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RESUMO

O presente trabalho descreve a obtencdo de derivados esterificados a partir do B-sitosterol e
dos 4cidos ursdlico, betulinico, oleandlico, além do lupeol, bem como alguns testes
bioquimicos densenvolvidos com os derivados. Os triterpenos foram isolados das partes
aéreas de Eriope blanchetti (Lamiaceae), fornecendo os acidos ursélico (2), betulinico (3) e
oleandlico (4). Em seguida, o B-sitosterol e os triterpenos foram submetidos a esterificacio
com anidrido acético, benzdico, propidnico, butirico e succcinico, além de cloreto de 3-
clorobenzoila e cloreto cindmico, obtendo-se assim 16 derivados quimicos, que tiveram suas
estruturas elucidadas através de dados de RMN e IV. Os derivados foram submetidos a
ensaios para avaliar suas atividades bioldgicas (frente as larvas de Artemia salina e inibicao
da enzima acetilcolinesterase). No teste de letalidade frente a4 larvas de Artemia salina, a
maioria dos derivados, incluindo os reagentes, foram considerados inativos e, 3f-
formestigmast-5-eno  (1d) (LCs0=221,3pg/mL), 3B-3-clorobenzoxestigmast-5-eno (1g)
(LC50=889,7ug/mL), trans-cinamato de estigmast-5-eno (1h) (LCs¢=721,6pug/mL), acido 33-
(3-clorobenzoil) oleandlico (4a) (LCsy=477,2ug/mL) e 3B-(3-clorobenzoil) lupeol (5a)
(LCs0=797,8ug/mL), foram considerados moderadamente ativos. O composto mais citotdxico
foi o 4cido 3B-(3-clorobenzoil) betulinico (3a) (LCso=117,1ug/mL). No teste qualitativo de
atividade anticolinesterdsica, a substincia 3f-clorobenzoxestigmast-5-eno (1g) mostrou
atividade inibitéria. E digno de nota que o dcido 3B-(3-clorobenzoil) ursélico (2e) e 3pB-(3-
clorobenzoil) lupeol (Sa) estdo sendo descritos neste trabalho pela primeira vez.

Palavras-chave: -sitosterol, triterpenos, esterificagdo, letalidade frente 4 Artemia salina.



ABSTRACT

This work describes the sinthesis of esterified derivatives of sistosterol, ursolic, betulinic and
oleanolic acids as well as lupeol and, the determination of their cytotoxicity (brine shrimpe
test) and AchE inhibition effects. The triterpenes were isolated from the aerial parts of Eriope
blanchetti (Lamiaceae) furnishing the triterpene acids. Besides all the compounds were
submitted to esterification reactions employing acetic, benzoic, propionic, butyric and
succinic anhydrides as well as 3-chlorobenzoil and cinnamoil chlorides. These procedures
permitted to obtain 16 derivatives and their structures were elucidated by IR and NMR
techniques. The 3B-formistigmast-5-ene ad) (LCs50=221,3pug/mL), 3B-3-
clorobenzoxistigmast-5-ene (1g) (LCs5p=889,7ug/mL), trans-cinamat of stigmast-5-ene (1h)
(LCs50=721,6pg/mL), acid 3B-(3-clorobenzoil) oleanolic (4a) (LCsy=477,2ug/mL) e 3B-(3-
clorobenzoil) lupeol (5a) (LCs5=797,8ug/mL) showed moderate activities in the Brine
Shrimp Test (Artemia salina) and acid 33-(3-clorobenzoil) betulinic (3a) (LCso=117,1ug/mL)
was the most active. By the other side, 3p-clorobenzoxistigmast-5-ene (1g) was the unique
derivative which showed inhibition of the AchE. This is the first time the derivates acid 3B-

(3-clorobenzoil) ursolic (2e) and 33-(3-clorobenzoil) lupeol (5a) is being described.

Keywords: B-sitosterol, triterpens, esterification, lethality in the brine shrimp.
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1. INTRODUCAO

O Brasil possui caracteristicas territoriais marcadas principalmente pela sua imensa
biodiversidade, sendo um celeiro para a busca de substancias novas de interesse bioldgico ou
ndo. Estima-se que 22% da diversidade vegetal do planeta estejam concentrados em territdrio
brasileiro espalhados por diferentes habitatis. Sendo a maioria desconhecida, onde somente
cerca de 5% tém sido estudadas fitoquimicamente e uma porcentagem ainda menor avaliadas
sob os aspectos bioldgicos (PINTO, et al., 2002). Dessa forma, o Brasil apresenta um
potencial para a descoberta e identificacdo de novas substancias de origem vegetal uteis ao

homem.

E milenar o uso de plantas para a cura de doencas através de diferentes formas, como
na forma, de ingestdo de infusdes e extratos, banhos de folhas, incensos, ungiientos, etc. O
conhecimento e a popularizacdo dessas plantas contribuiram para a obten¢do de varios
farmacos amplamente usados até hoje (FILHO, V. C.; YUNES, R. A.; 1998). Em muitos
paises subdesenvolvidos e em desenvolvimento, os produtos de origem vegetal ainda € a
unica forma de tratamento de doengas. Através do conhecimento de plantas com potencial
terapéutico, muitas substincias responsdveis pelas atividades medicinais sdo identificadas,
isoladas e testadas do ponto de vista bioldgico, podendo-se transformar em farmaco (YUNES,

R. A., 2001).

O reino vegetal vem contribuindo de forma significativa para o fornecimento de
metabdlicos secunddrios, com diversidade e complexidade tnica. Nos tltimos anos mais de
100.000 substancias originadas de plantas foram isoladas e identificadas, sendo que esse
ndmero cresce anualmente. Muitas dessas substincias sdo consumidas diariamente na forma
de alimentos, cosméticos e medicamentos. Algumas destas apresentam comprovada acdo
farmacoldgica tanto em estudo pré-clinico quanto clinicos e constituem modelos para

desenvolvimento de medicamentos sintéticos ou semi-sintéticos (SERAFIN, 2006).

Durante o periodo de 1987 4 2002 foram registradas 877 novas substancias quimicas,
sendo que 49% originam-se de produtos naturais, produtos naturais modificados e compostos
sintéticos baseados no grupo farmacoférico de substincias isoladas de plantas. (SERAFIN,

2006).
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Os vegetais produzem estimulados por fatores externos como: competicéo,
predadores, polinizadores e mudancas ambientais, uma variedade de compostos orgénicos que
ndo apresentam funcdo direta no seu crescimento. Esses compostos sdo conhecidos como
metabdlicos secundarios (metabdlitos especiais) ou ainda produtos naturais. Em contrapartida,
substiancias consideradas essenciais ao desenvolvimento estrutural da planta como
carboidratos, proteinas, nucleotideos, acidos orgéinicos e fitoesterdis sdo chamadas de

metabdlicos primdrios (STROHL, 2000).

Os metabdlitos secunddrios (metabdlitos especiais) apresentam vérias funcdes
ecoldgicas na planta que podem ser aproveitadas como potencial medicinal para o ser
humano, como por exemplo, compostos produzidos na defesa contra herbivoros com agio
neurotdxica, que devido a essa caracteristica podem, por associacdo, tornar-se um
medicamento com acgdo no sistema nervoso central humano (antidepressivo, sedativo,

relaxante muscular, anestésico) (BRISKIN, 2000).

O uso de alguns metabdlitos vegetais como matéria-prima para sintese de substancias
bioativas, especialmente farmacos, vem assumindo destaque na pesquisa de novos
medicamentos (GUERRA, 2004). Virios métodos de otimizagdo de atividade bioldgica
podem ser realizadas em substancias de origem vegetal, como por exemplo, a modificagio
molecular. Muitas mudangas podem ser introduzidas numa molécula, dependendo de seus
grupos reativos. As modifica¢cdes podem ter o objetivo de introduzir grupos que conferem ao
composto uma maior ou menor hidrofobicidade ou ainda grupos doadores e/ou receptores de
elétrons, que podem estar relacionados com a ampliacdo da atividade biolégica (FILHO, V.

C.; YUNES, R. A.; 1998).

O B-sitosterol é um fitoesterdide (esterdides de plantas) de ocorréncia comum nos
vegetais, podendo ser detectado em quase todas as espécies, principalmente nas plantas
superiores. Apresenta diversas func¢des, como na composi¢cdo das membranas celulares,
participando no transporte intracelular, além de desempenhar outras fungdes bioldgicas.
Freqiientemente o B-sitosterol e outros fitoesteréides podem ser encontrados na forma de
derivados mais complexos, como ésteres de 4acidos graxos, aromdticos ou glicosilados
(PRIDHAM, 1967; LEHNINGER, NELSON, COX, 1995; ROBINSON, 1991). Esses ésteres
podem conferir ao B-sitosterol propriedades peculiares e interessantes do ponto de vista

bioldgico, tais como: agente alelopatico, feromonio de agregacdo, desenvolve atividades
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farmacoldgicas, agindo frente ao virus da hepatite (ensaios in vitro) e ainda apresentando
atividade citotdxica seletiva contra alguns tipos de células cancerigenas como as células P-
388, A-549, HT-29 (ICsy:1,25 pg/mL), tem agfo antiviral, antiinflamatéria, além de atuarem
na diminuicdo do colesterol total do plasma sangiiineo e no combate a arteriosclerose
(enrijecimento das artérias) (EPINDOLA, 2006; MORI, 1993; CUI, 2008; DROZDOVA,
2007; OLIVEIRA, 2007; SOLOMONS, 2006). Além dos ésteres de [-sitosterol outros
derivados oxigenados também apresentam importantes propriedades bioldgicas, como
citotoxidade em células de mondcitos humanos U937, em células de adenocarcinomas CaCo-

2 e células de hepatoma Hep G2 (MISHARIN, 2008).

Outra classe de compostos de origem vegetal com interessante atividade bioldgica e
farmacoldgica € os triterpendides, que apresentam diversas funcdes nos vegetais como, na
defesa contra patogenos e predadores. Os triterpenos sdo compostos de origem animal e
vegetal, formados estruturalmente por seis unidades de isopreno (CsHjg), biosintetisados pela
ciclizagdo do esqualeno (assim como os esterdides), que também podem ser encontrados na
forma de derivados glicosilados, esterificados, ou oxigenados e apresentam comprovada
atividade antiinflamatodria, antibacteriana, antifingica, antiviral, analgésica, cardiovascular,

antitumoral e anti-HIV (PATROCKA, 2003; DEWICK, 2002).

Os 4cidos triterpénicos sdo metabdlitos secundérios (metabdlitos especiais) presentes
em vdarias familias de vegetais sendo os acidos ursélico, oleandlico e betulinico os mais
comuns. Durante muito tempo estes compostos eram considerados inativos
farmacologicamente, usados quase exclusivamente como agente emulsificante em
preparagdes farmacéuticas, cosméticas e alimenticias. Ainda hoje o 4cido ursdlico € usado
como cosmético embora empregado para combater cancer de pele (MEZZETTE, 1971;
HARRY, 1963). Contudo novas propriedades farmacoldgicas, de uso tépico ou interno, foram
atribuidas ao 4cido ursélico e a seus derivados, como: propriedades antiinflamatoria,

hepatoprotetora, analgésica, cardiotonica, sedativa e tonica (VECHIA, 2009).

Dessa forma, percebe-se que produtos de origem vegetal, devido a sua diversidade,
complexidade e acdo bioldgica, constituem uma Otima fonte de matéria-prima nobre e
abundante para sintese de novos firmacos, especialmente os derivados esterificados do B-
sitosterol (fitoesterdide) e do dcido ursélico (triterpeno), que podem fornecer substincias para

combater patologias que ainda ndo possuem um tratamento adequado. Por isso, a comunidade
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cientifica vem buscando novas fontes de moléculas ativas contra esses males, sendo que
algumas classes de metabdlitos secundarios como triterpenos, esterdides, alcaldides e
flavondides ja tem apresentada atividade “in vitro” e “in vivo” satisfatérias (SERAFIM,

2006).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Este trabalho tem como objetivo obter derivados esterificados a partir do f-sitosterol e
dos triterpenos: acido ursélico, acido betulinico, dcido oleandlico, lupeol e, submeté-los a

testes de atividades bioldgicas.

2.2 Objetivos especificos

v' Tsolar de fontes naturais os dcidos: ursélico, betulinico e oleandlico além do lupeol.

v' Submeter o B-sitosterol e os triterpenos a reagdes de esterificagdo com diversos
anidridos e acidos organicos.

v" Submeter os derivados obtidos ao teste de letalidade frente a Artemia salina e de
inibi¢do da enzima acetilcolinesterase.

v Determinar as concentragdes citotoxica minimas dos derivados necessérios para inibir
o crescimento da Artemia salina.

v Auvaliar a influéncia dos substituintes nos anéis A do fitoesteréide e dos triterpenos,
sobre a sua atividade citotoxica e de inibicdo da enzima acetilcolinesterase.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 FITOESTEROIDES

Os fitoesterdides sdo substancias esteroidais ou terpendides tetraciclicos extraidos de
espécies vegetais, sendo os mais comuns o B-sitosterol, campesterol e estigmasterol. Possuem
o esqueleto carbonico formado pelo anel ciclopentanoperidrofenantrénico (figura 1) onde
podem ser encontradas duplas ligacdes, principalmente na posicdo C-5. Nos animais, o
principal esteréide € o colesterol que apresenta funcdo andloga aos fitoesterdides, mas
diferenciam-se pela presenca de grupo metila ou etila e/ou presenga de uma dupla ligacdo na

cadeia lateral (OLIVEIRA, 2007).

Figura 1: Anel ciclopentanoperidrofenantrénico, numeragdo convencional e designacao dos

anéis do sistema ciclico dos esterodides.

Quando os esterdides apresentam cadeia lateral com 7 a 11 4tomos de carbono, ligacio
dupla no carbono C-5 e presenca de pelo menos uma hidroxila no C-3, podem ser chamados
de esterdis (do grego= s6lido) e na sua forma saturada sdo chamados de estandis (QUILEZ,

2003; GROS, 1985) (figura 2, pag. 22).
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HO HO

Colesterol Estigmasterol

B -Sitosterol Sitostanol

Campesterol Campestanol

Figura 2: Exemplos de colesterol, esterdis e estandis vegetais e suas diferencas.

A diversidade dos compostos derivados dos fitoesterdides resulta principalmente na
variagdo da cadeia lateral (ligado ao C-17), na diferenca da substituicdo e do grau de
insaturacdo. A figura-3 (pdg. 23) mostra alguns exemplos de fitoesterdis que apresentam

variacdo em sua estrutura (GROS, 1985).
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Figura 3: Exemplos de fitoesterdis com variacdo da cadeia lateral e no padrdo de insaturagdo.

O colesterol é o mais representativo dos esterdides e, nos animais, modula a fluidez e é
um componente essencial da membrana citoplasmaética das células. Ele é precursor de sais
biliares, que facilitam a digestdo de gorduras, como também da vitamina D, que estimula a
captacdo de célcio pelos intestinos e também é precursor de todos os hormoénios esterdidais
(BELITZ, 1987). Enquanto que os fitoesteréides também fazem parte de membranas celulares
dos vegetais participando do transporte intracelular, modulando seu crescimento, além de

desempenhar outras funcdes bioldgicas essenciais.

Atualmente a maior fonte de fitoesterdides sdo os 6leos vegetais que contém em média

100-500 mg de esterdis por 100g, principalmente sitosterol, estigmasterol e campesterol
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(Tabela 1). Outra fonte de fitoestedides é como subproduto da industria de papel a partir da

madeira (SALES, 2007).

Tabela 1: Composi¢ao da fracdo de esterdis (%) de dleos vegetais.

Oleo Fragio Esterdlica Colesterol Campestarol Estigmaaa-tarnl Beata-Sitoesteral Avenastarol
(%) (%) el (%) (%) ]
Algodao 0,35 Tragos g2 25 B8 2 Tragos
Amandaim 0,25 - 128 10,8 T4 8 -
Milha 0.9 - 221 72 g2,2 35
Calza .84 a.8 284 - 54 .8 57
Cliva 0,16 Tragos 39 2.1 85 4 8 6
Saja 037 Tragos 213 181 53 5 2.4

Fonte: Sales, 2007.

Os esterdides sdao sintetizados intracelularmente pela condensacdo de um unico
precursor, o acetato (CH3COQ"), como acetil-CoA, que forma uma série de outros precursores
e intermedidrios, capazes de polimerizarem-se gerando outras classes de compostos como

triterpenos (LEHNINGER, NELSON, COX, 1995).

A primeira etapa da biosintese dos esterdides consiste na condensacdo de unidades de
acetato (composto por dois carbonos) até a formacdo do mevalonato (composto de seis
carbonos). A etapa de formagcdo de mevalonato € limitante da sintese (irreversivel), e é
catalizada pela enzima denominada HMG-CoA redutase. As referidas reacdes estdo
representadas na figura-4 (pag. 25). Em seguida o mevalonato recebe trés grupos fosfato
(grupo ativante), formando o 3-fosfo-5-pirofosfomevalonato, que tem uma dos fosfatos
retirado, seguida de descarboxilacdo, gerando a unidade isoprénica (3-metil-3-butenil-
pirofosfato ou isopentenil-pirofosfato) composta por cinco atomos de carbono (LEHNINGER,

NELSON, COX, 1995). (Figura 4, pag. 25)
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Fonte: SOLOMONS, 1998.

Figura 4: Condensagdo das unidades de acetil-CoA até a formagdo do isopreno ativo.

Os dois isdmeros isoprénicos (3-metil-3-butenil-pirofosfato ou isopentenil-pirofosfato)
sofrem uma condensagdo ‘“cabega-cauda” (cabeca € o lado onde o pirofosfato estd ligado),
formando o geranil-pirofosfato com dez carbonos, que subseqiientemente condensa-se com 3-
metil-3-butenil-pirofosfato gerando farnesil-pirofosfato (composto por quinze dtomos de
carbono). Em seguida, duas moléculas de farnesil-pirofosfato unem-se “cabeca-cauda” de
forma redutiva, para formar o esqualeno (com trinta atomos de carbono, sendo vinte e quatro
na cadeia principal e seis na forma de ramificacées) (LEHNINGER, NELSON, COX, 2007).
Recentemente foi descoberta uma novo caminho para a biosintese do isopentenil-pirofosfato
diferente do caminho via dcido mevalonico (via deoxixilulose fosfato), contudo a via acido

mevalonico é a mais conhecida (DEWICK, 2002).
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O esqualeno ¢é oxidado a esqualeno 2,3-epdéxido e as duplas ligagdes sdo posicionadas
de tal forma que permite o epoxido-esqualeno linear, converter-se em estrutura ciclica para
formacao do niicleo ciclopentanoperidrofenantrénico (LEHNINGER, NELSON, COX, 2007).
(Figura 5)
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Fonte: LEHNINGER, NELSON, COX, 2007.

Figura 5: Formacéo do esqualeno.

A sintese de esterdides € coincidente para varios organismos (animais, vegetais,
marinhos, etc) até a etapa de formacdo do 2,3-epdxido esqualeno. A formacdo de
fitoesterdides, colesterol e outros esterdides seguem rotas especificas apos esse intermediario.
Em células animais ocorre a formagdo do lanosterol que apds vdrias reacdes de oxidacdes,

perdas e migracdes dos grupos metil, transforma-se em colesterol. Em células vegetais forma-
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se o cicloartenol que é intermedidrio para a formacdo dos fitoester6is (PIIRONEN et al.,

2000; VOLIN, 2001).

A fusdo dos anéis, a partir do esqualeno, permite a formacdo de uma série de isOmeros
estereoquimicamente  dependente = da  conformagdo do  sistema de  anéis

ciclopentanoperidrofenantrénico.

Em muitos esterdides naturais as jun¢des dos anéis B,C e C,D sao trans. Entretanto, a
juncdo dos anéis A,B pode ser cis ou trans, essa possibilidade da origem a dois grupos gerais
de esterdides (SOLOMONS, 2006). Os grupos que se projetam por cima do plano geral do
sistema de anéis, do mesmo lado que os grupos metila dos carbonos C-10 e C-13, se designam
B (representados por cunha sélida), no entanto os substituintes que estdo por baixo do plano
do anel, sdo designados o (representados por linhas tracejadas). Dessa forma, o sistema de
anel A,B ¢ trans, quando o hidrogénio do carbono C-5 é a (equatorial); e quando o sistema de
anel A,B € cis se o hidrogénio do carbono C-5 ¢ B (axial) (GROS, 1985; OLIVEIRA,
2007).(Figura 6)

Esterdides 5
(todos os anéis unidos em frans)

18
CH,
11, : 13 R

Esterdides 5
{a unido entre os anéis A,B é cis)

Fonte: SOLOMONS, 2006 ¢ GROS, 1985.

Figura 6: Sistemas dos anéis bdsicos das séries Sa e 58 dos esterdides.



28

Em quase todos os esterdides naturais o substituinte no carbono C-3 e a cadeia lateral
no C-17 encontram-se na orientacdo . Os substituintes no carbono C-9 e C-10; C-8 e C-14

encontram-se na orientagdo trans, um em relagdo ao outro (GROS, 1985).

Dessa forma, os esterdides apresentam um esqueleto carbdnico ciclico, planar, rigido;
onde considerando apenas o anel ciclopentanoperidrofenantrénico; podem apresentar pelo
menos sete centros assimétricos (C-5, 8, 9, 10, 13, 14, 17), originando 128 possiveis
estereoisomeros. As conformacdes mais estaveis sdo aquelas constituidas por conformagdes
em cadeira sucessivas onde a maioria dos possiveis substituintes encontra-se na posicao
equatorial, ja a conformagéo bote confere um fator de instabilidade espacial e raramente sdo
encontrados nos esterdides. O conhecimento dessas conformacgdes determina muitas

propriedades fisico-quimicas dos fitoesteréides (GROS, 1985; OLIVEIRA, 2007).

Estima-se que o consumo médio de fitosterdis gira em torno de 167—437 mg/dia,
sendo que a absor¢do desses compostos nos seres humanos € muito baixa: sitosterol (0,51%);
campesterol (1,9%); sitostanol (0,04%); e campestanol (0,16%). Estes dados indicam que os
estandis sdo menos absorvidos que os esterdis. Ja para o colesterol ingerido, sua absorgéo é

bem maior variando de 12,1-56,2% (RICHARD, E.; 2002).

Atualmente considera-se que os fitoesterdides tém a capacidade de reduzir os niveis de
colesterol total, LDL-colesterol e triacilglicerideos no soro sangiiineo humano
(hipocolesterolemia). Sendo que a reducdo méaxima (10%) foi observada com uma dieta de 2
g/dia de fitoesterrdide. Essa correlacdo também foi observada em uma série de derivados
esterificados dos fitoesterdides (oleato, estearato e palmitato), onde os estandis apresentaram
uma reducdo na absor¢do do colesterol maior que os esterdis. O modo de acdo dos
fitoestedides na absor¢do do colesterol ainda ndo é bem compreendido. Contudo, estudos
confirmam que os fitoesterdides competem e deslocam o colesterol na formagdo das micelas
de fosfolipidio, inibindo sua absor¢@o no intestino. Por isso, em muitos produtos alimenticios
como iogurtes, queijos, margarinas, azeites, maioneses e cereais, sdo adicionados
fitoesterdides em suas formulas com objetivo de contribuir com a reducdo da incidéncia de
doencas cardiovascular (RICHARD, 2002; PARISENTI, 2006; LICHTENSTEIN e
DECKELBAUM, 2001; KATAN, 2003).
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Estudos recentes demonstram que os fitoesterdides apresentam agio de protecdo
contra cancer de préstata, de mama e de colon. Eles atuam em enzimas responsaveis pelo
metabolismo dos hormdénios sexuais e no estimulo a apoptose (morte celular) (AWAD e
FINK, 2000; OLIVEIRA, 2007). Contudo, muitos estudos ainda s3o necessirios para
compreender os mecanismos pelos quais os fitoesterdides atuam na prevengdo e protecao

contra certos tipos de cincer e na redugdo da absor¢do do colesterol total no soro sangiiineo.

3.1.1 B-SITOSTEROL

HO

Figura 7: Estrutura quimica do -sitosterol (1).

O B-sitosterol (Sitosterol, Stigmast-5-en-3-ol, (24R)-etilcolest-5-en-3p-0l) € um
fitoesterdide bastante difundido no reino vegetal juntamente com o estigmasterol e o
campesterol. Diferencia-se do colesterol pela presenga da cadeia lateral com dez carbonos e
dos outros fitoestedides pela presenca de um grupo etila no carbono C-24, pertencendo ao

grupo dos colestanos.

Em relacdo as propriedades fisico-quimicas, o [-sitosterol é um sélido cristalino
amorfo, com baixa solubilidade em 4dgua e boa solubilidade em solventes organicos, possui
ponto de fusdo 140 °C, desvio rotatério [a]20D= -36°, formula molecular Cy9Hs50O e peso

molecular 414,71g/mol (ZULLO, 1987; OJA, 2009).

Em sua estrutura apresenta insaturacdo no C-5, grupo alcool secundario (carbono C-3).
Dessa forma, a dupla ligacdo pode ser halogenada ou oxidada, assim como a hidroxila pode

ser oxidada ou reduzida.



30

O B-sitosterol e os fitoesterdides, em geral, sdo sujeitos a oxidacdo quando expostos ao
ar, em especial a dupla ligacdo entre C-5 e C-6, tendo como produto final o derivado 7-ceto
(BERGSTROM, WINTERSTEINER, 1942; MISHARIN, 2008; KOVGANKO, 1999).
Contudo, os fitoesteréides também podem ser oxidados pelo aumento de temperatura, acdo da
luz, radicais livres ou catalisadores quimicos que originam produtos de oxidacdo de varios
grupos funcionais como polihidroxi, ceto e ep6xi. Como exemplo pode-se citar os 5,6-époxi,
5,6-hidoxi, 7-ceto, 7-hidroxisitosterol. Esses derivados podem ser encontrados em vegetais ou
sintetizados e apresentam uma série de propriedades bioldgicas interessantes (McCARTHY,

2005; MISHARIN, 2008).

Estudos cientificos demonstram que o [B-sitosterol melhora os sintomas e previne a
incontinéncia urindria causada pelo aumento da prdstata (hiperplasia benigna da prostata).
Quando os homens envelhecem, freqiientemente, as células das glandulas da prostata crescem
demais, causando um inchago que obstrui a bexiga, resultando em lentiddo urinaria. Esta
amplificacdo ndo-maligna da glandula prostata causa pressdo na uretra, agindo como uma
bracadeira. O resultado € um fluxo urindrio fraco e outros sintomas urindrios incomodos como
aumento da freqii€ncia durante a noite. Dessa forma, estudos mostram que o -sitosterol pode
ser usado sozinho ou combinado com farmacos ja usados no combate a hiperplasia benigna da

préstata (STRUM, 2005).

3.2 TRITERPENOS

Os triterpenos sdo compostos muito difundidos na natureza, principalmente no reino
vegetal e pertencem a uma classe de substincias quimicas conhecidas como terpendides
(terpenos). Estes compostos sdo todos formados pela unido de unidades de isopreno (CsHs)

que se unem, formando cadeias maiores (DEWICK, 2000).

= Z

Figura 8: Estrutura do Isopreno.
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Essa relagdo do isopreno com os terpendides, durante muito tempo foi considerada
meramente formal, ja que, o isopreno nunca tinha sido isolado nos vegetais (GROS, 1985).
Contudo, apéds seu isolamento de algumas espécies vegetais descobriu-se que sua relacdo com
terperndides ndo é meramente formal (MILLER, 2001). O conhecimento das unidades
isoprénicas, como componente da estrutura dos terpenos, tem sido de fundamental
importancia na elucidacdo de suas estruturas. Dessa forma, um terpendide pode ser dividido
em unidades de isopreno, onde os compostos que contem multiplos deste grupo se agrupam

da seguinte maneira:

Tabela 2: Classificacio dos terpenos segundo o nimero de unidades isoprénicas.

Nome Férmula molecular N°. de unidades
Hemiterpenos CsHg 1
Monoterpenos CioHie 2
Sesquiterpenos CisHoy 3
Diterpenos CyoHzp 4
Sesterterpenos Cy5Hyo 5
Triterpenos CsoHug 6
Tetraterpenos CyoHga 8
Politerpenos Cs,Hgn n

Os triterpenos sdo moléculas constituidas por trinta d&tomos de carbono (seis unidades
de isopreno) e esqueleto carbonico que pode ser tetraciclico (comuns em animais) ou
pentaciclico (comum em vegetais). Esses anéis podem ser do tipo cinco anéis de seis
membros (Ursanos e Lonastanos) ou quatro anéis de seis membros e um de cinco (Lupanos e

Hopanos) (PATROCKA, 2003; ADIL, 1994). (Figura 9, pag. 32)

Os triterpenos podem ser encontrados na forma livre ou de derivados oxigenados,
glicosilados (triterpenos saponinas) e esterificados pela hidroxila no carbono C-3 ou em

outras posigdes.
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Aciclicos:

Esqualeno
Tetraciclicos:
Pentaciclicos:
Lupano Ursano Oleano

Fonte: GROS, 1985.

Figura 9: Alguns esqueletos carbdnicos dos triterpenos e suas classes.

A biosintese dos triterpenos € similar a biosintese dos esterdides até a formacdo do
2,3-epoxido esqualeno. A partir desse intermedidrio, o 2,3-epdxido esqualeno € ciclizado
formando varios comférmeros, que quando associado a algumas reacdes de rearranjo de
metila ou de hidrogénios, geram cadeias carbOnicas especificas comuns aos triterpenos (tetra

ou pentaciclicos) (PATROCKA, 2003; ADIL, 1994; GROS, 1985). (Figura 9)
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Figura 10: Diferencas na formacdo dos esterdides e triterpenos.

Os triterpendides t€m vdrias potencialidades medicinais, com grandes propriedades
bioldgicas tais como: antiinflamatdrios, antibacterianos, fungicidas, antivirais, analgésicos,

cardiovasculares e antitumorais (PATROCKA, 2003).

Existem, pelo menos cerca de 4000 triterpendides conhecidos isolados de fontes
naturais, a maioria deles facilmente encontrados em muitas plantas. Os triterpenos de
estrutura pentaciclica sdo aqueles que possuem maiores capacidade anticancerigena.
(PATROCKA, 2003; MAHATO, 1994). Devido a sua enorme diversidade, o seu estudo tem

despertado grande interesse na tentativa de novas e reais aplicabilidades.

Os 4cidos triterpénicos sdo metabdlitos secundérios (metabdlitos especiais) presentes

em vdrias familias de vegetais, principalmente as superiores (angiospermas), sendo o dcido
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ursolico, dcido betulinico, acido olendlico, além do lupeol e a e B-amirinas os triterpenos mais

comumente encontrados (MAHATO, 1994).

3.2.1 TRITERPENOS MAIS COMUNS
3.2.1.1 Acido ursélico

CO,H

HO

2
Z,
2
2
Z

Figura 11: Estrutura quimica do dcido ursélico (2).

O 4cido ursdlico (dcido 3B-hidroxi-urs-12-en-28-6ico) é um triterpeno pentaciclico
(grupo dos ursanos) de ocorréncia em varios vegetais de diferentes familias. Apresenta-se
como um sélido cristalino branco, com ponto de fusdo de 232,8-235,2 °C, férmula
molecular C30H4303 e peso molecular 456,68 g/mol (COSTA, 2008). Esse terpenoide tem
atraido considerdvel interesse devido a suas promissoras propriedades bioldgicas como
quimioterdpico, quimiopreventivo, anti-inflamatdrio (influenciando a acdo da 6xido nitrico
sintase e ciclooxigenase), anti-microbiana, e inibidor de muta¢do em bactérias. Além disso,
derivados do 4cido ursélico, especialmente os dicarboxilicos, exibem atividade frente ao
virus HIV (embora seja levemente téxico), através da inibicdo da dimerizacdo da protease.
Também exibem atividade citotéxica inibindo o crescimento de células tumorais in vivo,
sendo um potencial candidato para tratamento e prevengdo de cancer de pele e melanoma
por inducdo a apoptose. Além de apresenta uma baixa ou nenhuma toxicidade, sendo,
inclusive, utilizado como aditivo em bebida, alimento e em cosmético (VECHIA, 2009;

DENG, 2008; LEUNG, 1996).

Derivados ursélicos acilados no carbono C-3, em configuragdo beta, apresentam

importante contribuicio para semi-sintese de compostos que apresentam atividades
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bioldgicas. Observa-se que os grupos funcionais presentes no C-3 e C-28 sdo as principais
posicdes responsaveis pela atividade citotéxica do acido ursélico e dos acidos triterpenicos
em geral. Substituintes doadores de ligagdo de hidrogénio no carbono C-3 e C-28 sdo
essenciais para a ampliagdo dessa capacidade, assim como o aumento da hidroxilagdo na
cadeia (MENG, 2009, VECHIA, 2009). Entretanto, apenas uma quantidade limitada de
derivados sintéticos apresenta bioatividade. Uma série de novos derivados do acido ursdlico

ainda necessita ter a correlagdo estrutura-atividade analisadas. (DENG, 2008).

3.2.1.2 Acido betulinico

Figura 12: Estrutura quimica do acido betulinico (3).

E um triterpeno de esqueleto carbdnico do tipo lupdnico, encontrado em diversas
espécies de plantas e pode ser obtido comercialmente pela oxidagdo da betulina
(encontrado em maior quantidade). Possui ponto de fusdo 315-321 °C, férmula molecular
C30Hys03 e massa molecular 456.7 g/mol (VIEIRA, 2004). Assim como o 4cido ursélico e
oleandlico, apresenta uma série de propriedades bioldgicas como anti-cancer, anti-
inflamatério, anti-microbiana, anti-HIV, inibidor de mutacdo em bactérias e baixa ou
nenhuma toxicidade frente as células sauddveis (TANACHATCHAIRATANA, 2008;
VECHIA, 2009; PATROCKA, 2003). Os principais estudos com este composto, envolve
sua atividade frente ao melanoma e ao cancro, contudo, ainda nio foi comprovada sua

atividade frente 4 outros tipos de células cancerigenas (PATROCKA, 2003).

Entre os triterpenos, o dcido betulinico é o que mais apresenta maior nimero de
estudos tanto do ponto de vista de atividade bioldgica como de modificacdo estrutural
(RIEBER, 1998; ZUCO, 2002; KVASNICA, 2005; TANACHATCHAIRATANA, 2008;
BI, 2007; KIM, 1998; MUKHERIJEE, 2004).
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3.2.1.3 Acido oleandlico

Figura 13: Estrutura quimica do dcido oleandlico (4).

O 4cido oleandlico (4cido 3B-hidroxioleano-12-em-28-6ico), € um triterpeno de
esqueleto carbdnico do tipo oleano, é encontrado quase sempre com seu isdmero, o acido
ursolico. Contudo, € observado que triterpenos de esqueleto oleano apresentam atividade
bioldégica menor que os triterpenos ursano e lupano (VECHIA, 2009). Alguns de seus
derivados sdo mais ativos que o préoprio dcido oleandlico, contudo, mesmo assim apresenta
propriedades biolégicas maiores que outros triterpenos como o lupeol (SPORN, 2000,
VECHIA, 2009). O 4cido oleandlico apresenta ponto de fusdo 310 °C, férmula molecular
C39H4303 e peso molecular 456,68 g/mol (HICHRI, 2003).
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3.4 ATIVIDADES BIOLOGICAS
3.4.1 ATIVIDADE CITOTOXICA

Os ovos de Artemia salina podem ser empregados na anélise e avaliacdo de residuos
de pesticidas, micotoxinas, poluentes, dleos toxicos e intoxicagdo de ambiente marinho, isto
através da inibicdo da eclosdo dos ovos. A partir de 1982, iniciou-se o emprego de Artemia
salina no monitoramento de extratos de plantas ou substincias puras, com vistas a deteccdo da
presenga de compostos citotoxicos (MEYER, 1982). Os ovos desse camardo de dgua salgada,
Artemia salina Leach, sdo facilmente obtidos a baixo custo em lojas especializadas em
aqudrios e peixes ornamentais. Quando colocadas em solugdo salina, em 24-48 horas, os ovos
eclodem dando origem a um grande nimero de larvas (nauplii). Atualmente este organismo
pode ser considerado como um indicador confidvel quanto a toxicidade de substincias que se
encontram nos extratos organicos testados ou substancias puras. Esta consideracdo encontra-
se fundamentada em estudos de bioensaios comparativos, com diversas substincias
reconhecidamente citotoxicas, entre o teste de letalidade do camardo e testes in vitro
efetuados com linhagens de células cancerigenas (ANDERSON, 1991). Ficou demonstrado
que o teste com Artemia salina provou ser tdo acurado quanto os testes realizados com células
cancerigenas, proporcionando assim um teste preliminar para selecdo de substincias que

apresentam atividade anticancerigena de forma simples, barata e confidvel.

Figura 14: Naupliis de Artemia salina.

Fonte: http://www.portalpez.com/la-artemia-salina-vt2425.html acessado em 22/12/09
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3.4.1 ATIVIDADE ANTICOLINESTERASICA

Acetilcolina (ACh) € um dos neurotransmissores excitatdrios mais importante do
sistemas nervoso central e periférico. Desempenha diversas funcdes cogninivas como no
processamento de informagdes sensoriais e outras. A acdo da enzima acetilcolinesterase
(AChE) envolve o controle do mecanismo colinérgico, catalisando a hidrélise do substrato
ACh em 4cido acético e colina. Por isto, a AChE tem sido alvo de estudo para o tratamento de
doencas neurodegenerativas progressivas como o mal de Alzheimer e Parkinson, pela
restauracdo da fungdo colinérgica, através da elevacdo do nivel de acetilcolina (VIEGAS,

2005; ROGERS, 2005; BRUNEAU, 2005).

Os mais modernos medicamentos utilizados para tratar os sintomas do mal de
Alzheimer elevam os niveis de acetilcolina pela inibicdo da enzima acetilcolinesterase
(AChE). O medicamento considerado mais efetivo no tratamento € a galantamina, um
alcal6éide anticolinesterdsico, isolado de plantas da familia Amaryllidaceae. Além de
alcaldides, outras classes de metabdlitos possuem compostos que inibem a acetilcolinesterase
(GIORDANI, R. B., 2008). Contudo, essa inibicdo ndo pode ser exagerada, pois pode causar
uma elevada atividade dos receptores colinérgicos, causando possiveis efeitos toxicos como
alteracdes comportamentais: hiperatividade, asfixia e finalmente a morte (WALKER, 2001).
Mecanismo semelhante ao que ocorre no evenenamento pelos pesticidas organofosforados e

carbamatos.

Existem na literatura vérias formas de determinar a inibicdo da enzima
acetilcolinesterase. Um forma simples e rdpida consiste em um pré-teste qualitativo. Onde a
inibi¢do da acetilcolinesterase é determinada através da detecc@o da conversdo do acetato de
naftila em naftol e a formacdo do corante de cor purpura correspondente, quando reage com o
sal de fast blue B. Inibidores de colinesterases produzem spots brancos destacando-se da silica
da placa que apresenta cor azul. O alcaldide fisostigmina, pode ser utilizado como padrio

positivo e para determinar a sensibilidade do método (MARSTON, 2002).
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4 PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Equipamentos utilizados nas reacoes e caracterizacoes dos reagentes e produtos

As reagdes de esterificagdo foram realizadas usando o banho termostatizado com agitador
magnético modelo (78HW-1) da BIOMIXER.

A pureza dos produtos foi determinada através da comparacdo do Rf (indice de retengéo)
dos reagentes de partida com os dos produtos gerados, usando a CCDC e como reveladores,
radiacdo com luz UV (254-365 nm), vapores de iodo e/ou reveladores quimicos. Dentre estes,
o mais utilizado foi o reagente de Liberman-Burchard.

A solugdo de Liberman-Burchard foi preparada a partir da mistura, cuidadosa, de 10
mL de 4cido sulfirico concentrado e 10 mL de anidrido acético a 5 mL de etanol resfriado em
banho de gelo (STAHL, 1969).

Nas CCDC foram utilizadas placas pré-preparadas com gel de silica 60 F,s4 da Merck e da
J. T. Baker-Chemical Co.

As purifica¢des foram realizadas por cromatografia em coluna (CC), tendo como fase
estaciondria silica gel 60 a Merck com didmetro entre 0,063-0,200 mm e/ou polimero
sephadex (LH20) da Pharmacia (Carlo Erba) e diferentres eluentes como fase mével.

Os reagentes e produtos foram caracterizados por técnicas espectroscOpicas de
ressonancia magnética nuclear (RMN), infravermelho (IV) e pelo ponto de fusao.

Os espectros de RMN foram obtidos em aparelho GEMINI 2000 da Varian e Brucker
AC-400 operando a 300 e 400MHZ para 'H e 75 ¢ 100MHZ para "°C e utilizando CDCl3, Ac-
d¢, MeOD ou Pyr-ds como solvente e o sinal do "H ou do *C dos solventes, como referencia
interna.

O aparelho de ponto de fusdo foi o (MQAPF-302) da Microquimica Equipamentos, em
quanto os espectros no infravermelho foram registrados em aparelho VARIAN 1000 FT-IR da
Scimitar Series, usando como técnica de registro pastilha de KBr e filme de CHCI; em célula
de quartzo.

O moinho usado para triturar o material vegetal foi do tipo ldminas de faca da marca
TECNAL.

O evaporador rotatério utilizado para evaporagdo de solventes a pressdo reduzida foi da
marca HEIDOLPH LABOROTA 4000- EFFICIENT, com temperatura em geral entre 35°C e
50°C.
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4.2 Reagentes e solventes utilizados.

v

AN

Acros Organic: anidridos propidnico, butirico, benzdico e succinico, cloreto de 3-
clorobenzoila.

Nuclear: sulfato de sédio.

Riedel: acido cinamico.

Merck: acido perclérico 70%, acido férmico 88%, anidrido acético, bicarbonato de
potdssio, piridina.

QUEMIS: 4cido acético glacial, acetato de etila, cloroférmio, diclorometano, etanol,
metanol, hexano, todos P.A..

MP BIOMEDICAL: B-sitosterol.

O lupeol foi cedido pelo estudante de Doutorado Clayton Queiroz que isolou da planta
Cenostigma gardnerianum Tul..

Os écidos betulinico, ursélico e oleandlico foram isolados da planta Eriope blanchetti

(Lamiaceae) procedimento descrito na se¢do 4.4 (pag.42).
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4.3 Coleta do material vegetal e identificacao da espécie

A espécie Eriope blanchetii (Lamiaceae) foi coletada na drea do Parque Metropolitano
do Abaeté, localizado na cidade de Salvador — BA (Figura 16), identificada pela Profa. Maria
Lenise Guedes sendo uma exsicata depositada no Herbario Prof. Alexandre Leal Costa, do

Instituto de Biologia da UFBA, sob o nimero 045599 (Figura 15).

A /

Figura 16: Foto de um espécimen de E. blanchetii (Parque Restinga da Lagoa do Abaeté, foto
Hugo N. Brandao).
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4.4 Isolamento dos triterpenos de Eriope blanchetii

Ap6s a coleta, o material vegetal, folhas 350 g e caule 819,7 g, de Eriope blanchetii
foi seco em estufa a 40°C com ventilacdo, moido (moedor tipo TECNAL) e submetidas a
maceracgdo por 48 horas por quatro vezes consecutivas em MeOH. O extrato metandlico bruto
obtido apds concentragc@o no evaporador rotatdrio, foi particionado com hexano e em seguida
com cloroférmio, onde o procedimento realizado encontra-se ilustrado no fluxograma
(Esquema 1, pag. 43). E as massas obtidas nestes procedimentos encontram-se descritas na

(Tabela 3).

Tabela 3: Massas dos extratos das folhas da Eriope blanchetii

Extrato das folhas Massa (g) Extrato do caule Massa (g)
Hexanico 12,3 Hexéanico 14,8
CHCl,4 38,8 CHCl; 8,4

Os acidos ursélico (2) (Figura 11, pag. 34), betulinico (3) (Figura 12, pag. 35) e
oleandlico (4) (Figura 13, pag. 36) foram isolados dos extratos CHCI; através de metodologia
previamente descrita (DAVID et al, 2001). Em resumo a fase CHCl; foi submetida a
fracionamento em coluna cromatogréfica utilizando-se silica gel como adsorvente e, como
fase movel misturas de CHCI;:MeOH em ordem crescente de polaridade. As fragdes obtidas
desta coluna foram analisadas por cromatografia em camada delgada comparativa (CCDC),
utilizando-se reagente de Liebermann-Buchard como revelador dos 4cidos triterpenos. As
fracdes que mostraram-se puras neste procedimento e deram teste positivo para terpenos
foram submetidas a andlise por RMN. O 4cido betulinico (3) também foi obtido como um
precipitado durante a particio do extrato metandlico com hexano, onde o terpeno foi
depositado no funil de separacio, sendo, dessa forma, separado dos solventes e coletado. De
modo geral, foram obtidos 1,47 % de rendimento de acido ursélico (2), 6,44 % para o 4cido

betulinico (3) e 2,38 % para o acido oleandlico (4).
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Material vegetal: Eriope blanchetii (Lamiaceae)

Seco e moido

Folhas: 350g

|
Caule: 819,7¢g

Extracdo:
Material Vegetal

Metanol a frio

Extrato Metandlico

Filtragdo

Parti¢do entre

Hex.:MeOH

Hexanico

Hidrometandlico

Particdo com CHCl;

Extrato Hidrometandlico

Extrato Cloroférmico: 38,8g

1) Coluna cromatogréfica - Silica gel

2) Cloroférmio:Metanol (9:1)
3) Fracdes 100 mL
4) 53 fracdes

Acido Ursélico

2)

Acido Betulinico
2,52 (3)

Acido Oleandlico
903 mg (4)

3) Fracdes 20 mL
4) 15 fragdes

1) Coluna cromatografica - Sephadex
2) Diclorometano:Metanol (1:1)

Acido Ursélico
570 mg

Esquema 1: Fluxograma geral do desenvolvimento da obtencdo do acido ursélico, acido
betulinico e 4cido oleandlico a partir do material vegetal (Eriope blanchetii (Lamiaceae)).
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4.5 Derivados do -Sitosterol

4.5.1 Preparo dos derivados do B-Sitosterol pela reagdo com anidridos

As reacdes para o preparo dos derivados do B-Sitosterol, se desenvolveu obedecendo a
seguinte metodologia: em 5 (cinco) baldes de 50 ml, foram adicionados, separadamente, 200
mg de B-Sitosterol, 2 mL de Piridina e 2,0 mg de 2,4-dimetil amino piridina (DMAP). Em
cada baldo foram adicionados os respectivos anidridos, 0,045 mL de anidrido acético, 0,0618
mL de anidrido propidnico, 0,0792 mL de anidrido butirico, 0,023 mg de anidrido succinico
e 0,255 mg de anidrido benzdico. A mistura foi mantida em refluxo durante 29 horas em
temperatura de 43 °C. O solvente foi evaporado em capela (temperatura ambiente) e 0 meio
reacional obtido (produto), foi dissolvido em cloroférmio (CHCI3) e lavado 2 (duas) vezes
com agua destilada. A fase orgénica foi misturada com uma por¢do de Na,SOy, filtrada e o
solvente foi eliminado usando rotaevaporador (KOVGANKO, 1999; McCARTHY, 2005;
SONG, 2004). O sélido formado foi purificado por cromatografia em coluna (CC), tendo
como fase estaciondria silica gel e fase mével hex:AcOEt (9:1). Os produtos foram agrupados
apos a andlise da CCDC revelada em UV (245-365nm) e reagente de Liebermann Buchard. A
identificacio dos produtos foi obtida e RMN 'H e C. A Figura 17 ilustra as reacdes

ocorridas.

DMAP
piridina 43°C

a-Anidrido acético
b-Anidrido propidnico
c-Anidrido butirico
e-Anidrido succinico

f-Anidrido benzéico O
o OH
é)j\ le R=
laR= 0
O
(0]
1f R=
1b R=

A

Figura 17: Reacdo de esterificagdo do B-Sitosterol com diferentes anidridos.
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3pB-acetoxestigmast-5-eno (1a)

Rendimento: 75,7%

IV (filme, cm™): 3010 (C-H), 1710 (C=0), 1222 (C-0O)

RMN 'H (300 M Hz), : 5,35 (1H, J=5, d, H-6); 4,9-5,19 (3H, m, H-3,22,23); 2,05 (3H, s, H-2")
RMN “C (300 M Hz): Tabela-5, pig. 83

Rf: 0,64 (hexano: acetato de etila 9:1 v/v)

PF: 118,6-119,5°C

3B-propoxestigmast-5-eno (1b)

Rendimento: 75,4%

IV (filme, cm™): 3009 (C-H), 1715 (C=0), 1222 (C-O)

RMN 'H (300 M Hz) , 8: 5,37 (1H, J= 5, d, H-6); 4,56-4,63 (1H, m, H-3); 2,3-2,4 (2H, J= 7.5, 1, H-2))
RMN "C (300 M Hz): Tabela-5, pig. 83

Rf: 0,75 (hexano: acetato de etila 9:1 v/v)

PF: 73,1-73,9°C
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3B-butoxestigmast-5-eno (1c)

Rendimento: 84,3%

IV (filme, cm™): 3008-2964 (C-H), 1716 (C=0), 1222 (C-O)

RMN 'H (300 M Hz), 8: 5,39(1H, J=5, d, H-6); 4,58-4,70 (1H, m, H-3); 2,2-2,25 (2H, J= 7,2, t, H-2")
RMN “C (300 M Hz): Tabela-5, pig. 83

Rf: 0,80 (hexano: acetato de etila 9:1 v/v)

PF: 80,3-81,5°C

3B-carboxisuccinatoxestigmast-5-eno (le)

Rendimento: 47,8%

IV (filme, cm™): 3600-3414 (OH), 3007 (C-H), 1720 (C=0), 1222 (C-0)

RMN 'H (300 M Hz), 6: 5,39(1H,J= 5, d, H-6); 4,55-4,76(1H,m, H-3); 2,5(2H.1, H-2'); 2,8(2H, £,H-3")
RMN “C (300 M Hz): Tabela-5, pig. 83

Rf: 0,14 (hexano: acetato de etila 9:1 v/v)

PF: 135,2-135,5°C
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3B-benzoxestigmast-5-eno (1f)

Rendimento: 63,7%
IV (filme, cm™): 3007 (C-H), 1716 (C=0), 1222 (C-0)

RMN 'H (300 M Hz), 5: 8,06 (2H, J= 1,7 ¢ 8,3, d, H-3'e 7; 7,55 (1H, J= 7,5, t, H-5"); 7,43 (2H, J=
7,5,t,H-4'e6'); 5,41 (1H, J=5, d, H-6); 4,8-4,99 (1H, m, H-3)

RMN “C (300 M Hz): Tabela-5, pig. 83
Rf: 0,80 (hexano: acetato de etila 9:1 v/v)

PF:123,6-124,9°C

4.5.2 Preparo do 3B-formestigmast-5-eno (1d)

Em um baldo de 50 mL foram adicionados 200 mg de B-Sitosterol, 2 mL de CHCls,
0,4 mL de acido férmico e 3 de 4cido percldrico. A mistura foi mantida em agitacio por 2
horas em temperatura de 50 °C, em seguida, foram adicionados 4 mL de anidrido acético e
30 mL de agua (SOLDI, 2008). Apéds o fim da reacdo o solvente foi evaporado em capela e o
residuo formado foi purificado por cromatografia em coluna (CC), tendo como fase
estaciondria silica gel e fase movel hex: AcOEt: MeOH, em ordem crescente de polaridade.
Os produtos foram agrupados por CCDC e revelados em UV (245-365nm) e Liebermann
Buchard, A identificacio do produto foi obtida através dos espectros IV e RMN 'H.
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CHCl3, Acido férmico, HOCly
55°C

Anidrido acético, dgua o

H/\

Figura 18: Reacdo de formilagao.

3B-formestigmast-5-eno (1d)

Rendimento: 70,6%

IV (filme, cm™): 3007-2936 (C-H), 1717 (C=0), 1222 (C-O)

RMN 'H (300 M Hz), é: 8,2 (1H, 5, H-1"); 5,4 (1H, J= 5, d, H-6); 4,8-4,6 (1H, m, H-3)
Rf: 0,63 (hexano: acetato de etila 9:1 v/v).

PF: 73,6-74,8°C

4.5.3 Preparo do 3B-clorobenzoxestigmast-5-eno (1g)

Em um baldo de 50 mL foram adicionados, 500 mg de B-Sitosterol, 2 mL de piridina e
0,31 mL de cloreto de 3-clorobenzoila sobre banho de gelo em agitamento durante 24 horas.
Em seguida, o solvente foi evaporado em capela e o sélido submetido a CC, tendo como fase
estaciondria silica gel e fase mével hex:AcOEFEt (8:2). Foram recolhidas 10 fracdes, agrupadas
por CCDC e reveladas em UV (245-365nm) e Lieberman-Buchard., obtendo-se desta maneira

o produto purificado que foi identificado por IV e RMN "H.
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piridina, t.a.

Cloreto de 3-clorobenzoila (o)

Cl 1g

Figura 19: Reacgdo de esterificagdo usando cloreto de acila.

3B-3-clorobenzoxestigmast-5-eno (1g)

3' 0
c1szk
170
5 7'
6'
C;56H530,C1
Rendimento: 57%

IV (KBr, em™): 2976-2832(C-H), 1717(C=0), 1571-1426(C=C), 1222(C-0), 1125(C-Cl), 747(C-H)

RMN 'H (300 M Hz), 5: 8,1 (1H, J= 1,7, #, H-3'); 7,95-7,54 (1H, J= 1,3 ¢ 7.8, dt, H-7'); 7,53 (1H, J=
1,1e9,1,H-5", 7,4 (1H, J="7,8, t, H-6"); 5,4 (1H, J=5, d, H-6); 4,8-4,9 (1H, m, H-3)

Rf: 0,24 (hexano: acetato de etila 8:2 v/v)

PF:115,9-116,9°C.
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4.5.4 Sintese do trans-cinamato de estigmast-5-eno (1h)

Em um baldes de 50 mL foram adicionados 2,5g de dcido cindmico e 10 mL de
CH,Cl, (vedados com septo de borracha). Em seguida, foi adicionado cloreto de tionila
(SOCl,) por meio de seringa de vidro de 5 mL. Apds 2 horas de reagdo em banho de gelo, o

solvente foi retirado em pressao reduzida, formando um residuo oleoso.

O residuo do baldo contendo o respectivo cloreto cindmico, foi dissolvido em 10 mL
de CH)Cl, e em seguida, adicionado em outro baldo contendo 1,4 g de [-Sitosterol
dissolvido em CH,Cl,. A reacdo foi mantida durante 24 horas em temperatura ambiente.
Depois de completada a reagdo, foram adicionados mais CH,Cl,, o solvente foi transferido
para um funil de separagdo, lavado com solugdo saturada de KHCOs3 e a fase orgénica foi
concentrada em pressdo reduzida (ESPINDOLA, 2006; FERREIRA, 2006). Fornecendo o
éster de sitosterol impuro, que foi purificados em coluna de silica flash, tendo como eluentes
hex:AcOEt (8:2). Foram recolhidas fragdes, as fracdes semelhantes foram agrupadas por
CCDC e reveladas em UV (245-365 nm) e Lieberman-Buchard., obtendo-se desta maneira o

produto esterificado, purificado e identificado por IV e RMN 'H e B,

1-CH,Cl, SOCl, t.a.
2-CH,Cl, ta. 0

Figura 20: Preparo do trans-cinamato de estigmast-5-eno (1h).
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trans-cinamato de estigmast-5-eno (1h)

C33Hs60,

Rendimento: 68,72%
IV (filme, cm™): 3007-2927 (C-H), 1716 (C=0), 1223 (C-0), 760 (C-H)

RMN 'H (300 M Hz), &: 7,53 (2H, J=15,d, H-5'e 9"); 7,38 (1H, J=3,6 ¢ 4.8, dd, H-6', 8'); 7,71 - 7,66
(1H, d, H-2"); 6,46 - 6,41 (1H, d, H-3"); 5,41 (1H, J=5, d, H-6); 4,8-4,7 (1H, m, H-3)

RMN "C (300 M Hz):Tabela-5, pig. 83
Rf: 0,77 (hexano: acetato de etila 9:1 v/v).

PF: 124,2-125,4°C
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4.6 Derivados dos triterpenos

4.6.1 Derivados do acido ursdlico obtidos pela reagdo com anidridos

No preparo dos derivados do 4cido ursdlico foram empregados 4 (quatro) baldes de
50 ml, nos quais foram adicionados, separadamente, 100 mg de 4cido ursélico, 2 mL de
Piridina e 2,0 mg de 2,4-dimetil amino piridina (DMAP). Em cada baldo foram adicionados
os respectivos anidridos, 0,02 mL de anidrido acético, 0,4 mL de anidrido propidnico, 0,072
mL de anidrido butirico e 0,057 mg de anidrido benzdico. A mistura foi mantida em refluxo
durante 29 horas em temperatura de 43 °C. O solvente foi evaporado em capela (temperatura
ambiente) e o meio reacional obtido (produto), foi dissolvido em cloroférmio (CHCI;3) e
lavado 2 (duas) vezes com dgua destilada. A fase orgénica foi misturada com uma porg¢éo de
Na,S0;,, filtrada e concentrada em rotaecvaporador. O sélido formado foi purificado por
cromatografia em coluna (CC), tendo como fase estaciondria silica gel e fase modvel hex:

AcOEt (9:1). Os produtos foram agrupados por CCDC e revelados em UV (245-365nm) e

Liebermann Buchard. A identificagdo dos produtos foi realizada por RMN 'H.

DMAP
Piridina 43°C

a-Anidrido acético
b-Anidrido propidnico
c-Anidrido butirico
d-Anidrido benzéico

Figura 21: Reacdo de esterificacdo do acido ursélico com diferentes anidridos.
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Acido 3B-acetilursolico (2a)

Rendimento: 27,1%
IV (filme, cm™): 3005-2925 (C-H), 1712 (C=0), 1222 (C-0)
Rf: 0,69(hexano: acetato de etila 9:1 v/v)

PF: 176,1-177,2°C

Acido 3p-propilursélico (2b)

C33H5,04

Rendimento: 55,3%
IV (filme, cm'l): 3006-2879 (C-H), 1712 (C=0), 1222 (C-O)

RMN 'H (300 M Hz), 5: 5,2 (1H, J= 33, , H-12); 4,51 (1H, J= 6 ¢ 8.6, dd, H-3); 2,3-2,4 (2H, J= 7.5,
g, H-2);2,2 (1H, J= 11, d, H-18)

Rf: 0,71(hexano: acetato de etila 9:1 v/v)

PF: 266,5-267,3°C
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Acido 3p-butilursélico (2¢)

Rendimento: 59,82%
IV (filme, cm'l): 3006-2927 (C-H), 1714 (C=0), 1222 (C-O)

RMN 'H (300 M Hz), 5: 5,2 (1H, J= 3,3, 1, H-12); 4,51 (1H, J= 5,6 ¢ 8.9, dd, H-3); 2,3-2,4 (2H, J=
7.2,t,H-2"); 2,2 (1H, J=11, d, H-18)

Rf: 0,71(hexano: acetato de etila 9:1 v/v)

PF: 265,0-265,1°C

Acido 3p-benzoilursélico (2d)

C37H5,04

Rendimento: 51,4%
IV (filme, cm™): 3006-2926 (C-H), 1714 (C=0), 1222 (C-0O)

RMN 'H (300 M Hz), 8: 8,15 (2H, J= 1,7 ¢ 8,3, dt, H-3', 7); 7,65 (1H, J= 1,3 ¢ 7,5, 1, H-5); 7.5 (2H,
J=15¢8, tdm, H4' ¢ 6); 5,3 (1H, s, H-12); 4,76 (1H, J= 5,6 ¢ 8,9, dd, H-3); 2,25(1H, J= 11, d, H-
18)

Rf: 0,57(hexano: acetato de etila 9:1 v/v)

PF: 97,3 - 99,5°C
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4.6.2 Preparagio dos acidos 33-(3-clorobenzoil) ursdlico (2e) 3B-(3-clorobenzoil)

betulinico (3a), 3B-(3-clorobenzoil) oleandlico (4a) e 3B-(3-clorobenzoil) lupeol (5a)

As reagdes foram realizadas em 4 (quatro) baldes de 50 mL, onde foram adicionados

42,3 mg do 4cido ursdlico, 28 mg (umol) do dcido betulinico, 25 mg de 4cido oleandlico,
21,5 mg de Lupeol, 2 mL de piridina (separadamente em cada baldo), sequencialmente foram
adicionados 84 umL; 23,6 umL; 21 wmL e 19,42 uwmL de cloreto de 3-clorobenzoila sobre
banho de gelo e agitamento durante 24 horas (na capela). Em seguida, o solvente foi
evaporado em capela e o sdlido submetido a cromatografia em coluna, tendo como fase
estaciondria silica flash e fase movel hex: AcOEt (8:2). Foram recolhidas 10 fracdes (de cada

amostra), agrupadas por CCDC e reveladas em UV (245-365nm) e Lieberman-Buchard.,

obtendo-se desta maneira os produtos purificados que foram identificados por IV e RMN ' H.
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CO,H

Piridina, t.a.

Cloreto de 3-clorobenzoila

HO

2
2
Z

Acido ursélico

1,
J,,/,//
Z

COH
Piridina, t.a.

Cloreto de 3-clorobenzoila

HO

I,
%
2 3

Acido betulinico 3a

CO,H
Piridina, t.a.

>

Cloreto de 3-clorobenzoila

HO

%
K3
Z

Acido oleanolico

1,
/'/'/,, 0,
Z

Piridina, t.a.

Cloreto de 3-clorobenzoila

HO

Lupeol

Cl

Figura 22: Reacgdes de esterificacdo dos triterpenos usando cloreto de acila no preparo de:
acidos 3B-(3-clorobenzoil)ursélico (2e) 3B-(3-clorobenzoil)betulinico (3a), 3B-(3-

clorobenzoil)oleandlico (4a) e 3B-(3-clorobenzoil)lupeol (5a).
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Acidos 3B-(3-clorobenzoil) ursdlico (2e)

C37H5 1O4C1

Rendimento: 69%

IV (KBr, em™): 3084-2867 (OH), 3005-2925 (C-H), 1692 (C=0), 1572 (C=C), 1309-1261 (C-0), 846
(C-Cl), 717 (C-H)

RMN 'H (300 M Hz), &: 8,1(1H, J= 1,7 e 2,5, dd, H-3"); 8,0(1H, J= 1 ¢ 7,5, dt, H-7'); 7,5(1H, J=1 ¢
8, td, H-5"); 7,4(1H, J= 7.8, ¢, H-6'); 5,2(1H, J= 3,3, ¢, H-12); 4,75(1H, J= 8,9, t, H-3); 2,2(1H, J=11, d,
H-18)

Rf: 0,54 (hexano: acetato de etila 8:2 v/v)
PF: 55,2-57,9°C

3B-(3-clorobenzoil)betulinico (3a)

C57H5104C1
Rendimento: 13%

IV (KBr, em™): 3522-3281 (OH), 3005-2925 (C-H), 1691 (C=0), 1586 (C=C), 1299-1262 (C-0), 847
(C-Cl), 727 (C-H)

RMN 'H (300 M Hz), &: 4,72 (1H, s, H-29); 4,62 (1H, s, H-29); 3,7 (1H, J=7, t, H-3)
Rf: (hexano: acetato de etila 8:2 v/v)

PF: 65,9-66,4°C
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3B-(3-clorobenzoil) oleandlico (4a)

C37H5 1O4C1

Rendimento: 34,6%

IV (KBr, em™): 3511-3312 (OH), 3061-2701 (C-H), 1646 (C=0), 1565 (C=C), 1249-1299 (C-0), 894
(C-Cl), 727 (C-H)

RMN 'H (300 M Hz), 8: 7,99 (1H, s, H-3'); 7,99- 7,96 (1H, d, H-7); 7.6 (1H, d, H-5'); 7,5 (1H, 1, H-
6"); 4,35 (1H, J="7,7, m, H-3); 2,3 (1H, J=11, d, H-18)

Rf: (hexano: acetato de etila 8:2 v/v)
PF: 52,9-54,1°C

3B-(3-clorobenzoil)lupeol (5a).

C;7H5;0,C1
Rendimento: 70%
IV (KBr, cm™): 23078-2863(C-H), 1712(C=0), 1571(C=C), 1299-1262(C-0), 847(C-Cl), 727(C-H)

RMN 'H (300 M Hz), &: 8,0(1H, J=2, 1, H-3"); 7,.9(1H, J= 1 e 7,8, dt, H-7"); 7,55(1H, J= 1 ¢ 8, dr, H-
5"; 7,4-7,35(1H, J= 7,8, t, H-6"); 4,8(1H, J= 2,5, d, H-29); 4,6(1H, J= 2,4, d, H-29); 4,32(1H, J=17, ¢,
H-3)

RF: 0,24 (hexano: acetato de etila 8:2 v/v)

Rf: 65,9-66,4°C
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4.7 Testes Bioldgicos

4.7.1 Ensaio de toxicidade de Artemia salina

Em um aquério de vidro com uma divisdria escura, contendo pequenas aberturas (para
migracdo das larvas), os cistos de Artemia salina (500 mg) do fabricante Miramar, adquiridos
no comércio local, foram incubados em solu¢do marinha artificial (13,39 g de sal marinho: 3,5
L de dgua mineral), sob iluminacdo artificial (lampada de 60w), temperatura ambiente de 28°
C e estado de saturacdo de oxigénio conseguido através de uma bomba de ar conectada ao
fundo do aquério. O aqudrio foi recoberto com papel aluminio deixando-se um pequeno
espaco para penetragdo da iluminagdo. Como as larvas (nauplii) t€m afinidade pela luz, ou
seja, apresentam fototropismo positivo, foi possivel separd-las dos cistos de forma manual
através do uso de becker.

O bioensaio envolvendo Artemia salina consiste em avaliar a exposicdo de um
determinado composto frente a esse crusticeo. A andlise é feita mediante o cdlculo da
Concentracdo Letal Minima (CLsp) (DOLABELA, 1997). O efeito t6xico dos compostos foi
testado pelo método de Meyer (1982) modificado para se adequar as condi¢des de nosso
laboratorio. Apds 48 horas de incubacdo no claro, dez larvas foram transferidos para os
frascos contendo as amostras (substincias a serem testadas) em triplicatas e completado o
volume até 5 mL com a dgua do mar artificial. Com auxilio de uma pipeta de Pasteur, foi
realizada a contagem dos individuos mortos, apds 24 horas de contato com as amostras e em
iluminagdo a 28°C. Cada um dos derivados do B-sitosterol e dos triterpenos foram testados nas
concentragdes de 25, 50, 75, 100, 150, 200 e 250 pg/mL em triplicata. Para cada triplicata da
amostra foi feito um controle contendo somente a d4gua do mar artificial e as 10 larvas. Os
naupliis foram considerados mortos caso ndao exibissem nenhum movimento durante dez

segundos de observacao.
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4.7.2 Ensaio de inibi¢do da acetilcolinesterase

A autobiografia foi desenvolvida em uma cromatoplaca de silica gel, onde foram
aplicadas as amostras. A enzima acetilcolinesterase foi dissolvida em tampao Tris 0,05 M (pH
7,8) seguida da adi¢do de 150 mg de albumina de soro bovino para estabilizacdo da mesma.
Esta solucdo foi mantida a temperatura de 4 °C e nebulizada sobre a cromatoplaca com as
amostras. A placa foi incubada a 37 °C, durante 20 min. Em seguida, a placa foi nebulizada
com uma solu¢do contendo 1-naftil acetato, em etanol, e sal de Fast Blue B, em d4gua,
ocorrendo o desenvolvimento de coloracdo purpura apds 1 a 2 min. As regides da placa que
contém substincias capazes de inibir a acdo da enzima acetilcolinesterase apresentam uma
mancha branca contra a coloragdo de fundo (neste caso ocorre formagdo do diazdnio ptirpura).
Como padrio positivo foram utilizados uma solugdo-mde a 1 mg/mL do alcaldide

fisostigmina (GIORDANI, 2008).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Identificacdo do B-sitosterol e dos 4cidos triterpénicos

Apesar do B-sitosterol usado nas reagdes ser de origem comercial, sua identificacdo e
pureza foi determinada através da andlise dos dados de RMN 'H (Figura 23). Neste espectro
foi detectada a presenca de um multipleto em & 3,5 referente ao hidrogénio carbindlico H-3,
dois duplos dubletos em & 5,05 e 5,17 referentes 4 hidrogénios olefinicos na posicdo H-22 e
23; indicando a presenca de estigmasterol (6); portanto o padrido comercial utilizado consiste
na mistura de B-sitosterol (1) e estigmasterol (6). Além desses sinais, pode ser verificado

também, um dubleto em 8 5,38 (J= 4,4, 1H) referente ao hidrogénio olefinico na posi¢do H-6.

De acordo com as especificagcdes do fitoesteréide obtido comercialmente (MP

BIOMEDICAL), a concentragdo de B-sitosterol € de 40,7% e a de estigmasterol € de 25,1%.

o RN 2 -

8 7 6 5 4 3 2 1 -0 ppm

Figura 23: Espectro de 'H do [B-sitosterol (1) e do estigmasterol (6)[300 MHz, CDCls,
6(ppm)]
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A identificacdo do dcido betulinico foi realizada através da andlise dos dados
espectroscépicos de RMN 'H e °C. O espectro de RMN 'H (Figura 24) apresentou dois
singletos largos em 0 4,4 e 4,6 caracteristicos de hidrogénios olefinicos H-29 de terpenos da
série dos lupenos. Ainda, através deste espectro foi possivel destacar em § 3,5 (J= 7 Hz, 1H)
um tripleto indicativo da presenga de um hidrogénio carbindlico na posicio H-3 também

caracteristico de triterpenos (MAHATO, 1994).

O espectro de RMN °C (Figura 25, pag. 63) apresentou sinais importantes que
permitiram a identificacdo da substincia, que foram comparadas com dados ja descritos na
literatura (Tabela-4, pag.66). Os sinais apresentaram deslocamento quimico em & 151,3 e
110,0 que podem ser atribuidos a carbonos olefinicos ndo hidrogenados e metinico (C-20 e C-
29) de esqueleto da série lupano. Ainda neste espectro foi possivel destacar o sinal com
deslocamento quimico em & 78,1 atribuido ao carbono carbinélico C-3, alem do sinal em &

178,9 referente a um carbono acila do grupamento écido.

| I FoNewe N \
e — ) !‘-____‘_/'R_.'{ \Mv-._..ﬁ__n——/ '\wh_,w‘w, A 'hlli -;"‘".

B T T e e e e Tt by R e S o S e v B S
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14 13 1z 11 in g a 7 B 5 4 3 4 1

Figura 24: Espectro de 'H do acido betulinico (3) [300 MHz, piridina-ds, 8(ppm)]
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Figura 25: Espectro de °C do 4cido betulinico (3) [75 MHz, piridina-ds, 3(ppm)]
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A identificacdo do 4acido oleandlico, foi realizada através da andlise dos dados
espectroscépicos de RMN 'H e "*C da substincia isolada e comparada com dados da literatura
(Tabela-4, pag. 66). O espectro de RMN 'H (Figura 26), apresentou um singleto largo em &
5,40 referente ao hidrogénio olefinico H-12, um tripleto em & 3,5 (J= 8, 1H) indicativo da
presenca de hidrogénio oximetinico na posi¢do 3, um dubleto em & 2,6 (J= 11, 1H) referente

ao hidrogénio H-18 e vdrios sinais relativos a grupos metilas entre 8 2,4-0,8.

O espectro de RMN Be (Figura 27, pag. 65), apresentou sinais em & 144,9 e 122,7
registrados como carbono olefinicos e nao hidrogenado. Além do sinal em J 78,8 atribuido ao
carbono carbindlico. Esses sinais sdo indicativos de triterpenos da série oleanano (MAHATO,
1994). Os dados de RMN "°C foram comparados com dados descritos na literatura permitindo

a identificacdo da substincia (Tabela-4, pag. 66).

)
J\ﬂ f\/dw \/] k

— S| T ——
2 1 ppm

R e e LMo —— T — T
10 9 8 7 6 5 4

Figura 26: Espectro de 'H do 4cido oleanéico (4) [300 MHz, piridina-ds, 8(ppm)]
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Figura 27: Espectro de RMN de B do 4cido oleandico (4) [75 MHz, piridina-ds, 6(ppm)]
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Tabela 4: Dados espectroscopicos de RMN de Bc para os acidos ursélico (2), betulinico (3) e

oleandlico (4) [75 MHz, piridina-ds, 8 (ppm)]

Triterpenos isolados

Dados da literatura*®

@

2 \ 3 \ 4 2 3 4
1 395 375 388 39,4 38,5 38,5
2 286 26,1 2773 28,1 27,2 27,4
3 780 78,1 78,8 79,9 78,1 78,7
4 395 393 388 40,6 38,6 38,7
5 551 559 555 56,9 54,9 55,2
6 187 18,8 184 19,4 18,0 18,3
7 337 348 33,0 34,5 34,0 33,1
8 40.1 41,1 39,6 40,9 40,3 39,3
9 48.1 49,9 475 49,1 49,9 47,6
10 375 375 37,0 38,3 37,6 37,0
11 237 212 233 24,2 20,5 23,1
12 1257 26,1 1227 127 25,1 122,1
13 1393 39,5 1449 139,8 38,3 1434
14 26 42,8 412 43 .4 41,9 41,6
15 288 303 2872 29.4 30,1 27,7
16 250 312 416 25,5 31,7 41,6
17 481 56,6  48.1 493 55,4 46,6
18 53.6 41,1 4173 54,6 46,6 41,3
19 39.5 428 458 40,6 48,5 45,8
20 394 1513 306 40,2 150,2 30,6
21 31.1 348 338 31,9 29,1 33,8
22 374 329 323 38,3 36,7 32,3
23 288 283 28,1 28,9 28,0 28,1
24 165 15,7 156 16,2 15,7 15,6
25 158 149 15,3 16,5 15,8 15,3
26 175 164 169 17,7 15,9 16,8
27 240 149 26,0 24,5 14,3 26,0
28 179.9 178,9  180,0 181,9  180,7  181,0
29 175  110,0 33,1 17,9 109,5 33,1
30 214 195 212 21,7 19,0 23,6

*MAHATO & KUNDU (1994) [CDCl;, & (ppm)],

**COSTA (2008) [MeOD, & (ppm)]
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5.2 Esterifica¢do do B-sitosterol e triterpenos

Verificou-se que os derivados esterificados do B-sitosterol, dcido ursélico, acido
betulinico, 4cido oleandlico e lupeol foram obtidos, na maioria, com rendimentos entre 40-
84%, com excecdo de alguns derivados com rendimento em torno de 40-13%. Para as
reacdes que apresentaram baixo rendimento, foi atribuido ao fato das reagdes ndo terem
ocorrido em atmosfera inerte (nitrogénio ou argdnio), que evita a degradacdo por hidrélise
dos anidridos ou dos cloretos de acila usados como reagente. Contudo, essa foi uma condic¢do
comum em todas as reacdes; incluindo as que obtiveram bons rendimentos. Dessa forma, o

fato do menor rendimento em algumas reagdes foi atribuido 4 perdas na etapa de purificacao.

O método de purificacdo mais adotado foi CC (cromatografia em coluna) que, apesar
de ser o mais eficiente, acaba ocasionando percas de massa devido a interacdo dos produtos
com a fase estaciondria, principalmente de substancias polares, como no caso dos derivados

de 4cidos triterpénicos.
Quanto as reagdes de sintese de ésteres, aquelas que ocorreram através do uso de
piridina e anidridos de dcidos, seu mecanismo pode ser ilustrado na figura 28. Outro tipo de

reacdo realizada ao longo do trabalho, foi a reacdo de formilagdo que pode ter seu mecanismo

ilustrado na figura 29 (pag. 68).

o
/ O O O O O
x R o) R R 0 R R —
N\/ © T HO ¥

Figura 28: Mecanismo de sintese dos derivados esterificados com anidridos
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Figura 29: Mecanismo de sintese do 3p-formestigmast-5-eno (1d)

5.3 Identificacdo dos derivados do B-sitosterol

A identificagdo do derivado 3[B-acetoxestigmast-5-eno (1a) foi realizada através da
andlise dos dados espectroscépicos de RMN 'H, C e IV, onde no espectro de RMN 'H
(Figura 30, pag. 69) foi detectada a presenga de um dubleto em 8 5,35 (J= 5, 1H) referente ao
hidrogénio olefinico na posi¢cdo H-6, um multipleto caracteristico em & 4,9-5,19 referente ao
hidrogénio carbindlico H-3, dois duplos dubletos em & 4,9 e 5,19 referentes aos hidrogénios
olefinicos na posicdo H-22 e 23 do estigmasterol (presente como impureza) além de um

singleto em 0 2,05 referente a trés hidrogénios vizinhos 4 carbonila H-2'".

O hidrogénio na posicio H-3 dos derivados esterificados apresenta-se mais
desprotegido em rela¢do ao do B-sitosterol (& 3,5), devido ao efeito anisotrépico do grupo
éster ligado no C-3. Portanto, o deslocamento do H-3 pode ser um indicativo da formacao do
derivado. No caso do derivado 3B-acetoxestigmast-5-eno (1a) é possivel verificar a presenca

também do reagente B-sitosterol livre, devido ao multipleto em d 3,5 (Figura 30, pag. 69).
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No espectro de RMN °C (Figura 31, pag. 70) do derivado 1a foi possivel destacar os
sinais em & 170,4 referente a carbonila de éster, dois carbonos olefinicos em & 139,52 e
122,55 (C-5 e 6) e um carbono carbindlico em & 73,9 referente ao carbono C-3, além de

outros sinais referentes aos carbonos do esqueleto esteroidal.

O espectro no IV do derivado 1a (Figura 31, pdg. 70) apresentou sinais em 1710 cm™
e 1222 cm™ caracteristicos de estiramento de carbonila e C-O de éster. Esses sinais também
sdo indicativos da formagdo do produto esterificado, pois o -sitosterol ndao apresenta
estiramentos de carbonila, nem de ligacdo C-O de éster. Contudo, os deslocamentos dos
respectivos ésteres no espectro no infravermelho apresentam-se deslocados do sinal esperado.
De acordo com a literatura (SILVERSTEIN, 2007), o estiramento da carbonila de éster
localiza-se entre 1750-1730 cm™ e o estiramento C-O, entre 1200-1000 cm™. A explicagio
para essa discrepancia € a calibracdo inadequada do aparelho quando realizado espectros em

filme de CHCl3, fornecendo espectros deslocados cerca de 20 cm.

8 7 6 5 4 3 2 1 ppm

Figura 30: Espectro de 'H do 3B-acetoxestigmast-5-eno (1a) [300 MHz, CDCl3, 6(ppm)]
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Figura 31: Espectro de BC do 3B-acetoxestigmast-5-eno (1a) [300 MHz, CDCl3, 6(ppm)]

“Transmittance

a0-

80—

70—

B0-

&0-

40—

30-

20-

- A053.34470.000
ip1 0.000

0000000
3600

- B2B2HB06 225 15
2443883 421 B
E?ﬂﬁ 055 472126

25391891 620217

3010026 8737

g nooodooonlodn
2400 2200 2000

Wavenumber

60 0 0o oo 0066 nooolanon0nasoloas
3600 3400 3200 3000 2800 2600

a0
1600

g o000
1600

1714.754 BeAHERAT

600000
1400

906,995 1992843

1092.566 932537

766 960

51622% ]ﬁ% 31468.360

oo onolonoolaoaodon
1200 1000 800 600

Figura 32: Espectro no IV do 3B-acetoxestigmast-5-eno (1a)



71

O derivado 3B-propoxestigmast-5-eno (1b) foi identificado através da andlise dos
dados de RMN 'H, BC e IV, onde no espectro de RMN 'H (Figura 33) foi detectada a
presenga de um dubleto em & 5,37 (J= 5, 1H) referente ao hidrogénio olefinico na posi¢do H-
6, um multipleto caracteristico em 0 4,56-4,63 referente ao hidrogénio carbindlico H-3 e um

quarteto em 0 2,3-2,4 (J= 17,5, 2H) de hidrogénios vizinhos a carbonila H-2'".

No espectro de RMN Bc (Figura 34, pag. 72) do derivado 1b, foi possivel destacar os
sinais em & 173 referente a carbonila de éster, dois carbonos olefinicos em 6 139 e 122 (C-5 ¢
6) e um carbono carbindlico em & 73,69 referente ao carbono C-3, além de outros sinais

referentes aos carbonos do esqueleto esteroidal.

O espectro no IV (Figura 35, pag. 72) do derivado 1b apresentou sinais em 1715 cm™

e 1222 cm™! caracteristicos de estiramento de carbonila e C-O de éster.

8 7 6 ) 3 2 ppm

Figura 33: Espectro de 'H do 3B-propoxestigmast-5-eno (1b) [300 MHz, CDCl3, 6(ppm)]
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Figura 34: Espectro de "°C do 3B-propoxestigmast-5-eno (1b) [300 MHz, CDCls, 8(ppm)]
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Figura 35: Espectro no IV do 3B-propoxestigmast-5-eno (1b)
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O derivado 3B-butoxestigmast-5-eno (1¢) foi identificado através da andlise dos dados
espectroscépico de RMN 'H, BC eIV, onde no espectro de RMN 'H (Figura 36) foi detectada
a presenca de um dubleto em 9 5,39 referente ao hidrogénio olefinico na posi¢do H-6 (J= 5,
1H), um multipleto caracteristico em & 4,58-4,70 referente ao hidrogénio carbindlico H-3 e

um tripleto em & 2,2-2,25 (J= 7,2, 2H) de hidrogénios vizinhos 4 carbonila H-2'".

No espectro de RMN Bc (Figura 37, pag. 74) do derivado 1¢, foi possivel destacar os
sinais em & 173,08 referente a carbonila de éster, dois carbonos olefinicos em & 139,7 e 122,5
(C-5 € 6) e um carbono carbindlico em & 73,67 referente ao carbono C-3, além de outros

sinais referentes aos carbonos do esqueleto esteroidal.

O espectro no IV do derivado 1c (Figura 38, pag. 74) apresentou sinais em 1716 cm™ e

1222 cm™! caracteristicos de estiramento de carbonila e C-O de éster.

3'

% Lt h Sos |

/\ S J g J
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" y e e . : =
8 7 6 5 4 3 2 1 0 ppm

Figura 36: Espectro de 'H do 3B-butoxestigmast-5-eno (1¢) [300 MHz, CDCl3, 8(ppm)]
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Figura 37: Espectro de BC do 3B-butoxestigmast-5-eno (1¢) [300 MHz, CDCl3, 8(ppm)]
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Figura 38: Espectro no IV do 3B-butoxestigmast-5-eno (1c)

O derivado 3B-formestigmast-5-eno (1d) foi identificado através da andlise dos dados

espectroscépicos de RMN 'H e IV, onde no espectro de RMN 'H foi detectada a presenca de

um singleto em O 8,2 caracteristico do hidrogénio a (alfa) a carbonila. Além disso, foi

verificada a presenca de um dubleto em 8 5,4 (J= 5, 1H) referente ao hidrogénio olefinico na

posicdo H-6 ¢ um multipleto caracteristico em 0 4,8-4,6 referente ao hidrogénio carbindlico

H-3 (Figura 39, pag. 75).

O espectro no IV do composto 1d apresentou sinais em 1717 cm™ e 1222 cm™

caracteristicos de estiramento de carbonila e C-O de éster (Figura 40, pag. 75).
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Figura 39: Espectro de 'H do 3B-formestigmast-5-eno (1d) [400 MHz, CDCl3, d(ppm)]
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Figura 40: Espectro no IV do 3B-formestigmast-5-eno (1d)
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O derivado 3B-carboxisuccinatoxestigmast-5-eno (le) foi identificado através da
andlise dos dados espectroscépicos de RMN 'H, °C e IV, onde no espectro de RMN 'H
(Figura 41) foi detectada a presenca de um dubleto em & 5,39 (J= 5, 1H) referente ao
hidrogénio olefinico na posi¢do H-6, um multipleto caracteristico em & 4,55-4,76 referente ao
hidrogénio carbindlico H-3 desprotegido e dois duplos dubletos em & 2,5 (2H) e 2,8 (2H) de

hidrogénios H-2' e 3' vizinhos a carbonila.

No espectro de RMN e (Figura 42, pag. 77) do derivado 1e foi possivel destacar
sinais em: & 171,52 e 176,69 de carbonilas de éster e dcido (C-1' e 4'), dois carbonos
olefinicos em & 139,7 e 122,5 (C-5 e 6) e um carbono carbindlico em & 73,67 referente ao

carbono C-3, além de outros sinais referentes aos carbonos do esqueleto esteroidal.

O espectro no IV do derivado 1e revelou sinais de estiramento OH em 3600-3414, de
deformacdo axial larga em 1720 cm™ caracteristico de carbonila de 4cido e estiramento em

1222 cm™ caracteristico de ligacio C-O de éster (Figura 43, pag. 77).
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Figura 41: Espectro de 'H do 3B-carboxisuccinatoxestigmast-5-eno (1e) [300 MHz, CDCls,
S(ppm)]
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Figura 42: Espectro de BC do 3B-carboxisuccinatoxestigmast-5-eno (1e) [300 MHz, CDCl;,
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Figura 43: Espectro no IV do 3B-carboxisuccinatoxestigmast-5-eno (1e)
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O derivado 3B-benzoxestigmast-5-eno (1f) foi identificado através da andlise dos
dados espectroscopicos de RMN 'H, °C e IV, onde no espectro de RMN 'H (Figura 44) foi
detectada a presenga de um dubleto em 8 8,06 (J= 1,7 e 8,3, 2H) e dois tripletos em & 7,55 (J=
7,5, 1H) e 7,43 (J= 7,5, 2H) referentes aos hidrogé€nios do anel aromatico ndo substituido.
Além disso, foi verificada a presenca de um dubleto em & 5,41 (J= 5, 1H) referente ao
hidrogénio olefinico na posi¢cdo H-6 e um multipleto em & 4,8-4,99 referente ao hidrogénio

carbin6lico H-3 desprotegido.

No espectro de RMN "°C (Figura 45, pag. 79) do derivado 1f foi possivel destacar
sinais em: 8 165,97 de carbonila de éster, dois carbonos olefinicos em & 139,65 e 122,75 (C-5
e 6), um carbono carbindlico em & 73,67 (C-3) e sinais referentes aos carbonos aromdticos em

0 130,75, 129,51, 128,22 ¢ 132,67 (C-5',3'e 7', 4'e 6, 2").

O espectro do IV (Figura 46, pag. 79) do derivado 1f apresentou sinais em 1716 cm™ e

1222 cm™! caracteristicos de estiramento de carbonila e C-O de éster.

10 9 8 7 6 5 4 8 2 1 =0 nom

Figura 44: Espectro de 'H do 3p-benzoxestigmast-5-eno (1f) [300 MHz, CDCls, 8(ppm)]
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Figura 45: Espectro de BC do 3B-benzoxestigmast-5-eno (1f) [300 MHz, CDCl3, 6(ppm)]
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Figura 46: Espectro no IV do 33-benzoxestigmast-5-eno (1f)

O derivado 3B-clorobenzoxestigmast-5-eno (1g) foi identificado através da andlise dos

dados de RMN 'H e IV, onde no espectro de RMN 'H (Figura 47, pag. 80) foi detectada a

presenca de um tripleto em 0 8,1 (J= 1,7; 1H), um duplo tripleto em 8 7,95-7,54 J=1,3 ¢ 7,8,

1H), um duplo tripleto em & 7,53 (J= 1,1 ¢ 9,1, 1H) e um tripleto em & 7,4 (J= 7,8; 1H) dos

hidrogénios H-3', 7', 5' e 6', caracteristicos de compostos aromaticos. Além disso, foi

verificada a presenga de um dubleto em 8 5,4 (J=5, 1H) referente ao hidrogénio olefinico na

posicio H-6 e um multipleto em & 4,8-4,9 referente ao hidrogénio carbindlico H-3

desprotegido.
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O espectro no IV (Figura 48) do derivado 1g apresentou sinais em 1716 cm™ e 1222
cm™ caracteristico de estiramento de carbonila e de ligagio C-O de éster, além de sinais em
1125 cm™ e 747 cm™ de ligacao C-Cl e de deformacao angular fora do plano de ligagdo C-H

de compostos aromaticos.
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Figura 47: Espectro de 'H do 3B-clorobenzoxestigmast-5-eno (1g) [400 MHz, CDCls,
S(ppm)]
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Figura 48: Espectro no IV do 3fB-clorobenzoxestigmast-5-eno (1g)
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O derivado trans-cinamato de estigmast-5-eno (1h) foi identificado através da andlise
dos dados de RMN 'H (Figura 49), onde foi detectada a presenca de um duplo dubleto em &
7,53 (J=3,6 e 4,8, 1H), um tripleto em & 7,38 (J= 3,5, 2H) referente, respectivamente, aos
hidrogénios H-5',9' e H-6',8'; todos sinais caracteristicos de compostos aromaticos, acrescidos
de dois dubletos entre & 7,71-7,66 (J= 15, 1H, H-2") e entre d 6,46-6,41 (J= 15, 1H, H-3") de
hidrogénios olefinicos, indicando a presenca de derivado do &cido frans-cindmico. Além
disso, foi verificada a presenga de um dubleto em & 5,41 (J= 5, 1H) referente ao hidrogénio
olefinico na posi¢ao H-6 ¢ um multipleto em 0 4,8-4,7 referente ao hidrogénio carbinélico H-

3.

No espectro de RMN 13C do derivado 1h foi possivel destacar sinais em: & 166,35 de
carbonila de éster, dois carbonos olefinicos em 6 139,64 ¢ 122,68 (C-5 e 6), um carbono

carbindlico em & 74,06 (C-3), sinais referentes aos carbonos aromdticos em & 144,38,
128,82, 127,99 e 134,5 (C-7',5' e 9, 6' e 8', 4") e mais dois sinais de carbonos olefinicos em
130,10 e 118,67 (C-2' e 3") (Figura 50, pag. 82).

Figura 49: Espectro de 'H do trans-cinamato de estigmast-5-eno (1h) [300 MHz,
CDCls, §(ppm)]



Figura 50: Espectro de °C do frans-cinamato de estigmast-5-eno (1h) [300 MHz,
CDCls, 8(ppm)]
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Tabela 5: Dados espectroscépicos de RMN de "*C para os derivados do B-sitosterol [75 MHz,

CDCl;, & (ppm)]

Derivados do B-sitosterol

C 1% la | 1 | 1c | 1e | 1f 1h

1 37,2 36,9 36,93 37,01 36,88 37 37.1

2 31,6 29,08 28,2 29,18 29,2 31 30,26
3 71,7 73,9 73,69 73,67 74,49 71 74,06
4 38,9 38,05 38,09 38,17 37,95 38 38,21
5 140,7 139,52 139 139,7 13945 139,65 139,64
6 121,6 122,55 122 1225 122,66 122,75 122,68
7 31,8 31,79 29,64 29,69 31,82 31 31,89
8 31,8 31,83 31,85 31,87 31,78 31 31,85
9 50,1 49,9 49,9 50,05 49,94 50 50,02
10 36,4 36,52 36,5 36,59 36,52 36 36,59
11 21,1 21,04 20,9 20,19 20,97 21 21,01
12 39,7 39,66 39,67 39,74 39,65 39 39,70
13 42,3 42,24 42,25 42,32 4225 42 42,29
14 56 56,7 56,6 56,69 56,61 56 56,67
15 24,2 24,29 24,24 24,29 24,2 24 24,27
16 28,1 27,7 27,73 27,83 27,6 28 27,87
17 56,1 56,01 56 56,05 55,97 56 56,06
18 11,9 11,8 9,12 11,85 11,8 11 11,84
19 19,3 19,25 19,27 19,32 19,25 19 19,32
20 36 36,09 36,1 36,15 36,1 36 36,13
21 18,7 18,83 18,97 18,78 18,72 18 18,76
22 33,9 33,87 33 33,96 33,82 33 33,91
23 26,1 26 26 26,12 26 26 26,06
24 45,8 45,76 45,5 4586 45,76 45 45,81
25 29,1 28,18 27,87 28,23 28,79 29 29,13
26 19,6 19,76 19,8 19,80 19,75 19 19,80
27 18,9 18,98 18,97 18,98 18,97 18 19,02
28 23 23 23 23,09 23 23 23,05
29 11,9 11,99 9,12 13,62 11,93 11 11,96
I 170,4 173 173,08 171,52 165,97 166,35
2' 21,36 20,97 21,03 21,04 130,75 130,10
3 19,5 19,04 21,17 129,51 118,67
4 18,54 176,69 128,22 1345
5 132,67 128,82
6 12822 127,99
7 129,51 144,38
8 127,99
9 128,82

*MACARI et al., (1990) [CDCl;, 8 (ppm)]
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5.4 Identificagéo dos derivados dos 4cidos triterpénicos

A série dos derivados de 4cidos triterpénicos foram identificados através da andlise

dos dados de RMN de 'He IV.

Quando se compara os espectros de RMN de 'H (2a/2e; 3a; 4a e 5a) das substancias
preparadas, com os 4cidos betulinico e oleandlico pode ser verificado que houve
deslocamento do sinal do hidrogénio H-3. Nos 4cidos triterpénicos livres, este hidrogénio é
registrado entre § 3,42 e 3,18, dependendo do solvente utilizado. Nos espectros de RMN de
'H dos derivados, este hidrogénio é registrado em campo mais baixo que 8 4 ppm, devido ao
efeito exercido pelo grupamento acila do éster formado, além de outros efeitos referentes ao
grupamento inserido; diferenca observada também no [-sitosterol e seus derivados
esterificados. A Tabela-6 apresenta os valores observados para os H-3 das substincias

descritas, indicando que todas as substincias foram esterificadas.

Tabela 6: Dados de RMN de 'H dos 4cidos ursélico (3), oleanélico (4), betulinico (3) e seus
derivados esterificados [300-400MHz, 8(ppm) J(Hz)].

Substancia Solvente |H-3
2 Py -
2b Cd 4,51

(dd, 6 ¢ 8,6 Hz)
2c Cd 4,51

(dd, 5,6 ¢ 8,9 Hz)
2d Cd 4,76

(dd, 5,6 ¢ 8,9 Hz)
2e Cd 4,75

(t, 8,9 Hz)
3 Py 3,5

(t, 7 Hz)
3a Ac 3,7

(t, 7 Hz)
4 Py 3,5

(t, 8 Hz)

Ac 4,35
4a (1,7,7 Hz)
5 Cd -
Cd 4,32

Sa (t, 7 Hz)

Py= piridina-ds, Ac=acetona -ds, Cd=CDCl,;
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O derivado do 4cido ursoélico, o acido 3fB-acetilursélico (2a) (Figura 21, pag. 52), foi
identificado através da anédlise dos dados espectroscépicos no IV (Figura 51), onde foram
detectados sinais em 1712 cm™ e 1222 cm™ caracteristicos de estiramento de carbonila e de

ligacdo C-O de éster. Indicando que a reacdo de esterificagdo do acido ursélico com o

anidrido acético formou o respectivo éster.
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Figura 51: Espectro no IV do Acido 3B-acetilursolico (2a)

O derivado acido 3B-propilursélico (2b) (Figura 21, pag. 52), foi identificado através
da andlise dos dados espectroscopicos de RMN 'H e IV, onde no espectro de RMN 'H (Figura
52, pag. 85) foi detectada a presenga de um tripleto em & 5,2 (J= 3,3 Hz, 1H) referente ao
hidrogénio olefinico na posi¢cdo H-12, um duplo dubleto caracteristico em & 4,51 (J=6 ¢ 8,6
Hz, 1H) referente ao hidrogénio carbinélico H-3, um quarteto em 9 2,3-2,4 (J= 7,5 Hz, 2H) de

dois hidrogénios H-2' vizinhos a carbonila e um dubleto em 8 2,2 (J= 11 Hz, 1H) referente ao

hidrogénio H-18.

O espectro de IV (Figura 53, pag. 86) do acido 3fB-propilursélico (2b) apresentou
sinais em 1712 cm'l, caracteristico de estiramento C-O de carbonila de éster € em 1222 cm’!

caracteristico de estiramento carbono-oxigénio de éster.



Figura 52: Espectro de 'H do 4cido 3p-propilursélico (2b) [400 MHz, CDCls, 3(ppm)]
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Figura 53: Espectro no IV do 4cido 3B-propilursélico (2b)
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O derivado acido 3B-butilursdlico (2¢) foi identificado através da anélise dos dados de
RMN 'H e no IV. No espectro de RMN "H (Figura 54) foi detectada a presenca de um tripleto
em O 5,2 (J= 3,3, 1H) referente ao hidrogénio olefinico na posi¢do H-12, além de um duplo
dubleto caracteristico em & 4,51 (J= 5,6 e 8,9, 1H) referente ao hidrogénio carbindlico H-3,
um tripleto em o 2,3-2,4 (J= 7,2, 2H) de dois hidrogénios H-2' vizinhos 4 carbonila e um

dubleto em & 2,2 (J= 11, 1H) referente ao hidrogénio H-18.

O espectro de IV (Figura 55, pag. 88) do acido 3B-butilursdlico (2¢) apresentou sinais
em 1714 cm'l, caracteristico de estiramento C-O de carbonila de éster e em 1222 cm’’

caracteristico de estiramento carbono-oxigénio de éster.

o
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50 48 46 4.4
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PPM 7.6 7.2 6.8 6.4 6.0 56 52 4.8 4.4 4.0 3.6 3.2 2.8 24 20 1.6 12 08 0.4 0.0

Figura 54: Espectro de RMN 'H do 4cido 3B-butilursdlico (2¢) [400 MHz, CDCl;,
d(ppm)]
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Figura 55: Espectro no IV do dcido 3f3-butilursélico (2¢)

O derivado acido 3B-benzoilursélico (2d) foi identificado através da andlise dos dados
de RMN 'H e no IV, onde no espectro de RMN 'H (Figura 56, pig. 89) foi detectada a
presenca de um duplo tripleto em 8 8,15 (J= 1,7 e 8,3, 2H), um tripleto tripleto em & 7,65 (J=
1,3e 7,5, IH) e um triplo dubleto em & 7,5 (J= 1,5 e 8, 2H), referentes aos hidrogénios H-3',
7', H-5' e H-4', 6'; todos sinais caracteristicos de compostos aromadticos. Além disso, foi
verificada a presenca de um singleto em & 5,3 (1H) referente ao hidrogénio olefinico na
posi¢do H-12, um duplo dubleto caracteristico em & 4,76 (J= 5,6 e 8,9, 1H) referente ao

hidrogénio carbindlico H-3 e um dubleto em & 2,25 (J= 11, 1H) referente ao hidrogénio H-18.

O espectro de IV (Figura 57, pag. 89) do acido 3B-benzoilursdlico (2d) apresentou
sinais em 1714 cm™ caracteristico de carbonila e 1222 cm™ caracteristico de liga¢do carbono-

oxigénio de éster.
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A identificacdo do derivado dcido 3B-(3-clorobenzoil) ursélico (2e) foi realizada
através da andlise dos dados de RMN 'H e IV. O espectro de RMN 'H (Figura 58), apresentou
um duplo dubleto em 8 8,1 (J=1,7 ¢ 2,5, 1H), um duplo tripleto em & 8,0 J=1¢ 7,5, IH) e
7,6 J=1¢€ 8, 1H) e um tripleto em 8 7,4 (J= 7,8, 1H), referentes aos hidrogénios H-3', 7', 5' e
6' de compostos aromadticos originados da esterificacdo com cloreto de 3-clorobenzoila.
Também foram identificados um tripleto em o 5,2 (J= 3,3, 1H) do hidrgénio H-12, um tripleto
em 0 4,75 (J= 8,9, 1H) de hidrogénio carbindlico na posi¢do H-3 € um dubleto em 8 2,2 (J=
11, 1H) referente ao hidrogénio H-18.

No espectro no IV (Figura 59, pag. 91), o dcido 3B-(3-clorobenzoil) ursélico (2e) foi
verificada a presenca de sinais de deformagdo axial em 3084-2867 cm™ de ligacdo oxigénio-
hidrogénio de 4cido carboxilico, sinais em 1692 cm™ caracteristico de carbonila e em 1309-
1261 cm™ caracteristico de ligagdo carbono-oxigénio de éster, além de sinais em 846 cm™ de
ligagdo carbono-cloro e em 747 cm™ de deformagdo angular fora do plano de ligagdo carbono-

hidrogénio, caracteristico de aromaéticos.
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Figura 58: Espectro de 'H do 4cido 3B-(3-clorobenzoil) ursélico (2e) [400 MHz,
CDCls, 8(ppm)]
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Figura 59: Espectro no IV do 4cido 3B-(3-clorobenzoil) ursélico (2e)

A identificacdo do dcido 3B-(3-clorobenzoil) betulinico (3a) foi realizado através da
andlise dos dados de RMN 'H e IV. No espectro de RMN 'H (Figura 60, pig. 92) foi
verificada presenca de dois singletos em 0 4,72 (1H) e 4,62 (1H) referentes aos hidrogénios

olefinicos H-29 e um tripleto em & 3,7 (J= 7, 1H) do hidrogénio carbinélico na posi¢do H-3.

O espectro de RMN 'H revela que parte dos reagentes, dcido betulinico (3) ndo
esterificado e dcido 3-cloro benzdico, ainda encontra-se misturados ao produto. O sinal em o
3,4 de hidrogénio carbindlico H-3, indica presen¢a de 4cido betulinico ndo esterificado e
sinais na regido dos compostos aromaticos muito intensos indicam a presenca de 4cido 3-cloro

benzoico.

No espectro no IV (Figura 61, pag. 92), o acido 3B-(3-clorobenzoil) betulinico (3a)
apresentou sinais de deformacdo axial em 3522-3281 cm™ de ligagdo oxigénio-hidrogénio de
acido carboxilico, em 1691 cm’ caracteristico de carbonila e em 1299-1262 cm’!
caracteristico de ligacdo carbono-oxigénio de éster, além de sinais em 847 cm” de ligacdo
carbono-cloro e em 727 cm™ de deformagdo angular fora do plano de ligacdo carbono-

hidrogénio.
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Figura 60: Espectro de RMN de "H do 4cido 3B-(3-clorobenzoil) betulinico (3a) [300
MHz, piridina-ds, 6(ppm)]

LI

04

T T T T T T T T
4000 2500 2000 2500 2000 1500 iooo 500

Tranzmizsion /YWavenumber (cm-1]

Figura 61: Espectro no IV do éacido 3B-(3-clorobenzoil) betulinico (3a)



93

A identificacdo do dcido 3B-(3-clorobenzoil) oleandlico (4a) foi realizada através da
analise dos dados de RMN 'H e IV. No espectro de RMN "H (Figura 62), foi encontrado um
singleto em 8 7,99, um dubleto em J 7,99-7,96, um dubleto em & 7,6 e um tripleto em & 7,5
dos hidrogénios aromadticos H-3', 7', 5' e 6'. Também foram identificados um tripleto em o
4,35 (J= 17,7, 1H) indicativo da presenca do hidrogénio na posi¢ao H-3 ¢ um dubleto em 0 2,3
(J=11, 1H) referente ao hidrogénio H-18.

No espectro no IV (Figura 63, pag. 94), o acido 3p-(3-clorobenzoil) oleandlico (4a)
apresentou sinais de deformacdo axial em 3511-3312 cm™ de ligagdo oxigénio-hidrogénio de
acido carboxilico, em 1646 cm’ caracteristico de carbonila e em 1249-1299 cm’
caracteristico de ligacdo carbono-oxigénio de éster, além de sinais em 894 cm™ de ligagdo

carbono-cloro e em 727 cm™ de deformagdo angular fora do plano de ligacdo carbono-

. .
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Figura 62: Espectro de RMN de 'H do 4cido 3B-(3-clorobenzoil) oleandlico
(4a) [300 MHz, acetona-dg, 6(ppm)]
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Figura 63: Espectro no IV do 4cido 3-(3-clorobenzoil) oleandlico (4a)

A identificagdo do dcido 3B-(3-clorobenzoil) lupeol (5a) foi realizado através da
andlise dos dados de RMN 'H e IV. O espectro de RMN 'H (Figura 64, pag. 95) foi
encontrado um tripleto em & 8,0 (J= 2, 1H), um duplo tripleto em 8 7,9 J=1¢ 7,8, IH) e em
7,55 J=1¢e 8, 1H) e um tripleto em 7,4 (J= 7,8, 1H) dos hidrogénios arométicos H-3', 7', 5' e
6'. Também foram identificadas presenga de dois dubletos em 6 4,8 (J=2,5, 1H) ¢ 4,6 (J= 2,4,
1H) referentes a dois hidrogénios olefinicos H-29 ¢ um tripleto em & 4,32 (J= 7, 1H) do

hidrogénio carbindlico na posicdo H-3.

No espectro de IV (Figura 65, pag. 95), o acido 3B-(3-clorobenzoil) lupeol (5a)
apresentou sinais de deformacio axial em 1712 cm™ caracteristico de carbonila e em 1299-
1262 cm™ caracteristico de ligagdo carbono-oxigénio de éster, além de sinais em 847 cm™ de
ligagdo carbono-cloro e em 727 cm™ de deformagdo angular fora do plano de ligagdo carbono-

hidrogénio de aromatico.
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Figura 64: Espectro de '"H do 3B-(3-clorobenzoil) lupeol (5a) [400 MHz, CDCl;,
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Figura 65: Espectro no IV do 33-(3-clorobenzoil) lupeol (5a)
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5.5 Atividade citotoxica (Letalidade contra Artemia salina)

A letalidade frente a larvas da Artemia salina é um indicador confidvel da toxicidade
de certas substancias. O desenvolvimento das larvas depende muito do meio onde se encontra,
permitindo a utilizacdo dessas larvas em bioensaios, e possibilitando desse modo, que se faca
a correlagdo da atividade citotoéxica dos compostos, com as suas estruturas quimicas

(ANDERSON et al., 1991).

Todos derivados esterificados do B-sitosterol e quatro derivados dos triterpenos foram
submetidos ao teste de letalidade frente Artemia salina em sete concentracdes distintas. Os

resultados da toxidade dos derivados podem ser observados pela Tabela-7.

Compostos Atividade citotoxica
CLso(ug/mL) Desvio padrao** | Atividade citotoxica
la >1000pg/mL - Nao ativo
1b >1000pg/mL - Nao ativo
1c >1000pg/mL - Nao ativo
1d =221,3 pg/mL 2,698 Ativo
le >1000pg/mL - Nao ativo
1f >1000pg/mL - Nao ativo
1g =889,7ug/mL 11,951 Ativo
1h =721,6pg/mL 1,847 Ativo
2e >1000pg/mL - Nao ativo
3a =117,1pg/mL 0,418 Ativo
4a =477,2pug/mL 0,304 Ativo
5a =797,8ug/mL 0,452 Ativo
[-sitosterol (1) >1000pg/mL* - Nao ativo
Acido ursélico (2) >1000pg/mL* - Nao ativo
Acido betulinico (3) - - -
Acido oleandlico (4) >1000pg/mL* - Nao ativo
Lupeol (5) >300pg/mL* - Ativo
* DAVID et al, 2001; GALOTTA et al, 2005 ** 95% intervalo de confianca (ug/mL)

Tabela 7: Resultados do Teste de Letalidade de Artemia salina com derivados esterificados
do B-sitosterol e triterpenos.
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Segundo dados da literatura (DAVID et al., 2001; ANDERSON et al., 1991; MEYER,
1982), substancias que apresentam CLso>1000pug/mL sdo consideradas inativas e aquelas que
apresentam CLso<100pug/mL sdo consideradas muito ativas. Substincias que apresentam o

CLsg entre 100 e 900 pg/mL s@o consideradas moderadamente ativas (MEYER, 1982).

Pode-se verificar pela Tabela-7 (pdg. 96) que a maioria das amostras testadas foram
inativas ou moderadamente ativas, com excecdo do composto dcido (3a) 3p-(3-clorobenzoil)
betulinico CLsy= 117,1pg/mL. Percebe-se também, que ocorreu pouca variagdo na atividade
citotoxica dos derivados em comparagdo com o CLsy dos seus respectivos protétipos: [-
sitosterol, acido ursdlico, dcido betulinico, 4cido oleandlico e lupeol (DAVID et al, 2001;

GALOTTA et al, 2005).

Nos derivados do [-sitosterol, ocorreram poucas variagdes significativas da CLsy,
sugerindo-se que a substituicdo da hidroxila no C-3 do B-sitosterol, por ésteres alifaticos,
benzdicos e cinamico ndo apresentam ampliacdo significativa da atividade citotéxica, através da

comparagio do CLsy do B-sitosterol com os respectivos derivados (Tabela-7).

Para os triterpenos, foi verificado em trabalho posterior (SILVA, 2008) que o derivado
acido 3B-(3-clorobenzoil) betulinico (3a) apresenta alta atividade citotéxica e o derivado dcido
3B-(3-clorobenzoil) oleandlico (4a) apresenta menor atividade, tendo suas respectivas sinteses e
atividade bioldgica relatadas pela primeira vez na literatura. Esses resultados estimularam a
realizacdo da sintese desses derivados, assim como de outros triterpenos estruturalmente
semelhantes como o 4cido ursélico e o lupeol. A sintese e a atividade citotoxica desses
derivados triterpénicos, constataram que o derivado dcido 3B-(3-clorobenzoil) betulinico (3a) é
realmente muito ativo, o derivado acido 3B-(3-clorobenzoil) oleandlico (4a) apresenta uma
moderada atividade citotéxica e os derivados dcido 3[3-(3-clorobenzoil) ursélico (2e) e 3p-(3-
clorobenzoil) lupeol (5a) nao apresentam atividade citotéxica. Dessa forma, a presenca do cloro
como substituinte no anel aromdtico esterificado aos triterpenos, nem sempre confere uma
elevacdo na atividade citotoxica. Apesar do lupeol ser muito semelhante ao dcido betulinico,
ambos apresentam esqueleto lupano, ndo foi observada melhora em sua atividade citotéxica
quando esterificado com o grupo 3-clorobenzoil, indicando, assim a importancia da carboxila
no carbono C-28. Confirmando a maior atividade bioldgica dos triterpenos de esqueleto lupano
em relacdo aos ursanos e oleanos, além da importancia da carboxila no carbono C-28 para
ativdiade citotéxica. Uma vez que, o que diferencia o acido betulinico (3) do lupeol (5) € a

existéncia do grupo 4cido no C-28 do primeiro (VECHIA, 2009).
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5.6 Atividade anticolinesterasica

Apenas os derivados cindmico e 3-clorobenzoila do [-sitosterol e os respectivos
reagentes, devido a redugdo do estoque de enzima no laboratério, foram submetidos ao ensaio
preliminar de inibicdo da enzima acetilcolinesterase através de um ensaio colorimétrico. O
intuito desse teste foi realizar uma triagem das substincias que apresentam atividade

anticolinesterdsica para uma posterior andlise quantitativa.

A confirmacdo da atividade anticolinesterdsica de cada substincia € realizada pela
verificacdo dos spots que assumiram a coloragdo branca ou spots que apresentaram um aro

branco ao redor do ponto de aplicacio.

A cromatoplaca de silica gel com as amostras, apds a nebulizacdo da solucdo de
acetilcolinesterase, e os indicadores colorimétricos, revelaram que a substincia 3[-
clorobenzoxestigmast-5-eno (1g) apresenta atividade de inibi¢do da enzima quando

comparada com o controle, alcaldide fisostigmina (7) (Figura 66).

Figura 66: Alcal6ide Fisostigmina (7)
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6 CONSIDERA COES FINAIS

O B-sitosterol € um fitoesterdide bastante difundido no reino vegetal e apresenta
diversas propriedades bioldgicas como: combate aos sintomas da hiperplasia benigna da
préstata; reducdo dos niveis de colesterol total e triacilglicerideos no soro sangiiineo; e
combate a alopecia (STRUM, 2005; PRAGER, 2002; RICHARD, 2002; PARISENTI, 2006;
LICHTENSTEIN e DECKELBAUM, 2001; KATAN, 2003).

Outra classe de compostos de propriedades bioldgicas interessantes sdo os triterpenos
pentaciclicos como: dcido ursélico; 4cido betulinico; 4cido oleandlico e lupeol. Que
apresentam indmeras atividades, atuando na inibicdo da carcinogénese, no crescimento de
melanoma, além de efeito antiviral (inibicdo da replicacdo do HIV-1), anti-helmintico e
antiinflamatério (MEZZETTE, 1971; HARRY, 1963; VECHIA, 2009). Deste modo, ¢ digno
de nota que a Eriope blanchetii pode ser considerada uma fonte natural para extracio
comercial destes trés triterpenos, uma vez que foram obtidos com rendimento de 1,47 % de
acido ursdlico, 2,38 % para o acido oleandlico e 6,44 % para o dcido betulinico. Quanto ao

lupeol, foi obtido de outra fonte natural.

As reacdes de esterificagdo do B-sitosterol e dos triterpenos citados acima, utilizando
os anidridos acético, propionico, butirico, benzdico e succinico, além do cloreto de (3-cloro-
benzoila) e cloreto cindmico, foram realizadas com sucesso gerando um total de dezesseis
derivados (oito do B-sitosterol e oito dos triterpenos): 3f-acetoxestigmast-5-eno (la), 3p-
propoxestigmast-5-eno (1b), 3B-butoxestigmast-5-eno (1¢), 3B-formestigmast-5-eno (1d), 3f3-
carboxisuccinatoxestigmast-5-eno (1e), 3B-benzoxestigmast-5-eno (1f), 3B-3-
clorobenzoxestigmast-5-eno (1g), trans-cinamato de estigmast-5-eno (1h), 4acido 3f-
acetilursélico (2a), acido 3B-propilursélico (2b), acido 3pB-butilursdlico (2¢), acido 3pB-
benzoilursélico (2d), édcido 3B-(3-clorobenzoil) ursélico (2e), dcido 3B-(3-clorobenzoil)

betulinico (3a), acido 3B-(3-clorobenzoil) oleandlico (4a) e 3B-(3-clorobenzoil) lupeol (5a).

Ressalta-se que os derivados, 4acido 3B-(3-clorobenzoil) ursélico (2e) e 3PB-(3-
clorobenzoil) lupeol (5a) estio sendo descrito pela primeira vez, sendo, portanto, substancias

novas.
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Das substincias testadas quanto a Letalidade frente a larvas da Artemia salina,
somente as substincias 3p-formestigmast-5-eno (1d) LCsp=221,3pg/mL, 3B-3-
clorobenzoxestigmast-5-eno (1g) LCs50=889,7ug/mL, trans-cinamato de estigmast-5-eno (1h)
LCsy=721,6pug/mL, &cido 3B-(3-clorobenzoil) betulinico (3a) LCso=117,1pug/mL, édcido 3B-
(3-clorobenzoil) oleandlico (4a) LCsy=477,2ug/mL e 3B-(3-clorobenzoil) lupeol (5a)

LCs0=797,8ug/mL, apresentaram atividade citotoxica.

De acordo com os dados da literatura (MEYER, 1982), no teste da Artemia salina
somente deve ser consideradas ativas substincias citotoxicas que agem em concentragdes
inferiores a 100 pg. Assim, pdde-se concluir que a maioria das substincias testadas possui
moderada ou ndo possuem atividade considerdvel neste teste. Este teste pode ser considerado
como uma avaliacdo preliminar (‘screen’) para determinacio de toxicidade geral bem como
citotoxicidade para busca de substincias anticancerigenas. No entanto, os dcidos ursoélico (2),
betulinico (3) e oleandlico (4), e alguns dos seus derivados, sdo empregados no tratamento de
tumores (MEZZETTE, 1971; HARRY, 1963; DENG, 2008; LEUNG, 1996; PATROCKA,
2003). Portanto, € necessario que as substincias testadas sejam também submetidas a testes in

vitro de atividade anticancerigena de células epiteliais.

Ja no teste qualitativo de inibicdo da enzima acetilcolinesterase, revelou que a
substancia 3B-clorobenzoxestigmast-5-eno (1g) apresenta atividade anticolinesterdsica. Sendo
necessario testes quantitativos dessa substincia para avaliar melhor seu potencial como agente

anticolinesterasico.

Dessa forma, com a propriedade destes dados, este trabalho permite propor que um
nimero limitado de derivados esterificados do B-sitosterol e dos triterpenos apresentam
propriedades bioldgicas, sendo necessdrios ensaios mais especificos para determinar o real

potencial bioldgico desses derivados.
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