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“Assim como tu ndo sabes qual o caminho do vento, nem como se formam os 0ssos no
ventre da mulher gravida, assim também néo sabes as obras de Deus, que faz todas as coisas.
No principio criou Deus o céu e a terra. E disse Deus: Produza a terra erva verde, erva que
dé semente, arvore frutifera que dé fruto segundo a sua espécie, cuja semente esta nela sobre
a terra; e assim foi. E a terra produziu erva, erva dando semente conforme a sua espécie, e a
arvore frutifera, cuja semente esta nela conforme a sua espécie. E disse Deus: eis que vos
tenho dado toda erva que dé semente, que esta sobre a face de toda a terra; e toda a arvore,
em que ha fruto que dé semente, ser-vos-4 para mantimento. E viu Deus tudo quanto tinha
feito, e eis que era muito bom”.

Eclesiastes 11:5 e Génesis 1:1, 11-12, 29.
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d deslocamento quimico (ppm)

v estiramento

A comprimento de onda (nm)

M* pico do ion molecular

Ac acetato

AcOEt acetato de etila

CcC cromatografia em coluna aberta

CCPD cromatografia em camada delgada preparativa

CCF cromatografia em camada fina

CG-EM cromatografia a gas acoplado a espectrometro de massas
CDCl; cloroférmio deuterado

COSY COrrelated SpectroscopY

d dubleto

dd duplo dubleto

m multipleto

S singleto

sl singleto largo

t tripleto

DEPT Distortionless Enhancement by Polarization Transfer
DEPTQ Distorsionless Enhancement by Polarization Transfer including the detection

of Quaternary nuclei
DMSO-Ds  dimetilsulfoxido deuterado

EM Espectrometria de massas

e.Vv electron volt

HBBD(BBD) Hidrogen Band Broad Decoupled

HMBC Heteronuclear Multiple-Bond Correlation
HSQC Heteronuclear Single Quantum Coherence

Hz Hertz (unidade de frequéncia)

v infra-vermelho

J constante de acoplamento em Hertz

m/z relagdo massa/carga

MeOH metanol

MHz mega-hertz

NOESY Nuclear Overhauser Effect Correlation Spectroscopy
P.F. ponto de fusao

RMN *H Ressonancia Magnética Nuclear de hidrogénio
RMN ¥C  Ressonancia Magnética Nuclear de arbono-13
CLAE Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
HPLC High Performance Liquid Chromatography
LC-MS Liquid Chromatography-Mass Spectrometry
uv Ultra-violeta

MS/MS Espectrometria de massas em tandem

OBS: As abreviaturas e simbolos utilizados neste trabalho e que ndo constam nesta relacéo,
encontram-se descritas no texto ou sdo convencdes adotadas universalmente.



RESUMO
AMORIM, Ana Paula de Oliveira. Estudo quimico e atividades biolégicas de Talinum
triangulare (Jacq.) Willd. (Portulacaceae) e Sphagneticola trilobata L. Pruski
(Asteraceae). Seropedica: UFRRJ, 2014. 203 p. (Tese de Doutorado em Quimica).

O fracionamento cromatografico de extratos de folhas e caule de Talinum triangulare
(Portulacaceae) e dos extratos de Sphagneticola trilobata e analise das fracGes atraves de
técnicas cromatograficas e espectroscopicas conduziram ao isolamento e identificacdo de
vinte oito constituintes de diferentes classes de metabdlitos especiais.

De folhas de Talinum triangulare foram identificados B-caroteno, luteina e porfirinas
dentre elas: 18-purpurinato de fitila (3), feofitina a (4), 13*-hidroxi-feofitina a (5), 15'-
hidroxi-15"-carbometoxi-15'-0-13"-lactona-feofitina ~a  (6),  15'-metilperéxido-15'-
carbometoxi-15*-0-13"-lactona-feofitina a (7), 15'-carboxi-15'-0-13"-lactona-feofitina b
(4cido Ficuschlorinico D) (8), 15-hidroxi-15"-acetil-13'-carboxi-feofitina b (taliclorina A)
(9), 15%-hidroxi-15*-carbometoxi-15'-0-13*-lactona-feofitina b (10), 15'-hidroperéxido-15'-
carbometoxi-15*-0-13'-lactona-feofitina b (11) 15-acetil-15'-0-13"-lactona-feofitina a (12),
dentre elas podemos destacar cinco novas, 7, 9, nomeada como taliclorina A, 10, 11 e 12, pois
estdo sendo descritas pela primeira vez na literatura. Outros compostos tais como alantoina e a
mistura de 3-B-O-BD-glicopiranosilestigmasterol e 3-p-O-BD-glicopiranosilsitosterol também
foram identificados dos extratos de folhas desta planta.

Do caule Talinum triangulare foram isolados misturas de esteroides campesterol,
escotenol, estigmasterol e silsitosterol, e a mistura dos glicosideos 3-B-O-pD-
glicopiranosilestigmasterol e 3-B-O-BD-glicopiranosilsitosterol, além de alantoina, acido
aspartico, asparagina e uma acrilamida, acido 3-N-acriloil-N-pentadecanoil-propandico (20),
que estdo sendo descrito pela primeira vez na literatura.

O estudo de dicroismo circular permitiu definir a configuracdo absoluta de algumas
porfirinas cujas estruturas foram definidas como: 17R,18R-18-purpurinato de fitila,
13°R,17R,18R-13%hidroxifeofitina a (5), 17R,18R-15™hidroxi-15*-carbometoxi-15'-0-13*-
lactona-feofitina a (6), 17R,18R-15'-metilperdxido-15*-carbometoxi-15'-0-13"-lactona-
feofitina a (7), 17R,18R-5"-carboxi-15'-O-13"-lactona-feofitina b (8), 17R,18R-15"hidroxi-
15'-acetil-13"-carboxi-feofitina b (9), 17R,18R-15™-hidroxi-15'-carbometoxi-15*-0-13*-
lactona-feofitina b (10), 17R,18R-15-hidroperoxido-15*-carbometoxi-15'-0-13*-lactona-
feofitina b (11). Partes desses resultados foram publicadas em Food Chemistry, 160, 204-208
(2014).



O fracionamento cromatografico dos extratos de Sphagneticola trilobata e analise das
fracbes com técnicas cromatograficas e espectroscopicas conduziram ao isolamento e
identificacdo de seis substancias, os carotenoides B-caroteno e luteina, uma mistura de 3-p-O-
BD-glicopiranosilestigmasterol e 3-B-O-pD-glicopiranosilsitosterol, um monoterpeno 8, 9,10-
trimetil-1,4-dihidroxi-biciclo[2,2,1]-heptano e um triterpeno conhecido como fridelinol, que
ainda ndo haviam sido isolados desta espécie.

Foi realizado teste com algumas bactérias de gram positivo e gram negativo com 0s
extratos de Talinum triangulare e Sphagneticola trilobata, apresentou resultados que
confirmam as propriedades indicadas para estas espécies. A atividade citotoxica com
diferentes linhagens tumorais realizadas como o extrato polar de Talinum triangulare
apresentou uma inibicdo significativa frente a linhagem tumoral HL60. Por outro lado os
testes realizados com as larvas do vetor Aedes aegypti com extratos das espécies Talinum

triangulare e Sphagneticola trilobata ndo apresentaram resultados significativos.

Palavras-chave: Talinum, Sphagneticola, feofitina, acrilamida e dicroismo circular.



ABSTRACT
AMORIM, Ana Paula de Oliveira. Phytochemical study and biological activities of
Talinum triangulare (Jacg.) Willd. (Portulacaceae) and L. Pruski Sphagneticola trilobata
(Asteraceae). Seropedica: UFRRJ, 2014. 203 p. (Doctoral Thesis in Chemistry).

Chromatographic fractionation of extracts from the leaves and stem of Talinum
triangulare (Portulacaceae) and extracts from Sphagneticola trilobata and the analysis of the
fractions by chromatographic and spectroscopic techniques allowed to the isolation and
identification of twenty eight constituents belongs to different classes of special metabolites.

From the leaves of Talinum triangulare were identified p-carotene, lutein, and
porphyrins such as 18-purpurin phytyl ester (3), phaeophytin a (4), 13°-hydroxy phaeophytin
a (5), 15%hydroxy,15'-carbomethoxy-15'-0-13"-phaeophytin a lactone (6), 15'-
methylperoxide-15'-carbomethoxy-15'-0-13"-phaeophytin a lactone (7), 15-carboxy-15'-O-
13'-phaeophytin b lactone (ficuschlorinic D acid) (8), 15'-hydroxy-15'-acetyl-13*-carboxy-
phaeophytin b (taliclorin A) (9), 15%-hydroxy-15"-carbomethoxy-15*-0-13-phaeophytin b
lactone (10), 15'-hydroperoxy-15*-carbomethoxy-15'-0-13"-phaeophytin b lactone (11) and
15'-acetyl-15"-0-13"-phaeophytin a lactone (12). Among them it can be highlight five news
phaeophytins, 7, 9 (named taliclorin A), 10, 11 and 12, that are being described for the first in
the literature. Other compounds such as allantoin and a mixture of 3pB-O-pD-
glicopiranosilestigmasterol and 3p-O-pD-glicopiranosilsitosterol were also identified in the
extracts from the leaves of this plant.

In the extracts from Talinum triangulare stem’s a mixtures of steroids, campesterol,
escotenol, stigmasterol and silsitosterol, and the mixture of glycosides were isolated 3p-O-
BD-glicopiranosilestigmasterol and 3B-O-BD-glicopiranosilsitosterol, besides allantoin,
aspartic acid, asparagine and a new acrylamide, 3-N-acryloyl-N-pentadecanoil-propanoic acid
(20).

The study of circular dichroism made possible to define the absolute configuration of
some porphyrins whose structures were defined as: 17R,18R-18-purpurin phytyl ester,
13°R,17R,18R-13%*hidroxyphaephytin (5), 17R,18R-15*-hydroxy-15*-carbomethoxy-15'-O-
13'-lactone  phaeophytin  (6), 17R,18R-15"metilperéxido-15'-carbomethoxy-15"-0-13*-
phaeophytin a lactone (7), 17R,18R-15%-carboxy-15'-O-13"-phaeophytin b lactone (8),
17R,18R-15"-hydroxy-15"-acetyl-13"-carboxy- phaeophytin b (9), 17R,18R-15"-hydroxy-15'-
carbomethoxy-15'-0-13"-phaeophytin b lactone (10), 17R,18R-15*-hydroperoxy-15'-
carbomethoxy-15'-0-13"-phaeophytin b lactone (11). Part of these results was published in



Food Chemistry, 160, 204-208 (2014).

Chromatographic fractionation of extracts from Sphagneticola trilobata and analysis
of the fractions by chromatographic and spectroscopic techniques allowed to the isolation and
identification of six substances, two carotenoids, -carotene and lutein, a mixture of 3p-O-fD-
glycopiranosylestigmasterol and 3p3-O-BD-glycopiranosylsitosterol, a monoterpene identified
as 8,9,10-trimethyl-1,4-dihydroxy-bicyclo[2.2.1]heptane and the triterpene known as
fridelinol, which had not yet been isolated from this species.

Tests with some gram positive and gram negative bacteria were performed with
extracts of Talinum triangulare and Sphagneticola trilobata and presented results that
confirmed the cited properties of these species. The cytotoxic activity of different tumor cell
lines performed with the polar extract of Talinum triangulare showed significant inhibition
against the tumor cell line HL60. On the other hand, the test with the larvae of Aedes aegypti
using extracts of Talinum triangulare and Sphagneticola trilobata species were not

significant.

Keys words: Talinum, Sphagneticola, pheophytin, acrylamide e circular dicroism.



1 INTRODUCAO GERAL
1.1 Aspectos Gerais de Plantas Invasoras

Planta invasora € qualquer espécie ndo natural introduzida a um ecossistema e que
nele se naturaliza, dispersando e alterando o espaco das plantas nativas (ZILLER, 2000).

O conhecimento da flora invasora de uma cultura é de importancia capital para o
equacionamento das medidas de controle. Este conhecimento, porém, ndo deve se limitar a
identificacdo das espécies, mas sim, abranger dados bioldgicos, assim como de distribuicdo
geografica e ecologia das invasoras (ARANHA et al., 1988)

O potencial das espécies invasoras em alterar sistemas naturais é extremamente
significativo em certos ambientes, parecem ser mais suscetiveis a invasdo que outros. Alguns
fatores sdo levados em consideracdo para explicar tal fato, tais como: quanto menor a
diversidade e a riqueza natural de um ecossistema, mais suscetivel a invasao ele seria, por
apresentar funcdes ecoldgicas ainda ndo supridas, o que seria realizado pelas invasoras.

As espécies invasoras, livres dos competidores, predadores e parasitas de suas areas
de origem, teriam vantagens competitivas em relacdo as nativas. Quanto maior o grau de
perturbacdo do ecossistema, mais facil seria a dispersdo e o estabelecimento de invasoras em
especial quando ha reducdo da diversidade natural pela extingcdo de espécies ou devido a
exploracdo excessiva. Praticas erradas de manejo, como retirada de florestas, queimadas para
preparo de terra, erosdo e pastoreio excessivo contribuem para perda e fragilidade do meio a
invasbes. Ambientes abertos, como campos e cerrados, tendem a ser mais facilmente

invadidos por espécies arbdreas que areas florestais (http://members.tripod.co.uk).

Entre as caracteristicas que ampliam o potencial de invasdo de uma planta, estdo a
producdo de sementes pequenas e em grande quantidade, com dispersao eficiente (em especial
pelo vento) e alta longevidade do solo. Outros fatores favoraveis sdo: o crescimento rapido,
maturacdo precoce, reproducdo realizada também por brotacdo, floracdo e frutificacdo mais
longas, adaptacdo a areas degradadas, eficiéncia reprodutiva e liberacdo de toxinas capazes de
impedir o crescimento de outras plantas nas imediag6es (alelopatia) (ZILLER, 2000).

O Brasil, com uma flora exuberante e muito rica, o conhecimento das plantas
invasoras é muito restrito. Entre as espécies de arvores conhecidas como invasoras no Brasil,
estdo presentes alguns pinheiros (Pinus elliotti e P. taeda), a casuarina (Casuarina
equisetifolia), o cinamomo (Melia azedarach), a uva-do-japao (Hovenia dulcis), o amarelinho
(Tecoma stans), a vassoura vermelha (Dodonaea viscosa) e o alfeneiro (Ligustrum
japonicum) (ZILLER, 2000).


http://members.tripod.co.uk/

No Brasil é facil observar certa especificidade na composicdo floristica de areas
utilizadas por anos seguidos com a mesma cultura. Um exemplo de especialidade de flora
invasora ocorre na cultura cafeeira, onde as condi¢cdes de meia-sombra existentes no interior
da cultura favorecem grandemente a algumas espécies, tais como: Amaranthus hybridus L.,
Portulaca oleracea L. e Tradescantia spp, que sdo conhecidas por “trapoerabas” (ARANHA
etal., 1988).

Portulacaceae inclui cerca de 30 géneros e 500 espécies, que se distribuem
principalmente no Oeste da América do Norte, América do Sul e Africa, com alguns poucos
representantes na Europa e Asia. Os géneros mais representativos sio: Portulaca L. com cerca
de 100 espécies, Calandrinia Kunth com cerca de 150 espécies e Talinum Adans com mais de
50 espécies Carolin (1993). Para o Brasil, Rohrbach (1872) na “Flora Brasiliensis” refere dez
espécies em dois géneros: Talinum e Portulaca, esse ultimo com oito espécies (COELHO &
GIULIETTI, 2010).

O género Portulaca inclui plantas herbaceas, carnosas, anuais ou perenes, sendo
amplamente distribuido nos Neotropicos (compreende a América Central, incluindo a parte
sul do México e da peninsula da Baixa California, o sul da Florida, todas as ilhas do Caribe e
a América do Sul) e regides tropicais e subtropicais da Africa, ocorrendo também algumas
poucas espécies na Australia. Poucos estudos referentes a familia Portulacaceae e em especial
ao género Portulaca tém sido feitos no Brasil. A base taxondmica para o género no pais ainda
é o tratamento realizado por Rohrbach (1872) para a Flora Brasiliensis. Posteriormente varios
levantamentos regionais foram feitos podendo ser citados os trabalhos de Teixeira (1959) para
a cidade do Rio de Janeiro; Mattos (1961) para o municipio de Séo Joaquim (RS); Lima &
Lima (1968) para o estado de Pernambuco; Rodrigues & Furlan (2002) para o estado de Sé&o
Paulo e Coelho & Giulietti (2006), para a Bahia. Coelho et al. como parte da revisdo das
espécies neotropicais do género Portulaca (COELHO & GIULIETTI, 2010).

A espécie Portulaca oleracea, conhecida popularmente como beldroega é uma planta
invasora que contem fontes opcionais de vitaminas, sais minerais e amido, podendo ser
incluidas em nossas mesas. Vivem sobre o solo e algumas se desenvolvem melhor sobre solo
mais fértil, também sdo consideradas indicadoras de solo fértil, sendo que sua presenca valoriza a
terra (OLIVEIRA-JR et al, 2011).

Segundo o artigo de PETENON & PIVELLO (2008) e o livro Plantas daninhas de
Leonardo Bianco de Carvalho (2013), quando se discuti o impacto que as plantas invasoras

causam ao meio ambiente, um problema frequentemente encontrado diz respeito a definicao



de uma planta invasora. Essa confuséo decorre das diversas abordagens acerca das plantas que
crescem e se reproduzem rapida e intensamente nas comunidades, dispersando-se a grandes
distancias. Para os agricultores, essas espécies sao as “pragas” ou ‘“‘ervas-daninhas” (visao
antropocéntrica); numa abordagem ecoldgica, sdo tidas como “colonizadoras” ou “pioneiras”;
adicionando-se a questdo biogeografica, temos que essas espécies podem ser nativas
(originarias da comunidade) ou exoticas (introduzidas a partir de outro ambiente). (DALVA
& PIVELO, 2008 e CARVALHO, 2013).

Levando em conta a abordagem feita por Dalva e Carvalho bem como os outros
autores citados anteriormente, nenhum relato significativo sobre estas duas espécies foram
feitas em relacdo aos impactos danosos causados por estas duas espécies, contudo de acordo
com as consideracGes apresentadas acima, a contribuicdo do estudo quimico de diferentes
espécies de plantas consideradas invasoras tem relevancia no estudo quimico ndo somente
para detectar constituintes majoritarios na espécie estudada, mas também para informar as
classes de substancias que permitam considerar a espécie como de importancia farmacolégica,

e ainda gerar informacdes a serem utilizadas nas diversas areas de conhecimentos.

2 OBJETIVOS
e Fracionar, isolar e/ou identificar metabdlitos especiais de caule e folhas de
Talinum triangulare e partes aéreas de Sphagneticola trilobata através de métodos
cromatograficos, espectroscdpicos, quimicos;
e Elucidar os constituintes isolados e/ou identificados dos extratos de Talinum
triangulare e Sphagneticola trilobata;
e Auvaliar as atividades antibacterianas, anticancer e contra as larvas do mosquito

Aedes aegypti de extratos de Talinum triangulare e Sphagneticola trilobata;

3 PARTE EXPERIMENTAL GERAL

3.1 Equipamentos e Reagentes

Os espectros obtidos na regido de infravermelho (IV) foram registrados em
espectrofotdmetro Perkin-Elmer 1600/1605 FT-IR, em filme ou pastilhas de KBr.

Para determinar os pontos de fusdo foram utilizadas placas de aquecimento MEL-
TEMP 11, Laboratory Devices USA, utilizando capilares sem correcdo de valores.



Os espectros 1D e 2D de Ressonancia Magnética Nuclear de *H e *3C foram obtidos
em espectrometros Bruker 400 e 500 MHz (*H), 100 e 125 MHz (**C). Como padrdo interno
para referéncia de deslocamento quimico foi usado tetrametilsilano (TMS). Os deslocamentos
quimicos (8) foram obtidos em partes por milhdo (ppm) e as constantes de acoplamento (J)
em Hertz (Hz). Os solventes deuterados utilizados na obtencéo dos espectros foram de marcas
Merck e Aldrich.

Para o teste com a enzima tirosinase e identificacdo de carotenoides foram feitos
através de espectros de absorcdo no ultravioleta (UV/visivel) em aparelho Mini UV Shimadzu
modelo 1240, utilizando células de quartzo com caminho 6tico de 1 cm, 2 ou 4 faces polidas,
em um comprimento de onda 200 a 600 nm, de especificos para cada analise.

Os espectros de massas de baixa resolucdo foram registrados em cromatégrafos com
fase gasosa, HP-5880 A acoplado a espectrémetro de massas computadorizada HP-5897A
com analisador de ions quadrupolo e ionizacdo por impacto de elétrons a 70 e.V; CG/EM
Varian Saturn 2000 e CG/MS- QP 2010 Plus Shimadzu.

Todas as andlises citadas acima fora realizadas em aparelhos existentes na central
analitica da UFRRJ.

Na identificacdo de porfirinas foi utilizado CLAE modelo Shimadzu- HPLC- LC20
AT/SPD-M20A-CTO-20A-CBM-20A, utilizando o método isocratico, com injecdo de 20 uL
de solventes ACN/H,0 na fase movel, em uma temperatura de 31°C, a pressdo de 148Kgf/cm
com fluxo de 1,0mL/min, 6AD e LC 10AD com detector de fotoiodo (PDA) UV/Vis. de 200
a 600 nm, UV 410 nm em coluna Betasil C18 (250 cm x 4,6 mm x 5 um).

A curva de dicroismo circular foi realizada em aparelho espectropolarimetro de J-180
PTC423S Jasco, com sistema de controle interno de temperatura circular (DC) com uma
varredura de 190-500 nm, com velocidade de 200 nm/min em condi¢Ges de temperatura fixa
(T= 25°C). Para a realizacdo das analises foi utilizada uma célula de quartzo com caminho
Otico de 1 cm e 2 faces polidas. A linha base foi feita com solvente da utilizado na analise.

Os espectros de massas de alta resolucdo foram obtidos na USP de Ribeirdo Preto com
aparelho de massas de ionizagdo por eletronspray - ESI- MS Modo positivo e negativo de
modelo micrOTOF Il - ESI-TOF e ultrOTOFqg - ESI-TOF Mass Spectrometer, Bruker
Daltonics, Billerica, MA, EUA. Utilizando as condic¢Oes de experimento: Bomba de Infuséo,
Fluxo 250ul/h, fase moével e para a solubilizagdo amostras das amostras utilizou-se 0s
solventes: H,O:ACN, MeOH:H,0 E MeOH. A condicdo de analises do aparelho utilizou os
valores: End Plate: 500 Volts, Capillary: 4500 Volts, Capillary Exit: 70 Volts, Skimmer 1:50
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Volts, Skimmer 2:25 Volts, Dry Gas Temp 200 C, Dry Gas Flow 4 L/min, Neb Gas Pressure
0,4 Bar, gas nitrogénio e bomba de infusdo modelo: cole parmer. Os espectros de Massa-
Massa com aparelho de massas modelo: ultrOTOFq - ESI-TOF Mass Spectrometer, Bruker
Daltonics, Billerica, MA, EUA, nas condicdes do experimento: bomba de Infusdo, fluxo
300pl/h, fase mdvel com solvente ACN (100%) utilizando o modo de deteccéo positivo. As
condicBes de analises do aparelho foram em: End Plate: 4000 Volts, Capillary Exit: 300
Volts, Skimmer 1: 55 Volts, Skimmer 2: 25 Volts, Transfer: 90us, Collision Exit Gate: 80s,
Dry Gas Temp 160 C, Dry Gas Flow 4 L/min, Neb Gas Pressure 2 Bar, em gas nitrogénio,
com bomba de infusdo de modelo: cole parmer. Para a realizacdo das analises dos espectros
de massas de alta resolucdo foi necessario o a utilizagdo de calibracéo interna, no qual se
utilizou de uma solucdo de NA-TFA a 10mg/ml(TOF).

A analise de carotenoides foi feita através de CLAE, utilizando Cromatdgrafo modular
Waters: Bomba W600, Injetor Wisp 717 e detetor PDA 2996 com coluna Cz YCM
Carotenoid S-3 de 4,6 x 250 mm PN CT99S032546WT, acoplado ao Detetor de Rede de
Fotodiodos UV/Vis. de 300 a 600 nm com configuracdo padrdo existente na EMBRAPA.

Para fracionar os extratos e purificar substancias foram utilizadas colunas de vidro
fabricadas na oficina de vidraria do Departamento de Quimica da UFRRJ. O gel de silica 230
- 400 e 70 - 230 mesh (marca Merck e Sorbent), foi usado como fase estacionaria, para a
cromatografia em coluna. Foram usadas placas de gel de silica em aluminio revestidas com
silica 60 PF,s6 das marcas Sorbent. Cromatografia em camada delgada analitica (CCDA) e
cromatografia preparativa (CCDP) foram feitas em placas de gel de silica 60 PF,ss das marcas
Merck e Vetec sobre suporte de vidro e espessura de 1 mm e as substancias detectadas
através de irradiacdo ultravioleta em 254 e 365 nm. Foram usados vapores de iodo e
reveladores como Vanilina, Dragendorff, Mayer, Nesler, AICIs+EtOH (1%).

Foram utilizadas também placas de gel de silica 60 PF,s4 da Merck, para analise em
CCDA e com reveladores de iodo. Os solventes empregados durante todo o procedimento
experimental foram de grau PA da Vetec.



4 SUBSTANCIAS IDENTIFICADAS NESTE TRABALHO

4.1 Talinum triangulare (Jacq.) Willd
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4.2 Sphagneticola trilobata L. Pruski
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CAPITULO |
ESTUDO QUIMICO DE Talinum triangulare (Jacg.) Willd




1.1 Introducéo
1.1.1 Consideragdes Gerais da Familia Portulacaceae

A familia Portulacaceae € constituida por ervas anuais e carnosas, possuindo
aproximadamente 30 géneros e cerca de quinhentas especies, predominando em regifes
tropicais e subtropicais, principalmente africanas e americanas, podendo ocasionalmente ser
encontradas algumas espécies na Europa, Asia e Oceania. O género Portulaca é um dos mais
numerosos desta familia, com cerca de 200 espécies de plantas rasteiras, suculentas anuais e
bianuais, distribuidas nos trépicos e subtropicos, principalmente nas Américas, Africa e
Australia (RODRIGUES & FURLAN, 2003)

Portulaca oleracea Linne (Figura 1), conhecida como beldroega, é uma suculenta
erva que habita diversas partes de regides temperadas. Tem sido usada como vegetal, mas
também na medicina popular tradicional para tratar mamilos doloridos, Ulceras gastricas,
amidalite. Alguns estudiosos vém investigando os extratos de P. oleracea em diversas
bioatividades, tal como, hepatoprotetor, diurético, anti — inflamatéria, atividades
antimicrobial, e ainda como anti-cancer e Ulcera-gastrica (SEO et al., 2003).

Este género é conhecido, popularmente no Brasil, como beldroega-de-comer,
beldroega-de-horta, beldroega-pequena, beldroega-vermelha, bredo, bredo de porco,

caaponga, porcelana, salada de negro e verdolaca (www.agridata.mg.gov.br/beldroega.htm),

(www.naturalnet.com.br/generos/Talinum.html), sendo as mais utilizadas na alimentacéo e na

medicina popular, bem como uma das mais estudada e reportada na literatura.

Figura 1: Espécie Portulaca oleracea (http://forum.funghiitaliani.it/indes).



http://www.agridata.mg.gov.br/beldroega.htm
http://www.naturalnet.com.br/generos/Talinum.html
http://forum.funghiitaliani.it/indes

A beldroega foi uma das primeiras “verdura” utilizada pelo homem, tendo sido
cultivada pelos antigos egipcios e também por milhares de anos na india e China. Na
medicina popular, esta erva era usada por ingestdo para disenteria, enterite aguda, apendicite,
mastite, hemorrdidas e sangramento pds-parto e uso topico para queimaduras, picadas de

serpente e insetos, e eczema (www.ceunossasenhoradaconceicao.com.br/plantas/planta.asp).

A Portulaca oleracea contem muitos compostos biologicamente ativos e é uma fonte
de diversos nutrientes, sendo rica em proteinas, vitaminas A, B e C, calcio, fosforo e ferro

(www.agridata.mg.gov.br/beldroega.htm). A quantidade desses compostos pode variar com as

especificidades do plantio (por exemplo, data do plantio, qualidade do solo e fertilizagéo) e a
idade da planta. Apresenta algumas substancias, tais como: alanina, alcaldides, oxalato de
calcio, beta-cianina, acido linoléico, acido oléico, norepinefrina, valina, lisina, oxalatos,
noradrenalina, flavondides, glicosideos da antraquinona, etc.

(www.ansci.cornell.edu/plants/medicinal/poltula.html ).

Estudo fitoquimico realizado recentemente com as partes aéreas dessa verdura, onde o
extrato bruto foi submetido a cromatografia flash a vacuo e purificacdo por HPLC,
possibilitou isolar novos monoterpenos bioativos glicosilados de origem natural [(3S)-3-O-(B-
D-glicopiranosil)-3,7-dimetilocta-1,6-dieno] (1), [(3S)-3-O-(B-D-glicopiranosil)-3,7-
dimetilocta-1,5-dien-7-ol] (2) e [(3S)-3-O-(B-D-glicopiranosil)-3,7-dimetilocta-7-hidroperoxi]
(3) (Figura 2) (SEO et al., 2003).

HO Q 10 ] HO o 0, ]
HO m HO MR
OH XX 8 OH 2 8
2R =0H
3 R= OOH

Figura 2: Compostos bioativos glicosilados isolados das partes aéreas de Portulaca

oleracea (SEO et al., 2003).

QOutra espécie da familia Portulacaceae e do género Talinum que apresenta
importantes propriedades terapéuticas é a espécie Talinum patens (L.) (Figura 3), no qual

podemos destacar o uso popular de suas folhas e sementes com indicativos no tratamento de
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feridas e cortes como forma de cicatrizacdo, também € indicada no combate a problemas
gastrointestinais, urinas com mau cheiro, edemas, infecgdes intestinais, fraqueza em geral
(fadigas, cansaco fisico e mental), afeccbes da pele (coceiras, eczemas, erisipela), sendo suas
raizes indicadas no combate ao escorbuto e em artrites, e as suas folhas sdo consideradas

excelente verdura (www. zeus.qui.ufmg.br/~neplam/resumo10.html e RAMOS, 2003).

z Q'.'}v' ,/‘.,' 4 \33

Figura 3: Talinum patens (www.database.prota.org).

Estudo fitoquimico de Talinum patens (L.) Wild dos extratos de folhas e caule
realizado por Ramos em 2003 identificou alguns compostos com: um sal inorganico (nitrato
de potassio), uma amida (uréia) e um triterpeno (3-B-D-glicosil-B-sitosterol), o acido
eneicosandico e o acido 3-O-acetil-aleuritolico (Figura 4) (RAMOS, 2003).

HO

3-B-D-glicosil-p-sitosterol

0 0
\6/)/|L H\ )J\ /H
19 OH /N N
S
Acido eneicosanéico Uréia
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Figura 4: Compostos isolados de folhas e caules de Talinum patens (L.) Wild
(RAMOS, 2003).

O género Talinum triangulare pertence a familia Portulacaceae, a qual inclui cerca de

cinqienta espécies distribuidas nos tropicos, subtropicos e regides temperadas do mundo

(www.plantamed.com.br/gen/talinum.htm). Algumas espécies deste género e 0 ano em que
foram identificadas estdo indicados na Tabela 1, destacando-se a espécie estudada neste

trabalho a T. triangulare.

Tabela 1. Espécies do género Talinum (www.plantamed.com.br/gen/talinum.htm).

Espécie An_o_da ~
Identificacdo

Talinum album Ruiz & Pav. 1798
Talinum andrewsii Sweet. 1826
Talinum angustissimum (Engelm.) Wooton & Standl. 1913
Talinum appalachianum W. Wolf. 1939
Talinum attenuatum Rose & Standl. 1911
Talinum calcaricum S. Ware. 1967
Talinum chrysanthum Rose & Standl. 1911
Talinum ciliatum Ruiz & Pav. 1798
Talinum denticulatum Poelin. 1933
Talinum dichotomum Ruiz & Pav. 1798
Talinum dinteri von Poellnitz -

Talinum esculentum (Dinter & Schellenberg)) Hedw. -

Talinum fallax Poelln. 1933
Talinum fruticosum Willd. 1800
Talinum galapagosum (H. St. John) Hershkovitz. 1991
Talinum gracile Rose & Standl. 1911
Talinum humile Greene. 1881
Talinum longipes Wooton & Standl. 1913
Talinum marginatum Greene. 1912
Talinum mengesii W. Wolf. 1920
Talinum monandrum Ruiz & Pav. 1798
Talinum moritziana KI. ex Rohrb. in Mart. 1872
Talinum napiforme DC. 1828
Talinum nocturnum Bacigalupo. 1993
Talinum okanoganense English. 1934
Talinum palmeri Rose & Standl. 1911
Talinum paniculatum (Jacg.) Gaertn. 1791
Talinum paraguayense Speg. 1921
Talinum parvulum Rose & Standl. 1911
Talinum patens (L.) Willd. 1799
Talinum polygaloides Gillies ex Arn. 1831
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Talinum portulacifolium (Forssk.) Asch. ex Schweinf. 1896
Talinum pulchellum Wooton & Standl 1913
Talinum pygmaeum A. Gray. 1862
Talinum racemosum (L.) Rohrb. 1872
Talinum revolutum Kunth., 1823
Talinum rosei P. Wilson. 1932
Talinum rugospermum Holz. 1899
Talinum sarmentosum Engelm. 1850
Talinum teretifolium Pursh. 1814
Talinum thompsonii N.D. Atwood & S.L. Welsh. 1985
Talinum triangulare (Jacq.) Willd. 1799
Talinum trichotomum Desf. 1804
Talinum tuberosum (Benth.) P. Wilson. 1932
Talinum umbellatum Ruiz & Pav. 1798
Talinum validulum Greene. 1912
Talinum wayae Eastw 1934
Talinum whitei .M. Johnst. 1940

1.1.2 Consideracdes Gerais da espécie Talinum triangulare
A espécie Talinum triangulare tem como sinonimea Talinum fruticosum auct. non (L.)
Juss. (Figura 5), e é conhecida popularmente no Brasil como Jodo Gomes, lingua de vaca,

major gomes, manjogomes e caruru do Para (www.saude.gov.br)

Figura 5: Talinum triangulare (www.biotech.tipo.gov.tw/plantjpg/2/)

Talinum triangulare é uma espécie herbacea, ereta (80-100 cm de altura), caule
suculento, obtuso, folhas alternadas, simples, suculentas, sem estipulas, flores bissexuadas,
regulares, pedicelo longo, duas sépalas e cinco pétalas de cor rosa, ovario superior, frutos com
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muitas sementes de cor preta brilhante (www.prota.org). A taxonomia apresentada pela

Talinum triangulare esta apresentada na Tabela 2.
Tabela 2. Taxonomia de Talinum triangulare.

Reino: Plantae

Filo: Magnoliophyta

Classe: Magnoliopsida

Ordem: Caryophyllales

Familia: Portulacaceae

Género: Talinum

Espécie: Talinum triangulare (Jacg.) Willd

Talinum triangulare é uma planta perene geralmente encontrada em ambientes
tropicais, adaptando-se bem ao tempo quente e umido local, assim como a baixa fertilidade do
solo, o que faz do seu cultivo uma atividade econémica importante para pequenos produtores,
ja que nédo requer alto custo para sua producéo

(http://ibws.nexenservices.com/talinum triangulare.htm).

A espécie Talinum triangulare ¢ cultivada nas regides tropicais da Africa Ocidental,
na Asia (India, Indonésia e Malasia) e na América do Sul (Peru) como importante vegetal
cultivado para a alimentacéo, e cultivada com baixo custo e sem a utilizacdo de fertilizantes,
como em outros cultivos agricolas. Além disso, muitos depdsitos de lixo tém sido convertidos
em jardins de cultivo para essa planta, especialmente em cidades onde a sua demanda é alta
(ADENNIY; 1996).

Na Africa ela é usada na medicina preventiva, como imunoestimulantes e também
como anestésica. Na Provincia de Taiwan na Republica da China, as pessoas tém utilizado
esta planta no tratamento preventivo e na medicina popular contra o cancer (LIANG et al.,
2011). Na Indonésia tem sido utilizada na medicina tradicional como tonico fortificante. Das
raizes desta planta foi isolada a saponina identificada como talinumosideo (Figura 6)
(KOHDA et al.; 1992)
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Figura 6: Saponina extraida das raizes de Talinum triangulare (KOHDA et al.,1992).

Estudos preliminares de folhas de Talinum triangulare no sudeste da Nigéria revelou a
presenca dos constituintes quimicos Omega-3, acidos fortes e ainda importantes vitaminas (C,
E ¢ B-caroteno), alguns minerais (Mg, Ca e K) e fibras solGveis como pectina, todos estes
componentes contribuem para uma elevada atividade antioxidante. Outros constituintes
quimicos apresentados foram saponinas, taninos e oxalatos (ADEFOLAJU et al., 2009).

No Brasil esta planta é consumida, principalmente, na regido norte, e em especial, nos
estados do Amazonas e do Pard, devido ao seu alto teor nutritivo (Tabela 3), podendo ser
utilizada na alimentacdo infantil como substituto do espinafre (Spinacia oleracea)
(RODRIGUES & FURLAN, 2003). Estudos anteriores da espécie Spinacia olereacea
mostraram semelhangas com a espécie Talinum triangulare nos aspectos nutricionais, dos
quais foram comparados através de dados da literatura (RODRIGUES & FURLAN, 2003)

que estdo representados na Tabela 3.

Tabela 3. Informacdo nutricional da Talinum triangulare (RODRIGUES &
FURLAN, 2003 e www.prota.org).

Quantidade por porcédo | Quantidade por porgao
Informacédo Nutricional de 100 g de Talinum de 100 g de Spinacia
triangulare oleracea
Valor energético 25 Kcal 20 Kcal
Agua 90,8 g 91,0 g
Proteina 2,40 2,30
Carboidrato 444 -
Fibra 109 -
Ca 121 mg 80 mg
P 67 mg 40 mg
Fe 5,0 mg 3,0 mg
Tiamina (Vitamina B1) 80 ug 105 ng
Riboflavina (Vitamina B2) 180 ug 305 ng
Acido ascorbico (Vitamina C) 31 mg 15 mg
Retinol (Vitamina A) 9 mg 2,2 mg
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Esta espécie apresentou semelhanga a Spinacea oleracea também em alguns aspectos
quimicos, dos quais foram isolados do extrato MeOH:Acetona (7:3) ap06s saponificacdo, uma
mistura de carotenodides (B-caroteno 22%, zeaxantina 4%, luteina, 30%, violaxantina 22% e
neoxantina 20%) sendo utilizando HPLC no isolamento e técnicas espectroscopicas na
caracterizagdo dos constituintes quimicos (STRAND, et al., 2000). Outros compostos da
classe giberelinas foram encontrados no extrato metandlico (fragdo AcOEt/ButOH em pH 4),
sendo eles: GAg7 (2p-hidroxi-GAs3z), GAgg (2B-hidroxi-GAss), GAgy (2P-hidroxi-GAio)
(Figura 7) (MANDER et al., 1996).

Ry
NS NS NS NS NS NS NS NS NS .

R;=H R,=H A®°p-caroteno
R,;= OH R,= OH A*°luteina

R;= OH R,= OH A*>®zeaxantina OH
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R= CH3 (GA97)
R= CH,OH (19,20lactona) (GAgg)
OzH R=CHO (GAgg)

i H
CO,H

Figura 7: Substancias isoladas do extrato metandlico de Spinacia olereacea
(MANDER et al., 1996).

Estudo realizado pela Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, da fracdo
cloroférmica do extrato hidrometandlico do caule de Talinum triangulare, conduziu ao
isolamento e caracterizacdo, através de dados espectroscopicos de RMN *H de *C, IV e CG-

massas de trés substdncias: é&cido (3E)-4-metil-3-[(octanoiloxi)acetiloxi]metileno-3-
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heptendico (1), o éster olean-9,12-dien-3-(B-D-glicopiranosil)-28,29-ato de metila (2) e ainda
0 éster octadecanoato de dimetila (3) (Figura 8) (AMORIM, 2007).

Figura 8: Compostos isolados do caule de Talinum triangulare (AMORIM, 2007).

Artigos de atividades farmacoldgicas e estudos preliminares fitoquimicos foram
publicados revelando seu grande valor terapéutico na medicina tradicional (Andarwulan et al,
2010, Liang et al., 2011, Ravindran et al, 2012, Swarna & Ravindhran, 2013). No entanto, por
outro lado, algumas classes de metabdlitos (flavonoides) indicadas como presente no extrato
da planta (Swarna & Ravindhran, 2013) ndo foi encontrado neste estudo fitoquimico (Drogat
et al, 2011 e Ocampo & Repeta, 1999).

Devido as propriedades relevantes encontradas em estudos anteriores (Amorim et
al, 2013 e ALBUQUERQUE et al, 2013) e a caréncia de conhecimentos sobre a quimica
desta planta, resolveu-se continuar o estudo desta espécie, sendo, portanto, este o primeiro
estudo sobre o isolamento e identificacdo de metabdlitos no extrato de caule e folha, que
revelou a presenca de compostos pertencentes as classes importantes de metabolitos como a

acrilamidas e porfirinas (Amorim et al, 2014).
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1.2 Material e Métodos
1.2.1 Material Vegetal

O material vegetal usado para estudo foi da espécie Talinum triangulare, coletado em
Seropédica-RJ, em novembro e dezembro de 2007 e identificado pelo Professor Msc. Pedro
Germano Filho e o mestrando Tiago Amorim ambos do Instituto de Biologia, Departamento
de Botanica — UFRRJ. Uma exsicata desta espécie (SBR 26906) esta depositada no Herbario
RBR, IB-UFRRJ.

1.2.2 Preparagéo dos extratos de folhas e caule de Talinum triangulare

O material vegetal foi separado em folhas, de caule e raizes. As folhas foram secas,
trituradas (1497 g) e submetidas a maceracdo com o0s solventes hexano, diclorometano,
cloroférmio, acetato de etila, metanol, e metanol:H,O. Apds a retirada do solvente através de
destilacdo sob vacuo em rotavapor o concentrado foi submetido a corrente de ar natural para a
obtencéo dos residuos sendo nomeados como TTFH (45 g), TTFD (36 g), cloroférmio TTFC
(5 g), TTFAcet (31 g), TTFM (118 g) e TTFHM (80:20) (291 g). O caule apos seco, foi
cortado em pequenos pedacos e moidos (2269 g), de pé foi extraido exaustivamente com 0s
solventes hexano, diclorometano, cloroférmio, acetato de etila, metanol e metanol:H,O
(80:20) e apds o procedimento semelhante descrito acima obtiveram-se os extratos TTCH (18
g), TTCD (22 g), TTCC (18 g), TTCAcet (1 g), TTCM (92 g) e TTCHM (80:20) (122 g). Os
esquemas 1 e 2 abaixo apresentam um resumo dos processamento para obtencdo dos extratos

descritos acima.

Folhas secas

1497¢g
Maceracédo com
solventes
CeH12 CH,CI, CHCl; AcOEt MeOH ME(()SHZH)_'ZO
TTFH TTFD TTFC TTFAcet TTFM TTFHM
45¢ 3649 50 319 118¢ 122 g

Esquema 1: Preparagéo dos extratos de folhas de Talinum triangulare.
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Caule seco

2269 ¢
Maceragdo com
solventes
CeHaz CH.CI, CHCl; AcOEt MeOH Me(();'é')"zo
TTCH TTCD TTCC TTCAcet TTCM TTCHM
18 ¢ 22 9 189 lg 9249 2929

Esquema 2: Preparacdo dos extratos de caule de Talinum triangulare.

1.2.3 Isolamento e ldentificacdo de Constituintes Quimicos de Folhas de Talinum

triangulare
1.2.3.1 Estudo quimico do extrato hexanico de Talinum triangulare

1.2.3.1.1 Processo de Saponificacdo, Extracdo e Identificacdo de Carotendides do Extrato
Hexanico das Folhas de Talinum triangulare

O processo de saponificacdo foi baseado no método RODRIGUEZ-AMAYA
(RODRIGUEZ-AMAYA et al, 2004) com objetivo de promover a retirada de clorofila e
outros interferentes. Para isso foram pesados 5 g do extrato hexanico seco de folhas de T.
triangulare (TTFH) e logo apo6s foram adicionados 90 mL de éter de petréleo e 10 mL de
uma solucdo 40% de KOH em metanol, a temperatura ambiente. A solucdo ficou em repouso
durante 24 h na auséncia total de luz (INBARAJ et al., 2008).

Ap0s a saponificacdo a solucao foi transferida para um funil de particéo, na qual foram
adicionados 100 mL de agua. A solucdo de Talinum triangulare formou trés fases: 1- fase
aquosa (verde) e 2- fase com emulsdo. Na fase com emulsdo foram adicionados NaCl, que
posteriormente formou-se uma fase etérea (fase 2) e outra salina (fase 3 + NaCl), no qual a
fase etérea foi extraida com éter de petréleo até a diminuicdo da coloracdo amarela, e
posteriormente submetida a analise de UV e CLAE. As fases 1 e 3 foram descartadas. O

rendimento obtido no processo de saponificacao foi de 60%.

1.2.3.1.2 Identificac@o de Carotenoides através de UV.

A andlise no UV foi feita a partir de solu¢Ges do extrato e da fragdo hexancia das
folhas de Talinum triangulare. Para preparacdo da solucdo pesou-se 10 mg das amostras e
solubilizou-se em baldo volumétrico de 10 mL contento hexano (1mg/mL), e posteriormente

foi submetida a analise no UV com uma varredura no comprimento de onda de 200 a 500 nm.
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1.2.3.1.3 Identificacdo de Carotenoides através de andlises através de CLAE

A andlise cromatografica foi feita com o extrato e a fracdo hexanica de folhas de
Talinum triangulare, utilizando Cromatografo Liquido com forno para colunas e detector de
rede fotodiodos UV/Vis de 300 a 600 nm, e Coluna Cromatografica de fase reversa de modelo
C30 YMC Carotenoid S-3 de 4,6 x 250 mm.

Os padrdes utilizados foram: o e B - Caroteno, violaxantina, luteina, zeaxantina,
zeinoxantina, B-criptoxantina e licopeno. Para o calculo da concentracdo da substancia,
utilizou-se a espectrofotometria (UV-1800, Shimadzu®) com a aplica¢do da lei de Lambert-
beer. Para isso, a solucdo das substancias isoladas teve o solvente removido, sob fluxo de
nitrogénio, quando em se tratando apenas de solvente organico, ou por evaporacdo em
evaporador rotativo (Buchi®) seguida de liofilizagdo (L101, Liotop®) no caso da presenca de
agua na composicdo. Apds completa remogdo do solvente, as amostras foram solubilizadas
em gradiente de metanol e éter metil-terc-butilico, e posteriormente foram injetadas em
volume de 25uL em tempo de retencdo de 28 minutos a um fluxo de 0,8 mL/min (Tabela 4)
para a determinacdo espectrofotométrica.

A Tabela 4. Variacdes de tempo e de gradiente (% A - Metanol e % D - Eter metil-

terc-butilico) utilizados nas analises.

N° de Tempo Fluxo Gradiente Gradiente
amostra (min) (mL/min) % A % D
1 0 0,80 80 20
2 5 0,80 80 20
3 20 0,80 15 85
4 25 0,80 15 85
5 25,01 0,80 80 20
6 30 0,80 80 20

A concentracdo das amostras foram calculadas através da equacdo de Lambert-beer
(Equacdo 1), apos leitura da absorcdo desta solucdo no comprimento de onda especifico,
utilizando os valores de sua absortividade molar. Os valores de concentracdo obtidos foram
entdo corrigidos de acordo com as purezas previamente determinadas.

Equacéo 1: Equacdo de Lambert-eer
Ak = 8}L.C.|

A, = Absorvancia da solugdo no comprimento de onda (1) e solvente especificado
&, = Absortividade molar da substancia no A especificado
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¢ = Concentracgéo da solugéo (mol/L)
| = Caminho ético da cubeta (1cm)

1.2.3.2 Estudo quimico do extrato diclorometano de Talinum triangulare (TTFD)

O TTFD (5,59) foi fracionado em coluna aberta de silica gel (60 — 240 mesh) eluido
com hexano, éter de petréleo, diclorometano, cloroférmio, acetato de etila, etanol e metanol
em polaridades crescentes até 100% metanol, obtendo-se um total de 75 fragGes recolhidas em
erlemeyer de 500 mL, que posteriormente foram concentradas em rotavapor e analisadas
através de CCDA e reunidas de acordo com semelhancas no perfil cromatogréafico.

A fragdo 35-42 (diclorometano) foram reunidas e submetidas a CCDP (CHCIs/MeOH,
9:1) fornecendo 7 fragOes, no qual a fracdo 1(menos polar) foi novamente cromatografada em
CCDP (hexano/acetato, 25:75), esta forneceu 4 novas fragdes. A fracdo 1 (menos polar)
forneceu uma substdncia pastosa (8 mg) que foi identificada através de analise
espectroscopica como substancia 3, feofitina (18-purpurinato de fitila).

Foram reunidas ainda as fragdes 53-54 (168 mg) (acetato de etila) , no qual foi
analisada através de CC eluido com varios solventes (hexano, éter de petroleo, diclorometano,
cloroférmio, acetato de etila, etanol e até metanol 100%) fornecendo um total de 76 fracGes.

As fracbes 21-29 e 30-34 foram submetidas a analise de CC com diferentes
gradientes (hexano, hexano/acetato, acetato, acetato/etanol, etanol e metanol) de acordo com
ordem crescente de polaridade apresentaram compostos que foram identificadas como
feofitinas. As fracdes 18 (4 mg), 23-25 (23 mg) e 26 (6 mg) da coluna 21-29 (215 mg)
apresentaram substancias solidas amorfas de coloracdo verde-escuro, identificados com
substancia 4 (5 mg) (feofitina a), mistura das feofitinas 5 (13°-hidroxi-feofitina a), 6 (15'-
hidroxi-15'-carbometoxi-15'-0O-13"-lactona-feofitina a) e 7 (15'-metilperoxido-15'-
carbometoxi-15*-0-13'-lactona-feofitina). A mistura de substancias 8 (15*-carboxi-15*-O-
13'-lactona-feofitina b ou 4&cido Ficusclorinico D), 9 (15-hidroxi-15-acetil-13"-carboxi-
feofitina b (Taliclorina A), 10 (15'-hidroxi-15*-carbometoxi-15'-0-13"-lactona-feofitina b) e
11 (15'-hidroperoxido-15*-carbometoxi-15'-0-13'-lactona-feofitina b), foi detectada na
fragdo 34 (15 mg) e apresentou aspecto de coloragdo marrom do qual foram definidas como
feofitinas. A fragdo 8 da coluna 30-34 (153 mg) apresentou um composto sélido amorfo de
cor vermelha, que foi identificado como feofitina 12 (15-acetil-15'-0-13"-lactona-feofitina
a) (10 mg).

Na fragdo 54-56 (acetato de etila) apresentaram aspectos de cristais brancos (20 mg)

que foram lavados vérias vezes com acetona e identificado como mistura de glicosilados 13 +
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14 estigmasterol e sitosterol glicosilados (3-B-O-BD-glicopiranosilestigmasterol e 3-B-O-BD-

glicopiranosilsitosterol.).

As fracOes que estdo representadas abaixo no fluxograma, ap6s serem analisadas

através de CCDA e reunidas de acordo com semelhancas no perfil cromatografico, algumas

fraghes apresentaram uma grande mistura de componentes em uma pequena quantidade de

massa, nao sendo possivel obter substancias puras, como por exemplo, as fracdes de 10-15,

35-53. Os esquemas 3 e 4 abaixo apresenta o resumo dos processamentos descrito acima.

Extrato TTFD
5549

MeOH)

75 fracbes

CC

(CGHIZl CZHGOl CH2C|21
CHCI;, AcOEt, EtOH,

Fracédo 1-14
18 mg
Mistura de
hidrocarbonetos

Fracdo 32-35

Fracdo 53-54

Fracdo 55-75

589 m 27 m
63 mg 9 g
CCDP -
(CHCI3/MeO Fracdo 36-52 CcC
) 36 mg (CeH1z2, CH,Cly,
AcOEt, EtOH,
7 fra(;f)es MeOH)
CCDP
(CeHiolACOED 76 fracoes

Fracédo 4

30 mg
Fracdo 1

6 mg

3

Feofitina

Esquema 3: Fracionamento do extrato diclorometano de folhas de Talinum triangulare
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Fracdo 53-54

589 mg
CcC
(CéHiz, CH,Cly, CHCI;,
AcOEt, EtOH, MeOH)
76 fragges Recristalizacéo
em acetona
[
~ - Fracdo N N
Fracéo Fracao cC 35-53 Fracao 54-56 Fracao
1-10 10-15 (CeH12, 186 mg 20 mg 56-76
7mg 40 mg CsH1/ACOEt, Sélido branco 34 mg
AcOEY/EtOH, 13e 14
EtOH MeOH) Fraco Sitosterol/
30-34 estigmasterol
153 mg glicosilado
- cc
Fracao 21-29 (CoeH12, CsH1o/ACOE,
215 mg AcOEt/EtOH, EtOH MeOH)
cC -
(CeH1z, Fracéo 8
CeH1o/AcOELt, 12 mg
AcOEt/EtOH, Sélido amorfo
EtOH MeOH) Verde-escuro
12
Feofitina
Fracdo 18 Fragdo 23-25 Fracdo 26 Fragdo Fracdo 34
4 mg 23 mg 6 mg 28- 33 15 mg
Sélido amorfo Sélido amorfo Sélido amorfo 26 mg Sélido amorfo
Verde-escuro Verde-escuro Verde-escuro Verde-escuro
4 56e7 5e6 8,9,10e11
Feofitina Feofitina Feofitina Feofitina
Esquema 4: Fracionamento do extrato diclorometano de folhas de Talinum
triangulare.
1.2.3.3 Estudo quimico do extrato acetato de etila de folhas de Talinum triangulare
(TTFACcet)

O TTFAcet foi fracionado em coluna aberta de silica gel (60 — 240 mesh) eluido com

hexano, hexano/acetato de etila, coroférmio/metanol em polaridades crescentes até 100%

metanol, obtendo-se um total de 29 fragdes recolhidas em erlemeyer de 250 mL que

posteriormente foram concentradas em rotavapor e analisadas através de CCDA e reunidas de

acordo com semelhancas no perfil cromatografico.
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As fragOes 15, 16, 17 e 18-20 apresentaram um perfil de vermelha a verde-escuro, dos
quais foram submetidas & analise de HPLC e espectroscépica de RMN *H de 1D e LC-MS,
onde foi possivel identificar que estas fraces sdo ricas em misturas de porfirinas. As demais
fracdes, apos serem analisadas através de CCDA foram reunidas de acordo com semelhancas
no perfil cromatografico. O esquema 5 abaixo apresenta as fragdes do extrato acetato de etila

que foram analisadas.

TTFAcet
11,373 ¢
CcC (C5H12, C5H12/ACOEt,
CHCI3/MeOH)
29 fracOes
Fracdo 15 Fracédo 16 Fracdo 17 Fracdo 18-20
6 mg 8 mg 7 mg 25 mg
Mistura de Mistura de Mistura de Mistura de
feofitinas feofitinas feofitinas feofitinas
Fracdo 1-14 Fragdo 21-29
17 mg 47 mg
Mistura de Mistura de
componentes componentes

Esquema 5: Fracionamento do extrato acetato de etila de folhas de Talinum

triangulare.

1.2.3.4 Estudo quimico do extrato metanodlico de Talinum triangulare (TTFM)

O extrato metanolico (8 g) de folhas de Talinum triangulare foi fracionado por
cromatografia em coluna eluido com hexano, diclorometano, cloroférmio, etanol e metanal,
fornecendo 56 fraces.

Na fragdo 30-32 houve formacéo de um solido branco, dos quais foram recristalizados
em acetona, com P.F. 238-39°C, sendo identificado e caracterizado através de dados
espectroscopicos de RMN *H e *C como substancia 15, conhecida como alantoina (30 mg).

A fracdo 40-50 foi fracionada em cloroférmio, cloroférmio/metanol e metanol até
chegar 100%, obtendo um total de 45 fragdes, no qual mostrou sélidos nas fragcdes 12-16 que
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foram identificados a partir das analises espectrais como uma mistura de sitosterol e
estigmasterol glicosilados (58 mg).

As demais fracGes apds serem analisadas através de CCDA e reunidas de acordo com
semelhancas no perfil cromatografico. A fracdo 8-13, que apresentou um mistura de
hidrocarbonetos e a fracdo 51-56 que apresentou uma mistura de agucares. O esquema 6

apresenta um resumo simplificado do estudo do extrato metandlico.

TTFM
cc 80g
(CHCIgy CHCI3/MEOH,
MeOH, MeOH/H,0)
56 Fracoes
Fracédo 8-13 Fracdo 14-30 Fracdo 51-56 Fracdo 40-50 Fracédo 51-56
20 mg 159 mg 58 mg 241 mg 28 mg
Mistura de
hidrocarbonetos cc
Recristalizacéo (CHCI; CHCI3/MeOH,
MeOH, MeOH/H,0 N
em acetona 20) 15 frages
Fragio 30-32 Recristalizacéo
30 mg em acetona
15 Fracdo 12-16
Alantoina 58 mg
Sélido branco
13+14
Mistura de Sitosterol/Stigmasterol
glicosilados

Esquema 6: Fracionamento do extrato metandlico de folhas de Talinum triangulare;

1.2.4 lIsolamento e Purificacdo dos Constituintes Quimicos do Caule de Talinum

triangulare

1.2.4.1 Estudo quimico do extrato diclorometano do caule de Talinum triangulare
(TTCD)

O TTCD (5,0 g) foi submetido ao fracionamento em CC utilizando mistura de
solventes (hexano, cloroférmio, acetato de etila, etanol e methanol) de acordo com aumento

de polaridade até 100% metanol, no qual forneceu um total de 43 fragdes.
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A fracdo 4-10 foi fracionada através de CCP obtendo-se 11 novas fragGes. A fragdo 2

apresentou um solido branco (23 mg) no qual foi lavado vérias vezes com acetona, sendo

caracterizado através de espectros de RMN de *H e *C e CG-massas como uma mistura de

campesterol (16), sitosterol (17), estigmasterol (18) e escotenol (19). Na fracdo 35-37 (89

mg) utilizou-se & analise de CC com solventes (hexano, cloroférmio, etanol) de acordo com

aumento de polaridade até 100% etanol. A fracdo 3-8 foi reunida (11 mg) apresentando um

solido pastoso branco, sendo no qual foi identificado através de dados espectroscopicos de
RMN *H e *C de 1D e 2D, IV e CG-massas como substancia 20 (11mg), chamado de 4cido
3-N-acriloil-N-pentadecanoil-propandico. O esquema 7 abaixo apresenta um resumo dos

componentes isolados neste extrato.

TTCD
54
CcC
(CgHy2 CHCI3 AcOEL,EtOH, ,MeOH)
43 Fragdes
|
CCP | CcC - |
(CHCI,) FracGes 11-34 (CeH12 CHCIS/ELOH, Fracdes 38-43
Mistura de EtOH) Fracdo 35-37 Mistura de
componentes 89 mg componentes
Fracéo 4-10 | | |
omo Fracdo 2 Fragdo 9-11
| 12 mg 11 mg
| | Mistura de
Fragéo 2 Fracdo 7 hidrocarbonetos Fraco 3-8
23 mg 14 mg 11 mg
Campesterol 16 Misturade Fragéo 8-10 20
Sitosterol 17 hidrocarbonetos 25 mg Acrilamida
Estigmasterol 18 Mistura de
Escotenol 19 componentes

Esquema 7. Fracionamento do extrato diclorometano do caule de Talinum triangulare
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1.2.4.2 Estudo quimico do extrato hidrometanoélico de Talinum triangulare (TTCHM)

O TTCHM néo secou completamente e apresentou um material cristalino em forma
de agulhas. Este solido insoltvel foi identificado e caracterizado através de testes analiticos
como NaNOj (46 g). Posteriormente o extrato hidrometandlico (292 g) foi solubilizado em
MeOH obtendo-se a fracdo metandlica (103g), e a fracdo hidrometandlica (186 g).

A fracdo hidrometandlica foi fracionada em coluna aberta de silica gel (60 — 240
mesh) eluida com gradientes de cloroformio/metanol e metanol/agua em polaridades
crescentes, obtendo-se um total de 32 fragdes recolhidas em erlemeyer de 500 mL, sendo
posteriormente, concentradas em rotavapor e analisadas através de CCDA e reunidas de
acordo com semelhancas no perfil cromatografico.

As fragdesl8-19 (CHCI3/MeOH, 1:1) e 27-28 (CHCI3/MeOH, 9:1) apos
recristalizacdo em acetona forneceu um precipitado branco (48 mg, alantoina, PF 238-39° C)
(15) (2,5-Dioxo-4-imidazolidinil) e cristais branco (15 mg) solivel em DMSO com ponto de
fusdo 270-72 °C, que foi caracterizada como acido aspértico (2-amino-butanodidico) (21).

A fracdo metandlica foi fracionada por CC de gel de silica (60 — 240 mesh) com
gradientes de dicloro/cloroférmio, cloroférmio/acetato, cloroférmio/metanol e metanol/agua
em polaridades crescentes até 100%, obtendo-se um total de 73. Foram analisadas as fracdes
por CCDA e reunidas de acordo com semelhanc¢as no perfil cromatografico. A fracdo 38
apresentou um solido branco que foi recristalizado em acetona, sendo identificado como uma
mistura estigmasterol e sitosterol glicosilados (15 mg) (13+14). A fracdo 41 foi submetida a
CCDP eluida com uma mistura CHCI3:MeOH (95:5) sendo obtido 7 fracGes. Apds ser
adicionada acetona foi observada a presenca de um precipitado na fracdo 1, no qual foi
identificado como asparagina (6 mg) (22), ponto de fusdo 215-17° C. O esquema 8 apresenta

um resumo dos componentes isolados neste fracionamento.
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TTCHM
(8:2)
. 292
Precipitado g
em MeOH
46 g
Sal NaNOs . Fracionamento
Fracao em MeOH
Hidrometandlica
186 g
CcC
(CHCI;, CHCly/ »
Fracdo
MeOH, MeOH) metandlica
32 Fracg0es 103 g
C CcC
Recristalizacdo em acetona (CHCls, CHCIy/
MeOH, MeOH)
Fracdo 1-17 Fracéo 28-32 73 fragOes
38 mg 27 mg
Fracdo 18-19 Fracdo 27-28 - ~ ~
48 mg 185 mg Fracao 1-38 Fracédo 41 Fracdo 42-73
Sélido branco Sélido branco 123 mg 32mg 154 mg
15 21 Mistura de Mistura de
| - Acid 4t componentes CCDP componentes
Alantoina Acido aspartico (CHCI/MeOH)
Recristalizacao Fragio 7
em acetona 6 mg
So6lido amorfo
~ 22
Fracao 38 A .
15 mg sparagina
Solido branco
13e14

Mistura de Sitosterol

Stigmasterol
glicosilados

Esquema 8: Fracionamento do extrato hidrometandlico do caule de Talinum
triangulare (TTCHM).
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1.2.5 Identificacdo de porfirinas através de CLAE

Utilizou-se Cromatdgrafo Liquido com detector de rede de fotodiodos UV/Vis (PDA)
de 200 a 600 nm (Shimadzu LC 6AD e LC 10AD), e Coluna Cromatografica Betasil de fase
reversa de modelo C18 (25 cm x 4,6 mm x 5 um). As fragdes dos extratos diclorometano e
acetato de etila das folhas de Talinum triangulare foram solubilizadas em um gradiente de
acetonitrila e 4gua (85:15), e posteriormente com um fluxo de 1,0 mL/min a uma temperatura

de 31°C e a uma pressédo de 148 Kgf/cm.

1.3 Resultados e discussado
1.3.1 Substancias Identificadas e Isoladas

1R;=H R,=H A>®B-caroteno
2 R;= OH R,= OH A**luteina

Fitil
6 R=0OH R;= COOCHj;
7 R=00CH; R,= COOH
12 R=H R;= COCHjs

R

4R=H R,=COOCHs;
3> Ox—H B5R=0H R;= COOCH;,

13 R= CH; R;= Gli, A*®

- — + A5,6,22,23
8R.= H; R, R, = O; Ry= OH 14R=CH; Ri=Gli A
H RoR.= OH: B 16R=H R=H A®
9 Ry=H; R=R,= OH; Rs= CHj o6
— . — N — 17 R= CH3 Rlz H, A
10 R;= OH; RR,= O; Ry= OCHj o R L e
11 R,= OOH; RR,= O; R= OCH, =CH: Ri=H

19 R=CH; Ri=H A"®
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175 177 179 171 1713 1715 17%7 1719

Fitil: <o~
174 176 178 1710 1712 1714 1716 1718 I
1720 1721 1722 178 )J\
H 4 NH,
15
HN, H c|)
OH HO
NHz
15“ Hb
“ 22

1.3.2 Identificacdo das Substancias Isoladas das Folhas de Talinum triangulare
1.3.2.1 Identificacdo das substancias 1 e 2

1.3.2.1.1 Uso de Espectrofotometria no Ultravioleta
O teste no UV-visivel (aparelho Shimadzu) foi realizado com extrato e fracdo

hexanica das folhas Talinum triangulare, no qual se partiu do extrato seco e da fracdo apos a
saponificacdo em presenca de hexano, onde se utilizou uma solugédo padréo de 1 mg/mL. A
solucdo foi submetida a andlise espectrofotométrica no UV-visivel percorrendo uma faixa de
300 a 600 nm.

A analise no UV-visivel (Figura 10) revelou sinais caracteristicos de componentes do
tipo carotenoides, na qual puderam ser confirmados através dos valores dos Amax que
apresentaram valores em 410, 439 e 469 nm (Figura 11) para o extrato e para a fracdo Amax
em 423, 444 e 475 nm (Figura 12), indicando a presenca de [3-caroteno apresentando-se como

componente majoritario nas duas amostras.

1.3.2.1.2 Uso de CLAE

O extrato e a fracdo hexanica das folhas de Talinum triangulare apds analise por
CLAE em um comprimento de onda de 300 a 600 nm (Figura 10), obtiveram-se o0s
cromatogramas da fracdo e do extrato hexanico, sendo comparados com valores padrdes de
analise, e posterimente os teores de carotenoides foram quantificados utilizando a lei de
Lambert-beer.  Os valores dos cromatogramas, tanto do extrato quanto da fracéo,
apresentaram teores de B-caroteno (1) e luteina (2), nos quais os tempos de retencdo foram

identificados em 16,8 e 7,3 min., respectivamente, sendo os carotenoides quantificados em
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169,1 mg de B-caroteno e 73,179 mg de luteina para o extrato henénico e 165,1 mg de -

caroteno e 175,8 mg de luteina (Figura 11 e 12).
Ry
l NS NS NS NS S NS NS NS N .

1R:=H R,=H A>®B-caroteno
2 Ri= OH R,=OH A*”®luteina

R,

Figura 9: B-caroteno e luteina identificados no extrato e fracdo de Talinum

triangulare através de CLAE.
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Figura 10: Curvas de UV- visivel apresentando valores de Amax em 423, 444 e 475

nm caracteristicos de carotenoides de Talinum triangulare.
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Figura 11: Cromatograma do extrato hexanico das folhas de Talinum triangulare.

3,50

bCaroteno

3,00

Luteina

2,50

2,00

AU

1,50

1,00

0,50

0,00 A% AV

.l i d—- A H—=—~

200 400 600 800 1000 12,00 14,00 16,00 1800 20,00 22,00 24,00 26,00 28,0
Minutes

Figura 12: Cromatograma da fragdo hexanica das folhas de Talinum triangulare

1.3.2.2 Proposta Biosintética de Porfirinas

A proposta para a biossintese de porfirina segundo Tanaka &Tanaka e Wottestein e
colabores, consiste em uma via comum que envolve nove passos enzimaticos (TANAKA &
TANAKA, 2007 e WOTTESTEIN et al, 1995). A primeira etapa consiste na formacdo do
acido 5-aminolevulinato que tem como precursor o acido glutdmico, que posteriormente é
sintetizado pela enzima RNA-tglutamil- sintase (1) formando o RNA-tglutamil. A partir da
enzima RNA-tglutamil- redutase (2, TRGIu) ha uma reacdo de reducdo do grupo carboxilico
produzindo semialdeido-1-glutamato (GSA). Na sequéncia uma reagdo intermolecular
catalisada por GDS amino transferase (3, GSA-AT) converte o GSA em é&cido 5-

aminolevulinico (ALA) (Esquema 9).

OH OH 1 OH tRNA

- 2
04 A 0 04 SN o >
NH; NH,
Glutamato RNA-tGlutamil
oH OH H
3 / N
O;\/\”A NH, - ow o)
5 NH,
Acido 5-aminolevulinico Semialdeido-1-
(ALA) glutamato (GSA)
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Esquema 9: Biossintese do acido 5-aminolevulinato.

Em plantas e cianobactérias, ALA é produzido de glutamato a partir de reacdes
envolvendo RNAtGIlu. Duas moléculas de ALA sdo entdo condensadas para formar
porfobilinogénio (PBG) (Esquema 10), que forma o anel pirrdlico na clorofila,
posteriormente quatro moléculas de PBG se unem para formar porfibilinogenio (PBG).
(TANAKA & TANAKA, 2006, TANAKA &TANAKA, 2007 e WOTTESTEIN et al, 1995,
BUCHANAN et al., 2000).

Ch coo CH, H,0
+

L L

= GH2 ¢=0 Ala diidratase

C c=0 CH, 6H

[ o | + 72N

NH; C|:H2 H—ITI—CltT’(le—CHz—COO‘
NH;" H clez H
NH5"
Acido 5-aminolevulinico
(|ZOO'
CH
coo "o [
2 CH
CH, COO [ 2
I I C=
CH, CH, |
- . o
Ala dii
i i . a diidratase H—*N—— C—X CH-CH,-CO0"
HC\ /C—CH2- NH3 | |
N H C|3H2
’ NHs*

Porfobilinogénio
(PBG)

Esquema 10: Biossintese do anel pirrolico.

A polimerizacdo de quatro moléculas de PBG é feita través da PBG-diaminase, que
atua na formacdo da 1-hidroximetilbilano, no qual posteriormente, com acdo da
uroporfirinogénio Il11- sintase e com a perda de uma molécula de agua, resulta na formacéao do
uroporfirinogénio 1lI. A protoporfirina 1X, mediado por seis passos enzimaticos de
sucessivas descarboxilagcbes tem a atuacdo da protoporfirina IX-oxidase (Esquema 11)
(TANAKA & TANAKA, 2007).
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CH e He

CIIHZ (|:HZ CI:HZ ?Hz

2 C|:HZ COOH COOH

COOH COOH

Uroporfirinogénio Il Protoporfirina 1X

Esquema 11: Biossintese da Protoporfirina 1X.

Nos vegetais 0 primeiro passo da rota da clorofila é inserido um atomo de magnésio
(Mg), formando Mg-protoporfirina IX. Em seguida, o quinto anel é formado pela ciclizacdo
da cadeia lateral de um dos &cidos propidnicos, formando o protoclorofilideo. A conversao de
protoporfirina 1X em Mg-protoporfirina IX envolve em primeiro lugar, a esterificacdo do
residuo propibnico, na qual uma enzima metil transferase (Sadenosilmetionina), tendo como
doador uma metila no grupo carboxilico de 13- propionato. Posteriormente, ha o fechamento
do anel comecando a partir de Mg-2,4-divinilprotoporfirina 1X metil éster, sequindo de Mg-
protoporfirina monometil éster, posteriormente, duas reducGes ocorrem através de uma
redutase, formando Divinil Protoclorofilideo a e monovinil Protoclorofilideo a (Esquema
12)(TANAKA & TANAKA, 2007 e BUCHANAN et al., 2000).
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Esquema 12: Biossintese do Monovinil clorofilideo a.
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O passo final na sintese de clorofila a envolve esterificagdo do monovinil clorofilideo
a da cadeia lateral do fitol hidrofobico catalisada pela enzima clorofila sintetase. A clorofila
b é sintetizada a partir da clorofila a através da acdo de uma enzima clorofila oxidase que
converte um grupo metil ligado ao anel Il a aldeido (Esquema 13) (TANAKA &TANAKA,
2007 e BUCHANAN et al., 2000). Para obtencéo de outras porfirinas derivadas da clorofila a

e b existe a ocorréncia de sucessivas reagoes.

V

Monovinil Fitil-pirofosfato )
i > [0]
clorofilideo a o foa
Clorofila sintetase Clorofila
w oxidase )

rlacooe H3;COOC (@]

CI) © . CI) (o]
riti  Clorofila a Eitil Clorofila b

Esquema 13: Biossintese da clorofilaa e b.

1.3.2.3 Identificacdo da substancia 3

O espectro de RMN de *H do composto 3 (Figuras 16-18) apresentou singletos na
regido de frequéncia alta 8y 8,55, 9,34 e 9,56 referentes a hidrogénios ligados a carbonos sp>.
A presenca de sinais de metilas na regido de oy 3,0-3,2 conduziu a conclusao de se tratar de
uma porfirina. Estes sinais foram atribuidos aos hidrogénios H-20, H-5 e H-10 de grupos
metilicos com deslocamentos quimicos em dy 3,14, 3,33, 3,76 ¢ o4 1,65 ppm os quais foram
correlacionados aos carbonos CH3-7", CH3-2', CH3-12%, CH3-182%. O dubleto em &y 1,73 (8
Hz) e os sinais de um grupo vinila representado pelos &4 em 7,84 (dd, 12 e 4 Hz), 6,31 (d, 12
e 8 Hz) e 6,19 (d, 12 e 4 Hz) permitiram propor o sistema heterociclico de porfirinas
semelhante ao divulgado em SILVA & CAMARA (2010). O sistema vinilico correspondendo
aos H-3" e H-3°.
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Os sinais em 8y 5,18 (dl) e 1,73 (d, 4 Hz) foram associados aos hidrogénios H-17° e
H-18, respectivamente. O tripleto em oy 1,65 e 0 quarteto em oy 3,60 foram correlacionados
ao grupo etila ligado no C- 8 (H-8' e H-8%). Os demais sinais identificados no espectro de
RMN 'H foram semelhantes aos apresentados por SILVA & CAMARA (2010) e
BREITMAIER & VOLTER (1978).

A anélise do espectro de RMN **C (Figura 19 e 20) aliado ao espectro de 2D permitiu
identificar os sinais de carbonos quaternario e entre eles os ¢ 159,4 e 164,1, dos quais foram
atribuidos a0 C-13* e C-13? do anidrido ciclico. A carbonila de éster em dc 173,4 foi atribuida
ao C-17° ligado a um grupo alcoila. Os demais deslocamentos quimicos de carbonos
quaternarios em oc 176,6, 177,6, 156,3, 150,1, 146,0, 144,1, 140,0, 139,1, 137,8, 136,7,
132,0, 131,6, 131,6, 123,7, 117,8, 111,7 e 93,2 estdo de acordo com valores de sistema
heterociclicos de feofitinas e foram atribuidos aos carbonos C-19, C-16, C-6, C-9, C-8, C-1,
C-14, C-12, C-3, C-7 e C-4, C-2, C-11, C-3!, C-3% C-13 e C-15, respectivamente. Os
deslocamentos de &y e 8¢ de 17, 17%, 172, 17° e 18 foram também compativeis com uma
proposta de compostos porfirinicos. A Tabela 5 apresenta todos os valores de deslocamentos
quimicos de oy e ¢ do composto 3, dos quais podem ser observados e comparados valores
descritos na literatura (SILVA & CAMARA, 2010, LIN et al, 2011 e BREITMAIER &
VOLTER,1978).

Os sinais remanescentes foram conclusivos para a confirmacgédo do grupamento alcoila
e fitila ligado a carboxila do anel porfirinico, do qual foi possivel observar sinais na regido oy
0,76 — 1,80 que confirmou a presenca de metilas e metilenos presentes nesta unidade.

A confirmacgdo adicional para proposta de 3 foi feita com analises de massas dos
mapas de espectros de HSQC e HMBC (Figuras 21 e 23) permitiu detectar correlagdes
diretas (*Juc) e a longa distancia (>*Juc) de todos os carbonos hidrogenados para o anel
porfirinico: C-2* [8n/8¢ 3,3/11,9], C-3* [6n/8c 7,8/123,7] C-3? [81/d¢ 6,3 e 6,1/117,8], C-5
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[8n/8c 9,3/103,3], C-7* [81/5¢ 3,1/11,0], C-8" [81/5¢c 3,6/19,3], C-8? [dn/dc 1,6/17,4], C-10
[81/8¢ 9,5/107,7], C-12* [8n/8c 3,7/12,4], C-17 [8n/Sc 4,4/55,0], C-17* [814/¢ 2,4/29,7], C-17°
[S1/8c 2,7/31,8], C-18 [514/5¢ 4,3/49,2], C-18" [5/5¢ 1,7/23,8], C-20 [814/5¢ 8,5/95,0] e atribuir
os valores dos deslocamentos quimico dos carbonos quaternarios (Tabela 5).

A substéncia 3 foi submetida a analise por CLAE que confirmou tratar-se de presenga
da porfirina através da observacdo do tempo de retengdo em 13,929 min e dados da curva
apresenta no UV. A curva de UV-visivel apresentou Amax 408,09 nm entre outros sinais
indicando absor¢6es acima da escala impressa (Figura 26) revelando absor¢des compativeis
com porfirinas. Para a confirmacdo dos resultados obtidos no cromatograma do composto 3
(Figura 25) foi feita uma comparagéo dos seus tempo de retencdo e das curvas de UV com
dados obtidos na literatura (ECKARDT et al., 1991).

O espectro de massas (Figura 13) com ionizacdo por eletrospray com deteccdo em
modo positivo, apresentou valores em m/z 859,5361, 843,5418 e 565,2438, que podem ser
atribuidos aos fons [M-H + H,0]", [M+ H]" e [M +H — fitil]" dos quais os valores calculados
para a estrutura proposta seriam, respectivamente, 859,5373, 843,5424 e 565,2451. O quadro
abaixo apresenta esses valores e 0s calculos necessarios para verificar a validade da estrutura
proposta. A diferen¢a Mcaiculada — Mobservada = AM; fazendo AM / Maproximada = Valor que tomado
em ppm representara a margem de erro da proposta, sendo que, para o caso de massa inferior
a 1000 Da, devera ser inferior a +/-5 ppm (SIUZDAK, 2006).

Quadro 1: Célculos para confirmacdo da FM com valores de massas de alta resolugdo
da substancia 3.

|0n Mobs. FMproposta Mca|c. DM Erro X10_6
[M—H+H,0]"(*) | 859,5361 | CssH71N4Og 859,5373 | 0,0012 2,3
[M + H]+ 8435418 | CsHnN.Os | 843,5424 | 0,0006 07
[M + H —fitil]" 565,2438 | Cgz3H33N4Os 565,2451 | 0,0013 1,3

O espectro de massas com ionizacgao por eletrospray do ion quase molecular de massa
aproximada 843 (Figura 13 e 14) serviu para confirmar a proposta revelando o pico 565,
entre outros, devido a perda da unidade fitila. Sobre a presenga de outros picos nesse espectro
(Figura 13 e 14) pode-se propor a formacédo de adicdo de H,O (Figura 13) no anidrido e
perda de H. O espectro massa-massa deste fragmento revela m/z 843 que dele ha formacéao do
pico 565,2451 da perda do fitila, como no pico anterior m/z 843 (Figuras 13 e 14), caso fosse
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outra estrutura com incorporacdo de oxigénio ndo daria o pico da perda do fitila com valor

565 como representado no esquema abaixo (Esquema 14 e 15).
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4
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24
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Figura 13: Espectro de massas por eletrospray com deteccdo em modo positivo da

substancia 3.
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Figura 14: Espectro massa-massa do ion 843 de 3.
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Fitil

+
o—H

Cs3H71N4Os
Cs3H71N405 m/z: 565,2450 ([M+H]) (65%)
m/z: 843,5425 ([M+H]) (20%)

Esquema 14: Proposta de fragmentacéo do ion m/z 843 de 3.

Cs3H71N4O5
Cs3H71N405 m/z: 565,2450 ([M+H]) (65%)
m/z: 859,5373 ([M-H+H,0]") (100%)

Esquema 15. Proposta de fragmentacao do ion m/z 859 de 3.
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O espectro massa-massa do ion de massa 565 (Figura 15) revela picos de outros
fragmentos desta unidade (Esquema 14). Esses dados mostram que a FM proposta esta

correta para os valores de massas detectados no.
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Figura 15: Espectro de massas-massa do ion m/z 565 substancia 3.
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Esquema 16: Proposta de fragmentacdo para formacao de ion compativel com m/z

565 do espectro de massa-massa de 3.

O espectro de 2D NOESY (Figura 24) mostrou interacOes espaciais entre H-17 e H-
17* com H-18 e com H-17/ CHs-18 e H-18/ H-18" permitindo propor a configuracdo relativa
dos centros quirais como 17R,18R para a porfirina 3. Foi possivel definir a configuragdo
absoluta desta porfirina que se encontra descrita no item 11.3.1 do capitulo capitulo Il. A
porfirina etoxi-purpurin-18, semelhante a feofitina 3 foi isolada anteriormente por SILVA &

CAMARA (2010), porém este é o primeiro relato de dados espectroscopicos de RMN de *H e
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3C de 1D e 2D registrado na literatura. Outro dado relevante foi que esta substancia esta

sendo identificada pela primeira vez em Portulacaceae.

Tabela 5. Dados de RMN de *H (400 e 500 MHz) e **C (100 e 125 MHz) de 1D e 2D

da substancia 3 em comparacdo com dados da literatura no qual as analises foram feitas em
presenca de cloroférmio (CDCls) (SILVA & CAMARA, 2010, LIN et al, 2011 e
BREITMAIER & VOLTER, 1978).

Composto 3
BREITMAIER | SILVA & CAMARA,
HSQC (*Jue) HMBC & VOLTER, [2010eLIN etal, 2011
1978
C dc |8y (mult.; J HzZ) (>3) dc dc 8y (mult.; J Hz)
1 144,1 - CH-2! - 1441 -
2 131,6 - CH-2! - 131,8 -
2! 11,9 3,33 (s) - - 11,9 3,32 (s)
3 137,8 - H-3%, H-3%, CH,-2! - 137,7 -
31 | 123,7 | 7,84(dd, 18¢ - - 128,3 7,83(dd, 18 e
12) 11,6)
3% | 1178 | 6,31(d, 18e2) - - 123,7 6,25 (dl, 18,0)
6,19 (d, 12 e 2) 6,25 (dl, 11,6)
4 136,7 - H-5 - 136,6 -
5 103,1 9,34 (s) - - 103,1 9,27 (s)
6 156,3 - CH,-7" - 156,3 -
7 136,7 - CH,-7* - 136,6 -
7t 11,0 3,14 (s) - - 11,0 3,08 (s)
8 146,0 - CH,-8%, CH,-8° - 145,9 -
8! 19,3 3,60 (q, 8) CH,-8° - 19,3 3,52 (m)
8’ 17,4 1,65 (t, 8) CH,-8" - 17,4 1,59 (t, 7,2)
9 150,1 - - - 150,1 -
10 | 107,7 9,56 (s) - - 107,6 9,44 (s)
11 | 1316 - CH;-12! - 131,5 -
12 | 139,1 - CH;-12! - 139,1 -
12' | 124 3,76 (s) - - 12,3 3,68 (s)
13 | 111,7 - CHs-121 - 1114 -
13* | 159,4 - CH-12* - 159,4 -
137 | 164,1 - - - 164,8 -
14 | 140,0 - - - 139,9 -
15 93,2 - - - 92,6 -
16 | 177,6 - - - 177,6 -
17 | 55,0 4,43(dl) CH,-18", H-17" - 54,9 4,44 (dI)
17t | 29,7 2,43 (m) H-18 - 30,6 2,43 (m)
17 | 318 2,70 (m) H-17" - 30,8 2,66 (ddd,15,3,
8,4, 5,8)
17° | 173,4 - H-17%, H-17* - 172,0 -
17* | 615 4,49 H-17° - 61,0 -
17° | 1178 5,18 - 118,0 - 5,20 (dI)
17° | 39,6 - - 39,9 - -
17" | 398 1,65 (t) - 40,0 - -
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17° | 250 1,24 (m) - 25,0 - -
17° | 36,6 1,24 (m) i 36,5 - -
17° | 32,7 1,24 (m) i 32,5 - -
17" | 374 1,24 (m) - 37,0 - -
177 | 247 1,24 (m) - 24,8 - -
17" | 373 1,24 (m) - 37,2 - -
17 | 32,6 1,24 (m) i 32,5 - -
17 | 37,6 1,24 (m) i 37,0 - -
17 | 24,4 1,24 (m) i 24,4 - -
17 | 391 1,24 (m) - 39,5 - -
17° | 227 0,78 (s) - 22,7 - 0,79 (s)
17° | 27,9 0,84 (d, 8) i 28,0 - 0,80 (d, 6,7)
17° | 16,3 1,60 (sI) i 16,3 - 1,61 (sl)
177t | 19,6 0,79 (d, 4) - 19,7 - 0,77 (d, 6,7)
177 | 19,3 0,76 (d, 8) - 19,6 - 0,77 (d, 6,7)
17° | 226 0,84 (d, 8) - 22,8 - 0,80 (d, 6,7)
18 | 49,2 4,35 (dI) CH,-18" - 49,2 4,37 (dI)
18" | 238 1,73 (d, 8) H-18 - 23,6 1,78 (d, 7,3)
19 | 1766 - CH;-18" - 176,6 -
20 | 950 8,55 (5) - - 94,9 8,54 (5)
1jf 07370710
3
Fitlo~ =0 17
18 Mar 2010
Acquisition Time (sec) 7.9692 Comment AMOSTRA: ED/C(35-43)P-1/P2-1 (PROTON) [ Date 00/00/1980 00:00:00 |
Frequency (MHz) 400.13 Nucleus 1H  Original Points Count 65536 | Points Count 65536 Sweep Width (Hz)  8223.68 |
Temperature (grad C) 0.000
Chlorqform-d
fitil
H-2! 1
1 l H-828 3 :
H-12" 1 3 T Ty
H-8' 3
H-5 H-20 \ ;
g 3 i [
SR R TR H3  pa7 H18 [% Ha7
T e w L
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Figura 16: Espectro de RMN *H (400 MHz, CDCls) da substancia 3.
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Figura 18: Expansdo da regido de deslocamento quimico de 6y 3,0-9,5ppm (400 MHz,
CDCl3) da substéncia 3.
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Figura 19: Espectro de RMN **C (100 MHz, CDCl5) da substancia 3.
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Figura 20: Expansdo da regido de deslocamento quimico de 6c 33 - 10 ppm do
espectro de RMN *3C (100 MHz, CDCl5) da substancia 3.
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Figura 21: Mapa de contornos HSQC (100 MHz, CDCIs) da substancia 3.
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Figura 24: Espectro de NOESY (125 MHz, CDCI;) da substancia 3.
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Figura 25: Cromatograma (CLAE-DAD) da substancia 3.
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Figura 26: Curvas de UV da substancia 3.

1.3.2.4 Identificacdo da substancia 4

Os espectros de RMN *H e **C da substancia 4 (Figuras 27 e 28) mostrou sinais de
deslocamentos quimicos de hidrogénio e carbonos semelhantes aos observados para a
feofitina 3, 18-purpurinato de fitila. Havendo diferenca nas absor¢des localizadas na regido de
frequéncia 3,14 — 5,30 no espectro de RMN 'H, apresentando um singleto em &y 3,67
indicando um grupo metoxila de éster que pode ser localizado no C-13* do anel pentaciclico,
outro fator importante a ser considerado é deslocamento quimico do hidrogénio ligado ao
nitrogénio do anel porfirinico em &y -1,65 ppm, este valor esta relacionado com um alto fator
de protecdo que o anel exerce sobre este hidrogénios no qual apresenta valores menores que
zero na escala de deslocamento quimico em ppm.

Esta proposta foi condizente com a presenca de um carbono metinico com dcy em 64,7

e metilico em Scus 52,9 ppm, além de outros valores detectados no espectro de RMN C
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compativeis com uma cetona pentaciclica, ¢ um grupo carboximetilico [3. 189,6 (C=0), 172,9
(O-C=0), 64,7 (CH) e 52,9 (OCHj3)] representando, respectivamente, os carbonos C-13', C-
13 C-13?% C-13*. A Tabela 6 apresenta os deslocamentos quimicos detalhados de RMN *H e
de *C semelhantes as propostas na literatura (MATSUO et al., 1996, SILVA et al., 2006 e
TOMAZ et al., 2007). Esta estrutura proposta para 4 corresponde a 173-O-fitil-13?-formiato
de metila, conhecida como feofitina a, (ECKARDT et al., 1991).

A analise desta amostra com espectrometria de massas de alta resolucdo permitiu
confirmar a proposta do heterociclo e do tamanho da cadeia fitilica. Fez-se comparacédo dos
dados com valores apresentados na literatura para esta substancia (ECKARDT et al., 1991). O
espectro de massas (Figura 29) apresentou 0s picos com os valores compativeis com a
estrutura, além do ion molecular observado em m/z 871,5737 [M+H]" (calc. 871,573747)
referente a formula molecular CssH74N4Os m/z 870,5659 [M™], para a estrutura 4, chamada
feofitna a. Assim como aconteceu com a substancia 3, no espectro de massas apareceu o pico
em 887,5684 que pode ser atribuido a perda de H e formagdo de aduto com H,O (Esquema
17). Os mesmos célculos feitos no caso de 3 serviram para confirmar a estrutura proposta para
4,

OFitil 4

Fiik: \/WV\M
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Tabela 6. Dados de RMN de *H (500 MHz) e *C (125 MHz), da substancia 4 em
comparagdo com dados da literatura
(MATSUO et al., 1996, SILVA et al., 2006, TOMAZ et al., 2007).

realizadas as andlises em cloroférmio (CDClIs)

TOMAZ et al., 2007
Substéncia 4 SILVA etal., 2006
HSQC (U HSQC (*Jic)

C dc &y (mult.; J Hz) dc &y (mult.; J Hz)
1 142,1 - 142,3 -

2 132,0 - 131,1 -

2! 12,1 3,39 (s) 12,2 3,37 ()

3 136,4 - 136,8 -

3! 129,0 7,96 (dd 18 e 12) 129,1 7,93 (dd, 17,8 e 11,6)
3’ 123,0 6,15 (dd, 12 e 2) 123,1 6,14 (dd, 11,6 e 1,6)

6,26 (dd, 18 e 2) 6,24 (dd, 17,8 e 1,6)

4 136,6 - 136,5 -

5 97,5 9,49 (s) 97,6 9,35 (s)

6 155,5 - 155,5 -

7 136,4 - 136,1 -

7' 11,2 3,20 (s) 11,3 3,19 (9)

8 145,1 - 1452 -

g! 19,4 3,66 (q, 8) 19,6 3,64 (m)
g’ 17,4 1,81 (t, 8) 17,5 1,65 (t)

9 149,9 - 150,9 -

10 104,4 9,49 (s) 104,5 9,51 (s)

11 137,9 - 138,1 -

12 129,0 - 129,0 -
121 12,2 3,88 (s) 12,3 3,69 (s)

13 129,0 - 129,1 -
13* 189,6 - 189,8 -
132 64,7 6,26 (s) 64,9 6,30 (s)
13° 172,9 - 172,9
13* 52,9 3,67 (s) 52,8 3,87 (s)

14 1491 - 149,5 -

15 104,9 - 105,1 -

16 161,1 - 161,1 -

17 51,2 4,21 (m) 51,0 4,19 (m)
171 29,7 - 29,8 -
17° 31,2 - 31,4 -
17° 172,4 - 172,1 -
17* 61,5 4,50 (m) 60,4 453 (d, 7,2)
17° 117,7 5,12 (m) 118,0 5,20 (t, 7,2)
18 50,2 4,44 (m) 50,3 4,34 (m)
18" 22,7 1,68 (d, 8) 23,8 1,84 (d, 7,2)
19 169,5 - 169,6 -

20 97,5 8,54 (5) 93,7 8,63 (5)
NH - -1,65 (sl) - -
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Figura 27: Espectro de RMN “H (500 MHz, CDCls3) da substancia 4.
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Figura 28: Espectro de DEPTQ (125 MHz, CDCls;) da substancia 4.
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871 de 4.
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Figura 29: Espectro de massas da substancia 4.

1.3.2.5 Identificacdo das substancias 5, 6 e 7.

As feofitinas 5, 6 e 7 foram identificadas através da analise detalhada dos espectros de
1D e 2D de RMN de 'H e **C, aliadas aos dados detectados no espectro de massas da mistura
e nos dados de e HPLC-UV. Os espectros de RMN apresentaram sinais compativeis com
mistura de feofitinas, ndo sé pelos sinais das metilas, ha varios sinais de hidrogénios do
sistema heterociclico desta classe de substancias. Isto pode ser confirmado através de
comparacdo com dados das feofitina 3 (18-purpurinato de fitila) e 4 (feofitina a). Esta
deducéo foi, também, confirmada com os picos detectados no espectro de massas (Figura 42)
e ainda com os tempos de retencao obtidos na analise com CLAE que foram correlacionados a
componentes identificados nas curvas de UV (Figura 43). Todas estas observagdes mostram

dados compativeis com feofitinas.
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Para propor estruturas para essas porfirinas fizeram-se correlagdes dos valores de
massas de ions quase moleculares com os valores de MM resultantes da incorporacdo de
grupos funcionais detectados compativeis com sinais observados nos espectros de RMN *H e
13C e assim podendo chegar a valores calculados compativeis com os respectivos valores dos
m/z observados. O quadro abaixo mostra os valores observados e calculados e a margem de
erro relativo (A ppm) das propostas, das quais estdo dentro da faixa aceitavel pelos editores
de revistas cientificas, como, por exemplo, pelo JACS esta faixa é +/- 5 ppm. Este valor é
tirado da relagdo AM/Maprox, ONde AM = M/Zcaiculado — M/ Zobservado € M = massa de baixa
resolucdo. Ex. para 5: 887,5687 - 887,5675 = 0,0012; 0,0012 / 887 = 1,35x10°®, ou seja 1,35
ppm (SIUZDAK, 2006).

Quadro 2: Correlacdo de valores de massas para as propostas de 5, 6 e 7.

m/z FM do ion MM Erro relativo
Observado proposto Grupos funcionais Calculada ppm
(estrutura) [M+H]"

887,5675 (5) CssH7sN4Og HO/C=0/CO,Me 887,5687 1,35

903,5679 (6) CssH7sN,O4 HO/O-C=0/ CO,Me 903,5636 1,88

919,5574 (7) CssH7sN4Og HOO/ O-C=0/ CO,Me ou 919,5585 1,19
H;COO/ 0O-C=0/ CO,H

As diferencas significativas entre as feofitinas identificadas neste trabalho estdo
diretamente relacionada aos centros envolvidos nos grupos funcionais identificados no
carbono-7*, podendo ainda existir mudancas no anel pentaciclico para anel hexaciclico,
envolvendo grupos funcionais que podem estar diretamente ligadas ao anel V ou ainda estar
envolvido na formacdo de anel hexaciclico. Estas mudancas podem ser observadas em varias
feofitinas que estao descritas na literatura.

Para a identificacdo da substancia 5 foram observados sinais caracteristicos de um anel
pentaciclico e de deslocamentos quimicos de hidrogénio localizados na regido de frequéncia
3,14 — 5,30 no espectro de RMN de *H e ainda sinais que revelou valores de cetona conjugada
compativeis com em anel de cinco membros dos quais puderam ser encontrados também no
espectro de RMN de **C, confirmando através de comparacdo com dados da literatura de se
tratar de um derivado de uma feofetina a (MATSUO et al., 1996, JERZ et al., 2007 e LIN et
al., 2011). No espectro de RMN de *H foi observado um singleto em 8y 3,61, que justificou a
presenca de uma metila de um grupo carbometoxi ligado ao carbono C-13% do anel

pentaciclico, um singleto largo em &y 5,55 ppm de uma hidroxila ligada ao carbono
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quaternario C-13? e ainda outros valores em &y 3,22, 3,41 e 3,72 ppme &y 8,63, 9,43 e 9,58
ppm que indicou um sistema compativel com feofinas.

O espectro de RMN de *C mostrou sinais de deslocamentos quimicos de cetona
conjugada em anel de cinco membros em 8¢ 192,2 ppm (C=0), uma carboxila ¢ 173,0 ppm
(OC=0), uma metoxila em dcnz 53,6 ppm (-CO,-CHs)] e um carbono quaternario em é¢ 89,0
ppm (C13%-OH). Os valores atribuidos, respectivamente, aos carbonos C-13', C-13°, C-13*,
C-13% foram comparados com os da literatura (MATSUO et al., 1996, SCHWIKKARD et
al.,1998, JERZ et al., 2007 e LIN et al., 2011)(Tabela 7), e permitiu identificar a estrutura de
5 como 13*-hidroxi-feofitina a.

De forma semelhante foram feitas as propostas para as substancias 6 e 7, no qual o
espectro de RMN de 'H apresentou para substancia 6 singletos préximos ao deslocamento
quimico em 8y 3,60, sendo um deles em &y 3,61 ppm que indicou ser uma carbometoxi ligada
ao carbono C-15° e ainda um singleto em & 5,55 ppm correlacionado a hidroxila ligada ao
carbono 15 . A proposta foi confirmada pelos sinais apresentados no espectro de RMN **C
que se observou os deslocamentos quimicos em 8¢ 172,6 ppm para carbonila de éster C-15%,
um sinal de lactona conjugada em 6¢ 162,7 ppm para C-13' e um carbono quaternario em 8¢
107,9 ppm para C-15*. Para a substancia 7 foi observado no espectro de RMN de *H um
singleto largo em 3y 4,15 (CH30,) que foi representado com grupamento metilperdxido
ligado ao carbono C-15" do anel porfirinico V e ainda deslocamentos quimicos no espectro
de RMN de **C em 8¢ 170,5 ppm para carbonila de 4cido C-15%, um sinal de lactona
conjugada em 8¢ 162,7 ppm para C-13' e um carbono quaternario 8¢ 118,0 para C-15'
justificando a proposta para as substancias 6 e 7, respectivamente, no qual cuja comparacao
com dados da literatura das analises espectroscépicas foram realizadas em clororférmio
(CDCl3) (MATSUO et al., 1996, SCHWIKKARD et al.,1998, JERZ et al., 2007 e LIN et al.,
2011) e permitiu identificar a estrutura 6 como 15'-hidroxi-15'-carbometoxi-15*-O-13'-
lactona-feofitina a e a proposta para 7 corresponde a uma nova feofitina caracterizada como
15'-metilperéxido-15'-carbohidroxi-15-0-13"-lactona-feofitina a.

A anélise detalhada dos espectros de HSQC (Figura 36) e HMBC (Figura 37 e 40)
permitiu fazer a completa atribuicdo dos deslocamentos quimicos de carbono e hidrogénio
para a mistura dos constituintes 5, 6 e 7 encontrados nesta fracéo (Tabela 7).

As diferencas de 16 u observadas nos espectros de massas (Quadro 2, Figura 41)

justificam as propostas para 6 e 7 com os grupos ligados no C-15, sendo um formiato de
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metila e um grupo hidroxila ligado no carbono C-15' para 6, e 0 um formiato de metila e o
grupo metilperéxido para 7.

O espectro de 2D de NOESY (Figuras 39 e 40) revelou sinais de interacdo espacial
entre os hidrogénios H-17/H-18 e H-17/H-18 para a mistura das substancias 5, 6 e 7. Foi
possivel observar a auséncia de sinal da hidroxila OH-13 com H-17° dos centros quirais para
5, permitindo propor a configuracio relativa sendo Rel. 17R,18R,13°R. As substancias 6 e 7
ndo foram observados interacdes espacial da metoxila CH30-15% e 0 metil peréxido CH;0O0-
15* sendo a configuracéo entdo para 6 e 7 a configuracdo Rel. 17R,18R,15'R. Discussdes
adicionais sobre a estereoquimica absoluta dessas feofitinas estdo descritas no 11.3.1 do
capitulo I1.

Os picos representando 0os componentes na mistura na analise com CLAE com
tempos de retencédo 3,97, 4,32, 6,08 e 6,45 minutos (Figura 42) justificam as proposta para 0s
valores de massas detectados no espectro, sendo que um ndo foi considerado na analise
podendo ser um componente com m/z em 935 com um oxigénio a mais para o pico de menor
intensidade em 4,327.

O espectro de UV-visivel (Figura 43) mostrou Amax 409, 410, 402 e 402 nm, para 0s
respectivos tempos de retencdo na ordem citada acima, valores que sdo compativeis para as
feofitinas propostas, conforme revelados pela literatura em analise realizada em cloroférmio
(CDCl3) (ECKARDT et al., 1991).
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Tabela 7. Dados de RMN de *H 2D (500 MHz) e *3C (125 MHz) de 1D e 2D das substancias
5, 6 e 7 em comparagdo com dados da literatura (MATSUO et al., 1996, SCHWIKKARD et

al.,1998, JERZ et al., 2007 e LIN et al., 2011).

Compostos 5,6e 7

JERZ et al., 2007 e
LINetal., 2011
MATSUO et al., 1996,
SCHWIKKARD et al.,1998

HSQC (1)) HMBC
C dc oy (mult., I Hz) G) oc oy (mult., J
Hz)
1 1422 - CHj-2* 142,8/142,1 -
2 132,0 - CHj-2* 132,6/131,6 -
2! 12,5 3,41 (s) - 12,4/12,0 3,45 (s)
3 136,7 - H-3% H-3%, | 136,5/136,2 -
CH-2*
3! 129,3 8,00 (dd 18 e - 129,1/128,9 | 8,01 (dd, 17,5¢e
12) 11,5)
6,19 - 6,23
3? 123,1 (dd 12 e 2) 123,6/122,7 | (dd, 11,5 1,0)
6,30 6,32
(dd, 18 e 2) (dd, 17,5 1,0)
4 136,4 - H-5 136,3/134,6 -
5 98,2 9,43 (s) - 98,4/99,0 9,60 (s)
6 158,6 - CH,-7* 155,4/155,9 -
7 136,7 - CH,-7* 136,3/136,1 -
7t 11,5 3,22 (s) - 11,6/11,1 3,30 (s)
8 145,4 - CH,-7* 145,3/145,5 -
8! 19,9 3,66 (q) CH,-2' 19,9/19,4 3,77 (q)
8° 17,7 1,68 (t) - 17,6/17,5 1,70 (t)
9 150,0 - - 150,9/150,2 -
10 104,5 9,58 (s) - 104,7 9,76 (s)
11 138,0 - CH;-12" 138,4/138,1 -
12 129,3 - CH;-12' | 129,4/131,5 -
12! 12,5 3,72 (s) - 12,7/12,3 3,77 (s)
13 1271 - - 127,7/113,3 -
13 192,2/162,7/ - - 192,2/163,5 -
165,3
13°0OH/ - 5,55 (sl) - - 5,47(sl)
15'0H 5,55 (sl)
13° 89,2 - - 89,4 -
13%co 173,0 - OH-13%, 173,3 -
OCH,-13*
13°0CH, 53,6 3,61 (5) - 53,8 3,62 (5)
14 150,0 - - 150,9/134,6 -
15 104,5/98,2 - - 107,1/98,6 -
OH-15%, -
15 107,9/117,9 - OCH,-15° -
OOCH,-15° 119,3
152CO/CO | 173,0/170,5 - - 173,0/169,5 -
15°0H - - - - -
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15°CH, 53,6 3,61 (s) - 53,2 3,60 (s)
15°00CH, 61,8 4,15 (sl) - 53,3 4,14
16 162,7 - - 164,0/162,5 -
17 50,5 4,17 (dI) CH,-18! 52,6 4,17 (dI)
H-17*
17" 29,9 - H-18 31,6/0,6 2,25 (m)
17° 31,9 - H-17* 32,0/30,8 2,55 (m)
17° 173,8 - H-17%, H-17*| 173,8/173,2 -
17 61,8 4,17 (m) H-17° 61,0 3,99 (m)
17° 118,0 1,01 (dI) - 118,0 1,09 (dI)
18 50,5 4,56 (m) CH,-18" 50,9/50,6 4,56 (m)
18! 22,9 1,61 (d) H-18 22,9/22,5 1,63 (d, 7)
19 173,8 - CHs-18" | 173,0/172,7 -
20 93,9 8,63 (s) - 95,0/93,2 8,76 (s)
NH - -1,85 (sl) - - -
31/32
2
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MHz, CDCI5) das substancias 5, 6 e 7.
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Figura 43: Curvas de U.V da fragdo contendo das substancias 5, 6 e 7.

1.3.2.6 Identificacdo das substéancias 8, 9, 10 e 11.

A fracdo foi analisada por CLAE e revelou a mistura de varias substancias sendo 0s
tempos de retencdo em 4,457, 10,454 e 11,420 min. Apresentaram curvas no UV-visivel,
respectivamente, com Amax 421, 421, 430 e 428 nm, (Figuras 50 e 51) que sdo compativeis
com absorcdes de anel porfirinico. A comparacdo com os tr e as curvas de UV da literatura
(ECKARDT et al., 1991) confirmaram esta deducéo representando-se as estruturas como 8, 9,
10 e 11.

Fizeram-se analises de espectros de RMN *H e *C 1D e 2D, LC-MS e comparacéo de
valores espectrométricos com dados da literatura (LIN et al, 2011 e SCHWIKKARD et al,
1998) para identificar esses constituintes.

O espectro de RMN *H da mistura (Figura 44) mostrou sinais de deslocamentos
quimico de hidrogénio semelhantes aos observados para as feofitinas 3 e 4. As absorcoes
localizadas na regido de frequéncia 2,0 - 3,0 e 11,5 - 8,5 nos espectros de hidrogénio sdo

compativeis estruturas de feofitinas. O espectro apresentou um singleto em oy 2,13 referente a

71



uma metila e 8y 3,54 de metoxila. Identificaram-se também sinais adicionais de singletos
localizados em &y 11,09, indicando hidrogénios de grupamento aldeido localizado no C-7* e,
bem como, a auséncia do na faixa de deslocamento 8y 3,23 referente & metila do CH3-7".

A andlise dos espectros RMN *C (Figuras 45 e 46) permitiu identificar sinais
adicionais de dc em 207,1 (C=0 de cetona), 178,8, 162,9, 159,7, 151,2, 148,5, 143,3 e 136,7,
111,3-111,5, sinais de écy 187,8 - 187,9, 107,4, 106,2, 103,5, 93,9, 93,5, 78,7, 72,1 com
aspecto de sinais de misturas, o sinal em 61,8 de CH,, além de dcyz em 52,9, 53,3, 27,8.
Observamos a auséncia do sinal dcy 99,9 (CH- 5). Além dos sinais de aldeido, perceberam-se
0s sinais do grupo vinil. Esses dados nos conduziram a sugerir derivados de feofitina b como
as registradas na literatura (LIN et al, 2011 E SCHWIKKARD et al, 1998).

As analises de espectros RMN de HSQC (Figura 47) e HMBC (Figura 48), aliados
aos dados citados acima permitiu fazer propostas para as porfirinas 8, 9, 10 e 11. Os valores
adicionais de dc e Oy serviram para identificar grupos funcionais que acrescentados na
estrutura basica das feofitinas para chegar aos valores de massas do ion quase molecular
([IM+H]") detectados (Figura 49), Quadro 3. Os valores de frequéncia de carbono e
hidrogénios detectados nos espectros de RMN que serviram para deduzir as possiveis fungdes
sd0: Ypc: 187,7-187,9 /11,1-11,09 (aldeido, HC=0, CH-7%), 78,8 e 79,2/7,52(-OCH-15" e (-
OCH-13%), 8¢ 207,0 com Scpiz 27,9/1,79 (M2Jnc acetil), 162,9-163,1 (4cido carboxilico/lactona
conjugados), 170,0-169,9 (éster metilicos)/52,9-53,3 (metoxilas,**Juc) (foram utilizados para
confirmar em os grupos funcionais presentes nas estruturas 8-11, incluindo consultas na
literatura (GANDUL-ROJAS et al, 1999) de estruturas que possuem esses grupos funcionais.
A analise do espectro de massas permitiu identificar quatro valores de m/z que foram
correlacionados aos ions quase moleculares dos componentes da mistura 8-11. O quadro
abaixo mostra os valores dos m/z observados dos ions [M + H]" representados pelos picos
(Figura 49) identificados para 8, 9, 10 e 11, correspondentes as formulas moleculares e 0s
valores de [M+H] calculados. Para cada caso, considerando os sinais de RMN foram
incorporados 0s grupos funcionais para chegar as respectivas FM e fazer o calculo dos
respectivos erros relativos. Esses valores estdo na faixa aceitavel por editores do JACS e JOC
(SIUZDAK, 2006).
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Quadro 3: Correlacdo de valores de massas para as propostas de 8, 9, 10 e 11.

m/z FM do ion MM Erro
Observado proposto Grupos funcionais Calculada | relativo
(estrutura) [M+H]" [M+H] Sppm
887,5654 (8) Cs4H71N,O4 HC=0/CH/ -O=C-0-/CO,H 887,5323 3,73
903,5578 (9) CssH75N,O4 HC=0/CH-OH/CO,H/H5C-CO 903,5636 -6,42
917,5417 (10) C55H73N408 HC=O/HO/—O=C—O/C02ME 917,5428 -1,20
933,5332(11) CssH75N4Oq HC=0/HOO/ O-C=0/ CO,Me 933,5377 -4.8

Desta forma as estruturas foram definidas como as representadas para 8, 9, 10 e 11

como, respectivamente, 15*-carboxi-15'-O-13"-lactona-feofitina b (acido Ficuschlorinico D)
(8), 15%-hidroxi-15"-acetil-13"-carboxi-feofitina b (taliclorina A) (9), 15'-hidroxi-15-
carbometoxi-15*-0-13'-lactona-feofitina b (10), 15'-hidroperéxido-15*-carbometoxi-15*-O-
13*-lactona-feofitina b (11). A Tabela 8 apresenta os deslocamentos quimicos compativeis
com as estruturas propostas para 8, 9, 10 e 11, e comparagdo com dados da literatura (LIN et
al, 2011 e SCHWIKKARD et al, 1998).

8Ri=H;R,R,=0; R;=0OH

9 R;=H; R=R,= OH; R3: CH3

10 R1: OH, R,Rgz O, R3: OCHg
11 R;= O0OH; R,R,= O; R3= OCHj;
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Tabela 8. Dados de RMN de *H (500 MHz) e *C (125 MHz) de 1D e 2D das
substancias 8, 9, 10 e 11 em comparacdo com dados da literatura (LIN et al, 2011 e
SCHWIKKARD et al, 1998).

Substéancias 8, 9, 10 e 11

LINetal., 2011e
SCHWIKKARD et al.,

1998
C HSQC (1J) HMBC (**J)
oc oy (mult., J H2) oC oc oy (mult., J Hz2)
1 142,1-144.7 - - 1435 -
2 132,0-132,3/ - CH-2', H-20 -
132,9
2! 12,1-11,9 3,54 (s) - 12,1 3,35 (s)
3 8,65-8,45 H-3, 1375 -
136,8-136,9 (dd,18, 12) CH;-2', H-5
3t 128,6-128,7 | 6,20(dd,18,15) | H-3°, H-5 | 1286 7,89
6,40 (dd, 12 e 1,5) (dd,17,9 e 11,6)
3’ 123,9 6,40 (tl) H-3'. H-5 | 1233 6,28
4 136,7-136,9 - H-5 136,9 -
5 103,2-103,3 10,44-10,29 (s) - 103,0 10,22 (s)
6 151,2-151,4 - CH,-7* 151,5 -
7 132,8-132,9 - - 132,4 -
7t 187,7-187,9 11,09 (s) H-8', H-8° | 1874 11,10
8 146,3-146,5 - - 146,0 -
8! 19,1-19,2 3,75(m) H-8', CH,-7" 3,77 (q)
8’ 19,5-19,7 1,84 (t, 8) - 1,76 (1)
9 159,5-159,7 - - -
10 106,2/106,7/ - H-8° 9,59 (5)
107,3
11 140,5/143,5 - - 130,4 -
12 131,7-132,1 3,86 (s) - 1315 -
121 12,4-12,5 - - 12,4 3,80 (5)
13 113,8-113,9 - - 114,2 -
13! 162,9-163,1 - H-13" 162,9 -
13° 79,0/78,7 7,92 (s) - - -
13*CO 207,3/170,9 - CH5-13%, - -
OCH;-13*
13°-CH;, 28,2/53,2 2,13/3,54 (s) - - -
14 135,8-137,8 - - 140,2 -
15 111,3/111,4 - - 98,5 -
15! 78,8/72,8/98,7/ 7,55 (5) - - -
99,0
2 170,1/207,0/ - - - -
15-CO 1 4170.3/169,9
15°-CH;, 27,9 2,13 (5) - - -
15°0CH, 52,9-53,3 3,54 (5)/3,54 (s)
16 163,3 - - 162,9 -
17 50,6 4,46 (dI, 8) H-17" 52,6 4,87 (dI)
17" 29,8 1,9-2,0 (m) - 29,8 -
17° 31,9 1,90 (m) - 31,2 -
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17° 170,7 - H-17* 172,0 -
17° 62,0/61,7 - H-17°, 61,0 -
H-17%

17° 117,8/117,6 5,30 (dl) - 118,0 5,30 (dI)
18 49,3/52,7 4,46 (m) H-20 49,5 4,69 (m)
18! 22,8/22,8 1,60 (d, 7) - 22,4 1,68 (d, 7,2)
19 1742 - 18! 174,3 -

20 94,1 8,65/8,45 (s) - 93,9 8,64 (s)

8R=H;R,R,=0; R;=0H

9 R;=H; R=R,= OH; R3= CH3

10 R;= OH; R,R,= 0; R3= OCH;
11 R;= O0OH; R,R,= 0; R3= OCHj,

80ct 2014
Acquisition Time (sec) 3.1719 ‘ Comment AMOSTRA: CD(21-29)34(PROTON) Date 08 Nov 2010 16:03:12
File Name C:\Users\Flavio\Documents\Flavio Santana\Ana Paula de OliveiraUFRRJ1\RMNHC-500_022001r Frequency (MHz) 500.13
Nucleus H ‘ Number of Transients 16 ‘Origina\ Points Count 32768 Points Count 32768
Pulse Sequence 2930 ‘ Solvent CHLOROFORM-D ‘ Sweep Width (Hz) 10330.58 Temperature (degree C) 21.260
H- fitil
33
- O
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Figura 44: Espectro de RMN *H (500 MHz, CDCl5) das substancias 8, 9, 10, e 11.
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24 Apr 2014

Acquisition Time (sec) 1.1010

‘ Comment

AMOSTRA: CD/(21-29)34 500 MHz SOLVENTE: CDCI3

Date 11 Apr 2011 12:28:52
File Name C:\Users\Flavio\Documents\Flavio Santana\Ana Paula de Oliveira\UFRRJ1\RMNHC-500_092001r Frequency (MHz) 125.76
Nucleus 13C \Number of Transients 26624 \Original Points Count 32768 Points Count 32768
Pulse Sequence deptqgpsp ‘ Solvent CHLOROFORM-D ‘ Sweep Width (Hz) 29761.90 Temperature (degree C) 25.360
& & 3888
C-15 5 ek
C-15° C-15! ¥ ol I
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Chemical Shift (ppm)
- . 13 A -
Figura 45: Espectro de RMN ~°C (125 MHz, CDCl5;) das substancias 8, 9, 10 e 11.
8R;=H; R, R, =0; Rs=0H
9 R;=H; R=R,= OH; R3: CH3
10 R;= OH; R,R,= O; R3= OCHj;
11 R;= OOH; R,R,= O; R3= OCHj;
'
o) R3
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Figura 46

Chemical Shift (ppm)

deslocamentos quimicos em d¢ 48 a 190 ppm da fragdo contendo 8, 9, 10, e 11

: Expansdo do espectro de RMN *3C (125 MHz, CDCls) da regido de
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8 Ri=H; R, R, = O, Rs= OH

9 Ri=H; R=R,= OH Rs= CHg

10 R;= OH; R,R,= O; R3= OCH;
11 R;= O0OH; R,R,= 0O; R;= OCHj,

9 0ct 2014
Flavio
Acquisition Time (sec) (0.0492, 0.1425) Comment AMOSTRA: CD/(21-29)34 13C_HSQCETGP 500 MHz SOLVENTE: CDCI3 OPERADOR: VITOR
Date 12 Jul 2011 09:51:34 File Name C:\Users\Flavio\Documents\Flévio Santana\Ana Paula de OliveiraUFRRJ1\RMNHC-500\115\pdatal1\2rr
Frequency (MHz) (125.76, 500.13) Nucleus (13C, 1H) Number of Transients 32
Original Points Count (1024, 1024) Points Count (1024, 1024) Pulse Sequence hsqcetgp
Solvent CDCI3 Sweep Width (Hz) (20831.98, 7183.91) Temperature (degree C) 20.160
8
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Figura 47: Mapa de contornos HSQC (125 MHz, CDCl3) das substancias 8, 9, 10, e
11.
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8R;=H;R,R,=0; R;=0H

9 Ri=H; R=R,= OH, Rs= CHg

10 R;= OH; R,R,= O; R3= OCH;
11 R;= O0OH; R,R,= 0O; R3= OCHj;

90ct 2014
Flavio
Acquisition Time (sec) (0.0367, 0.3072) Comment AMOSTRA: CD (21/29) - 34 (HMBCGP) - 500MHZ SOLVENTE: CDCL3 OPERADOR DO NMR - MAURICIO
Date 18 Jul 2011 12:21:34 File Name C:\Users\Flavio\Documents\Flévio Santana\Ana Paula de Oliveira UFRRJ1\RMNHC-5001126\pdata\1\2rr
Frequency (MHz) (125.76, 500.13) Nucleus (13C, 1H) Number of Transients 50

Original Points Count (1024, 2048)

Points Count

(1024, 2048) Pulse Sequence hmbcgplpndaf

Solvent

I u\lulx !

CDCI3 Sweep Width (Hz) (27932.97, 6666.67) Temperature (degree C) 21.660
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Figura 48: Mapa de contornos HMBC (125 MHz, CDCI3) da substéncia 8, 9, 10 e 11.
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Figura 49: Espectro de massas de alta resolugdo em modo positivo da fracdo contendo

as substancias 8, 9, 10 e 11.
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Figura 50: Cromatograma das substancias 8,9, 10 e 11..

79




LD# &3 [ Tné 03

[Fetention Time - 4.457 [Fetention Time 14457

Compound Hame ET4.457 Compound Hame :RT4.457

s 1T b 17

20 20

70 0

&0 421 &0 431
50 ' 50 '

40
30
20
10

i

40
30
20
10

D T I I I I |I T

26750 31831
I I

I mmnm
=
[T -4 4 e
[Fetention Time 110452 [Fetention Tims :11.4z20
Compeonund Hame :RT10.452 Componnd Hame -ET11.420
i 11 k1T
35 35
304 30+
25 4 4?'3' 25
204 Yo 4%8 '
15 4 154 ;
10 104 318 35
54 470 5 | | 476
| |
a T ! } 1 T T 0 I ; T T !
300 400 I 300 400 I
nm | L - My

Figura 51: Curvas de U.V das substancias 8, 9, 10 e 11.

1.3.2.7 Identificacdo da substancia 12.

A substancia 12 foi identificada através da analise de espectros de RMN 'H e *C e
espectro de massas (Figuras 56- 56), e comparacdo de dados com valores da literatura (LIN
et al, 2011, SCHWIKKARD, et al., 1998, MATSUO et al., 1996). Além da busca por
substituintes em feofitinas para chegar a uma formula molecular compativel ao ion molecular
detectado no espectro de massas. Esta analise conduziu a deducdo de grupos compativeis com
a formula molecular e com sinais presentes no espectro de RMN *H e *C que foi possivel
identificar além da feofetina 12 residuos de outra feofitina nesta fracdo, que devido a
quantidade da amostra ndo foi possivel observar valores detectados no espectro que pudesse
concluir ser uma nova feofitina.

O espectro de RMN *H (Figura 52) da substancia 12 exibiu sinais de deslocamentos
de hidrogénio semelhantes aos observados para a feofitina 6 com um anel lactamico e
verificou-se sinais de um singleto oy 2,13 ppm indicando a presenca de uma metila de acetila
(C-15%) e 845,19 (sl) ppm que foi relacionado ao hidrogénio ligado ao carbono C-15" do anel
lactamico. A integragdo deste espectro foi importante para observacdo de que havia outra
feofitina nesta fracdo, no qual ao se integrar os valores deslocamentos quimicos das metilas
oy 3,76, 3,34 e 3,15 foram notdrios uma relacdo de seis hidrogénios (2xCH3) e néo de trés
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(CHs3) como se esperava, mostrando assim que sdo duas metilas para valor e ndo uma metila
para cada deslocamento e ainda que o singleto oy 2,13 ppm tem uma relacédo trés hidrogénios
confirmando ser uma metila.

No espectro de RMN de *C (Figura 53 e 53) observaram-se sinais compativeis com
0S grupos propostos como em dcy 81,5, d¢ 200,9 (C=0O de cetona) e ocns 27,9 (CHs),
correspondendo aos carbonos 15', 15° e 15° respectivamente. O anel lactamico ficou
representado pelos sinais dos carbonos C-13" e C-15 em &¢ 164,2 (C=0) e §¢ 95,0. O espectro
de massas apresentou sinal em m/z 870,5643 (M™) compativel com a FM CssH74N4Os (calc.
870,5659) com um erro de 6,1.10°, sendo um valor adequado para a massa exata detectada.
Esses dados foram comparados aos de ECKARDT, et al (1991) e se apresentaram
semelhantes.

A andlise do espectro de HSQC (Figura 54) e HMBC (Figura 55) permitiu detectar
correlago adicional devido a acoplamento a longa distancia (**Juc) de H-15% C-15? [8/6¢
2,13/200,9] (Tabela 9). Os deslocamentos quimicos de *H e **C foram comparados a valores
de modelos da literatura (GANDUL-ROJAS et al., 1998) e auxiliou na identificacdo de desta

nova 15%-acetil-15'-0-13"-lactona-feofitina a (12).
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Tabela 9. Dados de RMN de *H (500 MHz) e **C (125 MHz) de 1D e 2D da
substancia 12 em comparacdo com dados da literatura (LIN et al., 2011 e SCHWIKKARD et
al., 1998).

ECKARDT et al., 1991
Composto 12 GANDUL-ROJAS et al.,
1998
C HSQC (1) HMBC
dc 8y (mult., J Hz) (>2) dc 8y (mult., J HZ)
1 142,1 - CH-2! 1429 -
2 131,6 - CH,-2" 131,9 -
2! 11,9 3,15 (s) 12,1 3,42 (s)
3 136,7 - H-3% CHs-2', | 136,5 -
H-3*
3! 128,3 8,58 (dd 12 e 4) H-3% H-5 129,1 8,01
3 123,7 6,31 (dd 12 e 4) - 122,9 6,30
6,20 (dd, 20 e 4) 6,20
4 136,6 - H-5 136,4 -
5 103,1 9,35 (s) - 97,9 9,46 (s)
6 156,3 - CH,-7* 155,6 -
7 136,6 - CH,-7* 136,3 -
7t 11,0 3,34 (s) - 11,3 3,25 (s)
8 144,1 - CHs-7* 145,3 -
8" 19,7 3,61 (q) H-8', CH,-7" | 19,5 3,72 (q)
8’ 17,4 1,74 (1) CH;-7" 17,5 1,70 (t)
9 150,3 - - 151,0 -
10 103,1 9,57 (s) H-8? 104,2 9,58 (s)
11 136,7 - CH;-12! 137,8 -
12 131,6 - CH;-12! 129,3 -
12 11,9 3,76 (s) - 12,2 3,72 (s)
13 131,6 - - 126,3 -
13 164,2 - - 162,9 -
14 146,0 - - 150,0 -
15 95,0 - - 98,5 -
15" 86,4 4,51 (sl) - - -
15? 200,9 - H-15%H-15" - -
15° 27,9 2,13 (s) - - -
16 164,2 - - 161,3 -
17 54,4 4,38 (dI) H-17 51,1 4,48 (dI)
17" 29,7 2,55 (m) - 29,8 2,55 (m)
172 319 2,55 (m) - 31,2 2,55 (m)
17° 173,8 - H-17* 172,0 -
17 61,4 4,51 (m) H-17°, H-17" | 61,0 3,99 (m)
17° 117,9 1,05 (d) - 118,0 1,09 (dI)
18 49,2 4,38 (m) H-20 49,6 4,69 (m)
18! 22,6 1,63 (d) - 22,7 1,68 (d)
19 173,8 - - 172,8 -
20 95,0 8,56 (S) - 93,4 8,63
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14 Oct 2014

Acquisition Time (sec) 3.1719 ‘ Comment AMOSTRA: cd/(53-54) 30-34(8)C - PROTON - 500MHZ SOLVENTE: CDCI3 | Date 09 Dec 2010 14:53:30
File Name C:\Users\Flavio\Documents\Flavio Santana\Ana Paula de Oliveira UFRRJ1\RMNHC-500_072001r Frequency (MHz) 500.13
Nucleus 1H ‘ Number of Transients 16 ‘ Original Points Count 32768 Points Count 32768
Pulse Sequence 2930 ‘ Solvent CHLOROFORM-D ‘ Sweep Width (Hz) 10330.58 Temperature (degree C) 20.860
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Figura 52: Espectro de RMN “H (500 MHz, CDCl5) da substancia 12.
4 Jun 2014
Acquisition Time (sec) 1.1010 ‘Commem AMOSTRA: C(53-54) 30-34(8) (DEPTQ) SOLVENTE:CDCI3 Date 29 Nov 2011 12:04:02
File Name C:\Users\Flavio\Documents\Flavio Santana\Ana Paula de Oliveira\UFRRJ1\RMNHC-500_173001r Frequency (MHz) 125.76
Nucleus 13C \Number of Transients 20005 \Original Points Count 32768 Points Count 32768
Pulse Sequence deptqgpsp \ Solvent CHLOROFORM-D \ Sweep Width (Hz) 29761.90 Temperature (degree C) 25.160
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Figura 53: Espectro de RMN *3C (125 MHz, CDCls) da substancia 12.
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Figura 54: Mapa de contornos HSQC (125 MHz, CDCl;3) da substancia 12
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15 Oct 2014

Flavio
Acquisition Time (sec) _(0.0367, 0.3867) Comment AMOSTRA: C(53-54) 30-34(8) (IMPACT-HMBC) SOLVENTE:CDCI3 OPERADOR: VITOR
Date 21 Oct 2011 13:20:28 File Name C:\Users\F Doc lavio Paula de Oliveira UFRRJ1\RMNHC-500\172\pdata\1\2rr
Frequency (MHz) (125.76, 500.13) Nucleus (13C, 1H) Number of Transients 16
Original Points Count (1024, 2048) Points Count (1024, 2048) Pulse Sequence impact-hmbc2d.ch
Solvent CDCI3 Sweep Width (Hz) (27932.97, 5296.61) Temperature (degree C) 20.160
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Figura 55: Mapa de contornos HMBC (125 MHz, CDCl3) da substancia 12 e

expanséo da regido de deslocamentos quimicos em oy 0,5 — 3,0 ppm.
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Figura 56: Espectro de LC-MS da substancia 12.

1.3.2.8 Identificagédo de porfirinas em algumas fragdes do extrato Acetato de Etila das de
T alinum triangulare

As fracBes TAcet-15, TAcet-16, TAcet-17 e TAcet-18-20 do extrato acetato de etila
de folhas de Talinum triangulare foram analisadas por técnicas espectroscopicas de RMN *H,
LC-MS e CLAE-UV. Os valores obtidos pelo espectro de RMN *H (Figuras 59, 63, 67 e 71)
apresentou sinais de deslocamentos quimicos caracteristicos de feofitinas, pois foi possivel
observar singletos na regidao de frequéncia alta oy 8,55, 9,34 e 9,56 ppm referentes aos
hidrogénios ligados a carbonos sp? e ainda sinais de metilas na regido de &y 3,0 a 3,2 ppm.
Apresentou ainda dubleto em 6y 1,73 ppm e 0s sinais de grupos vinilicos em oy 7,91, 6,31, e
6,19 permitindo assim sugerir um sistema heterociclico de porfirinas. Um tripleto em &y 1,65
e 0 quarteto em oy 3,60 foram correlacionados a grupo etila ligado ao anel porfirinico.

A andlise de sinais remanescentes foi conclusiva para a confirmacdo do grupamento
fitil, ligado ao anel porfirinico, no qual apareceram singletos na regido oy 0,76 - 0,84 ppm
confirmando a presenga de metilas ¢ um multipleto em 6y 1,24 indicando grupos metilénicos.

A comparagao dos valores de o4 com as feofitinas isoladas e identificadas neste trabalho e a
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sinais de deslocamentos quimicos encontrados na literatura permitiu confirmar que estas
fracOes sdo ricas em porfirinas.

A analise de massas por eletrospray com deteccdo de modo positivo (Figuras 60, 64,
68 e 72) permitiu confirmar a presenca de feofitinas, pois foram detectados valores de ion
molecular [M™+H] em (m/z): 803,5386, 813,5550, 819,5145, 831,5694, 871,5544, 887,5494,
903,5464, 945,6907 e 961,6834 que sdo compativeis com sistemas encontrados em feofitinas.
Alguns valores de ion molecularcomo os m/z 871,5544 [M*+H], m/z 887,5494[M"+H], m/z
903,5464[M™*+H] encontrados nos espectros de massas foram semelhantes as feofitinas 4, 5 e
6, respectivamente.

Outra andlise que ajudou na confirmacdo da presenca de feofitinas nestas fracoes foi
CLAE (Figura 57, 61, 65 e 69), que apresentou TR semelhantes aos encontrados em dados da
literatura e ainda em feofitinas identificadas anteriormente. A mistura de feofitinas nas fracdes
mostrou picos caracteristicos representando os tempos de retencdo (RT) 6,144, 8,969 e 9,194,
9,387, 12,450, 13,646, 14,634, 14,823, 15,729, 16,144 e 20,049 minutos. O espectro de UV-
visivel (Figura 58, 62, 66 e 72) mostrou Amax 406,88(¢), 407,0(¢), 407,3(¢), 408,12(¢) nm.
Esses dados foram importantes para confirmar a proposta de feofitinas.

A fragdo TAcet-15 apresentou uma mistura de 3 fitinas identificadas com os espectros
LC-MS e HPLC-UV. Os valores observados no espectro de LC-MS apresentaram ions
moleculares em m/z 871,5544 [M™+H], m/z 887,5494[M"+H], m/z 903,5464[M"+H] e os TR
9,387, 14,634 e 16,144 minutos, permitindo sugerir ser as fitinas 4, 5 e 6. A fracdo TAcet-16
apresentou uma mistura de 5 fitinas que sugere ser 3 semelhantes as da fracdo TAcet-15 e
mais duas com m/z 945,6907 e 961,6834 que ainda nao foram identificadas. Na fracdo TAcet-
18-20 foi possivel visualizar 5 fitinas que apresentaram ions moleculares em m/z 803,5386,
819,5145, 831,5694, 871,5544, 903,5464. Valores esses diferentes dos anteriores sendo

possivel a sugestdo de novas feofitinas.
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Figura 57: C_romatograma da fracéo TAcet-15.
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Figura 59: Espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) da fracdo TAcet-15.
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Figura 63: Espectro de RMN "H (500 MHz, CDCl;3) da fragdo TAcet-16.
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Figura 64: Espectro de massas da fracdo TAcet-16.
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Figura 67: Espectro de RMN "H (500 MHz, CDCl3) da fragdo TAcet-17.
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Figura 68: Espectro de massas da fracdo TAcet-17.
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Figura 71: Espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) da fracio TAcet-18-20.
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Figura 72: Espectro de massas da fracdo TAcet-18-20.
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1.3.2.9 Identificacdo da substancia 13 e 14.

Os espectros de RMN *H, *3C e DEPT 135° das saponinas 13 e 14 foram comparados
com dados da literatura (KOJIMA et al.,1990 e CARVALHO, 2001) e permitiriam confirmar
a estrutura 13 sendo como o produto natural 3-O-B-D-glicopiranosilsitosterol e 3-O-B-D-
glicopiranosilestigmasterol sendo o composto 14.

O espectro de RMN *H (Figura 73) apresentou valores de deslocamentos quimicos
referentes a metilas entre 6y 0,64 — 0,94 ppm de hidrogénios vinilicos em &y 5,31 (dl), tipico
de H-6 de fitosterodides. Além dos sinais da parte da aglicona que aparecerem em 6y 3,61 (m,
H-5"), 4,19 (d, H-1"), 4,44 (tl, H-2’ ¢ H-4") e 4,88 (tl, H-3"), que podem ser atribuidos aos
hidrogénios da unidade de agucar tanto para 0 composto 13 quanto para 0 composto 14. A
unidade de agtcar foi atribuida como B-D-glicopiranosila, devido a presen¢a do dubleto em oy
4,19 (J=8 Hz) que representa o hidrogénio anomérico (H-1’). A substancia 14 apresentou inda
sinais em 6y 5,01 e 5,11 (d) indicando os H-22 e H-23.

O espectro de RMN **C e DEPET 135 ° (Figuras 74 e 75) mostrou sinais de carbono
olefinico dcy 121,7 ppm atribuido ao carbono C-6, um carbono quaternario olefinico é¢ 140,7
ppm atribuidos ao C-5 e ainda um carbono carbindlico dcy 79,6 ppm referente ao C-3 comum
aos dois esterdides. A saponina 14 apresentou também sinais de carbonos olefinicos dcy 129,2
e 138,3 ppm indicando os carbonos C-23 e C-22 do estigmasterol.

Os valores dos deslocamentos quimicos atribuidos a unidade de acUcar ajudaram
confirmar a proposta para as substancias, pois apresentou sinal caracteristico em dcy 101,2
para C-1’, caracteristico de carbono carbindlico da glicose, e os demais de deslocamentos
quimicos em d¢cy 70,5 (C-47), 73,9 (2°), 77,2 (C-3" ¢ C-5") e em d¢cpz 61,4 (C-6). Os valores
dos deslocamentos quimicos representados na Tabela 10 foram confirmados através de
comparacdo com dados da literatura (KOJIMA et al., 1990 e CARVALHO, 2001).
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Tabela 10. Dados de RMN de *H (400 MHz) e *C (100 MHz) da substancia 13 e 14.

Substancias 13 e 14

KOJIMA et al.,1990

Sitosterol e estigmasterol glicosilados

C dc 3n 3¢ dn
1 37.2 - 37,2 -
2 295 - 29,4 -
3 79,65 3,61(m) 718 3,59 (m)
4 42,3 - 42,8 -
5 140,9 - 140,8 -
6 121,6 5,31 (dI) 121,7 5,31 (dI)
7 318 - 32,0 -
8 318 1,40 (m) 32,0 1,55 (m)
9 50,2 1,80 (m) 50,2 -
10 36,6 - 36,6 -
11 21,0 - 21,3 -
12 38,7 - 39,8 -
13 42,3 - 42,3 -
14 56,6 0,94 (m) 56,9 -
15 23,0 - 24,4 :
16 29,1 - 28,9 -
17 55,8 - 56,1 -
18 12,2 0,64 (5) 12,2 0,65 (s)
19 19,3 0,94 (s) 19,4 0,80 (s)
20 35,9 40,4
21 19,5 21,1 1,02 (d)
22 33,7/138,5 5,11 (d) 33,8/138,6 -
23 25,8/129,2 5,01 (tl) 29,4/128,9 -
24 45,5 - 45,8 -
25 29,7 - 32,0 -
26 20,1 0,89 (d) 21,3 0,85 (d)
27 19,0 0,81 (d) 19,0 0,80 (d)
28 24,3 - 25,5 -
29 12,1 0,79 (d) 12,1 0,80 (t)
r 101,2 4,19 (d) 99,7 4,60 (5)
2 73,9 2,90 (m) 71,5 -
3 77,2 3,50 (tl) 72,9 -
4 70,5 - 68,5 -
5 79,2 - 71,7 -
6 61,4 - 62,1 :
OH - 4,44 14,48 (sl) - 4,48 (s)
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Figura 73: Espectro de RMN *H (400 MHz, DMSO-d6) da substancia 13 e 14.
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Figura 74: Espectro de RMN *C (100 MHz, DMSO-dg) da substancia 13 e 14.
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Figura 75: Espectro de RMN **C (100 MHz, DEPT 135 °C, DMSO-ds) da
substancia 13 e 14.

1.3.2.10 Identificacdo da substéncia 15

A analise dos espectros da substancia 15 e comparacdo com espectros de substancias
isoladas de outras espécies estudadas no laboratério (V. C. da Silva, 2006) conduziu a
identificacdo da alantoina. O espectro de RMN *H (Figura 76), da substancia 15 apresentou
sinais, na regido de freqiiéncia alta, sendo sinais referentes a trés singletos em oy 10,49 (HN-
3), dn 8,07 (HN-1) e 6y 5,81(H2N-8), um dubleto em 3y 6,92 (J = 8,0 Hz, HN-6) atribuidos a
cinco hidrogénio ligados a atomos de nitrogénio, além do dubleto em 6y 5,25 (J = 8,0 Hz)
referente ao hidrogénio metinico H-5.

O espectro de RMN *C (Figura 77) apresentou sinais correspondentes a quatro
atomos de carbono, sendo dois sinais em d¢c 174,04 (C-4) e 157,82 (C-2), atribuidos a dois
atomos carboxiimidicos, e dois sinais em d¢ 157,22 (C-7) e 62,86 (C-5) referentes ao carbono
carboxilico de amida e metinico, respectivamente. A comparacéo dos dados de RMN 'H e B¢
da substancia 15 (Tabela 11) com os dados de literatura (FERREIRA et al., 2000, POJE &
SOKOLIC-MARAVIC, 1986) foi determinante para propor a estrutura da alantoina.
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Tabela 11. Dados de RMN *H e **C (400 e 100 MHz, DMSO-ds) da substancia 15.

FERREIRAetal., | POJE & SOKOLIC-
C Substancia 15 2000 MARAVIC, 1986
OH (mUIt, J HZ) oc oc oy
1 8,07 (sl) - 8,05 (sI) -
2 - 157,82 - 156,9
3 10,48 (sl) - 10,54 (sl) -
4 - 174,04 - 173,7
5 | 525(dd;8,0e1,0) | 62,86 521 (d; 8,1) 62,5
6 6,91 (d; 8,0) - 6,91 (d; 8,1) -
7 - 157,22 - 157,5
8 5,80 (sl) - 5,82 (sI) -
H
j
7 )#
N H,
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Frequency (MHz) 400.13 Nucleus 1H ‘ Original Points Count 32768 ‘ Points Count 32768 Sweep Width (Hz) 8223.68 ‘
Temperature (grad C) 0.000
HN-8 7
HN-1
HN-6 H-5
HN-3 U Jl
53
| B )

Figura 76: Espectro de RMN *H (400 MHz, DMSO-dg) de 15.
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Figura 77: Espectro de RMN *3C (100 MHz, DMSO-ds) da substancia 15.

1.3.3 Identificacdo das substancias isoladas do caule de Talinum triangulare
1.3.3.1 Identificacéo das substancias 16, 17, 18 e 19.

Os esteroides 16, 17, 18, 19 foram obtidos em mistura e identificados como
campesterol (16), sitesterol (17), estigmasterol (18) e escotenol (19) através da analise de
espectros de RMN *H e *C e CG-massas, 0s valores espectroscopicos foram comparados com
dados registrados na literatura (GOULART et al. 1993 e CARVALHO et al., 2000).

O espectro de RMN *H (Figura 78) apresentou sinais de deslocamentos quimicos na
regido de oy 0,8 — 1,0 correspondendo a metilas, ¢ um multipleto em Jy 3,61 referente ao
hidrogénio carbinélico H-3, um singleto largo em &y 5,31 representando o hidrogénio
olefinico H-6, e ainda os dubletos largos em 6y 5,02 e 5,16 indicando os H-22 e H-23.

O espectro de RMN *3C (Figura 79) mostrou sinais de carbonos olefinicos em &¢
140,3, 137,9, 128,9, 121,3 117,0 e 99,2 com intensidades diferentes, revelando se tratar
ligacGes duplas em mistura de esterdides. Identificaram-se sinais de carbonos carbinélico dcn
71,0, 70,7 e 71,8 referente ao C-3 dos esterdides em mistura.

Os espectros de massas obtidos para os componentes separados pelo sistema de CG
acoplado ao espectrémetro de massas (Figura 80) com maiores TR foram comparados aos da
biblioteca do equipamento e foram idénticos aos representados pelas estruturas 16, 17, 18 e 19
de mistura de esterdides. Sendo o respectivo jon molecular e (M™) de cada substancia em m/z:

400, 412, 414, e 414, com tempos de retencdo correspondentes em 19,51, 20,06, 20,31 e
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21,41 minutos, respectivamente, para as substancias 16, 17, 18 e 19. Os demais valores dos

deslocamentos quimicos estdo representados pela Tabela 12 e foram comparados com dados
da literatura (JAIN & BARI, 2010 e CARVALHO & CARVALHO, 2000) que serviram para

confirmar as propostas provenientes das analises acima aliadas com CG-EM.

16 R=H A*>®

17 R= CH3 A>%%%
18 R= CHj3, A>®

19 R= CH; A™®

Tabela 12. Dados de RMN de *H (400 MHz) e *C (100 MHz) das substancias 16,

17,18 e 19.
CARVALHO & CARVALHO, 2000 e
Substancias JAIN & BARI, 2010
16/17/18/19 16/17/18/19
C dc Oy dc
1 37,2/36,4 - 37,4/37,2
2 29,7/29,4 - 31,7/31,6
3 71,0/71,8/70,7 3,68/3,51 (m) 71,6/71,7
4 42,3/41,0/37,4 - 42.,2/37,9
5 140,7/142,8 - 140,7/145,8
6 121,3/32,0/27,9 5,31 (sl) 121,8/121,7/31,7/27,9
7 31,8/32,0/99,2/32,77 5,37 (sl) 42,3/42,8/101,0
8 31,7/32,0/117,0 1,40/1,55 (m) 31,9/117,4
9 50,2/54,3 1,8 (m) 50,1/55,0
10 36,6/35,4 - 36,5
11 21,0 - 21,1
12 38,7/39,8 - 39,7
13 42,3 - 4272
14 56,6/56,9 0,90 (m) 56,8
15 23,0/24,4 - 24,4
16 29,1/28,9 - 28,9
17 56,1/55,8 - 55,9
18 12,2 0,69 (s) 12,0
19 19,0/19,4 0,96/0,82 (s) 19,4
20 37,2/40,4 - 36,1/40,5
21 19,3/21,1 1,02 (d) 18,8/21,2
22 33,7/137,9/ 5,16 (d) 33,9/138,3
23 25,7/128,9/ 5,02 (d) 26,1/130,9
24 45,5/45,8 - 45,0/51,2
25 29,7/32,0 - 31,9
26 18,9/21,3 0,85 (d) 21,1
27 18,8/19,0 0,80 (d) 19,0
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Figura 78: Espectro de RMN *H (400 MHz, CDCls) das substancias 16, 17, 18 e 19.
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1.3.3.2 Identificacdo da substancia 20.

O composto 20 foi isolado como um sélido amorfo branco. O espectro de RMN *H
(1D e 2D) (Figura 81) apresentou sinais de sistema ABC de uma vinila com 6y 6,13 (dd, J =
12e 16 Hz,H-2,6,03(dd,J=8e12Hz, Ha-3",5,47 (dd, J=8¢e 16 Hz, Hb - 3') e um
sistema A;B, com tripletos em &4 2,14 (2H) e 3,75 (t, J = 8, Hz, H- 3) alfa carboxila e a
nitrogénio. Os valores de deslocamentos quimicos na regido de oy 1,27—1,69 correspondem a
grupos metilénicos de cadeia longa, além de dois tripletos em 6y 0,89 e 2.62 (t, J= 8 Hz)
referentes aos grupos metilénicos H-15"" e H-2"’, respectivamente ¢ um singleto largo em oy
8,53 representando OH de &cido carboxilico.

O espectro de RMN *C (BBD e DEPT) (Figuras 82 e 83), HSQC (Figura 85) e
HMBC (Figura 86) permitiu a identificacdo dos correspondentes atomos de carbono ligados
aos praétons citados acima em 6¢: 135,2 (CH-2), 123,7 (CH,-3"), 59,1 (CH2-3), 39,2 (CH,-2)
de um carbono de acido carboxilico em &c 181,8 representando o C-1, e duas carboxilas
amidicas em d¢ 179,8 atribuidos aos carbonos C- 1’ e C-1°, respectivamente. Outros valores
de deslocamentos quimicos foram atribuidos para grupos metilénicos dcy 37,8, 59,1 39,2,
31,6 e 22,3 para os carbonos C-2 e C-3, C-2”°, C-13” ¢ C-14”’, respectivamente, e ainda
valores na regido dcy 29,3 referentes aos carbonos de C- 3’’a 12”’ e uma metila em dcy 13,0
para o C-15" cadeia alifatica indicando unidade acila (Figuras 82-86). O espectro de HMBC
confirmou correlagcdes a longa distancia do C-1/H-2, C-3/H-2, C-1°/H-3, C-1’/H-2"’, C-
14°’/H-15"" e C-15"’/H-14"’. A Tabela 13 apresenta os valores dos deslocamentos quimicos
da estrutura proposta.

O espectro de massas obtido com o equipamento de massas de alta resolugdo por
eletrospray de modo positivo (Figura 87) foi usado para definir a estrutura da acrilamida
definindo a cadeia acilica como pentadecanoila e definindo-se a estrutura como &cido 3-N-
acriloil-N-pentadecanoil-propandico. O valor do ion quase molecular no espectro de massas,
detectado em modo positivo, em m/z 390,1517 ([M+Na]") (calc. 390,2620) correspondente a
C21H37NO4Na, e 368,1709 ([M+H]") sendo a formula molecular C,;H3sNO4 (calc. 368,2800).
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Tabela 13. Dados de RMN de H (400 MHz) e **C (100 MHz) de 1D e 2D da

substancia 20.

Substancia 20
HSQC (1J) HMBC

C dc o (mult.; J Hz) (**J)

1 181,6 - H-2

2 37,8 2,14 (dd , 12 e 16) -

3 59,1 3,75 (t, 4) H-2

1 179,8 - H-3

2’ 135,2 6,13 (dd, 12 e 16) -

3 123,7 Hé- 6,03 (dd, 8 e 12) -

Hb-5,47 (dd, 8 e 16)

1 179,8 - H-2>

2 39,2 2,38 (t, 4) -

3” 26,3 1,58 (sl) -
4°-12” 29,3 1,27 (sl) -

13 31,6 1,27 (sl) -

14> 22,3 1,27 (s)) H-15"

15” 13,0 0,89 (t, 8) H-14"

OH - 8,53 (S) -
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Figura 81: Espectro de RMN *H (400 MHz, MeOD) da substancia 20.
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Figura 87: Espectro de massas da substancia 20.

A proposta Biosintética para a formacdo da acrilamida esta representada no Esquema
18 e 19, a partir do mecanismo que tem como ponto de partida o grupo 1,3-diamino propano
que através da enzima diamino oxidase forma o 3- aminopropanal sendo e posteriormente
convertida em B-alanina a partir da presenca de NAD(P)*. A interagdo da B-alanina com um
acriloil-CoA produz a formacgdo de um intermediario que apo6s a liberagdo de CoA, H+,
posteriormente, reage com um acido graxo formando assim uma acrilamida (http://biocyc.org
e DEWICK, 2002)

NH, 0
H,N M( Desaminagéo oxidativa
H,N
[0] OH
. 0
Acido 2,6-diamino- €02 B-alanina
0 pentandico
)k/\ 1 I
CoA OH CoA)v + HO + HZNMOH
3-hidroxipropanoil-CoA 3-acriloil- CoA B-alanina

Esquema 18: Sintese da p-alanina
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http://biocyc.org/

R

Esquema 19: Proposta biossintética da substancia 20 (DEWICK, 2002).

1.3.3.4 Identificacdo da substancia 21

A substancia 21 apresentou valores no espectro de IV (Figura 88) de bandas de
absorcdo em 3334 cm™(estiramento de OH de &cido), 1719 cm™ (estiramento de C=0 de
4cido), 1617cm™(estiramento de C=0 ligado a um grupo amino (NH.), 1291-1230 cm™
(estiramento de C-N), 1114 cm™(estiramento de C-O-C), 1061 cm™ (estiramento de C-N de
grupo amino) e 788 cm™ (dobramento de C-N).

Os deslocamentos quimicos no espectro de RMN *H (Figura 89) foi observado em &y
2,56 ppm, singleto, indicando duas hidroxilas de acido (OH), e um multipleto em 3y 2, 54
ppm representando um grupo amina (NH>). Apresentou dois duplos dubletos em oy 2,53 (dd,
J= 4 e 16 Hz, Ha-3) e 2,37 (dd, J= 4 e 12 Hz, Hb-3), além de outros duplo dubleto em o4
3,88 (dd, J= 12 e 16 Hz, H-3). O espectro de RMN de *C (Figura 90 e 91) apresentou sinais
correspondentes a quatro atomos de carbono, sendo dois sinais em 8¢ 177,3 e 172,7 atribuidos
a carboxilas dos carbonos 4 e 1, respectivamente, e dois sinais adicionais, um em ¢ 66,1 de
carbono contendo o grupo amina (C-2) e em dcu2 42, 5 atribuido ao carbono 3. A comparacao
dos dados de RMN 'H e '*C (Tabela 14) da substancia 21 com os dados de literatura
(POUCHET & BEHNKE, 1993) foi determinante para identificd-la como o acido 2-
aminobutanodidico (acido aspartico).

O espectro de massas obtido na analise com LC-MS (Figura 92) foi usado para a
confirmacdo da estrutura proposta, pois o ion molecular foi identificado em m/z
133,0167[M™], sendo a formula molecular C4H;NO, (cal. 133,0375). Amass = 20,8, apesar de

111



esse valor ser maior do indicado por editores de JOC (Amass: =- 13 millimass) o valor
considerado a baixa resolugdo estd adequado para a proposta. Certamente um equipamento

com escala mais resolvida daria uma diferenca na faixa adequada.

21
Tabela 14. Dados de RMN de *H (400 MHz) e *C (100 MHz) da substancia 21.

Substéncia 21 POUCHET &
BEHNKE,1993
HSQC (1J) HSQC (1J)
C oy (mult.; Hz) oc oy (mult,; Hz) oc
1 - 172,7 - 172,57
2 3,88 (dd, 12 e 16) 66,1 2,38 (1) 65,20
3 Ha-2,53(dd,4e16) | 425 | 2,31(dd, 16 e 4) 39,10
Hb- 2,37 (dd, 4 e 12) 2,38 (dd, 12 e 4)
4 - 177,3 - 177,59
NH, 2,54 (m) - - -
OH 2,56 (5) - 2,59

BRﬁKER
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Figura 88: Espectro de IV (KBr) da substancia 21.
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Figura 91: Espectro de RMN **C (100 MHz, DEPT 135 °C, DMSO-dg) da substancia
21.
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Figura 92: Espectro de massas da substancia 21.

1.3.3.3 Identificacdo da substancia 22.

A substancia 22 revelou sinais no espectro de IV (Figura 93) em 3398 cm’
Y(estiramento de OH de 4cido), 1617 cm™ e 1583 cm™ (estiramento de &cido carboxilico e
amida),1404 cm™ (estiramento de C-O) e ainda 1061 cm™ (estiramento de C-N de grupo

amida).
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Apresentou sinais no espectro de RMN *H (Figura 94), dos quais os deslocamentos
quimicos apresentou duplos dubletos em 6y 2,74 (dd, J= 10 e 20 Hz, H-2), 64 2,34 (dd, J=5¢
20 Hz, H-3a) e oy 2,30 (dd, J= 5 e 10 Hz, H-3b), e ainda dois singletos largos em &y 7,69
(OH-1) e oy 7,01 (CO-NH,-4), além de um singleto largo em 6y 2,65 indicando 0s

hidrogénios do grupo amina (NH,) ligado ao carbono 2.

O espectro de RMN de *C (Figura 95) apresentou sinais correspondentes a quatro

atomos de carbono, sendo dois valores em 8¢ 177,5 e 167,4 atribuidos a carbonila do carbono

1 de &cido e 4 de amida, ¢ dois sinais em ¢ 57,5 para o carbono contendo o grupo animo (C-
2) e 8¢ 38,4 para o carbono 3. A comparacdo dos dados de RMN de *H e de *C (Tabela 15)
da substancia 22 com os dados de literatura foi determinante para propor o &cido 2,4-diamino-
4-oxibutanodioico (Asparagina) (POUCHET & BEHNKE, 1993).

Tabela 15. Dados de RMN de *H (400 MHz) e *C (100 MHz) da substancia 22.

)

NH,, H
HO_ 1 X 3
Nk,
o Hd Hb

22

Substancia 22

POUCHET &
BEHNKE, 1993

HSQC (1))

C dc &y (mult.; J Hz) oc

1 177,5 - 177,7

2 57,5 2,74 (dd, 10 e 20) 58,20

3 38,4 Ha- 2,34 (dd, 5 e 20) 39,10

Hb- 2,30 (dd, 5 e 10)

4 167,4 - 167,59
OH - 7,69 (s) -
2-NH, - 2,45 (sl) -
5-NH, - 7,01 (sl) -

115



100

90

85

Transmittance [%]
80

3500

3398.75

v C=0

v C=0

< 2 8 [N =

~ () e . «

& B 8 8 o

N = - = ©
3000 2500 2000 1500 1000 500

Wavenumber cm-1
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Figura 95: Espectro de RMN *3C (100 MHz, MeOD) da substancia 22.
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CAPITULO I
ESTUDO DE DICROISMO CIRCULAR
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11.1 Introducgéo
I1.1.1 Reviséo de Literatura
11.1.1.1 Dicroismo Circular (DC)

Dicroismo circular (DC) é uma técnica usada para monitorar mudancas
conformacionais (YUE et al, 2008), sendo particularmente util para estudo de moléculas
quirais, incluindo as proteinas, carboidratos tem sido muito usada em estudo de interacdes
entre substancias, especialmente aquirais e estruturas maiores que possuem unidades
opticamente ativas, além de ser usada para detectar mudancas conformacionais de
macromoléculas e a composi¢do de misturas quirais.

O DC ¢é uma forma de espectroscopia que faz uso de luz UV polarizada. Neste caso
mede a absorcdo de componentes e a diferenca da luz polarizada no sentido horario ou sentido
anti-horario, sendo a diferenca da absorcdo (A) da luz circularmente polarizada a direita e a
esquerda (Equacdo 1). Quando determinadas moléculas opticamente ativas interagem com a
luz circularmente polarizada provocam uma alteragdo nos componentes da luz incidente
(WOODY, 1995 e FASMAM, 1996).

DC=Ac-Ap

Equacéo 2: Diferenca da absorcdo (A) e a luz circularmente polarizada a direita e a
esquerda.

Este fendbmeno detecta exatamente a alteracdo através da medida da diferenca da
adsorcdo dos componentes da luz circular polarizada a direita e a esquerda, ap0s a luz passar
pela a amostra (FASMAM, 1996 e WOODY, 1995).

A luz linearmente polarizada é composta de dois componentes circularmente
polarizados de mesma intensidade. Em cada uma dessas componentes o vetor eletromagnético
gira na direcdo de propagacdo. Observando-se perpendicularmente a variacdo no vetor
elétrico com o tempo, percebe-se que a ponta deste vetor segue uma hélice, rodando no
sentido horario para a luz polarizada circularmente (para direita) e anti-horéario (para
esquerda). A absor¢do de luz ndo polarizada é descrita pela absorbancia (A) e é definida pela
Equacdo 3 (WOODY, 1995 e FASMAM, 1996).

A =log(lo/1)
Equacéo 3: Equacéo para determinar a absorcao de luz ndo-polarizada.
Onde: A = absorbancia;
lo = intensidade da luz incidente;

| = intensidade ap6s a luz percorrer uma distancia 1 no meio.
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Segundo a lei de Lambert-Beer (Equacgdo 1), pode-se determinar o coeficiente de
extingdo molar para a luz circularmente polarizada para a direita ou para esquerda, €p € &g,
respectivamente. O dicroismo circular molar (Ag) (Equacéo 4), € definido como a diferenca
entre os coeficientes de extingdo entre as duas componentes de luz polarizada (o coeficiente
de extincdo molar para a luz polarizada ¢ simplesmente a média aritmética entre ep € &€g)
(WOODY, 1995, FASMAM, 1996 e HECHT, 1998).

A=¢.cl
Equacao 4: Equacéo para determinar o coeficiente de extingdo molar
Onde: A = absorbancia;
¢ = concentracdo da espécie que absorve a luz (mol/L);
€ = coeficiente de extingao molar (L/cm.mol);
| = distancia que a luz percorre no meio (cm).

Quando é usada a luz polarizada a curva de UV de um cromdforo quiral ou vizinho a
centro assimétrico hd anomalia na curva, devido alteracdo no indice de refracdo dos
compostos (Ai) e desta forma ocorre a diferenca na absorcao (Ag) de cada componente. O Ai
pode ser analisado pela avaliacdo da anomalia na curva (DOR). Quando é medida a diferenca
de absor¢do da componente (Ag) € chamada de absorcdo dicadtica diferencial que é medida
pelo dicroismo circular (DC).

Todos os instrumentos comerciais de DC medem esta variagcdo de absorbancia (AA)
(AA=Ac —Ap = (e — &p).c.l)(Equacdo 3). Por razdes historicas, entretanto, os aparelhos de
DC sdo calibrados para medir elipticidade (8) (Equacdo 4) Para eliminar os efeitos do
caminho 6tico e da concentragdo, a elipticidade (0) ¢ expressa na forma de elipticidade molar
((8m), (Equacdo 5), que também é representada por MRE (elipticidade residual significativa
ou elepticidade molar residual). Dessa forma, o DC gera luz elipticamente polarizada
(Figuras 96 e 97) (WOODY, 1995, FASMAM, 1996 e HECHT, 1998).

Ae =g —ep= (Ae— Ap)/c.l
Equacdo 5: Equacéo para determinar o dicroismo circular molar
Onde: Ae = absorcdo dicroica diferencial (L/cm.mol);
ee = coeficiente de extin¢cdo molar para a luz circularmente polarizada para a
esquerda (L/cm.mol);
ep = coeficiente de extingdo molar para a luz circularmente polarizada para a
direita (L/cm.mol);

AAg = absorbancia para a para a luz circularmente polarizada para a esquerda
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AAp = absorbancia para a luz circularmente polarizada para a direita
¢ = concentracdo da espécie que absorve a luz (mol/L);

| = distancia que a luz percorre no meio (cm).

Figura 97: somatoria vetorial da luz polarizada absorvida a direita e a esquerda
(wwwe.ioc.fiocruz.br ).
0 (deg) = 180.In10.AA/4mt = 32,98AA
Equacdo 6: Equacdo para determinar a elipticidade (WOODY, 1995, FASMAM,
1996 e HECHT, 1998).

Onde: 0 = elipticidade (deg (graus));
AA = variagdo da absorbancia
Om = 1000/c.1 = 3298A¢
Equacdo 7: Equacdo para determinar a elipticidade molar (WOODY, 1995,
FASMAM, 1996 e HECHT, 1998).
Onde: 0, = elipticidade molar (deg.cm?/dmol);

0 = elipticidade (deg (graus));

121


http://www.ioc.fiocruz.br/
http://www.ioc.fiocruz.br/

¢ = concentracdo da espécie que absorve a luz (mol/L);
| = disténcia que a luz percorre no meio (cm).
Ag = dicroismo circular molar (L/cm.mol);
O espectropolarimetro mede a atividade optica (o) em funcao de comprimento de onda
(M), sendo neste caso uma curva de dispersdo Optica rotatéria, que pode ser (+) ou (-)
(CRABBE, 1974).

11.1.1.2 Efeito Cotton

E a combinagio dos fendmenos que diferencia a absorcdo (dicroismo circular) e as
velocidades de propagacédo da luz polarizada circular direita e esquerda, na regido de maximos
de absorcdo em que o composto opticamente ativo apresenta uma banda de absorcdo. Esses
dois efeitos podem ocorrer neste maximo de absorcdo, uma anomalia na curva que é chamada
de efeito cotton (CRABBE, 1974).

O efeito cotton € observado através da amplitude desta anomalia (DOR) ou pelos
maximos na curva. Os espectros sdo algo semelhante ao UV, na qual apresenta natureza + ou
— e quando muda a Ai (diferenca de configuragdo) temos as curvas de dispersdo Optica
rotatoria e quando mede a intensidade de absor¢do dos componentes (Ag) temos as curvas de
dicroismo circular. Ambas sdo associadas a presenca de um cromdforo na molécula quiral
(sendo que os cromoforos podem ser ou ndo quirais). A observacdo do efeito cotton leva em
conta a intensidade e o sinal dos pontos e efeitos no comprimento de onda opticamente ativo
no UV (CRABBE, 1974).

11.1.1.3 Aplica¢éo da técnica de DC
O dicroismo circular pode ser utilizado para (GREENFIELD & FASMAN, 2004):

e Determinacdo da configuragédo absoluta (quiralidade) de compostos quando as
estruturas e configuracéo relativa sdo conhecidas;

e Definir qual o produto determinante de uma reacgéo;

e Como auxilio para o estudo de aspecto conformacional mais preciso, quando
se tem uma serie de compostos com configuracéo absoluta definida;

e Estudos mais especializados sobre técnicas quiropticas;

e S0 aplicaveis em determinados cromoforos como carbonilas saturadas,

carbonilas insaturadas, lactonas, lactamas, ésteres, aromaticos.
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e A definicdo de configuracdo absoluta pode ser definida apenas pela
comparacdo com a curva do composto com a de um produto semelhante, ou
usar regras empiricas para estabelecer as posi¢des dos grupos criando uma
“coeréncia” com esta “regra”. Estas regras sdo estabelecidas apenas para

determinados croméforos.

11.1.1.4 A regrado quadrante

No caso de estruturas cujo croméforo tem um plano com centro assimétrico vizinho
pode ser aplicar a regra definida como a “regra do quadrante” para aromatico, como
apresentada abaixo (Figura 98). Varias substancias aromaticas com estruturas rigidas, que
contem um centro assimétrico adjacente a um anel aromatico tém sido chamadas de a regra do
quadrante, das quais permite definir a configuracio absoluta destes compostos. (CRABBE,
1974).

Figura 98: A regra do quadrante para cromdforos aromaticos (CRABBE, 1974).

Para os casos que ndao ha modelo com propriedades quirdpticas, definidas com curvas
de UV polarizadas, a solucdo é adaptar a uma regra empirica adequada para fazer a primeira
definicdo desta propriedade.

Um exemplo deste caso foi a analise do DC de dois novos diterpenos isolados da casca
da planta da espécie Simira eliezeriana Peixoto (Rubiaceae) (ARAUJO, et al., 2011), que
apos, definir configuracdo relativa e absoluta das estruturas, simirano A [(5R, 6R, 8R 9R,
10S, 11S, 13S)-6p, 11p-di-hidroxi-2, 4 (18),15-eritroxilatrien-1-ona] (1) e simirano B [(5S,
8R, 9R, 10S, 11S, 13S)-11p-hidroxi-2, 4 (18),15-eritroxilatrien-1-ona] (2) usando a regra do
quadrante (Figura 100) para uma enona gque forma um sistema plano adjacente. A Figura 99
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apresenta a curva de dicroismo circular dos diterpenos simirano A e simirano B (ARAUJO, et
al., 2011).

——18:3
! ! 1 . i 1 L 1 . 1 i I i

L . 1 i L " :
‘500' 220 240 260 280 360 320 340 360 380 400 420 e 450 480 502
Wavelength (nm}

Figura 99: Curvas de DC dos diterpenos, simirane A e simirane B isolados da casca
da espécie Simira eliezeriana (ARAUJO et al., 2011).

e (©)

Figura 100: a,b) Proje¢des no modelo quadrante do anel aromatico. ¢) Projecdo da
carbonila dos diterpenos simirano A e B (ARAUJO et al., 2011).
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Da mesma maneira usamos esta metodologia para definir a configuracdo absoluta das
porfirinas, uma vez que elas possuem um sistema eletrénico plano com centro assimétrico

vizinho (AMORIM et al, 2014), conforme discussao abaixo.

11.2 Metodologia
11.2.1 Preparacgo das amostras

Foram preparadas solugdes com a substancia 3, e a mistura das dos compostos, 5+6
+7 e 8+9+10+11 isolados e caracterizados do extrato diclorometano das folhas de T.
triangulare. Estes foram submetidos a analise de dicroismo circular com intuito de definir a
estereoquimica absoluta, visto que apresentaram em sua estrutura carbonos quirais vizinhos
ao sistema plano do anel tetrapirrol. As amostras foram pesadas e solubilizadas em metanol,
obtendo-se as concentragdes para compostos 3 (0,991 mg/mL), 5+6+7 (0,156 mg/mL),
8+9+10+11 (0,151 mg/mL), posteriormente pegou-se uma aliquota (C= 1g/mL) e colocou-se
em uma cubeta de quartzo de 1 mL e realizou-se 0 experimento no espectropolarimetro J-

180, obtendo assim a curva de dicroismo circular para os compostos.

11.3 Resultados
11.3.1 Definicdo da estereoquimica absoluta das substancias 3, 5+6 +7 e 8+9+10+11.

A curva de UV (Figura 104) e de dicroismo circular (Figura 103) registradas para 3 e
para as misturas de 5+6+7 e de 8+9+10+11 forneceram informacdes que foram utilizadas para
definir a estereoquimica absolutas das feofitinas constituintes das fracGes. Todas apresentaram
como principal méaximo de absorcdo proximo a 410-420 nm (Figura 103). Nesses maximos
detectaram-se os valores de EC + em: Amax nm (yops Mdeg) (MeOH, 1,0 mg/mL): 412 (+ 6,0)
para 3, 409 nm (yos + 6,3) para a mistura 5+6+7 e 429 nm (yqps + 3.0) para a mistura de
8+9+10+11. No caso de 11 os valores de Amax 430 nm e o feito Cotton positivo em 429 nm
(yobs + 3.0 mdeg), detectado no espectros de UV e DC, respectivamente, estdo de acordo com
o efeito da deslocalizag@o de n-elétrons de 7-formil observado por Lin (2011).

Considerando nédo haver registro na literatura de curvas de DC de fitinas, utilizaram-se
regras empiricas para definir a configuracdo das mesmas. As fitinas possuem um sistema
conjugado plano compativel para a aplicacdo da regra do quadrante nesta anélise. Esta regra
consiste na projecdo de um sistema cromoforico plano com uma definicdo de disposicdo de

grupos vizinhos em carbono benzilico ou vizinho ao sistema conjugado, com a possibilidade
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de dispor um grupo sobre o plano vertical definindo a posi¢éo dos grupos vizinhos de acordo
com a estereoquimica relativa (CRABBE, 1974).

Estas projecdes podem correlacionar as posi¢des de grupos dos centros quirais rigidos
vizinhos a este sistema conjugado plano e correlacionar com Efeito Cotton no maximo de
absorcédo detectado (Figura 101). A regra do quadrante foi aplicada paras as profirinas como
apresentado na Figura 102 (CRABBE, 1974). A projecdo planar de anel tetrapirrol em
relacdo ao plano horizontal, usando as regras do quadrante de sistemas aromaticos (CRABBE,
1974). Neste caso, o metil (C-18) ou metileno (C-17) foram localizados no plano vertical de
quadrante para cada centro assimétrico, e a contribuicdo positiva de metileno ou o grupo
metilo, respectivamente, foi observado. Definindo a estereoquimica relativa em trans e
dispondo a metila no plano vertical, verifica-se que o0s grupos metilénicos da cadeia do acido
carboxilico esta localizado no quadrante positivo de acordo com o sinal do EC + na regido de
maior absor¢do em Amax pProximo 414 nm. Desta forma ficam definidas as configuracdes dos
centros assimétricos como 17R e 18R para 3. Da mesma forma o sinal positivo do efeito
Cotton foi utilizado para atribuir a configuragdo dos componentes 5, 6 e 7 (13°R, 17R, 18R).
A feofitina 5 ja& foi isolada a partir do extrato n-hexano de folhas e caules de Amaranthus
tricolor (JERZ et al, 2007), mas a estereoquimica absoluta ndo havia sido definida. No caso
da mistura de 8, 9, 10 e 11 a estereoquimica absoluta dos centros C-15'/18/C-17 foram
propostas como 15'R, 17R, 18R com o sinal positivo do efeito Cotton (Figura 101).

32

6 R= OH R;= COOCHj;(15'R, 17R, 18R)
7 R= O0CH; R;= COOCH;(15'R, 17R, 18R)

8 R;=H; R, R, = O; Rz= OH (15'R, 17R, 18R)

9 R;=H; R=R,= OH; R3= CH;(17R,18R)

10 Ri= OH; R,R,= O; Ry= OCH, (15'R, 17R, 18R)
11 R;= OOH; R,R,= O; R= OCHj; (15'R, 17R, 18R)
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Figura 101: Projec6es no quadrante da substancia 3 de acordo com o EC definido pela curva

de DC.
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Figura 102: Proje¢des no quadrante da substancia 3
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Figura 103: Espectro de dicroismo circular dos compostos 3 (0,991 mg/mL), 5,6 e 7

(0,156 mg/mL) e 8,9, 10e 11 (0,151 mg/mL) em MeOH.
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CAPITULO HII
ESTUDO QUIMICO DE Sphagneticola trilobata L. Pruski
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I11.1 Reviséo de Literatura
111.1.1 Generalidades da Familia Asteraceae

A familia Asteraceae compreende cerca de 1.100 géneros com aproximadamente
25.000 espécies em uma ampla distribuicdo geografica, sendo representadas nas regides
tropicais, subtropicais e temperadas no qual pode ser encontradas tanto nas localidades
proximas do nivel do mar quanto nas mais altas montanhas (MILES et al., 1990).

No Brasil esta familia representa aproximadamente 180 géneros (BARROSO, 1986).
Esta planta pode ser encontra na regido que abrange do Rio de Janeiro e vao até a regido sul
do pais sendo frequentemente encontrada nas praias, lugares sombrios, Umidos e terrenos
baldios (CORREA, 1984).

Na grande maioria as Asteraceae estdo representadas por espécies herbaceas, anuais
ou perenes, subarbustivas ou arbustivas e, s6 raramente, por espécies arboreas (MILES et al.,
1990).

111.1.1.1 Aspectos Gerais de Sphagneticola trilobata L. Pruski

O interesse pelo estudo quimico do género Sphagneticola tem sido despertado devido
as diversas atividades farmacoldgicas reveladas pelos extratos ou substancias isoladas de
algumas espécies, nos quais podem destacar as atividades contra enxaqueca, febre, infeccbes
generalizadas e doencas respiratérias (BLOCK et al., 1998 & CARVALHO et al., 2001).

A Sphagneticola trilobata ¢ uma “margaridinha”, nativa do litoral brasileiro, muito
vistosa e rustica. No Brasil é conhecida popularmente como vedélia, picdo-da-praia, mal-me-

quer (http://www.comfsm.fm/~dleeling/invasive/wedelia.html), podendo ser cultivadas a

pleno sol ou meia-sombra, e ainda sdo utilizadas como forracdo em bosques e revestimentos
de talude e barrancos, pois € bastante rustica, resistente e floresce o ano todo

(www.floresecesta.com.br).

E uma planta que apresenta caule castanho-avermelhado, as folhas sdo opostas,
curtopecioladas, membranaceas, pilosas de duas faces com 6 cm de comprimento e 3 cm de
largura, peciolo semicilindrico, ciliado, com 4 mm de comprimento, flores amarelas, as
marginais cerca 13 mm, com corola linguada, trilobada no apice, com 8 mm de comprimento,
hermafroditas, com corola tubulosa, estilete da flor feminina com os ramos glabros, carnosos
(CORREA, 1984). A taxonomia apresentada pela Sphagneticola trilobata L. Pruski esta

representada pela Tabela 16.
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Tabela  16. Taxonomia de  Sphagneticola  trilobata  (L.)  Pruski
(http://www.comfsm.fm/~dleeling/invasive/wedelia.html).

Reino: Plantae

Filo: Magnoliophyta

Classe: Magnoliopsida

Ordem: Asterales

Familia: Asteraceae

Género: Sphagneticola

Espécie: Sphagneticola trilobata (L.) Pruski

A espécie Wedelia paludosa D. C. passou a ser chamar Sphagneticola trilobata (L.)
(Figura 105) devido algumas consideracBes relevantes quanto as suas propriedades
etnobotanica.

Figura 105: Espécie Sphagneticola trilobata (L.) Pruski
(http://www.comfsm.fm/~dleeling/invasive/wedelia.html).
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A espécie Sphagneticola trilobata (L.), Pruski tem como sinonimia Acmella
brasiliensis Spreng, Acmella spilanthoides Cass., Buphthalmum repens Lam., Buphthalmum
strigosum Spreng., Complaya trilobata (L.) Strother, Polymnia carnosa Poir., Polymia
carnosa Var. aspera (Rich.)Poir, Polymia carnosa Poir. Var. glabella (Rich.) Poir., Polymia
carnosa Poir. Var. trilobata (Rich.) Poir, Seruneum paludosum (DC.) Kuntze, Seruneum
trilobatum (L.) Kuntze, Silphium trilobatum L, Sphagneticola ulei O.Hoffm, SStemmodontia
trilobata (L.) Small, Thelechitonia trilobata (L.) H. Rob & Cuatrec., Verbesiana carnosa M.
GOmez, Verbesiana carnosa M. Gomez var. aspera (Rich.) M. Gémez, Verbesiana carnosa
M. Gomez var. trilobata (Rich.) M. Gomez, Wedelia brasiliensis S. F. Blake, Wedelia carnea
Rich., Wedelia carnosa Rich. Ex Spreng., Wedelia carnosa Rich. var. aspera Rich., Wedelia
carnosa Rich. var glabella Rich., Wedelia carnosa Rich. var trilobata Rich. Wedelia ccrenata
Rich., Wedelia paludicolata Poepp. & Endl., Wedelia paludosa D. C., Wedelia trilobata
(Rich.) Bello, Wedelia trilobata (L.) Hitchc. (MILES et al., 1990).

Devido ao seu comportamento estolonifero e rasteiro a Sphagneticola trilobata (L.)
Pruski é muito utilizada na forracdo de relvados, para proteger taludes e barrancos, e ainda
também pode embelezar canteiros e bordaduras, assim como vasos e jardineiras.
(http://www.comfsm.fm/~dleeling/invasive/wedelia.html) e (CORREA, 1984).

A espécie Sphagneticola trilobata (L.) Pruski possui atividade anticonvulsiva e
antiexpectorante além de possuir atividade contra a osteoporose (BARDON et al., 2007 &
ANNIE et al., 2004).

Esta espécie foi estudada anteriormente em 1987, onde foi revelada a presenca de
substancias com atividade antibidtica. O estudo quimico desta espécie conduziu a
identificacdo de acidos kaurendicos, um labdano, e ainda uma secokaurenolactona (Figura
106), além de outros constituintes (ROQUE et al., 1987).
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Figura 106: Acidos kaurendicos, labdano e secokaurenolactona isolados de Sphagneticola
trilobata (ROQUE et al., 1987).

Outro estudo realizado por professores da Universidade Estadual de Londrina e da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, em 1994, constatou a presenca de duas novas
lactonas sesquiterpénicas, além de triterpeno, esterdides glicosilados (Figura 107)
(FERREIRA et al., 1994).
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Figura 107: Lactonas sesquiterpénicas isolados de Sphagneticola trilobata
(FERREIRA et al., 1994).

Estudo adicional por pesquisadores da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
apresentou trés novas substancias isoladas das flores de Sphagneticola trilobata (L.) Pruski, o
acido caurendlico, acido oleandico e estigmasterol glicosilado (Figura 108) (CARVALHO et
al., 2001).

Kaur-9,16-dien-19-6ico Kaur-16-en-19-6ico

Figura 108: Kaurenos isolados de Sphagneticola trilobata (CARVALHO et al.,
2001).

Outra informacdo importante quanto esta espécie foi apresentada por um estudo
realizado por pesquisadores da Universidade Federal de Minas Gerais que revelou novos
kaurenos (Figura 109) isolados do extrato metandlico das partes aéreas da planta (VIEIRA et
al., 2001
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Figura 109: Kaurenos isolados de Sphagneticola trilobata (VIEIRA et al., 2001).

111.1.1.2 Outros constituintes quimicos isolados de Sphagneticola trilobata L. Pruski
(VIEIRA et al., 2001 e CARVALHO et al., 2001).
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1.2 Material e Métodos
111.2.1 Identificacdo da Espécie e Preparacao dos Extratos de Sphagneticola trilobata (L.)
Pruski

111.2.1.1 Identificacé@o da espécie Sphagneticola trilobata (L.) Pruski

O material vegetal para estudo da espécie Sphagneticola trilobata foi coletada em
Seropédica-RJ nos meses de novembro, dezembro e fevereiro de 2007 e foi identificado pelo
pelo mestrando Thiago Amorim (Instituto de Biologia, Departamento de Botanica — UFRRJ),
no qual uma exsicata desta espécie (RBR 34800) esta depositada no Herbario RBR, IB-
UFRRJ.

111.2.1.2 Preparacao dos extratos de Sphagneticola trilobata (L.) Pruski

Todo material vegetal (1142 g) foi submetido a maceracdo em hexano, diclorometano,
cloroférmio, acetato de etila, metanol e metanol:H,O (8:2) a temperatura ambiente. As
solugdes dos extratos foram concentradas em rotavapor sob uma presséo reduzida fornecendo
0s extratos hexanico (33 g) (STH), em diclorometano (16 g) (STD), cloroférmico (3 g) (STC),
em acetato de etila (1 g) (STAcet), metandlico (41 g) (STM) e metanol/agua (13 g) (STHM).

111.2.1.3 Processo de Saponificacdo e Extracdo de Carotendides do Extrato Hexanico de
Sphagneticola trilobata

111.2.1.3.1 Processo de saponificacdo do extrato hexanico Sphagneticola trilobata (L.)
Pruski

O processo de saponificacdo foi baseado no método RODRIGUEZ-AMAYA
(RODRIGUEZ-AMAYA et al, 2004) com objetivo de promover a retirada de clorofila e
outros interferentes, no qual foram pesados 5 g do extrato hexanico seco de Sphagneticola
trilobata, e logo apds foram adicionados 90 mL de éter de petréleo e 10 mL de uma solucgédo
40% de KOH em metanol, a temperatura ambiente. A solucdo ficou em repouso durante 24 h
na auséncia total de luz (INBARAJ et al., 2008).

Ap0s a saponificacdo a solucdo foi transferida para um funil de parti¢do, na qual foram
adicionados 100 mL de agua. A solucdo de Sphagneticola trilobata formou duas fases apos
serem adicionados 100 mL de agua. A fase aquosa (verde) foi descartada e a fase etérea
(amarela) foi extraida com éter de petrdleo até a perda da coloracdo amarela. O rendimento

obtido no processo de saponificacdo foi de 60%.
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111.2.1.3.2 Identificacdo de Carotenoides através de UV.
A andlise no UV foi feita a partir de solucbes do extrato e da fracdo hexéncia de
Sphagneticola trilobata. Para preparacdo da solucdo pesou-se 10 mg das amostras e
solubilizou-se em baldo volumétrico de 10 mL contento hexano (1 mg/mL), e posteriormente
foi submetida a analise no UV com uma varredura no comprimento de onda de 200 a 500 nm.
Foram preparadas solugdes padrédo do extrato e fracdo hexanica de Sphagneticola
trilobata, no qual se pesou 10 mg da amostra em 10 mL de hexano, que posteriormente
foram submetidas a analise no UV-Vis. (Shimadzu), fazendo-se uma varredura com de 300

nm a 500 nm no intuito de detectar a presenga de carotendides.

111.2.1.3.3 Andlises através de CLAE do Extrato e Fracdo Hexanica de Sphagneticola
trilobata (L.) Pruski

A anélise cromatogréfica foi feita com o extrato e a fracdo hexanica de Sphagneticola
trilobata, utilizando Cromatégrafo Liquido com forno para colunas e detector de rede
fotodiodos UV/Vis de 300 a 600 nm, e Coluna Cromatogréafica de fase reversa de modelo Csg
YMC Carotenoid S-3 de 4,6 x 250 mm.

Os padrdes utilizados foram: o e B - Caroteno, violaxantina, luteina, zeaxantina,
zeinoxantina, B-criptoxantina e licopeno. Para o célculo da concentragdo da substancia,
utilizou-se a espectrofotometria (UV-1800, Shimadzu®) com a aplicacdo da lei de Lambert-
beer. Para isso, a solucdo das substancias isoladas teve o solvente removido sob fluxo de
nitrogénio, quando em se tratando apenas de solvente organico, ou por evaporacdo em
evaporador rotativo (Buchi®) seguida de liofilizacdo (L101, Liotop®) no caso da presenca de
agua na composicdo. Apds completa remocdo do solvente, as amostras foram solubilizadas
em gradiente de metanol e éter metil-terc-butilico, e posteriormente foram injetadas em
volume de 25uL em tempo de retencdo de 28 minutos a um fluxo de 0,8 mL/min (Tabela 17)

para a determinacao espectrofotométrica.
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A Tabela 17. Variacdes de tempo e de gradiente (% A - Metanol e % D - Eter metil-
terc-butilico) utilizados nas analises.

N° de Tempo Fluxo Gradiente Gradiente
amostra (min) mL/min % A % D
1 0 0.80 80 20
2 5 0,80 80 20
3 20 0,80 15 85
4 25 0,80 15 85
5 25,01 0,80 80 20
6 30 0,80 80 20

A concentracdo das amostras foram calculadas através da equacdo de Lambert-beer
(Equacdo 1) apo6s leitura da absorcdo desta solucdo no comprimento de onda especifico,
utilizando os valores de sua absortividade molar. Os valores de concentracdo obtidos foram

entdo corrigidos de acordo com as purezas previamente determinadas.

Equacéo 1: Equagéo de Lambert-beer A; = &,.C.I

Al = Absorvancia da solugdo no comprimento de onda (1) e solvente especificado
€\ = Absortividade molar da substancia no A especificado
¢ = Concentracdo da solugédo (mol/L)

| = Caminho ético da cubeta (1cm

111.2.1.4 Estudo quimico do extrato metanodlico de Sphagneticola trilobata (L.) Pruski

O extrato metandlico de Sphagneticola trilobata foi fracionado em coluna aberta de
silica gel (70 — 230 mesh) eluido com diclometano, cloroférmio, cloroférmio/metanol,
metanol e metanol/H,O (8:2) em polaridades crescentes, obtendo-se um total de 61 fracdes
recolhidas em erlemeyer de 250 mL, que posteriormente foram concentradas em rotavapor e
analisadas através de CCDA e reunidas de acordo com semelhancas no perfil cromatogréfico.

Nas fracdes 10-11 houve a formacéo de sélidos brancos, os quais foram recristalizados
em acetona e submetidos a anélise espectroscépica sendo identificado como substancia 25,
chamado fridelinol (12 mg), e as fragbes 30-32 apresentou uma mistura de sitosterol e
estigmasterol glicosilados (15 mg) (26+27). A fracdo 42-45 foi submetida & cromatografia em
coluna Sephadex eluida com MeOH, fornecendo um total de 15 fragOes, do qual a fracdo 9
apresentou um solido branco que foi identificado como um monoterpeno (10 mg) (28). O

fluxograma apresenta um resumo do estudo do extrato metanolico.
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STM
25

CC

(CHCIy/MeOH, MeOH/H,0)

61 FracOes

Fracdol-9
389 mg
Mistura de
oleos

Recristalizacdo

Fracdo 10-11
12 mg
P.F. 360°C
25
Fridelinol

Fracédo 33-41

Fracédo 46-61

em acetona 176 mg 43 mg
Mistura de Mistura de
componentes componentes
Fragdo 30-32 Fragdo 42-45
12 mg 231 mg
Sélido branco
26+27 CC Sephadex
Mistura de (MeOH)
Sitosterol/ 15 fracses
stigmasterol glicosilado ¢

Recristalizacdo em acetona

Fracdo 1-9
6 mg

Fracdo 9
10 mg
28
Monoterpeno

Fracdo 11-15
13 mg

Esquema 20: Fracionamento do extrato metanolico de Sphagneticola trilobata.
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111.3 Resultados e Discussdo
111.3.1 Substancias Identificadas e Isoladas de Sphagneticola trilobata L. Pruski

Ry
l\\\\\\\\\

23 R;=H R,=H A*>°p-caroteno
24 R;= OH R,= OH A**luteina

Ry

27 A5,6,22,23

111.3.1.1 Identificacdo de Carotendides no extrato e fracdo hexanica de Sphagneticola
trilobata.
111.3.1.1.1 Anédlises Espectofotomeétrica no Ultravioleta do Extrato hexanico de
Sphagneticola trilobata

O teste no UV-visivel foi realizado também com extrato e fracdo hexanica de
Sphagneticola trilobata qual foi utilizado uma solucdo padrdo de 1 mg/mL. A solucédo foi
submetida a analise espectrofotométrica no UV-visivel percorrendo uma faixa de 300 a 600
nm.

A andlise no UV-visivel revelou sinais caracteristicos de componentes do tipo
carotendides, na qual puderam ser confirmados através dos valores dos Amax que apresentaram
valores em 413, 443 e 475 nm para o extrato (Figura 110), que foi possivel identificar como

carotenoide.
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Figura 110: Andlise do UV do extrato hexanico com Amax de 413, 443 e 475 nm

caracteristicos de carotenoides.

111.3.1.1.2 Analises através de CLAE do Extrato e fracdo hexanica de Sphagneticola
trilobata.

O extrato e a fragdo hexanica de Sphagneticola trilobata ap6s anélise por CLAE em
um comprimento de onda de 300 a 600 nm, obtiveram-se 0s cromatogramas da fragdo e do
extrato hexanico, sendo comparados com valores padrdes de analise e 0s posteriormente 0s
teores de carotenoides foram quantificados utilizando a lei de Lambert-beer. Os valores dos
cromatogramas, tanto do extrato quanto da fracdo, apresentaram teores de B-caroteno (23) e
luteina (24), nos quais os tempos de retencdo foram identificados em 16,7 e 7,4 min.,
respectivamente, sendo os carotenoides quantificados em quantificados em 70,8 mg de -
caroteno e 13,9 mg de luteina para 0 extrato henanico e 78,6 mg de B-caroteno e 32,1 mg de

luteina para fragdo hexanica (Figuras 111 e 112).

R1
e U U U U A U N \

23 R;=H R,=H A>°p-caroteno
24 R;= OH R,= OH A*®luteina

R,
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Figura 111: Cromatograma do extrato hexanico de Sphagneticola trilobata.
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Figura 112: Cromatograma da fracdo hexanica de Sphagneticola trilobata.

111.3.1.2 Identificacdo da substancia 25

A substancia 25 foi isolada como um soélido cristalino com PF 360-63°C compativel
com o friedelinol. O espectro de RMN *H (Figura 113) apresentou valores de deslocamentos
quimicos na regiao de oy 0,90 — 1,14 correspondendo a metilas, um multipleto em oy 3,76
referente ao hidrogénio do carbono carbindlico, um dubleto em 6y 0,93 (d, J=7 Hz) indicando
uma metila ligada a carbono CHs-23 e ainda multipletos em 64 1,71 e 1,88, 1,37, 1,54, 2,09
referentes aos hidrogénios ligados aos carbonos C-1, C-8, C-10 e 18, C-2.

Através do espectro de RMN °C (Figura 114 e 115) foi possivel ver sinais de
carbono carbinolico dcy 72,7 referente ao C-3, além dos sinais de carbonos referentes a

metilas ¢ 11,6, 16,3, 17,5, 18,6, 20,1, 31,7, 32,0, 35,0 indicando, respectivamente, as metilas
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referentes aos carbonos C-23, C-24, C-25, C-27, C-26, C-30, C-28, C-29 do triterpeno
pentaciclico. O valor do C-3 em & 72,8 ppm esta de acordo com HO-3a para triterpenos do
tipo friedelano e, por isso, pode-se propor a OH ligada ao carbono 3 em equatorial, além do
efeito de desprotecdo B da metila em 4, ha efeito de protecdo y da metila em 5. O sinal no
RMN 'H representado como um singleto largo justifica a proposta do OH em axial. Os
valores dos deslocamentos quimicos (CDCIs3) representados pela Tabela 18 abaixo séo
comparados com dados da literatura ( CARVALHO et a,. 1998) e serviu para confirmar a
estrutura proposta.

Como outro parametro de confirmar a proposta da estrutural, fez-se analise com CG-
massa (Figura 119), da qual se obteve o espectro de massas (Figura 116), que apresentou um
pico compativel para o fon molecular em m/z 413 correspondente ao [M-15]" da FM CzgHs,0
(428 — 15 = 413) (Esquema 21).

Tabela 18: Dados de RMN de ‘H (400 MHz) e *C (100 MHz) da substancia 25.

Fridelinol
Substancia 25 ( CARVALHO et al, 1998)
C dc 3y (mult.; J Hz) dc (CDCly) 3, (CDCl3)
1 15,7 1,88 ¢ 1,71 (m) 15,5 1,92 e 1,61 (m)
2 32,3 2,09 (m) 32,0 2,33 (M)
3 72,7 3,76 (M) 72,1 3,75 (m)
4 49,1 - 48,9 -
5 36,0 - 37,6 -
6 41,7 - 415 -
7 17,5 - 17,8 -
8 53,2 1,37 (m) 52,9 1,39 (m)
9 32,3 - 334 -
10 61,3 1,54 (m) 61,1 1,55 (m)
11 35,3 - 35,2 -
12 29,7 - 29,8 -
13 39,2 - 38,0 -
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14 39,2 - 39,3 -

15 30,6 - 30,6 -

16 355 - 35,7 -

17 30,6 - 30,1 -

18 42,8 1,54 (m) 42,5 1,57 (m)

19 35,1 - 35,0 -

20 29,7 - 30,3 -

21 32,3 - 32,5 -

22 36,7 - 38,9 -

23 11,6 0,93 (d, 7) 11,3 0,89 (d,7)

24 16,4 0,84 (s) 16,1 0,74 (s)

25 18,2 0,92 (s) 17,9 0,89 (s)

26 18,6 0,95 (s) 18,3 1,03 (s)

27 20,2 0,99 (s) 19,7 1,07 (s)

28 32,0 1,16 (s) 31,7 1,20 (s)

29 35,0 0,98 (s) 34,7 0,97 (s)

30 31,7 0,98 (s) 31,4 1,02 (s)

28 Feb 2012

Acquisition Time (sec) 3.1719 ‘ Comment AMOSTRA: WD11 - PROTON - 500MHZ SOLVENTE: CDCI3 Date 22 Nov 2010 15:57:48
File Name D:\Meus documentos\Ana Paula\UFRRJ\RMN500_046001r Frequency (MHz) 500.13 Nucleus 1H
Number of Transients 16 ‘ Original Points Count 32768 Points Count 32768 Pulse Sequence 2930
Solvent CHLOROFORM-D ‘ Sweep Width (Hz) 10330.58 Temperature (degree C) 20.760
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Figura 113: Espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) da substancia 25.
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Figura 114: Espectro de expansdo da faixa 2,5-0,5 ppm do espectro de RMN *H (500
MHz, CDCl5) da substéancia 25.

28 Feb 2012
Acquisition Time (sec) 1.3631 ‘ Comment AMOSTRA: WD11 (dept135) SOLVENTE: CDCL3 Date 10 Jan 2011 10:33:56
File Name D:\Meus documentos\Ana Paula\UFRRJ\RMN400_254001r Frequency (MHz) 100.61 Nucleus 13C
Number of Transients 5120 ‘ Original Points Count 32768 Points Count 32768 Pulse Sequence dept135
Solvent CHLOROFORM-D ‘ Sweep Width (Hz) 24038.46 Temperature (degree C) 27.000
N
o C12
C-17, C-20
C6 ' _ X .
9 sfgh 2y z 3w
5] 5 g oo o C_7 R
LT o8 78 5
o ¢ |
i . . N » ol ‘ Lu " ’ )
W ‘( Wi y it | W e WA VO Y "
i [ C-26
R C-3 C-24
. C-8 :
i g } | &
y C-10 @ 5 @ L C-27 L
- C4 5 (C18 C-29) | 8 L2 | C-23
g gd C-25 & ghs 2
3 &
T T e e T EamamamasE R
85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10

Chemical Shift (ppm)

Figura 115: Espectro de DEPTQ (500 MHz, CDCl3) da substancia 25.
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Figura 116: Espectro de CG-massas da substancia 25.

Esquema 21: Proposta de fragmentacdo de massas da substancia 25.

111.3.1.3 Identificagdo das substancias 26 e 27
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A identificacdo das sustancias 26 e 27 foi feita através de dados dos espectros de RMN
'H, 3C das saponinas em comparacdo com dados da literatura (KOJIMA et al., 1990 e
CARVALHO, 2000) ainda em comparacdo com as estrutura 13 e 14 do extrato metandlico
das folhas de Talinum triangulare, sendo como um produto natural 3-O-B-D-

glicopiranosilsitosterol, 26 e 3-O-p-D-glicopiranosilestigmasterol sendo o composto 27.

111.3.1.4 Identificacéo da substéancia 28

A substancia 28 foi determinada a partir da analise dos espectros de RMN 'H e *C
(BBD e DEPTQ). No espectro de RMN 'H (Figura 117 e 118) observaram-se singletos na
regido de oy 0,78, 0,80 e 0,95 ppm correspondendo a tres metilas e sinais de hidrogénios em
carbonos carbindlicos.

O espectro de RMN *C (Figura 119 e 120) permitiu confirmar as trés metilas,
identificar dois carbonos metilénicos, trés carbonos metinicos e dois carbonos quaternarios.
Com isso pode-se propor a formula molecular parcial (CHs)3(CH,)2(CH).(CH-0),C,,
correspondente a C19H160; da estrutura de um monoterpeno. A procura por dados de RMN *C
de monoterpeno e comparacdo de valores permitiu propor a estrutura do biciclo conforme
representado a seguir. Os sinais de hidrogénio e carbonos metilicos foram atribuidos a CHs-8,
CH3-9 e CHz3-10, respectivamente. Os duplos dubletos em 6y 4,17 (dd, J;=4 e J,=12 Hz), oy
4,08 (dd, J1=2 e J,=12 Hz) e o4 1,92 (d, J;=4 Hz) foram correlacionados aos hidrogénios
ligados aos carbonos carbindlicos CH-4 e CH-1 e ao hidrogénio ligado a carbono metinico CH-
5. Os valores de oy 1,41 (dd, J1=2 e J,=12 Hz, Ha) e oy 2,09 (dd, J;=4 e J,=12 Hz, Hb), e
outros valores em oy 1,42 (dd, J1=0,8 e J,=12 Hz, Ha) e 2,09 (dd, J;=4 e J,=12 Hz, HDb) s&o
referentes aos hidrogénios metilénicos diastereotopicos CH,-6 e CH,-3. Outro deslocamento
quimico importante foi em &y 3,14 referente a hidroxila (OH) dos carbonos carbindlicos C-1 e
C-4.
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Os demais sinais detectados no espectro de RMN **C (Figura 120) foram os carbonos
carbinolicos em dcy 78,9 e 79,4 referente aos C-1 e C-4. Os carbonos metilénicos em dcpp 37,7
e 34,6 ppm foram correlacionados aos carbonos CH,-3 e CH,-6. Os dois sinais de carbonos
quaternarios oc 47,0 (C-7) e 49,9 (C-2) e um carbono metinico em dcy 49,5 (C-5) ppm
completam as atribuicGes & estrutura do monoterpeno. A analise do mapa de contornos de
HSQC e HMBC (Figuras 121 e 122) permitiu detectar correlagdes adicionais a uma ligacéo
({Jhe) e a longa distancia longa distancia (**Juc) que podem ser vista na Tabela 19, dados
esses que confirmam a proposta, 8,9,10-trimetil-1,4-diol,biciclo[2,2,1]heptano. A base para
esta proposta foi & comparacdo dos dados de RMN com os apresentados na literatura
(MAHMOUD & AHMED, 2006).

Tabela 19. Dados de RMN de *H (400 MHz) e *C (100 MHz) da substancia 28.

Substancia 28 MAHMOUD &
AHMED, 2006
HSQC ({u0) HMBC
C oc OH (mUIt, J HZ) (213\]HC) Oc
1 78,9 4,08 (dd, 2 e 12) H-6/H-2/H-8 73,7
2 49,9 - OH-1/H-3 48,5
3 37,7 | Ha-1,41(dd, 0,8 e 12) OH-4/H-2/H-8 36,6
Hb-2,09 (dd, 4 e 12)
4 79,4 4,17 (dd, 4 e 12) H-3/H-5 78,2
5 49,5 1,92 (d, 4) OH-4/H-6/H-9/H-10 48,2
6 34,6 | Ha-1,04 (dd, 2 e 12) OH-1/H-5 333
Hb- 2,12 (dd, 4 e 12)
7 47,0 - H-5/H-8/H-9/H-10 46,3
8 13,1 0,78 (s) OH-1/H-3 13.4
9 19,9 0,80 () - 19.5
10 21,9 0,95 (s) - 22,9
OH - 3,14 (s) - -
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Figura 117: Espectro de RMN *H (400 MHz, DMSO-ds) da substancia 28.
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Figura 119: Espectro de RMN **C (400 MHz, DMSO-dg) da substancia 28.
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Figura 120: Espectro de DEPTQ (400 MHz, DMSO-ds) da substancia 28.
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Figura 121: Espectro de HSQC (125 MHz, DMSO-dg) da substancia 28.
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CAPITULO IV
ATIVIDADES BIOLOGICAS
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IVV.1 Reviséo de Literatura

O conhecimento sobre plantas medicinais simboliza muitas vezes o Unico recurso
terapéutico de muitas comunidades e grupos étnicos. O uso de plantas no tratamento e na cura
de enfermidades € tdo antigo quanto a espécie humana. Ainda hoje nas regides mais pobres do
pais e até mesmo nas grandes cidades brasileiras, plantas medicinais sdo comercializadas em
feiras livres, mercados populares e encontradas em quintais residenciais. As observagdes
populares sobre o uso e a eficacia de plantas medicinais contribuem de forma relevante para a
divulgacdo das virtudes terapéuticas dos vegetais, prescritos com frequéncia, pelos efeitos
medicinais que produzem, apesar de ndo terem seus constituintes quimicos conhecidos. Dessa
forma usuérios de plantas medicinais de todo o mundo, mantém em voga a pratica do
consumo de fitoterdpicos, tornando validas informacGes terapéuticas que foram sendo
acumuladas durante séculos. De maneira indireta, este tipo de cultura medicinal desperta o
interesse de pesquisadores em estudos envolvendo areas multidisciplinares, como por
exemplo, botanica, farmacologia e fitoquimica, que juntas enriquecem 0s conhecimentos

sobre a inesgotavel fonte medicinal natural: a flora mundial (MACIEL et al, 2002)

IVV.1.1 Atividade antibacteriana

Um dos maiores problemas de Salde Publica, enfrentados nas ultimas décadas, foi
agravamento da resisténcia antimicrobiana em cepas bacterianas, principalmente, de origem
hospitalar. Atualmente, registra-se um aumento significativo na frequéncia do isolamento de
bactérias que eram reconhecidamente sensiveis aos farmacos de rotina usados na clinica, mas
que se apresentam agora resistentes a quase todos os farmacos disponiveis no mercado, como
ocorre com varias bactérias multirresistentes (DUTRA et. al., 2008).

As observacOes populares sobre o uso e a eficacia de plantas medicinais contribuem,
de forma relevante, para a divulgacdo das virtudes terapéuticas dos vegetais, prescritos com
frequéncia, pelos efeitos medicinais que produzem, apesar de ndo terem seus constituintes
quimicos conhecidos. De maneira indireta, este tipo de cultura medicinal desperta o interesse
de pesquisadores em estudos envolvendo areas multidisciplinares que juntas enriqguecem 0s
conhecimentos sobre a inesgotavel fonte medicinal natural (MACIEL et. al., 2002).

Oleos essenciais de plantas apresentam uma atividade antimicrobiana contra um
grande numero de bactérias incluindo espécies resistentes a antibioticos e antifungicos
(CARSON et al, 1995 e CARSON & RILEY, 1995). Eles podem apresentar atividades
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contra bactérias de gram-positivo quanto de gram-negativas e ainda leveduras e fungos
filamentosos (PRASHAR et al., 2003).

A familia Asteraceae possui cerca de 300 espécies das quais 152 ocorrem no Brasil e
apresenta diversos constituintes quimicos que podem ser encontrados nas plantas como:
poliacetilenos, lactonas sesquiterpénicas, alcaloides, Oleos essenciais, antocianinas,
flavonoides e diterpenos. O género Mikania Willdenow e a espécie Sphagneticola trilobata
(Wedelia paludosa ou Acmela brasiliensis) pertencem a esta familia. Assim como as
Mikanias produzem com frequéncia resinas, que apresentam altas concentracdes de
diterpenos, principalmente os derivados do esqueleto kaureno, pimarano e labdano, também
podemos afirmar a presenca de kaurenos e ainda de flavonoide (luteolina) na espécie
Sphagneticola trilobata. Muitas espécies de Mikanias tém demonstrado efeito antimicrobiano
contra bactérias Gram positivas e Gram negativas (SILVA, 2006, CARVALHO, &
CARVALHO, 200).

N\ H
H __

< W
OH ~o0
0 _
L abdano Kaureno Luteolina

Figura 123: Compostos isolados do género Mikania Willdenow e a espécie

Sphagneticola trilobata.

Ainda que as industrias farmacéuticas venham produzir um ndmero de novos
antibidticos as Ultimas trés décadas passadas houve um aumentado a resisténcia de
microrganismos para essas drogas (BERTININI et al., 2005). As infec¢bes bacterianas estéo
sendo disseminadas pelo mundo, principalmente nos paises subdesenvolvidos
(EXTANISLAU et al., 2001). Diante disto os estudos sobre atividade antimicrobiana de

plantas representam um grande desafio para a descoberta e a identificacdo de novos farmacos.

IVV.1.2 Atividade anticancer
A vida depende de reacBes bioquimicas para a manutencdo do crescimento e da

divisdo celular. Porém, em algumas células podem ocorrer alteragbes do controle do
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crescimento, levando ao aparecimento de tumores. O céncer afeta, praticamente, todos 0s
organismos multicelulares, sejam animais ou vegetais €, 0 estudo das alteracdes especificas da
célula cancerosa em relacdo a normal pode contribuir para 0 melhor conhecimento sobre a
doenca. Assim nasceu a oncologia, que é o estudo de tumores ou neoplasias (COTRAN et al,
2000).

O céncer envolve a perda do controle de varios processos, sobretudo o descontrole da
multiplicacdo das células. A rapida diviséo celular ocorre normalmente nas células tronco que
sdo responsaveis pela producéo das celulas sanguineas na medula 0ssea e que ddo origem as
células reprodutivas. A multiplicacdo das células ocorre através de pequenos numeros de
divisdes necessarias para repor as células mortas, porém, conservam a habilidade de se
multiplicar rapidamente quando recebem um sinal quimico de que células adicionais séo
necessarias para o organismo (ELLIOTT & ELLIOTT, 2001).

De maneira geral, as drogas anticancer foram descobertas a partir da técnica de
triagem em larga escala de produtos quimicos sintéticos e naturais, contra tumores animais,
inicialmente leucemias em camundongos. Os primeiros agentes quimioterapicos descobertos
nas décadas entre 1950-1970 interagiam com o DNA ou seus precursores, inibindo a sintese
de novo material genético ou causando danos irreparaveis no DNA. Mais recentemente, a
descoberta de novas substancias tem se estendido a produtos naturais como taxol (1) obtido de
Taxus brevifolia (GOODMAN & GILMAN, 2003, WANI et al, 1971, PARC et al, 2002), os
alcaldides da vinca, vincristina (2) e vimblastina (3) isolados de Catharanthus roseus
(SIMOES et al, 2003).

R= CH3 (2)
R = CHO (3)

Figura 124: Taxol (1) obtido de Taxus brevifolia e alcaldides da vinca: vincristina (2) e
vimblastina (3) isolados de Catharanthus roseus (SIMOES et al, 2003).
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Além dos diversos produtos sintéticos com reconhecida atividade anticancer, os
produtos naturais podem ser considerados a fonte mais abundante e acessivel de substancias
com eficiéncia antitumoral. A maioria (60%) das drogas antineoplasicas identificadas e
aprovadas na década de 90 possuem origem natural, como por exemplo, os alcaldides da
vinca, isolados Catharanthus roseus, a etoposida isolada Podophyllum peltatum e o taxol de
Taxus brevifolia (DE VITTA et al, 1993).

1VV.1.3 Atividade contra as larvas do mosquito Aedes aegypti

A dengue é uma doenca bastante antiga sendo reconhecida em textos médicos
asiaticos da antiguidade (LUPI et al., 2007). Atualmente, considera-se a dengue doenca
endémica em mais de 100 paises nas Américas, na Africa, no sudeste da Asia, no leste do
Mediterraneo e no oeste do Pacifico (World Health Organization, 2010). A Figura 125 mostra
a distribuicdo da dengue no mundo.

Dengue: Risco em seguintes paises / regides (2010)

* & A N
@ Y ~_ Curva isotérmica de Julho

10.C ¢

7

Paises ou dreas onde houveram

As linhas grossas indicam as areas potenciais de reproducao do mosquito
registros de casos de Dengue

Aedes Aegypti(principal vetor da Dengue) devido as temperaturas anuais.

Figura 125: Mapa de distribuigéo da dengue no mundo

(http://consultaviajanteufp.blogspot.com.br).

A dengue é causada por virus do género Flavivirus, da familia Flaviviridae; esse
género € composto por virus de RNA transmitidos, na maioria das vezes, por um inseto,
podendo causar doenca em humanos (TSAI et al., 2005). E transmitida por mosquitos do

género Aedes, principalmente Aedes aegypti (Figura 126), cuja distribuicdo e adaptacdo em
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ambientes urbanos e peridomiciliares explica a predominancia da dengue em cidades. (World
Health Organization, 2010).

Figura 126: Mosquito transmissor da dengue Aedes aegypti (http://museudoamanha.org.br)

A dengue classica consiste em doenca febril que apresenta inicio abrupto, mal-estar
geral e dor muscular, dor nos membros, olhos e dorso, seu diagndstico é dificultado, pois se
assemelha a outras viroses, como a gripe. A doenca tem duracdo de cinco a sete dias e pode
ocorrer em todas as idades. Cefaleia, nduseas, vomitos e manifestacGes cutaneas sdo achados
comuns. O periodo de incubacéo é em geral de cinco a sete dias. Manifestacdes hemorragicas
ndo sdo exclusivas da dengue hemorragica, podendo ser observadas também na dengue
classica (HARN, 1989).

Em geral, o virus é adquirido pelo mosquito quando este se alimenta do sangue de uma
pessoa infectada (PESARO et al., 2007). Dentro do intestino do vetor artropode ocorre
replicacdo do virus que pode ser encontrado em grande quantidade nas glandulas salivares do
mosquito. A fémea do mosquito Aedes aegypti, que é considerado o vetor principal nas
Américas vive cerca 30 dias (TSAI et al., 2005). O mosquito costuma depositar seus ovos em
reservatorios artificiais que acumulam &gua, sendo a dengue, portanto, doenca geralmente
adquirida em zonas urbanas. Depois que o virus é ingerido pelo vetor, pode replicar-se
durante oito a 12 dias. Apds ser infectado pelo virus e decorrido o periodo de incubag&o viral,
0 mosquito é capaz de transmitir a infeccdo durante todo o resto de sua vida (PESARO et al.,
2007). Apos infectar-se, um individuo pode ser fonte de virus da dengue para os vetores

durante seis dias. A Figura 127 esquematiza o ciclo de transmissdo da dengue.
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Ciclo da Dengue
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Figura 127: Ciclo de transmisséo da dengue(http://cjjijoca.blogspot.com.br).

Atualmente, a maneira eficaz de controlar ou prevenir a dengue € pelo combate ao
vetor artropode. O método mais importante para areas infestadas com o mosquito A. aegypti €
pela eliminagcdo dos locais em que o mosquito deposita 0s ovos. O uso de inseticidas em
reservatorios de agua com acumulo de larvas evita o crescimento do mosquito por muitas
semanas, com repeticGes periddicas. Porém, o uso constante de inseticidas tem levado ao

desenvolvimento de mosquitos resistentes (LUPI et al., 2007).

IVV.2 Metodologia
IVV.2.1 Atividade antibacteriana
IV.2.1.1 Preparacdo da solucédo de PBS
Foram pesados 0,736 g de NaCl, 0,313g de KH,PO4 e 0,465 g de Na,P0O,.12H,0
diluidos em 100 mL de agua destilada obtendo-se um pH = 6.

IV.2.1.1.1 Preparacao das amostras
Foram pesados 40 mg dos extratos metanolico e hidrometandlico da folha e caule de
Talinum triangulare e de Sphagneticola trilobata, obtendo-se um total de 6 amostras, das

quais foram numeradas com extrato:
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1- hidrometandlico folha (Talinum triangulare),
2- metanolico folha (Talinum triangulare),

3- hidrometanolico caule (Talinum triangulare),
4- metanolico caule (Talinum triangulare),

5- metanolico (Sphagneticola trilobata)

6- hidrometandlico (Sphagneticola trilobata).

Todos os extratos foram diluidos em 2 mL PBS, obtendo-se uma solugéo estoque de
concentracdo de 20,0 mg/mL. Partindo da solugédo estoque 20,0 mg/mL, contendo os extratos
metandlico e hidrometandlicos, respectivamente, foram feitas cinco dilui¢es 10,0, 5,0, 2,5,
1,25, 0,625 mg/mL. Este método foi utilizado para a determinacdo da concentracao inibitéria
minima (CIM).

IVV.2.1.1.2 Microrganismos utilizados

Foram utilizadas 7 cepas de cocos de Gram positivo, entre elas: Staphylococcus
aureus 1, S. aureus 2, S. aureus 3, S. aureus 4, S. aureus 5, S. intermedius 1 e S. intermedius 2
. E ainda 4 espécies de enterobacterias das quais sdo: Escherichia coli ATCC (25218), E. coli
ATCC (25922), E. coli 1, E. coli 2, E. coli 3, E. coli 4, Klebsiella pneumoniae 1, K.
pneumoniae 2, Proteus mirabilis, Enterobacter cloacae. Utilizou-se também 4 espécies de
Pseudomona entre elas podemos citar: Pseudomona putida (66), P. fluorescens cepas 1 e 2, P.

didentrificans cepas 1 e 2, P. aeruginosa cepas 1, 2, 3,4 e 5.

1VV.2.1.1.3 Meios de cultura utilizados

Para o crescimento e manutencdo das culturas bacterianas empregou-se o Caldo de
Tripteina Soja (C.T.S) (BRODO-CASO) e para 0 meio de cultivo e na preparacao das placas
para os ensaios de difusdo em Agar foi utilizado uma mistura de Caldo de Tripteina Soja
(BRODO-CASO) e Agar (1,2 %), para posterior utilizacdo de extratos das plantas com

diferentes concentracdes.
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IV.2.1.1.4 Preparacéo dos in6culos de microrganismos utilizados nos ensaios
Os in6culos dos microrganismos foram preparados a uma concentracdo equivalente a
1,5x10® unidades formadoras de colénia por mL (UFC/mL), quando foram comparados ao

tubo 0,5 da escala padrdo de Mac Farland.

IVV.2.1.1.5 Ensaio da atividade antibacteriana

O C.T.S + Agar (1,2 %) fundido foi colocado em uma placa de Petri estéril de 90 mm;
apos a solidificacdo fez-se o ensopo do microrganismo. Logo apds foram feitos pocos na
placa para posterior aplicacdo dos extratos. Posteriormente, foram colocados 100 pL das
amostras (20mg/mL) em cada um dos pocos. As placas foram incubadas em condig¢des
aerobicas a uma temperatura de 37° C em um periodo de 18-24 horas. O diametro da zona de

inibicdo do crescimento bacteriano foram medidas e expressadas em mm.

1V.2.1.1.6 Determinacéo da concentracdo minima inibitéria (CIM)

A concentracdo minima inibitéria (MIC) dos extratos foi avaliada por diluicdo dos
compostos em meio de agar (TSA). As avaliacOes da possivel atividade bactericida frente as
bactérias de gram-positivo e gram-negativo foram em meio de TSB (solucdo tampdo) e a
medicao do halo de inibicédo foi feita a partir do crescimento da cultura durante 24 horas ap6s
0 teste. Os experimentos foram realizados em triplicata e utilizou-se como controle

gentamicina, e os compostos analisados foram solubilizados em dimetilsulféxido (DMSO).

1V.2.2 Ensaio de atividade anticancer
IVV.2.2.1 Linhagens celulares

Foram utilizadas as linhagens leucémicas HL-60, K562, Lucena (K562 resistente a
vincristina) e JUKART obtidas do American Type Cell Collection (ATCC) e a linhagem de
células de pulmédo H460. As linhagens foram mantidas em meio contendo RPMI 1640 ou
DMEM, suplementado com 10 % de soro fetal bovino, em presenca dos antibidticos:
estreptomicina (10 mg/L) e penicilina (100 U). As culturas de células foram mantidas sob
atmosfera de 5 % de CO2 a 37°C. As substancias a foram testadas e dissolvidas em DMSO

dos quais foram diluidas em meio de cultura para uso.
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1V.2.2.1.1 Ensaio de viabilidade celular - MTT

A inibicdo da viabilidade celular foi avaliada pelo método do MTT, que é um ensaio
colorimétrico baseado na reacdo de reducdo do MTT (brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol]-2,5-
difenil-tetrazolio) pelas desidrogenases das células viaveis a uma formazana.
O ensaio foi realizado em triplicata, através da incubacdo de 180 pL de uma suspensdo de
células (10* cels/poco) em placa de 96 pocos, sendo incubada em estufa de CO, por 24 horas.
Apds este tempo, a cada pogo foi adicionados 20 uML de RPMI (controle), os compostos
foram testados em DMSO e novamente a placa foi incubada por mais 48 horas a 37 °C e sob
atmosfera de 5% CO,. Entdo, uma solucdo recém-preparada de MTT (5 mg/mL) foi
adicionada em cada poco da microplaca e a incubacdo seguiu por mais 4 horas. Apds
centrifugacdo, os cristais da formazana serdo dissolvidos em DMSO (150 pL/poco) e a leitura
das absorbancias foi realizada em leitora de microplacas Elisa a 570 nm, e os valores de ICs

serdo calculados a partir destes dados utilizando o método estatistico adequado.

1VV.2.3 Bioensaios com Aedes aegypti

Os bioensaios foram realizados utilizando solugcdes com extratos polares (MEOH e
MeOH/H20; 8:2) do caule e folha de Talinum triangulare e extrato metandlico de
Sphagneticola trilobata. As solugfes padronizadas foram utilizadas para os testes com Aedes
aegypti, sendo feita quatro repeticGes com larvas em estagio L3 distribuidas em nimero de 10
por recipiente de 50 mL. Cada grupamento testado teve um ou dois grupos controle, um
contendo o diluente usado nos extratos, e outro contendo apenas agua pura. Os resultados
foram avaliados periodicamente, obedecendo, os procedimentos da OMS. As leituras dos
resultados sobre a mortalidade das larvas foram feitas a partir de 15 minutos e em contagens
sucessivas de 30 minutos, 1 hora, 2 horas, 3 horas, 24 horas durante 7 dias. Para a analise da
eficacia foi utilizada a seguinte férmula: Numero de larvas do grupo controle — NUmero de

larvas do grupo tratado / Numero de larvas do grupo controle.

IVV.3 Resultados e Discussao
IVV.3.1 Atividade antibacteriana

Os testes antibacterianos foram realizados com 6 extratos polares, sendo 4 de
Talinum triangulare, e 2 de Sphagneticola trilobata, frente as cepas de Staphylococcus aureus
1,2,3,4e5, eaindacoma S.intermedius 1 e 2. Estas analises realizadas foram importantes

porque apresentaram resultados significativos e promissores, no qual podem ser comparados
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com resultados apresentados em outros artigos publicados (GISLENE et. al, 2000 e RAUHA,
et. al, 2000).

O extrato 1 (hidrometandlico da folha de Talinum triagulare) foi submetido ao teste
antibacteriano com as 7 cepas de cocos de Gram positivo, em uma concentracdo de 20 mg/ml,
no qual apresentou um resultado significativo de 100% de inibi¢do diante das cepas testadas,
sendo possivel medir os halos de inibicdo apresentados nas placas que continham
Staphylococcus aureus 1, 2, 3, 4 e 5, e ainda com a S. intermedius 1 e 2, dos quais podemos
citar respectivamente os halos: 12, 14, 11, 17 e 13 mm, e para S. intermedius 1 e 2 os valores
17 e 14 mm.

Posteriormente as 7 cepas foram testadas com extrato 1 em diversas concentragdes
de 20,0, 10,0, 5,0, 2,5, 1,25, 0,625 mg/mL, sendo o resultado expressivo somente na placa que
continha a cepa 4 (S. aureus 4), que apresentou um halo de inibicdo de 14 mm com uma
concentracdo minima inibitoria (CIM) de 10 mg/mL.

A Figura 128 mostra a atividade antibacteriana do extrato 1 (hidrometanolico da
folha de Talinum triagulare) frente a S. aureus 4 com um halo de inibicdo de 17 e 14 mm nas

concentracdes de 20 e 10 mg/mL.
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Figura 128: Extrato 1 de Talinum triagulare frente a Staphylococcus aureus 4 para

as concentracgdes de 20 e 10 mg/mL.

O extrato 6 (hidrometandlico de Sphagneticola trilobata) foi o mais expressivo
diante das analises realizadas, pois em uma concentragdo de 20 mg/ml apresentou um 100%
de inibicdo diante das cepas testadas, sendo os halos de inibicdo apresentados nas placas com
S. aureus 1, 2, 3, 4 e 5, os valores para de 14, 14, 17, 21, 16 mm, e ainda com a S.
intermedius 1 e 2, os valores de 18 e 16 mm. A Figura 129 apresenta a atividade

antibacteriana do extrato hidrometanolico de Sphagneticola trilobata frente a S. aureus 4 (D).

164



Figura 129: Atividade antibacteriana do extrato hidrometandlico de Sphagneticola

trilobata frente a Staphylococcus aureus 4 (D) para uma concentragdo de 20 mg/mL.

Foram feitas analises com o extrato 6 nas concentracdes de 20,0, 10,0, 5,0, 2,5,
1,25, 0,625 mg/mL, sendo obtido resultados nas placas que continham as cepas S. aureus 4 e
5. A S. aureus 4, que apresentou um halo de inibi¢do de 21,16 e 14 mm para uma CIM de 20,
10 e 5 mg/mL, respectivamente. J& a cepa de S. aureus 5 apresentou um halo de 16 e 15 mm
frente a uma concentracdo de 20 e 10 mg/mL. A Figura 130 apresenta uma minima

concentracdo inibitoria para as diversas concentracdes frente a S. aureus 4.

Figura 130: Atividade antibacteriana do extrato 6 sobre S. aureus 4 nas

concentragdes de 20, 10 e 5 mg/mL.

O extrato 5 (metandlico de Sphagneticola trilobata) apresentou, para uma
concentragcdo de 20 mg/mL, uma atividade de 86 % frente as cepas analisadas, podendo-se
medir os halos de inibicdo nas placas com S. aureus 1, 3, 4 e 5, nos os valores de 16, 14, 16,
16 mm, e ainda com a S. intermedius 1 e 2, os valores de 16 e 14 mm. A Figura 131

apresenta atividade antibacteriana frente a S. aureus 5.
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Figura 131: Atividade antibacteriana do extrato 5 sobre S. aureus 5 na concentracao
de 20 mg/mL.

O extrato 4 (metandlico do caule de Talinum triangulare) apresentou, para uma
concentracdo de 20 mg/mL, uma atividade de 43 % frente as cepas analisadas, podendo-se
medir os halos de inibicdo nas placas com S. aureus 4 e 5, nos os valores de 12 e 14 mm, e
S. intermedius 1 o valor de 16 mm.

Os extratos 2 (metanolico da folha de Talinum triangulare) e 4 (hidrometandlico
do caule de Talinum triangulare) apresentaram uma atividade inibitéria de 28 % para uma
concentracdo de 20 mg/mL. O extrato 2 mostrou-se sensivel quando foram utilizadas as
cepas com S. aureus 2 e 3 onde mediu-se o halo de inibi¢do 13 e 14 mm, respectivamente.
O extrato 3 quando submetido ao teste com as cepas S. aureus 1 e 3, observou-se a presenca
dos halos de 13 e 12 mm.

Foram realizados também com os 6 extratos polares, analises bacteriana com 4
espécies de enterobacterias , Escherichia coli ATCC (25218), E. coli ATCC (25922), E. coli
1, E. coli 2, E. coli 3, E. coli 4, Klebsiella pneumoniae 1, K. pneumoniae 2, Proteus
mirabilis, Enterobacter cloacae e ainda com 4 espécies de Pseudémona, Pseudomona
putida (66), P. fluorescens cepas 1 e 2, P. didentrificans cepas 1 e 2, P. aeruginosa cepas 1,
2, 3, 4 e 5, ndo obtendo resultados, provavelmente porque os extratos utilizados continham
uma concentragdo de somente 20 mg/mL.

A Tabela 20 e 21 apresentam o0s resultados significativos obtidos nos testes
realizados com bactérias e os extratos polares de Talinum triangulare e Sphagneticola

trilobata
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Tabela 20. Atividade antimicrobiana dos extratos polares de Talinum triangulare e

Sphagneticola trilobata testadas em microrganismos de cocos de Gram positivo.

Microorganismos Cepas Extratos polares
Provadas
Cocos Gram positivo 1* 2* 3* | 4* 5** 6**
1 + - + - + +
2 + + - - - +
S. aureus 3 + + + - + +
4 + - - + + +
5 + - - + + +
S. intermedius 1 + - - + + +
2 + - - - + +

* 1 — 4: extratos polares de Talinum triangulare

** 5 e 6: extratos polares de Sphagneticola trilobata

Tabela 21. Concentracdo inibitéria minima (CIM) dos extratos polares de Talinum

triangulare e Sphagneticola trilobata sobre as espécies suscetiveis ao género Staphylococcus.

Diametro de inibicdo do crescimento bacteriano (mm)

S. aureus S. intermedius
Extratos CIM 1 2 3 4 5 1 2
em mg/mL
20,0 12 14 11 17 13 17 14
10,0 - - - 14 - - -
1 5,0 - - - - - - -
2,5 - - - - - - -
1,25 - - - - - - -
0,625 - - - - - - -
20,0 16 - 14 16 16 16 14
10,0 - - - - - - -
5 5,0 - - - - - - -
2,5 - - - - - - -
1,25 - - - - - - -
0,625 - - - - - - -
20,0 14 14 17 21 16 18 16
10,0 - - - 16 15 - -
6 5,0 - - - 14 - - -
2,5 - - - - - - -
1,25 - - - - - - -
0,625 - - - - - - -
20,0 21 23 22 26 25 21 22
(Controle) 10,0 20 23 20 25 21 18 20
Gentamicina 50 16 11 12 22 18 14 16
2,5 - - - 18 14 - -
1,25 - - - 14 - - -

167



IVV.3.2 Atividade contra o cancer

O teste realizado com as formas de linhagens leucémicas HL-60, K562, Lucena (K562
resistente a vincristina), H460 e JUKART utilizando o extrato hidrometanolico das folhas de
Talinum triangulare apresentaram resultados significativos que foram observados no grafico
de inibicdo da viabilidade celular (Figura 135), no qual os resultados foram expressos em
porcentagem de inibi¢do da viabilidade celular, observando uma inibi¢do de 60% para a maior
concentracdo utilizada (1 mg/mL) nas células de HL 60, com ICsy = 0,43 mg/mL. Contra as
outras linhagens celulares o extrato inibiu de 30% a 40% da viabilidade na maior dose. Para
as demais concentracOes utilizadas (0,125, 0,25 e 0,5 mg/mL) a melhor inibicdo continuou
sendo para HL 60 (30 a 50%) para as outras células de 5% a 20%. Outro resultado
interessante foi a inibicdo de 40% da viabilidade celular de linhagem H460, um tipo de tumor
de pulméo altamente agressivo e com pouca resposta a quimioterapicos. Em comparacao ao
controle positivo as concentracfes ativas do extrato estdo na casa de 20 vezes a mais, mas
para um extrato vegetal estas concentragdes sdo satisfatdrias para os resultados obtidos.

O grafico (Figura 132) abaixo apresenta os testes realizados com as formas de
linhagens leucémicas HL-60, K562, Lucena e JUKART utilizando o extrato hidrometandlico

das folhas de Talinum triangulare.

INIBICAO DA VIABILIDADE CELULAR -
TTEXT
70
60 | -
2 >0 ) = K562
&40 - =
. _ H LUCENA
R 20 - HL 60
10 - = JUKART
0 - W H460
125 250 500 1000
DOSE (pg/mL)

Figura 132: Gréfico de % de inibigdo da viabilidade celular das formas de linhagens
leucémicas HL-60, K562, Lucena e JUKART frente o extrato hidrometanolico da folha de

Talinum triangulare.
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Todas as andlises foram feitas em comparagdo com o padrdo celular-cisplatina
(Figura 133) que tem um potencial de inibi¢cdo de 50 pg/mL de quase 98% para a célula HL

60 e para as outras células uma inibicdo variando de 75 — 90%.

|N|B|Cﬂ0 DA VIABILIDADE CELULAR -
CISPLATINA
100 - )
o 80 .
g m K562
2 60 - -
E B LUCENA
x 07 HL 60
20 1 m JUKART
0 - m Ha60
5 10 50
DOSE (pg/mL)

Figura 133: Grafico de % de inibicdo da viabilidade celular das formas de linhagens

leucémicas HL-60, K562, Lucena e JUKART utilizando o padrdo celular cisplatina (pg/mL).

Diante da observagdo comparativa com da Inibi¢do da viabilidade celular do extrato de
Talinum triangulare com o padrdo celular-cisplatina é possivel afirmar que posteriormente
pode ser feito um estudo mais elaborado com este extrato e com possiveis estruturas isolados.
Pois apesar de ter sido um teste preliminar foi possivel afirmar que o extrato tem um grande
potencial inibitério frente as linhagens leucémicas testadas, principalmente nas células HL 60
e H460.

1VV.3.3 Atividade contra as larvas Aedes aegypti

Os testes contra as larvas do mosquito Aedes aegypti realizados com 0s extratos
polares do caule e folha de Talinum triangulare e Sphagneticola trilobata foram repetidos trés
vezes na concentracdo maxima, e em todas as andlises que foram testadas os extratos polares

das duas espécies ndo foram observados resultados significativos.
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5 CONCLUSOES

Este foi o primeiro estudo fitoquimico da espécie Talinum triangulare que gerou
informacBes importantes quanto a classe de constituintes quimicos presentes, sendo possivel
observar que a esta espécie é bioprodutora de pigmentos da classe dos carotenoides,
porfirinas, esterdides, amidas, aminoacidos e acrilamida.

O estudo quimico das folhas de Talinum triangulare permitiu identificar e isolar
quinze constituintes quimicos que dentre eles podemos citar: dois carotenoides, dois
esteroides glicosilados, uma amida e dez feofitinas, do qual se destacam quatro novas
feofitinas que estdo sendo descritas pela primeira vez na literatura, 15'-metilperéxido-15'-
carbometoxi-15*-0-13"-lactona-feofitina a (7), 15*-hidroxi-15"-acetil-13"-carboxi-feofitina b
(Taliclorina A) (9), 15-hidroxi-15*-carbometoxi-15'-0-13"-lactona-feofitina b (10), 15'-
hiperoxido-15*-carbometoxi-15*-O-13'-lactona-feofitina b (11) e 15%-acetil-15*-0-13'-
lactona-feofitina a 12.

No extrato Acetato de etila das folhas de Talinum triangulare observou-se algumas
fracdes ricas em porfirinas e que através de dados espectroscopicos comparativos com os da
literatura possibilitou propor a identificacdo de porfirinas ja isoladas anteriormente e outras
ainda n&o isoladas e identificadas na literatura.

O estudo quimico do caule de Talinum triangulare permitiu identificar e isolar dez
constituintes quimicos podendo destacar quatro esteroides, dois esteroides glicosilados, trés
amidas e uma acrilamida acido 3-N-acriloil-N-pentadecanoil-propandico (20) nunca descrita
anteriormente na literatura.

O estudo da estereoquimica de algumas porfirinas isoladas no extrato diclorometano
de da espécie Talinum triangulare permitiu definir a configuracdo absoluta de algumas
porfirinas em: 17R, 18R-18-purpurinato de fitila, 13°R,17R,18R-13-hidroxifeofitina a (5),
17R,18R-15"-hidroxi-15'-carbometoxi-15'-O-13"-lactona-feofitina a (6), 17R,18R-15'
metilperéxido-15'-carbometoxi-15*-0-13*-lactona-feofitina a (7), 17R,18R-5"-carboxi-15"-O-
13'-lactona-feofitina b (8), 17R,18R-15'-hidroxi-15"-acetil-13"-carboxi-feofitina b (9),
17R,18R-15"-hidroxi-15'-carbometoxi-15"-0-13"-lactona-feofitina b (10), 17R,18R-15
hidroperoxido-15*-carbometoxi-15-0-13*-lactona-feofitina b (11).

N&o é o primeiro estudo fitoquimico de Sphagneticola trilobata, mas gerou novas
informagdes permitindo identificar e isolar sete constituintes quimicos: dois carotenoides,
dois esteroides glicosilados, um monoterpeno e um triterpeno, todos ja descritos

anteriormente na literatura, porem nesta espécie foi a primeira vez o relato dos carotenoides
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B-caroteno (23) e luteina (24), do terpeno fridelinol (25), e do monoterpeno 8,9,10-trimetil-
1,4-diol-biciclo[2,2,1]-heptano (28) e um triterpeno conhecido como fridelinol.

A avaliacdo de testes farmacologicos dos extratos polares de Talinum triangulare e
Sphagneticola trilobata mostrou resultados promissores para utilizacdo destas plantas como
fonte de farmacos que possam ser usadas na terapéutica como no combate ao cancer e

antibiotico.
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6 PERPECTIVAS

O estudo fitoquimico da espécie Talinum triangulare merece atencdo especial, pois a
continuidade deste permitira a obtencdo de dados que possa resultar na identificacdo e
isolamento de outras classes de metabolitos especiais, dos quais poderdo ser utilizados como
marcadores quimicos desta espécie, e que ainda possa contribuir com informacdes
importantes na identificagdo e isolamentos de substancias que nunca foram descritas na
literatura anteriormente.

Definir a estereoquimica absoluta das feofitinas que ja foram isoladas e de outras
feofitinas e metabolitos especiais que poderdo ser isolados na continuidade do estudo quimico
da espécie Talinum triangulare.

As espécies de Sphagneticola trilobata e Talinum triangulare merecem estudos
bioldgicos mais aprofundados com extratos apolares, pois foram realizadas atividades
inibitéria frente tripanosomatideos e Leishmania (L.) amazonensis com extratos apolares
(hexano, dicloro e acetato de etila), dos quais os valores apresentados foram significativos,
porem o estudo ndo foi concluido. Outros testes complementares poderdo ser feitos com a
espécie Talinum triangulare frente as cepas bacterianas de gram positivo e negativo, e células
tumorais com os extratos polares e/ou metabolitos especais isolados.

Poderdo ainda ser feitos sinteses com o0s constituintes quimicos isolados das espécies
Sphagneticola trilobata e Talinum triangulare como proposta de potencializar atividade

bioldgica que possam levar a resultados que tenham acdo farmacoldgica eficaz.
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This first phytochemical study of Talinum trigngulare Leach (Portulacaceae), also known as ‘canru’, which
is a commonly consumed food in Morthem Brazil, allowed the isolation and structural determination of
four new compounds: one acrylamide, 3-N-{(acryloyl, N-pentadecanoyl) propancic acid (5), and three
new phaeophytins named (15'S, 17K, 18R)-Ficuschlorin D acid (3',3*-didehydro-7-oxo-17-0-phytyl-
rhodochlorin-15-acetic acid), (13), Talichorin A (17R, 18R)-phasophytin b-15"-hidroxy, 15%15%acetyl-
13'carboxilic acid (14), and (155, 17R, 18R)-phaeophytin b peroxylactone or (15'5, 17R, 18R)-hydroper-
oxy-ficuschlorin D (16), together with twelve known compounds, including four phasophytins (11,12, 15
and 17). The structures of the compounds were established on the basis of 1D and 2D NMR, IR, HRESI-MS
spectra, including GC-MS, and HPLC-UV analysis, as well as comparisons with the literature data. The (D
spectra data analysis were used to define the absolute configuration of phaeophytins 12 (13°R, 178, 18R)-
13*-hydroxyphaeophytin a, 13 and 16, 15 (15'S, 17R, 18R)-3",3*-didehydro-15'-hydroxyrhodochlorin-
15-acetic acid &-lactone-15"-methyl-17"-phytyl ester and 17 (178, 18R)-purpurin 18-phytyl ester.
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