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A esponja vermelha, coletada em Ubatuba (S.P.), na Praia da

Ribeira, fol classificada como Tedania ignis (Duéhaissaing & Mi-

chelotti) Verrill., pelo Prof. Dr. Sard da Universidade de Génova
(Génova - Italia),

A mistura esterdolica foi esﬁudada por um sistema Finnigan
de cromatdgrafo de gds (mod. 9500) - espectrfmetro de massa (mod.
1015 $/L) ~ computador (mod, 6100); e através desta anilise propo .
mos as estruturas para sels componentes, como sendo: desmosterol;
colesterol (componente mais abundante) : brassicasterol;‘22,23*dii
drobrassicasterol; estigmasterol ou poriferasterol e 8—§it6sterol.

Foram feitos estudos, por espectrometria de massa; dos deri .
vados do colesterol com substituintes no anél A do esqueleto este

roildal. Algumas das fragmentagoes foram cénfirmadas por "MIKES®

(Espectros de energia cinética dos Ions analisados por massa) .



Abstract

2,

A red sponge collected on the Ribeira beach in Ubatuba, 830

Paulo, was.classified as Tedania igniﬁ (Duchaissaing and Miche-
lotti) Verrill,, by Professor Sarda of Génova University, G8nova,
Italy,.

This sponge was extracted with varicus organic solvents,
The fractions containning sterols were then studied by gas chro-
matography (Finnigan 90500) coupled with mass:spectrometry (Fin-
nigan 1015 $/L) coupled with a computor - (Finnigan 6100). On this
basis, it was posgsible to identify the following sterols in the
mixture: desmosterol; cholesterol (the most abundant CO@ponent);
brassicastérol; 22,23"dihydrobrassicasterol; Stigmasterél or
poriferasterol and B~sitosterol.

A mass spectra study of six cholesterol derivatives with
substitution in the A ring was alsc undertaken. The effect of
substitution on the fragmentation pattern is discussed, .In sev-
eral cases, the fragmentation was also studied by MIKES (WM

Analyzed Ton Kinetic Energy Spectra),
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I. Introducgac

A quimica das substancias derivadas de plantas, fungos e
bactérias tem recebido, durante varias decadas, uma atengao muito
grande dos gquimicos de produtos naturais. Com a crescente neces-
sidade de se obter substfncias de interesse econdmico ou bioldgi-
camente ativas, had atualmente, numerosos estudoé sobre a ativida-
de quimica das substéncias obtidas a partir da imensa variedade

da fauna e flora marinhas.

Devido &s condigOes biossintéticas, do meio ambiente mari-

nho, serem totalmente diferentes daquelas encon%radas em terra,
esta diferenca fundamental devera favorecer a descoberta de novas
substancias com grandes propriedades benéficas. Além disso, mui-
tos organismos marinhos mantiveram ou adguiriram um estagio evolu
tivo diverso daguele atingido por plantas e animais terrestres au
mehtando as possibilidades de descoberta de novas atividades bio-
16gicas e de substdncias ainda desconhecidas.

Un dos maiores problemas que os qulmicos de produtos natu-
‘rais marinhos enfrentam & aﬁdificuldade de idenﬁificar 0s organis
mos marinhos dos quais os compostos sdo obtidos. Isto & particu-
larmente verdadeiro para a identificagao das esponjas, ja que os
taxonomistas, freqﬂenfemente, falham ao fazé—lal.

As esponjas constituem o filo Porifera, que & o mais primi-
tivo dos animais multicelulares. Sua natureza animal foi reconhe
cida em 1765, mas seu lugar no Reino Animal continuou incerto até
cerca de 1857. Nao apresentam verdadeiros tecidos ou 6£gaos, e

as células apresentam considerével grau de independéncia. Todos

os membros deste grupo sao sésseis e exibem movimento muito pouco

detectéve12'3. ‘



A maioria das esponjas & marinha, vivendo da linha de maré
baixa até profundidades de 6000 metros, em forma de colénias. Al
gumas sao de coloragao cinzenta ou pardé, outras sao brilhantemen
te vermelhas,. aléranjadas, azuis, violaceas ou pretas. Ha somen-
te uma familia na agua doce’. O esqueleto interno de sustentagio
pode ser de espiculas cristalinas ou fibras irregulares de espon-
gina, ou ambas, porém sempre presente.

A classificagao das esponjas tem sido uma tarefa dificil pa

ra os taxonomistas de invertebrados. Para a finalidade desta in-

trodugao, podemos classifica-las® em:

Classe 1

Calcirea (Calciospongiae). Esponjas calcareas. Apresentam
espiculas calcareas; monoaxiais ou com 3 ou 4 raios. A superfi-
cie do corpo cerdosa, cores apagadas e geralmente com menos de 15

cm de comprimento.

Classe 2

Hexactinellida (Hyalospongiae). Esponjas de vidro. Apre-
sentam espiculas silicosas; com 6 raios (hexactinas), separadas

ou unidas em rede, alguns esqueletos assemelham-se a fios de vi-
dro. A massa do corpo, geralmente cilindrica ou em forma de fu-
nil; sem epité&lio na superficie e coandcitos somente em  camadas
4digitiformes; compr imento de até um metro. Sao exclusivamente ma

rinhas 3 profundidade da linha de maré baixa até 6000 metros.

Classe 3
\

\

Demospongiae. Apresenta esqueleto de espiculas silicosas

ou de esponginas, ou de ambas e pode até mesmo estar ausente. As

espiculas guando presentes sao de 6 raios.

X



A. Revisao do constituinte esteroidal das esponjas

Os esterdis compreendem um grupo de produtos naturais que
tém como esqueleto base, um esqueleto tetraciclico substituido(l).
0 esterol mais abundante, de origem animal, & o colesterol (2).
Muitos outros estiao relacionados estruturalmente a 2; e entre es-
ses éstao aqueles que foram extraidos de invertebradbs marinhos.
Estes esterdis sdo produtos metabolizados através de processos

bioldgicos, e capazes de se transformarem em outras substincias

necessarias a vida dos organismos. Alguns deles 530 utilizados

como materiais de partida para as sinteses de hormdénios esteroi-

dais farmacologicamente ativos.

A quimica da esponja comegou com © trabalho pioneiro de

4 - . . .
Bergmann sobre os esterois da esponja Microciona prolifera. Deg

de entao, as esponjas foram reconhecidas como constituintes da
maior variedade de esteréis do Reino AnimalS. Em 1972, surgiram
as modernas reinvestigagOes sobre os esterdis das esponjas confip
mando-se a complexidade da composigao esteroidal no filo e desco-
briu-se esterdis totalmente novos.

Na Figura 1 e Tabelg 1 estao os esterdis "classicos" (isola
dos das esponjas), que tém o nicleo tetraciclico com 19 Ztomos de

carbono e a cadeia lateral com 8 dtomos de carbono ou modificada



(13)3(249),

AS

(14); A7

(]5)- AB(B)
(16):(245) AR?
(]7); Azu(zs)
(18)s a7

(19); AT 22
(20)3(245), 45> 22
(21); A5 2ut28)

(22)5(200),

Figura !. Esterois

"classicos"

pS 17022

encontrados nas esponjas.

(23);

(24):5(2 AR) A®
(25)5 A7

(? ). AB[B)
(27); 857
(28);(24R), 8% *°
(29);(2AR), ATI®?
(_Q); pASr2u(28)
(31); AB 7122

Ns nomes slstemalicos

e as referéneias a literatura cientifica estao apresentados na Tabe-

ia 1.
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pela adigao de um ou dois atomos de carbono em c-24°,

Em 1972, Erdman e Thomson’ aludiram i reinvestigagao dos es

terdis das esponjas Cliona celata e Hymeniacidon perleve. A Clio
na celata continha uma mistura de 8 esteréisé colesterol (2, com—
ponente predominante); 24-norcolesta-5,22-dien~38-01(4); 22~dei-
drocolestercl (9); 24~metilenocolesterol(g£); brassicasterol(20);
22,23-diidrobrassicasterol(13); poriferasterol(28) e clionasterol

(23). Em Hymeniacidon perleve, o colestanol(5) era o esterol pre

-

dominante, acompanhado de mais sete esterdis em quantidades meno-—

res, incluindo trés novos estandis marinhos: 24-norcolesta-22-en-

38=-01(3); 22-deidrocolestanol(6) e 24—metilenbcolestanol(EZ).

Uma analise dos esterdis da Axinella cannabina, pelo grupo

8 . . .
de Fattorusso ™, revelou a presenca de guinze componentes incluin-

do esterdis 7, 8, 10, 11, 12, 14, 15, 18, 19, 22, 25, 26, 27, 31;

Juntamente com o colesterol (2%). Encontraram também uma mistura
de 5,8-perbxidos, dos guais o 5,8~epidioxicolesta—-6,22-dien-38~

ol;L

2(;%) era de maior quantidade. Sheikh e Djerassi13 isolaram
uma série de 5a,8a-perdxidos (33.a até 33.d) juntamente com Z-24-

propilidenocolesta-5~en-3B-0l(34), da esponja Tethya aurantia.

Todas as espécies Verongia estudadas continham, como compo-

nentes principais, dois novos esterdis designados aplisterol (35)

e 24,28-~dideidroaplisterol(36), com um padrdao de alquilagao "“nor-
mal' da cadeia lateral em C-24 e uma adigéo "extra" de um grupo
mééila em C-26. Outros estéréis, sem o grupo metila em C-26, tam
bém foram ercontrados em menor quantidade (1% dé conteido esterd-
lico) em quase todas estas espécies.

Outro padrao de alquilagéo da cadeia lateral foi encontrado

no esterol denominado calisterol, componente principal da esponja

Calix nicaensis. A estrutura (37) do esterol foi proposta pelo




33.a; R=H?
. p= —CH3 p?22
33-b, R"“ \H j
24 (28)
33.c; R=CHy 4 B

33.d; R= CHCHj

grupo de FattorussolS, baseando-se nos dados espectroscopicos (EM
e RMP) do acetato e nas degradagoes quimicas. O mesmo grupo tam-—
bém descobriu dois outros ésteréis novos, (38) e (39); este Glti-
mo & o primeiro exemplo de um esterdide com fungao acetilénica.

O componente esteroidal da Axinella polypoides € uma mistu-

ra de estandis tendo o nucleo 19-norcolestancl (40} com cadeia la-

teral saturada e C7(24~no;), C8’ C9 e ClO mono—insaturadals.

: 17 = z . -
Axinella verrucosa ' contem uma serie de estanois cOm um nu




HO (35), aplisterol

HO (36); 24,28~dideidroaplisterol

HO (37); calisterol

Y

<

HO 39

.‘.

cleo 3B~hidroxi-A-nor-5a-colestano(4l) e a cadeia lateral com Cg,

cC

g € C

107
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a; R =H, 24-nor
b; R =H
e} *“{-fbie

! d; R = Et

£l (40) g;erii)Azz{rans
£ R ﬂMe,Azrtr‘anS
g R = Me)Azu(ze) |
h; R-= Bt A22-trans
a; R =H
b; R = e
c; R =Et, a22
d; R=H , A??

e; R=Me, p22

Recentemente foi relatada a ocorréncia de um nuamero de deri

vadog de pregnana na mistura esterblica isolada da esponja Hali-

18

clona rubens Esta esponja contém (42); 3B,208-dihidroxi-178-

pregn*S-enq(gé) e 3B,20a-diidroxi-178-pregn-5-~enc (44} Jjuntameunte
com outros ceto-esterSis ainda nao identificados. Esta € a pri-
meira comunicag¢ao da 5corréncia de esterdis livres derivados  de
pregnana no ambiente marinho.

Da esponja Petrosia ficiformis19 isolou-se o esterol 23,28~

cicloestigmast—5-en—-38-01{45, componente mais abundante) denomina

do petrosterol. Sua estrutura difere daguela do calisterol (37)
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OH

HO
(42)

HO (43)

W OH

HO (44)

somente pela auséncia da ligagao dupla em C23 24"
’ r

(45)

Estoriferasterol(46) & um novo esterol marinho, com uma 1li-

gagao dupla na cadeia lateral, isolado da esponja Jaspis stolife-

ra. Sua estrutura & baseada no RMN e espectrometria de massa

%,

(fragmentagdes caracteristicas dos esterbis com insaturagao no Cg

e na cadeia lateral)zo.



HO (46)

B. Cromatdgrafo de gas acoplado ao espectrdmetro de massa na ana-

-

lise de misturas esterdlicas extraidas de tecidos vivos.

A cromatografia gasosa, por si sO, & capaz de detectar, se-
parar e caracterizar parcialmente os compostos, usando-se quanti-
dédes extremamente pequenas. Por outro lado, a espectrometria de
massa pode proporcionar informagoes estruturais, também com guan-—
Itidades minimas. A associagao destas duas técnicas constitui um
dos sistemas mais uteis na identificagﬁo de com?ostos, presentes
nas misturas bem complexas, fanto naturais quanto'sintéticas.

O sistema basico de um CG-EM consiste de varias partes. As
fundamentais sio: o cromatdgrafo de gas (A) e o eséectrémetro de
massa (C) (Figura 2). Existe uma diferenca de pressao bastante
alta entre estes dois sistemas. O cromatdgrafo de gas (A) opera
a uma pressio de aproximadamente 1 atmosfera (760:Torr). Por ou-
tro lado, o espectrometro de massa (C) opera a pressao na  faixa
.c'ie‘l()“6 a 10_4 Torr. 'Por esta razao, é necessario uma interfase
(B) entre os'dois sistemas. Em geral, a interfase reduz a pres-

sao utilizando-se o principio da diferenga na velocidade de efu-

éos moleculares diferentes® :

s3o das moléculas, com pe

]

er

nfq <
fd

1.2



oo e e mm e e e T mom 4T T T mm T e e T
| |
I | cromatdgrafo N espectrometro ;
; Finnigan 9500 3 J ‘lde massa ;
, —T separador Finniaan 1015 S/L|
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interfase

ADC-DAC

ﬂ

disco | emrr——r—= ComDUtadOY‘
memoria Finnican 6

100

D

‘te1etipo

E=Registrador potenciométrico para CG.
“““““ Limite de zonas aqguecidas.
wmewee=h  Caminho da amostra.

"——— Caminho das dados.

CRT= Tubo de raios catodicos.
ADC= Conversor analogo ao digital.
DAC= Conversor digital ao analogo.

CRT

entrada
direta da
amostira

Figqura 2. Diagrama esquematico de um sistema CG-EM-Computador.
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Assim, se o gas de arraste & o Hélio (P.M. = 2), a velocidade do
efusac dele serd muito maior que a velocidade de efusdo de qual-
guer outro gas de um composto organico. O resultado & que, usan-
do-se um sistema de bombardeamento répido,.podeuse concentrar a
amostra em relacao ao gis de arraste, e ao mesmo tempo reduzir a
pressac total.

A técnica CG-EM tem sido extensivamente utilizada no estudo
das composigoes esteroidais de animais marinhos, bem como nés es

tudos biossinteticos. Por exemplo, a esponja marinha Axinella

cannabina8 continha pelo menos 16 esterdis quando analisados por
CG~EM. Primeiramente, a mistura esterdlica féi acetilada e a se
guir foi cromatografada numa coluna dc A1203 - AgNO3 (2:1). Fo-
ram isolados trés componenteé puros {2, 7, 1l4) na forma dos seus
deiivados acetatos. Devido & complexidade da mistura, foram sele
cionadas cinco fragoes -da colunarcromatogréfica de A1203—AgNO3,e

estas foram examinadas p or CG-EM (Figura 3). Outros treze compo

i

It

1 teection 1-2

fraction 3
Milgy! :

v

] ¥
Wy

Reeerdpr  response
Recorder ressonse

k] ¥ T ¥ 1 3 1 7 . T T T L ¥ T ] & T T T T ¥ ¥ ¥ T T L B T

i E 30 i@ 3 28 10 min Hl 50 80 8 " 20 10 mie
il

resnense

R4 fraclisg 6-7

Recordar response

Racarder

7T T ¥ 1 ¥ [ T ¥ + 177

4] 50 40 30 28 0 mis

.+ Recorder  responsy
,

Flgura 3.Cromatograma de gas em SE 30(3%) dos acetatos do este-
rol obtidos apos uma separacao preliminar por coluna
cromatografica de Al 503~ !\gNO3.
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nentes foram identificados, através das analises dos seus deriva
_dos acetatos, baseando-se principalmente nos padroes de fragmen-
tagdes comuns dos esterdis e comparados com aqueles de amostras
auténticas., * |

Como podemos notar,o método de cromatografia liguida de

baixa pressio, além de ser trabalhoso nao & muito eficiente,prin

cipalmente quando se trata de uma mistura esterdlica tao complexa

Por outro lado uma selegao, das colunas utilizadas e das  condi
¢Oes ideais de overagao do cromatborafo de gas, proporciona uma
separagéo-bastante razoavel permitindo a identificacao de cada
componente através da andlise dos espectros ée massa correspon -

dentes a cada pico do cromatograma de gas.

Ll



1I. Objetivos

A extensa pesquisa de Bergmann4 sobre os esterdis das espon
jas foi iniciada antes da introducao de eficientes métodos croma-
tograficos. Ele sabia que muitos dos dados acumulados, provavel-
mente, se referiam 4 mistura de esterbis e nao aos compostos pu -
ros. Tendo—-se em mente esta dificuldade de separagéé dos este-
rois das esponjas, decidimos iniciar o estudo da mistura esteréli

ca da esponja Tedania ignis com trés objetivos principais:

a) Usar a técnica de cromatografia gasosa acoplada & espec-

trometria de massa (CG~EM) para comprovar a existéncia e o niimero

de esterdis na Tedania ignis;

b) Verificar a presenca ou nao de esterdis totalmente novos,
.dévido ds condigoes do meio ambiente serem totalmente diferentes
daquelas esponjas ja estudadas (geralmente do Mar Mediterradneo e
Oceano Pacifico);

c) E propor uma estrutura para os esterdis encontrados.

b WA



III. Parte Experimental

A. InformacOes gerais

L]
Os reagentes e solventes utilizados foram produtos analiti-

camente puros das marcas Fischer, Merck e Carlo Erba.

Os pontos de fusao foram determinados em um instrumento Met
tlex FP5 acoplado ao microscopio FP52, da Carl Zeiss,

As cromatografias em camada delgada”foram feitas utilizan-

do-se silica gel G ou HF,., Merck A.G. suspensa em agua destilada

e distribulda em camada de 0,25 mm sobre placas de 5 x 20 cm, 10x
20 cm ou 20 x 20 cm, utilizando~se um aparelho Quickfit. BAs pla-
cas preparativas fofam feitas da mesma maneira utilizando-se si-
2547 distribulda em camada de 1,00 mm. Essas cromatogra-

fias foram reveladas em lampada ultravioleta Gelman—Camag (254

lica PF

nm), ou entao vapor de iddo ressublimado.

As cromatografias liguidas em coluna foram feitas utilizan-
do-se silica gel (0,05-0,20 mm) para cromatografia. O didmetro e
comprimento das colunas ae vidro utilizadas variaram de acordo
com a quantidade de adsorvente utilizado.

Os espectros de absorcgac no infravermelho foram feitos em
pastilhas de KBr (1:100), em um instrumento Perkin-Elmer modelo
337. Foram utilizadas como referéncia as absorgdes em 1601 ot
e 1028 cm“l, de um filme de poliestireno.

Os éspectros de ressonancia magnética protdnica, foram obti

dos com um instrumento Varian mod. T-60, usando-se TMS como refe-

ou CCl, como solvente.

3 4

Os espectros de massa foram obtidos. com um sistema Finnigan

réncia interna., Utilizou-se CDCl

resumido a seguir.

4
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Resumo da instrumentacao CG-EM (Figura 2)

Cromatdgrafo de gas (CG). Cromatdgrafo Finnigan mod. 9500

2 colunas de vidro Pyrex, em forma de U e 2m X 2 mm de ¢i, em
paralelas acopladas a 2 detectores:
a) Detetor de ionizagao de chama:
Temperatura do detetor: 280%
b) Deteccao por espectrbOmetro de massa
Fase estacioniria: 3% de OV-17 )

Suporte solido: Gas Chrom Q 60/80 mesh

Gas de arraste: Hélio (He)

Fluxo: 30 ml/min

Temperatura das colunas: programada entre 200—2500, com velo-
cidade de 20/min. Ao término da programacao a temperatura foil
mantida no limite superior,

Quantidade injetada: 2 ul (5 mg da mistura/l‘ml de solvente).

Separador: Separador de vidro, a jato, de um finico estagio.

Espectrdmetro de massa (EM). Espectrdmetro Quadrupolar Finnigan
~mod. 1015 S/L. |
Energia idnica: 20 e 70 eV
Corrente ibnica total: 300 pA
Sensibilidade: 1077 A/mv

Computador: Finnigan mod. 6100

Teletipo: mod. TTY SET

Ploteador: "Zeta Plotter" - série 100

B. Coleta e identificacao das esponjas

A coleta foi feita no més de setembro de 1975, pelos Prof.

Dr. Luls Bravo (Quimica},Prof. Dr. Pierre Montouchet (Biologia),

18



L.F. Lembo Duarte (Biologia) e E.H. Morgado (Biologia), na ensea-
da do Flamengo, Praia da Ribeira, ao sul da cidade de UBatuba no
estado de Sao Paulo a baixa maré. As esponjas vermelhaé foram
cortadas da rocha com uma espadtula, & linha da maré baixa e foram
semi~congeladas numa caixa de isopor para serem transportadas até
a cidade de Campinas (Unicamp). Na Unicamp, elas ficaram estoca-
das durante cinco dias no congelador (Freezer).

As esponjas foram trituradas num moedor e colocadas em ban-

dejas proOprias do liofilizador "Stokes Freeze Dryer. Equip. Div.
Pennsalt Chem. Phila.", do ITAL (Instituto Tecnoldgico de Alimen-
tos). As esponjas foram liofilizadas duranté 36 horas, até atin-
gir uma temperatura final de 15°¢.

A clessificac¢ao destas esponjas foi feita pelo Prof. br. M.
Séré'da Universidade de Génova em It&lia. Assim, ele  confirmou

que esta esponja &€ a Tedania ignis que pertence a classe Demos—

pongiae.

C. Extracao

Para o inicio do trabalho foram repartidas aproximadamente
trés kg de eéponjas liofilizadas em deis recipientgs, devidamente
cobertos com papel escuro, da seguinte maneira:

Recipiente 1: 1500 g de esponjas liofilizadas

Recipiente 2: 1435 g de esponjas liofilizadas

Foram feitos 3 extratos: um com eter de petrdleo, outro com

acetona e outro com cloreoformio-metanol (2:1)

5
S

1. Extracao com céter de petrdleo

As esponjas (2935 g) liofilizadas foram extraidas com éter

1o



de petrdleo, a temperatura ambiente, em 5 etapas conforme indica

a Tabela 2.

Tabela 2. Extracao com éter de petrdleo (30°-40°)
labela -

da esponija Tedania ignis.

Quantidade de éter Tempo de
de petroleo-P.A. extragao
/litros (dias)
la. etapa 28 . 8
_ *
2a. etapa 21 5
*
3a. etapa 21 ' 5
*
da. etapa 20 7
*
5a. etapa - 20 3

*
incluindo solvente recuperado da etapa anterior

Apds cada extragao o solvente foi evaporado em um evapora-
dor rotativo.
Obteve-se 91,5 g de um material pastosc, vermelho-escuro,

denominado extrato éter de petrbleoc (TEP). O espectro no infra-

vermelho deste extrato (Figura 4) apresenta picos nas regices ca-
racteristicas para hidroxila e estiramento C-H para hidrocarbone-

tos.

2. Extragcao com acetona

ApOs a eliminagac do éter de petrbdleo das esponjas do reci-
piente 1 (1500 g de esponja), prosseguiu-se & extragdc com aceto-
na. A extragao foi realizada em 5 etapas, a temperatura ambiente,

conforme a Tabela 2.
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Figura 4. Espectro nmo I.V. do extrato cter de petrolec (TEP).

Apds a concentragao a baixo vacuo, no.evaporador rotativo,
resultou uma massa oleosa marron—-escuro, que fol submetida a uma
extragdao de partigao com &ter etilico e agua destilada (3Ivezes),
conforme o Esquema j.
| Obteve~se 18,1 g de extrato etéreo/acetdnico, marron-escuro,
denominado TA. wO espectro de absor¢ao no infravermelho e apresen

tado na Figura 5. O espectro apresenta picos nas regioes caracte

risticas para carbonila, hidroxila e estiramento C-H de hidrocar-

bonetos.

3
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Tabela 3. BExtragao com acetona da esponja Tedania ignis

(residuo da extragio com éter de petrdleo).
Quantidade de Tempo de
' acetona ~ P.A. extracao
/litros {dias)
la. etapa 8 lQ
*
2a. etapa g 10
*
3a. etapa 8 8
*
4a. etapa 8 19
* -
5a. etapa 8 7

*

incluindo solvente recuperade da etapa anterior

Esquema 1

Extrato acetdnico

particao com éter etilico

+ agua destilada

Fase etérea

anidro

Extrato etéreo/
acetdonico ('TA).
18;1 g

1. secagem com Na2804

2. evaporagao

Fase adquosa

{abandonada)
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Figura 5. Espectre no 1.V. do extrato acetonico (TA).

3. Extracio com cloroformio-metanol (2:1)

Apds a eliminagao do éter de petrdleo, a extracao foi pros-
seguida com clorofdrmio-metanol (2:1), para o recipiente 2 (1435
g de esponja). A extracgao foi feita em 4 etapas conforme a Tabe-

lc':l 4' \

y

Apés a évaporagéo do solvente, no evaporador rotativo, re-

¥
sultou uma pasta escura, que recebeu o tratamento resumido no Es-

'



Tabela 4. Extragao com clorofbrmio-metanol (2:1) da esponja

Tedania ignis (residuo da extragao com éter de pe

trdleo).
Quantidade de clorofdrmio- Tempo de
metanol (2:1) - P.A. extragao
/litros {(dias}
la. etapa 8 - . 7
. _
2a. etapa .8 12
* -
3a. etapa 8 15
: *
4a. etapa 8 150

incluindo solvente recuperado da etapa anterior.

quema 2
Obteve—se 42,4 g do extrato clorofdérmio-metanol (2:1)/fase
etérea, e o seu espectro de absorgao no infravermelho & apresenta
do né Figura 6.f O espectro apresenta picos caracteristicos na fg
giéo de-hidfoxila, carbonila e estiramento'C~H de hidrocarbonetos.
No Esquema 3 apresentamos um resumo dos tratamentos a que

as esponjas foram submetidas.

D. Isolamento do constituinte esteroidal do extrato TEP

O estudo preliminar do extrato éter de petréleo (TEPD) foi
feito através de cromatografia gasosa do extrato bruto. Esse tes
te preliminar nos indicou que o extrato continha os esterdis.

O extrato foi submetido a uma saponificagao para obter 0s
esterdis da parte nao sapénificada.

A saponificagao foi feita com 39,0 g do extrato TEP, adicig

nando~se 700 ml de solugao metandlica de KOH (10%). Deixou-se a



Esguema_g

Fase eteérea

Extrato CHC1

(2:1)- Fase etérea

Tedania ignis
. Extrato CHC13-M@OH (2:1)
partigac com éter etilico
+ agua destilada
Fase aquosa
1. secagem com Na,S0, extragao com
anidro AcOEt
2. filtragéao
3. evaporagao Fase aquosa
3~MeOH
42,4 g
Extrato CHC13—MeOH
Fase ACOEL
lavagem com
n-butanol
Extrato CHCI3-MeOH ‘ Fase agquosa

Fase n~butanol

{abandonada)



Esquema 3

Tedania ignis

Esponjas congeladas |

liofilizagao

Esponjas liofilizadas

extragao com éter de

petrdleo
[Extrato TEP Esponjas
91,5 g
extragao com extragao com
acetona CHCl3—Me0H
_ ] | (2:1)
solugao acetdnica ! ,
solugao CHC1 ,-MeOH

1. evaporagao
- 2. particao éter etilico

+ agua destilada

.

Extrato TA

1. evaporagao

2. partigao éter

18,1 g
etilico + agua
destilada
Extrato CHClgwMeOH IFase aguosa

(2:1)~ Fase ectérea

extracgao com

AcOEt
4
Fase aguosa
EBxtrato CHC13—MeOH n—butanol
(2:1) - Tase AcOEt

= Extrato n-butanol
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Figura 6. Espectro de I.V. do extrato CHClB/MeOH {(2:1).

solugao em refluxo durante 6 horas. Apds este periodo de refluxo,
evaporou—-se © solvente, em-evaporador rotativo, e adicionou-se a-
gua destilada para fazer partigao com éter de petrdleo e benzeno,
varias vezes. Estas solugdes foram combinadas e lévadas com agua
até que a solugao agquosa se tornasse ﬁeutra {(Esquema 4 ).

0 extrato da parte nao saponificada TEP(I)}, foi fracionado
através de cromatografia em coluna de silica gel, com as seguin-
tes condigoes: '

quantidade de silica gel: 450 g

altura da silica gel na coluna: 60 cm



Esquena 4

Tedania ignis

Extrato TEP
' l

saponificagao

particao éter de petroleo {(ben-

zeno) + agua destilada

s Ly

solugao aquosa naoc saponificada

(saponificada) 1, secagem com Na, 80,

2. evaporagao

|lextrato eéter de petrdleo(Il)

diametro internoc da coluna: 4,5 cm

guantidade do extrato: 10 g.

Iniciando-se a eluigao com hexano, aumentou-se a polaridade
misturando-se CHzcl2 ac hexano nas seguintes proporcodes: 1%, 2%,

5%, 10%, 20%, 50%, 100% de CH2C12. Em seguida o CH Cl2 foi mistu

2
rado com MeOH nas proporgSes de 10%, 30% e SO%Ide MeOH.
Coletou-se 307 fragbes de 250 ml cada uma. As fragGes foram
agrupadas conforme serapresentaram na cromatografia em camada del
gada de silica gel (Tabela 5).
) Foram separadas duas fragoes para um estudo mais detalhado.
Estas foram EPI-A (fracgdes 182-202; 1,270 g) e EPI-B (fragces

203-238; 3,060 g}. Cada uma foi cristalizéda e recristalizada em

benzeno/metanol. Obteve—ée cristals transparentes e bem brilhan-

tes. A fragao EPI~A nos forneceu 0,950 g de composto cristalino,

de ponto de fusao lBl,O“lBG,OOC, e a fragﬁo EPI-B nos forneceu

24G



Tabela 5. FragOes agrupadas da cromatografia
liquida em coluna do extrato TEP(I),

da esponija Tedania ignis.

2

Fragoes agrupadas Peso (gramas)
1~6 0,215
7-8 0,383
9-13 0,101

19~45 0,029

49-114 " 0,065

115-157 0,050
158~181 0,431
182-202 1,270
203-238 3,060
239-257 _ 0,256
258-301 0,589
302-306 0,196
307 : 1,390

2,245 g de composto cristalino, de ponto de fusao 133,5—138,000.

E. Isolamento do constituinte esteroidal do Extrato acetonico

Inicioﬁ—se o estudo do extrato acetdonico por meio de croma-
tografia em camada delgada de silica gel, usando-se diferentes
sistemas de solventes. Baseando-se nos resultados das placas, de
Cidiu-se fazer um fracionamento preliminar, por cromatografia em
coluna de silica gel.

O extrato acetbOnico (TA, 18,1 g), marron-escuro, foi dividi

, \
do em duas porg¢oes: uma de 11,0 g e outra de 7,1 g. Cada porcao

foi fracionada em coluna de silica gel, com as seguintes condi~

coes:
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difmetro da coluna: 4,5 cm

altura da coluna de silica gel: 70 cm

gquantidade de silica gel na coluna: 450 g.
Iniciou-se a gluigao com cloreto de metileno. A partir da fragao
45 aumentou-se a polaridade misturando-se metanol ao cloreto de
metileno nas seguintes proporcgdoes: 1%, 5%, 10% e 50%7

Foram coletadas fragoes de 250 ml cada uma e agrupadas con-
forme se apresentaram na cromatografia em camada delgada de sili-

ca gel. As fracgoOes semelhantes, conforme as placas analiticas de

ambas as colunas, foram combinadas (Tabela 6).

E.1. Estudo da fracao TA-D

Iniciou-se o estudo da fracao TA-D (0,651 g) (Tabela 6) por
meio de cromatografia em camada de silica gel, utilizando-se dife
rentes sistemas de solventes,

A partir éos dados das placas analiticas, decidiu~se fazer
cromatoérafia em placa preparativa; utilizando-se benzeno/éter e-
_tilico (15%) como eluente e aplicando-se aproximadamente 100 mg
do composto em cada placa. Destas placas foram obtidas duas fai-
_ xas.principais (f-1 e £-3), sendo f-1 a faixa mais polar.

ba faixa f-1 obteve-se um composto branco, que foi recrista
lizado em hexano/metanol, dando-se cristais brilhantes em forma
de agulha (40,6 mg), denominado D/B, ponto de fusioc 132,0-139,0°C.

Com a faixa f—3‘(0,137 g) foram feitas placas analiticas em
varios solventes e a partir dos resultados das placas decidiu-se
fazer cromatografia em coluna de silica gel. Utilizou-se benzeno
como eluente e aumenteu-sé a polaridade gradativamente com aceta-~
to de etila. As fiagaes semelhantes foram agrupadas e o solvente

evaporado.



Tabela 6. Fracionamento do extrato acetonico (TA) da esponja Tedania ignis.

Fracoes Fracoes . ~ Pesos Col ~
Eluentes coletadas combinadas Denominacao () cloragao
cloreto de meti- G a 45 0-2 0,359 laranja
leno 34 0,356 vermelha
' 5-15 0,251 verme lho-
e5Ccuro
16-29 TA-D 0,651 creme
30+45 _ " 0,100 verde
cloreto de meti- 45 a 56 46-53 0,384 marron
leno-metanol (57) 54-56 TA-G . 5,177 preto
cloreto de meti- 57 a 66 57-63 0,733 preto
leno~metanol(103%) 64-68 7,050 preto
cloreto de meti- 67 ~ 68 - - - -
leno-metanol (50%)
Total =
15,064y

(=) guantidade retida na coluna.

0 composto creme obtido foi recristalizado em hexano/meta-
nol, dando-se cristais transparentes, finos e bem brilhantes. Es

te composto (60 mg) foi denominado F~3, ponto de fusio 132, 0~

135, 0%%.

F. Caracterizacao dos esterdis

Foram empregados testes de coloragao, cromatografia gasosa,
estudos espectroscopicos, preparacao do derivado e finalmente cro
matografia gasosa acoplada a espectrometria de massa para a carac

terizagao dos esterdis D/B, F-3, EPI-A e EPI-B.



a) Teste de coloracao. Para este fim, utilizou-se a reagao

de Liebermananurchardzz.

Dissolveu~se cerca de 1 mg de esterol em 0,5 ml de clorofﬁ;

. . ® ~ . s . ‘ .
mio. A esta solugao adicionou-~se, sucessivamente, 3 gotas de ani
drido acético e 1 gota de acido sulflrico concentrado. A solugao
imediatamente adguiriu uma coloragao vermelha gue passou para a-—
zul e em seguida verde. Esta & considerada uma reagao  positiva
dos esterdis.

-

Os quatro compostos testados deram resultados positivos de

esterol. o

b) Cromatografia gasosa

Um estudo destes compostos, no cromatégrafo de gis, foxqem
ceu cromatogramas onde os quaitro compostos apresentavam o mesmo
nimero de picos e tempos de retengao idénticos (Figura 7). Entao,
decidiu-se reunir estes esterbis e denominou-se mistura esterdli-

ca da Tedanla ignis.

~c¢) Dados espectrosclpicos

O espectro de absorgido no infravermelho da mistura esterdli

KBr -1,
max(cm- }: 3420,

2950, 2860, 1470, 1380, 1340, 1050, 960, 840 e 800. O espectro

ca (Figura 8) apresentou as seguintes absorgoes; v

de ressonancia magnética protdonica da mistura esterdlica (Figura

9): & (60 MHz; CDCl): 0,70(s), 0,90(s), 1,04(s), 3,50(m), 5,40 (m).

d) Obtencao do derivado

Acetilagdo da mistura esterdlica: Dissolveu-se 40 mg da mis

tura esterdlica em 4 ml de piridina adicionando~se a seguir 4 ml

de anidrido acético. A reagao foi deixada a temperatura ambiente
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Figura 7. Cromatoprama da mistura esterolica da Tedania igmis,
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por 20 horas.

A mistura adicionou-se uma solugao de acido sulflrico 2N,
formando-se um precipitado branco. Durante a adigao do acido, a
solugao foi mantida em banho de gelo. A solugao foi extraida trés
vezes com clorofOrmio e as fra¢otes combinadas foram lavadas com
uma solugao de acido cloridrico 1IN para eliminar a piridina. Fez-
se a secagem da solugao com sulfato de sddio anidro. O solvente
foi evaporado a pressao reduzida, num evaporador rotativo, forne-

-

cendo um residuo gue foi submetido a uma coluna cromatografica de
silica gel (0,05-0,20 mm), coletando-se fragées de 10 ml cada.

As fragaes foram agrupadas conforme a placa analitica. Ob-

teve~se 39,4 mg do acetato da mistura esterdlica. Ponto de fusao

KBr
max

): 2950, 2850, 1715, 1470, 1370, 1250 e 1040; espectro de

123“13306; espectro de absorgac nho infravermelho (Figura 10; v
(cm“l
ressondncia magnética protdnica (Figura 11); 6(60 MHz; CCl,): 0,70

(s}, 1,00(s), 1,95(s), 4,50(m), 5,40 (m).

G. Estudos com CG acoplado ao EM

A_mistura.esteréliéa foi.separada com sucesso aplicando-se
o cromatdgrafo de gas. Apbs uma separagao preliminar usando-se o
detetor de ionizagao de chama, as mesmas condig¢Ces foram aplica-
das para uma analise através do acoplamento entre éromatégrafo de
gas e espectrdmetro de massa.

A cromatografia auxiliar deve ter as mesmas condig¢oes dague
la acoplada ao espectrOometro de massa, porgque apos ter sido deter
minada as condigdes ideais de operagio, as minimas variagoes afe-
tam a separagao dos picos de uma mistura bem coﬁplexa. Os. injeto

res usados devem ser interiormente cobertos de vidro para evitar



S

3.0

6.0

50

2000

0

15

4.0 MILRONS

2500

MICRONS

N

c

et

3000

3500

1000

8.0

00

A000

700 600 500 400

300

800

1200 100

13

Ch 1

<

FREOL'ENCY

do acetato da

ao no I1.V.

—

Figura 10. Espectro de absorg

mistura esterdlica da esponja



wd &t

0
<

*sTubT 'L efuocdse ®p BOTIQISISDS RINISTW BP O3Ev3}SDR Op N op

=l

o2 o'g R o's

L] £ Y

oxjoadsy ‘T BARPTA

T M

kA

v . e L

\%-u
o |
. .u.upm-..,w.

i
o



a decomposigao da mistura, o que ocorreria se existisse uma super
ficie metdlica quente. O tipo de detetor usado na cromatografia
gasosa auxiliar deve ser de ionizagao de chama (FID), para que se
obtenha uma sensibilidade semelhante Aguela do espectrdmetro de
massa.

Foram utilizadas colunas de vidro de 2 mm de @i e 2 metros
de comprimento. Utilizou~se 3% de OV*l?, como fase estacionaria,
sobre Gas Chroﬁ,Q 60/80 mesh, como suporte sdlido. Tomou-se cui-

-

dado de nao injetar grande quantidade de solvente (5 a 10 micro-
litros), pois isto aumenta a pressac gasosa no espectrdmetro de

massa. As colunag capilares oferecem melhor'resolugéo para este
tipo de anidlise porém, nao foram utilizadas por serem caras, acei
tarem pequenas guantidades de amostra e requererem tempos de sepa
ragao muito longos.

Utilizou-se n-hexano como solvente, por nao oferecer proble
mas laterais, como por exemplo nao tem a secgﬁo transversal de io
nizacac tac grande, que possa causar problemas no sistema de segu
ranga eletrdnico do instrumento, como acontece com cloroférmio ou
cloreto de metileno. A ﬁnica desvantagem & que as misturas se so
lubilizaram com dificuldade. A gquantidade maéxima injetada foi de
3 ul.

Nas analises de CG-EM utilizam—-se, geralmente, a temperatu-
ra programada. As velocidades de programacao de 20/min ou 4O/min

830 as mais comuns. As vezes, o0 programa é extendido até o limi-

te superior recomendado para a fase liquida. No nosso caso (0OV-17),

esta temperatura & de 350°C. Nas temperaturas proximas a esta o=
corre sangramento da coluna. Em nosso caso isto nao foi problema,
pois a temperatura maxima utilizada foi de 250°C.

Para fazer as analises de CG-EM utilizou-se o sistema CG-EM-
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Computador, Finnigan, esquématizado na Figura 2. Uma das aélicQ
goes mais importantes do sistema CG-EM-Computador € o uso do com-
putador na aqﬁisigao e processamento de uma série de espectros du
ranté uma corrida CG-EM. Foi utilizado o sistema Finnigan modelo
6100 para adguirir os dados. Este sistema adquire e processa da-
dos de duas maneiras: a) Varrida e b) Fragmentografia. A imagem
dos dados & mantida no tubo de raios catdodicos (CRT) durante a a-
guisicao. Eles sdo armazenados no disco e podem ser chamados pos

-

teriormente.

A operagao do CG-EM fol realizada no sistema Finnigan des-
crito anteriormente. O armazenamento de dados pelo computador &
suficiente para conter todas as varridas tomadas durante o proces
so cromatografico. O computador pode reconstruir o cromatograma
iGnico total, apbs a corrida.cromatogréfica. O cromatograma idni
co total proporciocna um registro importante do processo cromato-
grafico, para compari-lo ao cromatograma obtido préviamente (ou
simultfneamente) com o detetor de ionizagido de chama (FID). A sen
gibilidade éspecifica destas duas maneiras de registro nao é a
mesma para todos os compostos, mas & muito semelhante a uma com-
paracao direta (10-15% de diferenga). Os dois cromatogramas deve
riam ser efetivamente os mesmos. Uma comparagao entre um cromato
grama de ionizacgao de chama e um cromatograma idnico total recons
truido pelo computador da mistura esterélica e do acetato‘estao a
- presentadas nas Figurés 12 e 13, respectivamente.

Analisou-se o cromatogfama reconstruido e selecionou-se os
nimeros das varridas que correspondem especificamente a cada pico.
Geralmente, seleciona-se _duas ou trés varreduras por pico. Estes
nimeros das varreduﬁas sao fornecidos ao computador para pedir os

espectros de massa correspondentes. Uma vez escolhido o espectro,
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solicita~se o grafico ao computador. Ha a possibilidade de se

multiplicar parte do espectro para aumentar a intensidade das re-
gioes de interesse; especialmente aquelas de alta massa. Quando

necessirio, subtrai-se o "background" gue ds vezes & a subtracao

dos espectros adjacentes.
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IV. Resultados e Discussao

A esponja vermelha fol coletada em Ubatuba (SP), na Praia

da Ribeira. Em seguida, ela fol classificada como Tedania ignis
f .
{Duchaissaing & Michelotti) Verrill, pelo Prof. Dr. M. Sara da U-

niversidade de Génova (It8lia). A Tedania ignis foi liofilizada

e o produto liofilizado foi extralido com éter de petrdleo, com a-
cetona e com clorofdrmio~metanol (2:1). Os extratos éter de pe-
troleo (TEP) e acetdnico (TA) foram purifﬁcados por cromatografia

em coluna de silica gel e cromatografia em placa preparativa. 0

extrato clorofdrmio-metanol (2:1) nao foi estudado.
A purificagao dos extratos TEP e TA resultou no isolamento
de uma mistura cristalina. Esta mistura compreende os esterois

livres presentes na esponja Tedania ignis e apresenta ponto de fu

sio 132-138°C. A anilise do espectro de absorgio no infraverme-
lho (Figura 8) sugeriu a presenga de um grupo " hidroxilico {v OH
3420 cmfl, v C-0 1050 cm_l)23, como mostra a Tabela 7. 0O espec=
tro de ressonadncia magnética protdnica (Figura 9) apresentou gru-
pos metilicos (8§ 0,70 a § 1,04). A banda larga em & 3,50, cérreg
pondente a um prdton, foi atribuida a um hidrogénio do carbono
carbinblico. A presenga de um proton olefinico pode ser confirma
da pela banda multipla em § 5,40 24.

Alguns derivados da mistura esterolica foram preparados. O
espectro no infravermelho do acetato da mistura (Figura 10) apre-
sen£a forte absorgao em 1715 cm—l caracteristica de carbonila, in

dicando que a reagaoc de acetilacgao foi bem sucedida (Tabela 7).

Examinando-se o espectro de ressonadncia magnética protdnica do a-

cetato (Figura 1ll), pode-se verificar a presenca de um pico sim-

ples referente a metila do grupo acetoxila (§ 1,95). Pode-se no-

43



Tabela 7. Analise dos espectros de infravermelho da mistura

esterdolica TA e o acetato da mistura TA.

: vﬁii {cmﬁl) Grupo funcional correspondente
3420 (m) egtiramento 0-H
2950 (F) estiramento C-H
Esterol 2860 (F) estiramento simétrico CH2
TA 1470 (m) - dobramento assimétrico CH,
1390 (m) dobramento- simétrico CH,
1050 (m) estiramento C-0

840,800 (f) dobramento C-H fora do plano

vﬁi; (cmul) 'Grupo funcicnal correspondente
2950 () estiramento C-H
_ 2850 (F) ' estiramento simétrico CH2
Acetato 1715 (F) egstiramento C=0
de 1470 (m) estiramento C=0 .
TA 1450 (m) dobramento assimetrico CH3
1370 (F) dobramento simétrico_CH3
1250 (F) estiramento assimetrico C-0O
F =

forte m = médio f = fraco

tar neste espectro que a posigao do prdton do carbono carbindlico
muda de § 3,50 no alcool para § 4,50 no acetato. Isto indica que
este proton estd mais desprotegido no Gltimo composto. .A banda
mﬁlfipla em § 5,40, correspondente a um préton, foi atribuida ao
hidrogénio olefinico. Pela sua posigdo, podemos dizer que nio ha
nenhum efeito da hidroxila interagindo no seu deslocamento guimi-
CO, pois se houvesse esta:interagéio, a acetilagao da hidroxila
deslocaria o proton vinilico para um campo ligeiramente mais al-

t025. Com isto, podemos dizer que a hidroxila esta na posigao be
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ta e consequentemente o proton do carbono carbindlico na posigao

alfa.

A cromatografia em camada delgada de silica gel da mistura
esterolica, em varios solventes, apresentou ﬁma Gnica mancha bem
definida. Mas, examinando-se 0 seu cvomatograma de gas (Figura 7)
podemos notar gue ela é uma mistura de pelo menos oito esterdis,
sendo trés em maior abundancia. Por meioc do cromatdgrafo de gas
acoplado ao espectrdmetro de massa foi possivel analisar estes es
feréis.

Em géral a maioria dés misturas requer uma experimentacao
preliminar em cromatdgrafo de gas. Isto tem como objetivo a sele
¢3o das condigOes cromatograficas ideais antes de efetuar as ani-
lises CG-EM. Isto & necessario para evitar a utilizagio desneces
saria do espectrdmetro de massa.

Os cromatogramas dos esterdis e éos acetatos obtidos atra-
vés da coluna de OV-17 sdo reproduzidos nas Figuras 12 e 13 res-
pectivamente. Em cada cromatograma foram observados oito picos.
Mediante a varrida mi@ltipla no espectrdmetro de massa, estabele-
ceu-se a presenca de oito esterdis. Isto @ confirmado no espec-

N .
tro de massa dos derivados acetatos que apresentam o mesmo perfil
cromatografico. |

Na interpretacaoc dos espectros de massa dos esterdis, pode-
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se considerar alguns aspectos gerais ja conhecidos sobre a espec-

trometria de massa destes compostos. Estes sao:

a) Peso molecular: O peso molecular dos esterdis pode ser

)
. . - . o+
determinado, precisamente, através do pico de ion molecular, M-,

gque & o pico cérrespondehte & molécula com remogao de um elétron.
Este pico pode facilmente ser reconhecido no espectro porgue, com
excecao dos picos isotOpicos, € o pico de maior massa. Em geral,
os Ions moleculares de esterdis sao detetaveis, apesar de algumas
vezes terem baixa abundancia.

Os espectros dos acetatos contém um "pico molecular aparen-

te", localizado a 60 unidades de massa abaixo do "verdadeiro" pi-

co molecular, correspondente & eliminagao dos elementos de &acido

acético (CH3COOH). Por exemplo:
~, -+ .!,
CgHy CgH17
~ CoH402
LR
0
l ©
Hyc— Y0 m/e 368

Houve especulagao de gue a ausencia do pico correspondente
ao Ion meolecular se devesse, talvez as altas temperaturas emprega
-‘ 26 e = i =
das nestes estudos™’. Mas, a eliminagao do acido acetico envol-

vendo o hidrogénio alilicamente ativado do C-4 por impacto eletrd

nico foi confirmada pelo estudo do composto deuterado, utilizan-

do-se a sonda de inserg'aio-' direta%.

b} Perda de agua. Os espectros de massa dos esterdoides, con
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tendo o grupe hidroxila, sao caracterizados pela presenga de um
grande pico a 18 unidades de massa abaixo do pico molecular. Um
pico a M~18 & dado também pelos ceto-esterdides, mas em geral es-

27. Quando © grupo hidroxila

te & menor que 10% do pico molecular
estd no C-3, ©o.espectro mostra um picc abundante gue corresponde
d perda dos elementos de agua da estrutura inicial, A formagao

de muitos dos principais ions envolve a perda de agua em combina-

cao com os outros mecanismos de fragmentagao.

E

cl Perda de metila. Este tipo de fragmentagao, por si sd ou

3 I - 13 - ' 3
em combinacao com alguma outra guebra na molecudla, e caracteristi
ca de todos os esterdides. Estes radicais expelidos sao os gru-

pos metilas angulares28; C-18 & C-19.

d) Perda da cadeia lateral. Esta & uma fragmentagao  muito

comum aos esterdis, embora a sua intensidade relativa varie entre

os compostos. A presenga da ligacao dupla no C-5 auxilia este ti

' ~ 2 . . .
po de fragmentagao 8, aumentando-se assim a sua intensidade rela-

tiva.
Outra fragmentagao muito caracteristica & a perda da cadeia
lateral juntamente com outros trés atomos de carbono do anel D e

um hidrogénio extra, provavelmente do C“l429.

28
5 .

¢ao na posigao C-5 do esqueleto esteroidal controla as fragmenta-

e} Presenca da insaturacgao no C A presenga da insatura

¢oes muito complexas, que envolvem a perda do anel A e pante do a
nel B, através da clivagem das ligagbes 1-10, 5-10 e 5-6 ou 7-8
levando a formacac dos ions mM-85)T e (M-111)7. sua formagao es-

ti representada a seguir.
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Um outro ion, talvez o mais caracteristico dos esterdis com
insaturagac na posigao C-5, & aquele (M—l39)+, cuja formacao en-
volve a perda do anel A e B, pela clivagem das ligagoes 7-8 e 9-10
e a transferéncia de mais um hidrogénio. Sua formagao esta repre

sentada a seguir:

A presenga de um pico de grénde intenéidade a m/e 271 no es
pectro dos esterdis indica que o composto provavelmente tem um ni
cleo A5-3—ol juntamente com uma ligagao dupla na cadeia lateral

Na Figura 14, encontra-se o espectro de massa 4o pico A da

mistura esterdlica da Tedania ignis. Com respeito a este pico A,

s0 podemos dizer que ele corresponde a um esterol de ion molecu-
lar m/e 370 (Mf); o gue éiconfirmado pela perda dos elementos do
acido acético (m/e 352) dé seu derivado acetato (Figura 15). ¢
espectro de massa do derivado acetato apresenta um pico correspon

dente 3 perda do grupo metila juntamente com elementos de acido a

29



Figura 14. Espectro de massado pico A da mistura

esterolica.

a) 20 ev; b} 70 eV.
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cético {m/e 337), e também um pico correspondente a perda da ca-
deia lateral (m/e 255) a partir do "pico molecular aparente™.

Devido & ma resolugao do pico B no cromatograma {(Figura 13),
nao foi posskvel caracteriza-lo.

Os espectros de massa do pico C, da mistura esterdlica e do
seu acetato, encontram—se nas Figuras 16 e 17 respectivamente. E
les apresentam os picos correspondentes as fragmentagdes basicas
dos esterois como por exemplo: perda do grupo metila, perda de a-
gua e perda da cadeia lateral. ,O espectro na Iigura 1é apresenta
o pico de m/e 384 como Ion molecular e além deste pico observa-se
a presenga do pico de m/e 271, relativamente‘qrande, que pode su-

5

gerir um esgueleto A"~3-0l juntamente com uma ligac¢ao dupla na ca

6o . ' > 170 X 5

i
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Figura 15. Espectro de massa do acetato do pico A (70 eV).
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deia lateralzg. ‘A presenga da ligac¢ao dupla na cadeia lateral da

origem a novos picos nao encontrados nos espectros dos compostos
- 29 = 24

analogos saturados”™”. Para os esterois A", observa-se a perda

da cadeia lageral envolvendo a quebra da ligagao 17-20 e a trans=-

feréncia de dois atomos de hidrogénio, um dos quais & especifico

do C~17. Forma-se assim o ion alilicamente estabilizado. Um dos

- . . 30 '
Provavels mecanismos proposto por Knights encontra-se no Esqgue-~

ma 5,
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Figura 17 Espectro de massa do acetato do pico C (70 eV),
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Esquema 5

HO

/3l

HO

HO

HO

mfe 271

Baseando-se nestas considerag¢odes gerais sobre as fragmenta=—

¢oes do esterol, com insaturagBes nas posig¢des C-5 e C-24, propu-

semos uma provavel estrutura para o esterol correspondente ao pi-

30

co C, éomo sendo desmosterol (47) , {ion molecular m/e 384):



22

RO

Pico C, desmosterol (47)

-

0 espectro de massa do pico D da mistura esterdlica encon -
tra-se na Figura 18 . Este espectro apresenta o pico de m/e 386
correspondente ao lon molecular. Ao ladeo das fragmentagoOes co-

muns dos esterdis resultantes da perda do radical metila e/ou per

da de agua do seu ion molecular, este espectro apresenta outros

' picos bastante intensos na regifo de alta massa. Estes sao: o pi

co de m/e 301 (M—85)+, 0 pico de m/e 275 (Mwlll)+ e 0 pico de m/e

247 (M~139)+, caracteristicos dos esterdis com insaturacao na po-

sigao C-5. O espectro de massa do acetato do pico D (Figura 19)

apresenta um lon molecular aparente de m/e 368 e os picos corres—

pondentes ds fragmentacoes comuns dos esterdis. Baseando~se nes-
tes dados de fragmentagoes, sugerimos uma provavel estrutura para
o pico D, como sendo colesterol (2). A comparacao destes espec-
tros com o de uma amostra auténtica confirmou a nossa proposigéo
de que o pico D corresponde ao colesterol, componente principal

da mistura esterdlica da Tedania ignis.

O espectro de massa do pico E da mistura esterdlica (Figura
20) apresenta um pico de m/e 398 correspondente ao Ion molecular.

0 espectro de massa do seu acetato (Figura 21) apresenta o pico

(s
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HO -
Pico D, colesterol (2)

de ion molecular aparente (m/e 380) correspondente a perda dos e-
lementos do acido acético. Estes espectros mostram picos resul -

tantes das fragmentacgoes comuns dos esterdis. Como por exemplo:

perda do radical metila, perda de agua e perda da cadeia lateral.
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Alem destes picos, © espectro da Figura 20 mostra um pico corres-
pondente ao ion (M- CeH 12)+ (m/e 300). "Este tipo de Ion & caracte
ristico do esterol com insaturag¢ao na posigao C-22. Esta fragmen
tagao envolve uma clivagem vinilica, formalmente muito desfavora-
vel, juntamente com a transferéncia de um hidrogéniozg. Foram
propostos provaveis mecanismos de fragmentacgao com aWEormagao de
fons favoravelmente egtabilizados, dependendo dé'ofigem do hidro-

génio transferidec, como podem ser vistos a segu1r29

3G



m/fe 300

ou

HO

ou

HO NS

‘m/e 300

Outro fon também caracteristico dos esterSis com insatura-
¢ao na posigao C-22 & o ion (M-43)F (m/e 355), que corresponde i
perda do grupo isopropila terminal (Figura 20). A formacao deste

ion envolve, simplesmente, uma clivagem alilica30.

A partir destas consideragOes gerais, sugerimos uma estrutu
ra para o esterol do pico E, como sendo brassicasterol (2 ).

Na Figura 22, encontra-se o espectrc de massa do pico F da
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HO
Pico E, brassicasterol(20)

mistura esterdlica da T. ignis. Este espectro mostra o pico de

m/e 400 correspondente ao Ion molecular, o gue & confirmado pelo

Ion molecular aparente (m/e 382) no espectro do seu acetato (Figu
‘'ra 23}). Estes espectros mostram aslfragmentaQGGS comuns dos este
rois, e as fragmentacdes caracteristicas do esqueleto esteroidal
com insaturaga@o na posigdo C-5 (m/e 315, m/e 289 e m/e 26l). Com
estes dadog, propusemos a estrutura para o pico F, como sendo 22,

23-diidrobrassicasterol (13). 7
1o , > 158X &

4 . 382 5

| T

350 asa’ Cabe
Figura 23, Espectro de massa do acetato do pico F (70 eV).
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. HO

pico F; 22,23-dihidrobrassicastercl{13)

Na Figura 24, encontra-se o espectro de massa do pico G da
mistura esterdlica da esponja T. ignis. Este espectro apresenta

0 pico de m/e 412 correspondente ao Ion meolecular. O espectro de

massa do seu acetato (Figura 25) mostra o pido de m/e 394 corres-
pondente ao Ion molecular aparente resultante da perda dos elemen
tos de acido acético. Ao lado dos picos correspondentes ds frag-
mentagoes comuns dos esterdis e &s fragmentagbes caracteristicas
do esqueleto esteroidal com insaturacao na posicao C-5, hi também
um pico correspondente a fragmentagiao caracteristica do esqueleto
esteroidal com insaturag¢ac na posigaoc C-22 da cadeira lateral. Ba
seando-se nestas consideragoOes, propusemos a estrutura para o es-
terol do pico G, como sendo estigmasterol ou poriferasterol ( de

pendendo da configuracdo do.grupo hidroxila no C=~3)

H

pico G, Estigmasterol ou Poriferasterol (28)

O espectro de massa do pico H, da mistura esterdlica da espon

ja T. ignis encontra-se na Figura 26. Ele apresenta o pico de

62
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Figura 25 Espectro de massa do acetato do pico G (70 ev).

.

m/e 414 correspondente ac Ion molecular. O espectro de massa do
seu acetato (Figura p7) confirma isto, mostrando o pico de n/e
396 resultante da perda dos elementos de acido acético. Estes es
pectros apresentam picos'correspondentes ds fragmentagﬁes comuns
dos esterdis, como por exemplo: perda do radical metila, perda de
-égua e perda da cadeia lateral. Além destes picos, ha também
fragmenta¢oes caracterIsticas do esterol com insaturagao na posi-
¢ao C-5 (m/e 329, m/e¢ 303, m/e 275).

A partir destas consideragaes propusemos a estrutura para o
esterol do pico H como sendo B~sitosterol

Nas Tabelas 8 e 9 estao resumidos os principais Ions do es-

pectro de massa da mistura esterdlica e do seu acetato, obtidos

64
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da esponja Tedania ignis.
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V. Conclusao

Apds o extenso trabalho de extracio e purificagao dos
esterdis da esponia T.ignis, utilizamos a técnica de cromatogra
fia gasosa acoplada & espectrometria de massa (CG~EM) para o es
tudo da mistura esterolica encontrada na T.ignis. Atraves desta
técnica foivpossivel constatar a existéncia de pelo menos oito
esterdis.

Analisando-se oz espectros de méssa de cada pico_da

nistura esterdlica, encontramos os Ions fragmentos comuns aos es

terdis, como por exemplo: a perda de Agua, verda do radical meti
la, perda da cadeia lateral e perda do anel D.

e +
) )

Os fons (-8%)" (a), 0+111)7 () e (M-CoH,O0F (c),

que szo considerados caracteristicos dos esterdis com insaturacio
na posigao C~5 e hidroxila em C-3, tambem estavam presentes en
todos os esterdis analisados. Foi possivel distinguir os CoOmpos—
tos isomericos, contendo insaturag%o em C~22 e C-24, por meio
de fragmentagoes caracteristicas apresentadas por estés compostos.
Baseando-se mestes estudos de fragmentacoes atribuimos
as provaveis estruturas para os seils esterdis, como.sendo; desmos
terol (pico C), colesterol (pico D,componente principal) brassi-
casterol (pico E), 22,23-diidrobrassicasterol (pico F), estig-
masterol ou poriferasterol (pico G) e B-sitosterol (pico H) .
Nao" foi possivel caracterizar o pico A devido A sua pequena  a-
bundincia e o pico B devido & md resolucio no cromatograma de
gas. A estrutura @ colesterol foi confirmada pela compafagéo
com uma amostra auténtica. 0s outros comﬁonenteé nao foram confir

mados devido & falta das respectivas amostras auténticas.
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Podemos dizer que a esponja vermelha Tedania ignis con

tém uma mistura de esterdis, 33 conhecidos na literatura, que sio
comuns no ambiente marinho. Apesar das condicoes do meio ambiente
serem diferentes daquelas esponjas ja estudadas e mencionadas na
literatura, a esponja T. ignis nao continha nenhum esterol novo.
Comparado ao estudo da mistura de esterdis j& conhecido, esta mig
tura era relativamente simples. A

Concluimos esta parte.do trabalho enfatizando a apli-
cabilidade da técnica de CG-IM nos estudos de esterdis encontra-
dos em tecidos vivos, principalmente porque atraves dela podemos
analisar a mistura de esterdis encontrados em materiais bioldgi =~
cos. Devemos lembrar que as amostras a serem analisadas $a0 em
quantidades Iinfimas, © que requer uma té&cnica altamente sensivel

para detecta-las.
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I. Introducao

A aplicagdo da espectrometria de massa estid sendo
muito usada para o estudo de esterdide por meio das analises de
fragmentagoes "caracteristicas" induzidas por impacto eletrdnico
principalmente na tentativa de identificar aqueles gue sao mais

comuns na hatureza e que sac biologicamente importantes.

[ interessante estudar o grau de alteragao que os

71

diferentes substituintes no anel 2, do esqueleto esteroidal,podem

produzir sobre os mecanismos de fragmentagtes do colesterol (2).
d espectro de massa do colesterol pode servir como base para a
interpretacao de espectros mais complicados.

0 espectro de massa do colestercl (Figura 29.b) a
presenta varios picos importantes na regiao de alto peso molecu-
lar. Alguns destes picos se devem as clivagens comuns &o esquele

to esteroidal?® 3%

» como por exemplo: a perda da cadeia lateral
(m/e 273), o produto de desi&ratagéa devido a presenca do_grupo
hidroxila na posigao C-3 (m/e 368) e també@m o pico resultante da
perda do radical metila, gue @ angular, muito comum nos esterdis
(m/e 371). ' |

Analogamente a propesicao de Djerassi32 para o]
composto colest~5~ene, tambem foi proposto que a presenga da 1i

gagao dupla na posigdo C-5 do colesterol contribui muito na per-

. 28 .
da da cadeia lateral”™ , formando-se assim o Ion favoravelmente

estabilizado, como se acha representado a sequir:
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Figura 29. a) Espectro de massa do acetato de colesterol.

b) Espectro de massa do colesterol.
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0 pico de m/e 247 parece ser bastante caracteris -
tico do colestérol‘ A sua formagao foi proposta, primeirameﬁte por
inedlandBl e mais tarde por KnightsBO, como sendo uma fragmenta-
¢ao que envolve a ruptura das ligagoes 7-8 e 9~10. O Ion m/e 247
resulta da perda dos elementos do anel A e pafte do anel B junta-
mente com mais um atomo de hidrogénio. come se acha representado

abaixo:

(m/e 247)

Mais reéent@mente, foi confirmado este tipo de cli
vagem através do estudo de colesterol deuterado28. Foram propos -~
tos dois mecanismos de fragmentagoes para a formagao deste lon .
Un deles & aquele em que a fragmentacao se inicia pela ruptura da
ligagao alilica 9~10 sequida de duas transferéncias sucessivas de
hidrogénic das posicoes C~8 e C-14, e da quebra da ligacio alili-
ca 7-8 que leva a formagao do Ion m/e 247 e mais um radical, am -
bos alilicamente estabilizados (Esquema 6).

O outro mecanismo € aguele em que a fragmentagao



Esgquama o

Cghiy CaliLy
("\.
T.i ¥ % T——
\ 3 <
" Ho N
CgH17
il
3
o . HO A
m/e 247

se inicia pela ruptura simultf@nea das ligagoes 7-8 e 13-14 segui-
da de uma transferéncia, de hidrogénio da posicao alilica 90 para
o carbono C-7, num estado de transic¢ao de 6 membros. Localizando-
se a carga no C-9, pode-se formar a ligacao com o radical isolado
do C~13 form&ndo-se assim um anel de guatro membros. Esta etapa

pode ser sincronica com a transferéncia de hidrogénio (Esquema 7)

.

A ruptura da ligagdoc 9-10, duplamente alllica, leva & formagao do
fon m/e 247 e mals um radical favoravelmente estabilizadoszs.(Esﬂ
quena 7).

Os picos de m/e 301 (M-85)F e mfe 275(M-111)",  de
grande intensidade no espectro de massa do colesterol, parécem ser
comuns a todos os espeétros de ester0is com insaturagaoc na posi -
Cio C-5 e hidroxila em C-3. Estes Ions nao apresentam nenhum pico
analogo no espectro de massa do seu acetat026 (Figura 29.a). Quan
to a formagao destes fons, foram propostas as mais diversas frag
nmentagoes do anel esteroidal. Para o fon (M-85)7, a fragmentagio

33,34

proposta envolvia a perda parcial da cadeia lateral ou a

perda parcial do anel A e parte do anel B como mais tarde sugeriu



Esquema 7

.
‘cgHyy | ¥
CgH17
+
N
HO N §
m/e 247

Knights30. Estas proposigdes estio representadas graficamente a

seguir:

m/e 301

Este pico de m/e 301, de grande intensidade,'também foi

centro de outras proposigoes especulativa535'36

. Uma das proposi-
¢Oes & aquela que envolve a clivagem de trés ligagoes, duas das
quais sao vinilicas>> (clivagem C). A outra alternativa & a cliva

gem das ligagoes que levam a perda dos elementos do anel A36(cli~~

vagem D). Estas duas pxoposigEes podem ser graficamente represen-

tadas a seguir:
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{(~2H) Cgal1y
R

o

. . 3 . e
Finalmente, Nagvi ! sugeriu uma fragmentacao que envcelve a ruptura
das ligagoes 1-10, 5-10 e 5-6 e mais a perda de um proton, repre=-

sentada a seguir:

C8H17

T
1o .

Esta fragmentacao foi confirmada atraves de estudos das fragmen -

28

tagoes do colesterol deuterado e dos andlogos deuteraﬁong. Com

estas informagCes, foi elaborado um mecanismo de fragmentagéozg
gue envolve as clivagens propostas anteriormente37. 0 nacanismo
sugere a transferéncia de hidrogénio do C-6 para C-5; a formacao
do Ion m/e 301 se acha representada no Esquema 8. O lon x
pode ter dois estereoisomeros no C~6. Considerando-se o estereoi-
sOmero em que o grupo ciclopentila estd no lado alfa, o hidroga -
nio a ser transferido pode;ser da posigéo 92 (Esquema 9). Apesar

da dist@ncia internuclear (entre o hidrogénio 3¢ e o carbono radi

calar) ser mailor neste caso do que no proposto no esquema anteri-~



Esquems 8

CgH17

OH
CaHtyy
CgH17
. .
B C _
V\\\
HO
Cglip 7z
a2
\—- +
Hg a, m/e 301 (H-83)

o 28 . R
or. 0s ilons m/e 301 formados szo idénticos r diferindo apenas na

origem dos hidrogénios das posicoes C~5 e C-6.

Esquema 9

CgHyy

— O —— N
R O
OH

HE

2, m/e 301

(M-85)"

17



2
o

o Ton m/fe 275 (Mmlil)+, de malor intensidade gue o
fon m/e 301 no espectro de massa do colesterol, tambén recebeu va
rias proposicBes quanto a fragmentagdo que resultou na formagao

deste fon. Inicialmente, Friedland>t propds uma fragmentacgao en -

volvendo as clivagens gue causam a perda do anel A e parte do a-

nel B, conforme representagao a seguir:

L mfe 275

30 - 1
¢ € aguela gue envolve

Outra proposicao, de Knights
a clivagen de trés ligagdes, duas das quais sao alllicas, que leva
a perda do anel A e parte do anel B, como se encontra representa-

da a seguir:

m/e 275 (1\1—111)+

Através da andlise do espectro de alta resolugao dos Ions do coles
terol deuterado e dos andlogos deuterados38 foi confirmada a frag

- . 30 - :
mentagao proposta anteriormente” . Um provavel mecanismo envolve

a formacio de uma ligacdo entre as posigdes C-1 e C-5, no Ion mo-

lecular, seguida da ruptura da ligacdo 7-8 e da transferéncia de

hidrogénio da posicio 9y para o ion carbonio adjascente. A homdli
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se da ligacdo 5-10 no fon y resulta na formagao do Ion m/e 275 e
. ' A . 28
mais um radical, alilicamente estabillizados™  , como se obgerva no

esgquema 10.

Bsquena 10

CgH17 Cgil17 Cgli17

HO

OH Ot

CgH17
o
' 1l
+ «
OH
' ou >4
b, m/e 275 (u-111)7
Estes estud0528'38 indicaram que a formagao dos

fons caracteristicos, (1-85)%(a) , (M—lll)+(§) e o Ton m/e 247 (c,
no colesterol), dos esterdis com hidroxila em C-3 e insaturagao
na posigido C-5 provavelmente e controlada pela ligagao dupla. Es-

tes Ions est3o presentes nos espectros de compostos esteroidais

gue nao apresentam outros grupos funcionais gue possam controlar

estas fragmentacoes.
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IT.

0Os espectros de massa, do colesterol e seu deriva-

26,28

do acetato, foram estudadogs detalhadanente . Os autores cong

tataram que os princisais Ions do colesterol e dos esterdis rela
. . -, . - 4
cionados a este sob o impacto eletronico de 70 eV sao: (14-139) ({

e .
ey, (B-111) " (b)) e (Nw85)4{g)c Estes autores sugerem gue as cli=-

1

-

vagens envolvidas na geragao destes Ions sejam provavelmente con
troladas apenas pela ligagao dupla na nosicac C~5. Tendo isto em
mente, decidiros estudar seis derivados do colesterol com substi
tuintes no anel A, cujo objetivo & estudar as possiveis influén
cias_d@stzs grupos no mecanismo da2 fragmanta@éo do colesterol.
Para evitar a migragao da ligagao dupla para a po-

"

sigao C-4, que & uma posigao conjugada com a carbonila, decidi -

mos_alquilar a posigao (-4 com dois grupos metilicos para elimi-
ar esta possibilidada. Assim, podemos ver se a fragmentagac S

controlada apenas pela ligagao dupla em C~5 ou se a ligagdo dupla

en C-4 tem alguma influéncia.

Foram estudades ©s seguintes compostos:

Cally7 CgH17



HO

CgH17

HON=

CgH17
N2~
O‘L-
51
Cgliy7
HON =
HON~ N

e



II¥. Regultados o Discussao

A comparagao entre o espectro de mssa do colest -
5-e¢no e varios esterdis 38-hidroxilados e insaturagac na posigao
C-5 indica que a fragmentagao produz ions caracteristicos destes
compostos, e e aparentemente controlada pela ligagéovdupla. Ufi-
lizando-se de vaArics esterdis deutefados comprovou—se que 038
fons do colesterol se devem &z fragmentactes e rearranjos muito

complexoszs.

© Para estudar o efeito produzido por diferentes gru
pos funcionais, no anel A do esqueleto esteroidal, nas fragmenta
cdes do colesterol induzidas por impacto de elétrons, decidimos
analisar os compostos de 48 a 53.

0 espectro de massa do colest-5-en-3-ona (48, Figu
ra 30) apresenta um ion molecular de m/e 384 (Mf), que correspon
de ao pice bass no espectro, Os‘principais ions sao m/e 369, m/e
355, n/e 342, m/e 301, m/e 275, m/e 271, m/e 243, m/fe 247, n/e
229 e m/e 124. A formagao deles estd elaborada no esqguema 1l.

A formagao de um lon de m/e 342, provavelmente en-
volve a localizagdac da carga no heteroadtomo com eliminacao de ce

39 . .
teno”” pelo seguinte mecanismo:

c CgH
CgHL7 81117 gH17

342

8
-~
n

|
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2% 271
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Ign
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Figura 30, Espectro de massa do colest-5-en-3-ona (48){70eV;

Analogamente aos esquemas de fragmentagoes do coleg

terol28

, 0os lons de m/e 301, m/e 275 e m/fe 247, caracteristicos
dos esterdis 3B-hidroxilados e insaturagao na posicao C-5, tam -
bém estdo presentes no espectro do composto 48, mas sao de menor
intensidade. |

A formagao <o Ion de m/e 271, que corresponde a

perda da cadeia lateral, provavelmente e favorecida pela presen-

ca da ligacdo dupla em C-5 e o Ion formado & alilicamente esta-




bilizados s

CgH17

mle 271

0 pico de e 229, de relativa intensidade no espec

tro, corresponde & perda do anel D. A sua formagac, provavelnen-

te, envolve a ruptura da ligagao 13~17 (r) com transferencia de
hidrogénio do C-14 (s) e uma ruptura subsequente da ligacao 14-
15. 0 Ion resultante poderia ser um carbeno (¢} ou um Ion carbo-

H

. : L1 20 - .
nio ¢" ou ¢ alilicamente estabilizados™ . Um provavel mecanismo

se encontra no esquema 12.

Esquema 12

. CgH17 Cgliy7

T P
— ”~ ! \
e / \
- / \ Hg —C14
w” 14f115 / ¥ :
:ﬁ12f4014
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Tem~se referido na 1iteratura29 que os A*-3-ceto es
terdis dac origem ao pico de m/e 124, de grande intensidade. Sua
formagao parece envolver a ruptura do anel B com dupla transfe -
réncia de hidrogenio. Este processo e representado de trés manei
ras, dependendo da origem do hidrogénio que migra em primeiro lu
gar. A segunda migracao & de uma posicac alilicamente ativada .
Sendo o HS o principal inicilante deste processo, conforme foi

. 20
confirmado pelo estudo do wmposto deuterado™ .

r ‘ «r ~t
R
H N
"

o H

b ’ (ﬁ —_— 8

‘ 0o Ho X

ou
\'!f ~
1
Hl '
—F h o
I
0 {a
cu
¥
R [
R
i /II& '
d o= = +
H,

m/e 124
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Analisando~se o espectro do composto 48 encontramos

este Ton de m/e 124. Apesar do composto ter insaturacao no C-5 ,

- ¥

niao & dificil imaginar que o aquecimento na fonte leve a migra -
cdo da ligagdo dupla para (-4 numa posigao conjugada com a carbo

34 ~ . . o
nila® . Por esta razao encontramos o mesme tipo de fragmentagao

cltado anteriormente.

VR

CgH17

H!’u N

1o . 150 200 2548 300

)2

Figura 31. Espectro de massa de byb-dimetilcolest-5-en-3~ona(49).
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0 espectre de massa de 4,4-dimetilcolest~5-en—-3-ona

+
<), Bge

(48, Figura 31) apresenta un Ion molecular em m/e 412 (M
te espectro também mostra lons caracteristicos de esterdis 3p -
hidroxilados e insaturacao no C-5 qgue correspondem aos picos de
n/e 247, m/e 275 e m/e 299 (este Ultimo corresponde ao m/e 301
do colesterol), mas sdao d& menor intensidade. Outros principais
fragmentos sdo m/e 397 (M-C;)¥, m/e 384 (4-CO), m/e 370 [M-(ci,=
= =O)] e 05 picos gue representam, provavelmente, a decomposigao

do Ion de m/e 370, como mostra o esguema 13.

Além destes fragmentos, © espectro apresenta um pi

co de m/e 313 que nao foi encontrado no esPectrb do colest-5-en-
3-ona (48). Este ion & formado, provavelmente, pelo processo que
envolve a perda dos elementos do anel A por um rearranjo analo-
go ao rearranjo de McLafferty que @ muito importante nos compos-

40

tos carbonilicos . Um providvel recanismo para sua formacio & o

seguinte:

C8Hy7

C8H17

m/e 313
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O pico de maicor intensidade no espectro é de n/e
124, Como este composto tem o C~4 totalmente blogueado pelas duas
metilas, nao hd a possibilidade de migragio da ligagdoc dupla pa-
ra esta posigéw, Por esta razao, seguramente este lon de m/e 124
e diferente daquels encontrado mo composto 48. Um provavel meca-
nism@ proposto envelve O rearranjo com con?ragéo do anel A e a
migragéo miltipla de hidrogénio seguida da clivagem éo anel A ,
como se encontra representado no esquema 14. A formagzo do Ion 1
& possivel por ser um radical terciirio. ﬁor outro lade, a forma
¢ao direta do Ion m & também bastante coerente. A alta intensida
de do pico de m/z 124 & devida, provavelmente,lé alta estahili-
dade do ion proposto.

0 espectro de massa da 4,4-dimetilcolest~5-en~3 -

ol (56, rigura 32) apresenta o lon molecular de m/e 414 (M?). Ou

tros principais fragmentos sdo m/e 399 (M-CH,), m/e 396 (M-H,0),
ﬂég 381 {@“CHB, HzO), Eig 283 (M“08H17, H20) Q Eég 259 (M~anel D,
H). Estes sio comuns aos esterdis>t. Analogarente ao colesteroft
os Ions de m/e 301, m/e 275 e /e 247 também est3o presentes. A
formagao dos Ions estdo elaborados no esquema 15.

Un pico na regiao de alta massa de relativa inten
sidade (38%) corresponde ac ion de n/e 331. Sua formagao, prova-
velmente, envolve a perda dos elementos do anel A e a transfe -
réncia de hidroxila para a espdcie que retém a carﬁa. Este fon
nao foi encontrado no espectro do composto 49 e parece repre -
sentar uma “ragmentagao especificaél para o colesterol alguilado
no C-4. Un provavel mecanismo para sua formacac estl representa-
do no esqguema 16

Este processo envolve um rearranjo e uma rotacgao
da ligacao 4-5, assim o grupo hidroxila no C-3 se situa nhuma po-

sigao favoravel & sua transferdncia ao C-6 com a clivagem conco-
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Figura 32, Espectro de massa de 4,4-dimetilcolest-5-en-3-0l(50).

mitante da ligagao C-0. A clivagem, qu2 envolve a transferéncia

de hidrogénio do C~6 para C-5 com a perda do fragmento de m/e

69, leva & formagdo do Ion de m/e 331 estabilizado por trés for-
mas candnicas de ressonincia,

O espectro de massa, de 2-diazo-4,4-dimetilcoles -
S-en-3~ona (51, Figura 33), apresenta um Ion molecular de m/e
438 muito pequeno (1%). Isto se deve, provavelmente, a perda ra
pida de nitrogénio resultando Ion de m/e 410. Esta perda & comu-

mente observada em diazocetonas- 2. O pico de m/e 410 aparentemen
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Faquema 16
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m/e 331
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te se fragmenta pela perda do radical metila formando o pico ba
se do espectro em m/e 385, Esta fragmentacao & confirmada pela

presencga de um pico de grande intensidade a 0,964 E, no espectro
. s e . . ~ - . . .
de MIKE deste lon (Figura 34). Estes sao os unicos picos de mai
or intensidade na regiao de alta nassa do espectro deste compos—

!;6‘

to, entratanto o espectro de MIKE do Ion m/e 410 (Figura 34) tam
bém contém um pico pequenc a 0,932 By que corresponde a perda de

€0 deste lon resultando m/e 382 que & um pico de intensidade mui

C8Hy 9
BVE
6= (51)
{ | ,5‘_, e lh Jl ‘|'_“, J %], (M &, i
1eo } 50 20¢ 250 200

200 < m/e< 3g2 (X29)

| h L! | L -

¥ A T T T T ¥ v T T

2150 LR Y 50

Figura 33. Espectro de massa de 2-diazo-4,4~dimetilcolest~5-en~

3-ona(51)

L
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Figura 34. Espectro MIKE do Eon.glg 410 do composto 2-diazo-

4,4-dimetilcolest~5-en~-3~ona (51).

to baixa no espectro de massa.

A intensidade do pico de _Ip_& 385, comparada a in-
tensidade de todos os outros picos, € tac alta gue provavelmente
este lon apresente uma estrutura bastante estivel. Mo MIKES des
te Ion de m/e 395 (Figura 35) & polssivel confirmar varias de suas

fragmentagOes correspeondendo:

3 0,964 ®, m/e 395 “SH3 . mse 380
5 0,028 B m/e 395 250, n/c 367
30,893 B, m/e 395 ~S3M6 , m/e 353
a 0,853 By n/c 395 ~C3¥g0 , m/e 337

a 0,717 &
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Figura 35. Espectro MIKE do Ton n/e 395(1-43) do composto
~3-0

2-diazo-4,A~dimetiicolest-5~en na (51).

Utilizancdo-se de todos os dados podenos elaborar um esquena de.
fragmentagao (Esquema 17). Pode-se notar que a perda ds nitrogé-
nio do ion molecular resulta na formagdo de um Ion de /e 410 ,
gque poderia ter a estrutura de um o -ceto carbeno {f) . Normalmen
te os carbenos podem participar de varios tipos de reagéo42. En
tre estes estao os sequintes:

1) Rearranjo de Wolff: 5 fon £ resultard no fon q.

2) Insergao numa ligagao C-H para formar uma ligagdo dupla.

3) Insergao numa ligag@o C~C resultando num rearranjo do es -

gueleto carhonado.

No caso do ion m/e 410 (£), um rearranjo do Qltimo tipo com trang
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ferinecia de 17 dard o fon h. A perda de metila do ion i resulta na
formagao do fon de m/e 395. Escolhemos esta estrutura para o ion

m/e 395, porque a partir dela sao expliicadas todas as perdas obser
vadas no MIRES. £ possivel a perda do radical CHjz de varios luga -
res da molécula, a perda de CO pela clivagem das ligagdes 2-3 @
3-4, a pexrda de CH3CH=CH; pela clivagem dasg ligacoes 1~10 e 2~-3, a
perda de C3HgO pelo rearranjo de dolg hidrégénios mais a clivagen

das ligagdes 1-2 ¢ 3~4 e finalmente a perda da cadeia lateral com

transferéncia de um hidrogenio ao anel D.
Cghy7
HO=M
¢
(52)
l, Ili‘ll‘ 1 , T S B
70 100 150 260 250 360
Gl
i “
|
i
n
'J; !i . ‘
350 b GG

Figura 36. ESpectro de massa de 2~oximino~4,4~dimetilcolest-5~en~-
3~ona(52).
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0 espectro de massa de 2-osximino-4,4-dimetilcolest-

5-en~3-ona (52, Figura 36) apresenta um lon molecular em m/e 441
(M?y 100%). Este composto também apresenta o Ion de m/e 247 bas -
tante caracteristico do colestexolzaa Qutros principals Iragmen -
tos sio m/e 426, m/e 424, m/e 413, m/e 410, m/e 398 e n/fe 336. A
formacio destes lons estao elaboradas no esquena 18. A fragmenta-
gao do ion molecular se ipicia com a perda do grupo hidroxila
confirmada pelo MIKES (Figura 37), gue apresenta um pico a 0,961

E1 correspondente ao ion w/e 424. No MIKES pode~se confirmar tam-

bem as seguintes fragmentagoes:

s1089

v
A ]

L
-
=

S
@ il i@
ey & -t Ll
£ o] (1] [Xs]
e i oo
L= [+ L] r

-+ +
Figura 37. Espectrc MIKE do lon m/e 441(}:) do composto 52.
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& 0,934 By m/e 441 ey I/ 412(413)
a 0,902 31 m/e 441 ey T/ 398
5 0,868 1, m/e 441  ———b /g 383

Na primeira transicac o valor medlido indlica a perda de 29 unida -
des do massa poreém come o pico & nmito larqo, torna-se dificil a
localizacio do centro. B ascando-se no espectro de massa de balxa
resolucio pode-~se pensar que o valor corresponda a perda de Z8 u-
nidades de massa resultando o Ion m/e 413.

A segunda tranéigao correspdnde a perda de 43 unida

des de nassa que pode equivaler a perda dos elementos CHOH devido

3 clivagem das ligacgoes 1~2 e 2-3. A filtima transicao envolve a
perda de 58 unidades de massa que, provavelmente, resulta do ion
molecular rearraﬁjado%3!44

A formacdo do ion de m/e 426 resulta da clivagem de
um grupo metila do Ion molecular. Esta fragmentagdo nao pode ser
confirmada pelo MIKES, no entanto existe um pico netaestavel da
orimeira regifo livre de carpo, entao pode-se dizer que nelo me -
nos nessa regido ocorre esta fragmentagao (ver apéndice).

0 ion n/e 424, resultante da perda do radical hidro
xila do jon molecular, apresenta um pico no MIKES a ¢,961 Ey que
corresponde 3 perda do grupo metila resultando no ion /e 408.

Uma outra fraqmentacio de interesse & a formagac do
jon m/e 410. Este Ion deve-se, provavelmente, a perda de NOH  do
fon molecular. O Ion resultante pode ter uma estrutura idéntica a
quela observada para o ion m/e 410 do composto 51, Examinando-se
o MIKES do ion w/e 410, em ambos ©s compostods, nota~-se que Gs es-
pectros Sao completamente:diferentes. Este & um indicio de que as
estruturas dos ions m/e 410 dos compostos 51 e 52 devem ser dife-

rentes.

3
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Figura 38. Espectro de massa de 4,4-dimetilcolestb-en~2, 3-diona

dioxima (53).

O espectro de massa do 4,4-dimetilcolest-5-en-2,3-diona dio
xina (53, Figura 38) apresenta um Ion molecular de m/e 456 (MT).
0Os principais Ions sao m/e 439, n/e 438, m/e 426, m/e 425, m/e

423, m/e 409, m/e 325 e m/e 283. Analogamente ao espectro do co-
lesterolzs, o Ion m/e 247 também esta presente no espectro do com
posto 53.

Tendo~se em vista o;fatc de que no composto 52 a perda de

O do ion molecular & confirmada pelo MIKES, nao sendo confirmada

a perda de &agua, decidimos estudar alguns Ions do composto 53 mais



detalhadamente. Com isso podemos observar se ha a perda de agua
do composto resultando no Ion m/e 438 que corresponde ao pico ba-
se no espectro. Lste fon, de intensidade muito grande no espec~
tro, possivelmente apresenta uma estrutura bastante estavel e e¢le

& formado pela perda de H,0 através do seguinte mecanismo:

2

CglHqy - Coligoy
H’?;M: - O=N_ e o
= - \ et 3 NG 0\
HO-1 HO-M7 1
H \’ |

No MIKES do ion molecular (Figura 39) podemos confirmar as seguin

tes fragmentagoes:

& 0,963 B, m/e 456 » m/e 439 (M7 - on’)
A 0,932 B, m/e 456 » m/e 425 (M! - NOW}
3--0,899 B, m/e 456 » m/e 410 (M' - HCOOH)
Como podemos observar, nao foi encontrada nenhuma evidéncia da

perda da molécula de agua do Ion molecular. As fragmentagoes do

Q5,44
ion molecular (m/e 456) estao elaboradas no Esguema 19.

0 MIKES do fon fragmento m/e 439 (M"OH)+ (Figura 40) apre-~

senta um pico correspondente:

a 0,962 Eq m/e 439 » m/e 422

0 pico observado & largo. Provavelmente, € o resultado da super-—
posicao de dois picos, porém a transigac medida & devido a perda

de OH® e a outra transigao pode ser devido 3 perda de CH3'° Além

— - ) / -
desta transicao, podemos confirmar as seguintes fragmentagoes:

a 0,933 E; m/e 439 > m/e 410 (-CHO)
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0,950 E
0,871 E
0,746 E
0,718 E

0,647 E

formagao

21 mostra outras

parecem no MIKES.

O pico base do espectro de massa € o ijon m/e 438.

velmente, ele se origina da perda de um atomo de hidrogénio

P11 000

BT g \%J

e

dos Iions se encontra no Esquema 20.

w3

o

L3295

Espectro MIKE do ion ut (/e 456)

do composto 53.

439 -~ 397

439 - 382
439 > m/e 327
439 > 315

439 ~ 284

0,95 16

{(-CNO)

(-CH,=N—-CHQO)

2

("CSHlG)

(“C6H8N20)

(-Cc H

glly7~C3llg)
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0 Esguema

provaveis fragmentacgoes do Ion m/e 439 que nao a

Prova-

ac
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Figura 40. Espectro MIKE do Ion fragmento

m/e 439, do composto 53.

ion m/e 439. No MIKES do Ion m/e 438 (Figura 41) observa-se um

pico largo, gue provavelmente & uma superposicao de dois picos

correspondendo:

.

a 0,965 Ey m/e 438 -+ m/e 423 (-CH

3)
1 m/e 438 +» m/e 421 (-OH")

~

a 0,960 E

Outras transigoes observadas para o Ion m/e 438 sao:
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0,234 6
0,980 E
0,926 8E

Figura 41. Espectro MIKE do Ion fragmento

m/e 438 do composto 53.

3 0,934 E, m/e 438 + m/e 409 (~CHO)

1 il e

& 0,745 E; m/e 438 -+ m/e 326 (~CgHy ()

1
A formagao dos Ions referidos se encontra no Esguema 22. No Esque
ma 23 estao propostas outras fragmentagoes baseadas apenas no es-

pectro de massa.

No MIKES do lon fragmento m/e 425 (Figura 42) pode-se con-
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Figura 42. Espectro MIKE do Ion fragmento m/e 42
(MY-NOH) do composto 53, '

firmar varias fragmentacgOes:

a 0,960 E; m/e 425 > m/e 408 (~OH")
a 0,936 E; m/e 425 > m/e 398 (~HCN)
40,930 B, m/e 425 » m/e 395 (-NO)
.

0,898 El m/e 425 -+ m/e 382 (~43)
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Figura 43. Espectro MIKE do fon fragmento m/e 426

PHE RN 3|
Uy B8
Uy oz Bl

(MT~NO') do composto 53.

Os picos agudos no MIKES sio devido as transigoes na primeira re-

giao livre de campo (Apéndice). A formacdo destes lons se encon-

tra no Esquema 24.

O MIKES do Ilon fragmento m/e 426 (Figura 43) & muito pareci

do com o de m/e 425. [ provavel que este ltimo Ion se forme com

a perda de um adtomo de hidrogénio do Ion m/e 426. Asgsim, as frag

mentagoes sio semelhantes podendo-se observar as seguintes transi

goes:

a 0,962 By m/e 426 - m/e 409 (-QH")
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a 6,928 By

a 0,899 Eq

A formagao destes

n/e 426 -+ m/e 396 {(~NO)

m/e 426 -+ m/e 383 (-43)

ilons se enconlra no Esqguema 24.



Parte LDuneairis

A. Informacoes Cerais

0Os pontos de fusao foram determinados em placa de aque
cimento, scegundo Kofler, instalada em um miarwscépio modelo Ther -
mbpan(c. Reichert Optische Werke A.G.) e o aparelho Metlexr IP5 aco
plado ao ¥P52, e ndo sofreram corregoes,

Para cobhter os espectros de massa ¢ de MIKE, empregou -
wm espectrometro MAT 311a cuja voltagem de aceleragso @ de 3 KV. O

aparelho foi operado a 70 eV. Os compostos foram introduzidos via

uma sonda de insercao direta, a temperaturas_miﬂimas, para evitar
a decomposicio térmica. Para obter os espectros de MIKE, utilizou-
se um voltimetro digital para medir a voltagem E, dos ions precur
sores e as voltagens E, dos fons fragmentos. Estes espectros fo -
ram obtidos da sequinte maneira: varreu-se automaticamente a volta
gem  de 2V/seg’para se obter a forma do egpectro. Em seguida var-
reu-se manualmente a voltagem E para medir E, para cada pico, com

precisac . Usando-se a relagao:

calculou~se a razao m/e do lon produto.

Os espectros & absorgao no infravermelho foram feitos
em pastilhas de KBr contende 1% da amostra. Utilizou-se o.instru -
mento Perkin-Elmer modelo 337.

Os espectros de absor¢ac no ultraviocleta foram feitos

ol

em etanol, utilizando=-se um instrumento Zeiss modelo DMR 21,

As rotacOes Opticas foram obtidas em um polarimetro fo
L . o Q . - - ]
toelétrico (precisao 0,0057) da Carl Zeiss, usando-se cloroformio
e etanol como solventes.

Para cromatografia liguida em coluna empregou-se sili-



1%

ca gel(0,05-0,20 mm) ¢ aliimina neutra. Para cromatografia em cama-
da delgada utilizgumse sflica gel tipo G ou fluorescente PF254 da
Merck A.G. e allmina neutra para cromatografia em camada delgada.
As placas foram reveladas com lampada ultravioleta(254 nm) e COm
o vapor de ibdde ressublimado,

Foram utilizados solventes e reagentes analiticamente
puros das marcas Carlo Erba, Fischer, Bastman e Aldrich. Quando ne
cessarios, os solventes foram purificados.

As analises clementares foram’realizadas no Centro de
Pesquisas da Rhodia~Paulinia, utilizando-se o analisador elementar

da Perkin~Elmer modelo 240.

B. Preparacao dos commastos

47,48

1. Preparacao do gfwcolestena~3~ona{48}

CgH17 - CgHiy

1o 0=

0 composto foi obtido em trés etapas:

l.a) Preparacao do dibrometo de cclesterol. Foram dis~

solvidos 150 g (0,388 moles) de colesterol comercial em 1000 nl de

eéter etilico absoluto, por breve ebulugio. Em seguida uma
solugio de 5 ¢(0,061 moles) de acetato de sddio anidro e 68 g (0,851
moles) de bromo em 600 mlhde acido acético foi adicionada, ﬁor
meio de um funil de separacao, d solucdo esterblica. A mistura foi

esfriada num banho de gelo. O precipitado fol coletado no funil de
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Buchner e lavado com acido acdtico (590 ml) até que o filtrado fi
casse incolor.

l.b) Preparacao de 5Sa,68-dihromocolestan~3-ona. O di-~

brometo ainda Gmido,obtido em l.a), ficou suspenso em 21 de acido
acético a temperatura ambiente, num balao equipado com agitador
mecanico.

Uma outra solugdo de éD g (0,242 moles) de dicromato
de s0dio diidratado em 2 litros de &cido acético, pré-aguecida a
909, foi adicionada & mistura em agitacdo(a 25%y, por meio de um
funil de separagio. A temperatura da mistura alcangou 55-58° du ~
rante a oxidacao e todo o s0lido dissolveu-se em 3 a 5 minutos. O
balao foi acondicionado num banho de gelo para que o composto  se
cristalizasse. Apds este periodo adicionou-se 400 ml de &qua gela
da. 0 cristal foi coletado num funil de Buchner e lavado com meta

nol até que o filtrado ficasse totalmente incolor.

l.c}) Preparacao do A’-colesten-3-ona. Dibromocolesta-

nona ainda ﬁmido de metanol, obhtido em 1l.b), ficou suspenso emn
2000 ml de éter etilico. Com o balao acondicionado num banho de
gelo, adicionou-se 25 ml de acido acético e a mistura foi agita-
da mecanicamente até que a temperatura atingisse apreximadamente
159. Removeu~-se o0 banho de gelo e 5 g de zinco em pd foi adiciona
do com agitagao constante. Logo que se iniciou a reaciac exotdrmi-
ca de dehalogenacao a temperatura foi controlada entre 15«209, por
melo de esfriamento, durante a adigéo de maig 35 g(total de 0,616
atgs) de zinco em pd. Apds este pericdo, removeu-se o banho de ge
lo e com agitacao constante adicionou-se 40 ml de piridina, for -

mando-se assim um precipitado branco.

0 precipitado foi coletado num funil de Buchner e la-

vado com éter etilico. Ixtraiu-se o filtrado(incolor) com 600 ml

9




de agua destilada, num funil de separagao, e foi lavado com 5% d

120

e

solugao agquosa de bicarbonato de sddio (para remover tracos de a-

cido aceétice). Secou~se a solugac sObre sulfato de sddio anidro .

A solugado fol filtrada e concentrada até a metade do seu volume.

Adicionou-se metancl e a evaporacio fol prosseguida até atingir

um volume de 374 do total. A solugﬁo ficou a temperatura ambiente

e resultou um produto cristalino transparente.

Rendimento: 51 g (0,133 nmoles, 34

Ponto de fusio: 120-125°
25 o)

Jo] 7 (CHCL,) s 2,67 (c:1,0)

. KRr

Max

-1
cm .

m/e 384 (MY) (Figura 30)..
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2. DPrevparagac o 4F4w&1m&ullcolagtw5wenm3“0&&(ﬁg))’JG

Callyy CgH17

- —e ey

rur - . - v . i
2.a) Preparacao do t-butoxido de potissic !

- X
f»f—)T—“—_*.Eﬂﬁg Mg

fromta- d'acﬂua

_Preparoumse a aparelhagem apresentada acima. Adaptou~
se um balao de 3 bhocas a0 condensador de refluxo {tipc serpenti -
na) e o topo do condensador a uma torneira de trés saidas que con
duz, por meio de A para um cilindro de nitrogénio com uma valvula
de contréle fino e dispositivo contendo merciirio, e por meio de
B para uma trompa d'agua. Secou-se completamente o balao e o con-
densador, aguecendo-se com um secador de cabelo, enquanto o siste
ma estava a pressao reduzida (a torneira aberta na posicao B esta
va ligada com a trompa d'agua). Permitiu~se a entrada de nitrogé-
nic seco na aparelhagem, com a torneira aberta na posigao n {pas
sando pelo "trap" de segurancga).

No balao, rapidamente esfriado, colocou-se 100 ml
0,941 moles) de alcool t~butilico anidro e 2 g (0,051 atgs) de po
tassio metdlico e adaptou~se novamente na aparelhagem. Interrom =

peu-se a corrente de nitrogénio e a mistura foi refluxada até que



b it £

o potissio dissolvesse completamente. O hidrogenio liberado pas-
sou-se através do dispositivo de mercurio.
Esfricu~se a =lugao 8 temperatura ambiente, permitin

do-se a entrada de nitrogénio para igualar a pPressao.

2.b) Preparacaoc fes] 4, 4-dimetileolest—5-en=-3~ona.

Em um ballio equipado com condensador, tratou-se 11,5
gramas (0,030 moles) de colestenona (preparada em l.c) com 430 ml
de Alcool t-butilico at® o refluxo. A solugdo foi esfriada a tem-

peratura ambiente ¢ vertida sObre a base preparada em 2.a). Conti

nuou~se o refluxo por mais meia hora.

Esfriou-se a solucao até aproximadamente 10%c, e en -
tao adicionou-se 2,5 ml (0,027 moles) de iodeto de metila, de uma
sd vez, e a solugao foi refluxada sob atmosfera de nitrogénio por
mais uma hora.

A mistura foi esfriada ¢ colocada no banho de gelo e
em saguida £oi acidificada com HCl concentrado, ate pH-5.Adicio -
nou-se um pouco de agua destilada para quebrar a tufbid@z da solu
cao e o alcool t-butilico foi evaporado a pressaoc reduzida, num e
vaporador rotativo. A fase organica foi extraida com benzeno e o
extrato foi lavado, varias vezes, com agua destilada. Evaporou =
se 0 benzeno e o composto foi cristalizado em cloroformio-etancl.

Rendimento: 6,2 g (0,015 moles, 50%).
‘Ponto de fusfo: 175-177°

.
“xlgg(CHClB): +1% (c:1,0)

Kor

MPY (Figura4s): 30002850, 1705, 1460 ¢ 1380 —

m/e 412 (M¥) (Figura3l ).

Analise elementar: C29H4SO

Encontrado:s %C=34,35 $H=11,68 $0=3,60

Calculado : 28C=84,40 $H=11,7) %0=3,87
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3. Preparacao de 4,4wdimetilcolest—5men~3~ol(2&?2

Cgtr7 - CgHyy

Num balZo equipado com condensador de refluxo, tra-
tou~se 100 mg (0,242 mmoles) de 4,4,~dimetilcolest~5-en~3~ona com
10 ml de metanol e adicionou-se, bem 1entamenté, 300 mg (7,8%mmo
les) de borohidreto de sddio (com agitagdo constante). A solugao

foi aquecida até um pouco menos que o ponto de ebulicao do sol -
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vente. Segui-se o curso da reagoo atraves de placa analitica. 0
solvente fol evaporad& num evaporador rotativo e adicionou-se 10
ml de &gua gelada. Enm seguida, adicionou-se acido acetico, gota
a gota para destruir o excesso de borohldreto de sddio.
0 composto (branco) foil coletado num funil de Buchner
e lavado com agua, varias vezes. O produto foi nurificado atra -
vés de uma coluna ecromatografica iiquida, utilizando-se o henze-
no como solvente. Obteve-se 45 mg de um cristal transparente pu-
o : . .
Rendimento: 45 mg (0,109 mmoles, 45%).
Ponto de fusio: 144,0-146,0°
m/e 414 (MT) (Pigura 32 ).
Analise elementar: C29H500
Encontrado: %C= 84,00 §H=12,18 %0=3, 82
Calculado : %(C=83,99 $H=12,15 20=3, 86

. . 5
4. Preparacao de 2"oximino"4,4—dimetilcolestw5“en~3“Onai(52}3

CgH17 - GgHyp7

]

HO~N

54
2)°
No balao equipado com agitador mecanico, funil de se

4.a) Preparacao do nitrito de n-butila (n-BulNO

paragéo de haste longa e um termdmetro, foram colocados 38 g de
nitrito de sddio (0,542 moles) e 150 ml de Agua destilada. O ba-
lao foi acondicionado num banho de gelo e a solugao foi agitada
até atingir uma temperatura de O-.

Unma mistura de 10 nl de égué destilada, 13,6 ml (
0,25 moles) de H2804 cgncentrado e 45,7 ml (0,5 moles) de n-buta
nol foi esfriada até 0°. Esta mistura foi adicionada lentamente,
atravées do funil de separacao com a haste que ficasse por baixo

da superficie da solugdo de nitrito em agitacao, para evitar a



formagan do gas. A tenporatura sempre foi mantida em torno de O-
1@, num periodo de aprorimadamente 2 horas.

A mistura resultante fol acondicionada num banho de
gelo até gue se separasse em camadas. A fase licuida foi decanta
da para um funil Je scpavagac e a fase aguosa (a mais densa) fol
removida. A camadz de mitrito de butila fol lavada com solugao
de 2 ¢ do bicarbonato de sbdio e 25 g de NaCl em 100 ml de Agua.
Secour~se a solugio sobre sulfato de sddio anidro, em sequida foi

filtrada e guavdada no congelador.

4d.byvrepavacio do 2-oximino-4,4-dimetilcolest~5-en -

= 3eonn.,

Com 1,0 o (0,026 atgs) de potassio metdlico e 30 ml
(0,316 moles) de t-butanol, preparou-se o t-butoxido de potas -
sio. Ksfriou-se a solugao atemperatura ambiente, e adicionou-se
1,0 g (0,0024 moles) de cetona (4,4-dimetilcolest~5-en—-3-ona). A
solugao foi refluxada por 90 minutos.
Esfriou-se a solugao a temperatura ambiente e com a-
gitag%o constante adicionou-se 1,0 ml de ntuNoz, obtido em 4.a),
gota a gota. Deixou-se am agitagﬁo durante uma noite. Apds este
periodo, o precipitado foi filtrade e lavado com &ter etilico. U
ma solugao agquosa deste sal foi acidificada, com o frasco acondi.
cionado num banho de gelo, e o precipitado fol coletado num Ffu-
nil de Buchner. Diluindo-se com agua destilada e acidificando - o
filtrado, obteve-se mais deste composto. O composto impuro foi
cristalizado e recristalizado em etanol-&gua, dando cristais
transparentes, bem f£inos e brilhantes.
Rendimento: 658,32 mg (1,49 mmoles, 62%).
Ponto de fusio: 205,5-207,9°
o] 27 (Btow) ¢ +72,5% (c:1,0)
EﬁOH(neutro)

max : 234,0 nm .
(Figura 28 ).
BtOH {basico! .
e 290,4
Ao : 290,4 nm
KB \ I -
&av (Figura 46 ) 2250, 1705, 1610, 960 e 940 cm l.

m/e 441 (Mf) (Pigura 3¢ )
25ty 70 N
Encontrado: 2C=78,47 SH=10,098 2N=2,97 &0=7,58

Caleulado : SC=78,85  $H=10,72  ®N=3,17  %0=7,24

MAalise elementar: ©
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Figura 46

Ispectro no I.V. do composto 52.

© o3 g g

5. Preparacao de 2-diazo-4,4~dimetilcolest~5-en-3-ona(51)°3

Em

3-ona (100 rg,

Cglyy . CgH17

uma solugéo de 2~-oximino~4,4~dimetilecolest-5-en~

0,242 mmoles), obtido em 4.b), numa guantidade
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minira de THY, foi adicionade 1,3 ml de NaOH aguose 4N ¢ o,5 ml

de TH,OH concentrado., Esfriou-se a solucao a 10 (num banho de
gelo}. Adicionou-se 2 ml de hipoclorito de s0dio aqueoso (comer-
cial; 5,257 NaOCl) gota a gota, com vigorosa agitagao e com o ba
lao acondicionado no banho de gelo. A mistura ficou em agitagao
durante uma noite, a temperatura abiente.

Dilulu-se a reagao com agua e o precipitado, ligei-
ramente amarelado, foi filtrado por Sucgéo. 0 composto fol dis -
solvido em clorofbrmio e fez-se purificacdo por coluna cromato -
grafica 1iquiﬁa de filtragao, utilizando-se aluminOxido neutro de
atividade I (20 g). Utilizou-se clorofdrmio como eluente.

Evaporcu-~se © solvente a pressao reduzida, num evapo
rador rotativo, e o composto recrisﬁalizado em CHC13mMeOH, pro =
porcionando-nos cristais amarelos e bem brilhantes.

rendimento: 76 mg (0,174 mmoles, T72%).

r o
Ponto de fusao: 122~1257

KBxr
Mmay

(Figura 51 ): 2080, 1620 o 1340 cm *

‘1';‘-‘ ’ = - I & : y
Analise elementar ngﬂqﬁomz

cnecontrado: $C=786,42 tH=10,59 = 8N=6, 36
Calculado : %C=79,92 E1i=10,56 EN=6, 38

hing . o . ) > 5
6. Preparacac de 4,4-dinmetilcolest-~5-en-2,3~-diona leleafgg;J

Cghy7 Cghiy

HO-H, i HO-N

o7 3 HO-N=
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Picura 47. Espaoctro no I.Y. do comnosto 51.

Uma mistura de 100 mg (0,228 mmoles) do composto oxi
mino; obtido em 4.b), 100 mg (1,42 mmoles) do cloridrato de hi -
droxilamina (NHon.HCl), 2 nl de etanol e 0,5 ml de niridina foi
mantida em refluxo, num banho de silicone, por aproximadamente
90 minutos. Neste periodo, desenvolveu-se uma coloracio rosada.
Em seguida, o solvente foil destilado & pressao reduzida. Deixou-
se o hbalao sob a corrente de nitrogénio para secar melhor. A se-
guir, adicionou-se alguns nls de dgua gelada o os cristais foram
moidos, com uma espatula, e filtrados num funil de Buchnsr. O com

posto foi recristalizado em etanol-agua.



rRendimento: 82 mg (0,179 mmoles
Y oy ey For Eod e “% ] - 9
Ponto de Lusao: 2310--212
KBy . vy
U (Figura 48): 3320, 950 e
ﬁi(ﬂf;

n/e 456 (M)

{(Figura 38}).

v 5] 4 e Y Ty P S e T *
Analise elgq§nta1. 629J48j202

Encontrado: $C=76,17 Si

Caloculado ¢ sC=T6,26

79%) .

¢

=10,72

Hi1=10,59
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48 . Espectro no I.V. do comnosto 53.
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v, Conclus:

Tomando~se come bhase 0 egpeciro de massa do colesterol
analisamos os efeitos gque os diferoantes substitulintes no anel A,
do esqueleto esteroidal, podem produzir sobre o mecanismo de frag-
mentagio encontrado no espectro base. Para este fim, estudamos o0s
compostos de 48 a 53 .

Observando-se os  espectros de massa- dosg. compostos 48,

49 e 50 pudemos notar s preﬁehga de fragmentagOes caracteristicas

‘ 28 7 + +
encontradas no colesterol”™ , formando-se os ions (M-85) , (M=111)
(b) e m/e 247 {c, no colesterol).

A presenca dos  grupos alquila, no C-4 dos compostos

49 e 50, deu origenm aos fons nao encontrados no composto 48. Propu

i

semos também, gue os ions m/e 124 do composto 48 e m/e 124 do com

poste 49, provavelmente, tem estruturas diferentes devido a pre-
senga dos grupos alquila na posicgao C-4, do - composto 49, bloquean-
do a migragao da ligag@io dupla mra a posicdo conjugada com a car-
bonila. A formagao do Ion m/e 331 (do composto 50) se deve & trans
feréncia do grupo hidroxila, do C-3 para -6, que representé uma
fragmentagao especifica vpara o colesterol alguilado no C~4. Este
fon & estabilizado por trd&s formas canfnicas de ressonincia.
Quando os substituintes eram nitrogenados (51, 52 e

53), os espectros de mssa destes connostos nao apresentam os lons
(M~85}+ (a) ou (M-u}_ll)+ {b), mas somente o ion m/e 247 (¢, no co-
lesterol) em pequena abundincia. O composto a-diazo-cetona (51) a-
presentou um lon molecular muito rperguenc (A.R.=1%), provavelmente
devido & perda rapida de nitrogénio, resultando ¢ lon de m/e 410,
‘mas a fragmentacao foi suficientemente carvacteristica para ser G-

til na identificacao.0 Ion m/e 410 se fravmenta pela verda do ra-

dical metila formando-sze o pico base do espactro em m/e 395, Esta
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fragmentacao foi confirmada pelﬁ presenga de um pico de grande in
tensidade 4 0,964 ¥y no espectro de MIKE do Jon m/e 410. O Ton
m/e 395 fol analisado por MIKES e algumas de suas fragmentacoes

- foram confirmadas.

0 espectro de mssa do composto 52 apresentou um lon
molecular em m/e 441 {(que & o pilco base no eswvectro). O espectro
de MIKE deste Jon confirmou varias fragmentactes. Uma fragmentacio
de interesse fol a f@rmagéw do fon m/e 410 que ée deve, provavel-
mente, a perda de NOH do Iion molecular. 0 Ion régultante pode ter

uma estrutura idéntica dquela observada para o fon m/e 410 do com

posto 51. Examinando-ge o MIKES deste lon, em-ambos os compostos,
notou-se que o5 espectros eram completamente diferentes. Este &
unt indicio de que as estruturas dos lons m/e 410 dos compestos
51 e 52 devenm ser diferentes.

O espectro de massa do comnosto 53 apresentou um lon
molecular de mfe 456. Tendo-se em vista o fato de gue no composto
52 nao foi confirmada a perda de adgua (mas somente a perda de o)
do ion molecular, analisamos o Ion m/e 456 por MIKES. Como pude-
mos cohservar, no espectro, nao foi confirmada nenhuma evidéncia da
perda de agua do ion molecular. O Ion m/e 438 (que & o pico base
no espectro) provavelmente se origina da perda de um dtomo de hi-
drogénio do Ion m/e 439 (formado pela perda de OH® do Jon molecu-

lar).

Comparando-se o espectro de massa do colesterol com a-
queles dos ssus derivados, podemos concluir que a ligacao dupla
realmente pode controlar a fragmentagaoc destes derivados, mas a

presenga de outros grupos funcionais (diferentes da ligagzo dupla)

nodifica este esquema & fragmentagao encontrado no colesterol.
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APENDICE

U ——

Os Principios Gerais de Dspectrometria de Massa

Ho eséectr@metxo de massa, as substincias no estado ga-
soso estido sujeitas & ionizagao. Existen varias técnicas para efetu
ar esta ionirzagao. A maioria dos instrumentos, particularmente ague
les utilizados para medir a abundincia isotbpica ou a massa de uma
molécula (andlises quimicas, elucidagao de estruturas e estudos de
ionizagao e dissociagao de moléculas), utiliza a tecnica do impacto
eletrdnico. Nesta téecnica, o vapor & introduzido sob baixa presséo
na fonte ifnica e as moléculas da amostra sao bombardeadas por  wm
feixe de eldétrons emitidos por um filamento de tungsténio ou rénio.

Se a-energia dos elétrons, gue vio borbardear a molécu
la, & menor que o potencial de ionizacao da molécula(menos gue 1l0eV
para a maioria das moléculas organicas) nao ocorrera nenhuma varia-
gao aparente nelas. Entretanto, se a eneargia for grédualm@nte aunen
tada até acima do potencial de ionizacgao, a probabilidade de ocor -

rer uma colis@o entre uma molécula e um elétron, para induzir a io-

nizagao, também aumentard. 0 processo & o seguinte:

e + -
M + e —_— M- + Ze
Se a energia do feixe de elétrens for aumentada ainda
mais, O excesso de ensrgla sera transferido para os ions molecula -
res resultando na fragmentagio de uma porgio deles. Na pratica usa-
se elétrons de 70 eV. Assim, ha energia suficiente para quebraxr al-

gumas ligagoes na molécula. Por ex: intreduzindo-se metanol gasoso
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na fonte ionica e hombardeando-se com um feixe de elétrong, de

70 eV, o processo de ionizagldo e fragmentagao resultante sera:

- + - ) ~
CHBOH S = S CH3OHw + Ze ionizagao

cigout ot 4ol 1¢ fragmentacgio

‘ v -+ .

ey CH,QH + H

2
+ +
Ty - T Y »

Gl OH ey CHO O ‘L2 2¢ fragmentacao

Todas estas reacdes ocorrem dentro da fonte dande uma
mistura de Ions (Ifons moleculares, Ions fragmentos, lons isotdpi-
cos). Estes Tons sdo acelerados por um potencial de aceleragao
U, da fonte ao tubo de analisador.

Os espectrimetros de massa comerciais mais comuns u-

» +

tilizam oz seguintes tipos de analisadores:

1. Deflexio Idnica. o tubo do analisador os lons estao sujeitos

a um campo magnéitico perpendicular 3 diregao do feixe de Ions.
Neste campo, eles sao defletidos ao longo de um caminho circu-

iar de raio r, de acordo @m a equagao:

onde a) a deflexio dos Ions depende do potencial de aceleragao
(U), da forca do campo magnético (B) e da razdo massa/

carga dos lons. |

h) A deflexino causada pelo campo magnetico fixo (B) & pro
porcional A razic massa/carga dos lons acelerados por

uma voltagem fixa U,

2. Filtro de Massa Quadrupolar. Um analisador guadrupolar consis-

te de um tubo cilindrico contendo guatro pdolos cilindricos co-
q P

locados paralelamente (Figura 49). Os ions que entram no tubo,
P )



por um pequenc orificio, estde sujeitos a uma corrente de radio-
freguéncia oscilante. Somente os Jons com um certo valor para
a razaoc massa/carga serao capazes de atravessar o caminho ao lon-
go do eixo, enquanto os outros ions oscilarao instavelmente e se-
rao neutralizados quando colidirem com um dos quatro pdblos. O es-—
pectro sera varrido nala Qafiagéo gradual da voltagem de e radio-
frequéncia mantendo-se a razao e a freguéneia de oscilacio cons -

tantes.

Atmaost, R
mostra | Y
ot guadeuiolo _ deleclor
onte de
WwNg

Figura 49 . Diagrama esquematico de um analisador guadrupolar. A
linha sb0lida representa o caminho estivel de um ion
com determinado valor de m/e. A linha pontilhada rep
presenta o caminho instavel de um Ion com um outro
m/e. Quando em contato com um dos pélos o Ilon sofre

neutralizacgao.

Atualmente, existen espectrdometros de massa de focali
zagao simples, que utilizam o filtro quadrupolar ou o campo magné
tico para efetuar a separacdo dos lons de acordo com a razac mas-

sa/carga. Existem também instrumentos de dupla focalizacao nos
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quais ha um campo magnetico e umrcampo eletrostatico. Tais instiru
mentos sio capazes de discriminar as massas de diferentes particu
las, mesne gue esta diferenga selja bem pequena (Por ex. 1 ppm de
vma unidade de maggsa). Na figura 50 encontra-se um diagrama es -
quematico deste tipo de instrumento {geometria de Nier-Johnson in
versa) no qual o setor magnetico precede o analisader eléetrico .
Neste arranijo, os ions sao analisados por massa no setor magneti-
co, antes de sercm analisados por energia cinética no setor elé -~

trico. Assim,todos os lons gque sao detetados tém m/e idénticos e

energias cinéticas identicas.

L 1 . e . - g . ] - .
Tons metasstaveis: fragmentagoes na segunda regiao livre de campo.

A ionizacdo e a fragmentacao das moléculas organi -
cas podem ocorrer tanto na fonte de lons como em qualguer parte
do espectrﬁmetrg de massa. 0s lons registrados no espectro de mag
Sa comum Sexéo os formados na fonte. Os ions gque se fragmentam fo
ra da fonte idnica serao denominados lons metaestévéis.

Em princfpio, um lon metaestavel pode decompor em
qualquer regiao do seu percurso até o detetor. Se eles se decom-
puéer@m na regizo do campo elétrico ou magnético nao serao focalj
zados e nao resultarao picos no detetor. Entretanto, se a origem
da decomposicao estiver na regiao livre de campo, todos os lons
poderao ser focalizados pelo campo subsequente e darao'picos meta

estaveisz"

(estes picos nado serao devido as espécies metaestaveis

em si, mas sim aos produtos de suas decomposigaes). Particularmen
te, os lons que se decompoem na segunda regido livre de campo de
un espectrometro de massa de dupla focalizagéo com geometria de

Nier~Jchnson inversa (Figura 50), poderdo ser intensivamente ana-

lisados. Estes estudos $20 denominados "MIKES"™ (Mass Analyzed



140

——

!
f
|

AR

o

‘ - . - o .
Figura 50. Diagrama esquematico do espectrometro de massa MIKES
(geometria de Nier~Johmson inversa).

) - . . . .
a. ¥Yonte de ilons; b. Primeira regiao livre de campo ;

I3

M. Analisador magnetico; c¢. Segunda regiao livre de ¢
campo {regiaoc MIKES); E. analisador eletrostatice(fil

tro de eneyrgia); d. NDetetor.

Ton Kinetic Fnergy Spectra - Espectro de energia cinética dos
iong analisados por massa).

A segunda regido livre de campo nao contém todos os
ions formados e acelerados na fonte de lcns. Al sd chegam aqueles
que j& passaran pelo campo magnético, cuja fungao & selecicnar os
ions pela massa. Todas as outras particulas serao defletidas para
a parede do aparelho e serao eliminadas. Portanto, guando ocorrer
a decomposicao de {ons metaesti@veis na segunda regido livre de

campo, eles se originarao de lons gue foram selecionados pelo cam



PO magnetico,

No potencial inicial do campo eletrostatico, B
: & 1¢

141

G

ion precursor {ml) passa por este campo com a energia cindtica (

1/2 mlvz)

2
mlv )
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2
m V2
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Quando cle se decompbe, a energia cindtica & dividida entre

fon fraqmento(mz) e a particula neutra. A energia cinética
Ll 2 y " Ll s

fragmento @ 1/2 MoV 0 potencial do campo eletrostatico, Eoe

cessario para permitir a passagem do fragmento sera:

Combinando estas equagoes, podemos determinar a relagao entre

El' E2 o ml:

Azsim, sabendo~se a massa do precursor(ml), o potencial inici

')
do

ne

Rl ¢

al(

El} e medindo-se o potencial no qual pode-se observar a passagen

do produto(E.) & pogsivel calecular a sua massa(m,).
2 : 2

fons metaestaveis: fragmentagoes na primeira regiao livre de campo.’

Se a decomposicido do Ion metaestavel ocorrer na pri-



meira reqgifo livre de campo, o ion produto serd om seguida anali-
sado pelo campo magnatico. Neste caso, cormo o produto Tl nao  tem
a energia cinftica dos lons de mesma massa formados na fonte idni
ca ele serd transwitido pelo setor magndtico com uma massa aparen

te{n*) onde:

Assim, se a massa de um fon estudado por MIKES tem valor idénti -

co a m¥, um pico agudo sera ohservado a medida que o campo eletri
co for diminuido. Este pico retaestavel(m*) formado na primeira

regiao livre de campo & um pico difuso que inclui uma faixa de
valores de massas. Se © lon estavel com massa m* atravessa o cam-
po eletrico com certo potencial,_ﬁly o fon preduto de massa mn, S€

ra transmitido numa voltagem, BE,, onde:

Os valores de m* e E} sao conhecidos, E, e medido; wortanto My PO
de sexr calculado. Para ge encontrar o precursor(ml) & necessario
saber o valor de m* exatamente. Este pode ser medido fazendo-se a

varredura de arbos os campos Jjuntos.




