,29 40,25
5 140,97 139,79 139,76 139,73 139,47 139,52 54,59
6 121,92 123,08 123,12 126,13 123,40 12322 32,31
7 32,11 32,16 32,16 32,15 32,15 32,11 28,96
8 32,09 32,11 32,12 32,10 32,09 32,06 36,41
9 50,32 50,28 50,29 50,27 50,27 50,24 45,09
10 36,72 36,42 36,88 36,87 36,86 36,41 35,68
11 21,27 21,28 21,29 21,28 21,28 21,25 21,47
12 39,96 39,95 39,96 39,95 39,93 39,92 38,44
13 42,53 42,54 42,55 42,54 42,54 42,52 42,87
14 56,17 56,22 56,23 56,22 56,22 56,19 56,35
15 24,49 24,52 24,52 24,52 24,51 24,50 24,44
16 28,39 28,41 28,41 28,41 28,40 27,99 28,42
17 56,94 56,91 56,92 56,91 56,90 56,89 56,71
18 12,05 12,08 12,09 12,08 12,08 12,08 12,28
19 19,59 19,58 19,58 19,58 19,57 19,51 12,53
20 36,37 36,42 36,42 36,42 36,41 36,41 3574
21 19,08 19,12 19,13 19,12 19,12 19,11 19,06
22 33,91 33,95 3396 3395 3394 33,93 33,92
23 30,76 30,82 30,83 30,82 30,81 30,80 30,80
24 39,26 39,41 39,32 39,30 39,30 39,29 39,29
25 31,65 31,70 31,71 31,70 31,70 31,68 31,68
26 20,72 20,73 20,73 20,74 20,73 20,74 20,72
27 17,78 17,83 17,84 17,83 17,83 17,82 17,81
28 15,63 15,67 15,68 15,68 15,67 15,67 15,66
1’ 165,24 165,34 16546 164,28 160,86

2’ 127,32 129,54 129,97 136,45

3’ 132,79 131,17 131,81 130,87

4 132,20 128,81 131,31 123,66

5’ 164,19 139,36 128,00 150,67

6’ 132,20 128,81 131,31 123,66

7’ 132,79 131,17 131,81 130,87

Fonte: o préprio autor.
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6.6 Ensaios de atividades bioldgicas

6.6.1 Avaliacdo da atividade larvicida do campesterol (C) e dos seus derivados

semissintéticos sobre Aedes aegypti

Nos bioensaios com larvas de Aedes aegypti, campesterol (C) e os derivados
semissintéticos foram testados em diferentes concentracfes (500, 250, 100, 50 e¢ 25 pg/mL) e
apresentaram valores de CLsp acima de 100 pg/mL. De acordo com a literatura, amostras que
apresentam valores de CLso menores que 100 pg/mL sdo considerados bons agentes larvicidas
apenas (CHENG et al., 2003), portanto, os resultados obtidos neste teste ndo foram
satisfatorios. Vale ressaltar que estes bioensaios tiveram como controle positivo, Temephos®

(Fig. 217), um inseticida organofosforado que tem valor de CLso igual a 1,4 £ 0,20 pug/mL.

Figura 217 — Estrutura quimica do Temephos®
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Fonte: o préprio autor.
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6.6.2 Avaliacdo da atividade citotdxica in vitro do fucosterol (F), campesterol (C) e dos seus

derivados semissintéticos sobre linhagens de células tumorais humanas

Fucosterol (F), campesterol (C) e os derivados (F-1 a F-12; C-1 a C-12) foram
avaliados quanto a citotoxidade sobre as linhagens de células tumorais humanas MCF-
7 (carcinoma de mama), HL-60 (leucemia promielocitica) e HCT-116 (cancer colorretal).
Utilizou-se 0 método do MTT, baseada na conversdao 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. A doxorrubicina foi
utilizada como controle positivo (MOSSMAN, 1983).

Uma escala de intensidade foi utilizada para avaliar o potencial citotoxico das
amostras testadas. De acordo com a variacdo da inibicdo de crescimento celular, em
concentracdo Unica, as amostras foram classificadas da seguinte forma: Sem atividade, com

pouca atividade (variacdo de 1 a 50%), com atividade moderada (variacdo de 50 a 75%) e
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com muita atividade (variagdo de 75 a 100%) (GALLO et al., 2007). Os valores de Clsy das
amostras avaliadas ndo foram calculados, pois as mesmas apresentaram crescimento de

inibicdo celular inferiores a 75% (Tabela 14).

Tabela 14 — Percentual de inibi¢cdo em concentragdo Unica (25 pg/mL) do crescimento celular
das amostras em trés linhagens tumorais e seu desvio padrdo da média (SD)
Inibicéo (%0)

Amostras MCF-7 (SD)+ HCT-116 (SD)+ HL-60 (SD)+
Fucosterol (F) 17,6 1,0 17,5 0,60 30,0 1,0
F-1 0 0 21,8 1,1 23,3 0
F-2 22,0 0,5 0 0 9,0 1,0
F-3 13,2 1,9 13,2 0,3 33,4 0,3
F-4 27,0 0,1 0 0 22,4 0,2
F-5 26,3 0,1 26,8 1,1 19,0 3,9
F-6 0 0 2,79 0,37 0 0
F-7 15,58 1,01 0 0 0 0
F-8 0 0 0 0 0 0
F-9 0 0 4,69 0,36 0 0
F-10 0 0 7,08 0,61 0 0
F-11 0 0 0,62 0 0 0
F-12 0 0 2,76 0,20 0 0
Campesterol (C) 14,7 1,5 0 0 18,0 0,3
C-1 32,3 0,2 0 0 5,0 0
C-2 0 0 4,15 0,3 0 0
C-3 6,29 0,74 0 0 0 0
C-4 17,07 2,71 0,66 0,19 0 0
C-5 21,19 0,63 17,64 2,15 0,27 0,06
C-6 0 0 3,25 0,40 0 0
C-7 1,04 0,18 14,73 0,27 0 0
C-8 22,80 2,47 11,05 2,52 0 0
C-9 23,66 2,10 8,87 3,97 0 0
C-10 7,01 0,69 29,7 2,11 0 0
C-11 0 0 0,57 0 0 0
C-12 0 0 14,34 0,98 0 0
Doxorrubicina* 55,36 1,76 84,49 10,22 80,68 12,98
(Img/mL)

Fonte: o préprio autor.
*Controle positivo
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Embora fucosterol (F) e seus derivados ndo tenham apresentado atividade
citotoxica sobre as linhagens de células tumorais humanas MCF-7 (carcinoma de mama), HL-
60 (leucemia promielocitica) e HCT-116 (cancer colorretal). Existem relatos na literatura
sobre a atividade citotoxica do fucosterol (F) sobre outras linhagens de células cancerigenas,
dentre elas podem ser destacadas as linhagens celulares T47D (carcinoma ductal de mama) e
HT29 (carcinoma do c6lon) com valores de Clsp iguais a 27,94 £ 9,3 pg/ml ¢ 70,41 + 7,5
ug/mL, respectivamente (KHANAVI et al., 2012). Estudos relatados por Tang et al. (2002)
também revelaram o efeito citotoxico significativo do fucosterol (F) sobre linhagem de célula
P-388 (leucemia linfocitica em ratos) com Clspde 0,7 pg/mL.

Sheu et al. (1999) relataram a atividade citotoxica de trés derivados naturais do
fucosterol (F) sobre linhagens de células cancerigenas KB (leucemia), P-388 (leucemia
linfocitica), A-549 (adenocarcinoma do pulm@o humano) e HT-29 (carcinoma do colon). O
estudo revelou que os derivados 24-hidroperoxido-24-etilcolesta-4,28(29)-dieno-3,6-diona e
6/-hidroperoxido-24-etilcolesta-4,24(28)-dien-3-ona exibiram atividade significativa contra o
crescimento de células cancerigenas P-388, A-549, HT-29 e citotoxicidade moderada em
relacdo a células KB. Vale ressaltar que dentre os trés derivados avaliados, 24-hidroperdxido-
6-hidroxi-24-etillcolesta-4,28(29)-dien-3-ona foi o Unico que apresentou citotoxicidade
significativa para as quatro linhagens de células (P-388, KB, A-549 e HT-29) (SHEU et al.,
1999).

O derivado natural do fucosterol que merece destaque é o 24-etilcolesta-4,24(28)-
dieno-3,6-diona que apresenta uma dicetona conjugada em sua estrutura. Esse derivado inibiu
o crescimento da linhagem celular de cancro do célon humano (HCT-116) com I1Cso de 48,6
8,2 uM, apresentando efeitos citotoxicos superiores a doxorrubicina, um farmaco citotoxico
bastante conhecido (LEE et al., 2011). Adicionalmente, estudos anteriores revelaram a
atividade citotoxica significativa desse mesmo composto sobre células HT29 (Carcinoma do
cblon) e A-594 (adenocarcinoma do pulméo humano) (SHEU et al., 1999).

Sheu et al. (1999) também avaliaram a atividade citotéxica de um derivado
natural do fucosterol (F), denominado 24-etilcolesta-4,24(28)-dien-3-ona que apresenta
apenas um grupamento cetona em sua estrutura. Este estudo revelou que esse derivado foi
inativo sobre quatro linhagens de celulas de cancer (P-388, KB, A-549 e HT-29). De acordo
com LEE et al. (2011) a parte conjugada da dicetona do composto 24-etil-4,24(28)-dien-3,6-
diona poderia ser o grupo farmacoforico da molécula; uma hipdtese que € apoiada pela
literatura (OHTSU et al., 2002).



254

Apesar do campesterol (C) e de seus derivados semissintéticos ndo terem
apresentarem atividade citotdxica sobre as lihagens de células tumorais humanas MCF-
7 (carcinoma de mama), HL-60 (leucemia promielocitica) e HCT-116 (cancer colorretal),
estudos recentes mostraram que o campesterol exibiu um efeito citotdxico significativo sobre
células HCT-116, com valores de 1Cso de 45,5, 32,2 ¢ 22,4 uM a intervalos de tempo de 24,
48 e 72 h (ZHU et al., 2016).

Uma fracdo contendo um derivado natural do campesterol (C) (23R)-20,34,23,28-
tetra-hidroxi-14,15-de-hidrocampesterol foi ativa contra linhagens de células cancerigenas
HelLa (carcinoma cervical), HCT-15 (adenocarcinoma de célon), OVCAR (carcinoma de
ovario) e KB (carcinoma da laringe), com valores de ICs iguais a 0,00089 pg/mL, 5,39
ug/mL, 3,32 ug/mL e 3,069 ug/mL, respectivamente. Vale ressaltar que o (23R)-2a,34,23,28-
tetra-hidroxi-14,15-de-hidrocampesterol é o principal componente na fracdo (85%) e
provavelmente o responsavel pela atividade citotoxica exibida (MORENO-ANZUREZ et al.,
2017).

6.6.3 Avaliacdo da atividade antibacteriana do fucosterol (F), campesterol (C) e dos seus

derivados semissintéticos sobre linhagens de bactérias Gram (-) e Gram (+)

A atividade antibacteriana do campesterol (C), fucosterol (F) e dos derivados
semissintéticos foi avaliada através do método de microdiluicdo. Nos ensaios foram utilizadas
trés linhagens de bactérias Gram (-) Klebsiella pneumoniae (ATCC 10031), Escherichia coli
(ATCC 10536), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15442) e duas Gram (+) Streptococcus
mutans (ATCC 0046) e Staphylococcus aureus (ATCC 6538) e os valores da concentracao

inibitéria minima (CIM) estdo mostrados na Tabela 15 (pag. 255).
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Tabela 15 — Concentracédo inibitéria minima (CIM) do fucosterol (F), campesterol (C) e dos
derivados semissintéticos

CIM (pg/mL)
Amostras S.aureus S. mutans E. coli P. aeruginosa K. pneumoniae
(12624) (00446) (25922) (15442) (10031)
Fucosterol (F) 512 512 128 512 512
F-1 512 256 512 >1024 >1024
F-2 >1024 512 512 >1024 >1024
F-3 512 512 >1024 >1024 >1024
F-4 512 512 512 512 512
F-5 >1024 >1024 512 >1024 512
F-6 >1024 512 >1024 128 >1024
F-7 >1024 >1024 512 512 256
F-8 >1024 256 256 256 >1024
F-9 512 >1024 512 512 512
F-10 512 >1024 512 512 512
F-11 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024
F-12 512 512 512 128 512
Campesterol (C) 512 512 512 512 512
C-1 >1024 >1024 >1024 >1024 512
C-2 512 512 >1024 >1024 >1024
C-3 >1024 >1024 512 512 256
C-4 512 >1024 512 >1024 >1024
C-5 128 >1024 128 256 256
C-6 >1024 >1024 >1024 512 512
C-7 512 256 512 512 512
C-8 >1024 512 >1024 >1024 >1024
C-9 256 256 512 512 512
C-10 256 256 512 >1024 512
C-11 >1024 512 512 512 512
C-12 >1024 256 512 256 >1024

Fonte: o préprio autor.

Todas as amostras avaliadas com excecdo do derivado F-11, apresentaram
atividade antibacteriana ou frente a bactérias Gram-positivas (S. aureus e S. mutans) ou
Gram-negativas (E. coli, P. aeruginosa e K. pneumoniae) ou frente aos dois tipos celulares (S.
aureus, S. mutans, E. coli, P. aeruginosa e K. pneumoniae). Algumas amostras foram mais
efetivas na concentracdo de 128 pg/mL e outras em concentragdo maior (512 pg/mL). Vale

ressaltar que os resultados com valores de CIM < 512 pg/mL podem considerados
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clinicamente relevantes por apresentarem capacidade de inibir a multiplicacdo das bactérias
em concentragdes de baixa toxicidade (SALVAT et al., 2004; DUSSAULT et al., 2016).

Dentre os derivados do fucosterol (F), o composto que apresentou o melhor
resultado foi o (34,20R)-estigmastan-3-ol (F-12), inibindo o crescimento de S. aureus, S.
mutans, E. coli e K. pneumoniae na concentracdo de 512 pg/mL, enquanto que na
concentracdo de 128 pg/mL foi eficaz contra P. aeruginosa, uma bactéria Gram-negativa.
Esse aumento da atividade antibacteriana pode ser atribuido a auséncia das ligagcdes duplas
nos carbonos C-5 e C-24(28). Por outro lado, o derivado (34,20R,24E)-3-formiloxiestigmasta-
5,24(28)-dieno (F-11) ndo exibiu atividade frente as bactérias testadas.

Com relacéo a E. coli, uma bactéria Gram-negativa, o fucosterol (F) foi capaz de
inibir seu crescimento, na concentragdo mais baixa de 128 pg/mL. Por outro lado, sobre as
demais baterias S. aureus, S. mutans, P. aeruginosa, K. pneumonia essa inibicdo de
crescimento foi em uma concentracdo maior de 512 pg/mL. Kumar et al. (2010) também
avaliaram o potencial antibacteriano do fucosterol (F) sobre bactérias Gram negativas S.
aureus, E. coli e Gram positivas P. aeruginosa e observaram que este composto apresentou
atividade antibacteriana moderada.

Campesterol (C) apresentou atividade contra as bactérias testadas, S. aureus, S.
mutans, E. coli, P. aeruginosa e K. pneumoniae apenas na concentracdo de 512 pg/mL. Na
literatura ndo ha relatos da atividade antibacteriana do campesterol (C), no entanto, estudos
realizados por Khatri et al. (2016) relataram a atividade antibacteriana de um extrato das
folhas de Brumea lacera que continha o campesterol (C) como constituinte. Vale ressaltar que
esse extrato exibiu atividade contra bactérias Gram negativas (Salmonella enterica e Serratia
marcescens) com CIM de 390,62 ug/mL. Deste modo essa atividade antibacteriana desse
extrato pode ser atribuida ao campesterol (C).

Dos dozes derivados do campesterol (C) avaliados, apenas dois apresentaram
moderada atividade antibacteriana: o (34,20R,24R)-(3)-4-fluorobenzoxiergost-5-eno (C-7) e
(38,20R,24R)-(3)-4-bromobenzoxiergost-5-eno (C-9). O derivado C-7, na concentracdo de
256 pg/mL, mostrou atividade contra S. mutans, uma bactéria Gram-positiva, e na
concentracao de 512 pg/mL exibiu também atividade contra outra bactéria Gram-positiva (S.
aureus) e trés bactérias Gram-negativas (E. coli, P. aeruginos e K. pneumoniae). Ja o
derivado C-9 foi ativo contra as bactérias Gram-positivas S. aureus e S. mutans na
concentracdo de 256 pg/mL, porém o mesmo derivado apresentou inibicdo contra as
bactérias-negativas K. pneumoniae, E. coli e P. aeruginosa em uma concentragdo de 512
pg/mL.
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7 CONCLUSAO

As reacoes de acilacdo do fucosterol (F) e campesterol (C), utilizando anidridos
de &cidos carboxilicos, acidos benzoicos p-substituidos, &cido férmico, cloreto de palmitoila e
hidrogenagdo catalitica, foram realizadas com sucesso gerando um total de vinte quatro
derivados, sendo doze de cada esteroide. Ressalta-se que os derivados do fucosterol (F)
(38,20R,24E)-3-hexanoxiestigmasta-5,24(28)-dieno (F-3), (38,20R,24E)-3-
succinoxiestigmasta-5,24(28)-dieno  (F-5),  (36,20R,24E)-(3)-4-fluorobenzoxiestigmasta-
5,24(28)-dieno  (F-7), (34,20R,24E)-(3)-4-clorobenzoxiestigmasta-5,24(28)-dieno  (F-8),
(38,20R,24E)-(3)-4-bromobenzoxiestigmasta-5,24(28)-dieno  (F-9),  (34,20R,24E)-(3)-4-
nitrobenzoxiestigmasta-5,24(28)-dieno  (F-10) e  (38,20R,24E)-3-formiloxiestigmasta-
5,24(28)-dieno (F-11), assim como os derivados do campesterol (C) (35,20R,24R)-(3)-4-
fluorobenzoxiergost-5-eno  (C-7), (38,20R,24R)-(3)-4-clorobenzoxiergost-5-eno  (C-8),
(38,20R,24R)-(3)-4-bromobenzoxiergost-5-eno (C-9) e (34,20R,24R)-3-formiloxiergost-5-eno
(C-11) estdo sendo descritos pela primeira vez na literatura. As metodologias de semissintese
e purificacdo utilizada mostraram-se eficientes, uma vez que os derivados foram obtidos em
bons rendimentos.

A atividade antibacteriana dos derivados foi avaliada e com excecdo do derivado
(38,20R,24E)-3-formiloxiestigmasta-5,24(28)-dieno (F-11), todos exibiram atividade, porém
0os melhores resultados foram para os derivados (34,20R)-estigmastan-3-ol (F-12),
(38,20R,24R)-(3)-4-bromobenzoxiergost-5-eno (C-9) e (38,20R,24R)-(3)-4-
fluorobenzoxiergost-5-eno (C-7).

Nos bioensaios com larvas de Aedes aegypti, campesterol (C) e os derivados
semissintéticos foram testados, mas nenhuma amostra apresentou resultado satisfatorio.

Os ensaios de citotoxidade sobre as linhagens de células tumorais humanas MCF-
7 (carcinoma de mama), HL-60 (leucemia promielocitica) e HCT-116 (cancer colorretal),
através do método MTT, revelaram que as amostras testadas ndo apresentaram inibicdo
significativa. No entanto, ha relatos na literatura da atividade citotoxica dos esteroides
fucosterol (F), campesterol (C) e alguns dos seus derivados sobre linhagens de células
cancerigenas HT29, A-549 e KB. Desta forma, faz-se necessario a avaliacdo de tal atividade
contra outros tipos de linhagens de células cancerigenas para determinar o real potencial

citoxico destes derivados.
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