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Resumo

Este trabalho objetivou a sintese de derivados do estigmasterol para estudo de atividade
bioldgica contra a enzima acetilcolinesterase e atividade bactericida e fungicida. O
estigmasterol foi oxidado por reagente de Jones produzindo as cetonas em uma Unica
etapa: estigmasta-5,22-dien-3-ona, estigmasta-4,22-dien-3-ona, estigmasta-4,22-dien-
3,6-diona. Posteriormente foram sintetizadas as oximas estigmasta-4,22-dien-3-ona,
oxima e estigmasta-4,22-dien-3,6-diona, oxima. O estigmasterol e os derivados obtidos
foram caracterizados por RMN de 'H e de '°C, espectrometria de massas e
infravermelho. Os derivados obtidos sdo pouco citados na literatura pelo site busca
scifinder, com apenas uma citacdo para a oxima e outra para a dioxima, bem como
auséncia de dados de RMN para a cetona estigmasta-5,22-dien-3-ona. As substancias
foram submetidas ao estudo de triagem em quintuplicata utilizando o método de placas
ELISA para avaliacdo biolégica da atividade contra as bactérias Gram-positivas:
Bacillus cereus (BC, ATCC 11778), Listeria monocytogenes (LM, ATCC 15313),
Staphylococcus aureus (ATCC 29212) e Streptococcus sanguinis (ATCC 49456); as
bactérias Gram-negativas: Citrobacter freundii (CF, ATCC 8090), Escherichia
coli (EC, ATCC 25922), Pseudomonas aeruginosa (PA, ATCC 27853) e Salmonella
typhimurium (ST, ATCC 14028); além das espécies de Candida sp:
Candida albicans (CA, ATCC 18804), Candida tropicalis (CT, ATCC 750), Candida
glabrata (CG, ATCC 90030), Candida parapsilosis (CP, ATCC 22019), Candida
lusitaniae (CL, CBS 6936) e Candida dubliniensis (CD, Isolado clinico 28) e atividade
de inibicdo da enzima acetilcolinesterase (Alzheimer) pelo método ELISA. Os
derivados oxidados estigmasta-4,22-dien-3-ona e estigmasta-5,22-dien-3-ona mostraram
especificidade respectivamente para as classes bactérias e Candida. A estigmasta-4,22-
dien,3,6-diona, oxima mostrou atividade ampla contra o0s microorganismos. A
substancia estigmasta-5,22-dien-3-ona mostrou atividade superior a 90% para inibicédo
da enzima acetilcolinesterase.

Palavras chave: Estigmasterol; Oxidacdo de Jones; Estigmasta-4,22-dien-3-ona;
Estigmasta-5,22-dien-3-ona;  Estigmasta-4,22-dien-3,6-ona; Estigmasta-4,22-dien-3-
ona, oxima; Estigmasta-4,22-dien-3,6-diona, oxima.



Abstract

This study aimed to the synthesis of Stigmasterol derivatives of stigmasterol to study
biological activity against the enzyme acetylcholinesterase and bactericidal and
fungicidal activities. Stigmasterol was oxidized with Jones reagent producing the
ketones in a single step: stigmasta-5,22-dien-3-one, stigmasta-4,22-dien-3-one,
stigmasta-4,22-dien-3,6-dione. Subsequently the oximes were synthesized stigmasta-4,
22-dien-3-one, oxime and stigmasta-4,22-dien-3,6-dione, oxime. The stigmasterol and
derivatives were characterized by 'H and *C NMR, mass spectrometry and infrared.
The derivatives obtained are not frequentily reported in the literature on SciFinder
search site with only one citation to the oxime and to dioxime are also scarce NMR data
for ketone stigmasta-5,22-dien-3-one. The substances were subjected to the screening
study by the ELISA method for biological assessment of activity against Gram-positive
bacteria: Bacillus cereus (BC, ATCC 11778), Listeria monocytogenes (LM, ATCC
15313), Staphylococcus aureus (SA, ATCC 29212) and Streptococcus sanguinis (SS,
ATCC 49456); Gram-negative bacteria: Citrobacter freundii (CF, ATCC 8090),
Escherichia coli (EC, ATCC 25922), Pseudomonas aeruginosa (PA, ATCC 27853) and
Salmonella typhimurium (ST, ATCC 14028); addition to the species of Candida:
Candida albicans (CA, ATCC 18804), Candida tropicalis (CT, ATCC 750), Candida
glabrata (CG, ATCC 90030), Candida parapsilosis (CP, ATCC 22019), Candida
lusitaniae (CL, CBS 6936) and Candida dubliniensis (CD, clinical Isolated 28) and
inhibitory activity of the enzyme acetylcholinesterase (Alzheimer's) by ELISA. The
oxidized derivatives stigmasta-4,22-dien-3-one and  stigmasta-5,22-dien-3-one
respectively showed specificity for bacteria and Candida classes. The stigmasta-4,22-
dien-3,6-dione, oxime showed broad activity against the screened microorganisms. The
substance stigmasta-5,22-dien-3-one showed activity greater than 90% inhibition of
acetylcholinesterase.

Keywords: Stigmasterol; Jones oxidation; Stigmasta-4,22-dien-3-one; Stigmasta-5,22-
dien-3-one;  Stigmasta-4,22-dien-3-one;  Stigmasta-4,22-dien-3,6-dione,  oxime;
Stigmasta-4,22-dien-3,6-dione, oxime.
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1.0 - Introducéo

1.1 - Importancia dos produtos naturais para o desenvolvimento de novos farmacos

O conhecimento popular utiliza produtos naturais de origem aquética ou terrestre,
dentre os quais se incluem animais e vegetais para tratar enfermidades diversas ha séculos. O
alho (Allium sativum) é descrito na literatura de 3000 a.C. pelos babilénicos como medicinal.
O alho foi citado em 1893, por Dymock para tratamento de doencas do coracéo, flatuléncia,
entre outros (Yusuf Ahmad, 1986). A morfina, utilizada como sedativo, foi isolada pelo
alemdo Friedrich Wilhelm Adam em 1804. Uma das maiores fontes destes medicamentos era
e continua sendo as &reas tropicais do planeta Terra. Porém, a medicina conhecida no mundo
atual teve sua evolugdo na Europa, em associacdo com o progresso da quimica organica, que
possibilitou isolar e sintetizar os principios ativos presentes nestes produtos naturais. Por meio
da sintese organica, a partir da segunda guerra mundial, iniciou-se a sintese de derivados com
eficadcia muito superior. A identificacdo estrutural de tais principios ativos possibilitou o
processo de sintese em grande escala, reduzindo custos e logistica. Sequencialmente, analogos
destes principios ativos foram sintetizados e produzidos em escala industrial, mostrando
eficiéncia equivalente a dos produtos naturais, mas com menor custo de producdo. Nascia

desta forma, a industria farmacéutica, com sedes na Europa e Estados Unidos.

Neste contexto, a evolucdo industrial levou a desvalorizacdo dos produtos naturais
junto a indastria farmacéutica por algumas décadas. Porém, a evolugdo do conhecimento em
quimica organica, que favoreceu o desenvolvimento da industria farmacéutica, também
mostrou os desafios presentes neste processo, que incluiam efeitos adversos de medicamentos,
tais como a talidomida (Figura 01, pag. 02). A talidomida foi industrializada em 1957 na
Alemanha e rapidamente introduzida em muitos paises, com exce¢do dos EUA. Em 1962,
mais de dez mil casos de ma formacdo fetal tinham sido identificados no mundo e associados
ao uso de talidomida. A talidomida € derivada do &cido glutdmico com um UGnico centro
quiral, resultando em dois isémeros. O enantibmero R é responsavel pelo efeito terapéutico do
medicamento e, o enantidmero S, responsavel pelos efeitos teratogénicos. Diante destes fatos,
0s governos de diversos paises, em especial de paises europeus e dos Estados Unidos, onde as
grandes industrias farmacéuticas estavam presentes, iniciaram um processo mais rigoroso de
fiscalizar e regulamentar a producéo, exigir testes de seguranga e eficicia dos medicamentos a

serem comercializados (Ando et al, 2002; Penna et al, 2005).



NH

Figura 01 — Estrutura da talidomida (01).

As exigéncias para a industrializacdo de medicamentos ficaram cada vez maiores,
tornando os produtos mais caros e 0 tempo necessario para sua aprovacdo cada vez mais
longo. Atualmente, o langcamento de um novo medicamento custa até 500 milhdes de ddlares
e gasta aproximadamente 15 anos, sem garantia de sucesso ao final do processo (Vieira e
Ohayon, 2006). Na tentativa de reduzir o custo e o tempo de producdo, a utilizacdo de
produtos naturais foi novamente visada para obtencdo de novos farmacos. Em geral, muitos
produtos naturais com funcdo medicinal estdo presentes em plantas e animais que séo
utilizados na alimentacdo dos homens ou animais, ou mesmo produzidos pelas plantas ou
animais em pequenas doses, sem que sejam observados danos a espécie. Portanto, a busca de
principios ativos a partir de plantas é atrativa, devido a maior possibilidade de sucesso no
processo, ja que a cultura popular e a natureza testaram informalmente estas substancias por

centenas de anos.

Dentre os diversos medicamentos utilizados atualmente que sdo provenientes de
plantas, podem-se citar os alcaloides: codeina, canfora, atropina, pilocarpina, efedrina, cafeina
e quinina. A morfina continua em uso atualmente para diminuir a dor em pacientes terminais

de cancer (Barreiro, 2009).

Diversos derivados semissintéticos do colesterol sdo empregados na terapéutica
medicinal, tais como a progesterona, pregnolona, cortisol, estradiol, testosterona com
atividades anti-inflamatoria, tratamento de osteoartrite, controle hormonal, etc. (Dewick,
2009).

Doenca de Alzheimer

A doenga de Alzheimer (DA) é geralmente associada ao acUmulo da proteina -
amiloide (AP) na forma fibrilar. A deposi¢do de AP amiloide fibrilar leva a toxicidade e morte

das células neuronais, causando falhas no sistema nervoso central, fato comumente observado



em portadores da doenca de Alzheimer. Os principais sintomas consistem na perda de

memoria, seguida por perdas cognitivas e de raciocinio (Castillo, 1997).

O mal de Alzheimer ndo tem cura ou tratamento efetivo. O tratamento existente é
sintomético e o tempo meédio de vida dos pacientes é de 8 a 10 anos (Gauthier et al, 2013).
Aproximadamente 4,6 milhdes de pessoas no mundo sdo diagnosticadas com DA por ano
atingindo-se gastos anuais de 148 bilhdes (Seitz et al, 2013). As deméncias incluindo
Alzheimer atingem cerca de 8% da populacdo acima de 65 anos e 35% dos idosos acima de
85 anos (Canadian Study of Health and Aging Study Group, 1994; Seitz et al, 2013).

Em pacientes com Alzheimer é observada a diminuicdo dos niveis dos
neurotransmissores acetilcolina, noradrenalina e serotonina. Diversos tratamentos s&o
propostos utilizando inibidores de acetilcolinesterase, que aumentam o nivel de acetilcolina

no organismo (Trevisan et al, 1996).
Doencas infecciosas

As doencas infecciosas foram responsaveis por 45,7% das mortes em 1930,
diminuindo para 4,9% em 2006 no Brasil. Atualmente, diversos esfor¢os do Ministério da
Saude tém sido adotados para controle e erradicacdo de tais doengas (Mello, 2010).
Classificam-se como doencas infecciosas, doencas causadas por virus, fungos ou bactérias
transmitidas por vetores animais, insetos ou pelo préprio homem, capazes de se propagarem
de um individuo para o outro, ou do ambiente e de animais para 0 homem. Aproximadamente
25.000 pessoas morrem anualmente na Europa devido a infec¢cdes multi-resistentes causadas
por bactérias (Masihie e Schafer, 2011).

No Brasil prevalecem diversas doencas infecciosas (DlIs), dentre as quais a AIDS,
dengue, gripes, hepatites, entre outras. Pesquisas diversas tem sido feitas para
desenvolvimento de farmacos, vacinas e tratamentos eficazes para eliminacdo de tais Dls. A
Tabela 01 apresenta algumas doencas infecciosas causadas por fungos, e bactérias e 0s
medicamentos atualmente utilizados para o tratamento seguido pela apresentacdo da estrutura

quimica dos farmacos utilizados nos tratamento atualmente na figura 02pag.08.



Tabela 01 — Doencas infecciosas causadas por fungos e bactérias e medicamentos

utilizados no tratamento.

Doenca Agente etioldgico Farmacos utilizados no
tratamento
Difteria Bacilo Gram positivo  Eritromicina (2),
Corynebacterium diphtheriae Penicilina G (3).
InfeccBes diversas em peles, Bactéria Gram positiva Clindamicina (4),
MuCosas, bacterimia, Staphylococus aureus Oxacilin_a _ (5),
_ Vancomicina (6),
pneumonia, entre outros. Teicoplanina, Linezolida
(7).
Infecgbes urinarias Bactéria Gram positiva Nitrofurantoina  (8)
Staphylococuss aprophyticus ceftriaxona (9).
Tétano acidental Bacilo Gram positivo anaerébio Metronidazol  (10) e

Diarréias e infeccdes

urinarias

Infeccbes  multirresistentes

diversas em hospitais

Tracoma

Colera

Coqueluche

Doengas meningococicas

esporulado Clostridium tetani

Bacilo Gram negativo
Escherichia coli
Bactéria Gram negativa aerébia

Pseudomonas aeruginosa

Bactéria Gram negativa

Clhamydia trachomatis

Bacilo Gram negativo
Vibriocholerae
Bacilo Gram negativo ndo

esporulado Bordetella pertussis

Bactéria Gram
Neisseria meningitidis

negativa

Tetraciclina (11) G.

Fosfomicina (12).

Amicacina (13), Imipenem
(14), Meropenen (15).

Tetraciclina (11),
Azitromicina (16),
Doxiciclina @an,
Sulfadiazina (20).

Sulfametoxazol (18),

Trimetropina (19).

Eritromicina (2) (estolato).

Ampicilina
Penicilina (3).

(21),




Cancro mole

Febre maculosa brasileira

Gonorreia

Meningite

Peste

Shigelose

Candidiase

Coccidioidomicose

Bacilo Gram negativo
Haemophilus ducrey
Bactéria Gram negativa

Rickettsia ricketsii

Bacilo Gram negativo Neisseria
gonorrhoeae

Bacilo Gram
Haemophilus influenzae

negativo

Cocobacilo  Gram

Yersiniapestis

negativo

Bactéria Gram negativa Shigella
dysenteriae, Shigella flexneri,
Shigella boydii e Shigella sonni.

Candida
tropicalis

albicans, Candida

Fungo dimorfico Coccidioides

Ciprofloxacina
Azitromicina (16).

(22),

Clorafenicol e Doxiciclina
17).

Ofloxacina,
Ciprofloxacina (22),
Ceftriaxona (9).
Cloranfenicol  (23) e
Ceftriaxona (9).
Tetraciclina (12),
Estreptomicina (24).
Sulfametaxazol (18),

Trimetroprima (19).

Nistatina (25), Fluconazol
(26), Isoconazol (27).

Anfotericina B (28),

immitis Itraconazol (29).
Criptococose Fungo Cryptococcus Anfotericina B (28).
neoformans

Paralelamente a evolucdo dos tratamentos com antibidticos, surgiu também a
resisténcia dos micro-organismos aos antibioticos (Figueiredo et al, 2007). Tavares (2000)
identificou que mais de 70% dos pacientes avaliados apresentaram 0O micro-organismo
Staphylococcus aureus resistente a penicilinas naturais, amoxilina e ampicilina.
Adicionalmente grupos de alta sensibilidade tais como criangas, gestantes, pacientes
internados e idosos demandam medicamentos adequados com eficicia e efeitos adversos
menores, ampliando o campo de pesquisa e a necessidade de novos medicamentos que
possam suprir tais nichos. A meningite causada pelo Haemophilus influenzae tipo B atinge
principalmente criangas de até cinco anos, deixando sequelas graves tais como deficiéncia
auditiva ou danos cerebrais maiores em aproximadamente 5% dos pacientes atingidos

(Fiocruz). Cerca de 16% dos pacientes internados adquirem infec¢des hospitalares, causadas



por micro-organismos presentes no proprio corpo, devido ao desequilibrio entre a flora
bacteriana e a baixa resisténcia do paciente. Podem também ser infectados pelo ambiente
hospitalar ou mesmo por pessoas que circulam neste. Entre os pacientes contaminados com

infeccdes diversas, 47% sdo causados por Staphylococcus sp (Chagas, 2011).
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Figura 02 — Estruturas quimica dos farmacos utilizados no tratamento de diversas doencas

causadas por bactérias e fungos.
Esteroides

Produtos naturais sdo derivados de metabolismo secundério dos seres vivos. Séo
resultantes do metabolismo primario de acidos nucleicos, proteinas, carboidratos e lipideos. A
classificacéo dos produtos naturais é dependente da rota biossintética de origem. As principais
classes de produtos naturais com potencial atividade bioldgica sdo alcaloides, terpenos,

flavonoides, cumarinas, quinonas e esteroides (Clayden, 2001).

Os esteroides (Figura 03) sdo compostos presentes em animais e plantas com funcdes
estruturais e hormonais. Sdo substancias caracterizadas pela fusdo de trés aneis de seis
membros e um anel de cinco membros. A fusdo dos aneis pode ser cis ou trans, porém os
esteroides identificados até o momento possuem juncdo trans, conforme o colestanol (31),
(Figura 04), exceto pela fusdo do anel A e B que em alguns casos, pode ser cis conforme

apresentado para o coprostanol (Clayden, 2001).

Figura 03 — Estrutura do esqueleto de esteroides (30).



HOM HOW
31

Figura 04 — Estrutura do colestanol (31) e do coprostanol (32) mostrando jungdes trans e
cis respectivamente dos aneis A e B.

O colesterol

O colesterol (36), (Figura 06, pag.12) é um esteroide responsavel por diversas
funcBes no organismo humano tais como producéo e regulagem dos hormonios esteroidais, do
acido biliar, além da funcdo regulatoria e estrutural das membranas celulares. O colesterol
estd presente principalmente no cérebro, sangue, figado e medula espinhal. Os animais
produzem o colesterol, enquanto os vegetais produzem diversos fitoesterois e/ou fitoestanois
com funcdo equivalente a do colesterol no organismo dos animais. O colesterol € produzido
no organismo a partir do acido melavénico com diversas etapas enzimaticas até o esqualeno
(Figura 05, pag. 11), que sofre oxidacéo e, em seguida, ciclizagdo, gerando o intermediario
lanosterol, diferentemente dos fitoesterois, que preferencialmente é obtido do fosfato de
metileritritol que tem como intermediério o cicloartenol (Lenton et al, 1971 e Goodwin et al,
1971).
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Figura 05 - Biossintese do colesterol e do estigmasterol (Adaptado de Medicinal Natural
Products, Dewick, 2009).
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O colesterol também pode ser obtido a partir da alimentacédo, por absor¢éo intestinal.
Os teores de absorgdo do colesterol ingerido dos alimentos variam entre 35-70%. Os demais
esteroides, com estrutura semelhante a do colesterol, tais como os fitoesterois, s&o absorvidos
em percentuais de 0,4-3,5%, enquanto que a absorcdo de fitoestanois gira em torno de 0,02-
0,3%. Ha uma competividade pela absorcdo intestinal quando diversos esteroides estdo

presentes (Jong et al, 2003).

O colesterol proveniente de fontes externas, em geral, e mais especificamente o
colesterol LDL [lipoproteina de baixa densidade], é responsavel pelo aumento dos riscos de

doencas cardiovasculares e aterosclerose (Goodwin, 1971; Simons e Ikonen, 2000).

Fitoesterois

Os fitoesterois estdo presentes principalmente em sementes, nozes, cereais e graos de
diversas classes de vegetais, concentrados principalmente em éleos e sementes, como reservas
para o crescimento de brotos e células (Otaegui-Arrazola et al, 2010). Cerca de 250 diferentes
fitoesterois foram identificados. Ocorrem naturalmente associados aos fitoestanois, que se
diferem apenas por serem saturados e, portanto, ndo estarem propensos a oxidacdo (del
Castillo, 2013). O estigmasterol (36) é um dos quatro principais fitoesterois (Figura 06,
pag.12) presentes em maior quantidade e de maior ocorréncia em vegetais, junto com o [3-

sitosterol (38), o campesterol (37) e o brassicasterol (39) (Otaegui-Arrazola et al, 2010).

Estudos diversos indicam que o consumo diario de fitoesterois e fitoestanois diminui
a absorcdo intestinal do colesterol, levando a reducdo do colesterol LDL em até 15%, sem
alterar o colesterol HDL (lipoproteina de alta densidade) que é benéfico ao organismo dos
mamiferos e, consequentemente, reduz o risco de arteriosclerose (Otaegui-Arrazola et al,
2010). A reducdo de Immol/L de colesterol LDL em 1mmol/L de sangue resulta na reducao
de riscos cardiovasculares em 20% (Plana et al, 2008). A associacdo de fitoesterois ou
fitoestanois com estatinas foi descrita como mais eficiente do que a ingestdo de uma dose
dupla de estatinas (Eussen et al, 2011). Segundo a European Prospective Investigation into
Cancer (EPIC, Scientific Committee on Food, 2002), o consumo de fitoesterois no Ocidente é
de 150-400 mg/dia. A partir de 1995, diversas empresas do ramo alimenticio tém adicionado
fitoesterois e fitoestanois em alimentos, com apelo a reducdo do colesterol e de doencas do
coracdo. A European Scientific Committee on Food (ESCF) recomenda que o uso diario de
fitoesterois seja limitado a 3 g/dia, dose a partir da qual ndo haveria aumento de eficiéncia na

reducdo do colesterol e poderia reduzir os efeitos benéficos. (Kuhlmann et al, 2005).
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Figura 06 - Estrutura do colesterol (35) e dos principais fitoesterois: brassicasterol (39),

campesterol (37), B-sitosterol (38) e estigmasterol (36).
Estigmasterol: Fontes, descoberta e importancia

O estigmasterol (36) € um fitoesterol de 29 carbonos contendo uma hidroxila no
atomo de carbono 3 e duas insaturacBes. Foi descrito pela primeira vez em 1906 por
Windhaus e Hauth, como metabolito de espécie de feijao Calabar (Physostigma venenosum)
em associagdo com o B-Sitosterol (38), cuja Unica diferenga estrutural é a auséncia da ligacdo

dupla entre os atomos de carbono 22 e 23 (Fernholz e Stavely, 1940).

O estigmasterol, assim como 0s demais fitoesterois, é encontrado na forma livre,
esterificada ou glicosilada na hidroxila (Moreau et al, 2002). O estigmasterol, nas plantas, tem

funcdo estrutural e de crescimento, equivalentes a funcdo do colesterol nos animais e do
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ergosterol nos fungos (Mercer, 1993). A comprovacdo da eficiéncia do estigmasterol na
reducdo do colesterol e doencas do coragéo, entre outras, potencializou o interesse no estudo
de seus derivados como medicamentos (Plana, 2008).

O estigmasterol tem potencial atividade anti-inflamatéria para tratamento da
osteoartrite (Gabay et al, 2010; Chen et al, 2012) e, em 2010, foi patenteado para utilizacdo
para prevencdo e tratamento de doencas do sistema nervoso do tipo amiloidose, como o mal
de Alzheimer (Grimm et al, 2010). Modificagdes estruturais em derivados esteroidais como o
estigmasterol estdo sendo realizadas com a intencdo de se obter moléculas com maior
atividade biologica e baixa toxidade. Algumas das modificacdes sao realizadas nos aneis A e
B do nucleo esteroidal e estdo relacionadas a introducdo de heteroatomos (principalmente
nitrogénio e oxigénio). Muitos dos derivados obtidos apresentam atividades contra céancer
(Gana et al, 2012), contra o HIV (Singh et al, 2000), antifungica (Chung, 1998), anti-

inflamatdria, antibidtica e imunossupressora, dentre outras (Vida, 2012; Bhatti, 2012).

Brosa et al (1996) modificaram a estrutura do estigmasterol, introduzindo grupos
hidroxila e lactamas com promissora atividade alelopatica em arroz. Os mesmos autores, em
2004, introduziram grupos azida e amina no anel A, em adic¢do a lactama no anel B. O estudo
da atividade alelopatica destes derivados foi inferior aos derivados sintetizados em 1996.

Cui et al (2009) estudaram a atividade anticancerigena de derivados do
estigmasterol, sitosterol e colesterol frente a quatro linhagens de carcinoma: Sk-Hep-1 (cancer
de figado), H292 (cancer de pulmdo humano), PC-3 (cancer de prostata) e Hey-1B (cancer de
ovario). Inicialmente, os pesquisadores testaram derivados contendo oximas no anel A e B. A
maioria dos derivados mostrou atividade em pelo menos uma das linhagens utilizadas. No
caso do estigmasterol, os melhores resultados foram obtidos para o derivado substituido no
atomo de carbono C-6 com grupo oxima e hidroxila no atomo de carbono C-3 (40) para
células tumorais de figado e de pulméo (Figura 07). Em outro estudo, os derivados preparados
continham grupos sulfato nas posi¢cdes 3 e 6 dos aneis A e B (Figura 07). Novamente todos os
derivados apresentaram atividade. Os resultados mais promissores foram obtidos para o
derivado dissulfatado (41) nas células de tumor de pulmao e de prostata (Cui, 2009b).

Em 2013, Huang e colaboradores estudaram a atividade anti-proliferativa de
derivados contendo grupos sulfato e oxima do estigmasterol (42) frente a outras trés linhagens
de carcinoma: HeLa (carcinoma cervical), SMMC 7404 (cancer de figado) e MGC 7901
(carcinoma gastrico). O derivado contendo o grupo sulfato no anel A e o grupo oxima no anel
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B (42) mostrou o melhor resultado contra a linhagem de carcinoma cervical, com inibi¢céo
maior (ICso = 14,3 pmol.L™), porém préxima daquela apresentada pela cisplatina, usada como
controle positivo no experimento (ICso= 10,1 pmol.L™).
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Figura 07 - Derivados do estigmasterol com atividade contra células tumorais.

Recentemente, Yu et al (2012) requisitaram uma patente relacionada a atividade
antitumoral da oxima (43) e da imina, a 24-dinitrofenilamina (44), derivados do
estigmasterol.
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Figura 08 - Estrutura dos derivados estigmasta-5,22-dien-3-ona, oxima (43) e imina

estigmasta-5,22-dien-3-ona, 2,4 dinitrofenilamina (44), patenteados por Yu et al (2012).
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Objetivo

Sintetizar derivados oxigenados e nitrogenados a partir do estigmasterol para obtengéo

de compostos com atividades contra a enzima acetilcolinesterase e antimicrobiana.

2 — Sintese e caracterizagao

Equipamentos

v Espectrémetro Bruker Avance DRX400 e DPX200 (LAREMAR-UFMG)

v’ Espectrofotdbmetro ATR Spectro One Perkin Elmer (Faculdade de Farmacia,
Universidade Federal de Minas Gerais-UFMG)

v" Cromatografo a gas HP 7820A Agilent; Coluna HP5 30m x 0,32mm x 0,25um
Agilent.

v" Ponto de fusdo Gehaka modelo PF 1000

v" Autoclave vertical Fanen, modelo 415/3, série J03610

v Balanca analitica Quimis, modelo Q-1LA2104, 210g/ 0,0001gmg
v Balanca eletronica Digimed KN1000C, série 04G6

v' Estufa de secagem Fanen Ltda Modelo 002 CB

v" Evaporador rotativo Fisatom Modelo 803

v Capela VECO, modelo JLF 912, série FL 5799

Reagentes

v" Silica gel 63 a 200 um para cromatografia em coluna flash

v’ Estigmasterol PA(Aldrich)

v Acetato de etila PA (VETEC)
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v Hexano PA (Synth)

v' Acido Sulfarico 98% PA (Synth)
v Cloroférmio PA (Synth)

v Acetona PA (Synth)

v’ Carbonato de sédio PA (Vetec)
v Oxalato de sodio PA (Synth)

v Cloridrato de hidroxilamina PA (Synth)

v" Metanol/Diclorometano/DMSO PA

v' Tampao Tris/HCI (pH 8,0) Fisiostigmina (Physostigmine) Galantamina (Galantamine)
v" lodeto de Acetilcolina PA (Acetylthiocholine iodide, ATCI)

v" Acetilcolinesterase (Acetylcholinesterase) 3U/mL

v" Albumina sérica bovina (bovine serum albumin)

v" DTNB (5, 5-dithio-bis-(2-nitrobenzoate) (Sigma, D-8130)

Cromatografia em coluna de silica gel (CCS)

As separacdes cromatograficas em coluna flash foram realizadas em silica gel 60 Sigma (63-
230 mesh).

Cromatografia em camada delgada de silica gel (CCDS)

A cromatografia em camada delgada foi realizadas em silica gel 60 G, Vetec, na espessura de
0,25 mm.

As revelacOes cromatograficas foram realizadas sequencialmente com as metodologias
descritas a seguir:
- Exposicdo da placa eluida em solventes: acetato, acetato/hexano a vapores de iodo

ressublimado.
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- Borrifacéo de solugédo aquosa de sulfato cérico em acido sulfurico seguida por aguecimento
em estufa a 100 °C.

Critérios de pureza

Os critérios de pureza adotados foram: visualizacdo de uma Unica mancha em cromatoplacas
eluidas com diferentes eluentes, faixa de fusdo estreita, bandas bem definidas no espectro de

absorcéo na regido de IV e os sinais no espectro de RMN de *H e 3C.
Faixa de fuséo

As faixas de fusdo foram determinadas no aparelho digital de ponto de fusdo Microquimica
Equipamentos Ltda MQAPF — 302.

Elucidacéo estrutural das substancias

Para as determinacOes estruturais das substancias foram empregadas espectroscopia na regido

do infravermelho (IV), ressonancia magnética nuclear (RMN) e espectrometria de massas.
Espectroscopia na regido do infravermelho

Os espectros no IV foram obtidos na regido de 4000 a 600 cm™ por medidas direta nas

amostras.
Ressonancia magnética nuclear

Os espectros de RMN (*H, *3C, DEPT-135, HSQC, HMBC e COSY) foram obtidos pela
utilizacdo dos equipamentos ADVANCE DPX 200 ou DPR 400 utilizando como solvente o

CDClI; e padréo interno o tetrametilsilano (TMS).
Espectrometria de massas

Os espectros de massas de alta resolucdo foram obtidos atraveés do equipamento Shimadzu
LCMS-IT-TOF acoplado a cromatografo. As amostras foram solubilizadas em cloroférmio e
diluidas em metanol. A fonte utilizada foi de ionizacdo quimica sob pressdo atmosférica
(APCI).

2.1 - Metodologia
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As metodologias apresentadas foram modificadas e adaptadas as condi¢fes do
laboratério e todos os residuais gerados recolhidos para posterior tratamento.

2.1.1 - Reac0es de oxidacéo do estigmasterol
2.1.1.a - Preparacdo do reagente de Jones (Eisenbraun et al, 1965)

Em um baldo de 125 mL, foram adicionados 5 g de trioxido de cromo (CrOgz), 15 mL de dgua
destilada e 5 mL de &cido sulfdrico concentrado. A mistura foi deixada sob agitacdo por 5
minutos & temperatura ambiente. O reagente foi rotulado e guardado em frasco &mbar para

utilizagdo futura.
2.1.1.b - Reacao de oxidacdo do estigmasterol em micro escala para anélise em CG

Em um baldo de 125 mL, foram adicionados 10 mg de estigmasterol (2,42x10°mol), 5 mL de
cloroférmio e 5 mL de acetona. A solugdo foi deixada sob agitacdo por 15 minutos em banho
de gelo a temperatura de 5 °C. Posteriormente foram adicionados, gota a gota, a aliquota de
reagente de Jones previamente solubilizados em 10 mL de acetona, de acordo com a Tabela
02. A mistura foi mantida sob agitacdo pelo tempo determinado de acordo com a Tabela 02.
Em seguida a reacéo foi finalizada adicionando-se 10 mL de solucéo de carbonato de sddio
10%. Os solventes foram retirados sob vacuo em evaporador rotatério. O residuo foi extraido
com acetato de etila. A fase orgéanica foi lavada com agua destilada (5 porcbes de 5 mL) e
seca com sulfato de sodio anidro. Apos filtracdo, o solvente foi removido sob vacuo em
evaporador rotatdrio. Por CCDS (85% hexano /15% acetato de etila) evidenciou-se a presenca
de trés produtos com maior RF que o material de partida, residual do reagente e outros

produtos mais polares. As amostras foram identificados e enviados para analise.

Tabela 02 - Tempo de reacdo, relagdo reagente de Jones:estigmasterol e quantidade de reagente de

Jones utilizado.

Quantidade de
Tempo de Relacdo em mol reagente Jones
Reacdo Reacdo/min Jones/estigmasterol utilizado/mL

R4 1 1 0,015
R5 5 1 0,015
R6 7 1 0,015
R7 1 2 0,030
RS 5 2 0,030
R9 7 2 0,030
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2.1.1.c - Reaco de oxidagdo do estigmasterol utilizado na sintese dos derivados oxidados
em macro escala (Mori et al, 1982)

20 zi .. D CHCI3 [CH;COCH;
5°C/15min

26

2) CrO3/H,S0,4/H,0/ CH3COCH; o

HO®" 3 7 min

Em um baldo de 250 mL, foram adicionados 500 mg de estigmasterol (1,21 mol), 40 mL de
cloroférmio e 40 mL de acetona. A solucéo foi deixada sob agitacdo por 15 minutos em banho
de gelo a temperatura de 5 °C. Posteriormente foram adicionados, gota a gota 1,5 mL (2,39
mmol) de reagente de Jones previamente solubilizados em 20 mL de acetona. A mistura foi
mantida sob agitacdo por 7 minutos. Em seguida a reacdo foi finalizada adicionando-se 20
mL de solucdo de carbonato de s6dio 10%. Apos filtracdo, os solventes foram retirados sob
vacuo em evaporador rotatério. O residuo foi extraido com acetato de etila. A fase organica
foi lavada com &gua destilada (5 por¢des de 25 mL) e seca com sulfato de s6dio anidro. Apds
filtracdo o solvente foi removido sob vacuo em evaporador rotatério. Por CCDS (85% hexano
/15% acetato de etila) evidenciou-se a presenca trés produtos com maior RF que o reagente e
outros produtos mais polares com menor RF que o reagente inicial, em menor concentragéo.
O bruto da reacdo (490 mg) foi submetido a cromatografia flash utilizando como Unico
eluente a mistura de solventes (95% hexano/ 5% acetato de etila). Foram obtidas 16 fracdes
de 50 mL reunidas conforme perfil cromatografico. A fracéo reunida 3 a 4 denominada DEO1
(60 mg, 20% do produto isolado) foi identificada como estigmasta-5,22-dien-3-ona; as fraces
reunidas 7 a 10 denominada DEOQ2 (140 mg, 46,7% do produto isolado) foi identificada como
estigmasta-4,22-dien-3-ona; as fragdes reunidas 13 a 15 denominada DEO3 (100 mg, 33,3%
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do produto isolado) identificados como estigmasta-4,22-dien-3,6-diona. A fracdo 16 continha

material de partida e produtos com maior RF que o estigmasterol.

2.1.1.d - Reacdo de conversio de cetona B-insaturadas a cetonas a-insaturadas (Cui et al,
2009)

O mesmo procedimento utilizado no item 2.1.1.c, pag. 18, foi executado. A fase organica
extraida com acetato de etila em 2.1.1.c, foi tratada com uma solucéo aquosa de &cido oxalico
15% (20 mL) e deixados sob agitacdo por 15 minutos. Apds este periodo a fase orgénica foi
lavada com agua destilada (5 porcdes de 25 mL) e seca com sulfato de sdédio anidro. Apoés
filtracdo, o solvente foi removido sob vacuo em evaporador rotatério. Por CCDS (85%
hexano /15% acetato de etila) evidenciou-se a presenca dois produtos com maior RF que o
reagente, residual do reagente e outros produtos com menor RF que o estigmasterol em menor
concentracdo. O bruto da reacdo (487 mg) foi submetido a cromatografia flash utilizando
como unico eluente a mistura de solventes (95% hexano/ 5% acetato de etila). Foram obtidas
16 fracBes de 50 mL reunidas conforme perfil cromatogréfico. As fragdes reunidas resultaram
em duas substancias puras que foram identificadas pelos métodos espectrométricos descritos
na caracterizacdo. As fracdes reunidas 4 a 10 denominada DEO2 (210 mg, 61,8% do produto
isolado) identificadas como estigmasta-4,22-dien-3-ona; as fra¢bes reunidas 11 a 14
denominada DEO3 (130 mg, 38,2% do produto isolado) identificadas como estigmasta-4,22-

dien-3,6-diona.
2.1.2 - Reac0es de adicdo nucleofilica ao grupo carbonila (Lachman, 1930)

Em um baldo de 125 mL, foram adicionados os produtos da oxidacdo DEO2 (2.1.2a) ou DEO3
(2.1.2b), 4 mL de cloroférmio, 32 mL de &lcool etilico e 8 mL de &gua destilada. A solugdo
foi deixada sob agitacdo a temperatura ambiente por 5 minutos. Em seguida foram
adicionados cloridrato de hidroxilamina; A mistura foi deixada sob agitacdo por 20 minutos.
A reacdo foi finalizada pela adicdo de 20 mL de solucdo de bicarbonato de s6dio 10%. Os
solventes foram removidos sob vacuo em evaporador rotatorio. Os residuos das reacoes
foram extraidos com acetato de etila. A fase orgénica foi lavada com agua destilada (5
porcOes de 25 mL) e seca com sulfato de sédio anidro. A concentra¢do do produto foi feita
sob vacuo em evaporador rotatorio. O residuo foi submetido a cromatografia CCDS conforme

reacao.
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2.1.2.a - Obtencao de oxima a partir de DE02

CHClg / CH3CH,OH/ H,0

2 temp. ambiente/ 5 min

NH,OH.HCI
20 min

Foram utilizados 340 mg de DEO2 (0,83 mmol) e 450 mg de cloridrato de hidroxilamina
(6,48 mmol) conforme procedimento 2.1.2 resultando em 347 mg de produto. Por CCDS
(80% hexano /20% acetato de etila) evidenciou-se a presenca de dois produtos com menor RF
que o material de partida. O residuo foi submetido a cromatografia flash utilizando como
unico eluente a mistura de solventes (92% hexano / 8% acetato de etila). Foram obtidas 16
fracdes de 50 mL reunidas conforme perfil cromatografico. As fracdes reunidas 5 a 13
denominada DEO4 (324 mg, 100% do produto isolado) identificadas como o produto:
estigmasta-4,22-dien-3-ona, oxima.

2.1.2.b - Obtencéo de dioxima a partir de DE03

CHClg / CH3CH,0H/ H,0

temp. ambiente/ 5 min

NH,OH.HCI
20 min

Foram utilizados 220 mg de DEO3 (0,52 mmol) e 800 mg de cloridrato de hidroxilamina
(11,51 mmol) conforme procedimento 2.1.2 resultando em 202 mg de material bruto. A placa
de CCDS (55% hexano /45% acetato de etila) revelou a presenca de um produto com menor
RF que o material de partida e o reagente inicial. O residuo foi submetido a cromatografia
flash utilizando como Unico eluente a mistura de solventes (65% hexano / 35% acetato de
etila). Foram obtidas 16 fragdes de 50 mL reunidas conforme perfil cromatografico. Na fragédo
reunida 1 a 4 recuperou-se o material de partida DEO3 (37 mg, 18,3 % do produto isolado);
as fragdes reunidas 6 a 16 denominada DEO5 (165 mg, 81,7 % do produto isolado),

identificadas como a estigmasta-4,22-dien-3,6-diona, oxima.
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2.1.3 - Estudo da atividade bioldgica
2.1.3.a - Triagem de bactérias e fungos

O estigmasterol e os produtos das reacdes de oxidacdo e oximas: DEO1, DEO2, DEQO3, DE04,
DEOQ5 e DEO6 foram submetidos ao estudo de triagem para avaliacdo bioldgica da atividade
utilizando o método de placas ELISA para avaliacdo bioldgica da atividade contra as
bactérias Gram-positivas: Bacillus cereus (ATCC 11778), Listeria monocytogenes (ATCC
15313), Staphylococcus aureus (ATCC 29212) e Streptococcus sanguinis (ATCC 49456); as
bactérias Gram-negativas: Citrobacter freundii (CF, ATCC 8090), Escherichia coli (EC,
ATCC 25922), Pseudomonas aeruginosa (PA, ATCC 27853) e Salmonella typhimurium (ST,
ATCC 14028); além das espécies de Candidas: Candida albicans (CA, ATCC
18804), Candida tropicalis (CT, ATCC 750), Candida glabrata (CG, ATCC
90030), Candida parapsilosis (CP, ATCC 22019), Candida lusitaniae (CL, CBS 6936)
e Candida dubliniensis (CD, Isolado clinico 28) conforme literatura (Ferreira et al, 2012) e
tambem os fungos: Aspergillus flavus (AT, CCT 4952), Cladosporium cladosporioides (CC).
Os erros encontrados nos testes foram limitados a 3%. Os compostos foram solubilizados em
DMF com baixa solubilidade e precipitacbes no solvente e meio. Todos 0s procedimentos
foram executados dentro da capela devidamente esterilizada com alcool 70 °GL. Antes de
iniciar o procedimento o bico de Bunsen foi ligado e os procedimentos foram executados
proximos ao bico de Bunsen, proporcionando ambiente estéril durante todos o0s
procedimentos. Todos os materiais utilizados foram esterilizados antes da utilizacdo em
autoclave e quando ndo foi possivel os materiais foram colocados em solucdo de sabédo e
hipoclorito por 24 horas, seguido pelo banho de &cido nitrico 10% por no minimo 24 horas e
enxaguados com agua destilada e autoclavada.

2.1.3.b - Repique de bactérias e leveduras

Em frascos de vidro de 10 mL, devidamente limpos e autoclavados foram adicionados
aproximadamente 3 mL de meio de cultura BHI para bactérias e SDB para leveduras e 100 puL
de suspensdo do micro-organismo. As bactérias foram deixados em estufa a 35 °C e a

temperatura ambiente para as leveduras por 48 horas para crescimento.
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2.1.3.c - Preparo de solucéo estoque dos compostos

Em frascos de vidro de 10 mL foram pesados 12,5 mg individualmente de compostos
estigmasterol, DEO1 a DEOQ6 e adicionados 1 mL de DMF. Os compostos apresentaram baixa
solubilidade e foram colocados em ultra-som por aproximadamente dois minutos para melhor
solubilizar os produtos. Os compostos formaram suspensdes turvas devido a baixa

solubilidade no meio, exceto pelas oximas DE04 e DEOQ5.
2.1.3.d - Preparo de solucéo trabalho

Em frascos de vidro de 10 mL foram adicionados 40 puL de solugcdo estoque anteriormente
preparado (item 2.1.3.a) para cada 960 puL de meio de cultura BHI ou SDB estéreis para

utilizagdo em seguida.
2.1.3.e.1 - Preparo de in6culo de bactérias ou candida

Em um béquer contendo agua previamente estéril foi adicionado a cultura de micro-
organismo: bactérias ou leveduras (candida) para obtencéo de transmitancia de 74 a 75% em

um comprimento de onda fixo de 600 nm.
2.1.3.e.2 - Preparo de in6culo de fungos

Em um tubo ensaio de 50 mL, contendo adgua previamente estéril foi adicionado a solucédo de
cultura de fungos anteriormente preparada. A solucdo foi homogeneizada e uma gota foi
adicionada a camara de Neubauer. A camara de Neubauer foi levada ao microscopio Gtico
utilizando a lente de aumento de 40x. Foi feita a contagem dos fungos e padronizados para
10° UFC (Zacchino, 2007).

2.1.3.f - Preparo de placas da triagem
2.1.3.f.1 - Controle do meio de cultura

Em uma placa de ELISA, foram adicionados 100 puL de meio de cultura estéril utilizado para
0s testes biologicos e 100 pL da &gua estéril utilizada para os testes bioldgicos em cada poco.

Foram preparados 25 poc¢os para cada meio utilizado.
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2.1.3.f.2 - Controle dos micro-organismos

Em uma placa de ELISA, foram adicionados 100 pL de meio de cultura estéril utilizado para
os testes bioldgicos e 100 pL do inoculo do micro-organismo a ser avaliado nos testes para

cada poco. Foi preparada uma placa para cada micro-organismo.
2.1.3.1.3 - Controle dos compostos (em cada poco)

Em uma placa de ELISA, foram adicionados 100 pL de solugédo trabalho utilizado para os
testes bioldgicos e 100 pL de &gua estéril em cada poco. Foi preparado uma quintuplicata para

cada composto.
2.1.3.f.4 - Atividade dos compostos

Em uma placa de ELISA, foram adicionados 100 puL de solugédo trabalho utilizado para os
testes biologicos e 100 pL do inoculo padronizado em A&gua estéril, em cada poco. Foi

preparado uma quintuplicata para cada composto.
2.1.3.g - Estufa

As placas preparadas foram levadas a estufa a 35 °C por 24 e 48 horas, tempo nos quais foram
feitas andlises no espectrofotdmetro em comprimento de onda 490 nm. Os dados foram

analisados.

2.1.4 - Estudo da atividade bioldgica: MIC

2.1.4.a - Determinacdo da concentracdo inibitéria minima (MIC)

A substancias que apresentaram atividade superior a 50% foram avaliadas em relacdo a
concentracdo inibitéria minima (MIC).

A solucdo estoque, a solucdo trabalho, o in6culo de micro-organismo foram preparados

conforme descritos previamente nos itens 2.1.3.ca2.1.3.e.

Os controles do meio de cultura, dos micro-organismos foram feitos conforme itens 2.1.3.g e
2.1.3.h.
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2.1.4.b - Controle dos compostos

Os compostos foram microdiluidos em quintuplicata nas concentragcdes de 250, 125, 62,5,
31,3, 15,6, 7,81, 3,91, 1,95, 0,98, 0,49, 0,24 e 0,12 pg/mL com avaliagdo em quintuplicada de
cada item para controle dos compostos, com adicdo de 100 pL de &gua destilada e

autoclavada em cada poco.
2.1.4.c - Atividade dos compostos

Os compostos foram microdiluidos em quintuplicata nas concentragdes de 250, 125, 62,5,
31,3, 15,6, 7,81, 3,91, 1,95, 0,98, 0,49, 0,24 e 0,12 pug/mL com avaliacdo em quintuplicada de

cada atividade, com adicao de 100 pL de inoculo em cada poco.

2.1.4.d - Estufa

As placas preparadas foram levados a estufa a 35 °C por 24 e 48 horas, tempo nos quais foram
feitas andlise no espectrofotdmetro em comprimento de onda 490 nm. Os dados foram

analisados.

2.1.5 - Estudo de atividade em relacdo a enzima Acetilcolinesterase

2.1.5.a - Preparo de solugdo tampéo Tris/HCI pH 8 (50mM):

Em um erlemeyer de 100 mL foram adicionados 398,08 mg de do sal Utrapure Tris
Hydrochloride e 50 mL de agua destilada. O valor do pH foi corrigido para 8,0 com solugédo
de hidréxido de sodio 10% PA.

2.1.5.b - Preparo da solucgdo estoque de enzima (1000U/mL):

Em um frasco de 1 mL foram adicionados 0,77 mg de enzima Acetilcolinesterase e solucao
tampéo Tris/HCI pH 8,0 para formacdo de solugcdo com concentracdo de 1000 U/mL. A
solucdo foi deixada em repouso por 20 minutos seguido de agita¢do por 15 minutos.

2.1.5.c - Preparo da solugdo da enzima na concentragéo 0,222U/mL:

Em um frasco foi adicionado 1 pL da solucdo estoque (1000 U/mL) e 4,5 mL da solucéo

Tris/HCI (50 mM). Em seguida foi adicionado a 4,5 mg de albumina sérica bovina 0,1% (p/v).
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2.1.5.d - Preparo da solucéo de trabalho:

Em um frasco de 10 mL foram adicionados 5 mg do estigmasterol ou derivados e adicionado
250 pL de polisorbato 80 e 250 pL de solvente DMSO para formagdo de uma solugédo de 10
mg/mL.

2.1.5.e - Preparo dos reagentes:
Preparo de solugcéo de ATCI (15 mM):

Em um béquer de 5mL, foram adicionados 4,08 mg de iodeto de acetilcolina e 1 ml de &gua
destilada.
Preparo de solucédo de DTNB (3 mM):

Em um béquer de 5 mL foram adicionados 2,38 mg de DTNB e solubilizados em 2 mL de
solucdo tampdo Tris/HCI (pH 8,0). Em seguida foram adicionados 11,69 mg de NaCl (0,1 M)
e 8,13 mg de MgCl,.6H,0 (20mM).

2.1.5.f - Procedimento de andlise de atividade de inibi¢do da enzima acetilcolinesterase
Foram feitos teste positivo utilizando a eserina com a mesma metodologia aplicada aos
produtos em analise.

Foram adicionados a cada pogo da placa de Elisa, 125 pL da solugcdo de DTNB, 50 pL da
solucdo de Tris/HCI (pH 8,0), 25 uL da solucdo de ATCI e 25 pL da solucdo trabalho de
cada produto em analise, sendo 0s cinco primeiros pogos utilizados para o branco e 0s cinco
seguintes para a eserina (Figura 09).

Foram feitas 8 medidas de absorbancia a 405 nm a cada 1 minuto, com total de sete minutos .
Em seguida foram adicionados 25 pL de solu¢cdo AChE (0,226 U/mL) em Tris/HCI a cada
po¢o e homogeneizados.

Foram feitas 10 medidas de absorbancia em 405 nm a cada 1 minuto por 10 vezes, com inicio

ao final da adicdo da enzima, com total de nove minutos.
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Figura 09 - Imagem da placa de Elisa preparada com a eserina, o estigmasterol e derivados
utilizada para testes de atividade contra a enzima acetilcolinesterase.
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2.2 - Estigmasterol (E)

FM/MM: C9Hys0 / 412,69 g/mol
Aspecto: pd branco.

Faixa de Fuséo: 163,5 — 165,0 °C (lit. 174 — 176 °C)

IV (Vmax, ATR, cm™): 3350, 2934, 2866, 1457, 1366, 1053, 970, 961 {literatura (Silva,

2008): 3410, 2955, 2936, 2867, 1634, 1461, 1383, 1368, 1055, 971}.

RMN de *H (CDCls, 400 MHz), &

5,36 (dl, 1H, J=8,8 Hz, H-6); 5,15 (dd, 1H, J=14,8Hz, 8,8Hz, H-22); 5,02 (dd, 1H,

J=15,2Hz, 8,4Hz, H-23); 3,53 (M, 1H, H-3);

RMN de *C (CDCl;, 100 MHz), &:

37,6 (C-1); 31,9 (C-2); 72,0(C-3); 425 (C-4);
121,9 (C-6); 31,9 (C-7); 32,1(C-8); 50,4 (C-9);

21,9 (C-11); 399 (C-12);  424(C-13); 57,07 (C-14);

29,0 (C-16); 56,2 (C-17);  12,3(C-18); 19,6 (C-19);

21,4 (C-21);  1385(C-22); 129,5(C-23); 51,4 (C-24);

21,3(C-26); 19,2 (C-27);  256(C-28); 12,5(C-29).

141,0 (C-5);
36,7 (C-10);

24,57 (C-15);
40,7 (C-20);

32,1 (C-25);
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2.3 - Estigmasta-5,22-dien-3-ona (DEOQ1)

FM/MM: Cy9H470 / 410,67 g/mol
Aspecto: Solido branco.

Faixa de Fuséo: 122,6 - 123,5 °C (lit. 121 — 122 °C).

IV (Vmax, ATR, cm™) : 2929, 2865, 1675, 1615, 1444, 1435, 1382, 970, 865 {literatura
(Jones, 1973): 2969, 2937, 2871, 1679, 1619, 1462, 1446, 1435, 1384, 1270, 1229, 994, 961,

868}.

RMN de 'H (CDClIs , 400 MHz), &'

5,34 (s, 1H, H-6); 5,15 (dd, 1H, J=15,0, 8,8 Hz, H-22); 5,02 (dd, 1H, J=14,00 Hz, 6,4/8,8
Hz, H-23); 3,28 (d, 1H, J=16,0 Hz, H-4); 2,82 (d, 1H, J=16,4 Hz, H-4); 2,49 (m, 1H, H-2);

2,05 (m, 1H, H-2);
RMN de **C (CDCls;, 100 MHz), &

37,09 (C-1); 37,87 (C-2); 210,63 (C-3); 48,58 (C-4);
123,11 (C-6); 32,00 (C-7); 32,09 (C-8); 49,38 (C-9);
21,54 (C-11); 39,76 (C-12); 42,47 (C-13); 56,90 (C-14);
29,12 (C-16); 56,11 (C-17); 12,30(C-18); 21,43 (C-19);
21,31 (C-21); 138,44 (C-22); 129,56 (C-23); 51,44 (C-24);

19,39 (C-26); 19,19 (C-27); 25,62 (C-28); 12,47 (C-29).

138,73 (C-5);
37,13 (C-10);
24,55 (C-15);
40,71 (C-20);

32,09 (C-25);
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2.4 - Estigmasta-4,22-dien-3-ona (DEQ2)

FM/MM: Cy9H470 / 410,67 g/mol

Aspecto: Solido branco levemente amarelo.

Faixa de Fusdo: 115,9 — 116,8 °C (lit. 121 — 122 °C).

IV (Vmax, ATR, cm™) : 2929, 2865, 1675, 1615, 1444, 1435, 1382, 970, 865 {literatura
(Silva, 2008): 2969, 2937,2871, 1679, 1619, 1462, 1446, 1435, 1384, 1270, 1229, 994,961,

868}.

RMN de 'H (CDClIs , 400 MHz), &'

5,72 (s, 1H, H-4); 5,15 (dd, 1H, J=15,2, 8,4Hz, H-22); 5,02 (dd, 1H, J=15,2 Hz, 8,4 Hz, H-

23);

RMN de *C (CDCls;, 100 MHz), & :

35,9
34,2
21,2
29,1
19,2

21,3

(C-1);
(C-6);
(C-11);
(C-16);
(C-21);

(C-26);

32,2
33,2
39,6
56,2
138,3

21,4

(C-2); 1998 (C-3);
(C-7); 358 (C-8);
(C-12); 423 (C-13);
(C-17); 123 (C-18);
(C-22); 1297 (C-23);

(C-27); 256 (C-28);

124,0
51,4
55,9
17,6
54,0

12,4

(C-4); 1718
(C-9); 388
(C-14); 243
(C-19); 40,7
(C-24); 321
(C-29).

(C-5);
(C-10);
(C-15);
(C-20);

(C-25);
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2.5 - Estigmasta-4,22-dien-,3,6-diona (DEO3)

FM/MM: Ca9H440, / 424,66 g/mol
Aspecto: Solido amarelo.
Faixa de Fuséo: 129 — 130 °C (lit. 134 — 135°C).

IV (vmax, ATR, cm'™): 2927, 2851, 2869, 1691, 1678, 1606, 1462, 1243, 1222, 973, 866
{literatura (Alliota, 1991): 2950, 1714, 1686, 1609, 969,864 cm }.

RMN de 'H (CDClIs , 400 MHz), &'

6,17 (s, 1H, H-4); 5,15 (dd, 1H, J=15,2Hz, 8,4Hz, H-22); 5,04 (dd, 1H, J=15,2Hz, 8,4Hz,
H-23);

RMN de *C (CDCls , 100 MHz), &:

35,7 (C-1); 342(C-2);  199,7(C-3); 1257 (C-4); 1613 (C-5);

202,6 (C-6); 47,0 (C-7); 34,4 (C-8); 51,2(C-9); 40,0 (C-10);
21,1 (C-11); 39,2(C-12);  426(C-13);  559(C-14); 24,2 (C-15);
28,9 (C-16); 56,8 (C-17);  123(C-18);  17,7(C-19); 40,6 (C-20);

21,3(C-21);  138,0(C-22); 1299 (C-23);  51,4(C-24);  32,1(C-25);

21,4 (C-26); 192 (C-27);  256(C-28);  12,5(C-29).
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2.6 - Estigmasta-4,22-dien-3-ona, oxima (DE04)

1
19
1
HO
N 3

FM/MM: Cy9H47NO / 425,69 g/mol

Aspecto: Solido amorfo.

Faixa de Fuséo: 157 - 158 °C (lit. 168 - 169 °C).

IV (vmax, ATR, cm™): 3283, 2932, 2866, 1631, 1455, 1380, 1294, 1134, 1110, 994, 968, 932,
867 {literatura (Cui, 2009): 3285, 3046, 2951, 2883, 1629, 1466, 1437, 1372, 1295, 1237,

1218, 1126, 995, 930, 873}.

RMN de 'H (CDCls, 400 MHz), &'

5,77 (s, 1H, H-4); 5,14 (dd, 1H, J=15,2Hz, 8,4Hz, H-22); 5,01 (dd, 1H, J=15,0Hz, 8,8Hz,
H-23); 3,05 (d, 1H, J=17,2Hz, H-2);

RMN de **C (CDCls;, 100 MHz), &

32,7
34,9
21,6
29,1
21,3

21,4

(C-1); 189
(C-6); 321
(C-11); 39,9
(C-16); 56,1
(C-21); 1385
(C-26); 19,2

(C-2); 1573 (C-3);
(C-7); 360 (C-8);
(C-12); 425 (C-13);
(C-17); 125 (C-18);
(C-22); 1295 (C-23);

(C-27); 256 (C-28);

117,3
53,9
56,3
18,0
51,5

12,4

(C-4); 156,1
(C-9); 382
(C-14); 245
(C-19); 40,7
(C-24); 32,4
(C-29).

(C-5);
(C-10);
(C-15);
(C-20);

(C-25);
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2.7 - Estigmasta-4,22-dien-3,6-diona, oxima (DEQ5)

FM/MM: Ca9H440, / 424,66 g/mol

Aspecto: Solido amorfo.

Faixa de Fusdo: 133 - 134°C (literatura 140-141 °C).

IV (vmax, ATR, cm™): 3185, 2951, 2868, 1626, 1456, 1376, 1303, 1178, 1045, 960, 848, 813,
723, 697, 667 {literatura (Cui, 2009): 3317, 2953, 2864,1629, 1454, 1376, 1298, 1176, 959

cm 3.

RMN de 'H (CDCls, 400 MHz), &

6,52 (s, 1H, H-4); 515 (dd, 1H, J=152Hz, 8,4Hz, H-22); 504 (dd, 1H, 150Hz,
J=8,4/8,8Hz, H-23); 3,34 (m, 1H H-7); 3,07 (m, 1H H-2); 2,15 (m, 1H H-2);

RMN de **C (CDCls;, 100 MHz), &

338 (C-1); 188
1574 (C-6); 29,9
256 (C-11); 39,6
290 (C-16); 56,1
213 (C-21); 1383

192 (C-26); 19,2

(C-2); 1568 (C-3);
(C-7); 321 (C-8);
(C-12); 386 (C-13);
(C-17); 12,3 (C-18);
(C-22); 129,7 (C-23);

(C-27); 24,4 (C-28);

119,5
51,6
55,9
17,8
51,5

12,5

(C-4);
(C-9);
(C-14);
(C-19);
(C-24);

(C-29).

147,9
42,6
21,5
40,6

33,2

(C-5);
(C-10);
(C-15);
(C-20);
(C-25);
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2.8 - Caracterizag0es estruturais dos compostos
2.8.a - Estigmasterol (E)

No espectro na regido do infravermelho (Figura 10) do estigmasterol (E) pode-se
observar uma banda centrada em 3350 cm™ referente ao estiramento da ligacdo O-H de
alcoois com ligacdo de hidrogénio; bandas em 2934 cm™ e 2866 cm™referentes ao estiramento
simétrico e assimétrico de ligagdes C-H de compostos alifaticos; uma banda em 1053 cm™
caracteristica de estiramento axial da ligacdo C-O de alcool (Barbosa, 2007).
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Figura 10: Espectro na regido do infravermelho do estigmasterol (E).

No espectro de RMN de *H do estigmasterol (Figura 11, pag.33) pode se observar
sinais na regido de hidrogénio olefinico. O dupleto em ¢ 5,36 (dl, 1H, J=8,8 Hz) foi atribuido
ao atomo de hidrogénio H-6. O dupleto duplo em ¢ 5,15 (dd, 1H, J=14,8 Hz, 8,8 Hz) foi
integrado para um atomo e foi atribuido ao atomo de hidrogénio H-22 e o dupleto duplo em &
5,02 (dd, 1H, J=15,2 Hz, 8,4 Hz), também integrado para um atomo, foi atribuido ao atomo
de hidrogénio H-23. O multipleto em 6 3,53 é caracteristico de hidrogénio ligado ao carbono
carbindlico C-3. Foram identificados os sinais referentes aos grupos metila (Tabela 13,
Anexo 01, pag. 84) e comparados aos dados da literatura (Zubair et al, 2013 e Guo, 1995) .
Os sinais na faixa de ¢ 1,04 a 6 2,26 estdo relacionados aos demais atomos do esqueleto do

fitoesteroide.
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Figura 11: Espectro de RMN *H de E (CDCl3, 400 MHz).

No espectro de RMN de **C e com o auxilio do sub-espectro DEPT 135 (Figura 12 e
13) foi possivel identificar 27 sinais de atomos de carbono, dos quais nove sdo metilénicos e
trés ndo hidrogenados. Os sinais dos atomos de carbono olefinicos foram observados no
intervalo ¢ 140,97 a ¢ 121,93, sendo o sinal em ¢ 140,97 atribuido ao 4&tomo de carbono ndo
hidrogenado C-5. O sinal em ¢ 72,01 foi atribuido ao atomo de carbono C-3 ligado ao grupo
hidroxila. Os sinais dos atomos de carbono C-2/C-7 e C-8/C-25 sobrepuseram-se em ¢ 31,87 e
8 32,11, respectivamente. A atribuicao de todos os sinais de atomos de carbono (Tabela 03,

pag. 35) foi realizada por comparagdo com os dados descritos na literatura (Jiang et al, 2013).
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Figura 13: Sub-espectro DEPT 135 de E (CDCls3, 100 MHz).




C Literatura E C Literatura E

1 38,4 37,6 16 29,9 29,0
2 32,8 31,9 17 57,0 56,2
3 71,8 72,0 18 12,5 12,3
4 43,5 42,5 19 19,9 19,6
5 142,5 141,0 20 41,4 40,7
6 121,0 121,9 21 21,8 21,4
7 32,8 31,9 22 139,0 138,5
8 32,6 32,1 23 130,0 129,5
9 51,4 50,4 24 52,3 51,4
10 37,5 36,7 25 32,9 32,1
11 21,9 21,3 26 21,5 21,3
12 40,7 39,9 27 19,5 19,2
13 43,1 42,4 28 26,2 25,6
14 57,9 57,1 29 12,7 12,5
15 25,1 24.6

Referéncia: Jiang, 2013.

O espectro de massas de alta resolucdo de E (Figura 14) apresentou um pico base
[M+1-18] correspondendo ao produto da desidratacdo do estigmasterol 395,3650 m/z (valor
tedrico 395,3672 m/z), correspondendo a molécula proposta, visto que sua massa molecular
equivale a 412,3705 g mol™. O erro inerente a medida foi de 5,6 ppm, em relagdo ao pico

base.
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Figura 14: Espectro de massas de alta resolucdo do Estigmasterol por APCI.
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2.8.b — Estigmasta-5,22-dien-3-ona (DEO1)

No espectro na regido do infravermelho de DEO1 (Figura 15, pag. 36) pode-se
observar a modificacdo quimica realizada devido a auséncia da banda caracteristica do grupo
hidroxila em 3350 cm™ e a presenca da banda em 1717 cmreferente ao estiramento da
ligacdo C=0 de cetonas (Barbosa, 2007).
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Figura 15: Espectro na regido do infravermelho de DEOL1.

No espectro de RMN de *H de DEO1 (Figura 16, pag. 37) pode se observar auséncia
do sinal em ¢ 3,53 atribuido ao 4&tomo de hidrogénio H-3 ligado ao carbono carbinélico de E.
Os sinais referentes aos hidrogénios olefinicos foram observados em § 5,34 (sl, 1H) atribuido
ao atomo de hidrogénio H-6, com modificacdo do sinal de dupleto para simpleto em relacédo
ao estigmasterol; em ¢ 5,15 (1H, dd, J=15,0 Hz, 8,8 Hz) foi integrado para um atomo
atribuido aos hidrogénios H-22 e em ¢ 5,02 (1H, dd, J=14,0 Hz, 8,6 Hz) foi integrado para um
atomo atribuido aos hidrogénios H-23. Pode se observar também a presenca de dois dupletos
em o 3,28 (1H, d, J=16,0 Hz) e 6 2,82 (1H, d, J=16,4 Hz) referente aos atomos de hidrogénios
ligados ao atomo de carbono C-4; os multipletos centrados em 6 2,49 (1H, m, H-2) e em J
2,05 (1H, m, H-2) foram atribuidos aos atomos de hidrogénio ligados ao tomo de carbono C-
2, com auxilio dos espectros de **C, sub-espectros DEPT e mapas de correlacdo HMQC e

COSY discutidos a sequir.
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Os sinais referentes aos atomos de hidrogénio dos grupos metilas foram identificados
conforme Tabela 13 (Anexo 01, pag. 80). Os sinais na faixa de ¢ 1,10 a 6 2,40 estdo

relacionados aos demais &tomos do esqueleto do fitoesteroide.
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Figura 16: Espectro de RMN *H de DE0O1 (CDCls, 400 MHz).

No espectro de RMN de *C e com o auxilio do sub-espectro DEPT 135 de DEO1
(Figura 17 e 18, pag. 38) foi possivel identificar 28 sinais de carbonos, sendo 9 de carbonos
metilénicos e 4 de carbonos ndo hidrogenados; a auséncia do sinal em ¢ 72,00 referente ao
carbono carbindlico de E, e a presenca de um novo sinal em ¢ 210,63 (regido caracteristica de
carbono carbonilico) comprovam a oxidacao da hidroxila no estigmasterol. Pode-se observar
ainda a desblindagem do carbono C-2 com mudanca do sinal de ¢ 31,87 (E) para ¢ 37,87
(DEO1), bem como a desblindagem do carbono C-4 com mudanga do sinal de deslocamento
inicial de 0 42,51 (E) para ¢ 48,52 (DEO1) evidenciando o efeito anisotrépico do grupo
carbonila em C-3. Os sinais dos &tomos de carbono C-8/C-25 sobrepuseram-se em ¢ 32,09. A
atribuicdo de todos os sinais dos atomos de carbono da substancia DEOL foi realizada por
comparagdo com os dados obtidos para o estigmasterol (E) conforme tabela 04, pag. 41 e

tabela 14, anexo 02, pag. 84.
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A expansdo do mapa de Correlagdes bidimensional HMQC (Figura 19) possibilitou

determinar a correlacdo entre os 4&tomos de carbono e hidrogénio. Os dupletos em oy 3,28

(1H, d, 16,0 Hz) e 6y 2,82 (1H, d, 16,4 Hz) correlacionaram-se ao sinal referente ao atomo de

carbono C-4 (oc 48,58) e os multipletos em dy 2,49 e oy 2,32 foram correlacionados ao &tomo
de carbono C-2 (em J¢ 37,87).
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Figura 19: Expansdo do mapa de correlagdes HMQC de DEQO1 (CDCls, 400 MHz).

O mapa de Contornos COSY (Figura 20, pag. 40) possibilitou a observacdo da

correlagéo entre os atomos de hidrogénio H-2 (dy 2,49 e o4 2,32). Pode-se observar também a
correlagéo entre os 4&tomos de hidrogénio H-4 (o4 3,28, 1H, d, J=16,0 Hz) e (dy4 2,82, 1H, d,

J=16,4 Hz).
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Figura 20: Mapa de Contorno COSY de DEO1 (CDCls, 400 MH2z).

A atribuicdo de todos os sinais de carbonos (Tabela 04) foi realizada por comparagéo

com os dados descritos para o estigmasterol (E) associados aos espectros de COSY e HMQC.

A substancia DEOL1 foi identificada como estigmasta-5,22-dien-3-ona.
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Tabela 04: Deslocamento quimico dos 4&tomos de carbono de DEO1 no espectro de RMN de *C.

C DEOL C DEO1
1 37,1 16 29,1
2 37,9 17 56,1
3 210,6 18 12,3
4 48,6 19 21,4
5 138,7 20 40,7
6 123,1 21 21,3
7 32,0 22 1384
8 32,1 23 129,6
9 49,4 24 51,4
10 37,1 25 32,1
11 21,5 26 19,4
12 39,8 27 19,2
13 42,5 28 25,6
14 56,9 29 12,5
15 24,6

O espectro de massas de alta resolucio de DEO1 (Figura 21) apresentou um pico base [M+1]"

de m/z 411,3532 correspondendo ao produto estigmasta-5,22-dien-3-ona, visto que sua massa

exata equivale a m/z 410,3549 e a espécie protonada tem massa exata de m/z 411,3582. O erro

inerente a medida em relacdo ao pico base foi de 12 ppm.
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2.8.c — Estigmasta-4,22-dien-3-ona (DE02)

No espectro na regido do infravermelho de DEO2 (Figura 22) pode-se observar a
modificacdo quimica realizada devido a auséncia da banda caracteristica do grupo hidroxila
em 3350 cm™ e a presenca da banda em 1675 cm™referente ao estiramento da ligagdo C=0 de
cetonas. A banda em 1675 cm™ com valor inferior em relacdo a DEO1 (1717 cm™) sugere
conjugacdo com a ligacdo dupla provocando o enfraguecimento da ligagdo C=0 devido a
deslocalizagdo dos elétrons m por ressonancia (Barbosa, 2007). A banda em 1615 cm™ refere-

se a ligacdo C=C para a forma s-trans de cetonas a, B-insaturadas (Barbosa, 2007).
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Figura 22: Espectro na regido de infravermelho de DE02.

No espectro de RMN de *H de DE02 (Figura 23, pag. 43) pode se observar auséncia
do sinal referente ao hidrogénio ligado ao carbono carbinolico C-3 (oy 3,53) e a desblindagem
do hidrogénio olefinico com modificacdo do sinal de ¢ 5,36 (1H, d, J= 8,8 Hz) para ¢ 5,72
(1H, s) em relagdo ao estigmasterol. A desblindagem e a modifica¢do do sinal de dupleto para
simpleto evidenciam a modificagdo quimica na vizinhanga do hidrogénio olefinico
confirmando a informacao obtida no espectro na regido de 1V: a ocorréncia de uma ligagdo
dupla conjugada a um grupo carbonila, portanto este sinal foi atribuido ao atomo de
hidrogénio H-4. Os demais sinais olefinicos também foram observados: ¢ 5,15 (1H, dd,
J=15,2 Hz, 8,4 Hz, H-22); 6 5,02 (dd, 1H, J=15,2 Hz, 8,4 Hz, H-23).
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Figura 23: Espectro de RMN 'H de DE02 (CDCls, 400 MHz).

No espectro de RMN de *C e com o auxilio do sub-espectro DEPT 135 (Figura 24 e
25) foi possivel identificar 29 sinais de carbonos sendo 9 sinais de carbonos metilénicos e 4

sinais de carbonos nédo hidrogenados.

A auséncia do sinal em 6 72,00 referente ao atomo de carbono carbindlico e a
presenca do sinal em ¢ 199,80 referente ao 4tomo de carbono carbonilico (C-3) comprova a
oxidacdo da hidroxila no estigmasterol. Pela comparacdo do deslocamento quimico do
carbono carbonilico de DEO1 (¢ 210,63) e DE02 (6 199,80) € observada uma blindagem do
sinal de DEO2 em relacdo a DEO1. Este fato confirma a ocorréncia da conjugacéo da ligacédo
dupla com o grupo carbonila evidenciando a migracao da ligagéo dupla da posi¢do C-5/C-6
para a posicdo C-4/C-5 conforme observado no espectro na regido de IV e de RMN de *H. A
conjugacdo da ligacdo dupla diminui a deficiéncia de elétrons do carbono da carbonila pela
doacdo de densidade eletronica da ligacdo dupla ao &tomo de carbono C-3 e portanto ha uma
blindagem deste. Em concordéancia com este fato, é observada a desblindagem do sinal do
atomo de carbono n&do hidrogenado C-5 pois o sinal em ¢ 140,97 desloca-se para 6 171,83.
Os efeitos descritos acima podem ser observados pela estrutura de ressonancia apresentado na

Figura 26, pag. 45.
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Figura 26 — Estrutura de ressonancia da estigmasta-4,22-dien-3-ona.

A atribuicédo de todos os sinais de carbonos (Tabela 05) foi realizada por comparacéao
com os dados descritos na literatura (SILVA, 2008). A substancia DEQ2 foi identificada como

estigmasta-4,22-dien-3-ona.

Tabela 05: Comparacéo dos dados de RMN de **C de DE02 com a literatura.

21
,
///,,,/,,
18 y

22

C Literatura DEO2 C Literatura DEO2
1 35,7 35,9 16 28,9 29,1
2 32,1 32,2 17 56,0 56,2
3 199,3 199,8 18 12,2 12,3
4 123,6 124,0 19 17,5 17,6
5 171,4 171,8 20 40,5 40,7
6 34,0 34,2 21 19,1 19,2
7 33,0 33,2 22 138,0 138,3
8 35,7 35,8 23 129,3 129,7
9 51,2 51,4 24 53,8 54,0
10 38,6 38,8 25 31,9 32,1
11 21,2 21,2 26 21,1 21,3
12 39,6 39,7 27 21,2 21,4
13 42,3 42,5 28 25,5 25,6
14 55,9 56,2 29 12,3 12,4
15 24,3 24,4

Referéncia: (SILVA, 2008).
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O espectro de massas de alta resolugio de DEO02 (Figura 27) apresentou um pico base [M+1]"
de m/z 411,3761 correspondendo ao produto estigmasta-4,22-dien-3-ona, visto que sua massa
exata equivale a m/z 410,3549 e a espécie protonada tem massa exata de m/z 411,3582. O erro
inerente a medida foi de 43 ppm em relacéo ao pico base, valor superior ao aceito de 20 ppm.
A molécula apresentou-se como pouco ionizavel e o resultado obtido deve ser repetido

utilizando outra técnica.
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Figura 27: Espectro de massas de alta resolucdo de DE02 por APCI.
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2.8.d — Estigmasta-4,22-dien-3,6-diona (DEO3)

No espectro na regido do infravermelho de DEO3 (Figura 28) pode-se observar duas
bandas em 1681 e 1678 cm™ referente ao estiramento C=0 de cetonas e a auséncia da banda
caracteristica do grupo hidroxila em 3350 cm™. A reducéo do valor observado para as bandas
de cetonas em relacdo a DEO1 (1717 cm™) sugere o enfraquecimento da ligacdo C=0 devido &
deslocalizagao dos elétrons m por ressonancia com a ligagao dupla evidenciando a presenca de
duas cetonas a,B-insaturadas (Barbosa, 2007). A banda em 1609 cm™ refere-se ao estiramento

da ligagdo C=C de cetonas a,B-insaturadas (Barbosa, 2007).
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Figura 28: Espectro na regido de infravermelho de DEO3.

No espectro de RMN de *H de DE03 (Figura 29, pag. 48) pode se observar auséncia
do sinal referente ao atomo de hidrogénio ligado ao carbono carbinolico C-3 (o4 3,52) do
estigmasterol. O atomo de hidrogénio olefinico foi observado em ¢ 6,17 (s, 1H, H-4). A
desblindagem em relacdo ao estigmasterol (¢ 5,36) e em relagdo a DE02 (0 5,72) evidencia a
modificacdo quimica da vizinhanga confirmando a informag&o obtida no espectro na regido de
IV, onde foi verificada a ocorréncia de ligacdo dupla conjugada a dois grupos carbonilas. Os
demais sinais olefinicos também foram observados: o duplo dupleto centrado em ¢ 5,15 (1H,
dd, J=15,2 Hz, 8,4 Hz, H-22); o duplo dupleto centrado em ¢ 5,04 (1H, dd, J=15,2 Hz, 8,4
Hz, H-23).
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Figura 29: Espectro de RMN *H de DE03 (CDCls, 400 MHz).

No espectro de RMN de **C e com o auxilio do sub-espectro DEPT 135 (Figura 30 e
31, pag. 49 e 50) foi possivel identificar 29 sinais referentes aos carbonos, sendo 8 sinais de
carbono metilénicos e 5 sinais referentes a carbonos ndo hidrogenados. A oxidacdo do
carbono C-3 pode ser evidenciada pela presenca do sinal, em ¢ 199,74 e auséncia do sinal em
0 72,00 presente no reagente inicial estigmasterol. A presenca de outro sinal em ¢ 202,58
caracteristico de grupo carbonila e a auséncia no sub-espectro DEPT de um atomo de carbono
metilénico evidenciou uma nova modificacdo quimica. A comparacdo de DEO3 com os dados
descritos para o estigmasterol (E) mostra a auséncia do sinal do &tomo de carbono metilénico
C-6, sugerindo esta posicdo para a segunda carbonila. Associado a esta informacdo, ha uma
desblindagem do atomo de carbono C-7 de ¢ 31,90 (E) para ¢ 47,00 (DEO03), evidenciando o
efeito anisotrdpico da carbonila e uma menor desblindagem do sinal do 4&tomo de carbono
olefinico ndo hidrogenado C-5 (¢ 161,24) em relacdo a substancia DE02 (¢ 171,83) quando
avaliados em relacdo ao estigmasterol (6 141,00). A Ultima descricdo parece incoerente
inicialmente, entretanto ao analisarmos as densidades eletronicas das estruturas ha uma
justificativa plausivel. A substancia DEO2 somente permite duas estruturas de ressonancia,
onde ha uma estrutura de ressonancia sem cargas e uma estrutura com densidade de cargas
positiva sobre a atomo de carbono C-5 conforme Figura 26, pag. 50. Quando analisamos a
substancia DEO3 ha o efeito de ressonancia cruzada, reduzindo a densidade positiva sobre o
atomo de carbono C-5, tornando-o mais blindado em relacdo a DEO2 (Figura 32). Este fato
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também explica a maior desblindagem do atomo de hidrogénio H-4 em DEO3 (6 6,17) em
relacdo ao atomo de hidrogénio H-4 em DEO2 (¢ 5,72). A substancia DEO3 foi identificada

como estigmasta-4,22-dien-3,6-diona e todos os dados estdo de acordo com

(Alliota, 1991) descritos na Tabela 06.
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Figura 32 — Estruturas de ressonancia da estigmasta-4,22-dien-3,6-diona.
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Tabela 06: Comparacao dos dados de RMN de *C do DE03 com a literatura.

C Literatura DEO3 C Literatura DEO3
1 35,5 35,7 16 27,9 28,9

2 33,9 34,2 17 56,6 56,8

3 199,5 199,7 18 11,9 12,3

4 125,4 125,7 19 17,4 17,7

5 161,1 161,3 20 40,5 40,6

6 202,3 202,6 21 21,1 21,3

7 46,8 47,0 22 138,3 138,0
8 39,1 34,4 23 129,3 129,9
9 50,9 51,2 24 51,3 51,4

10 34,2 40,0 25 31,9 32,1

11 20,8 21,1 26 21,2 21,4

12 39,9 39,2 27 19,1 19,2

13 42,5 42,6 28 25,4 25,6

14 55,8 55,9 29 12,3 12,5

15 23,9 24,2

Referéncia: (Alliota, 1991).

O espectro de massas de alta resolucdo de DEO3 (Figura 27) apresentou um pico base

[M+1]" de m/z 425,3486 correspondendo ao produto estigmasta-4,22-dien-3,6-diona, visto

gue sua massa exata equivale a m/z 424,3341 e a espécie protonada tem massa exata de m/z

425,3375. O erro inerente ao pico base foi de 26 ppm.
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2.8.e - Estigmasta-4,22-dien-3-ona, oxima (DE04)

A substancia DE04 foi obtida a partir de DEO2 por reacdo de formacdo de oximas. No
espectro na regido do infravermelho de DEO4 (Figura 34) pode-se observar auséncia da banda
referente ao estiramento da ligacdo C=0 (1675 cm™) de DE02, bem como a presenca de uma
banda larga centrada em 3283 cm™ referente ao estiramento da ligacdo OH e uma banda em

1631 cm™ referente ao estiramento da ligacdo C=N (Barbosa, 2007 e Pavia, 2010).
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Figura 34: Espectro na regido de infravermelho de DEOA4.

No espectro de RMN de *H de DE04 (Figura 35) pode se observar a presenca de um
dupleto em ¢ 3,05 (1H, d, 17,2 Hz) ausente no material de partida DE02. Cui et al atribui este
sinal ao 4tomo de hidrogénio H-2. Devido a ligacdo dupla carbono-nitrogenio é possivel
identificar a formacdo de dois isbmeros paras as oximas: o isdmero Z, onde o carbono de
maior prioridade (no caso carbono C-4) esta em posi¢cdo CIS ao grupo hidroxila e o isdmero
E, onde o carbono de maior prioridade esta em posicdo TRANS ao grupo hidroxila. Sabe-se
que a presenc¢a do grupo hidroxila exerce um efeito sobre o grupo em posic¢édo CIS: ocorre
uma desblindagem do atomo de hidrogénio e consequentemente uma blindagem do atomo de
carbono (Silverstein et al, 1991). No caso de DE04 (isbmero E), a hidroxila é CIS ao grupo
CH> na posicdo 2, o que pode ser confirmado pela presenca do sinal desblindado do 4&tomo de
hidrogénio H-2 em ¢ 3,05. Observa-se o sinal do hidrogénio vinilico H-4 em ¢ 5,77 (s, 1H)
semelhante ao material de partida da reagéo (DEO2, pag. 46).
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O sinal em o6 6,47 (s, 1H) com valor de integral inferior a 1 (ou seja um
contaminante) foi atribuido a presenca da oxima Z, como impureza. Neste caso 0 grupo
hidroxila ¢ CIS ao grupo CH vinilico na posi¢do 4 ocasionando a desblindagem observada
para o atomo de hidrogénio H-4 (de 6 5,72 em DEO2 para ¢ 6,47 em DEO4. Os demais sinais
dos atomos de hidrogénio olefinicos foram identificados em ¢ 5,14 (1H, dd, J=15,2 Hz, 8,4
Hz, H-22); em ¢ 5,01 (dd, 1H, J=15,0 Hz, 8,8 Hz, H-23), conforme literatura (Cui et al,
2009).
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Figura 35: Espectro de RMN 'H de DE04 (CDCls, 400 MHz).

0.0

No espectro de RMN de **C e com o auxilio do sub-espectro DEPT 135 (Figura 36 e
37) foi possivel identificar 29 sinais referentes aos atomos de carbono de DEO4, sendo nove
sinais de carbono metilénicos e quatro sinais de carbonos ndo hidrogenados. A auséncia do
sinal de carbono carbonilico em ¢ 199,83 (DE02) e a presenca de um sinal em ¢ 157,30
(DEO4), regido caracteristica de oximas, evidenciam a modificacdo da ligacdo quimica C=0
para a ligacdo quimica C=N. A andlise dos dados de deslocamentos quimicos de DE04 em
relagdo ao material de partida da reacdo (DEO2) mostra uma blindagem dos sinais de carbonos
na vizinhanga da ligacdo C=N: atomo de carbono C-2 (6 32,20 para ¢ 18,94); atomo de
carbono C-4 (¢ 123,95 para ¢ 117,25) e atomo de carbono C-5 (¢ 171,80 para ¢ 156,13).
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Segundo Silverstein et al, 1991 é possivel distinguir os isdbmeros Z e E de oximas, pois o
substituinte mais impedido (cis em relacdo ao grupo OH) é mais blindado. Ao observamos 0s
deslocamentos quimicos dos 4tomos de carbono C-2 e C-4 em DEO4 é perceptivel que houve
um maior efeito de blindagem em relacdo a DE02 dos sinais dos atomos de carbono C-2 (0
32,20 para ¢ 18,94) com variacdo de 13,26 ppm 0 que sugere que este carbono esteja em
posicao cis a hidroxila, neste caso teremos 0s grupos de maior prioridade para lados opostos a
ligacdo C=N caracterizando o isdmero E. Tais fatos associados ao 1V, espectro de RMN de *H
e literatura comprovam a formacao do produto (3E) estigmasta-4,22-dien-3-ona, oxima como
produto principal da mistura. A atribuicdo de todos os sinais de carbonos (Tabela 07, pag. 57)

foi realizada por comparagéo com os dados descritos na literatura (Cui et al, 2009).
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O mapa de correlacdo bidimensional HMQC (Figura 38 e 39) possibilitou determinar
a correlagdo entre os atomos de carbono e hidrogénio. O simpleto em dJy 5,77 foi
correlacionado ao sinal em oc 117,27 atribuido ao atomo de carbono olefinico C-4, bem como
os sinais dos atomos de hidrogénios olefinicos (dy 5,14 e dy 5,01) foram correlacionados aos
atomos de carbono C-22 e C-23 (oc 138,46 e dc 129,55), respectivamente, conforme Figura
38. O dupleto em ¢y 3,05 (1H, d, J=17,2 Hz) foi correlacionado ao sinal referente ao 4&tomo
de carbono C-2 em J¢ 18,94.
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O mapa de Contornos COSY (Figura 40) possibilitou a observacdo de correlacdes

entre os &tomos de hidrogénio H-2 em oy 3,05 e oy 2,10; entre os &tomos de hidrogénio H-23
em (Jy 5,01) e H-24 (Jn); entre os atomos de hidrogénio H-22 em (dy 5,15) e H-20 (oy); €

entre os a&tomos de hidrogénio H-22 em (oy 5,15) e H-23 (oy 5,01) conforme Figura 40.
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Figura 40: Mapa de Contorno COSY de DE04 (CDCls, 400 MHz).

A analise dos mapas de HMQC e COSY mostrou valores diferentes das descritas na
literatura conforme Tabela 07, porém quando comparadas ao material de partida DEO2, 0s
valores atribuidos aos atomos sdo coerentes com o esperado, conforme comparacdo na Tabela
14 (Anexo 02, pag. 84). A substancia DEO4 foi identificada como estigmasta-4,22-dien-3-ona,

oxima.
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Tabela 07: Comparacio dos dados de RMN de **C de DE04 com a literatura.

21
My
iy,

C Literatura DEO4 C Literatura DEO04
1 32,6 32,7 16 24,3 29,1
2 28,9 18,9 17 56,0 56,1
3 157,2 157,3 18 12,3 12,5
4 117,1 117,3 19 18,7 18,0
5 155,9 156,1 20 39,8 40,7
6 31,9 34,9 21 21,1 21,3
7 34,7 32,1 22 138,2 138,5
8 35,9 36,0 23 129,4 129,5
9 53,8 54,0 24 51,3 51,5
10 40,5 38,2 25 32,3 32,4
11 21,2 21,6 26 17,8 21,4
12 38,0 39,9 27 19,0 19,2
13 42,3 42,5 28 25,4 25,6
14 56,2 56,3 29 12,2 12,4
15 21,4 24,5

Referéncia: Cui, 2009.

O espectro de massas de alta resolucdo por APCI de DEO4 (Figura 41) apresentou
um pico de ion molecular correspondendo ao produto DE04 m/z 425,3621, correspondendo a

molécula proposta, visto que sua massa exata equivale a 425,3658 g mol™.
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.03 . 295.2223  aup 3728 887.1500 11452332
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Event#: 1 MS(C+) Ret. Time : 0.400 ->0.787 Scan#:61->119

Figura 41: Espectro de massas de alta resolu¢do de DEO4 por APCI.
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2.8.e- Estigmasta-4,22-dien-3,6-diona, oxima (DE 05)

A substancia DEO5 foi obtida a partir da substancia DEO3 por reacao de formacéo de
oximas. No espectro na regido do infravermelho da substancia DEO5 (Figura 42) pode-se
observar a auséncia das bandas referente ao estiramento C=0 de cetonas a,f-insaturadas
observadas no material de partida DE03 (1691 e 1678 cm™), e a presenca de uma banda larga
centrada em 3185 cm™, referente ao estiramento de ligagdo O-H e uma banda em 1626 cm™

referente ao estiramento da ligagdo C=N (Barbosa, 2007 e Pavia, 2010).
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Figura 42: Espectro na regido de infravermelho de DEO5.

No espectro de RMN de 'H de DEO5 (Figura 43, pag. 60) pode se observar a
desblindagem do sinal de hidrogénio olefinico H-4 de ¢ 6,17 em DEO3 para ¢ 6,52 em DEOQ5,
caracteristico de oxima E (Cui et al, 2009) e dos hidrogénios metilénicos vizinhos a C-3 e C-
6: um dos atomos de hidrogénio H-7, anteriormente apresentava sinal em ¢ 2,67 (dd, 1H)
para DEO3 foi deslocado para ¢ 3,34 (m, 1H) em DEO5; os 4&tomos de hidrogénio H-2 e H-7
anteriormente com sinal em ¢ 2,55 (m, 2H) para DEO3 apresentaram sinais distintos em 6 3,07
(m, 1H) e 6 2,15 (m, 1H) atribuido ao &tomo de hidrogénio H-2 evidenciando a modificacdo
da vizinhanca. Foi observado, ainda os sinais dos a&tomos de hidrogénios olefinicos em 6 5,15
(1H, dd, J=15,2 Hz, 8,4 Hz, H-22); e em ¢ 5,04 (1H, dd, J=15,0 Hz, 8,4/8,8 Hz, H-23).
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Figura 43: Espectro de RMN *H de DEO5 (CDCls, 400 MHz).

No espectro de RMN de **C e com o auxilio do sub-espectro DEPT 135 (Figura 44 e
45, pag. 62) foi possivel identificar os 29 sinais referentes aos atomos de carbono, sendo oito
sinais de carbono metilénicos e cinco sinais referentes aos atomos de carbonos néo

hidrogenados.

A presenca dos sinais em ¢ 157,36 e ¢ 156,83 em DEOQ5 e a auséncia dos sinais em o
202,58 e ¢ 199,74 atribuidos aos atomos de carbono C-3 e C-6 em DEO3 evidenciam a
modificacdo da ligacdo quimica C=0 para uma ligacdo C=N. As blindagens observadas para
0s sinais dos atomos de carbono C-2 (¢ 34,17 em DEO3 para ¢ 18,82 em DEO5); C-4 (o
125,66 em DEO3 para ¢ 119,51); C-5 (0 161,27 em DEO3 para ¢ 147,87) e C-7 (¢ 47,00 em
DEOQ3 para ¢ 29,87) reforcam a modificagdo quimica da vizinhanga e acordam com a literatura
para formacéo de oxima E (Cui et al, 2009). Segundo Silverstein, (Silverstein et al, 1991) ¢
possivel distinguir os isbmeros Z e E de oximas, pois 0 atomo de carbono do substituinte mais
impedido (cis em relacdo ao grupo OH) é mais blindado. Ao observamos os deslocamentos
quimicos dos atomos de carbono C-2 e C-4 em DEO5 é perceptivel que houve um maior efeito
de blindagem em relacdo a DEO3 dos sinais dos atomos de carbono C-2 (¢ 34,17 para ¢ 18,82)

com variacgdo de 15,35 ppm 0 que sugere que este carbono esteja em posicao cis a hidroxila,
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neste caso teremos 0s grupos de maior prioridade para lados opostos a ligagdo C=N

caracterizando o isdbmero E. A aplicacdo do mesmo conceito para os deslocamentos dos
atomos de carbono C-5 e C-7 em DEO5 mostra que houve maior efeito de blindagem em

relacdo a DEO3 dos sinais dos a&tomos de carbono C-7 (¢ 47,00 para 6 29,87) com variagédo de

17,13 ppm 0 que sugere que este carbono esteja em posicao cis a hidroxila, neste caso teremos

0s grupos de maior prioridade para lados opostos a ligacdo C=N caracterizando o isdmero E

novamente.
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Figura 44: Espectro de RMN de **C de DE05 (CDCls, 100 MHz).
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Figura 45: Sub-espectro DEPT 135 do DEO5 (CDCl3, 100 MHz).

O mapa de correlacdo bidimensional HMQC (Figura 46, pag. 64) possibilitou
determinar a correlacdo entre os atomos de carbono e hidrogénio. Destacam-se a atribuicédo
dos sinais dos atomos de hidrogénio no intervalo de Jy 3,0 a d4 3,50 onde foram observados
as correlacdes entre o multipleto centrado em Jy 3,07 e o sinal referente ao atomo de carbono

C-2 em J¢ 18,82 e o multipleto centrado em oy 3,35 e o sinal do atomo de carbono C-7 em d¢

29,87.
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Figura 47: Mapa de Correlacbes HMQC de DEOQ5 (CDCl3, 400 MHz).

Tais dados associados ao espectro na regido de IV, espectro de RMN de 'H e
literatura comprovam a formacdo da dioxima (3E, 6E) estigmasta-4,22-dien-3,6-ona, oxima
(Cui et al, 2009). A atribuicdo de todos os sinais de carbonos (Tabela 08) foi realizada por
comparagdo com os dados descritos na literatura e ao material de partida DEO3 e os valores
diferentes da literatura foram confirmados pelos mapas de HMQC, COSY e por comparacao

aos valores encontrados para o material de partida conforme tabela 14, anexo 02, pag.84.
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Tabela 08: Comparacio dos dados de RMN de **C de DEO5 com a literatura.

22

C Literatura DEO05 C Literatura DEO5
1 31,9 33,8 16 29,7 29,0
2 28,8 18,8 17 55,9 56,1
3 156,6 156,8 18 12,3 12,3
4 119,3 119,5 19 18,6 17,8
5 147,6 147,9 20 39,4 40,7
6 157,2 157,4 21 21,2 21,3
7 25,4 29,9 22 138,1 138,3
8 33,1 32,1 23 129,6 129,7
9 51,4 51,6 24 51,3 51,5
10 42,5 42,6 25 33,7 33,2
11 21,1 25,6 26 17,6 19,2
12 38,4 39,6 27 19,1 19,2
13 40,4 38,6 28 24,2 24,4
14 56,8 56,9 29 12,2 12,5
15 21,3 21,5

Referéncia: Cui et al, 2009.

O espectro de massas de alta resolucdo por APCI de DEO5 (Figura 48) apresentou

um pico [M+H] correspondendo ao produto DEO5 com adi¢do de um proton m/z 455,3647,

correspondendo a molécula proposta, visto que sua massa exata equivale a 454,3559 g mol™.
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Figura 48: Espectro de massas de alta resolucdo por APCI de DEO5.
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3 - Discusséo dos resultados
3.1 - Oxidacao de alcoois secundarios similares ao estigmasterol

Alcoois secundarios de estruturas similares ao estigmasterol podem ser oxidados a
cetonas por diversos reagentes [dicromato de piridinio (PDC), clorocromato de piridinio
(PCC), {Patro et al, 1984}; cloreto de oxalila/Me,SO {Mancuso et al, 1978}; acido
iodoxobenzoico (IBX), {Frigerio et al, 1994}, hidroperdxido de ter-butila (TBHP)/Cu(l) ou
Cu(Il) {Parish et al, 2004}; Al(i-PrO); {Oppenauer, 1937}, entr outros) sendo relatado na
literatura uma variedade de rendimentos que chegam a 95% (Mancuso et al, 1978),
dependendo muitas vezes do material de partida e ou reagentes ou combinac6es de reagentes

utilizados.

Diversos autores destacam a instabilidade do derivado oxidado de moléculas andlogas
ao estigmasterol no atomo de carbono C-3 em relagdo a ligacdo dupla na posicéo 5,6 (cetona
B-insaturada) {Li e Li, 1998}. De acordo com relatos da literatura (Jones e Baskevitch, 1973)
a reacdo de oxidacdo gera como produto principal o derivado oxidado na posicdo 3 com
migracdo parcial e simultanea da ligacdo dupla da posicéo 5,6 para a posi¢éo 4,5 gerando uma
mistura de cetonas [-insaturada e a-insaturada (cetona com dupla migrada) com
predominancia de a-insaturada. Este fato é justificado, pois ha formacdo de uma espécie mais

estavel devido a estabilizacdo por ressonancia da ligacao dupla com a carbonila.

Ringold e Malhotra (1962) utilizaram o colesterol e outras moléculas com esqueletos
equivalentes ao estigmasterol para entender a migracdo da dupla. A conversdo de cetonas o-
insaturadas a B-insaturada com rendimentos superiores a 90% foi realizada utilizando-se terc-
butéxido de potéssio em t-butanol, atmosfera de nitrogénio, temperatura ambiente (1,5 horas),
seguida pela rapida adicdo de acido acético 10% a mistura reacional. O autor identificou a
presenca da cetona oa-insaturada, em condicGes reacionais mais brandas ou mesmo a partir de
produtos ja isolados de cetonas B-insaturada, evidenciando a facilidade de migragédo da dupla

na molécula.

Adicionalmente a formagéo das cetonas o,f-insaturadas, ha também a formacéo da
dicetona a,B-insaturada (carbonila na posicdo C-3 e na posicdo C-6 e de dupla ligacdo na
posicdo C-4/5) em reacdes envolvendo derivados de CrOs. Sheng-Hui Li e Tong-Shuang Li

(1998) utilizaram o colesterol e a pregnolona como material de partida para a reagdo de
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oxidacdo com o PDC em DMF, atmosfera de nitrogénio, temperatura ambiente, até a
formacéo da dicetona a,3-insaturada. Inicialmente foi obtido como produto principal a cetona
B-insaturada e, em pequenas quantidades, a cetona o-insaturada e a dicetona a,f3-insaturada.
Posteriormente a reacdo evoluiu para a formacéo da dicetona e o desaparecimento das cetonas
B-insaturada e a-insaturada. Diante deste fato, o autor realizou o mesmo experimento
utilizando-se apenas a cetona a-insaturada como material de partida para a reacdo de oxidacao
e ndo obteve como produto a dicetona o,B-insaturada. Assim 0s autores propuseram um
mecanismo para a reagdo de oxidagdo no qual a cetona P-insaturada (ndo migrada) é um

intermediario na formacao da dicetona a,3-insaturada (Figura 49, pag. 67).

éster intermediario

-

Figura 49 - Adaptacdo da proposta de mecanismo para oxidacdo do estigmasterol a partir da
teoria de Li e Li (1998) em PDC.
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Dong et al (2007) estudaram a oxidacdo com reagente de Jones e acido sulfurico em
diversas propor¢des para determinar os possiveis intermediérios e produtos da oxidacdo do
colesterol. Solugbes diversas de acido cromico e acido sulfurico foram utilizadas para
oxidacdo do colesterol em acetona em tempos 0,5-32 minutos a temperatura ambiente. A
reacdo foi acompanhada por HPLC e inicialmente foi detectado dois produtos identificados
como a dicetona o,p-insaturada e a cetona a-insaturada (cetona migrada). Posteriormente foi
detectado somente a dicetona a,B-insaturada sugerindo que a cetona a-insaturada (cetona
migrada) como intermedidria da dicetona o,p-insaturada. O resultado obtido pelos autores
contrasta com o resultado oposto ao observado por Sheng-Hui Li e Tong-Shuang Li (1998)

utilizando como reagente o PDC.

As reacOes de oxidacdo do estigmasterol e/ou andlogos apresentam ainda limitagdes
devido a répida conversédo da cetona B-insaturada na cetona a-insaturada ao se tentar utilizar a
silica gel para purificar o produto da reagdo (Li e Li, 1998). Jones e Baskevitch, 1973 relatam
ainda que a modificacdo ocorre inclusive com o passar do tempo, espontaneamente se 0 meio
contiver tracos de acidos. Na tentativa de obtencdo de apenas uma das cetonas, Cui et al
introduziram mais uma etapa apds a oxidacdo com o objetivo de promover a conversao da
cetona B-insaturada na cetona oa-insaturada reduzindo-se assim a formacdo de subprodutos.

Esta etapa é feita pela adicdo de uma solucéo de acido oxalico em etanol (Cui et al, 2009).

Tais fatores concordam com o0s precérios relatos do isolamento da cetona -insaturada
para este tipo de esqueleto a partir da sintese, em quantidades que possibilitem a completa
caracterizacdo da substancia e portanto para este derivado do estigmasterol ndo foi encontrado

dados disponiveis de RMN na literatura.

A primeira tentativa de oxidacdo do estigmasterol realizada com reagente de Jones,
neste trabalho, conforme executado no procedimento 2.1.1.b, com excesso de reagente de
Jones foi denominada RI (Reacdo inicial) permitiu a observacdo por por CCDS
(Cromatografia de camada delgada em silica) de trés produtos. Devido a este fato e aliado aos
dados relatados anteriormente, optou-se por realizar a oxidacdo do estigmasterol com o
reagente classico de Jones em microescala para se determinar a melhor condigcdo reacional
para obtencdo de um produto majoritario. As reagdes foram realizadas em banho de gelo
utilizando-se 10 mg de estigmasterol em 5 ml de acetona variando-se a quantidade de

reagente de Jones e o tempo reacional conforme Tabela 09.
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Tabela 09 — Reac0es de oxidacdo do estigmasterol em microescala variando-se a relacéo entre

Reagente de Jones e estigmasterol e o tempo de reacional.

Tempo de Relacdo Reagente de

Reacdo/min Jones/estigmasterol
R4 1 1
R5 5 1
R6 7 1
R7 1 2
R8 5 2
R9 7 2

Os produtos obtidos dessas reacfes, juntamente com a reacdo inicial (RI) foram analisados

por CG e os resultados podem ser observados na Tabela 10.

Tabela 10: Teor dos principais produtos obtidos das reacdes de oxidacéo do estigmasterol (RI
e reacdes em microescala) em relacdo ao tempo de retencdo observados por analise por CG.

TR/min  E RI R4 R5 R6 R7 R8 R9

3,567 97,31 0,00 74,07 36,02 49,52

3,175 21,32 162 365 562 937 2350 7,63
3,712 2,18 33,60 701 10,28 53,85 16,23 33,33 16,37
4,758 2758 10,84 40,14 27,87 16,62 30,46 53,11

TR=tempo de retencdo dos produtos obtidos das reagdes e do padréo de estigmasterol;

E = Estigmasterol; RI= Reacéo Inicial; R4 a R9 = rea¢Ges em microescala

O Unico padrao disponivel era o estigmasterol e a partir dos dados obtidos por CG
observamos que a reacdo inicial (RI) consumiu todo o estigmasterol usado gerando 03
produtos em percentual similar. Em relacdo as reacdes realizadas em microescala (R4 a R9)
pode-se observar que dois produtos principais eram obtidos, um com RT= 3,712 (53,85%
condicdo R6) e outro com RT= 4,758 (53,11% condicdo R9), sendo teoricamente possivel
direcionar a producdo majoritaria de um deles variando-se a proporcao entre estigmasterol e

reagente de Jones.

A reacdo inicial (RI) foi purificada por cromatografia em coluna de silica flash
obtendo-se 03 produtos por ordem de eluicdo denominados RI1, RI2, e RI3. Estes foram
posteriormente identificados pelos métodos espectroscopicos como sendo, respectivamente,
estigmasta-5,22-dien-3-ona (DEO1), estigmasta-4,22-dien-3-ona (DE02) e estigmasta-5,22-

dien-3,6-diona (DE03). Estas amostras foram avaliadas por CG, juntamente com uma a
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amostra inicial de Rl e padrdo de estigmasterol, nas mesmas condi¢Ges do experimento
anterior. Dessa forma foi possivel associar o RI1 ao RT= 3,175, 0 RI2 a0 RT= 3,712 e 0 RI3
ao RT=4,758. Os resultados obtidos direcionaram as reacdes seguintes para as condigdes R6,

com objetivo de obtencdo de um produto majoritario com RT= 3,712.

Entretanto as reacfes realizadas posteriormente com maior quantidade do
estigmasterol (500 mg) nas condicbes de R6, apos CC de silica flash, ndo reproduziram os
resultados obtidos em microescala. Apés CC em silica flash eram obtidos sempre trés
produtos, a B-cetona (DEO1), a a-cetona (DEO2) e a dicetona (DE03), em concentracfes

variaveis observando-se um predominio da cetona migrada (DEQ2).
3.2 - Formacao de oximas

As oximas podem ser sintetizadas pela reacdo de condensacdo de uma cetona com
hidroxilamina (Lachman, 1930) ou pela reacdo de nitritos com reagentes contendo hidrogénio

acido conforme Figura 50 (Semon, 1930).

/\0H + HNO, NaNO, +H,S0, PN
—_— ono + H:O

////\\\ONO HClI

L

-

NOH
NOH

)C)J\/
O
NaO;SNHOH
H20, &
NOH NOH

Figura 50 — Formacdo de oximas a partir de nitritos (Adaptacdo de Semon, 1930).

As reacBes envolvendo nitritos geram produtos e subprodutos que sdo toxicos e
apresentam odor desagradavel enquanto as reacdes envolvendo hidroxilamina e cetonas sdo
rapidas e eficientes com conversdo superiores a 87% para derivados do estigmasterol (Cui et
al, 2009), portanto a rota utilizando hidroxilamina foi escolhida para utilizag&o neste trabalho.
O mecanismo proposto para esta reacdo € apresentado na Figura 53, pdg. 73. A obtencdo
preferencial da oxima (E) estigmasta-4,22-dien-3-ona, oxima (Figura 51, pag. 71) pode ser
explicada pelo menor impedimento estérico causado pelo atomo de hidrogénio da hidroxila ao
interagir espacialmente com o hidrogénio do 4&tomo de carbono C-2 em relacdo a interacéo do
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hidrogénio da hidroxila em relagdo ao 4&tomo de hidrogénio ligado ao &tomo de carbono C-4,
devido a menor distancia entre este atomo de hidrogénio e o 4&tomo de hidrogénio ligado ao
atomo de carbono C-4, portanto as interagdes negativas de van der Waals serdo reduzidas

quando for formada a oxima E.

21
y,
”/”//,

Figura 51 — Estrutura da oxima: (3E) estigmasta-4,22-dien-3-ona, oxima.

A estigmasta-4,22-dien-3,6-diona, oxima (Figura 52), foi obtida Unica e
preferencialmente como E. Este fato pode ser explicado como descrito para a oxima E,
formada anteriormente com adi¢do de uma nova oxima na cetona do atomo de carbono C-6,
novamente as interagdes negativas de van der Waals s&o minimizadas pela formagéo da oxima
E, onde a interacdo do &tomo de hidrogénio ligado a hidroxila sera menor com o atomo de
hidrogénio ligado ao atomo de carbono C-7, somado ao fato que as ligacdes C=N devem estar
no plano com a ligacdo dupla dos atomos de carbonos C-4/C-5 e, portanto a formacdo das
oximas Z seriam extremamente desfavoraveis devido a proximidade dos &tomos de
hidrogénio dos grupos hidroxila entre si e com o 4tomo de hidrogénio ligado ao 4&tomo de

carbono C-4.

HO,

N—OH

Figura 52 — Estrutura da dioxima: (3E, 6E) estigmasta-4,22-dien-3,6-diona, oxima.
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3.3 - Atividade bioldgica
3.3.a - Teste de atividade contra bactérias e Candida

Os procedimentos de avaliacdo de atividade foram executados conforme procedimento
2.1.3 (pag. 23). A cetona o-insaturada (DEO02) apresentou tendéncia a toxidade frente as
bactérias e a cetona B-insaturada (DEOQ1) frente as espécies de Candida sem especificidade
para as espécies de Candida (Tabela 11). A maior atividade encontrada contra as bactérias foi
contra a espécie citrobacter freundii (CF) com 82,4% em 24 horas e 91,7% em 48 horas. Em
relacdo as espécies de Candida, o maior valor em atividade foi contra a espécie Candida
parapsilosis (CP) com 96,7% em 24 horas e 54,7% em 48 horas, mostrando tendéncia a efeito
bacteriostatico. A bactéria CF e a Candida CP mostrou-se sensivel a todos os derivados. A
dioxima também mostrou efetiva contra quase todos os micro-organismos, exceto contra 0s
micro-organismos EC, BC, LM e Candida CA e CT. Os micro-organismos A. flavus e C.

cladosporoides ndo apresentaram atividade superiores a 30% e ndo foram apresentados.

Testes de ICso e ICqp estdo em andamento para 0S compostos que apresentaram atividade
superior a 50% de inibicao.

Figura 53 - Mecanismo de formacdo da oxima a partir da cetona.
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Tabela 11 — Percentual de inibicdo do estigmasterol e derivados - triagem de compostos
contra bactérias e candida.

%/24 HORAS %/48 HORAS
E DEO1 DEO04 DEO5 DE02 DEO06 DEO03 E DEO1 DEO04 DEO5 DEO2 DE06 DEO03
PA 384 263 332 550 748 37,4 243 310 105 400 548 203
EC 74 18 57 198 452 1472 99 -08 40 312 549 103
BC 27,2 182 22 455 64,7 21,3 246 82 43 -95 441 994
LM 336 154 120 429 589 20,0 369 11,1 143 562 67,1 143
CF 595 53,3 469 683 824 548 370 22,3 116 59,6 91,7 22,5
ST 346 285 284 543 648 39,9 325 181 170 62,2 83,6 287
ss 21,5 148 138 513 610 64 515 344 162 1042 81,7 14
SA 32,3 285 13,1 56,1 748 321 619 27,3 202 738 99,6 44,1

CA 199 59,1 23,1 334 159 158 224|217 58,8 282 360 148 17,7 231
CT -88 490 21 263 -19,2 -108 -3,0| 128 469 21,3 400 49 81 140
cp 193 726 219 489 7,7 62 218|139 560 214 306 146 116 224
cp 645 96,7 632 64,4 43,8 48,7 469|280 76,1 332 54,7 184 19,7 22,2
cG 332 80,1 348 559 16,0 246 306|-164 582 160 91 -24 140 -16,2

cL 159 70,9 253 512 9,1 140 240 80 388 180 94 124 13,7 153
E=Estigmasterol; DEO1=Estigmasta-5,22-dien-3-ona; DE02= Estigmasta-4,22-dien-3-ona; DE03=Estigmasta-4,22-dien-3,6-diona;
DEO4=Estigmasta-4,22-dien-3-ona, oxima; DEQ05= Estigmasta-4,22-dien-3,6-diona, oxima; DE06= Estigmasta-4,22-dien-3-ona, oxima
mesilada;

3.3.b - Teste de atividade contra a enzima acetilcolinesterase

Os testes de atividade em relacdo a enzima acetilcolinesterase mostraram resultados
iniciais promissores, principalmente em relacdo a DEOl (B-cetona) com inibicdo de
(91,39+4,30) %. A utilizacdo do emulsionante polisorbato 80 possibilitou a formacgdo de uma
emulsdo das substancias em DMSO e agua, porém o estigmasterol foi a Gnica substancia que
apresentou turvacao excessiva, 0 que pode ter comprometido o resultado frente a analise pelo
método ELISA da atividade frente a enzima. O teste de acetilcolinesterase devera ser repetido
para confirmacdo dos valores de todas as substancias e para reduzir o desvio para valores

inferiores a 5,0% conforme literatura.

Tabela 12: Estudo de atividade do estigmasterol e derivados em relagdo & enzima
acetilcolinesterase.

E DEO1 DE02 DEO3 DE04 DEO5 DEO6 DEO7
% INIBICAO 3350 91,39 48,94 59,60 72,72 6420 4828 77,25
DESVIO 9,77 4,30 7,47 9,46 9,97 925 336 7,72

E=Estigmasterol; DEOQ1=Estigmasta-5,22-dien-3-ona; DEO02=  Estigmasta-4,22-dien-3-ona; DEO03=Estigmasta-4,22-dien-3,6-diona;
DEO4=Estigmasta-4,22-dien-3-ona, oxima; DEQ05= Estigmasta-4,22-dien-3,6-diona, oxima; DEO6=Estigmasta-4,22-dien-3-ona, oxima
mesilada;
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4.0 - Conclusoes

A metodologia utilizando reagente de Jones para oxidacdo do estigmasterol mostrou
eficiente na formacéo dos trés derivados ceténicos DEOL, DE02 e DE03. A cetona estigmasta-
5,22-dien-3-ona (DEO1) foi obtida e caracterizada por RMN, espectrometria de massas e 1V,
mostrando-se estdvel as condicBes ambientes, contrariando as expectativas da literatura
descrita na discussdo dos resultados que ndo descreve os dados de RMN e descreve a
substancia como altamente instavel. A reacdo de formacdo das oximas concorda com as

previsdes tedricas de obtengdo do isémero E com rendimentos superiores a 80%.

O estudo da atividade biologica em relagdo aos micro-organismos apontou
especificidade da cetona a-insaturada (DE02) para bactérias e B-insaturada (DEO1) para
Candida sp. A dioxima (DEO5) apresentou citoxidade superior a 50% conforme observado na
tabela 11, pag. 76, contra quase todas as espécies avaliadas mostrando eficiente como possivel
antibidtico para amplo espectro. O estudo da atividade em relacéo a enzima acetilcolinesterase
mostrou inibigdo superior a 90% para a cetona P-insaturada (DE01). Estudos complementares
estdo em andamento para complementacdo e confirmacdo dos valores obtidos. Estudos
complementares para obtencdo de ICsy e ICyy das substancias em relacdo aos micro-

organismos com teor de inibig&o superior a 50% estdo em andamento.
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Anexos

Tabela 13 — Comparacéao dos deslocamentos quimicos de alguns sinais de hidrogénio do
estigmasterol e derivados obtidos.

E DEO1 DEQ2 DEOQ3 DEO4 DEQ5
H-18 80,70 (s,3H) 80,73(s,3H) 80,73(s,3H) 80,74(s,3H) 80,71 (s, 3H) 30,70 (s, 3H)
H-19  §1,01(s,3H) 81,02(s,3H) &81,18(s,3H) &1,17(s,3H) 81,05(s,3H) 51,00 (s, 3H)
H-21 61,02(d,3H, 61,02(d,3H, &1,02(3H,d, 61,03(3H,d, 51,01(3H,d, 61,02(3H,d,]J
J=8,0 Hz) J=8,0 Hz) J=6,8 Hz) J=6,8 Hz) J=6,4 Hz) =6,4 Hz)
H-26 80,85(d,3H, 60,85(d,3H, 5085(3H,d, 60,85((3H,d, 50,843H,d, 60,853H,d,]J
J=6,0 Hz) J=5,6 Hz) J=6,4 Hz) J=6,4 Hz) J=5,6 Hz) =6,4 Hz)
H-27 80,80(d,3H, 6080(3H,d, 5080(3H,d, 080(3H,d,J 50,793BH,d, 60,803H,d,]J
J=6,8 Hz) J=6,4 Hz) J=6,4 Hz) =6,4 Hz) J=6,4 Hz) =5,6 Hz)
H-29 60,81 3H,J 5081 3H,tJ 60,81 (3H,t,J 60,81 (3H,t,J &080(3H,t,J 60,81 (3H,t,J
=7,2Hz) =14,0Hz, 7,6 =6,8 Hz) =6,8 Hz) =6,8 Hz) =6,2 Hz)
Hz)

E=Estigmasterol; DEOl1=Estigmasta-5,22-dien-3-ona; DE02= Estigmasta-4,22-dien-3-ona; DEO03=Estigmasta-4,22-dien-3,6-diona;
DEO04=Estigmasta-4,22-dien-3-ona, oxima; DEO05= Estigmasta-4,22-dien-3,6-diona, oxima; DE06=Estigmasta-4,22-dien-3-ona, oxima

mesilada;
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Figura 54: Mapa de Correlacdo HMQC de DE01(CDCl3, 400 MHz).
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Figura 56: Mapa de Contorno COSY de DEO5 (CDCl3, 400 MHz).
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Tabela 14 - Comparacdo dos deslocamentos quimicos dos atomos de carbono do
estigmasterol e derivados DEO1, DE02, DEO3, DE04 e DEO5.

C E DEO1 DEO02 DEO3 DEO4 DEO5
1 37,6 37,1 35,9 35,7 32,7 33,8
2 31,9 37,9 32,2 34,2 18,9 18,8
3 72,0 210,6 199,8 199,7 157,3 156,8
4 42,5 48,6 124 125,7 117,3 1195
5 141,0 138,7 171,8 161,3 156,1 147,9
6 121,9 123,1 34,2 202,6 34,9 157,4
7 31,9 32,0 33,2 47,0 32,1 29,9
8 32,1 32,1 35,8 34,4 36,0 32,1
9 50,4 49,4 51,4 51,2 53,9 51,6
10 36,7 37,1 38,8 40,0 38,2 42,6
11 21,3 21,5 21,2 21,1 21,6 25,6
12 39,9 39,8 39,7 39,2 39,9 39,6
13 42,4 42,5 42,5 42,6 42,5 38,6
14 57,1 56,9 56,2 55,9 56,3 56,9
15 24,6 24,6 244 24,2 24,5 21,5
16 29,0 29,1 29,1 28,9 29,1 29,0
17 56,2 56,1 56,2 56,8 56,1 56,1
18 12,3 12,3 12,3 12,3 12,5 12,3
19 19,6 21,4 17,6 17,7 18,0 17,8
20 40,7 40,7 40,7 40,6 40,7 40,7
21 21,4 21,3 19,2 21,3 21,3 21,3
22 138,5 138,4 138,3 138,0 138,5 138,3
23 129,5 129,6 129,7 129,9 129,5 129,7
24 51,4 51,4 54 51,4 51,5 51,5
25 32,1 32,1 32,1 32,1 32,4 33,2
26 21,3 19,4 21,3 21,4 21,4 19,2
27 19,2 19,2 21,4 19,2 19,2 19,2
28 25,6 25,6 25,6 25,6 25,6 24,4
29 12,5 12,5 12,4 12,5 12,4 12,5
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