Introducao



Este trabalho iniciou-se a partir do estudo fitoquimico do cerne de Brosimum potabile,
ao ser isolado, além de um diaril-heptandide (centrolobina) — fitoconstituinte ainda nado
registrado em espécies do género Brosmum, um solido cristalino branco da fracdo hexano do
extrato hexano que foi identificado como uma mistura de [-sitosterol e estigmasterol. A
literatura descreve que, principalmente no metabolismo de plantas, estigamasterol ¢
biossintetizado a partir do -sitosterol. Por isto, a partir do estudo fitoquimico de B. potabile,
foi realizado um estudo teoérico das propriedades e reatividades quimicas do B-sitosterol para
investigar o metabolismo de esterdides inferindo sobre o mecanismo de sua bioconversao em
estigmasterol.

Considerando que no estudo fitoquimico das cascas do caule e da raiz B. potabile ndo
foram obtidas quantidades suficientes destes esterdides, a fim de analisar o efeito da luz nessa
bioconversdo esteroidal, foi realizado um estudo fitoquimico tanto das cascas da raiz quanto
das cascas do caule de Brosimum acutifolium. Nesse estudo, foram isoladas proporg¢des
esteroidais diferentes nas cascas do caule e da raiz, indicando que, apesar do B-sitosterol
apresentar maior concentragdo relativa tanto no caule quanto na raiz, a concentragdo de
estigmasterol ¢ maior na raiz, podendo assim indicar um efeito da luz no mecanismo de
bioconversao esteroidal.

Entretanto, pelo levantamento bibliografico na literatura recente sobre o isolamento
destes esterdides em diferentes partes das plantas, ndo foi possivel inferir sobre a relagao
incidéncia de luz e concentragdo de estigmasterol em diferentes partes das plantas. Por outro
lado, foram realizadas analises da concentracdo de metais nas cascas do caule ¢ da raiz de B.
acutifolium para justificar um efeito catalisador de metais na bioconversdao esteroidal,
verificando maiores concentragdes relativas de cobalto e zinco nas cascas da raiz,
proporcionando, desta forma, a maior probabilidade do envolvimento destes metais na
biossintese de estigmasterol.

Neste trabalho, o primeiro capitulo aborda os aspectos gerais sobre a espécie
Brosimum potabile, descrevendo sua classificagdo taxonomica, nome popular, distribui¢do
geografica, principais caracteristicas morfoldgicas, importancia econdmica, usos populares e
aspectos quimicos e farmacoldgicos. Além disto, considerando o isolamento e estudo das
propriedades quimicas dos esterdis, neste capitulo ¢ descrito também um levantamento sobre
esteroides, enfatizando as suas principais caracteristicas quimicas, biossintese e importancia

bioldgica.



O segundo capitulo trata sobre a parte experimental. Inicialmente, na parte de
materiais, sdo especificados os solventes e reagentes utilizados nas metodologias
fitoquimicas, bem como os equipamentos empregados nos procedimentos para obtencdo de
dados fisicos e quimicos dos fitoconstituintes isolados, possibilitando assim identificagdes
estruturais. Na segunda parte deste capitulo, ¢ descrita a matodologia fitoquimica do cerne de
Brosimum potabile, isolando-se do extrato hexano misturas contendo [-sitosterol e
estigmasterol e, do extrato etanol, um diaril-heptanoide (centrolobina) ndo registrado ainda no
género Brosimum. Posteriormente, ¢ descrita a metodologia fitoquimica para isolamento de
misturas de esterdides nas cascas do caule e da raiz de Brosimum acutifolium. Finalmente, ¢é
descrita a metodologia para os calculos tedricos das propriedades quimicas e reatividades do
B-sitosterol e de seus derivados O-substituidos, visando inferir sobre o mecanismo de sua
biotransformag¢ao em estigmasterol.

No capitulo III, sdo descritos os estudos termodindmicos envolvendo B-sitosterol e
seus derivados. Inicialmente, ¢ descrita a sua anallise conformacional, obtendo-se duas
conformagdes relativamente mais estaveis levando em conta a ramificagdo esteroidal no
carbono C;7, sendo uma conforma¢do denominada de alternada e a outra eclipsada. O estudo
termodindmico do processo de O-substitui¢do no B-sitosterol ¢ descrita, calculando o efeito da
estrutura dos produtos O-substituidos.

O quarto capitulo trata sobre o estudo das propriedades estéricas do [-sitosterol e de
seus derivados, descrevendo as variagdes das distancias interatomicas devidas as alteragdes
estruturais no grupo O-substituinte. Neste estudo, sdo analisadas principalmente as variagdes
nos comprimentos das ligagdes entre os carbonos Cs; e Cas, sitio reativo na biotransformacao
para estigmasterol, e entre os carbonos Cs e Cg, ligagdo m do esqueleto esteroidal de ambos
esterois.

O capitulo V trata sobre o estudo das propriedades eletronicas do B-sitosterol e de seus
derivados. Assim, sdo descritos os célculos das densidades de cargas eletronicas sobre os
carbonos Cs, Cs e sobre Cy, e Cy3, bem como sobre os hidrogénios ligados a estes ultimos
carbonos. Além disto, sdo descritos também os calculos dos momentos de dipolo elétrico, os
calculos das contribui¢des dos orbitais atdbmicos para os orbitais moleculares de fronteira e as
energias destes orbitais moleculares para inferir sobre o efeito eletronico da estrutura do grupo
O-substituinte na reatividade e/ou regiossletividade do -sitosterol.

No ultimo capitulo, ¢ descrito o estudo dos fatores que podem influenciar a propor¢ao

entre [-sitosterol e estigmasterol em plantas para inferir principalmente sobre o efeito da



incidéncia de luz e/ou da presenca de metais no mecanismo da biotransformacgao esteroidal.
Inicialmente, ¢ descrito um levantamento bibliografico na literatura recente sobre o registro de
isolamento destes esterdis em diferentes partes das plantas: folhas, vagens, sementes, frutos,
caule, cascas do caule, raiz e cascas da raiz. Posteriormente, ¢ descrito a determinagdo
quantitativa das quantidades relativas de [B-sitosterol e estigmasterol oriundas de misturas
isoladas pelas metodologias fitogimicas, calculando as proporc¢des esteroidais tanto por
integracdao das bandas registradas em cromatograma gasosa quanto por integragao dos sinais
dos hidrogénios alquenilicos em espectros de RMN de 'H. Finalmente, sdo descritos os
resultados da determinagdo da concentragdo de metais nas cascas do caule e nas cascas da raiz
de Brosimum acutifolium.

Apo6s a conclusdo deste capitulo, sdo apresentados dois anexos. O primeiro anexo
descreve a identificacio quimica das fragdes contendo misturas de esterdis das fragdes
isoladas de B. potabile e B. acutifollium. O segundo anexo descreve a identificagdo quimica,
por analises espectroscopicas e espectrométricas, do diaril-heptandide (centrolobina) isolado

do extrato etandlico de B. potabile.



Capitulo I

Aspectos Gerais sobre a Espécie Brosimum potabile Ducke ¢

Esteroides



1. Brosimum potabile Ducke

a. Classificacao Taxonomica

A espécie Brosimum potabile Ducke ¢ conhecida popularmente como guaritba-folha-
fina e, principalmente, amapa doce ou leiteira. Esta espécie pertence a familia Moraceae, que
¢ caracterizada principalmente por apresentar dois estiletes e Ovulos apicais. Apesar da
maioria de suas espécies apresentar latex entre a casca ¢ o caule, esta caracteristica nao ¢
determinante para classificacdo pois espécies de alguns de seus géneros nio produzem latex."

A familia Moraceae tem sido classificada também como pertencente a familia
Urticaceae pois o limite entre as duas familias ndo ¢ totalmente claro, mesmo considerando
que as espécies da Urticaceae apresentam normalmente um Unico estilete e estigma, évuo
basico e seiva clara. Além deste fato que mostra a imprecisdo de classificagao de espécies na
familia Moraceae, os géneros Cannabis e Humulus sdo muitas vezes classificados numa outra
familia (Cannabaceae), diferindo mais notavelmente por suas cinco partes florais em vez de
quatro.’

O mais importante esquema de classificacdo ¢ baseado nos tipos de inflorescéncia
(agrupamento de flores com disposi¢do definida em um eixo comum), dividindo os géneros
da familia em cinco tribos: Moreae, Artocarpeae, Castilleae, Dorstenieae e Ficeae, conforme

apresentado no Esquema I.1.

Moraceae
| | | |
Moreae Artocarpea Castilleae Dorstenieae Ficeae
[ [ [ [ [
Morus Artocarpus Pereba Utsetela Ficus
Broussometia Parartocarpus Maquira Bosqueiopsis
Milicia Treculia Castilla Helianthostyl
Maclura Prainea Helicostylis is
Trophis Hulletia Pseudolmedia Dorstenia
Streblus Antiaropsis Naucleopsis Scyphosyce
Bleekrodea Sparattosuce Antiaris Trilepisium
Fatoua Batocarpus Mesogyne Brosimum
Bagassa Trymatococc
Sorocea
Clarisia
Paulsenia

Esquema I.1 — Tribos e géneros da familia Moraceae




A classificagdo da espécie B. potabile, baseada principalmente em sua inflorescéncia,

foi proposta por Berg em 1973, conforma apresentada na Tabela L1.

Tabela 1.1 — Classificagdo taxonomica da espécie Brosimum potabile.

CLASSIFICACAO

CLASSE Magnolitae
SUBCLASSE Hamamelidae
ORDEM Urticales
FAMILIA Moraceae
TRIBO Dorsteniaeae
GENERO Brosimum
ESPECIE B. potabile

b. Distribui¢do Geografica

A familia Moraceae possui aproximadamente 1050 espécies, sendo distribuidas nos
tropicos, subtropicos e algumas regides temperadas de ambos os hemisférios, conforme
apresentada na Figura 1.1.* No Brasil, encontra-se muito bem representada por espécies

nativas e cultivadas.

Figura I.1 — Distribui¢do geografica da familia Moraceae.



Dentre os géneros nativos no Brasil destacam-se Ficus, Brosimum, Dorstenia e
Cecropia. O género Cecropia, contendo aproximadamente 50 espécies, ¢ representado pela
espécie conhecida popularmente no Nordeste como embatiba ou torém, cujos brotos servem
de alimento a preguiga (Bradipus).

Outras espécies do género Cecropia apresentam-se em associagdo com certas formigas
que constroem ninhos no interior do caule e alimentam-se de pélos especiais, produzidos em
uma regido pulviniforme na base do peciolo da planta, que sdo ricos em proteinas. Esses
verdadeiros “pdes de proteinas” sdo eliminados ativamente pela planta em resposta a
estimulos externos.’ Entretanto, o género Cecropia tem sido incluido recentemente na familia
Cecropiaceae.’

No género Dorstenia, que é constituido por aproximadamente 125 espécies, a espécie
conhecida popularmente como caapid ou carapid ¢ um exemplo de erva da familia. Dentre as
caracteristicas deste género, podem-se destacar as suas inflorescéncias disciformes,
resultantes da fusao dos penduculos, com flores sésseis inseridas no lado superior.

O género Ficus, constituido por mais de 600 espécies, ¢ representada por figueiras,
mata-paus, gameleiras das matas e a popular hera-mitda (muito utilizada no revestimento de
paredes). Certas espécies de Ficus sdo cultivadas em fun¢do de suas importancias
econdmicas. No caso da seringueira (Ficus elastica), tem sido muito cultivada pela produgio
de borrachas e seus derivados. Outras espécies sdo cultivas devidas as suas deliciosas
infrutescéncias, no caso do figo-benajmim (Ficus retusa) e do figo (Ficus carica).

Dentre os géneros com representantes exclusivamente cultivados, destacam-se: Morus,
a amoreira cujas folhas servem de alimento a lagarta do bicho-da-seda (Bombix mori) ¢ cujas
infrutescéncias, as amoras (Morus alba) sdo comestiveis e utilizadas na confecgdo de geléias.
O género Artocarpus ¢é representada por muitas espécies conhecidas, tais como jacas
(Artocarpus heterophyllus) e frutas-paes (Artocarpus utilis).

Em rela¢do ao Género Brosimum, as suas espécies distribuem-se nas Américas do Sul
e Central. Na Regido Amazolnica, sdo encontradas em terrenos argilosos de matas de terra
firme da Venezuela, Suriname, Guiana Francesa e, do Brasil, principalmente nos estados do
Para e Amazonas. Para a espécie Brosimum potabile, tem sido registrada a ocorréncia em

terras firmes da Amazonia.’



c. Caracteristicas Morfologicas

As espécies da familia Moraceae sdo arvores, arbustos, trepadeiras ou raramente ervas,
tendo como caracteristica mais importante a presenca de latex entre a casca e o cerne. Este
fato distingue-se normalmente das espécies de outras familias. A producao de latex comeca
no estado embrionario, produzindo até sua idade adulta.®

As folhas sdo alternas, espirais ou opostas com margens inteiras ou lobuladas,
apresentando geralmente estipulas grandes, livres ou concrescidas. As inflorescéncias, racemo
simples e dicasio, espigas e capitulos bissexuais ou unissexuais, apresentam quatro segmentos
de perianto distribuidos em extremidades do amentilho ou do receptaculo. A flor masculina
possui geralmente quatro estames, podendo apresentar em algumas espécies um ou dois
estames. A flor feminina tem dois carpelos dos quais um ¢ eliminado normalmente. O ovério
contém um unico 6vulo pendurado (suspenso), sendo observada uma transi¢do de um ovario
superior (em espécies do género Artocarpus) para um ovario inferior (em espécies do género
Castilla).’

As infrutescéncias sdo notavelmente variaveis, com frutos normalmente carnosos ou
suculentos e comestiveis quando maduros. As partes carnosas (polpas) ndo sdo produzidas
pelo ovario e sim, pelo receptaculo, no qual as sementes encontram-se embebecidas. Esta
caracteristica ¢ observada principalmente em espécies dos géneros Ficus, Artocarpus e
Morus. Além disto, os frutos desta familia sdo freqiientemente drupéaceos (envolvidos pelo
perianto ou imersos no recptaculo), sincarpicos (apresentando-se normalmente como um
conjunto de inflorescéncia) ou raramente secos, como aquénio (que ndo se abre).'’

Sobre o género Brosimum, as arvores sdo mondicas ou didicas. As folhas sdo alternas,
disticas, simples e comumente inteiras. As estipulas sdo livres ou concrescidas, podendo ser
amplexicaules. As inflorescéncias sdo bisexuais ou unissexuais, pendunculadas, variando
entre (sub)globosas e discoides de formas convexas, apresentando bracteas interflorais
peltadas. As flores, com estames 1-4, sépalas ausentes e estigmas 2, sdo estaminadas com
calice 4-lobado ou ausente, pistiladas, apresentando normalmente com uma inflorescéncia

fusionada com o receptaculo.
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As tépalas sao em namero de dois, trés ou quatro, livres ou associadas. Entretanto, em
espécies mais evoluidas deste género, as tépalas encontram-se ausentes ou em declinio de
desenvolvimento. O nimero de estames varia de um a quatro, crescendo de forma erecta. Os
pestilos, variando de um a vérios, apresentam-se imersos na extremidade das inflorescéncias.
Os frutos sdo carnudos, localizndo-se na extremidade da infrutescéncia.'!

Em relagdo a espécie Brosimum potabile, as arvores sdo monodicas, atingindo
aproximadamente trinta metros de altura, apresentando latex branco. As folhas apresentam
nervuras em volta dos aréolos levemente proeminentes e seu indumento branco e amarelado

(Figura 1.2).

Figura 1.2 — Amostra da folha de B. potabile.

d. Importiancia Econémica e Usos Populares
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As espécies da familia Moraceae sao economicamente importantes na alimentagao,
ornamentacao, producdo de madeiras e latex. Assim, muitas espécies apresentam frutos
comestiveis, destacando-se a jaca (Artocarpus heterophyllus), a fruta-pdo (Artocarpus utilis),
amora (Morus alba) e figo (Ficus carica).'® Para ornamentagdo, muitas espécies sio
cultivadas, destacando-se 44 espécies do género Ficus, a espécie Cholophora (pau-amarelo)
do género Cecropia, duas espécies do género Cudrania e uma espécie do género Dorstenia."

Muitas espécies de Moraceae produzem madeiras Uteis para constru¢do. Dentre as
mais importantes, podem-se destacar: a Milicia excelsa (Iroko) da Africa Tropical, Brosimum
guianense, da Guiana, B. rubescens (satiré ou muirapiranga) das Guianas e Brasil, Machura
pomifera da América do Norte e varias espécies do género Artocarpus na Asia.

Na producao de papéis finos, as espécies que apresentam importancia econdémica sao
Broussometia papyrifera e Morus alba, sendo que, desta tltima espécie, as folhas sdo muito
utilizadas para alimentagio de larvas do bicho da seda (Bombix mori)."*

Em relacao ao latex, muitas espécies sdo empregadas na produgdo de colas ou na
preparacdo de flexas venenosas devido a alta toxicidade do seu latex. Por outro lado, outras
espécies, principalmente Castilla elastica e Ficus elastica, fornecem matérias-primas
importantes na fabricagio de borracha.'

Além disto, duas espécies encontradas na regido do Baixo Amazonas e conhecidas
principalmente como amapa-doce, Brosimum potabile e Brosimum ovatifolium Ducke,
fornecem latex branco, muito usado como verdadeiro leite vegetal, sendo ingerido em doses
moderadas. Este latex é considerado pela produgdo local como altamente nutritivo e tonico,

ndo apresenta sabor especial, sendo, por isto, misturado ao café.'®
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e. Aspectos Quimicos e Farmacologicos

Como citado anteriormente, o latex ¢ uma das caracteristicas mais notpaveis das
espécies da familia Moraceae, sendo, por isto, analisado extensivamente. Apesar da
composi¢ao geral destes latex ndo seguir qualquer padriao sistemadtico, os resultados das
analises indicam que as suas composig¢des sdo pouco variaveis, verificando-se principalmente
as presencas de borrachas, proteinas, ceras, resinas triterpenoidais, compostos polifenolicos e
cardenolideos.'’

Viérios tipos de polifendis, principalmente derivados hidroxicinamato, cumarinas,

flavonoides, benzofenonas e xantonas, tém sido isolados da madeira e de outras partes das

espécies representantes da familia Moraceae. Entretanto, tem sido verificado que taninos
verdadeiros apresentam-se praticamente ausentes € que saponinas ou alcaldides, somente em
poucas espécies de Ficus.

Em relagdo ao género Brosimum, a estrutura quimica de drogas alucinogénicas
presentes no latex de Brosimum acutifolium (Takini) é ainda desconhecida. Entretanto, nas
partes aéreas e subterraneas de varias espécies foram identificadas cumarinas livres ou
glicosiladas, principalmente novobiocina I e dicumarol II, que apresentam importantes
atividades antibiéticas."® Do estudo fitoquimico de B. gaudichaudii foram isoladas 3-
hidroximarmesina III e as furanocumarinas bergapteno IV, psoraleno V e xantotoxina VI e
foram isoladas também as piranocumarinas luvangetina VII ¢ xantiletina VIIL" Do estudo
fitoquimico do cerne de B. paraense foram isoladas duas cumarinas: brosiparina IX e
xantiletina.”® Foram isoladas de B. ovatifolium trés prenilcumarinas: brosiprenina X, O-prenil-
brosiparina XI e 7-desmetil-suberosina XIL.*' Por outro lado, estudos fitoquimicos tém sido
realizados recentemente, identificando trés 4’-hidroxiflavanas (estruturas XIIL XIV e XV)* e
duas chalconas®: 4-hidroxi-isocordoina XVI e 4-hidroxi-lonchocarpina XVII extraidas das
cascas do caule de B. acutifolium.

Nas espécies do género Brosimum, t€m sido identificadas também outras classes de
compostos quimicos tais como: esterdides, terpendides, benzofenonas, xantonas, taninos,

saponinas, alcaldides e polifenois derivados de hidrocianamato.
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De um modo geral, estudos farmacoldgicos indicaram que as cumarinas isoladas das
espécies do género Brosimum apresentam atividades anticoagulantes, antibacterianas,
antibidticas, hepatoxidas e estrogénicas.”* Além disto, algumas apresentam agdo foto-
sensibilizadora no tratamento de vitiligo ¢ podem apresentar também agio inseticida.”

Por outro lado, além das cascas do caule serem utilizadas em tratamentos reumaticos,
tem sido registrado que as seivas laticiferas sdo utilizadas como depurativa, anti-sifilitica,
estimulante do sistema nervoso e muscular. No Suriname e na India, o litex de algumas
espécies sdo utilizadas em rituais de tratamentos clinicos por apresentarem efeitos
alucindgenos.”

Em relagdo a Brosimum acutifolium, levantamentos etnofarmacologicos registram que
estratos hidro-alcodlicos das cascas do caule sdo empregados pela medicina popular no

tratamento de doengas reumaticas e como um potente antiinflamatoério.
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2. Esteroides

a. Caracteristicas Quimicas

Os esteroides sao substancias policiclicas, contendo esqueleto bdasico do tipo
peridrociclopentanofenantreno, conforme Figura 1.3. Por esta figura, pode-se verificar que os
quatro anéis apresentam-se identificados por A, B, C e D. Neste grupo de substancias sao
incluidos os acidos biles, hormonios sexuais, hormdnios adrenocorticoéides e glicogénios
cardenolideos.”” Além destes, os esterois sdo incluidos também entre os esteroides.
Entretanto, deve-se destacar que os esterdis ndo apresentam grupos carbonilicos ligados aos
anéis do esqueleto esteroidal e possuem normalmente oxigenagdo no anel A e cadeia lateral

no anel D contendo de 8 a 10 4tomos de carbono.?®

Figura 1.3 — Esqueleto basico dos esteroides

De acordo com as regras da [IUPAC de 1976, a enumeracgao dos atomos de carbonos
dos esterdis inicia-se no anel A do esqueleto bésico, conforme mostrada na Figura 1.4 (a).
Entretanto, considerando uma revisao posterior da [IUPAC, ocorreram importantes mudancas
no sistema de enumeracio dos atomos de carbono, conforme mostradas na Figura 1.4 (b).”
Apesar do sistema de enumeracdo anterior ser utilizada ainda em muitas publicagdes, a

enumerac¢do atual altera apenas a indicagdo dos atomos substituintes do esqueleto esteroidal.
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(a)-Resolugdo 1976
(b)-Resolugdo 1989

Figura 1.4 — Tipos de enumeracdo dos carbonos de esterois, segundo a [IUPAC.

Os esterois sao encontrados abundamente nos meios biologicos, diferenciando em suas
propriedades quimicas devidas principalmente as altera¢des estruturais na cadeia lateral ligada
ao carbono C;7 ou no esqueleto basico. Assim, o colesterol XVI é encontrado praticamente
em todos os organismos eucariotes, [3-sitosterol XVII, estigmasterol XVIII, campesterol XIX
e demosterol XX s3o encotrados em oOleos vegetais e ergosterol XXI é encontrado em

leveduras e outras fontes microbiologicas.*

XVI1

Xvil
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XVIII

De acordo com a fusdo dos anéis, a esteroquimica dos esterdides naturasis pode
apresentar configuragdo Cis ou trans nas jungdes dos anéis A ¢ B, conforme mostrada na
Figura 1.4. Por outro lado, na fusdo dos demais anéis, a estereoquimica ndo ¢ considerada

normalmente pois estas apresentam-se predominatemente na configuragio trans.”!
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configuracio frans

configuracio cis

Figura L2 - Configuragdes frans e.cis dos esteroides.

Além das alteragcdes estruturais no esqueleto basico e cadeia lateral em C;7, os
esterdides podem apresentar também substitui¢do no carbono Cs. Neste caso, os substituintes
apresentam normalmente grupos funcionais contendo oxigénio. Dentre os mais encontrados
nos meios bioldgicos, podem-se destacar os grupos hidroxilicos, carbonilicos, alcoxilicos,

ésteres, glicosidicos e fosfolipidicos (Figura 1.5).
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Figura 1.3 — Esterdides C;-substituidos, isolados normalmente em plantas.

b. Biossintese

Os esterdides apresentam-se largamente distribuidos nos meios bioldgicos. Estes
metabodlicos secundérios estdo envolvidos no metabolismo de plantas e animais. De acordo

com a literatura, °°

a biossintese de esterdides parte de acetil-Coenzima A, tendo como
intermediario o esqualeno que, por sua vez, sobre ciclizagdes (Esquema 1.1). Em animais e
fungos, esta seqiliéncia biossintética leva a formacdo intermedidria de lanosterol e,
posteriormente, através de vdrias etapas enzimaticas (aproximadamente 20 etapas), forma-se o

colesterol.
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Esquema L1 - Seqiiéncia da biossintese de esterdides em plantas.
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Em algas, bridfitas, gmnospermas e plantas superiores, a seqiiéncia biossintética ¢
semelhante, levando, entretanto, a formagao intermediaria de cicloartenol. Por sua vez, a
partir do cicloartenol, obtém-se o [-sitosterol e estigamsterol, conforme Esquema 1.2. Esta

- x - 34
biotransformacdo tem sido confirmada por carbono marcado.

cicloartenol 24-metileno-cicloartenol cicloeucalenol

obtusifoliol

3

24-:11etilen0-lofenol .’2;-etilideno-lofenol l
. N e
< - -«
estigmasterol B-sitosterol

Esquema 1.2 - Rota geral da biossintese de B-sitosterol e estigmasterol.
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Assim, a biossintese de esterois descrita no Esquema 1.2 justifica a presenca de grupos
metilicos e etilicos no carbono C,s4, conforme verificado em esterdis de plantas. Esta
substitui¢do em Cy4 origina um novo centro assimétrico e, consequentemente, a formagao de

« e A . . e A A . . e A 35
dois isomeros oticamente ativos. Estes isomeros tém sido designados por isdmeros a e 3.

c. Importancia Biologica

Os esteroides sdo compostos de grande importancia bioldgica. Na medicina, sio muito
empregados terapeuticamente como antiinflamatdrios e anticoncepcionais, ente outras.>®

Dentre as varias propriedades de B-sitosterol, podem ser destacadas suas atividades
como: anti-cancerigena,’’ aintiinflamatoria e antipirética,”® hipotensiva,” antibacterial e anti-
hemolitica.*” Além disso, estudos recentes indicam que a sua atividade analgésica ¢ mais
eficaz do que aspirina e paracetamol.” Na indGstria alimenticia, B-sitosterol ¢ muito
empregado para aumentar a solubilidade de gorduras liquidas em meios aquosos, melhorando
também a consisténcia de margarinas e maioneses. Na industria de cosméticos, -sitosterol
tem sido incluido em formulas para aumentar as propriedades emulsionantes dos produtos.*

Devido a sua grande abundéncia natural e semelhancga estrutural com os esterdides, os
estérois tém sido apontados como potenciais precursores para sinteses de esterdides
hormonais.® O B-sitosterol é uma matéria-prima alternativa na producio desses
intermediarios de reacgdo, utilizados na industria farmacéutica. Para serem usados como
intermediarios esteroidais, precisam ter normalmente a cadeira lateral clivada seletivamente
em C;7 ou Cy, dando origem a outros esterdis contendo respectivamente 19 carbonos e 21

carbonos.



Capitulo 11

Parte Experimental

24



25

1. Materiais

Os solventes hexano, cloroférmio, diclorometano, acetato de etila, etanol ¢ metanol,
(todos de grua de pureza p.a.) foram adquiridos de Quimex, Synth, Merck, Grupo Quimica,
Nuclear e Quimibras, foram utilizados sem tratamento prévio.

Nos trabalhos cromatografcos foram utilizados quatro tipos de suportes
cromatograficos de silica-gel: (i) N° 60 com 0,063-0,0200 mm (70-230 mesch ASTM) da
Merck; (i) N° 60 (s) 0,0063-0,2 mm, pH (10% a 20 °C 70-230 mesch ASTM) da VETEC;
(1i1) N° 60 F,s4 da Merck e (iv) GF,s4 da Fluka.

Os espectros no infravermelho foram registrados em aparelho FT-IR Spectrometer
Perkin Elmer modelo Spectrum 2000, empregando suporte de KBr, da Central Analitica da
Universidade do Amazonas.

Os espectros de RMN de 'H e de ">C foram registrados em aparelho da Bruker DRX
400 do Departamento de Quimica — ICEx da Universidade Federal de Minas Gerais e
aparelho do Departamento de Quimica Orgénica e Inorginica — 1Q da Universidade Federal
do Ceara, emprgando CDCl3, como solvente e TMS como referéncia interna.

Os pontos de fusdo foram determinados empregando o aparelho da METTLER
Modelo FP62, do Departamento de Quimica-ICE da Universidade do Amazonas.

Os espectros de Massas foram registrados em Cromatografo Gasoso da Perkin Elmer

modelo Auto System, acoplado ao Espectrometro de Massas modelo Q-Mass 910.



26

2. Metodologia Fitoquimica

A metodologia empregada para o isolamento e purificacdo dos fitoconstituintes foi

baseada em procedimentos utilizados normalmente em fitoquimica.**
a. Estudo fitoquimico do cerne de Brosimum potabile Ducke
i. Coleta do material vegetal

O cerne do caule de B. potabile foi coletado na estrada Manaus-Itacoatiara (AM 010),

no Km 25 (conforme indicado na Figura II.1), durante o0 més de maio de 1997.

Irasem Lanadsar 1995 finpet

Figura I1.1 —Local de coleta do material vegetal.
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A 1identificagdo da espécie foi realizada pelo Sr. Carlos Alberto Cid Ferreira —
pesquisador do Herbario do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA) em
Manaus-AM, foi feita pela andlise da exsicata (Figura 11.2) preparada durante a coleta do

material da espécie vegetal (Figura I1.3).

tmatiie Macionsl Sa Potguiue de Asasbely
Pacs  du AMAZORAS -

L

Figura IL2 — Exsicata preparada de Brosimum potabile,

coletada para o trabalho fitoquimico.



Figura IL3 — Espécie vegetal Brosimum potabile.
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iii. Preparo da amostra
ApoOs a coleta do material, o cerne do caule foi seco a temperatura ambiente, depois
triturado e moido mecanicamente até sua pulverizacao, proporcionando uma massa de 4.2 Kg

de material pulverizado.

iv. Obtencao dos extratos brutos

O material pulverizado foi submetido & extra¢do sob refluxo em hexano, empregando
extrator “soxhlet” de 22 L durante 72 horas. Posteriormente, foi feita também extragdo em
etanol durante trés dias. Os extratos obtidos em hexano (EH-b) e em etanol (EE-b) foram
filtrados e, em seguida, concentrados utilizando evaporador rotativo, obtendo-se

respectivamente 100,50 g e 430,00 g de material escuro e viscoso.

V. Estudo cromatografico do Extrato Hexano

O extrato hexano bruto foi dividido em duas partes: um denominado de EH, e o outro,
de EH,. Ambos foram submetidos a cromatografia em coluna de silicagel, empregando

seqiiéncias diferentes de eluentes, conforme Esquema II.1 (pag 31).

vi. Estudo cromatografico de EH,

O extrato hexano EH, foi submtido a coluna cromatografica de 30 cm em silicagel,
empregando hexano e solu¢des hexano:diclorometano como eluente, obtendo-se uma fragao

em hexano, denominada de EH,-F1.

vii. Purificacdo da fracao EH,-F1

Apos testes de solubilidade em varios solventes, os precipitados brancos da fracao
resultante foram purificados por recristalizagdo em metanol, proporcionando 0,0350 g de
solidos cristalinos. Este produto, denominado de produto EH,-F1, foi analisado por métodos
espectroscopicos (a identificagdo estrutural édiscutida no Anexo I), apresentando os seguintes

dados:
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Ponto de Fusio: 147,7 °C; IV (KBr, cm™): 3431, 2937, 2868, 1651, 1558, 1459, 1381, 1133,
1058, 1023, 970, 838; CGEM {Tempo de Retengao — [m/z(int. rel. %)]: 9,12 min —
414(11,6), 396(13,3), 382(10,5), 329(24,7), 303(18,8), 273(4,2), 255(4,8), 231(2,9),
207(11,0), 177(15,1), 161(7,0), 145(13,3), 135(9,5), 121(7,6), 105(15,2), 97(10,6), 81(17,1),
70(10,5), 57(39.9), 43(100), 9,80 min — 412(17,1), 394(10,3), 381(5,7), 369(6,3), 351(18,8),
327(3,8), 316(9,3), 300(19,9), 271(12,9), 255(19,4), 213(13,3), 175(9,7), 159(22,8),
146(20,9), 133(17,1), 110(13,1), 105(22,8), 95(23,8), 77(39,9), 69(40,3), 55(96,9), 43(100,0);
RMN de '"H e RMN de "C sio apresentados nas Tabelas Al1 ¢ AL2 do Anexo 1.

viii. Estudo cromatografico do Extrato EH,

O extrato hexano EH}, foi submetido a coluna cromatografica de 2,5 m em silicagel,
empregando hexano, solu¢do hexano:cloroférmio e cloroférmio como eluentes, obtendo-se
oito fracdes em hexano (EH,-F1 a EHp-F8); seis fragdes em hexano:cloroférmio 1:1 (EHp-

F9 a EHy-F14); trés fragdes em cloroformio (EHy,-F15 a EH,-F17).

ix. Purificacao das fracoes do EH,,

Aliquotas das fracoes do EHjp foram analisadas por cromatografia em camada fina,
indicando misturas contendo varios compostos sem, entretanto, permitir o isolamento e
purificagdo de fitoconstituintes. Mesmo assim, de um modo geral, foram feitas andlises
espectroscopicas no Infravermelho ¢ RMN de 'H e de "°C destas fragdes. Os resultados
obtidos nao permitiram a caracterizagdo estrtutural de fitoconstituintes presentes nestas
fracoes.

Entretanto, para a fragdo EHp-F16, apos testes de solubilidades em va'rios solventes,
foram obtidos precipitados brancos desta fracdo que foram purificados por recristalizacdo em
metanol, proporcionando 0,1100 g de solidos cristalinos, denominados de produto EHy,-F16.
Este produto foi analisado por métodos espectroscopicos (a identificag@o estrutural ¢ discutida

no Anexo I, pg. 101) apresentando os mesmos dados descritos para o produto EH,-F1.



Cerne do Caule
(m=4.201,61g)

Extragio sohxlet

Extrato Hexano

(m = 100,50 g)

Extrato Hexano a
(m = 50,25 g)

Coluna silica gel

Fracio Hexano
EH,F1 (m=053g)

Recristalizagdes em MeOH

Extrato Etanol
(m = 430,00 g)

Extrato Hexano b
(m=50,25g)

Coluna em silica-gel

Fracgdes Hexano

EH,-F1 (m = 0,06 g)
EH,-F2 (m = 0,63 g)
EH,-F3 (m= 0,82 g)
EH,-F4 (m = 0,74 g)
EH,-F5 (m = 0,09 g)
EH,-F6 (m = 0,42 g)
EH,-F7 (m = 0,01 g)
EH,-F8 (m=0,11 g)

Fracdes
Hexano:CHCI; 1:1

EH,-F9 (m=0.86 g)
EH,-F10 (m = 0,06 g)
EH,F11 (m=041g)
EH,-F12 (m=0,74 g)
EH,-F13 (m=0,17 g)
EH,-F14 (m = 0,91 g)

Fracdes CHCl;

EHp-F15 (m=0,86 g)

EHy-F17 (m=039g) |

! Recristalizagdes em MeOH

Esquema IL.1 - Procedimento de isolamento e purifica¢do de fitoconstituintes do

Extrato Hexano.
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X. Estudo cromatografico do Extrato Etanol

O extrato etanol bruto (EE-b) foi submetido a cromatografia em coluna de ilica gel,
empregando hexano e cloroformio como eluentes, obtendo-se sete fracdes em hexano,

denominadas de EE-F1 a EE-F7, e sete fracdes em cloroformio, denominadas de EE-F8 a

EE-F14. A metodologia fitoquimica ¢ apresentada no Esquema 11.2.

Extrato Etanol
(m =430,00 g)

Coluna em silica-gel

|

Fracdes Hexano

EE-F2 (m =234 g)
EE-F3 (m= 1,09 g)
EE-F4 (m=3,75 g)
EE-F5 (m =225 g)
EE-F6 (m = 2,45 g)
EE-F7 (m =335 g)

: 1 Recristalizagdes em Hexano

Fracoes Cloroférmio

EE-F8 (m=5,60 g)
EE-FO (m=4,50g)
EE-F10 (m = 6,50 g)
EE-F11 (m= 2,45 g)
EE-F12 (m= 1,25 g)
EE-F13 (m=6,70 g)
EE-F14 (m = 4,40 g)

Esquema I1.2 - Procedimento de isolamento e purifica¢do do fitoconstituinte do

Extrato Etanol.
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Xi. Isolamento e Purificacao das Fracoes do Extrato Etanol

Aliquotas das fragdes do extrato etanol EE-b foram analisadas por cromatografia em
camada fina, indicando misturas contendo varios compostos, ndo permitindo o isolamento de
fitoconstituintes. Mesmo assim, foram feitas analises espectroscopicas no Infravermelho e
RMN de 'H e de "C destas fragdes, ndo permitindo a caracterizagdo estrutural de
fitocnstituintes presentes nestas fragdes.

Entretanto, para a fragdo EE-F1, apds testes de solubilidades em varios solventes,
foram obtidos precipitados brancos desta fracdo. Os precipitados foram purificados por
recristalizacdo em hexano, proporcionando 0,018 g de soélidos cristalinos, denominados de
produto EE-F1. Este produto foi analisado por métodos espectroscopicos (a analise para
identificagdo estrutural é discutida no Anexo II), apresentando os seguintes dados: Ponto de
fusdo: 83,7 °C; [a]p — 92,15 (CHCIl3, C = O, 1005 M); IV (KBr, cm™): 3391, 3060, 3027,
2947, 2927, 2861, 2833, 1887, 1611, 1511, 1449, 1370, 1347, 1300, 1243, 1180, 1111, 1086,
1035, 937, 916, 901, 835, 819, 807, 771, 569, 540,; CGEM {Tempo de Retencdo — [m/z(int.
rel. %)]: 4,90 min — 312(64,8), 294(13,3), 251(3,7), 226(10,4), 218(7,4), 213(5,9), 206(6,3),
200(5,6), 191(14,8), 189(14,8), 174(39,8), 160(23,1), 147(50,9), 135(53,7), 121(80,1),
115(21,8), 107(100,0), 103(22,2); RMN de 'H, RMN de *C, DEPT-35°, COSY, NOESY,
HMBC e HMQC sao apresentados nas Tabelas AIl.1 e AIl.2 do Anexo II.

b. Estudo fitoquimico das cascas do caule de Brosimum acutifolium Huber

i. Coleta do Material Vegetal

O material vegetal, Brosimum acutifolium, foi coletado na estrada Manaus-Itacoatiara
(AM 010), Km 25, conforme indicado na Figura II.1, durante os meses de abril, junho e
setembro de 1996.

ii. Preparo da Amostra
Ap6s a coleta do material, as cascas do caule foram secas a temperatura ambiente,
depois trituradas e moidas mecanicamente até sua pulverizagdo, proporcionando 2,5 Kg de

material pulverizado.
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iii. Obtencao do Extrato Etanol Bruto

O material pulverizado foi submetido a extragdo em repouso, empregando “mariote”
de 10 L durante 72 horas. A solucdo foi filtrada e, em seguida, foi concentrada utilizando
evaporador rotativo, sendo obtidos 269,90 g de um produto escuto altamente viscoso,

denominado de extrato etanol bruto (ccEE-b).

iv. Estudo Cromatografico do ccEE-b

O extrato etanol bruto foi submetido inicialmente a uma coluna filtrante do silicagel,
utilizando os seguintes eluentes: hexano e acetato de etila. As solucdes obtidas foram filtradas
e, posteriormente, concentradas a pressdo reduzida, utilizando evaporador rotativo. Foram
obtidos respectivamente o Extrato Hexano (ccEH) com uma massa de 3,5367 g e o Extrato
Acetato de Etila (ccEAE) com uma massa de 12,1379 g. Posteriormente foram realizados os

estudos cromatograficos destes extratos, conforme Esquema I1.3.
V. Estudo Cromatografico do ccEH

O extrato hexano foi submetido a coluna cromatografica em silicagel, empregando
hexano como solvente. Pelo fracionamento foram obtidas seis fracdes, denominadas de
ccEH-FH1 a ¢cEH-FH6. Estas fracdes foram analisadas por cromatografia em camada fina,
indicando misturas contendo varios compostos sem, entretanto, permitir o isolamento e
purificagdo de fitoconstituintes. Mesmo assim, de um modo geral, foram feitas analises
espectroscopicas no Infravermelho ¢ RMN de 'H e de "°C destas fragdes. Os resultados
obtidos ndo permitiriam a caracterizacdo estrutural de fitoconstituintes presentes nestas

fragdes.

vi. Estudo Cromatografico do ccEAE
O extrato acetato de etila foi submetido & cromatografia em coluna de silicagel,
empregando como eluente hexano:cloroférmio 1:1, obtendo-se cinco fragdes, denominadas de

ccEAE-FHC1 a ccEAE-FHCS.
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vii. Analise das Fracoes ccEAE-FHC3 a ccEAE-FHCS5S

Por cromatografia em camada delgada em silica empregando varias misturas de
eluentes, todas as fracdes ccEAEFHC apresentaram-se como misturas de compostos de
diferentes Rf’s. Entretanto, para as fracdes ccEAE-FHC3 a ¢cEAE-FHCS, apoés testes de
solubilidades em varios solventes, foram obtidos precipitados brancos que foram purificados
por recristalizacdo em metanol. Apos serem analisados por métodos espectroscopicos, estes
produtos foram reunidos e denominados de ¢cEAE-FHC (a identificacdo estrutural ¢

discutida no Anexo I), apresentando os mesmos dados descritos para o produto EH,-F1.

Casca do Caule Determinacéio
m = 2.500,00 g de Metais
Extragdo a frio
Extrato EtOH
m=269,90 g
| |
Extrato Hexano Extrato AcOEt
m=3,5367g m=12,1379 g
Coluna em silica-gel ‘ Coluna em silica-gel
Fragdes Hexano Frac¢des Hexano:Cloroférmio 1:1
ccEH-FH1 (m = 0,3283 g)
ccEH-FH2 (m = 0,0072 g) ccEAE-FHCI1 (m = 0,0654 g)

ccEH-FH3 (m = 0,1267 g)
ccEH-FH4 (m = 0,0010 g)
ccEH-FHS5 (m = 0,0010 g)
ccEH-FH6 (m = 0,0018 g)

o«cEAE-FHC2 (m = 0,1030 g)

Recristalizagio em MeOH

Esquema I1.3 — Metodologia fitoquimica da casca do caule de B. acutifolium.

)
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c. Estudo fitoquimico da raiz de Brosimum acutifolium Huber

i Preparo da Amostra

As cascas da raiz foram secas a temperatura ambiente, depois trituradas e moidas

mecanicamente até sua pulverizacao, proporcionando 139,60 g de material pulverizado.

ii. Obtencao dos Extratos Brutos da Casca da Raiz

O material pulverizado foi submetido sucessivamente a extracdo em aparelho
“soxhlet” com acetato de etila por 72 horas. A mistura resultante foi filtrada e posteriormente,
concentrada a pressao reduzida, utilizando evaporador-rotativo. O Extrato Acetato de Etila —

bruto (cREAE-b) obtido proporcionou 1,7485 g.

iii. Estudo Cromatografico de cREAE-b

O extrato acetato de etila bruto foi submetido inicialmente a uma coluna filtrante de
silicagel, utilizando hexano como eluente. A solugda obtida foi filtrada e, posteriormente,
concentrada a pressao reduzida, utilizando evaporador-rotativo. Foi obtido o Extrato Hexano
(cREAEEH) com uma massa de 1,7485 g. Posteriormente foram relizados os estudos

cromatograficos deste extrato, conforme Esquema I1.4.

iv. Estudo Cromatrografico de cREAEEH

O extrato hexano foi submetido a uma coluna cromatografica de silicagel, utilizando
os seguintes eluentes: hexano, com duas fragoes (cREAEEH-F1 ¢ crEAEEH-F2);
hexano:cloroféormio  7:3, com duas fracdes (crREAEEH-F3 ¢ rEAEEH-F4); ¢
hexano:cloroférmio 1:1, com quatro fragdes (cREAEEH-FS a crREAEeh-F8). Apos terem
sido evaporadas a temperatura ambiente, foram relizadas cromatograifa em camada delagas
de silica para determinacdo qualitativa do grau de pureza e analise comparativa das fracdes.
As fracdes crREAEEH-F1 a (REAEEH-F4, cREAEEH-F5, cREAEEH-F6 ¢ cREAEEH-F8
apresentaram-se como misturas complexas e em pequenas quantidades relativas, ndo

permitindo isolamento e identifica¢do de seus constituintes.
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\A Analise da Fracao ckREAEEH-F7

Para a fracdo cREAEEH-F7, apos testes de solubilidades em varios solventes, foram
obtidos precipitados brancos que foram purificados por recristalizagdo em metanol. Este
produto foi analisado por métodos espectroscopicos (a identificagdo estrutural ¢ discutida no

Anexo 1), apresentando os mesmos dados descritos para o produto EH,-F1.

Casca da Raiz Determinacio

(m= 139,60 g) de Metxis
Extragfio sohxlet

Extrato crREAE

(m=1,7485 g)

Coluna em silica-gel

crREAEEH
(m=0,1600 g)

Coluna em silica-gel

Fracdes Hexano Fragdes Hexano:Cloroférmio Fracdes Hexano:Cloroférmio
(m = 0,0081 g) 73 1:1
' (m =0.0049 g) (m=0,0375 g)

cxEAEEH-F5(0,0119 g)
crEAEEH-F6(0,0079 g)

crREAEEH-F8(0,0014 g)

Esquema I1.4. Metodologia do estudo fitoquimico da casca da raiz da B. acutifolium.
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3. Metodologia Teorica

A fim de estudar as propriedades termodinamicas, eletronicas e estéricas do -
sitosterol, foi realizada inicialmente uma anélise conformacional empregando método da
mecanica molecular para diferentes geometrias obtidas pela rotacdo das ligagdes simples
envolvendo os carbonos Cy; e Cy; localizados na cadeia lateral em C-17. As estruturas
correspondentes as conformacdes obtidas foram minimizadas por calculos semi-empiricos
AM1, empregando o pacote computacional.*® Posteriormente, foram ralizados calculos ab

47 para as estrutuas geradas pelos

initio, empregando o pacote computacional Gaussian
métodos semi-empiricos. As estruturas foram totalmente otimizadas em fase gasosa, sendo
todos os pontos estaciondrios caracterizados como minimos verdadeiros através da analise das
freqliéncias harmonicas.

Pela andlise conformacional do B-sitosterol 1, foram obtidas duas conformacdes mais
estaveis: conformacdo a, contendo os hidrogénios substituintes de C,; e Ci3 em posigdes

alternadas, e a conformacao b, apresentando estes substituintes em posicdes eclipsadas. Estas

duas conformacdes sdo apresentadas na Figura I1.4.

---------------

eclipsada alternada

Figura IL.4 — Conformagdes obtidas pela rotagdo da ligagdo C22-Ca3 do B-sitosterol.
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No estudo do efeito do grupo substituinte no oxigénio do [B-sitosterol, foram
considerados os grupos metila 2, acetila 3, ribofuranose 4, 4cido fosforico 5 e fosfato 6
(Figura I1.5). Da mesma forma, as estruturas foram geradas considerando as
conformacgdes alternada (a) e eclipsada (b), obtidas a partir das correspondentess
conformacdes do B-sitosterol 1. A representagdo numérica dos dtomos nas estruturas
corresponde a nomenclatura usual para o [-sitosterol, conforme Figura 1.4 (a) — pag.

17.

|
HO— ]’3*—0
HO

Figura IL5 — Estruturas consideradas para estudo do efeito estrutural da O-substituigdo
nas propriedades quimicas do f-sitosterol.



Capitulo III

Estudos Termodinamicos Envolvendo B-sitosterol e seus

Derivados

40
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1. Analise Conformacional do B-sitosterol

Considerando que os carbonos C,; e Cy3 estdo envolvidos no mecanismo de formacao

de estigmasterol a partir de B-sitosterol, foram realizadas analises conformacionais de -
sitosterol, considerando a possibilidade de rotagdo da ligacao Cy; - Cy3. A partir dos céalculos
da barreira rotacional, foram obtidas duas conformacdes mais favorecidas energicamente.
Uma conformagdo que apresenta os substituintes no Cy e C,3 em posi¢do anti e com

hidrogénios alternados, denominada de conformacao alternada a (Figura III.1), com AH;= -

AHg= - 133,81 kcal/mol.

142,96 kcal/mol. A outra conformagao apresenta os substituintes no C,; € Cy3 em posigdo sin
e com hidrogénios eclipsados, denominada de conformagdo eclipsada b (Figura II1.2), com
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Figura II1.1 — Geometria do B-Sitosterol na conformagdo alternada (a).
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lipsada (b).

Figura IIL2 — Geometria do B-Sitosterol na conformagao ec
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2. Estudo termodinidmico de O-substitui¢do no B-sitosterol

A fim de analisar tanto a espontaneidade na formag¢ao de derivados de [-sitosterol nas
conformagdes a ¢ b quanto a influéncia dessas alteracdes estruturais no metabolismo me
meios bioldgicos, foram calculadas as entalpias para a reacdo de P-sitosterol com metanol,
acido acético, D-ribofuranose, acido fosforico e ion fosfato, formando os produtos

correspondentes.

a. Formacio de O-(metila)-B-sitosterol

O oxigénio de grupos hidroxilas ¢ muito reativo em reagdes envolvendo a formacao de
, 48 . - ..
éteres correspondentes. * Para o [-sitosterol, a formag@o enzimatica do seu correspondente

éter pode ser proposta pela reagcdo de metilagdao, conforme Equagao I11.1.

(Eq. IIL.1)
HO MeO

O Quadro III.1 apresenta os resultados termodindmicos da formacao de O-(metila)-f3-
sitosterol 2, a partir das conformagdes a e b do B-sitosterol. Os valores de entalpia de reagao,
A(AHy), indicam que o processo ¢ desfavorecido por entalpia. Além disto, os fatores

termodinamicos da reagdo independem da conformagao na ramificagdo esteroidal.

Quadro III.1 — Valores calculados de AHs dos constituintes e A(AHs) para formacdo de O-

(metila)-p-sitosterol 2. Valores em Kcal/mol, empregando método AM1.

Conformacao AHg A(AHy)
1 Metanol 2 Agua
a -142,96 -57,03 -136,25 -59,24 4,50
b -133,81 -57,03 -126,81 -59,24 4,79
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b. Formacao de O-(acetila)-B-sitosterol

A formagdo enzimatica de O-(acetila)-B-sitosterol 3 pode ser proposta a partir da

reacdo de acetilagdo envolvendo B-sitosterol e 4cido acético, conforme Equagdo I11.2.%

+ ACOH 5 + HO (EqIL2)
HO AcO

O Quadro III. 2 apresenta resultados termodindmicos para a formagdo de O-(acetila)-
B-sitosterol 3, a partir das conformagdes a e b do B-sitosterol. Pelos valores de A(AHs) do
produto O-acetilado, pode-se verificar uma pequena variagao relativa de energia entre as duas
formas conformacionais, diferente do verificado para os produtos hidroxilado e O-metilado.
Estes resultados indicam conseqlientemente que o grupo O-acetila ndo influencia as
propriedades termodinamicas relacionadas aos carbonos Cy; e Cp; e/ou a ramificacio
esteroidal.

Por outro lado, da mesma forma verificada para a O-metilagdo, os valores de entalpia
de reacdo para O-acetilagao indicam que o processo ¢ desfavorecido por entalpia. Além disto,
os fatores termodindmicos da reagdo dependem também da conformacao, apresentando maior

desfavorecimento para [-sitosterol na conformacao a.

Quadro IIL.2 — Valores calculados de AH; dos constituintes e A(AHs) para formacao de O-

(acetila)-B-sitosterol 3. Valores em Kcal/mol, empregando método AM1.

Conformacao AHg A(AHy)
1 Acido acético 3 Agua
A -142,96 -102,98 -171,16 -59,24 15,54
b -133,81 -102,98 -170,06 -59,24 7,49

c¢. Formacio de O-(D-ribofuranose)-p-sitosterol
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De acordo com a literatura, *° a formagio enzimatica de O-(ribofuranose)-B-sitosterol

4 pode ser proposta a partir da reagdo entre -sitosterol e D-ribofuranose, conforme Equagao

I11.3.

+ DRibofuranose —— + HO (Eq.IL3)
HO D-RibofuranoseO

O Quadro III.3 apresenta resultados termodinamicos da formacao de O-(D-
ribofuranose)-B-sitosterol 4, a partir das conformacdes a ¢ b do -sitosterol. Pelos resultados
dos A(AHy) do produto O-(D-ribofuranose)-p-sitosterol, verifica-se uma estabilidade
relativamente muito maior para a conformagdo a, indicando um efeito significativo das
alteragdes conformacionais da ramificagdo esteroidal na entalpia do produto O-(D-
ribofuranose)--sitosterol.

Além disto, diferente dos resultados termodindmicos verificados para a O-metilagdo e
O-acetilacdo, os valores de entalpia de formagdo do produto O-(D-ribofuranose)-f3-sitosterol

indicam que o processo ¢ favorecido termodinamicamente para a conformagao alternada a.

Quadro II1.3 — Valores calculados de AH; dos constituintes e A(AHs) para formagao de O-(D-

ribofuranose)- B-sitosterol. Valores em Kcal/mol, empregando método AMI1.

Conformacao AHg A(AHy)
1 D-ribose 4 H,O
A -142,96 -241,64 -328,83 -59,24 -3,47
b -133,81 -241,64 -303,82 -59,24 12,39
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d. Formacao de acido B-sitosterol-fosforico

A formagdo enzimatica de acido P-sitosterol-fosforico 5 pode ser proposta a partir da

reagdo entre B-sitosterol e acido fosforico,” conforme Equagdo I11.4.

: * HgiGy, e + O  (Eq. IIL4)
HO 0

~. /7
45

OH

O Quadro IIl.4 apresenta resultados termodindmicos da formagdo de acido -
sitosterol-fosforico 5, a partir das conformagdes a ¢ b do B-sitosterol. Da mesma forma
verificada para os outros produtos, o acido B-sitosterol-fosforico na conformagdao Sa ¢
relativamente mais estavel.

Por outro lado, os valores de A(AHj) sdo proximos para ambas as conformagdes,
indicando que as alteragdes conformacionais na ramificacdo esteroidal ndo influencia os
fatores de entalpia na fosforilagdo do [-sitosterol. Além disto, considerando os valores

positivos para A(AHy), pode-se propor que o processo ¢ desfavoravel por entalpia.

Quadro I11.4 — Valores calculados de AH; dos constituintes e A(AHs) para formagao de acido

[-sitosterol-fosforico 5. Valores em Kcal/mol, empregando método AMI.

Conformacao AHg A(AHy)
1 H;PO4 5 H,O
a -142,96 -287,37 -362,65 -59,24 8,44
b -133,81 -287,37 -353,21 -59,24 8,73
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e. Formacao de O-(fosfato)-p-sitosterol

A formacdo enzimatica de O-(fosfato)-B-sitosterol 6 pode ser proposta a partir da

reacdo entre B-sitosterol e hidrogénio fosfato,”” conforme Equagio II1.5.

+ HPO ) + . 1.
HO * - HO  (Eq.IILS)

O Quadro IIL.5 apresenta resultados termodindmicos da formagao de O-(fosfato)-p-
sitosterol 6, a partir das conformagdes a e b do B-sitosterol. Pelos resultados dos AHs das
conformacgdes do produto fosfatado, verifica-se também uma maior estabilidade relativa para
o produto na conformacao 6a.

Além disto, diferente dos resultados termodindmicos verificados para os produtos O-
metilado, o-acetilado, O-fosforilado e do produto O-ribofuranosilado, para a conformagao 4b,
os resultados de valores de A(AHs) indicam que a formagdo do produto O-fosfatado ¢ um
processo favorecido por entalpia, sendo independente da conformacdo na ramificagdo

esteroidal.

Quadro IIL.5 — Valores calculados de AHs dos constituintes e A(AHs) para formacao de O-

(fosfato)-B-sitosterol. Valores em Kcal/mol, empregando método AMI.

Conformacao AHg A(AHy)
1 HPO,” 6 H,0
A -142,96 -205,05 -292,57 -59,24 -3,80
b -133,81 -205,05 -283,07 -59,24 -3,45
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3. Analise dos Resultados Termodinamicos

Considerando que o céalculo da barreira rotacional da ligagdo Cj,-Cy3 determina uma
variagdo de calor de formacdo muito significativa para o [B-sitosterol, duas conformagdes
apresentaram-se relativamente muito estaveis: a conformacao alternada (a), a mais estavel, e a
conformacao eclipsada (b), a menos estavel.

Os célculos termodinamicos indicam que a formagdo dos produtos O-metilado, O-
acetilado, O-acido fosforico ¢ desfavorecida por entalpia, independente das alteracdes
conformacionais na ramificagdo esteroidal do [-sitosterol. Entretanto, pode-se propor um
efeito significativo das alteragdes conformacionais na ramificagdo esteroidal na formacao do
produto O-ribofuranosilado, pois apenas a formagao do produto O-(ribofuranose)-f-sitosterol
na conformacao 4a ¢ favorecida por entalpia.

Por outro lado, somente para a formagao do produto O-fosfatado torna-se favorecida
por entalpia, independente das alteragdes conformacionais na ramificacao esteroidal.

Assim, apesar da distancia intramolecular entre o grupo O-substituinte e os carbonos
Ca, e Cy3 do B-sitosterol, os resultados termodindmicos permitem propor uma relacao entre os
grupos substituintes em Cj e as alteragdes conformacionais na ramificag¢do esteroidal em C,7,

apesar de localizarem-se nas extremidades opostas do -sitosterol.



Capitulo IV

Estudos das Propriedades Estéricas do B-sitosterol e de

seus Derivados
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1. Distancias Interatomicas no -sitosterol 1

A fim de estudar as variagdes das propriedades quimicas nos carbonos do [-sitosterol
que sofrem desodrogenacgdo para formagdo de estigmasterol, foram realizados célculos das
propriedades estéricas do [-sitosterol nas conformacgdes alternada (a) e eclipsada (b). Para
distinguir entre os dois hidrogénios ligados tanto ao carbono C,, quando do carbono Cjs,
foram denominados de hidrogénios endo aqueles cujas disposi¢des espaciais apresentaram-se
no sentido (préximo) ao esqueleto anular esteroidal e hidrogénios exo, aqueles no sentido
contrario (afastado) deste esqueleto. A Figura I'V.1 ilustra a distingdo entre estes hidrogénios
para a conformacao alternada (a) e a Figura V.2, para a conformacao eclipsada (b).

A Tabela IV.1 apresenta as distancias interatomicas calculadas entre atomos do -
sitosterol nas conformagdes la e 1b. Pelos dados apresentados nesta tabela, verificam-se
variagdes pouco significativas dos comprimentos das ligacdes Cy-Cas e Cs-Cg, indicando que
as reatividade destes atomos ou destas ligagdes ndo sdo influenciadas pelas alteragdes
conformacionais na ramifica¢ao esteroidal. Por outro lado, verifica-se uma maior distancia
entre os hidrogénios Hengo(Cz2) € Hexo(C23) na conformagao a (Figura IV.1) em relagao a
conformacdao b (Figura IV.2). A maior aproximacdo entre estes dois hidrogénios na
conformacgdo b permite menores restrigdes estéricas no B-sitosterol para desidrogenagdo com

eliminacgdo sin, proporcionando consequentemente a formagao de estigmasterol.

Tabela IV.1 — Distancias interatomicas calculadas para o -sitosterol nas conformagdes 1a e

1b. Valores em A, empregando método semi-empirico AMI.

Atomos Distancia
Conformacio a Conformacao b
C2-Cys 1,516 1,516
Hendo(CZZ)'Hendo(C23) 2a5 11 29558
Hendo(C22)-Hexo(C23) 3,095 2,241
Hexo(C22)'Hend0(C23) 3 a098 3 7093
Hexo(C22)-Hexo(C23) 2,521 2,570

Cs-Co 1,341 1,339
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Henao(C22) Hendo(C23)

A

Hexo(cz.’i)

Hexo(C22)

Figura IV.1 — Disposigdo dos hidrogénios endo e exo nos carbonos Csz € Cz3

do B-sitosterol na conformagao a.
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Figura IV.2 — Disposi¢do dos hidrogénios endo e exo nos carbonos Ca; e Ca3

no f-sitosterol na conformagéio b.
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2. Distancias Interatémicas no O-(metila)-B-sitosterol

A Tabela IV.2 apresenta distancias interatdmicas em o-(metila)-B-sitosterol nas
conformacdes 2a e 2b. Da mesma forma verificada para o B-sitosterol, no O-(metila)-f3-
sitosterol ndao ocorre variagdes significativas das distancias envolvendo as ligagdes Cp-Cas €
Cs-C¢ em relacao as duas formas conformacionais. Além disto, a O-metilacio nao
proporciona também variagdes nos comprimentos destas ligagdes em relacdo ao B-sitosterol.
Consequentemente, estes resultados indicam que tanto a O-metilagdo quanto as alteragdes
conformacionais no O-(metila)-B-sitosterol ndo alteram as reatividades relacionadas com as
propriedades de ligacdo envolvendo estes carbonos.

Para as distancias interatomicas entre os hidrogénios ligados aos carbonos Cy; e Cp3,
os valores calculados sdo semelhantes aos verificados no B-sitosterol. Assim, pode-se propor
que as reatividades proporcionadas pelos efeitos estéricos envolvendo estes hidrogénios nao
sdo alteradas quando ocorre a O-metilagao. Além disto, pode-se propor que o produto O-
(metila)-p-sitosterol apresenta também melhores condi¢des estéricas para eliminagdo (des-

hidrogenacdo) sin na conformacao eclipsada.

Tabela IV.2 — Distancias interatdmicas calculadas para o -sitosterol nas conformacgdes 2a e

2b. Valores em A, empregando método semi-empirico AM1.

Atomos Distancia
Conformacio a Conformacio b
C-Cy3 1,516 1,516
Hendo(C22)-Hendo(C23) 2,536 2,559
Hendo(C22)-Hexo(C23) 3,093 2,241
Hexo(C22)-Hendo(C23) 3,097 3,093
Hexo(C22)-Hexo(C23) 2,503 2,571

Cs-Co 1,341 1,339




54

3. Distancias Interatomicas no O-(acetila)-p-sitosterol

A Tabela IV.3 apresenta distancias interatomicas em O-(acetila)-f-sitosterol nas
conformagdes 3a e 3b. Da mesma forma verificada para os produtos B-sitosterol e O-
metilado, a O-acetilacdo ndo proporciona variagdes significativas das distancias interatomicas.
Desta forma pode-se propor que as reatividades relacionadas tanto com as propriedades de
ligacdo Cs-Cg e Cp-Cy3 quanto proporcionadas pelos efeitos estéricos envolvendo estes

hidrogénios nao sdo alteradas quando ocorre O-acetilagdo do 3-sitosterol.

Tabela IV.3 — Distancias interatomicas calculadas para o O-(acetila)-B-sitosterol nas

conformagdes 3a e 3b. Valores em A, empregando método semi-empirico AM1.

Atomos Distancia
Conformacao a Conformacao b

C-Cy;3 1,516 1,516
Hendo(C22)-Hendo(C23) 2,506 2,560
Hendo(C22)-Hexo(C23) 3,095 2,240
Hexo(C22)-Hendo(C23) 3,098 3,093
Hexo(C22)-Hexo(Ca23) 2,566 2,572
Cs-Cq 1,341 1,339

4. Distancias interatomicas no O-(d-ribofuranose)-p-sitosterol

A Tabela IV .4 apresenta distincias interatdmicas em O-(D-ribofuranose)-f-sitosterol
nas conformacdes 4a e 4b. Pelos dados apresentados, verifica-se também que ndo ocorrem
variagOes significativas das distancias interatdmicas em relacdo ao [3-sitosterol ou aos

produtos O-metilado e O-acetilado.
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Tabela IV.4 — Distancias interatomicas calculadas para o O-(D-ribofuranose)-p3-sitosterol nas

conformagdes 4a e 4b. Valores em A, empregando método semi-empirico AM1.

Atomos Distancia
Conformacao a Conformacao b

C-Cy;3 1,516 1,516
Hendo(C22)-Hendo(C23) 2,531 2,558
Hendo(C22)-Hexo(C23) 3,094 2,241
Hexo(C22)-Hendo(C23) 3,097 3,093
Hexo(C22)-Hexo(Ca23) 2,503 2,570
Cs-Cq 1,341 1,339

5. Distancia Interatomicas no acido-B-sitosterol fosforico

A Tabela IV.5 apresenta distancias interatdmicas para o acido-B-sitosterol fosforico
nas conformacdes Sa e 5b. Pelos dados apresentados, verifica-se que os comprimentos das
ligacdes Cs-Cq € Cyn-Co3 ndo sofrem variagdes significativas, indicando que O-fosforilagdao do
[B-sitosterol ndo altera as reatividades envolvendo as propriedades destas ligagdes.

Em relacdo aos hidrogénios da ramificacdo esteroidal, verifica-se, de um modo geral,
um aumento relativo das distancias interatdmicas no produto O-fosforilado. Estes resultados
indicam menores interacdes que podem favorecer des-hidrogenacdo do [-sitosterol para
formacdo de estigmasterol.

Entretanto, para a distdncia interatomica envolvendo os hidrogénios Hendgo(Ca2)-
Hexo(C23), verifica-se uma diminui¢do mais significativa na conformacgdo b do produto O-
fosforilado, em relacdo tanto a sua conformacdo a quanto aos outros produtos descritos
anteriormente. Assim, pode-se propor que o acido B-sitosterol fosforico apresena melhores
condi¢cdes estéricas e, consequentemente, reatividade mais favorecida para eliminagdo (des-

hidrogenac¢ao) sin na conformacao eclipsada.
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Tabela IV.5 — Distancias interatdmicas calculadas para o acido-p-sitosterol fosforico nas

conformagdes 5a e S5b. Valores em A, empregando método semi-empirico AM1.

Atomos Distancia
Conformacao a Conformacao b

C-Cy;3 1,516 1,515
Hendo(C22)-Hendo(C23) 2,516 2,656
Hendo(C22)-Hexo(C23) 3,094 2,221
Hexo(C22)-Hendo(C23) 3,097 3,080
Hexo(C22)-Hexo(Ca23) 2,517 2,661
Cs-Cq 1,341 1,339

6. Distancias Interatomicas no O-(fosfato)-B-sitosterol

A Tabela IV.6 apresenta distancias interatomicas no O-(fosfato)-B-sitosterol nas
conformagdes 6a e 6b. Pelos dados apresentados, verifica-se que ndo ocorrem variagdes
significativas no comprimento da ligagdo Cs-Cs. Da mesma forma, a variagdo pouco
significativa da ligacdo C,,-C,3 em ambas as conformagdes nao permite sugerir a ocorréncia
de interacdes atOmicas para a formagdo em funcao das alteragdes conformacionais.

Em relagdo aos hidrogénios da ramificacdo esteroidal, pode-se verificar um aumento
das distancias interatdmicas, indicando também desfavoerecimento para des-hidrogenagao
para formagao do estigmasterol. Isto ndo ¢ verificado apenas para a distdncia interatomica
entre Hexo(C22) € Hendo(C23) que, na conformacao b, ndo ¢ influenciada pela estrutura do grupo
O-substituinte, indicando também condig¢des estéricas favoraveis para des-hidrogenagdo sin

para formacao de estigmasterol.
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Tabela IV.6 — Distancias interadmicas calculadas para O-(fosfato)-f-sitosterol nas

conformagdes 6a e 6b. Valores em A, empregando método semi-empirico AM1.

Atomos Distancia
Conformacao a Conformacao b

C-Cy;3 1,559 1,516
Hendo(C22)-Hendo(C23) 2,588 2,553
Hendo(C22)-Hexo(C23) 3,039 2,242
Hexo(C22)-Hendo(C23) 3,064 3,092
Hexo(C22)-Hexo(Ca23) 2,422 2,573
Cs-Cs 1,344 1,345

7. Analises dos Resultados das Propriedades Estéricas

Considerando que a variagdo estrutural do grupo O-substituinte ndo altera as distancias
interatomicas entre C,; ¢ Cp3 no P-sitosterol e seus derivados, pode-se propor que as
reatividade envolvendo estes carbonos ndo ¢é influenciada para des-hidrogenacao,
independente da conformagdo da ramificacao esteroidal.

Entretanto, as distincias interatomicas entre os hidrogénios ligados ao carbonos Cy; e
Cy; apresentam variagdes significativas quando ocorrem alteragdes conformacionais na
ramificagdo esteroidal, independente da estrutura do grupo O-substituinte. Na conformagdo b
verifica-se uma aproximag¢ao maior entre hidrogénios ligados aos carbonos Cy; e Css.
Considerando que estes carbonos do [-sitosterol sofrem des-hidrogenacao para formacao de
estigmasterol, pode-se propor que, por fatores estéricos, o mecanismo desta transformagao
esteroidal envolva o B-sitosterol na conformagao b.

Em relagdo aos sistema © envolvendo os carbonos Cs e Cq, pode-se propor que as
alteracdes conformacionais na ramificagdo esteroidal e a estrutura do grupo O-substituinte nao
influencia a reatividade proporcionada pelas propriedades quimicas relacionadas com as

interagdes entre estes carbonos.
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1. Calculo das Densidades de Cargas

a. Densidades de cargas sobre os atomos do 3-sitosterol

A Tabela de V.1 apresenta os valores de densidades de cargas eletronicas (6,) sobre
atomos do [-sitosterol nas conformagdes 1a e 1b. Por esta tabela, os valores de d. sobre os
carbonos Cy, e C,3 apresentam ma variagdo pouco significativa entre as duas conformagoes.
Estes resultados indicam que as reatividades do B-sitosterol envolvendo estes carbonos nao
sdo influenciadas pelas alteragcdes conformacionais na ramificagdo esteroidal.

Os mesmos resultados podem se verificados para os carbonos Cs e C. Entretanto, o
maior valor de 8. sobre C¢ sugere sua maior reatividade relativa a ataques nucleofilicos. Por
sua vez, o menor valor de 9. sobre Cs sugere sua maior reatividade relativa em ataques
eletrofilicos. Assim, pode-se propor uma regiosseletividade em interacdes eletrostaticas nestes

carbonos, independentes da conformacao do [3-sitosterol.

Tabela V.1 — Os valores de 9. sobre dtomos de [3-sitosterol nas conformacdes 1la e 1b

empregando métodos semi-empirico AMI.

Atomos Distancia
Conformacio a Conformacio b
Ca -0,159 -0,151
Cy -0,153 -0,150
Henao(C22) 0,081 0,070
Hexo(C22) 0,081 0,084
Hendo(Ca23) 0,079 0,084
Hexo(C23) 0,083 0,070
Cs -0,100 -0,103

Cs -0,161 -0,160
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Para os hidrogénios ligados a C,, e Cy3, ndo se verificam variagdes significativas dos
valores de 0. na conforma¢ao la. Entretanto, na conformagao 1b, as variagdes de 0. sao
maiores, indicando conseqiientemente alteracdes em suas propriedades quimicas. Desta
forma, somente na conformagdo 1b pode-se propor um regiosseletividade em mecanismos
envolvendo inicialmente intera¢des eletrostaticas. As menores densidades eletronicas sobre os
hidrogénios Hexo(C22) € Hendo(C23) sugerem maiores reatividades em interacdes nucleofilicas.
Por outro lado, as maiores densidades eletronicas sobre Hendgo(C22) € Hexo(C22) sugerem

maiores reatividades destes hidrogénios em interagdes eletrofilicas.

b. Densidades de cargas sobre os atmos do O-(metila)-B-sitosterol

A Tabela V.2 apresenta os valores de 8. sobre atomos do O-(metila)-f-sitosterol nas
conformagdes 2a e¢ 2b. Os valores de 0. sdo muito proximos aos calculados para o [-
sitosterol, indicando que as propriedades quimicas e as reatividades nos atomos tanto da

ligagdo Cs— Cq quanto na ramificagdo esteroidal ndo sdo influenciadas pela O-metilagao do -

sitosterol.

Tabela V.2 — Os valores de 8, sobre atomos de O-(metila)-[-sitosterol nas conformagdes 2a e

2b empregando métodos semi-empirico AMI1.

Atomos Oc
Conformacio a Conformacio b
Cxn -0,159 -0,151
Cas -0,153 -0,150
Hendo(C22) 0,081 0,070
Hexo(C22) 0,081 0,084
Hendo(C23) 0,079 0,084
Hexo(C23) 0,083 0,070
Cs -0,100 -0,103

Cs -0,161 -0,160
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c. Densidades de cargas sobre os atomos do O-(acetila)-f3-sitosterol

A Tabela V.3 apresenta os valores de d. sobre atomos do O-(acetila)-3-sitosterol nas
conformagdes 3a e 3b. Os valores de &, sobre os carbonos Cp;, Cy3, Cs € Cg ndo apresentam
variagoes significativas em relagdo ao B-sitosterol e ao produto O-metilado. Entretanto, para
os hidrogénios ligados aos carbonos Cy, e Cy3, verificam-se variagdes poucos significativas
dos valores calculados de d., independente das alteracdes conformacionais na ramificacao
esteroidal do produto O-acetilado. Assim, diferente do B-sitosterol e do produto O-metilado, a
O-acetilacdo diminui a reatividade desses hidrogénios em interagdes eletrostaticas tanto para

ataques eletrofilicos quanto para ataques nucleofilicos.

Tabela V.3 — Os valores de d. sobre atomos de O-(acetila)-B-sitosterol nas conformagdes 3a e

3b empregando métodos semi-empirico AM1.

Atomos Oc
Conformacio a Conformacio b

Ca -0,159 -0,156

Cy -0,153 -0,154
Henao(C22) 0,081 0,082
Hexo(C22) 0,081 0,079
Henao(C23) 0,083 0,079
Hexo(C23) 0,079 0,081

Cs -0,100 -0,103

Cs -0,161 -0,160
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d. Densidades de cargas sobre atomos do O-(D-ribofuranose)-f-sitosterol

A Tabela V.4 apresenta os valores de o, sobre atomos do O-(D-ribofuranose)-3-
sitosterol nas conformagdes 4a e 4b. Considerando que os valores de J. descritos nesta tabela
sdo semelhantes aos verificados para o B-sitosterol e o produto O-metilado, pode-se propor
que o produto O-(D-ribofuranosilado) apresenta também propriedades quimicas e reatividades

que dependem também das alteragdes conformacionais na ramificacao estereoidal.

Tabela V.4 — Os valores de d. sobre atomos de O-(D-ribofuranose)-f-sitosterol nas

conformacdes 4a e 4b empregando métodos semi-empirico AMI.

Atomos Oe
Conformacao a Conformacao b
Cx -0,159 -0,151
Cx -0,153 -0,150
Henao(C22) 0,081 0,070
Hexo(C22) 0,081 0,084
Hendo(Ca23) 0,079 0,084
Hexo(C23) 0,083 0,070
Cs -0,105 -0,110
Cs -0,155 -0,155

e. Densidades de cargas sobre atomos do acido B-sitosterol fosforico

A Tabela V.5 apresenta os valores de 6, sobre 4&tomos do acido B-sitosterol fosforico
nas conformagdes Sa ¢ 5b. Os valores de o, descritos nesta tabela sdo semelhantes aos

verificados para o [-sitosterol e aos produtos O-metilado e O-ribofuranose, indicando

conseqiientemente as mesmas reatividades.
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Tabela V.5 — Os valores de d. sobre atomos do acido B-sitosterol nas conformagdes 5a ¢ 5b

empregando métodos semi-empirico AMI.

Atomos de
Conformacao a Conformacao b

Cxn -0,159 -0,151

Cas -0,153 -0,150
Hendo(C22) 0,081 0,071
Hexo(Ca22) 0,081 0,084
Hendo(C23) 0,079 0,083
Hexo(C23) 0,083 0,071

Cs -0,105 -0,105

Cs -0,155 -0,156

f. Densidades de cargas sobre atomos do O-(fosfato)-3-sitosterol

A Tabela V.6 apresenta os valores de 8. sobre a&tomos do O-(fosfato)-p3-sitosterol nas
conformagdes 6a ¢ 6b. Apesar dos valores de &, sobre Cy; e Cy;3 ndo sofrerem variagdes
significativas em relagdo aos demais produtos, os valores sobre Cs e Cs apresentam-se
significativamente diferentes. Neste caso, a densidade eletronica sobre Cs torna-se maior,
aumentando sua reatividade em ataques nucleofilicos. Por sua vez, a maior deficiéncia
eletronica sobre Cs aumenta relativamente sua reatividade em ataques eletrofilicos. Desta
forma, a O-fosfatagdo do [-sitosterol aumenta a reatividade envolvendo interagdes
eletrostaticas e a regiosseletividade na ligagdo m entre Cs — Cg.

Em relacdo aos hidrogénios da ramificacdo esteroidal, verifica-se uma variacao
significativa de 0. apenas na conformagdo b. Entretanto, esta variacdo torna-se mais
acentuada quando comparada com os outros produtos, indicando maior reatividade
envolvendo estes hidrogénios. Além disto, a O-fosfatagdo altera regiosseletivsamente as
reatividades destes hidrogénios pois, somente neste caso, Hengo(C22) € Hexo(Ca23) apresentam-se

mais reativos em interagdes nucleofilicas € Hexo(C22) € Hendo(C23), em interacdes eletrofilicas.
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Tabela V.6 — Os valores de 8, sobre atomos do O-(fosfato)-f3-sitosterol nas conformagdes 6a

e 6b empregando métodos semi-empirico AM1.

Atomos de
Conformacao a Conformacao b
Cxn -0,160 -0,148
Cas -0,152 -0,149
Henao(C22) 0,082 0,065
Hexo(C22) 0,077 0,070
Hendo(C23) 0,079 0,094
Hexo(C23) 0,080 0,057
Cs -0,018 +0,028
Cs -0,257 -0,304

2. Calculo do Momento de Dipolo

A Tabela V.5 apresenta os valores de u para [-sitosterol e seus derivados O-
substituidos nas conformagdes a ¢ b. Para o B-sitosterol e os produtos O-metila e O-(D-
ribofuranose), os valores de p e, conseqiientemente, as estabilidades relativas em diferentes
meios (polares ou apolares) ndo sdo influenciados pelas alteracdes conformacionais ma
ramificagdo esteroidal. Entretanto, quando ocorre O-acetilagdo, verifica-se um maior valor de

u na conformacao a, indicando sua maior estabilidade relativa em meios mais polares.

Tabela V.5 — Valores de momento de dipolo p para B-sitosterol 1 e seus derivados nas

conformacdes a e b. Valores em Debye, empregando método semi-empirico AM1.

Conformacio n

A 1,91 1,65 5,12 3,70 - -
B 1,96 1,65 1,39 3,64 - -
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3. Calculo das Contribuicdes dos Orbitais Atdmicos para os Orbitais moleculares de

Fronteira

A fim de inferir sobre as reatividades em ataques tanto eletrofilicos quanto
nucleofilicos do p-sitosterol e de seus derivados O-substituidos, foram calculadas as
contribui¢des dos orbitais atdmicos (OA’s) para os orbitais moleculares de fronteira (OM¢’s).
Estas contribui¢des foram calculadas pelo somatorio, em moédulo, da contribuigdo de cada um
dos orbitais de valéncia dos atomos. Desta forma, ndo foi considerada a fase para o calculo

das contribui¢des dos OA’s.

a. Contribuicdes dos orbitais atémicos do B-sitosterol

i. B-sitosterol na conformacao 1a

A Tabela V.8 apresenta os valores calculados das contribui¢des dos orbitais atdmicos
(OA’s) para os orbitais moleculares de fronteira (OM¢’s) do B-sitosterol na conformacao 1a.
Para os carbonos Cs e Cg, verifica-se que as contribui¢des dos OA’s para os OMy’s vazios ou
ocupados sdo significativamente maiores em relacdo aos atomos da ramificagdo esteroidal.
Desta forma, pode-se propor que a ligagdo Cs — Cg, em relagdo a ramificacdo esteroidal,

apresenta-se muito mais reativa em ataques tanto eletrofilicos quando nucleofilicos.

Tabela V.8 — Contribui¢do dos OA’s para os OMy’s do B-sitosterol na conformacdo 1a,

empregando método AM1.

Atomo H-3 H-2 H-1 H L L+1 L+2 L+3

Cn 0,049 0,015 0,027 0,019 0,020 0,016
Cn 0088 - i i i 0,010 0013 0,017
Henao(Ca22) - . - - - - - -
Hexo(C22) 0,023 - - - - - - -
Henao(C23) 0,023 - - - - - - -
Hexo(C23) 0,035 - - - - - - -
Cs 0,113 0,246 0,275 0,887 0,995 0,197 0,230 0,355
Cs 0,113 0,208 0,257 0,927 1,025 0,134 0,435 0,141
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Em relagdo aos carbonos C,; e C,3, os resultados mostram contribuigdes mais
significativas do carbono C,; para os OMy¢’s vazios, podendo indicar sua maior reatividade em
ataques eletrofilicos. Para os OM¢’s ocupados, apesar da maior contribui¢do do carbono Cj3
para o orbital HOMO-3, o carbono C,, apresenta contribui¢des mais significativas para
orbitais mais reativos em ataques nucleofilicos. Estes resultados ndo permitem
conseqiientemente propor uma regisseletividade em ataques nucleofilicos entre esses
carbonos.

Em relagdo aos hidrogenios ligados aos carbonos Cy, e C,s, verifica-se que estes
hidréegnios nao contribuem para os OMy¢’s vazios, ndo sendo reativos conseqlientemente em
interacdes envolvendo ataques eletrofilicos. Por outro lado, os hidrogénios Hexo(Cz2), €
Hexo(C23) € Hendo(Ca3) contribuem somente para o HOMO-3, indicando que estes atomos sdo
mais reativos em interagdes envolvendo ataques nucleofilicos. A Figura V.1 ilustra as

contribui¢gdes dos OA’s desses hidrogenios para o orbital HOMO-3.

Hexo(CZZ)

LS
NN W7,
S

Figura V.1 - Contribuigdo dos OA’s para 0 HOMO-3 do B-sitosterol na conformagio
1a, empregando método AM1.
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ii. B-sitosterol na conformacao 1b

A Tabela V.9 apresenta os valores calculados das OA’s para os OMy’s do B-sitosterol
na conformagdo 1b. Em relacdo aos carbonos Cs e Cg, verifica-se que as contribui¢des para os
OMy’s, tanto vazios quanto ocupados, sdo maiores quando comparados com os atomos da
ramificacdo esteroidal. Além disto, pela comparagdo entre os valores descritos nas Tabelas
V.8 e V.9, pode-se propor que as alteragdes conformacionais na ramificacao esteroidal do [3-
sitosterol na alteram significativamente as contribuigdes para os OMy’s.

Em relagdo aos carbonos Cy, e Cas, para os OMy’s vazios, verifica-se uma diminuicao
nas contribui¢cdes dos OA’s, indicando menor reatividade em ataques eletrofilicos envolvendo
a ramificacdo esteroidal na conformacdo 1b. Para os OMy’s ocupados, verifica-se uma
aumento das contribuicdes dos OA’s de C,; na conformacdo 1b, sugerindo uma maior
reatividade em ataques nucleofilicos envolvendo este carbono.

Em relagdo aos hidrogénios ligados aos carbonos C,; e C,3, verifica-se um aumento da
contribuicao atdmica de Hexo(Cs2), sugerindo um maior envolvimento deste atomo em ataques
nucleofilicos na conformagdao 1b. Além disto, verifica-se também uma diminuicdo da
contribuicdo de Hexo(Cz3), sugerindo sua menor reatividade em ataques nucleofilicos nesta
conformag¢do quando comparada com a conformagdo la. As Figuras V.2 e V.3 ilustram
respectivamente as contribuigdes dos OA’s desses hidrogénios para os orbitais HOMO-2 e

HOMO-3 do B-sitosterol na conformagao 1b.

Tabela V.9 — Contribui¢ao dos OA’s para os OM¢’s do B-sitosterol na conformagdo 1b,

empregando método AM1.

Atomo  H-3  H-2 H-1 H L L+1 L+2 L+3
Ca 0,055 0,023 0,027 - - - - 0,011
Ca 0,066 0,014 - - - - - 0,011

Hendo(C22) - - - - - - - -

Hexo(C22) 0,032 - - - - - - -

Henao(C2z) 0,025 - - - - - - -

Heo(Cz) 0,010 0,011 i ] ] ] ] )
Cs 0,064 0,213 0,277 0,949 1,084 0,177 0,394 0,301
Ce 0,068 0,215 0,233 0,983 1,109 0,098 0,209 0,131




Hendo(czz) Hem(CB)

conformagéo 1b, empregando método AM1.

Hendo(sz) ’ H-em(cn)

conformagdo 1b, empregando método AM1.
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b. Contribuicdes dos orbitais do O-(metila)-B-sitosterol

i. O-(metila)-B-sitosterol na conformacao 2a

A Tabela V.10 apresenta os valores calculados para as contribuigdes dos OA’s para os
OMy’s do O-(metila)-p-sitosterol na conformacao 2a. Em relagdo aos carbonos Cs e Cg, ndo se
verificam variagOes significativas em suas contribuigdes quando comparadas com o [3-
sitosterol na conformagdo 1a, sugerindo que a O-metilacdo nao influencia nas reatividades
relacionadas com o sistema 7.

Em relacao aos atomos da ramificacado esteroidal, os calculos indicam uma diminui¢ao
das contribui¢des dos carbonos e dos hidrogénios para os OMy’s tanto vazios quanto ocupados
quando ocorre a O-metilacao do B-sitosterol. Estes resultados indicam uma menor reatividade

da ramificagdo esteroidal do O-(metoxi)-B-sitosterol na conformacgao 2a.

Tabela V.10 — Contribui¢do dos OA’s para os OM¢’s de fronteira do O-(metila)-p-sitosterol

na conformacgao 2a, empregando método AM1.

Atomo H-3 H-2 H-1 H L L+1 L+2 L+3
Cxn 0,011 - 0,023 - - - 0,025 0,023
Cn - - 0,012 - - - 0,015 0,016

Henao(C22) - - - - - - - -
Hexo(C22) - - - - - - - -
Hendo(C23) - - - - - - - -
Hexo(C23) - - - - - - - -
Cs 0,161 0,319 0296 0854 0987 0379 0,069 0,404

Cs 0,197 0,289 0,252 0,906 1,013 0,154 0,056 0,221
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ii. O-(metila)-B-sitosterol na conformacio 2b

A Tabela V.11 apresenta os valores calculados para as contribuigdes dos OA’s para os
OMy¢’s do O-(metila)-p-sitosterol na conformagao 2b. Para os carbonos Cs e Cg, verifica-se
que a O-metilagdo do B-sitosterol ndo proporciona varia¢des significativas nas reatividades do
sistema 7, independente das alteragcdes conformacionais.

Em relacdo aos carbonos C,; e Cs3, para os OM¢’s ocupados, verifica-se aumento das
suas contribuicdes na conformacao 2b. Estes resultados indicam que nesta conformagdo a
reatividade em ataques nucleofilicos torna-se relativamente maior, sendo, entretanto, menor
do que nas duas conformacdes do B-sitosterol. Para os OM¢’s vazios, verificam-se menores
contribui¢cdes destes carbonos, indicando que, nesta conformacdo, a reatividade torna-se
também menor em ataques eletrofilicos.

Em relagdo aos hidrogénios da ramificacdo esteroidal, para os OM¢’s ocupados,
verificam-se contribuicdes de Hexo(C22), Hendo(C23) € Hexo(Ca3), indicando que, nesta
conformacao, as reatividades em ataques nucleofilicos envolvendo estes hidrogénios torna-se
maior. Entretanto esta reatividade apresenta-se relativamente menor em relacdo ao [-
sitosterol, independente da sua conformagdo. A Figura V.4 ilustra as contribui¢cdes dos OA’s

dos atomos da ramificagao esteroidal.

Tabela V.11 — Contribuicdo dos OA’s para os OMy’s de fronteira do O-(metila)-f3-sitosterol

na conformacgao 2b, empregando método AM1.

Atomo H-3 H-2 H-1 H L L+1 L+2 L+3
Cn 0,037 - 0,025 - - - 0,010 0,012
Cx 0,045 - - - - - - -

Hendo(C22) - - - - - - - -

Hexo(C22) 0,010 - - - - - - -

Henao(C23) 0,010 - - - - - - -

Hexo(Ca3) 0,013 - . - - - - -
Cs 0,099 0,333 0,283 0,915 1,078 0,369 0,136 0,354
Cs 0,118 0,186 0,237 0,962 1,103 0,113 0,079 0,207
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Hexo(cl?o)

Hendo(cn)

-(metila)-f-sitosterol na

3do O

Figura V.4 — Contribui¢do dos OA’s para 0o HOMO

conformag@o 2b, empregando método AM1.
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c. Contribui¢des dos orbitais atomicos do O-(acetila)-B-sitosterol

i. O-(acetila)-pB-sitosterol na conformacio 3a

A Tabela V.12 apresenta os valores calculados para as contribuigdes dos OA’s para os
OMy’s do O-(acetila)-p-sitosterol na conformagao 3a. Para os carbonos do sistema 7, ndo se
verificam variagdes significativas em suas contribui¢des para os OMy’s tanto vazios quanto
ocupados em relagdo aos produtos B-sitosterol hidroxilado e O-metilado. Estes resultados
sugerem que a O-acetilagdao nao influencia na reatividade do sistema © do B-sitosterol.

Em relagdo aos carbonos Cy, e Ca3, para os OMy’s ocupados, as contribuigdes de seus
OA’s s3o maiores, indicando um aumento da reatividade em ataques nucleofilicos quando
ocorro O-acetilagdo, principalmente em C,,. Entretanto, para os OMy’s vazios, ndo se
verificam contribui¢cdes significativas dos OA’s destes carbonos e, conseqiientemente,
desfavorecimento em ataques eletrofilicos quando comparados com a conformagdo a do -
sitosterol e do produto O-metilado.

Em relag@o aos hidrogénios ligados a Cy; e Cy3, para os OM¢’s ocupados, verificam-se
maiores contribui¢cdes no orbital HOMO-3, podendo-se propor um aumento de envolvimento
destes hidrogénios em ataques nucleofilicos, quando ocorre a O-acetilagdo. A Figura V.5
ilustra as contribuigdes dos OA’s para o orbital HOMO-3.

Tabela V.12 — Contribui¢do dos OA’s para os OMy¢s do O-(acetila)-f-sitosterol na

conformacdo 3a, empregando método AM1.

Atomo H-3 H-2 H-1 H L L+1 L+2 L+3
Cy 0,064 0,018 0,107 - - _ _ _
Cas 0,101 - i i ) ) ) i

Hendo(CZZ) 0’043 - - - - - - -
Hexo(C22) 0,034 - - - - - - -

Hendo(c23) - = - - - - - -
Hexo(CZS) 0’045 - - - - - - -
Cs 0,064 0,237 0,231 0,881 0,943 0,248 0,222 0,293

Cs 0,083 0,164 0,245 0,897 0,988 0,232 0,061 0,122
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Hemio(cn)
|

Hc;o(CZJ)

Figura V.5 — Contribuigdo dos OA's para o orbital HOMO-3 do O-(acetila)-B-sitosterol
na conformagéo 3a, empregando método AMI.

ii. O-(acetila)-B-sitosterol na conformacgao 3b
A Tabela V.13 apresenta os valores calculados para as contribui¢des dos OA’s para os
OMy’s do O-(acetila)-pB-sitosterol na conformagdo 3b. Para os carbonos do sistema i,
verificam-se variagdes pouco significativas das contribui¢des dos carbonos C,; e Cy3 para os
OMy’s ocupados e vazios, indicando que a O-acetilacdo nao influencia na reatividade para
ataques tanto nucleofilicos quanto eletrofilicos, independente da conformagdo na ramificagao
esteroidal. Em relacdo aos carbonos C; € Cy3 € aos seus hidrogénios, ndo sdo verificadas
também alteracdes significativas nas contribuicdes dos OM¢’s ocupados ou vazios e,
conseqiientemente, em suas reatividades quando ocorrem alteragdes conformacionais na

ramificacdo esteroidal.
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Tabela V.13 — Contribui¢do dos OA’s para os OMy's do O-(acetila)-f-sitosterol na

conformagao 3b, empregando método AM1.

Atomo H-3 H-2 H-1 H L L+1 L+2 L+3

Ca, 0,064 0,018 0,107

Cy 0,101 - - - - - . }
Hendo(CZZ) 09043 - - - - - - -
Hexo(CZZ) 0’034 - - - - - - -

How(C) - : : : : : : :

Hexo(C23) 0,045 - - - - - - -
Cs 0,029 0,196 0,301 0,970 0,728 0,832 0,249 0,125
Cs 0,035 0,206 0,268 1,001 0,749 0,833 0,146 0,090

d. Contribuicdes dos orbitais atdomicos do O-(D-ribofuranose)-p-sitosterol

i. O-(D-ribofuranose)-f-sitosterol na conformacio 4a

A Tabela V.14 apresenta os valores calculados das contribui¢des dos OA’s para os
OMy’s do O-(D-ribofuranose)-f-sitosterol na conformacdo 4a. Em relagdo aos carbonos do
sistema 7, verificam-se contribuicdes relativamente menores, indicando conseqiientemente
menos reativos para ataques tanto nucleofilicos quanto eletrofilicos quando ocorre O-(D-
ribofuranosilacdo) do B-sitosterol. Em relacdo aos carbonos Cj; e Cy;, para os OMy’s
ocupados, pode-se observar pouco variacdo nas contribui¢des destes carbonos quando
comparado com o [-sitosterol. Em relacdo aos hidrogénios ligados a Cy, e C,3, para os OMy’s
ocupados, verificam-se contribui¢des significativas somente de Hexo(C22) € Hendo(Ca3). Estas
contribui¢des sdo maiores, indicando maiores envolvimentos destes hidrogénios em ataques
nucleofilicos na conformac¢do a do produto O-(D-ribofuranose)-p-sitosterol. A Figura V.6

ilustra as contribuigdes dos OA’s desses hidrogénios para o orbital HOMO-3.
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Tabela V.14 — Contribui¢cdo dos OA’s para os OMy’s do O-(D-ribofuranose)-p-sitosterol na

conformacao 4a, empregando método AM1.

Atomo H-3 H-2 H-1 H L L+1 L+2 L+3

Cr 0,039 0,013 0,019
Cy; 0,071 - - - - - . ;
Henao(C22) - - - - - - - -
Heo(Cz) 0,036 - ] ] ] ] ] )
Henao(C2s) 0,039 - ] ] ] ] ] )

Hexo(C23) - - - - - - - -
Cs 0,196 0,089 0,232 0,803 0,880 0,225 0,075 0,013
Cs 0,158 0,109 0,255 0,815 0,910 0,064 0,037 0,006

Hexo(C22) Hexo(C23)

Figura V.6 — Contribuigdo dos OA's para o orbital HOMO-3 do O-(D-ribofuranose)-p-

sitosterol na conformagéo 4a, empregando método AMI1.
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ii. O-(D-ribofuranose)-B-sitosterol na conformacio 4b

A Tabela V.15 apresenta os valores calculados para as contribuigdes dos OA’s para os
OM¢’s do B-sitosterol na conformacdo 4b. Em relacdo aos carbonos Cj; e Cy; e seus
hidrogénios, verificam-se menores contribuicdes dos OM¢’s ocupados e vazios. Desta forma,
pode-se propor que a reatividade do produto O-(D-ribofuranose)-3-sitosterol ¢ influenciada
significativamente pelas alteracdes conformacionais na ramificacdo esteroidal, diminuindo

sua reatividade na conformacao 4b.

Tabela V.15 — Contribuicdo dos OA’s para os OMy’s do O-(D-ribofuranose)-p-sitosterol na

conformacao 4b, empregando método AM1.

Atomo H-3 H-2 H-1 H L L+1 L+2 L+3

Cn - 0,025 0,012
Cy - - - - - - - -
Henao(C22) - - - - - - - -
Hexo(C22) - - - - - - - -
Hendao(C23) - - - - - - - -
Hexo(C23) - - - - - - - -
Cs 0,162 0,069 0,281 0,962 1,092 0,138 0,184 0,077
Cs 0,168 0,165 0,205 0,987 1,125 0,204 0,063 0,044

e. Contribui¢des dos orbitais atomicos do acido B-sitosterol fosforico

i. Acido B-sitosterol fosforico na conformacgio Sa

A Tabela V.16 apresenta os valores calculados para as contribuigdes dos OA’s para os
OMy¢’s do B-sitosterol na conformagdo Sa. Para os carbonos do sistema m, verificam-se
menores contribuigdes para o LUMO e maiores contribuicdes para o LUMO+1, sem,
entretanto, indicar alteragdes significativas nas reatividades em ataques eletrofilicos em Cs e
Cs quando ocorre O-fosforilagdo do B-sitosterol.

Em relacdo aos carbonos Cy; e Cy3 e aos seus hidrogénios, verificam-se alteragdes

significativas das contribui¢des no produto acido B-sitosterol O-(fosforico) para OMy’s tanto
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vazios quanto ocupados. Desta forma, por estes resultados, as reatividades tanto em ataques
nucleofilicos quanto eletrofilicos tornam-se maiores quando ocorre a O-fosforilagdo do B-
sitosterol. Além disto, pode-se propor também uma maior regiosseletividade em ataques
nucleofilicos no carbono Cy, e 0os hidrogénios Hexo(C22) € Hendo(C23) € Hexo(C23). As Figuras
V.7 e V.8 ilustram respectivamente as contribui¢des para os orbitais HOMO-3 e HOMO-2 do

acido B-sitosterol fosforico na conformacgao 5a.

Tabela V.16 — Contribuicdo dos OA’s para os OMy’s do acido B-sitosterol fosfoérico na

conformacgao Sa, empregando método AMI1.

Atomo H-3 H-2 H-1 H L L+1 L+2 L+3
Cn 0,342 0228 028 0,010 - - 0,037 0,186
Ca 0,408 0,185 0216 - - - 0,023 0,133

Henao(C22) 0,184 - 0,013 - - - - 0,013

Heo(C2) 0,184 0,028 0,013 - - - - 0,025

Henao(C23) 0,188 0,033 0,026 - - - - 0,023

Heo(C2) 0,213 0,011 0,013 - - - - 0,011

Cs 0,080 0,229 0,249 0,930 0332 0991 0331 0,250

Cs 0,099 0,165 0,251 0,950 0325 1,015 0136 0,129
H.:.ao(C 2) Henao(C23)

) SO T VSR
Figura V.7 — Contribuigao dos OA's para o orbital HOMO-3 do acido B-sitosterol

fosforico na conformagéo 5a, empregando método AM1.
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Figura V.8 — Contribuigdo dos OA's para o orbital HOMO-2 do acido B-sitosterol

fosforico na conformagao Sa, empregando método AM1.

ii. Acido B-sitosterol fosforico na conformacio 5b
A Tabela V.17 apresenta os valores calculados para as contribui¢des dos OA’s para os

OMy’s do acido B-sitosterol fosférico na conformacao 5b. Em relagdo aos carbonos Cy; e Cas,

verifica-se um aumento da contribuigdo de C,3 para os OM¢’s ocupados, indicando sua maior
reatividade em ataques nucleofilicos nesta conformag¢do. Em relagdo aos hidrogénios,

verificam-se maiores contribuicdes relativas de Hexo(C22) € Hendo(Ca3), indicando maior
regiosseletividade destes hidrogénios em ataques nucleofilicos. Assim, pode-se propor que a
reatividade e regiosseletividade do acido [-sitosterol fosférico ¢ influenciada
significativamente pelas alteragdes conformacionais na ramificacdo esteroidal.
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Tabela V.17 — Contribui¢cdo dos OA’s para os OMy¢’s do acido B-sitosterol fosforico na

conformagao Sb, empregando método AM1.

Atomo H-3 H-2 H-1 H L L+1 L+2 L+3
Cn 0259 0394 0274 0,010 - - - 0,162
Ca 0,151 0364 0,105 - - - - 0,061

Henao(C22) 0,015 0,008 0,052 - - - - -
Heo(C22) 0,105 0,132 0,075 - - - - 0,048
Henao(C23) 0,091 0,136 0,058 - - - - -
Heo(Ca3) 0,023 0,094 0,056 - - - - 0,024
Cs 0,179 0,045 0284 1,001 0287 1,083 0313 0,190
Cs 0210 0,058 0252 1,014 0301 1,106 0,105 0,106

f. Contribuicdes dos orbitais atomicos do O-(fosfato)-B-sitosterol

i. O-(fosfato)-B-sitosterol na conformacio 6a

A Tabela V.18 apresenta os valores calculados para as contribuigdes dos OA’s para os
OMy’s do O-(fosfato)-p3-sitosterol na conformagao 6a. Em relagao aos carbonos do sistema T,
verifica-se que as suas contribui¢des ndo sdo significativas para os OMy’s tanto ocupados
quanto vazios, indicando que estes carbonos sdo pouco reativos quando ocorre a O-fosfatacao
do B-sitosterol na conformagao a.

Em relagdo aos dtomos da ramificagdo esteroidal, verificam-se contribui¢cdes apenas
para os OMy’s vazios, indicando reatividades somente em ataques eletrofilicos quando ocorre
O-fosfatacdo do [B-sitosterol. Além disto, considerando as maiores contribui¢des do carbono
Cy3 e de seus hidrogénios, pode-se propor maior regiosseletividade em ataques eletrofilicos
nestes atomos. A Figura V.9 ilustra as contribui¢des para o orbital LUMO+2 do O-(fosfato)-

-sitosterol na conformacao 6a.
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Tabela V.18 — Contribui¢do dos OA’s para os OM¢'s do O-(fosfato)-B-sitosterol na

conformacgao 6a, empregando método AMI1.

Atomo H-3 H-2 H-1 H L L+1 L+2 L+3
Cn - - - - 0,154 0366 0,161 0,113
Cx - - - - 0239 0,623 0423 0,143

Hendao(C22) - - - - 0,011 0067 0098 0,012
Hexo(C22) - - - - - 0,063 0,088 0,020
Hendo(C23) - - - - 0,019 0,111 0,194 0,055
Hexo(C23) - - - - 0,055 0,089 0,191 0,012
Cs - - - - - - - -
Cs - - - - - - - -
Henao(C2s) Heso(Cas)

Figura V.9 — Contribuigdo dos OA's para o orbital LUMO+2 do O-(fosfato)-3-

sitosterol na conformagdo 6a. empregando método AM1.
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ii. O-(fosfato)-B-sitosterol na conformacio 6b

A Tabela V.19 apresenta os valores calculados para as contribuigdes dos OA’s para os
OMy’s do O-(fosfato)-p-sitosterol na conformagao 6a. Em relagao aos carbonos do sistema T,
as contribui¢des pouco significativas dos carbonos Cs e Cg para os OMy’s ocupados sugerem
uma maior reatividade em ataques nucleofilicos nesta conformacao.

Em rela¢do aos carbonos C,; e C,3, as maiores contribui¢cdes para os OMy’s vazios
sugerem regiosseletividade de C,3; em ataques eletrofilicos no produto O-fosfatado na
conformagdo 6b. Por outro lado, os hidrogénios ligados ao carbono C,; mostram maiores
contribui¢cdes reativas, indicando maiores reatividades e regiosseletividade em ataques
eletrofilicos nestes hidrogénios quando comparados com o produto O-fosfatado na
conformacgdo 6a. A Figura V.10 ilustra as contribuigdes para o orbital do LUMO + 2 do O-

(fosfato)-B-sitosterol na conformacao 6a.

Tabela V.19 — Contribuicdo dos OA’s para os OM¢s do O-(fosfato)-f-sitosterol na

conformacgdo 6b, empregando método AM1.

Atomo H-3 H-2 H-1 H L L+1 L+2 L+3
Cn 0,037 - - - 0292 0296 0249 0,353
Cn 0,119 - - - 0278 0632 0456 0,528

Hendo(C22) - - - - 0,036 0,102 0,079 0,198
Hexo(C22) - - - - - 0,197 0,041 0,060
Hendo(C23) - - - - 0,004 0,008 0219 0,164
Hexo(C23) - - - - 0,095 0,123 0207 0,183
Cs - - 0,011 0,023 - - - -

Cs - 0,011 - 0,062 - - - -




chdo(cn) . Hexo(C23)

Figura V.11 — Contribui¢do dos OA's para o orbital LUMO+2 do O-(fosfato)-f3-

sitosterol na conformagdo 6a, empregando método AM1.
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4. Calculo dos diagramas dos niveis de energia dos orbitais moleculares

No estudo dos efeitos das alteragdes conformacionais na ramifica¢do esteroidal e da
estrutura do grupo O-substituinte nas propriedades eletronicas e reatividade do [-sitosterol,

foram calculadas também as energias dos OMgy’s.

a. Diagrama dos niveis de energia dos OMy’s do B-sitosterol

O Grafico V.1 apresenta o célculo das energias dos OMy’s para o [-sitosterol nas
conformacgdes 1a e 1b. Para os OM¢’s vazios, verifica-se que as alteragdes conformacionais
na ramificacdo esteroidal ndo alteram os valores das energias destes orbitais. Além disto, a
energia do LUMO ¢ muito menor do que os demais orbitais, contribuindo significativamente

para a reatividade em ataques eletrofilicos.

2,2

I

g 1,2 —— LUMO+3
T —— LUMO+2 |
g mm;-mr
w 02 ——Homo

]

© ———— HOMO-1
8 2 —— HOMO-2
1]

'5 0,8 —— HOMO-3
>

gias dos OMy’s para o B-sitosterol nas conformagdes 1a ¢ 1h.
 em Hartree, empregando método ab initio.
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Para os OM¢’s ocupados, as variagdes de energias em relacdo a conformagao sao
maiores porém, pouco significativas para proporcionarem variagdes em reatividades. Além
disto, considerando a menor diferenca de energia entre estes orbitais, pode-se propor
contribui¢des significativas destes OM¢’s ocupados na reatividade em ataques nucleofilicos.

Por outro lado, considerando que o orbital HOMO-3 ¢ aquele que apresenta
contribui¢cdes mais significativas dos OA’s dos hidrogénios ligados aos carbonos Cy; € Cp3
(conforme apresentado nas Tabelas V.8 e V.9, paginas: 65 e 67), pode-se propor uma maior
reatividade em ataques nucleofilicos na ramificagdo esteroidal do -sitostero na conformacao

1b pois, nesta conformagao, o orbital HOMO-3 apresenta-se menos estavel.

b. Diagrama dos niveis de energias dos OM¢’s do O-(metila)-p-sitosterol

O Grafico V.2 apresenta o calculo das energias dos OMy’s para o O-(metila)-B3-
sitosterol nas conformacgdes 2a e 2b. Para os OMy¢’s vazios, de um modo geral, verifica-se
uma instabilidade em relagdo ao [3-sitosterol, indicando menor reatividade relativa em ataques
eletrofilicos do produto O-(metila)-B-sitosterol, independente das alteracdes conformacionais
na ramificacdo esteroidal. Além disto, considerando que apenas o orbital LUMO + 3
apresenta numero significativo de energia na confornagdo 2b, pode-se propor menor
reatividade em ataques eletrofilicos do O-(metila)-3-sitosterol nesta conformacao.

Para os OM¢’s ocupados do produto O-(metila)-p-sitosterol, verifica-se que as energias
destes orbitais sdo proximas aos calculados para o -sitosterol, indicando que as reatividades
em ataques nucleofilicos ndo sdo influenciadas pela O-metilagdo. Além disto, verifica-se
também que as variacdes de energias em funcdo das alteragdes conformacionais na
ramificagdo esteroidal apresentam menos comportamentos quando comparados com as
variagOes de energia no produto [-sitosterol. Assim, pelos valores de energia dos OMy’s pode-
se concluir que a O-metilagdo ndo proporciona variagdes nas reatividades em ataques

nucleofilicos.
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E —_LUMO+3
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Grifico V.2 — Energias dos OM¢’s para o O-(metila)-B-sitosterol nas conformagdes
2a ¢ 2b. Valores em Hartree, empregando método ab initio.

c. Diagrama dos niveis de energias dos OMy’s do O-(acetila)-p-sitosterol

O Grafico V.3 apresenta o calculo das energias dos OMy’s para o O-(acetila)-3-
sitosterol nas conformagdes 3a ¢ 3b. De um modo geral, tanto para os OM¢’s vazios quanto
para os OMy’s ocupados, verifica-se que suas energias sao influenciadas pelas alteragdes
conformacionais na ramificac¢do esteroidal pois todos os orbitais apresentam-se mais estaveis
na conformagao 3b.

Estes resultados indicam uma maior reatividade em ataques eletrofilicos na
conformacdo 3a e maior reatividade em ataques nucleofilicos na conformagao 3b. Por outro
lado, considerando maior estabilidade relativa dos orbitais LUMO + 1 e LUMO + 2 quando

ocorre O-acetilagdo, pode-se propor uma maior reatividade em ataques eletrofilicos no

produto O-(acetila)-B-sitosterol.
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Grifico V.3 - Energias dos OMy’s para o O-(acetila)-B-sitosterol nas conformagdes
3a e 3b. Valores em Hartree, empregando método ab initio.

d. Diagrama dos niveis de energias dos OM¢’s do O-(D-ribofuranose)--sitosterol

O Grafico V.4 apresenta o calculo das energias dos OMy’s para o O-(D-ribofuranose)-
B-sitosterol nas conformagdes 4a e 4b. De um modo geral, as energias dos OM¢’s para este
produto sdo semelhantes aqueles verificados para o produto O-(acetila)-B-sitosterol.
Entretanto, considerando que as variagdes de energias dos OM¢’s ocupados sdo mais
significativas no produto O-acetilado, pode-se propor que o produto O-(D-ribofuranose)-f3-
sitosterol apresenta relativamente um menor defeito sobre a reatividade em ataques

nucleofilicos devido as altera¢des conformacionais da ramificagao esteroidal.
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Grafico V.4 — Energias dos OMy¢’s pardb- 0=(D=ﬁboﬁ1ranose)-ﬂ-sitosterol nas
conformagdes 4a e 4b. Valores em Hartree, empregando método ab initio.

e. Diagrama dos niveis de energias dos OMy’s do acido B-sitosterol fosforico

O Grafico V.5 apresenta o calculo das energias dos OM¢’s para o acio B-sitosterol
fosforico nas conformagdes Sa e Sb. Para os OMy’s vazios, verifica-se uma estabilidade
relativa apenas do orbital LUMO + 2 na conformacdo Sb quando ocorre alteracio
conformacional na ramifica¢do esteroidal. Estes resultados indicam maior reatividade em
ataques eletrofilicos nesta conformacdo, sem, entretanto, envolver a participagdo dos atomos
da ramificacdo esteroidal pois estes &tomos ndo proporcionam contribuicdo significativa para
o orbital LUMO+2 (conforme Tabela V.16, pagina 77).

Por outro lado, para os OMy’s ocupados, verifica-se uma instabilidade relativa dos
orbitais na conformacdo Sb, indicando maior reatividade em ataques nucleofilicos.

Considerando que os orbitais HOMO-3, HOMO-2 e HOMO-1 sdo contribuidos mais
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significativamente pelos atomos da ramificagdo esteroidal (conforme Tabela V.16 e V.17,
paginas 77 e 79), pode-se propor que o ataque nucleofilico do produto acido B-sitosterol

fosforico torna-se mais favorecido por estes atomos na conformagao 5b.

TRy

3,5
2,5
F] ——LUMO+3
£ 1,5
5 —— LUMO+2
s LUMO +1
e 5 ——LUMO
"E ' —— HOMO
o —— HOMO-1
S 05 ——HOMO-2
E —— HOMO-3

-2,5

Grifico V.5 — Energias dos OM¢’s para o acido B-sitosterol fosforico nas conformagdes
Sa e 5b. Valores em Hartree, empregando método ab initio

f. Diagrama dos niveis de energias dos OMy’s do O-(fosfato)-3-sitosterol

O Grafico V.6 apresenta o calculo das energias dos OMy¢’s para o O-(fosfato)-p3-
sitosterol nas conformacgdes 6a ¢ 6b. Para os OM¢’s vazios, verifica-se uma maior estabilidade
relativa destes orbitais na conformagdo 6a, indicando que, nesta conformagao, a reatividade

em ataques eletrofilicos torna-se mais favorecida. Além disto, considerando que estes orbitais
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sdo contribuidos mais significativamente pelos atomos da ramificacdo esteroidal (conforme
Tabela V.18 e V.19), paginas 80 e 81), pode-se propor conseqiientemente uma
regiosseletividade em ataques eletrofilicos destes 4tomos na conformagao 6a.

Da mesma forma, para os OM¢’s ocupados, pode-se propor maior reatividade em
ataques nucleofilicos na conformacao 6a, sem, entretanto, propor envolvimento dos atomos

da ramificacdo esteroidal, pois estes atomos ndo contribuem significativamente para tais

orbitais (conforme Tabela V.18 e V.19).

1,5
1

§ —_LUMO+3
s — LUMO+2
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> 05

ico V.6 — Energias dos OMy’s para o O-(fosfato)-B-sitosterol nas conformagdes 6a
€ 6b. Valores em Hartree, empregando método ab initio




90

5. Analises das propriedades eletronicas

Pelos resultados obtidos para as densidades de cargas eletronicas sobre os 4tomos do
B-sitosterol e dos seus derivados, pode-se propor que a maior variagdo de o, para os
hidrogénios ligados aos carbonos C,; e C,3 favorece uma regiosseletividade na reatividade em
ataques nucleofilicos com participacdo de Hengo(C22) € Hexo(C23) que apresentam maiores
valores de 0.. Apesar desta reatividade e regiosseletividade serem favorecidas na conformacao
b (eclipsada) da ramificagdo esteroidal dos produtos contendo os grupos hidroxila O-metila e
D-ribose, ndo sdo verificadas para o grupo substituintes O-acetila.

Em relagdo ao momento de dipolo elétrico, pode-se propor que, exceto para o produto
O-acetila, as alteragcOes conformacionais na ramificagdo esteroidal ndo influencia os valores
de p. Pelos maiores valores de p para o produto 3a e os produtos 4a e 4b, pode-se propor que
estas conformagdes, com estes grupos O-substituintes, sdo relativamente mais estdveis em
meios polares, similares aqueles encontrados em meios bioldgicos (em plantas).

Sobre os OMgy’s, os hidrogénios ligados aos carbonos C,; e C,; apresentam
contribui¢des mais significativas para o orbital HOMO-3 das duas conformagdes dos produtos
1 e 3 para a conformagdo alternada (a) do produto 4. Por outro lado, para as duas
conformagdes do produto O-metilado, as contribuicdes dos OA’s destes hidrogénios sao
insignificantes, podendo-se propor que, neste caso, estes hidrogénios nao estdo envolvidos em
ataques nucleofilicos. Além disto, pode-se propor que a reatividades na ramifica¢ao esteroidal
sao influenciadas significativamente quando ocorre O-fosforilagdo, sendo muito importante o
efeito da acidez do meio pois as reatividades sdo influenciadas também pelo grau de
dissociacao no substituinte O-fosforico.

Finalmente, sobre as energias dos OMy’s, pode-se propor que a estabilidade destes
orbitais ¢ influenciada pelas alteragdes conformacionais na ramificagao esteroidal e pela
estrutura do grupo O-substituinte. Além disto, no caso do produto O-fosforilado, a
estabilidade destes orbitais ¢ influenciada pelo grau de ioniza¢do. Em conseqiiéncia disto,
pode-se propor que a reatividade e a regiosseletividade em ataques eletrofilicos e

nucleofilicos sdo influenciadas também pelos mesmos fatores.



CapituloVI

Avaliacao de Fatores Determinantes na Propor¢ao entre

-Sitosterol e Estigmasterol em Plantas
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1. Levantamento Bibliografico sobre Isolamento de (-sitosterol e Estigmasterol

em Plantas

De acordo com a literatura, o isolamento de B-sitosterol e/ ou de estigmasterol
tem sido descrito vastamente em estudos fitoquimicos de espécies vegetais de diversos
géneros e familias. Muitos trabalhos t€m registrados a propor¢ao relativa entre estes
esterdis. Desta forma, para inferir sobre o efeito da luz sobre a bioconversdo de [3-
sitosterol em estigmasterol, neste levantamento sao descritos os resultados registrados
recentemente na literatura sobre a relagdo entre estes esterdis em diferentes partes das

plantas.

Nas partes aéreas das plantas, B-sitosterol tem sido isolado de Solamum
ligustrinum,> de Trevoa trinervis Miers®* e Guatteria veloziani.”> Estigamasterol tem
sido isolado de Mikania lindleyana.’® B-sitosterol ¢ B-sitosterol glicosilado foram
isolados de Trema micrantha Blume’’ e Siegesbeckia orientalis.”® ¢ Herreria
montevidensis.”” B-sitosterol ¢ estigmasterol tém sido isolados de Lychnophora
trichocarpa.®'

Nas vagens e sementes das plantas, f-sitosterol tem sido isolado de Moringa
oleifera.”> B-sitosterol ¢ Estigamasterol tém sido isolados de Anarcadium
occidentale.”’ Formas esterificadas de B-sitosterol (60%) ¢ estigmasterol (4,94%) tém
sido isolados de Leuza carthamotides.** B-sitosterol (47,10%) e estigmasterol
(17,40%) foram isolados de Moringaoleirera Malawi.”” P-sitosterol (em maior
propor¢io) e estigmasterol foram isolados de Cannabis sativa.’® Nas frutas das
plantas, B-sitosterol tem sido isolado de Vaccinium myrtillus.”’

Nas folhas das plantas, B-sitosterol tem sido isolado de Cenostigma
macrophyllum,®® Simira glaziovii® e Vochysia ferruginea.”’ Estigamaterol tem sido
isolado de Trichospira menthoides.”’ B-sitosterol ¢ Estigmasterol tém sido isolados
de Aleurites moluccana,”” Brassica napus,” Mikania sessilifolia,”* Protinum
hebetatum,” Mikania glomerata,’”® Diodia brasiliensis,”’ Poiretia bahiana™ e

Kielmeyera marauensis.” B-sitosterol (3,56%) ¢ estigmasterol (6,69%) foram
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isolados de Averroha carambola L.*° P-sitosterol, B-sitosterol glicosado ¢
estigmasterol foram isoladaso de Toona ciliata.®’

Nas cascas do caule, B-sitosterol, B-sitosterol glicosado ¢ estigmasterol t€ém
sido isolados de Créton urucurana.*® B-sitosterol foi isolado de Simira viridiflora,*
Lafoensia densiflora,* Kielmeyera guttiferae® e Citrus sinensis.*® Eter do B-sitosterol
foi isolado de Créton pullei.”’” B-sitosterol ¢ estigmasterol foram isolados de Tapirira
obtusa.*® P-sitosterol ¢ P-sitosterol glicosilados foram isolados de Terminalia
catappa.”’

No caule das plantas, uma mistura de B-sitosterol (77,10%), estigmasterol
(19,98%) e campesterol (2,92%) tém sido isolados de Epidendrum mosenti.”® B-
sitosterol (70,10%) ¢ estigmasterol (19,98%) foram isolados de Boscniakia rossica.”’
B-sitosterol (69,9%) ¢ estigmasterol (18,9%) foram isolados de Caesalpinia sappan.”
B-sitosterol ¢ tem sido isolado de Raulinoa echinata”™ e Aristolochia acutifélia.”* B-
sitosterol ¢ estigmasterol D-glicosilados foram isolados de Muuna cinérea.” Eter do
B-sitosterol foi isolado de Croton pullei.’” B-sitosterol ¢ estigmasterol tém sido
isolados de Spathelia excelsia,”® Ficus aripuanensis’’ e Eremanthus veadeiroensis.”

Nas cascas das raizes das plantas, -sitosterol ¢ estigmasterol glicosilados tém
sido isolados de Alangium platanifolium.” B-sitosterol ¢ estigmasterol foram isolados
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de Brassica napus,” Salacia distinta'” e Kielmeyera marauensis.” B-sitosterol tem

sido isolado de Tabernaemontana laeta.'”

B-sitosterol, B-sitosterol glicosilado e
estigmasterol tém sido isolados de Caesalpinia bonducella.'®*
Nas raizes das plantas, B-sitosterol, B-sitosterol glicosilado ¢ estigmasterol

tém sido isolados de Toona ciliata ¢ cedrela adorata.'” B-sitosterol glicosilado tem
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sido isolado de Kielmeyera marauensis, [B-sitosterol tem sido isolado de Salvia

° Gentiana tibetica'® e Holoptelea integrifélia.'”” B-sitosterol e

multicaulis, "’
etigmasterol glicosilados foram isolados de Blutaparon portulacoides.”
Estigmasterol tem sido isolado de Dioscorea olfersiana.'™

Neste levantamento, pode-se verificar que os trabalhos ndo descrevem
normalmente analises quantitativas sobre a propor¢do entre os esterdis isolados nas

diferentes partes das plantas. Entretanto, pode-se propor que o -sitosterol apresenta-se
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distribuido em todas as partes das plantas e, normalmente, em maior propor¢ao do que
estigmasterol. Assim, considerando que a absor¢ao de luz ¢ mais significativa nas
partes aéreas das plantas, por estes resutados, ndo € possivel inferir sobre os efeitos da
luz absorvida na variacao relativa das concentragdes de [-sitosterol e estigmasterol e,

conseqiientemente, nessa biotransformagao esteroidal.

2. Determinacdo da Proporc¢ao entre [-sitosterol:Estigmasterol em Espécies do

Género Brosimum

a. Determinacio da proporcao esteroidal no cerne de Brosimum potabile Ducke

A Figura VI.1 apresenta o cromatograma obtido pro cromatografia gasosa do
produto EHa-F1 isolado do Extrato Hexano a do cerne de B. potabile (conforme
Esquema II.1, pag. 31). O calculo da integracdo das bandas indicam uma maior

quantidade relativa de estigmasterol, com um propor¢do [3-sitosterol:estigmasterol

igual a 0,42.
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Figura VI.1 — Cromatograma de cromatografia gasosa do produto Eha-F1, isolado do

Extrato Hexano a do cerne de Brosimum potabile.
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A Figura VI.2 apresenta os espectros parciais, na regido de hidrogénios
alquenilicos, de RMN de 'H dos produtos EHa-F1 ¢ EHb-F16, sendo este Gltimo
isolado do Extrato Hexano b (Esquema II.1, pag. 31). A determinacdo das proporgdes
entre [-sitosterol eestigmasterol foi baseada na relagdo do valor da integracdo dos
sinais em & maiores (0 centrado em 5,84), atribuidos ao hidrogénio de C¢ de B-
sitosterol e estigmasterol, com os sinais em 6 menores (& centrado em 5,14), atribuidos
aos hidrogénios de C,; e C,3 do etigmasterol.

Os calculos das relagdes das integragdes dos sinais desses hidrogénios em cada
produto indicaram maiores quantidades relativas de estigmasterol, com uma proporcao
B-sitosterol:estigmasterol igual a 0,46 para EHa-F1 e 0,40 para EHb-F16. As
propor¢des determinadas para ambas as fragcdes sdo relativamente proximas, indicando
que as duas metodologias fitoquimicas descritas no Esquema II.1 para isolamento dos
produtos EHa-F1 ¢ EHb-F16 niao foram especificas para isolamento e purificagdao de
fitoconstituintes presenes em misturas contendo [3-sitosterol e estigmasterol.

A comparagdo entre os resultados obtidos por cromatografia gasosa e os
resultados obtidos por integragio de sinais em RMN de 'H indica que estes
apresentam-se semelhantes. Desta forma, pode-se propor uma confiabilidade nos dois
métodos para determinacdo de quantidades relativas de B-sitosterol e estigmasterol em
misturas isoladas de plantas.

Por outro lado, a maior quantidade relativa de estigmasterol no cerne de
Brosimum potabile, ndo se apresenta concordante com os resultados obtidos descritos
nos levantamentos bibliograficos para misturas isoladas no cerne de outras espécies
vegetais (pag. 93). Assim, pode-se propor que, no cerne de B. potabile, as confdigdes
quimicas sdo mais favorecidas para essa biotransformacao esteroidal e/ou as suas

necessidades fiosioldgicas requerem maior concentragdo relativa de estigmasterol.



B-sitosterol estigmasterol
H,
I T T T I T T T I
B 5 4
H,
H, .
s,
T T T T T T T e
6 5 4

Figura V1.2 — Espectros parciais d¢ RMN de 'H dos produtos EHa-F1 (espectro

superior) e EHb-F16 (espectro inferior), isolados do cerne de Brosimum potabile.
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b. Determinacdo da proporciao esteroidal nas cascas do caule e da raiz de

Brosimum acutifolium Huber

A Figura VL3 apresenta os espectrogramas obtidos por cromatografia gasosa dos
produtos ¢ccEAE-FHC ¢ c(REAEEH-F7, isolados respectivamente das cascas fdo caule e da
raiz de B. acutifolium (conforme Esquema I1.3 e I1.4, respectivamente paginas 35 e 37). O
calculo da integracdo das bandas indica uma maior quantidade relativa de [-sitosterol em
ambas as misturas esteroidais, sendo determinada uma propor¢ao de [3-sitosterol:estigmasterol
igual a 3,96 nas cascas do caule e, nas cascas da raiz, uma propor¢do igual a 2,39. Por estes
resultados pode-se verificar uma diminuicao de B-sitosterol nas cascas da raiz em relagdo as
do caule.

A Figura VL4 apresenta os espectros parciais de RMN de 'H dos produtos ¢cEAE-
FHC ¢ rREAEEH-F7, isolados respectivamente das cascas do caule e da raiz de B.
acutifolium. Os calculos das integragdes dos sinais dos hidrogénios alquenilicos apresentam
nas cascas do caule proporcao de p-sitosterol:estigmasterol igual a 2,57 e, nas cascas da raiz,
uma propor¢io igual a 1,69. Apesar dos valores obtidos por RMN de 'H serem pouco
concordantes em relacdo aos valores obtidos por cromatografia gasosa, estes resultados
mostram também uma maior quantidade relativa de [B-sitosterol tanto nas cascas do caule
quanto nas cascas da raiz. Além disto, verifica-se também um aumento relativo de
estigmasterol nas cascas da raiz em relagdo as cascas do caule.

Assim, pode-se propor que, na raiz de Brosimum acutifolium, as condi¢des quimicas
ou bioldgicas sdo mais favorecidas para essa biotransformagdo esteroidal e/ou as suas
necessidades fisiologicas requerem maior concentracao relativa de estigamsterol nesta parte
da planta quando comparada com o seu caule.

Além disto, considerando a pouca incidéncia relativa de luz nas cascas da raiz, poderia
ser proposto que este efeito torna-se mais significativo no processo de biotransformagao de 3-
sitosterol em estigmasterol. Entretanto, considerando que no levantamento bibliografico nao
foi possivel relacionar o efeito da luz e proporg¢ao relativa entre estes esterdis em varias partes
das plantas, as diferengas nas proporgdes esteroidais verificadas para as cascas do caule e da

raiz ndo sdo suficientes para afirmar este efeito da incidéncia de luz.
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Figura VL3 — Espectrogramas de cromatografia gasosa dos produtos ccEAE-FHC
(espectrograma superior) e cREAEEH-F7 (espectrograma inferior), isolados

respectivamente das cascas do caule e da raiz de B. acutifolium.
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superior) e ckEAEEH-F7 (espectro inferior), isolados respectivamente

das cascas do caule e da raiz de Brosimum acutifolium.
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3. Determinac¢ao da Concentra¢ao de Metais nas Cascas do Caule e da Raiz de

Brosimum acutifolium Huber

Considerando que nas cascas da raiz as condigdes quimicas sdo mais
favorecidas para essa biotransformagdo esteroidal, pode-se propor que os metais com
maiores concentracdes relativas nas cascas da raiz tenham maiores prbabilidades de
estarem envolvidos no mecanismo de biotransformagdo de [-sitosterol em
estigmasterol. A  Tabela VI.1 apresenta os valores determinados por
Espectrofotometria de Absor¢cdo Atomica da concentragdo de metais nas cascas do

caule e da raiz de B. acutifolium.

Tabela VI.1 — Valores determinados por Espectrofotometria de Absor¢ao Atdmica da

concentra¢do de metais nas cascas do caule e da raiz de B. acutifolium.

Elemento Concentrac¢ao Cascas do Caule Cascas da Raiz
Boro (mg/kg) 19,00 17,00
Cobalto (mg/kg) 0,00 10,00
Cobre (mg/kg) 4,67 0,00
Cromo (mg/kg) 5,78 3,77
Ferro (mg/kg) 156,00 45,67
Manganés (mg/kg) 14,00 10,33
Zinco (mg/kg) 11,67 21,67
Cilcio (g/kg) 12,14 12,72
Cloro (g/kg) 1,30 1,56
Enxofre (g/kg) 0,83 0,79
Fésforo (g/kg) 0,25 0,17
Magnésio (g/kg) 1,16 1,72
Nitrogénio (g/kg) 9,50 9,45
Potassio (g/kg) 5,50 3,95

Sédio (g/kg) 0,83 0,55
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Pelas concentragdes de metais descritos nessa tabela, verifica-se que as
concentracoes de cobalto e zinco sdo relativamente maiores nas cascas da raiz. Por
estes resultados, poderia ser inferido uma importancia destes metais na bioconversao
de B-sitosterol em estigmasterol. Entretanto, estes resultados ndo sdo suficientes para

concluir esta proposigao.
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Anexo |

Identificacao Estrutural dos Produtos EH,-F1 ¢ EH,-F16,
Isolados de B. potabile

e
dos Produtos «cEAE-FHC e (rREAEEH-F7,

Isolados de B. acutifolium
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1. Analises por Espectrometria de Massas Acoplada a Cromatografia Gasosa

A Figura AIl.1 apresenta o espectro de Massas de fitoconstituintes da fragdo
EHa-F1, separado por Cromatografia Gasosa com tempo de retencao de 9,15 minutos,
conforme Cromatografia da Figura VI.1 (pagina 94). A consulta comparativa entre
espectros de Massas da biblioteca do aparelho forneceu uma percentagem de 82% de

probabilidade para estigmasterol.
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Figura AIL.1 — Espectro de Massas do fitoconstituinte da fragdo EHa-F1, com tempo de

retengdo de 9,15 minutos, separado por Cromatografia Gasosa.
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O Esquema AIl.1 apresenta as principais fragmentagdes para estigmasterol
descritas na literatura.'” Considerando que os valores de m/z para os fragmentos
propostos nos mecanismos de fragmentagdo do estigmasterol sdo coincidentes com os
verificados no espectro de Massas da Figura Al.1, pode-se sugerir a estrutura do

estigmasterol para este fitoconstituinte.
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Esquema AL1 — Processos de fragmentagdo propostos para estigmasterol.
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A Figura AlL.2 apresenta o espectro de Massas do fitoconstoituinte da fragdo
EHa-F1, separado por Cromatrografia Gasosa com tempo de retengdo de 9,82
minutos, conforome Figura VI.1 — pag. 94). A consulta comparativa entre espectros de
Massas da biblioteca do aparelho forneceu uma porcentagem de 79% de probabilidade

para [3-sitosterol.
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Figura AL2 - Espectro de Massas do fitoconstituinte da fragdo EHa-F 1, com tempo de

retencdo de 9,82 minutos, separado por Cromatografia Gasosa.
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O Esquema AIl.2 apresenta as principais fragmentagdes para estigmasterol
descritas na literatura.''® Considerando que os valores de m/z para os fragmentos
propostos nos mecanismos de fragmenta¢do do B-sitosterol sdo coincidentes com os
verificados no espectro de Massas da Figura Al.2, pode-se sugerir a estrutura do -sitosterol

para este fitoconstituinte.
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Esquema AL2 — Processos de fragmentagdo propostos para B-sitosterol.
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Assim, por estes resultados, pode-se propor que a fracio EHa-F1 ¢ constituido
por dois fitoconstituintes: estigmasterol e [-sitosterol. Considerando que os mesmos
resultados por Cromatografia Gasosa e Espectrometria de Massas foram obtidos

também para as fracoes EHb-F16 ¢ ccEAE-FHC ¢ .(REAEEH-F7, pode-se propor

também que estas fracoes sdo misturas de estigmasterol e [-sitosterol.

2. Analises por Espectroscopia de RMN de 'H

A Figura AL3 apresenta o espectro de RMN de 'H da fragio EHa-F1. O
espectro mostra absor¢des na regido proxima de & 5,0 que podem ser atribuidos a
hidrogénios aquenilicos. Além disto, sdo registrados também sinais na regido entre 6
2,5 a 0,8 que podem ser atribuidos a hidrogénios metilenos e metilicos. De um modo
geral, estes resultados estdo em concordancia com o espectro esperado tanto para
estigmasterol quanto para [(-sitosterol. Da mesma forma, os espectros das fragdes
EHb-F16, ccEAE-FHC ¢ (REAEEH-F7 sdao semelhantes ao espectro da Figura Al.3,
indicando também que estas fragdes podem ser constituidos por misturas de

estigmasterol e -sitosterol.

Figura AL3 - Espectro de RMN de 'H da fragdo EHa-F1.

3. Analises por Espectroscopia de RMN de *C
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A Figura AL4 apresenta os espectros de RMN de °C ¢ DEPT-135° da fracio
EHa-F1. Pela combinagdo dos dois espectros de RMN, podem ser verificados: um
sinal registrado em 6 140,8, atribuido ao carbono alquenilico quartenario; trés sinais
registrados na regido entre & 138,3 e 121,7, atribuidos a carbonos alquenilicos
terciarios, um sinal registrado em 6 71,7, atribuido ao carbono ligado a hidroxila; 11
sinais registrados na regido entre 6 56,8 e 28,2, atribuidos a carbonos metinicos
(terciarios); 12 sinais registrados na regido entre 6 40,5 e 21,1, atribuidos a carbonos
metilenos (secunddarios); e nove sinais registrados na regido entre 6 21,2 e 11,8,
atribuidos a carbonos metilicos (primdrios). Estes resultados apresentam-se
concordantes com os valores de RMN de "°C registrados na literatura para B-sitosterol
estigmasterol, conforme Tabela AL1.'"

Da mesma forma verificada para EM-CG ¢ RMN de 'H, o espectro de RMN de
PC da fragio EHa-F1 ¢ semelhante aos espectros registrados para as fragdes EHb-
F16, c.cEAE-FHC ¢ (REAEEH-F7, confirmando serem estes produtos constituidos

por misturas de estigmasterol e B-sitosterol.
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Figura AL4 - Espectros de RMN de °C (superior) e DEPT-135° (inferior) do produto
EHa-F1.[125 MHz, em CDCl3, TMS como referéncia interna].
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Tabela IL.1 — Dados de RMN de "°C [8 (em Hertz)] de aliquota da fracio EHa-F1
registrado em CDCl;,[125 MHz, TMS como referéncia interna].

Atomo oc B-sitosterol oc Estigmasterol
C-1 37,3 37,3 37,3 37,3
C-2 31,6 31,6 31,7 31,7
C-3 71,8 71,7 71,8 71,8
C-4 423 423 423 42,4
C-5 140,7 140,8 140,7 140,8
C-6 121,7 121,6 121,7 121,6
C-7 31,9 31,9 31,9 31,9
C-8 31,9 31,9 31,9 31,9
C-9 50,2 50,2 50,2 50,2
C-10 36,5 36,5 36,5 36,6
C-11 21,1 21,1 21,1 21,1
C-12 39,8 39,8 39,7 39,7
C-13 423 423 423 42,4
C-14 56,9 56,8 56,9 56,9
C-15 243 243 24,4 24,4
C-16 28,9 28,3 29,1 29,0
C-17 56,1 56,1 56,1 56,1
C-18 11,9 11,9 12,0 12,1
C-19 19,4 19,4 19,4 19,4
C-20 36,1 36,2 40,5 40,5
C-21 18,8 18,8 21,1 21,1
C-22 33,9 33,9 138,3 138,4
C-23 26,1 26,1 129,3 129,3
C-24 45,8 45,9 51,2 51,3
C-25 29,2 29,2 31,9 31,9
C-26 19,8 19,8 21,2 21,3
C-27 19,0 19,1 19,0 19,0
C-28 23,1 23,1 25,4 25,4

C-29 12,2 12,3 12,2 12,3




Anexo 11

Identificacao Estrutural da

Fragcdo EE-F1, Isolada de B. potabile
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O pico do ion molecular ¢ registrado em m/z 32, com uma intensidade
relativamente alta. O pico em m/z 294 sugere a perda de dgua, indicando a presenca de
hidroxila. Os esquemas AIl.1, AIl.2 e AIL.3 mostram as principais fragmentagdes

propostas para os picos registrados no espectro de Massas do fitoconstituinte EE-F1.
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Esquema AIL1 — Principais fragmentagdes propostas para os picos registrados no

espectro de Massas do fitoconstituinte EE-F1.
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Esquema AIL2 - Principais fragmentagdes propostas para os picos registrados no

espectro de Massas do fitoconstituinte EE-F1.
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Esquema AIL3 - Principais fragmentagdes propostas para os picos registrados no

espectro de Massas do fitoconstituinte EE-F1.

Considerando a similaridade dos dados de E. Massas ragistrados para 7R-(p-
metoxi-fenil)-3S-[-(p-hidroxi-fenil)-etil]-tetra-hidropirano, centrolobina,''* com as
analises por E. Massas do fitoconstituinte EE-F1, pode-se propor uma semelhanca

estrrutural entre ambos.
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centrolobina

A Figura All.2 apresenta o espectro no Infravermelho do fitconstituinte EE-F1,
isolado do extrato etanol do cerne de B. potabile. As absor¢des intensas na regido de
3391 cm™ podem ser atributiidas as vibragdes de estiramento de grupos hidroxilas. A
absor¢io em 646 cm™, atribuida a deformagio angular fora do plano do grupo O-H,
corrobora com a proposicao da presenca de hidroxila na estrutura.

As absor¢des em 3027 e 3060 cm™ podem ser atribuidas as vibragdes de
estiramento de C-H em estruturas aromaticas. A absor¢des em 2947 e 2833 cm’
podem ser atribuidas aos estiramentos de C-H de grupos metilas e metilenos.

Na regifio entre 2722 e 1766 cm™, sdo observadas absorcdes pouco intensas,
indicando auséncia de carbonilas na estrutura. Estas absor¢des podem ser atribuidas as
harmoénicas de freqiiéncia oriundas das absor¢des intensas na regido entre 1500 a 819
cm™.

A fim de confirmar a presenca de grupos fenolicos na estrutura do fitconstitinte
EE-F1, foram feitas consultas na literatura sobre as principais caracteristicas destes

grupos registradas por espectroscopia no Infravermelho.'"

De um modo geral, os
compostos fendlicos apresentam absorcoes de estiramento de C=C do anel proximos a
1595, 1490 ¢ 1470 cm™'. Estas absorcdes sio influenciadas pelo tipo de substituintes e
as intensidades varidveis, sendo normalmente fortes quando aumenta-se o grau de
conjugagdo. O estiramento de C-O na regido entre 1260 e 1180 cm’ apresenta
intensidades fortes e, normalmente, como dupletos. Além disto, a absor¢cao mais
intensa ¢ aquela registrada em menor freqiiéncia. As deformagdes angulares no plano

de C-H entre 900 e 690 cm™ sdo intensas. As abosr¢des de deformagdo angular no
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plano de C-C-C sio de intensidades médias e proximas a 690 cm™. Em relagdo ao
graud de substituicdo no anel fenolico, a literatura registra que anéis fenolicos para-
dissubstituidos apresentam absor¢des fortes na regido entre 860 e 800 cm .

Em relagdo ao grupo éter do anel pirano e do grupo metoxila no anel fendlico, a
literatura registra que o sistema C-O-C apresenta estiramentos assimétricos na regiao
entre 1275 ¢ 1200 cm™, podendo ocorrer desdobramentos (alargamento) da absor¢o
quando ha possibilidades de deslocalizacdo eletronica dos elétrons “n” do oxigénio.
Por outro lado, as freqiiéncias do estiramento simétrico sdo registradas normalmente
na regido entre 1075 ¢ 1020 cm™'. Assim, estas anélises realiadas por espectroscopia no

Infravermelho confirmam a proposi¢do da estrutura do fitconstituinte EE-F1 ser

centrolobina.
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Figura AIL2 — Espectro no Infravermelho do fitoconstituinte EE-F1,

isolado do extrato etanol do cerne de B. potabile.
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3. Anailises por Espectroscopia de RMN de 'H

A Figura AIL3 apresenta o espectro do fitoconstituinte EE-F1, isolado do
extrato etanol do cerne de B. potabile. O espectro registra quatro sinais dupletos
entrados em & 7,31 (J=8,8 Hz), 7,02 (J=7,4 Hz), 6,87 (J=8,8 Hz) e 6,70 (J=7,4 Hz)
correspondentes a oito hidrogénios aromaticos. (Os valores das constantes de
acoplamento, calculadas pelo espectro de RMN de 'H, sdo apresentados na Tabela
AIL1). O sinal registrado em & 4,96 pode ser atribuido a um hidrogénio hidroxilico. O
sinal duplo-dupleto centrado em 6 4,30 (J=11,5 e 2,4 Hz), correspondendo a um
hidrogénio, ¢ o sinal multipleto registrado na regido entre 6 3,46 e 3,41,
correspondendo também a um hidrogénio, podem ser atribuidos aos hidrogénios dos
carbonos ligados ao oxigénio do anel pirano. O sinal simpleto em o6 3,79,
correspondendo a trés hidrogénios, pode ser atribuido aos hidrogénios do grupo
metoxila ligado ao anel fendlico.

O sinal multipleto na regido entre 6 2,74 e 2,61 pode ser atribuido a
sobreposicao parcial de dois sinais centrados respectivamente em o 2,71 (J=11,9, 9,1 e
5,69 Hz) e 6 2,64 (J=11,9, 9,1 e 7,2 Hz) correspondendo a dois hidrogénios, pode ser
atribuido ao metileno ligado a anel fenolico. Os demais sinais na regido entre 6 1,91 e
1,32, correspondendo a oito hidrogénios, podem ser atribuidos a hidrogénios metilenos
do anel pirano. Assim, pelos dados de RMN de 'H pode-se propor que a estrutura do

fitoconstituinte EE-F1 esta de acordo com a estrutura da centrolobina.

T TN B U T R H R HHTH

WW \“;“*{Iﬁh\w ________________

o erﬂ 'JA_JMM
L A d AR W

Figura AIL3 - Espectro de RMN de 'H do fitoconstituinte EE-F1, [CDCl;, 500 MHz].
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4. Analises por Espectroscopia de RMN de °C

A Figura AIL4 apresenta os espectros de RMN de “C de DEPT-135° do
fitoconstituinte EE-F1. Pela anélise comparativa entre estes espectros e com analises
empregando técnicas em duas dimensdes de HMBC, HMQC, NOESY e COSY
(Tabelas AIl.1 e AIL2), pode-se propor que os sinais em 0 158,80 e 153,57
correspondem aos carbonos aromaticos quartenarios ligados respectivamente a
metoxila e hidroxila dos anéis fendlicos. Os sinais registrados emd 135,94 e 134,68
podem ser atribuidos aos outros carbonos aromaticos quartenarios dos anéis fenolicos.
Os sinais registrados em & 129,57, 127,16, 115,57 e 113,71, correspondendo a
carbonos aromaticos terciarios, podem ser atribuidos aqueles localizados também nos
anéis fenolicos.

Os sinais registrados em 6 79,20 e 77,30, correspondendo a carbonos metinicos,
podem ser atribuidos aqueles ligados ao oxigénio do anel pirano. O sinal registrado em
0 55,35, correspondendo a um carbono metila, pode ser atribuido ao carbono do grupo
metoxila. Finalmente, os cinco sinais registrados em o 38,33, 33,32, 32,31, 30,81 e
24,11, correspondenes a carbonos metilenos, podem ser aribuidos aos demais carbonos
presentes na estrutura da centrolobina, estando em concordancia com dados de dc

descritos para 5,6-des-hidro-4-des-O-metilcentrolobina,''* epicalixina e calixina'".
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Figura AIL4 — Espectro de RMN de >C (superior) e DEPT-135° (inferior) do
fitoconstituinte EE-F1. [CDCl3, 125 MHz]
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As Tabelas AILl e AIL2 apresentam os dados de RMN de 'H e de “C
correlacionados com técnicas em 2D HMBC, HMQC, NOESY e COSY para o

fitoconstituinte EE-F1. Os dados destas tabelas confirmam a estrutura da centrolobina,

proposta para o fitoconstituinte. Além disto, as correlagdes verificadas no espectro de

contorno NOESY entre os hidrogénios H-3 e H-7 indicam uma configuragdo 3S e 7R.

Tabela AIL1 — Dados de RMN de 'H ¢ de °C para EE-F1, incluindo dados de &
obtidos por correlagao 2D de HMQC (IJCH), e HMBC ("Jcy, n=2 e 3), em CDCls.

HMBC

Atomo 3¢ oy Jen Jen

C-1 30,8 2,64;2,71 H-2 H-3

C-2 38,3 1,86;1,71 H-3;H-1 H-4

C-3 77,3 3,44 H-2 H-7;H-1;H-5¢4

C-4 31,3 1,63;1,32 H-5,«

C-5 24,1 191;1,60  Hedy;H-deq;H-6¢ H-7

C-6 33,3 1,82;1,51 H-5.H-5¢q

C-7 79,2 4,30 H-6,« H-3;H-2”

C-I’ 134,7 H-1 H-3";H-2,H-2¢q
C-2°/6’ 129,6 7,02 H-1
C-3’/5’ 115,2 6,70 H-2’ HO(C-4’)

c-4 153,6 H-3’;HO(C-4") H-2’

C-17 135,9 H-17;H-7” H-37;H-6,

c-4” 158,8 H-3” H-2”;HO(C-4’)
C-27/6” 127,2 7,31 H-7
C-37/5” 113,7 6,87 H-2”;H-6”
CH;-O 55,3 3,85
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Tabela AIL2 — Dados de RMN de 'H, COSY-H/H ¢ NOESY para EE-F1 registrado
em CDCI15[500 MHz, TMS como referéncia interna].

Atomo ou COSY-H/H NOESY
H-1 2,71 1,71:1,86 1,71;1,86;2,64;3,44;7,02
H-1 2,64 1,71;1,86 1,71;1,86;2,71
H-2 1,71 1,86:2,64:2,71 1,86:2,71;4,30
H-2 1,86 1,71;2,64:3,44 1,71;4,30;7,02
H-3 3,44 1,32:1,86 1,63:2,71;4,30
H-4,, 1,63 1,60:1,91 1,32
H-44 1,32 1,86:1,91;3,44;1,63 1,63
H-5,, 1,91 1,63 1,60
H-5,4 1,60 1,91 1,91
H-6,, 1,82 1,51 7,31
H-6, 1,51 1,82:1,63;4,30 1,82;7,31
H-7 4,30 1,51 1,82:3,44:7,31
H-2°/6’ 7,02 6,70 1,63;1,71;1,86;2,71;6,70
H-3°/5 6,70 7,02 7,02
HO-C-4’ 4,99 6,70
H-27/6" 7,31 6,87 1,63;1,82:4,30;6,87
H-37/5” 6,87 7,31 1,51;3,85
CH;-O’ 3,85 6,87

6. Identificacao estrutural do fitoconstituinte EE-F1.

O espectro no IV de EE-F1 mostra absor¢des em 3391 e 646 cm™ podendo ser
atribuidas respectivamente as vibracdes de estiramento e deformagdo angular fora do
plano de hidroxilas. As absorgdese proximas a 3060 cm’, combinadas com as
registradas em 1595, 1490 e 1470 cm™', sugerem a presenca de sistemas arométicos na
estrutura. Desta forma, as absor¢des em 1260 e 1180 cm™ correspondem a
estiramentos C-O que, combinadas com a sabsor¢des fortes em 860 e 800 cm™,

sugerem para-dissubsitui¢cao em anéis fendlicos.



122

O espectrograma de cromatografia gasosa mostra apenas um pico, indicando
um alto grau de pureza. O espectro de Massas registra um pico intenso para o ion
molecular em m/z 312 u (C50H»403). O pico [M-18]", em m/z 294 u, e o pico em m/z
93 u indicam a presenca de hidroxila fendlica na estrutura. Por outro lado, os picos em
m/z 205 e m/z 107 u sugerem a presenca de metoxila fendlica. Assim, por estes
resultados, pode-se propor que a estrutura apresenta dois grupos fenilas, sendo um
hidroxilado e o outro metoxilado.

Os dados de RMN, combinando-se com os resultados anteriores, permitiram
propor a estrutura da centrolobina, 3-[B-(para-hidroxifenil)-etil]-7-(para-metoxifenil)-
tetra-hidropirano, para o fitoconstituinte. Entretanto, para elucidar qual geometria,
dentre as possiveis configuragdes envolvendo C-3 e C-7, corresponde ao
fitoconstituinte, foram realizadas analises por correlagdio 2D. Por NOESY, o
acoplamento entre H-3 e H-7 indicam que estes hirogénios apresentam-se
relativamente em posi¢ao Sin no anel pirano.

Assim, por estes resultados pode-se concluir que o fitoconstituinte apresenta a
configuracao 3S e 7R e pelos resultados de rotacao otica, [a]p= - 92,15° (CHCI;, 1,0 x
10° M), que corresponde a (-)-centrolobina. Esta substincia da classe dos diaril-

6

heptanoides, é muito importante biologicamente como anti-inflamatério''® e anti-

HIV'", ndo sendo isolada ainda em espécies do género Brosimum.

(-)-centrolobina
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Conclusoes



124

Pelo estudo fitoquimico de Brosimum potabile, pode-se isolar e identificar
espectroscopicamente o fitoconstituinte (-)-centrolobina, uma substancia da classe dos
diaril-heptanodides que, pela primeira vez, foi registrada em espécies do género
Brosimum.

Apesar da variacdo da concentragdo relativa de B-sitosterol e estigmasterol em
misturas esteroidais isoladas de espécies do género Brosimum ¢ em diferentes partes
das plantas estudadas sugere a possibilidade do feito tanto da presenca de metais
quanto do ar e da luz na biotransformacdo de [B-sitosterol em estigmasterol, estes
resultados ndo puderam ser relacionados com levantamento bibliografico sobre a
relagdo entre estes esterdides em misturas isoladas de espécies de diferentes géneros e
familias taxondmicas.

Os estudos tedricos mostraram um efeito da estrutura dos grupos O-
substituintes na conformagao e nas propriedades e estéricas da ramificagdo esteroidal.
Estes fatos sdo muito significativos, indicando que, para estudo do mecanismo da
biotransformagdo de B-sitosterol em estigmasterol, torna-se importante considerar o
efeito do grupo O-substituinte, mesmo este estando relativamente na outra
extremidade da molécula.

Finalmente, pode-se propor também que a desidrogenacdo do [3-sitosterol,
durante a sua bioconversdao em estigmasterol, torna-se mais favorecida no mecanismo

sin em vez de desidrogenagao anti.
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