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RESUMO

BRITO FILHO, Severino G. de. FEOFITINAS E ESTEROIDES GLICOSILADOS DE
Turnera subulata Sm. (TURNERACEAE). 2011. Dissertacdo de mestrado. Pos-Graduacéo
em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos, UFPB. Jodo Pessoa.

Turnera subulata Sm, conhecida popularmente como “chanana” ou “flor-do-Guaruja”, ¢ uma
espécie da familia Turneraceae. No Brasil esta familia é representada pel os géneros, Piriqueta
e Turnera, sendo Turnera o mais representativo, com cerca de 80 espécies. Este Género €
caracterizado pela presenca de terpendides, flavonoides, esterdides, benzendides, alcalGides e
lipidios. Visando contribuir com o perfil quimico da familia Turneraceae e tendo em vista a
auséncia de dados na literatura acerca da constituicdo quimica da espécie Turnera subulata
Sm, esta foi submetida a um estudo fitoquimico para o isolamento de seus constituintes
quimicos, através dos métodos cromatograficos usuais, e posterior caracterizagdo estrutural
dos mesmos, utilizando-se os métodos espectroscopicos de IV e RMN *H e *C uni e
bidimensionais. Deste estudo pioneiro com Turnera subulata foram isolados e identificados
seis constituintes; Feofitina Purpurina 18 fitil éster (Ts-5); Feofitina (a) (Ts-1); 13*hidroxi-
(13%-S)-feofitina (a) (Ts-2); Feofitina (b) (Ts-4) e uma mistura dos esterdides glicosilados
sitosterol-3-O-D-glicopiranosideo e estigmasterol-3-O-f-D-glicopiranosideo (Ts-3).

PALAVRAS-CHAVE: Turneraceae, Turnera subulata, Métodos espectroscopicos,
Feofitinas.



ABSTRACT

BRITO FILHO, Severino G. de. PHAEOPHYTINS AND GLYCOSYLATED STEROIDS
FROM Turnera subulata Sm. (TURNERACEAE). 2011. Dissertation. Graduate Bioactive
Natural Products and Synthetic, UFPB. Jo&o Pessoa.

Turnera subulata Sm., popularly known as “Chanana” or “flor-do-Guaruja”, is a Brazilian
medicinal plant belonging to the family Turneraceae. In Brazil this family is represented by
two genera, Piriqueta and Turnera, being Turnera the most representative. The Genus
Turnera is characterized by the presence of terpenoids, flavonoids, steroids, benzenoids,
alkaloids and lipids. Aiming at contributing to the chemical profile of the family Turneraceae
and considering the absence of datain literature about the chemical constitution of the species
Turnera subulata, the latter was submitted to a phytochemical study to isolate its chemical
constituents, through usual chromatographic methods, and after identifying them by means of
spectroscopic methods such as IR and *H and **C NMR, with the add of two-dimensional
techniques. Six constituents were isolated through this phytochemical study with Turnera
subulata: Phaeophytin purpurin 18 phytyl ester (Ts-5); Phaeophytin (a) (Ts-1); 13* hydroxy -
(13%-S)- Phaeophytin (a) (Ts-2); Phaeophytin (b) (Ts-4) and mixture of steroids sitosterol-3-
O-D-glucopyranoside and Stigmasterol-3-O-3-D-glucopyranoside (Ts-3).

KEY WORDS: Turneraceae, Turnera subulata, Spectroscopic methods, Phaeophytins
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1. INTRODUCAO

O uso de espécies vegetais, com fins de tratamento e cura de doencgas e sintomas,
remonta ao inicio da civilizagdo, desde o momento em que o homem despertou para a
consciéncia da importancia dos recursos naturais para seu proprio beneficio (STASI, 1995).
Ao longo do processo evolutivo, o homem aprendeu a selecionar plantas para a sua
alimentacdo e alivio dos seus males e doencas. Como resultado desse processo muitos povos
passaram a dominar o conhecimento do uso de plantas e ervas medicinais (FERREIRA et d.,
2010).

Nas referéncias histéricas sobre plantas medicinais, podemos verificar que existem
relatos de seu uso em praticamente todas as antigas civilizagOes. A primeira referéncia escrita
sobre 0 uso de plantas como remédios é encontrada na obra chinesa Pen Ts’ao, de Shen Nung,
gue remontaa 2800 aC (TOMAZZONI et d., 2006).

No Egito, antigos papiros mostram que, a partir de 2000 a.C., grande numero de
medicos utilizavam as plantas como remédio e consideravam a doenca como resultado de
causas naturais e ndo como conseqiéncia dos poderes de espiritos maléficos, sendo que no
Papiro Ebers, que data de cerca de 1500 a.C., foram mencionadas cerca de 700 drogas
diferentes, incluindo extratos de plantas, metais como chumbo e cobre, e venenos de animais
de varias procedéncias (ALMEIDA, 1993). Neste mesmo papiro, mencionam-se ainda
formulas especificas para doencas conhecidas e, dentre as espécies que aparecem na lista,
estdo incluidas algumas utilizadas por fitoterapeutas até hoje (ELDIN et al., 2001).

Outros relatos demonstram também que, desde 2300 a.C., 0s egipcios, assirios e
hebreus cultivavam diversas ervas e traziam de suas expedi¢cdes tantas outras, e com estas
plantas criavam classes de medicamentos. Na antiga Grécia, as plantas e o0 seu valor
terapéutico ou toxico eram muito conhecidos, onde Hipdcrates (460-377 a.C.), denominado o
“Pai da Medicina”, reuniu em sua obra Corpus Hipocratium a sintese dos conhecimentos
medicos de seu tempo e indicou para cada enfermidade o remédio vegetal e o tratamento
adequado (MARTINS, 2000).

O Brasil tem uma das mais ricas biodiversidades do planeta, com milhares de espécies
em sua flora e fauna. Possivelmente, a utilizagdo das plantas ndo s6 como aimento, mas
também como fonte terapéutica comegou desde que os primeiros habitantes chegaram ao
nosso pais, ha cerca de 12 mil anos, dando origem aos paleoindios amazonicos, dos quais
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derivaram as principais tribos indigenas do pais. Pouco, no entanto, se conhece sobre esse
periodo, além das pinturas rupestres (YAMADA, 1998).

Tomando este fato como condicdo precipua, 0 Brasil precisa avancar no campo da
fitoterapia, e paratanto torna-se de grande importancia os estudos fitoquimicos de nossa flora,
com o intuito de promover o levantamento e o conhecimento de componentes quimicos das
espécies vegetais como: principios ativos, odores, pigmentos e moléculas oriundas das
diversas espécies encontradas em nosso bioma. As aplicagdes destes estudos podem se
ramificar para a area médica e farmacéutica através da pesquisa pelos quimicos de produtos
naturais de substancias a serem usadas na producdo de medicamentos fitoterapicos ou como
protétipos para producdo de medicamento. A complexidade na composicdo quimica dos
extratos dos fitotergpicos € uma das principais razfes para a reproducdo dos seus efeitos
farmacol 0gi cos desgjados, sendo: a padronizacdo do extrato e ainformag&o ao usuario de qual
(ais) principio (s) ativo(s) e a (s) sua (s) concentracdo (6es), o grande desafio que 0 quimico
de produtos naturais precisa vencer (FERREIRA & PINTO, 2010).

Foi seguindo essa inspiragdo que desde 1978, o Laboratério de Tecnologia
Farmacéutica (LTF) “Prof. Delby Fernandes de Medeiros” da Universidade Federal da
Paraiba (UFPB), através de sua Pos Graduacdo em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos,
vem realizando estudos quimicos e farmacol dgicos de espécies da flora brasileira visando o
conhecimento cientifico das mesmas. Portanto, a continuidade, por nossa equipe, do estudo
fitoquimico da espécie Turnera subulata Sm, pertencente a familia Turneraceae, objetivou
através do isolamento e caracterizagdo estrutural dos seus constituintes quimicos, aprofundar
conhecimento cientifico sobre esta espécie ainda pouco estudada, contribuindo desse modo

para a busca futura de um medicamento fitotardpico.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

> Contribuir com o perfil quimico da familia Turneraceae, por meio do estudo

fitoquimico da espécie Turnera subulata Sm.

2.2 Objetivos especificos

> Extracdo, purificagdo e isolamento dos constituintes quimicos de Turnera subulata

através de métodos cromatograficos.

> Caracterizag@o estrutural dos constituintes quimicos isolados utilizando-se técnicas
espectroscopicas convencionais, tais como |V e RMN de *H e **C Uni e Bidimensionais.

> Disponibilizar extratos, fraces, substéncias isoladas e caracterizadas estruturalmente

para estudos com fins farmacol dgicos.
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Aspectos Gerais da Familia Turneraceae.

A familia Turneraceae ocorre na América e na Africa tropicais, incluindo 10
géneros e cerca de 100 espécies. As espécies desta familia tém ampla distribuicdo em regides
tropicais e subtropicais do mundo. No Brasil, estas ocorrem principalmente em cerrados e
campos rupestres, onde sdo encontrados dois géneros. Piriqueta e Turnera, com cerca de 80
espécies (SOUZA et a., 2008).
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Figura 1: Distribuicdo geografica da familia Turneraceae.
Disponivel em: http://www.mobot.org/mobot/research. Acessado em: 23/10/2010.

As especies da familia Turneraceae sdo arbustos, ervas ou raramente arvores
pequenas. Possuem folhas alternadas, simples, inteiras ou lobadas, as vezes pinatilobadas,
frequentemente providas de glandulas no peciolo ou na base da lamina; com estipulas
pequenas ou ausentes. Suas flores sdo androgenas, diperiantadas, regulares e actinomorfas,
frequentemente bibracteoladas, muitas vezes heterostilas, se caracterizam por possuir cinco
sépalas, imbricadas, deciduas e em geral unidas parciamente, formando um tubo
campanulado ou cilindrico; suas pétalas sdo em nimero de cinco, unguiculadas, inseridas no

célice, livres e as vezes providas de corona na base, contorcidas no botdo. Os cinco estames
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de suas flores sdo livres, opostos as sépalas e inseridos no receptaculo; suas anteras séo
biloculares, introrsas, com deiscéncia longitudinal. Estas flores apresentam ovario stpero,
unilocular, tri-carpelar e podem ter trés ou mais Ovulos, raramente um; possuem trés estiletes,
livres, terminais, 0 estigma é franjado ou plumoso. Os frutos das espécies de Turneraceaes séo
capsulares, globosos, tri-valvares e loculicidas (VICENTE et al., 1999).

Os recentes estudos filogenéticos sustentam a inclusdo de algumas plantas de
Turneraceae em Passifloraceae, mas a existéncia de caracteres morfol 6gicos que permitem a
distincdo entre estas duas familias levou os classificadores a reconhecé-la ndo como

Passifloraceae e ssm como Turneraceae (SOUZA et al., 2008).

3.2 Espécies da Familia Turneraceae em seus aspectos etnobotanicos e

etnofar macol 6gicos.

Espécies da familia Turneraceae tém sido usadas pela populacéo para a cura de
diversas enfermidades, despertando a curiosidade de pesquisadores na &rea de produtos
naturais.

As folhas de Turnera aphrodisiaca popularmente conhecida como ‘Damiana’, sdo
utilizadas pela medicina popular como estimulante, afrodisiaca, diurética, tonica dos nervos,
laxativa além de atuarem contra a amenorréa e desordens da gravidez. A Farmacopéia
Britanica indica a ‘Damiana’ para combater a ansiedade, constipacéao e disfungdes eréteis. No
tratamento da disfuncdo erétil, a espécie deve ser usada juntamente com a estricnina ou algum
estimulante. A infusdo das suas folhas tem sido usada contra os problemas dos sistemas
gastrintestinal, respiratorio, reprodutivo e também contra a gonorréia. A homeopatia adota a
tintura mae (85% extrato etandlico) de Turnera aphrodisiaca para o tratamento de debilidade
sexual e prostracéo nervosa (KUMAR et a., 2006).

Kumar et al. (2006) ainda relata que o extrato aquoso de Turnera aphrodisiaca
apresentou atividade hiperglicémica significativa em camundongos machos diabéticos,
verificando também que uma dose de 1,0 mL/kg desse extrato teve atividade afrodisiaca em
ratos machos impotentes. Pesquisas realizadas com a administragdo oral do decocto das folhas
dessa mesma planta comprovaram atividade hiperglicémica significativa em coel hos.

Turnera aphrodisiaca apresentou atividade ansiolitica. A investigacdo foi realizada

com o intuito de isolar 0 seu componente bioativo responsavel pela atividade ansiolitica desta
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espécie, adotando para tanto o fracionamento monitorado. O fracionamento do extrato
metandlico da planta levou ao isolamento da flavona apigenina que teve sua estrutura
elucidada por dados de UV e RMN. A apigenina exibe significante atividade ansiolitica com
uma dose de 2mg/kg, via oral, em ratos utilizando o modelo de labirinto elevado de
ansiedade. Baseado nesses dados Sharma et al., (2006) concluiu que a apigenina é responsavel
pelo efeito ansiolitico da planta tradiciona mente utilizada na medicina popul ar.

No México e em Cuba, os indios utilizam o extrato aquoso de Turnera diffusa: como
expectorante, diurético, afrodisiaco, e no tratamento de espermatorréia, otites e nefrites, cita-
se também que o decocto de suas folhas é usado para distirbios digestivos. Na Bolivia, 0
extrato aguoso obtido das folhas da referida espécie é usado no tratamento de gonorréia
(ANTONIO, 1996).

O extrato aguoso de Turnera diffusa apresentou atividade afrodisiaca em ratos
machos, fato que foi comprovado pelo melhor desempenho sexual de cépula de ratos machos
impotentes. Todavia esta atividade ndo foi significante no caso de animais sexuamente
potentes (ARLETTI et al., 1999).

O extrato metandlico e 24 substancias isoladas das folhas de Turnera diffusa foram
avaliados quanto a atividade da enzima aromatase. Zhao et a., (2008) observou gue o extrato
metandlico de Turnera diffusa e duas substancias dela isoladas, acacetina e pinocembrina
poderiam suprimir significativamente a atividade da aromatase. Além disso, viram que
apigenina 7-glicosideo, echinacina-Z e a pinocembrina apresentaram atividade estrogénica.

O cha de Turnera ulmifolia é preparado na india com a planta inteira sendo indicado
para mulheres no periodo pds-parto e para aquelas que tém amenorréia. Em Cuba, o extrato
aquoso a quente de suas flores € utilizado para o alivio de cdlicas menstruais; na Jamaica, 0
extrato aquoso das folhas desta espécie tem atividade antipirética; e na Colémbia, o decocto
das folhas atua como abortivo (ANTONIO, 1996; GRACIOSO et d., 2002).

A dividade anti-inflamatéria de Turnera ulmifolia foi testada em ratos e
camundongos, usando o extrato hidroalcodlico bruto das suas partes aéreas e também as
fragbes acetato de etila e diclometanica. Observou-se que tanto o extrato quanto as fragoes
inibiram o edema induzido por carragenina (ANTONIO et al., 1998). Gracioso et a. (2002),
também evidenciou a atividade anti-inflamatéria do ch& de Turnera ulmifolia na mucosa
gastrica de ratos e camundongos. A atividade antiulcerogénica do cha foi ensaiada em
modelos distintos de lesdes ulcerativas géstricas e duodenais, respectivamente. O resultado
mostrou que 25 % das ulceragdes foram reduzidas ap0s a administracéo de sucessivas doses

do cha em diferentes concentragdes.
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O extrato diclorometano, obtido a partir de folhas secas de Turnera acuta, apresentou
atividade antimutagénica, enquanto o extrato etandlico, obtido a partir de raizes secas de T.

blanchetiana, desenvolveu uma atividade citotoxica em cultura celular (ANTONIO, 1996).

3.3 Agpectos quimiotaxondmicos da familia Turneraceae.

A guimiotaxonomia da familia Turneraceae destaca-se por apresentar algumas classes
de constituintes quimicos, como: &cidos graxos, terpendides, flavonGides e alcal6ides
(BARBOSA et d., 2007).

Em estudos fitoguimicos das folhas e caules de Turnera sp. foi detectada a presenca de
deidaciclinaadliciclica e ciclopentanil glicina; no 6leo extraido das suas sementes, verificou-se
grande quantidade de &cidos graxos, tais como: laurico, oléico, linoléico, malvalico, miristico,
pal mitico, palmitolé co, estearico, esterculinico e verndlico (ANTONIO, 1996).

O estudo fitoquimico das folhas de Turnera diffusa. detectou a presenca de arbutina
benzenoide. No 6leo essencia extraido das folhas desta espécie foi constatada a presenca dos
monoterpenos 1,8-cineol, p-cimeno, (-)a-pineno, (-)B-pineno e das suas partes aéreas foram
isolados gonzalitosina, hexacosano-1-ol, sitosterol e triacontano. No entanto, o estudo
realizado com a planta inteira resultou no isolamento do tricosano-1,2 (ANTONIO, 1996).

Nas sementes de Turnera ulmifolia, variedades angustifolia e elegans foi isolada e
identificada a cafeina, enquanto das variedades angustifolia e velutina foi isolado o acido
hidrocidnico. A presenca dessa substancia ndo foi detectada nas folhas de Turnera.
grandidentata, Turnera Krapovickasii, Turnera orientalis e Turnera ulmifolia variedade
elegans (ANTONIO, 1996).

Uma investigacéo fitoquimica de Turnera diffusa feita por Zhao et a. (2007), levou ao
isolamento de 35 compostos, entre flavondides, terpendides, sacarideos, fendis e derivados
cianogénicos, incluindo cinco novos compostos (1-5) e um novo produto natural(6). Estes
compostos foram caracterizados como |uteolina &cido 8-C-E-propendico (1), luteolina 8-C-3 -
[ 6-desoxi-2-O-(a-L-ramnopiranosideo)-xyl o-hexopiranos]-3-ulosideo (2), apigenina 7-O-(6 “-
O-p-Z-cumaroyl-B-D-glicopiranosideo) (3), apigenina7-O-(4 “-O-p-Z-coumaroylglucosideo)
(4), siringetina 3-O-[B-D-glicopiranosil-(1-6)-B-D-glicopiranosideo] (5), e laricitina 3-O-[f3-
D-glicopiranosil-(1-6)-B-D-glicopiranosideo] (6). Suas estruturas foram determinadas por

técni cas espectroscdpi cas e métodos quimicos (ZHAO et a., 2007).
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O Oleo essencia de Turnera diffusa foi estudado por cromatografia gasosa e
cromatografia gasosa acoplada a espectro de massas. Cinguenta e quatro componentes foram
caracterizados e identificados, sendo os mais abundantes 1,8-cineol (11,4%), opoplenone
(10,3%) cadaleno (5,1%) e epi-cubenol (4,1%) (BICCHI et al., 2003).

Kumar et al. (2006) relataram ter encontrado em toda a planta de Turnera
aphrodisiaca o glicosideo cianogénico tetrafilina B, os flavondides gonzalitosina I, Arbutina,
Damianina, Tricosan-2-ona e 0 dcool hexacosanol, enquanto no seu Oleo essencia foi
constatada a presenca de a-pineno, -pineno, p-cimeno, 1,8-cineol e sitosterol.

Em um estudo anterior com Turnera subulata Sm realizado por nossa equipe, através
de CGMS foram detectados no seu 6leo essencia a presenca de trans-cariofileno (6,68%),
citronelol (5,60%), espatulenol (5,19%), cadin-4-en-10-ol (4,30%), geraniol (4,15%), trans-
geranilacetona (3,66%), globulol (3,35%), Oxido de cariofileno (3,20%). Através dessa
mesma técnica foi possivel definir a composicdo quimica dos écidos graxos e lipideos
saponificaveis da espécie estudada. Das suas partes afreas ainda foram isolados e
identificados dois glicosideos flavonoidicos e uma mistura de esteréides ndo glicosilados
(FERNANDES, 2009).

3.4 Descricao botanica do género Turnera

As espécies de Turnera sdo reconhecidas pelo habito herbéceo a arbustivo, folhas
simples, se caracterizam por possuir ou ndo estipulas, com margem serreada e raro inteira,
frequentemente providas de glandulas nectariferas e tricomas. As inflorescéncias se
apresentam em racemos, cimeiras ou com flores solitérias, tendo o pedicelo unido total ou
parciadlmente ao peciolo. As flores possuem corola com pétalas brancas, amarelas ou
alaranjadas, maculadas na base ou ndo, com filetes estaminais presos a base do célice. O fruto
€ uma capsula loculicida, esférica, com sementes curvas e arilo persistente (ARBO, 2005;
BARBOSA et al., 2007).

3.5 Descricao botanica da espécie Turnera subulata Sm
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Turnera subulata Sm, popularmente conhecida como chanana ou flor-do-guaruja, é
uma erva ou subarbusto, que pode variar de 0,3 a 1,0 m de dtura (Figura 2, p.32) sendo
classificada taxonomicamente de acordo com o quadro 1 (p.33). Apresenta-se como uma
planta pubescente com tricomas simples, unicelulares e glandulares, microcapitados. Seus
ramos sdo eretos, cilindricos, castanho-esverdeados com estrias longitudinais (Figura 3, p.32).
As estipulas variam de 2,0 a4,0 mm de comprimento e sdo filiformes. As folhas desta espécie
sd0 simples, dternas, com lamina discolor, oval a oval-diptica, membranicea, com
dimensdes variando entre 3,2 - 4,8 x 1,8 - 2,1 cm, se apresenta como cuneada a atenuada na
base, e aguda a obtusa no dpice. As margens sdo serreadas, apresentam de 4,0 a 5,0 pares de
nervuras laterais, com peciolo canaletado, variando de 0,4 - 1,9 cm de comprimento; 0s
néctarios extraflorais s8o em nuimero de dois, opostos, cupuliformes, medindo de 3,0 a 5,0
mm de didmetro e estdo situados na base da lamina com a inser¢do do peciolo; suas duas
brécteas sdo linear-lanceoladas, com 1,0 - 1,3 x 0,2 - 0,5 cm e margem inteira; o pedicelo tem
um comprimento de 3,0 a 4,0 mm, é anguloso e adjacente ap peciolo (BARBOSA et al.,
2007).

As flores de Turnera subulata s&o axilares, solitarias e monoclinas. O seu calice se
apresenta campanulado, com o tubo medindo de 17 a 20 mm comprimento, penta-lobado,
sendo estes lobos triangulares, agudos e medindo de 10 a 13 mm de comprimento; as flores
possuem uma corola composta por cinco pétalas branco-amareladas com maculas parpuras,
livres, com 22 a 25 mm de comprimento, obovadas e rotundas no apice. Os seus estames em
numero de cinco sdo inclusos e seus filetes sdo glabos, soldados ao tubo floral e medem de
5,0 a 7,0 mm de comprimento; as anteras 2,0 - 4,5 x 0,4 - 1,0 mm s&o0 rimosas, angusto-
ovadas, recurvadas no apice, dosifixas (BARBOSA et a., 2007).

Outra caracteristica botanica de Turnera subulata é o seu ovario stpero, medindo
entre 2,0 a 2,7 mm de comprimento, se apresenta na forma ovoéide a elipsdide, pubescente,
com tricomas glandulares unicelulares, unilocular, pluriovular, seu 6vulo possui placentacéo
parietal; trés estiletes com 4,0 a 6,3 mm de comprimento, de estrutura filiformes estando
inseridos no &pice do ovario, persistentes apds antese, pilosos e estigma penicilado. Suas
cdpsulas sdo loculicidas, ovoide com 2,0 a 6,5 mm diéametro, o epicarpo € esverdeado,
apresentando-se externamente piloso e verrucoso, enquanto internamente € glabro e lustroso.
Esta espécie possui inimeras sementes com 2,0 a 3,0 mm de didmetro, com aspecto
obovaides, glabras e arilo fimbriado frontal (Figura 3, p.32) (BARBOSA et al., 2007).
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Figura 2: Foto da espécie Turnera subulata Sm — Turneraceae.
Disponivel em: http://plantes-izieres-guyane.cirad.fr/dicotyledones/turneraceae/turnera_subulata.
Acessado em: 24/10/2010.

fcm

Figura 3: Caracteristicas botanicas de Turnera subulata Sm.
A. Ramo florido ; B. Gineceu isolado; C. detalhe do fruto na planta; D-E. nectario extrafloral em
vista frontal: D. face abaxial, E. face adaxial; F-H. Estames isolados. F. em vista frontal, G. de
perfil, H. vista dorsal

FONTE: Barbosaet d., 2007.


http://plantes-izieres-guyane.cirad.fr/dicotyledones/turneraceae/turnera_subulata

Quadro 1: Taxonomia da espécie Turnera subulata Sm. Disponivel em:
http://zipcodezoo.com/Plants/T/Turnera subulata/. Acessado em: 26/10/2010.

Reino: Plantae — p. Haeckel, 1866 — Plants.

Filo: Tracheophyta — Sinnott, 1935, Ex Cavalier-Smith, 1998 - Vascular Plants.

Classe: Magnoliopsida — Brongniart, 1843 — Dicotyledons.
Ordem: Passiflorales — Dumortier, 1829.

Familia: Turneraceae — Kunth Ex A.p. De Candolle, 1828.
Género: Turnera - Linnaeus, 1753.

Epiteto especifico: subulata - Sm.

Nome Botanico: Turnera subulata Sm.
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3.6 Classes de constituintes quimicosisolados de Turnera subulata Sm. e seus aspectos
biossintéticos

3.6.1 Ester6ides

3.6.1.1 ConsideracOes gerais

Os esterdides constituem uma classe de compostos naturais com ampla distribuic¢éo na
natureza, que apresentam em sua estrutura guimica um nucleo ciclopentanoperidrofenantreno.
A diversidade das atividades biol 6gicas desses metabdlitos compreende o desenvolvimento e
o controle do sistema reprodutor humano, como também indugdo da reproducdo sexua em
fungos aquaticos, além de funcionarem como cardiotonicos, precursores da vitamina D,
anticoncepcionais orais, agentes antiinflamatorios e agentes anabolizantes (DANNHARDT et
al., 2001).

3.6.1.2 Aspectos biossintéticos dos ester 6ides

Os esterdides sdo derivados da via do &cido mevaldnico, a partir da combinacdo de
unidades de isopreno ativo. Na primeira etapa (Figura 4, p.36), duas unidade de acetil-CoA
(1) combinam-se através de uma condensacdo de Claisen formando acetoacetil-CoA (2). A
incorporacao de umaterceira unidade de acetil-CoA via uma adicdo adolica estereoespecifica
fornece o éster B-hidroxi-B-metilglutaril-CoA, (3) (HMG-CoA) que é reduzido a &cido (3R)-
mevalonico (4) (MVA), num processo que depende de NADPH. Nos passos seguintes, o
acido mevalonico é fosforilado em sequiéncia e produz 5-fosfato de mevalonato, que € entdo
descarboxilado, formando pirofosfato de isopentenila (IPP) (5), ou isopreno ativo, a unidade
de construcdo Cs da biossintese dos esterdides e triterpenos. A isomerizagdo do pirofosfato de
isopentenila, (5) e sua conversdo em pirofosfato de 3,3-dimetilail (6) (DMAPP), com a
subsegiiente condensacéo cabega-cauda destas unidades Cs (DMAPP + IPP), sob ainfluéncia
da preniltransferase, origina o pirofosfato de geranila (7) (GPP). Este por suavez, pode sofrer


http://zipcodezoo.com/Plants/T/Turnera_subulata/
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adicdo sequiencial de pirofosfato de isopentenila (IPP) por conjugagéo entre as extremidades
superior e inferior (cabeca-cauda), produzindo-se pirofosfato de farnesila (8) (FPP) e
pirofosfato de geranilgeranila (9) (GGPP) (Figura 4, p.39). A 22 Etapa (Fig 4, p.37) da
biossintese dos esterdides € desencadeada pela dimerizacdo entre as extremidades cabeca-
cauda do pirofosfato de farnesila (8) com o cétion alila (9) (FPP) levando a formac&o do pre-
esqualeno (10) este por vérios passos leva a0 esqualeno (11) (22 etapa), precursor dos
esterdides (Figura 4, p.37). A ciclizacdo do esqualeno (11) (3?2 etapa) origina os triterpenos
(Cs0), como por exemplo, o lanosterol (12) e o cicloartenol (13), que leva a formagéo dos
esterdides (Cy7) a (Cx), OuU sga, triterpenos modificados contendo o anel tetraciclico do
sistema lanosterol apds a perda dos grupos metilas das posi¢cdes C-4 ou C-14. O lanosterol
(12) leva aformacéo dos esterdides, entre eles o colesterol (14), enquanto o cicloartenol (13)
€ precursor do ergosterol (15) que origina o sitosterol (16) (Figura5, p. 38) (DEWICK, 2002).
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Figura 4 — Representacdo esquemética da biossintese dos esteroides (12 etapa)
(DEWICK, 2002)
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Figura 4 (Cont.) — Representacéo esquemética da biossintese dos esteroides (22 etapa)
(DEWICK, 2002)
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Figura 5 — Representacdo esquematica da biossintese dos esterdides (32 etapa)
(DEWICK, 2002)
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3.6.2 Feofitinas

As porfirinas constituem uma classe muito importante de moléculas que estéo
presentes em muitos sistemas biol 6gicos, como por exemplo, nos citocromos e hemoglobinas,
0S quais S0 responsaveis pela transferéncia de elétrons na cadeia respiratoria e pelo
transporte de oxigénio na corrente sanguinea, respectivamente (LEHNINGER et al., 2005).

As porfirinas e seus derivados (Figura 6, p.39) compreendem um grande grupo de
diversas entidades quimicas que sdo constituidas essencialmente de quatro anéis pirrolicos
ligados entre si por uma ponte metinica, formando um grande macrociclo. As diferencas
estruturais na série de porfirinas decorrem do grau de insaturacdo dos anéis, na composi cao
das cadeias laterais anexadas aos anéis pirrdlicos e nas posicbes axiais do macrociclo
(STERNBERG et d., 1998).

Figura 6: Estruturas da porfirina, clorina e bacterioclorina, respectivamente.

As clorofilas sGo pigmentos verdes encontrados em plantas. De um modo geral, sdo
encontradas em todos os organismos capazes de redlizar fotossintese. Tanto as clorofilas,
guanto o processo de fotossintese, sdo restritos ao reino vegetal. Na natureza, o niUmero de
clorofilas diferentes ndo é muito grande. Aproximadamente cerca de 10 tipos de clorofilas
tém sido isoladas de partes verdes de plantas. Em alguns organismos, apenas uma clorofila é
detectada, enquanto em outros, a clorofila majoritaria € acompanhada por outros pigmentos
verdes auxiliares. O componente verde mais abundante € a clor ofila a, seguido pela clor ofila
b, asclorofilasc (cl e c2), clorofila d eaprotoclorofila (SOARES, 2006).

Do ponto de vista estrutural, hd uma intima relacéo entre as clorofilas e as porfirinas,

ambas sdo ciclos tetrapirrélicos complexados com o fon magnésio (Mg®). Dentro da
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classificacéo dos derivados porfirinicos, a clorofila pertence a classe das clorinas. A clorofila
a (17) é uma clorina metalada com um fon (Mg®") e que contém uma cadeia fitilica (por
alusdo ao dcool fitol) anexa ao anel porfirinico (1V). A presenca desta cadeia longa e apolar
confere uma alta hidrofobicidade a molécula. A clorofila a (17), bem como os seus derivados
que contém a cadeia fitilica sdo insoliveis em meio aguoso. A desmetalacdo da clorofila a
(17) origina a feofitina a (18) onde o fon metdico (Mg®") é substituido por dois &tomos de
hidrogénio. A obtencdo deste derivado se da através da reagéo de hidrdlise &cida (Figura 7,
p.40) (SOARES, 2006).

(17) (18)

Figura 7: Estrutura e obtencéo dafeofitinaa (18), a partir da clorofilaa (17).

3.6.2.1 Aspectos Biossintéticos das Feofitinas

A biossintese da clorofila (figura 8, p.42) realiza-se em quatro fases. Na primeira fase
da biossintese, o acido glutéamico (19) é convertido em acido 5-aminolevulinico (20) (ALA).
Esta reacéo € incomum na medida que envolve um intermediério covaente que faz com que o
acido glutémico sgja anexado a uma molécula de RNA transportador. Este é um exemplo raro
na bioquimica em que o RNA transportador é utilizado em um processo diferente da sintese
protéica. Duas moléculas de ALA sdo, entdo, condensadas para formar o porfobilinogénio

(21) (PBG), que acabam formando os anéis de pirrol da clorofila. A proxima fase é a
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montagem de uma estrutura de porfirina através de quatro moléculas de PBG. Esta fase
consiste em seis etapas enziméticas distintas, que termina com o produto protoporfirina 1X
(22). O magnésio (Mg) é inserido, ocorre a ciclizagéo do anel V dependente de luz, a reducéo
do anel 1V e aanexacdo da cauda de fitol leva aformacéo da clorofilaa (WETTSTEIN et a.,
1995).
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Figura 8: Representacio esquematica da biossintese da Clor ofila a.



As demais feofitinas originam-se biossinteticamente da clor ofila a (23) que sofre a
perda de magnésio em meio &cido, sendo este fendmeno conhecido como feofitinizagdo. A
feofitina a (24), por sua vez, quando hidroxilada na posicdo C-13? gera 13*-hidroxi feofitina
a (25) e/ou quando hidrolisada na porcgéo éster (remocao da cadeia fitol) por acdo da enzima
clorofilase, produzirhd o feoforbideo a (26). As clorofilas a e b diferem pelos seus
substituintes no carbono 7, onde para clorofila a este substituinte é um grupo metila,
enquanto na clorofila b, este € um adeido, consegiientemente a feofitina b (27) difere da
feofitina a (24) por possuir um grupo adeido na posicdo 7* (Figura 9, p.43) [(STREIT et al.,
2005)].

R=H R’= CHs3 R’’= CyHag Feofitina a (24)
R=0OH R’= CH3 R*’= CyoHag 13%hidroxifeofitina a (25)
R=H R’= CH3 R’=CH3 Feoforbideo a (26)
R=H R’= CHO R’ = CyHzg Feofitina b (27)

Figura 9: Diferencas estruturais entre as Feofitinas.
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4. EXPERIMENTAL

4.1 L evantamento bibliogr afico

O levantamento bibliogréfico de Turnera subulata Sm., realizou-se no decorrer do
trabalho Laboratorial através do Chemical Abstracts, Biological Abstracts, bem como em
pesquisas na Internet, ndo sendo encontrado registros na literatura no que tange ao estudo
fitoquimico da espécies estudada e poucos registros no que se refere ao estudo bioldgico da

referida espécie.

4.2 Coleta do material botanico

O materia boténico, partes aéreas de T. subulata, foi coletado na Cidade
UniversitérialCampus 1/Jo&o Pessoa - PB, em setembro de 2008. Sua identificaco botanica
foi realizada pela Prof2 Dr2 Maria de Fatima Agra do setor de boténica do LTF/UFPB, sendo
uma exsi cata depositada no herbario Prof. Lauro Pires Xavier do Centro de Ciéncias Exatas e
da Natureza (CCEN) da Universidade Federal da Paraiba (UFPB) e catalogada como Agra &
Barbosa 6273 (JPB).

4.3 Processamento do material botanico

O materia boténico, partes aéreas, fresco foi desidratado em estufa, com ar circulante,
durante 48 horas, a temperatura média de 40 °C, sendo, em seguida, triturado em moinho

mecanico, fornecendo 6.0 Kg do p6 da planta (Esquema 1, p.51).

4.4 Obtencéo do extrato etandlico das partes aéreas de Turnera subulata Sm
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O p6 daplanta (6,0 Kg) foi macerado em etanol (EtOH) a 95 % por 72 horas, sendo tal
processo repetido exaustivamente. Em seguida, a solucéo etandlica foi filtrada e concentrada
em evaporador rotativo sob pressdo reduzida a 40 °C, fornecendo 604,2 g do extrato etandlico
bruto (EEB) (Esquemal, p.51).

4.4.1 Particionamento do extrato etandlico bruto das partes aéreas de Turnera subulata

Uma porcdo de 300,0 g do extrato etandlico bruto das partes aéreas de Turnera
subulata foram dissolvidos em uma solucdo EtOH:H,0 (7:3) obtendo-se, portanto, a solugdo
hidroalcodlica. Esta foi submetida sequencidmente a um particionamento com hexano,
cloroférmio, acetato de etila e n-butanol. As solugdes obtidas foram, concentradas em
evaporador rotativo sob pressdo reduzida, obtendo-se 107,6 g dafase hexanica; 12,8 g dafase

cloroformica; 12,3 g da fase acetato de etila e 20,8 g da fase n-butandlica (Esquema 1, p.51).

4.4.2 Fracionamento do extrato etandlico bruto das partes aéreas de Turnera subulata
Sm

Uma aliquota de 300g do extrato etandlico bruto das partes aéreas de Turnera subulata
foi submetida a um fracionamento com hexano, cloroférmio e metanol (ZHAO et al., 2008)
obtendo-se trés fracbes que apds concentracdo em rotaevaporador forneceram trés residuos:
hexanico (8,36g); cloroférmio (15,82g) e metandlico (207,99) (Esquema 2, p.52).

45 Isolamento e purificagdo dos constituintes quimicos das fases hexanica e
cloroformica do extrato etandlico bruto das partes aér eas de Turnera subulata Sm

O isolamento, purificagdo e andlise dos constituintes quimicos da fase hexanica;
residuo cloroférmico e residuo metandlico do extrato etandlico bruto de T. subulata foram

realizados através de técnicas cromatogréficas como: cromatografia em coluna; cromatografia
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em camada delgada preparativa; cromatografia liquida em média presséo (CLMP) e
cromatografia em camada del gada analitica, respectivamente.

4.5.1 Procedimentos cromatogr &ficos e definicdo do grau de pureza

Os adsorventes gel de silica 60 (Merck) 7734 (particulas com 0,063-0,2 mm, 70-230
mesh), silica flesh (particulas com 0,04-0,063mm, 230-400 mesh) e Sephadex LH-20 (Merck)
foram utilizados para a cromatografia em coluna, e em coluna sob média pressdo tendo como
suporte colunas de vidro cilindricas com dimensdes variando de acordo com a quantidade de
amostra a ser cromatografada. Como fase movel, nos processos cromatogréficos, foram
utilizados sol ventes comerciais destilados no setor de destilagéo do LTF/UFPB.

A Cromatografia em Camada Delgada Analitica (CCDA) foi empregada para a andlise
e reunido das fragdes obtidas por cromatografia em coluna e para a analise da pureza dos
constituintes isolados. As placas cromatogréficas utilizadas para CCDA foram preparadas
com uma suspensao gel de silica PFas4 (Art. 7749 Merck) em agua, seguindo técnica descrita
por Matos (1997), sendo a espessura da camada de silicaigual a0,3 mm. A Cromatografiaem
Camada Delgada Preparativa (CCDP) foi empregada para o isolamento das substancias de
Turnera subulata sendo as placas de CCDP preparadas seguindo a mesma técnica utilizada
para as placas de CCDA, mas com a espessura da camada de silica igua a 1,0 mm. Como
suportes para as placas cromatograficas foram utilizadas placas de vidro com dimensbes
variadas de 5x20, 10x20 e 20x20 cm.

O fracionamento cromatografico a media pressdo foi realizado em aparelho BUCHI
(Switzerland) Pump Manager C — 615 do Laboratério de Tecnologia Farmacéutica — UFPB
utilizando-se como adsorvente Silica flesh, como sistemas de solvente: hexano, acetato de
etilae metanol.

As substancias em analise foram evidenciadas pelo uso de radiacéo ultravioleta nos
comprimentos de onda de 254 e 366 nm como também impregnacéo das placas em cubas de
vidro, saturadas por vapores de iodo. O monitoramento das substancias através do fator de
retencdo (Rf) na CCDA foi o método adotado para reunir as fragdes coletadas durante a
cromatografia em coluna.

Para definir o grau de pureza das substancias isoladas, fez-se 0 uso de CCDA

utilizando-se vérios sistemas de sol ventes.



4.5.1.1 Processamento cromatogr &fico dos residuos clor of ormico e metandlico do extrato
etandlico bruto das partes aéreas de Turnera subulata Sm.

Do residuo cloroférmico do extrato etandlico bruto de T. subulata retirou-se 12g para
a readlizagcdo de uma filtragdo sob presso reduzida em um funil de placa porosa, utilizando
silica gel 60 como fase estacionaria e como eluentes Hexano e Acetato (puro ou em misturas
binérias). Desta filtracdo obteve-se 7 fragOes (Esquema 2, p.52)

A fracdo Hex: AcOEt (8:2) (0,9849qg) (Esquema 2, p.52) foi submetida a uma
cromatografia em aparelho de média pressdo com silica flesh e eluida com hexano, acetato de
etila e metanol, sendo coletadas 150 fragOes de 15 mL, cada, que foram analisadas e reunidas
por CCDA (Quadro 2, p.56). A sub-fracdo 23/49 depois de submetida & cromatografia em
camada delgada preparativa, eluida com uma mistura bindria Hex: AcOet forneceu 0,026g de
um sblido amorfo verde escuro codificado como Ts— 1 (Esquema 2, p.52).

As fragdes Hex: AcOEt (7:3), Hex: AcOEt (1:1), Hex:AcOEt (3:7) foram reunidas
baseando-se em CCDA, resultando em 2,2137g que foram plicadas em uma coluna de silica
gel 60 eluida em uma mistura de Hexano, AcOEt e MeOH, de onde se obteve 181 fragcdes de
20 mL cada analisadas por CCDA (Quadro 3, p.56), sendo a sub-fracéo 29/41 submetida a
uma cromatografia em camada del gada preparativa CCDP, eluida em Hex:AcOEt (85:15), de
onde se obteve uma fragdo (0,0161g) que caracterizou-se como um solido amorfo verde
escuro, sendo definido portanto, como substancia Ts— 2 (Esquema 2, p.52).

A fragdo AcOEt (0,6682 g) do residuo cloroformico do extrato etandlico bruto das
partes aéreas de Turnera subulata Sm foi submetida a uma coluna de Sephadex LH-20
(Esquema 2, p.52) eluidaem MeOH. Foram obtidas 10 frages de 10 mL, cada, analisadas em
cromatografia em camada delgada analitica (CCDA) sendo a sub-fragcdo 7/10 recristalizada
em MeOH:CHCI; e o0 seu precipitado (0,0076g), mostrou-se como um solido amorfo branco,
codificadao como sendo a substancia Ts— 3.

Do residuo metandlico do extrato etandlico bruto das partes aéreas de Turnera
subulata Sm (Esguema 3, p.53) retirou-se uma aliquota de 5,0g que foi submetida a uma
colunade silica gel 60 eluida com uma mistura de CHCl; MeOH e H,O segundo metodologia
descrita por Zhao et al. (2008). Foram obtidas 96 fracOes de 75 ml cada sendo estas
analisadas por CCDA e reunidas de acordo com seus Rf’s (Quadro 4, p.57). A sub-fragdo
15/18 (109mg) foi aplicada em uma coluna de silica flesh adotando Hexano, CHCl3; e MeOH
como solventes de eluicdo Desta coluna obteve-se 59 fracbes de 25 ml, cada, que foram
analisadas através da metodologia anterior (Quadro 5, p.57). A sub fragdo 18/20 (0,0123g) foi
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caracterizada como solido amorfo amarelo-amarronzado, denominada portanto, como
substéncia Ts- 4 (Esquema 3, p.53).

4.5.1.2 Processamento cromatografico da fase hexanica do extrato etandlico bruto das
partes aéreas de Turnera subulata Sm.

A fase hexénica do extrato etandlico bruto das partes aéreas de T. subulata (50,0 g) foi
submetida a uma filtragdo a vacuo, utilizando como fase estacionéria gel de silica 60 (Merck)
7734 (particulas com 0,063-0,2 mm, 70-230 mesh), e como suporte um funil de Blnchner,
com placa porosa. Como fase mével foram utilizados hexano e/ou AcOEt. As fragOes foram
concentradas em evaporador rotativo sob pressdo reduzida (Esquema4, p.54).

A fracdo Hex:AcOEt (7:3) (5,7 g) da fase hexanica do EEB das partes aéreas de T.
subulata foi submetida a cromatografia em coluna utilizando como adsorvente gel de silica 60
(Merck) 7734 (particulas com 0,063-0,2 mm, 70-230 mesh) e como euentes hexano,
diclorometano (CH.Cl,), e MeOH puros ou em misturas binérias com gradiente crescente de
polaridade (Esquema 5, p.55). Desta coluna, foram coletadas 250 frages de 40,0 mL cada,
concentradas em evaporador rotativo, analisadas em CCDA e reunidas de acordo com seus
fatores de retencéo (Rf’s) (Quadro 6, p.58). A sub-fragcdo 132/250 (3,0 g) foi submetida a uma
nova cromatografia em coluna adotando-se a metodologia anterior. Desta coluna, foram
coletadas 262 fragGes de 20,0 mL cada, concentradas em evaporador rotativo, analisadas em
CCDA e reunidas de acordo com seus fatores de reten¢do (Rf’s) (Quadro 7, p.58). A sub-
fragdo 186/262 (2 g) oriunda da coluna anterior foi submetida a uma outra cromatografia em
coluna utilizando como adsorvente gel de silica 60 (Merck) e como eluentes hexano,
diclorometano (CH,Cl,) e MeOH puros ou em misturas binérias com gradiente crescente de
polaridade. Desta coluna, foram coletadas 69 fragbes de 25 mL, cada, concentradas em
evaporador rotativo, analisadas em CCDA e reunidas de acordo com seus fatores de retencéo
(Rf’s) (Quadro 8, p.59). A fracdo reunida 03/04 (0,0106g), caracterizada como um solido
amorfo escuro-arroxeado, foi submetida a espectometria de RMN H e RMN *C o que

permitiu codificar afracdo reunida 03/04 como sendo a substéncia Ts - 5 (Esquemab, p.55).
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4.6 Caracterizacdo estrutural dos constituintes quimicos isolados de Turnera subulata
Sm.

A caracterizacdo estrutural dos constituintes quimicos isolados de T. subulata foi
redlizada pela andlise dos espectros obtidos através dos métodos espectroscOpicos no
Infravermelho (IV) e Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN H) e Carbono-13
(RMN *3C), utilizando técnicas uni e bidimensionais (HSQC, HMBC, COSY e NOESY),

além de comparagdes com model os da literatura.

4.6.1 Infravermeho

Os dados espectrais na regiao do infravermelho foram obtidos em aparelho Perkin-
Elmer, FT-IR-1750 do Laboratério de Tecnologia Farmacéutica-UFPB, utilizando-sede 1 a3

mg da amostra em pastilhas de KBr. As absor¢des foram registradas em cm-1.

4.6.2 Ressonancia M agnética Nuclear

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear foram obtidos nos espectrébmetros
Mercury-Varian a 200 e 500 MHz do Laboratério de Tecnologia Farmacéutica-UFPB,
otimizados para técnicas uni e bidimensionais, utilizando-se quantidades variaveis de
amostras. Os solventes empregados para solubilizar as amostras foram Cloroformio deuterado
(CDCl5) e Piridina deuterada (CsDsN) registrados a partir dos seus picos caracteristicos em
RMN de *H e RMN *3C em relagéo ao TMS.



P6 da Planta (6,0 Kg)

rato Etanolico Bruto (30

solucao Hidroaleodlic

Particdo Liquido-Liquido

Maceracdo 72h com Etanol
Concentragdo sob pressdo reduzida

EtOH:H,0 (7:3)
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Q o

Hexano CHCl;

* % *

v v
Fase Hexanica ‘ase Cloroférmic
(107,6 g) (12,8 g)

P
) 4

AcOET

Fase AcOEt
(12,3 g)

V. \
<

n-butanol

v
fase n-butandlic
(20,8 g)

*k*

v

ase Hidroalcoolic
(122,0 g)

Esquema 1. Obtencéo e Particdo liquido-liquido do extrato etandlico bruto das partes

aéreas de Turnera subulata Sm

(*) — Estudos anteriores.
(**) — Estudos anteriores e atual.
(***) — Estudos Posteriores.



RATO ETANOLICO BRUTO (E
D0g

Fracionamento
Hexano; CHCl3; MeOH.

siduo Hexanico (8,3

iduo Cloroformico (15,8:

Filtragdo em Silicagel 60

{ ) . — e .

Cromatografiaa Média Pressdo
Hexano. AcOEt. MeOH

Silicagel 60
Hexano, AcOEt, MeOH
CCDA
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iduo Metanolico (207,¢

ex:AcOE m

Sephadex LH-20
MeOH
CCDA

** Recristalizacdo

Esguema 2: Processamento cromatografico do extrato etandlico bruto das partes aéreas de

Turnera subulata Sm e do residuo cloroférmico.

(*) — Disponibilizada para estudo Farmacol égico.
(**) - CHCI;:MeOH
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esiduo Metandlica (5

Silicagel 60
CHCI;, MeOH, H,0O
CCDA

'
&
)
Y

/O,
v v

Silicaflesh
N /M ‘

Hexano,CHCl;, MeOH,
CCDA

v

Esquema 3: Fracionamento cromatogréfico do residuo Metandlico do extrato etandlico
bruto das partes aéreas de Turnera subulata Sm.

(*) — Disponibilizada para estudo Farmacol égico.



fase Hexanica (50,0 g

Silicagel 60
Hexano, AcOEt, MeOH
CCDA
O\ Y M
CP Y Y Y Q

Fracao Hexanica racao ['raca Fracao AcOEt
(11,3 g) [exano:AcOEt (9: AcOEt (7:3) (5,7 g s (11,3 g)

Esquema 4 : Fracionamento cromatogréfico da fase Hexanica do extrato etandlico bruto das
partes aéreas de Turnera subulata Sm.
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5,7 ¢

*Silicagel 60
*Hexano, CH,Cl,, MeOH
*CCDA

Ve N VN
Ve VY- \ e\ e\ (‘B
: G/ -
-

Esquema 5: Fracionamento cromatografico da fragdo Hexano:Acetato (7:3) da fase
hexanica do extrato etandlico bruto das partes aéreas de Turnera subulata Sm.

132250 3 g

*Silicagel 60
*Hexano, CH,Cl,, MeOH
*CCDA

7™

*Silicagel 60
*Hexano, CH,Cl,, MeOH
*CCDA
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Quadro 2: Fracionamento cromatografico sob média pressio da fracdo Hexano: AcOEt (8:2) do
residuo cloroférmico do extrato etandlico bruto das partes aéreas de Turnera subulata Sm.

\ Eluentes

FracoOes obtidas

FragBes reunidas \

Hexano : AcOEt (95:5) 01-17 1/22 (100 mg)
Hexano : AcOEt (9:1) 18-44 23/49 — CCDP — Ts— 1 (26mq)
Hexano : AcOEt (85:15) 45-60 50/103 (502 mg)
Hexano: AcOEt (8:2) 61-64 104/123 (350 mg)
Hexano: AcOEt (7:3) 65-100 124/150 (69 mQ)
Hexano : AcOEt (6:4) 101-111
Hexano: AcOEt (1:1) 112-120
Hexano: AcOEt (4:6) 121-125
Hexano: AcOEt (3:7) 126-134
Hexano: AcOEt (2:8) 135-140
Hexano: AcOEt (1:9) 141-146

AcOEt 147-150

Quadro 3: Fracionamento cromatografico da reunido das fragdes Hex:AcOEt (7:3), Hex:AcOEt
(1:1), Hex:AcOEt (3:7) do residuo cloroférmico do extrato etandlico bruto das partes aéreas de
Turnera subulata Sm.

| Eluentes Fracdes obtidas Fracdes reunidas \
Hexano : AcOEt (95:5) 01-39 1/28 (100 mg)
Hexano :AcOEt (9:1) 40-68 29/41 - CCDP —Ts—2 (16 mq)

Hexano : AcOEt (8:2) 69-93 42/69 (484 mg)
Hexano : ACOEt (7:3) 94-108 70/110 (939 mg)
Hexano : AcOEt (6:4) 109-119 111/148 (513 mg)
Hexano : AcOEt (1:1) 120-136 149/181 (161,7 mg)
Hexano : AcOEt (4:6) 137-143
Hexano : AcOEt (3:7) 144-147
Hexano : ACOEt (2:8) 148-153
Hexano : AcOEt (1:9) 154-164

AcOEt 165-174
AcOEt : MeOH (95:5) 175-181




57

Quadro 4: Fracionamento cromatografico do residuo metandlico do extrato etandlico bruto das
partes aéreas de Turnera subulata Sm.

Eluentes Fracobes obtidas FracOesreunidas
CHCI3 1-20 1/14(2,09)
CHCI3 : MeOH (95:5) 21-30 15/18 (109,0 mq)
CHCI3: MeOH (9:1) 31-40 19/28 (2,19 mg)
CHCl3: MeOH (85:15) 41-50 29/54 (432 mg)
CHCI3: MeOH (8:2) 51-60 55/96 (370,89 mg)
CHCl3: MeOH (7:3) 61-69
CHCl3: MeOH (6:4) 70-75
CHCl3: MeOH (1:1) 76-82
CHCl3: MeOH : H,O (97:2:1) 83-88
CHCl3: MeOH : H,0 (96:3:1) 89
CHCl3: MeOH : H,0 (96:2,5:1,5) 90-96

Quadro 5: Fracionamento cromatogréfico da sub-fragdo (15/18) do residuo metandlico do
extrato etandlico bruto das partes aéreas de Turnera subulata Sm.

Eluentes Fracodes obtidas Fracbesreunidas |
Hexano : CHCl; (1:1) 01-05 01 (10 mg)
Hexano : CHCI3 (4:6) 06-07 02/17 (25,8 mQ)
Hexano : CHCl3 (3:7) 08-09 18/20 — Ts—5 (12,3 mQ)
Hexano : CHCl; (2:8) 10-11 21/28 (86,7 mQ)
Hexano : CHCl3 (1:9) 12-14 29/40 (40 mg)

CHCI3 15-24 41/59 (20,9 mg)
CHCI3 : MeOH (98:2) 25-37
CHCI3: MeOH (97:3) 38-41
CHCI3; : MeOH (96:4) 42-44
CHCI3: MeOH (95:5) 45-52
CHCI3: MeOH (9:1) 53-55
CHCI3: MeOH (8:2) 56-57
CHCI3: MeOH (1:1) 58-59
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Quadro 6: Fracionamento cromatografico da fracdo Hexano:AcOEt (7:3) da fase
hexanica do extrato etandlico bruto das partes aéreas de Turnera subulata Sm.

\ Eluentes Fragdes obtidas Fragbesreunidas |
Hexano 1-14 1/21(2,09)
Hexano: CH,Cl, (9:1) 15-25 22/90 (3,1 g)
Hexano: CH,Cl; (8:2) 26-42 91/131 (600 mg)
Hexano: CH,Cl; (7:3) 43-67 132/250 (3,0 9)
Hexano: CH,Cl, (6:4) 68-88
Hexano: CH.Cl, (1:1) 89-129
Hexano: CH,Cl, (4:6) 130-157
Hexano: CH,Cl, (3:7) 158-172
Hexano: CH,Cl, (2:8) 173-195
Hexano: CH,Cl, (1:9) 196-221
CH.Cl, 222-237
CH,Cl,: MeOH (95:5) 238-243
CH,Cl,: MeOH (9:1) 244-250

Quadro 7: Fracionamento cromatogréfico da sub-fracdo (132/250) da fracdo Hexano:AcOEt
(7:3) dafase hexanica do extrato etandlico bruto das partes aéreas de Turnera subulata Sm.

Eluentes

Fracoes obtidas

FragBesreunidas |

Hexano: CH,Cl, (7:3) 1-48 1/33 (150 mg)
Hexano: CH,Cl, (6:4) 49-83 34/63 (160 mQ)
Hexano: CH,Cl, (1:1) 84-147 64/83 (230 mg)
Hexano: CH,Cl; (4:6) 148-194 84/107 (250 mg)
Hexano: CH,Cl; (3:7) 195-216 108/133 (20mg)
CH.Cl, 217-244 134/185 (190mg
CH,Cl,: MeOH (9:1) 245-255 186/262 (2,0 9)
CH,Cl,: MeOH (8:2) 256-260
CH,Cl,: MeOH (7:3) 261-262
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Quadro 8: Fracionamento cromatografico da sub-fragdo (186/262) oriunda da sub-fracéo
(132/250) da fase hexanica do extrato etandlico bruto das partes aéreas de Turnera subulata Sm.

Eluentes

Fracobes obtidas

Fracbesreunidas

Hexano: CH,Cl; (4:6) 1-11 01/02 (25 mg)
Hexano: CH,Cl, (3:7) 12-26 03/04 — Ts—=5 (10,6 mq)
Hexano: CH,Cl, (2:8) 27-29 05/24 (450 mg)
Hexano: CH,Cl, (1:9) 30-48 25/43 (630 mg)
CH,Cl, 49 44/48 (200 mg)

CH,Cl,: MeOH (95:5) 50-57 49/54 (356 mQ)
CH,Cl,: MeOH (9:1) 58-61 55/69 (328,4 mg)
CH,Cl,: MeCH (8:2) 62-63

CH,Cl,: MeOH (7:3) 64-65

CH,Cl,: MeOH (6:4) 66-69
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5. RESULTADOSE DISCUSSAO

5.1 Substancias isoladas do extrato etandlico bruto das partes aéreas de Turnera
subulata Sm.

O estudo fitoquimico do residuo cloroférmico e metandlico, obtidos por
fracionamento do extrato etandlico bruto das partes aéreas de Turnera subulata Sm, e da fase
hexanica obtida por particdo do referido extrato levou ao isolamento de cinco substancias
(Figura 10, p. 61) codificadas com as letras iniciais da espécie (Ts), seguida da numeracéo de
1 a5 de acordo com a ordem em que foram isoladas. Do residuo cloroférmico, citado
anteriormente foram obtidas as substancias Ts-1, Ts-2 e Ts-3. Do residuo metandlico foi
isolada a substancia Ts-4, enquanto da fase hexanicafoi isolada a substancia codificada como
Ts-5.

Ts1 R=H R;=CH,
Ts2 R=OH R, = CHj
Ts4 R=H R,;=CHO
e H,C
CH 3,
CH 4 H 5C

Ts-3a=A%°
TS‘Sb - AS,G; 22,23

HO o

HO
HO

OH
CH3

CH3

Figura 10: Substéncias isoladas de Turnera subulata Sm.
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5.2 Caracterizagdo estrutural de Ts-1.

A substancia codificada como Ts-1 apresentou-se como um solido amorfo verde
escuro. O espectro de IV (Fig. 12, p. 70) da substancia mostrou uma banda caracteristica de
estiramento de C-H alifético em 2926 cm™ e uma banda sugestiva de estiramento C-H de
grupo metoxilico em 2854 cm™. Observou-se a presenca de uma banda em 3435 cm™, a qual
propds se tratar de deformacdo axial de N-H de aminas ou de O-H. Uma outra banda,
observada em 1377 cm™, fortaleceu a sugestéo da presenca de grupo amino, por tratar-se de
deformacdo axia de ligagdo C-N. Esta observacdo, aliada a presenca de uma banda em 1618
cm't, condizente com a absorcéo de ligacgo dupla em sistemas conjugados, levaram a sugerir
que a molécula em andlise contém nlcleo porfirinico. Absorcdes em 1735 e 1701 cm™
condizentes com a deformacdo axia de grupo carbonilico ndo conjugado e conjugado,
respectivamente sugerem a presenca desses grupos em Ts-1 (SILVERSTEIN et al., 2005;
PAVIA et d., 2010).

O espectro de RMN *H (Fig. 13, p. 71) de Ts-1 e suas expansdes (Figs. 14 a 18, p. 72
a 76) exibiram absorc¢des que corroboram a sugestdo que Ts-1 trata-se de uma substancia com
nucleo porfirinico. Esta sugestdo foi fortalecida ao observarmos sinais para quatro metilas de
anéis pirrdlicos em 3,82 (Me-12%); 3,40 (Me-2Y); 3,21 (Me-7%) e 1,81 (Me-18 %) sendo os trés
primeiros referentes as metilas dos anéis 111, | e Il, sendo o quarto sinal condizente com a
metila do anel IV do nucleo porfirinico (Tabela 1, p. 67). O sina em 6 3,21 permitiu propor
que Ts-1 trata-se da feofitina a, uma vez que a feofitina b possui em C-7* um grupo aldefdo
(SCHWIKKARD et a., 1998).

Ainda observando o espectro de RMN *H (Fig. 13, p.71) e suas expansdes (Figs. 14 a
18, p. 72 a 76) percebemos o fortalecimento da proposta do nucleo porfirinico ao observar
sinais para hidrogénios vinilicos Ha - 3' em & 7,98 (dd-J=17,78 Hz e 11,51 Hz) que acopla
trans com Hc - 3> em § 6,28 (dd, J=17,78 Hz) e cis com Hb - 3° em 6,17 (dd, J=11,51 Hz e
1,0 Hz). Este por sua vez acopla geminado com Hc - 3? (J=1,0 Hz) (Tabela 1, p. 69). Foram
ainda observados sinais para trés hidrogénios olefinicos em & 9,38, 6 953 e & 8,58
condizentes com os hidrogénios H-5, H-10 e H-20 respectivamente, do nucleo porfirinico das
feofitinas (Fig. 7, p. 40) (MATSUO et da., 1996; DUAN et al., 2002 e SILVA et al. 2006).
Um singleto largo em & 3,88 (H-13%) (Fig. 16, p. 74) com integracéo para trés hidrogénios,
caracteriza 0 grupo metoxila, fortalecendo a sugestdo dada pelo IV (Fig. 12, p. 70) da
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presenca deste grupo em Ts-1 na posicdo C-13*. Um tripleto em & 1,69 (Fig. 17, p. 75) com
J=7,55 Hz condiz com hidrogénios do grupo CHs, da posicio C-82, (Tabela 1, p. 67). A figura
15, p.73, nos mostra um singleto em &y 6,27 condizente com o hidrogénio da posicdo 137,
indicando que o referido nucleo porfirinico seria hidrogenado naquel a posi¢éo.

As figuras 17 e 18, p. 75 e 76 sugerem que a substancia em analise possui em sua
estrutura o grupo fitil éster em C-17°. Esta sugestdo baseou-se na existéncia de um envelope
referente a sinais para hidrogénios metilicos, metilénicos e metinicos entre 0,8 e 2,9 o (Mo-1)
(TOMAZ et d., 2008). A localizagdo do grupo C-17° fundamentou-se também quando
comparados os dados de Ts-1 com o 17°— etoxifeoforbideo (Mo-2) (SILVA et al., 2006), que
n&o possui o grupo fitil éster em C-17° (Tabela 2, p. 69).

A compilacdo dos dados de IV e RMN*H, em consonancia com os dados da literatura
(Tabela 1, p. 67) levaram a sugerir que Ts-1 possui 0 nucleo porfirinico e um grupo fitila
(Tabela 2, p. 68) podendo tratar-se dafeofitina a (Fig. p. 63).

Feofitina a

A andlise dos espectros de RMN *C-APT (Figuras 19 a21, p. 77 a79, Tabelas 1 e 2,
p. 67 e 68) revelou picos para 55 &omos de carbono, onde pode-se definir 19 néo
hidrogenados, 11 metinicos, entre os quais um vinilico em &¢ 129,04 (C-3"), 14 metilénicos,

com destague também para um carbono vinilico em ¢ 122,98 (C-3°) e 11 metilicos com um



sinal em &8¢ 52,86, tipico de CH3z de metoxila de éster, que fortalece as sugestbes do IV e
RMN*H para aexisténcia desse grupo em Ts-1 (Tabela 1, p.67).

A sugestdo feita, baseando-se nos dados de RMN'H, que Ts-1 pode tratar-se da
feofitina a foi fortalecida pelo espectro de RMN *C-APT (Figuras 19 a 21, p. 77 a 79) que
mostrou um envelope de sinais com 17 absorcOes referentes aos carbonos metinicos,
metilénicos e metilicos do radica fitila. Outros dados que fortaleceram a presenca do referido
radical em Ts-1 foram trés sinais. um em 8¢ 61,46 atribuido ao carbono oximetilénico (CHo-
P1) e dois referentes aos carbonos olefinicos (CH-P,) em 6¢ 117,79 e (CH-P3) em 6¢ 142,19
(Tabela 2, p. 68).

O espectro de RMN 'H x 'H-COSY (Fig. 22 a 24, p. 80 a 82, Tabela 3, p. 69)
confirmou a presenca dos grupos vinilico (C-3") e etila (C-8), antes proposto pelo espectro de
RMN *H unidimensional ao mostrar acoplamento entre as absorcdes do (H-3") em § 7,98 com
(H-3%trans) em & 6,28 e com (H-3%cis) em & 6,17, referentes aos hidrogénios vinilicos e
entre § 3,68 (H-8") e 1,69 (CH3-8%), atribuidos aos grupos etila.

Os espectros de correlaggo bidimensional heteronuclear a duas (“Jc) e a trés ligagdes
(*Jen) HMBC (Figuras 25 a 28, p. 83 a 86, Tabela 3, p. 69) mostraram correlacdo a Jcy entre
os hidrogénios (3°Hc) em 84 6,28 e (3°Hb) em &y 6,17 com o carbono C-3 em 8¢ 136,69
como também entre H-3' em & 7,98 (H-3%) com o C-2 em &8¢ 132,09. Outra correlaco *Jcy
acontece entre os hidrogénios H-8% em &4 1,68 com o carbono C-8 (8¢ 145,04). Estas
correlacfes permitiram definir inequivocamente as posi¢des 3 e 8 para 0s grupos vinilico e
etilico, respectivamente. As atribuicdes referentes aos hidrogénios olefinicos e grupos metila
foram atribuidas também através do HMBC pelas correlagdes seguintes; CH3z-2" (8 3,40)
com 8¢ 132,09 (C-2) a2Jcy e com 8¢ 142,78 (C-1) e 8¢ 136,69 (C-3) a 3Jon; CH3-7* (51 3,21)
com d¢ 135,89 (C-7) aZJCH e com os carbonos C-6 (6¢ 155,55) e C-8 (o¢ 145,04) a3JCH; CHs-
12* (3,82) (33) com 8¢ 129,14 (C-12) e (3J) com 8¢ 138,00 (C-11) e §¢ 129,14 (C-13); & 9,53
(H-10) (3J) com &¢ 138,00 (C-11) e (°J) com 8¢ 145,04 (C-8); &y 9,38 (H-5) (3J) com 8¢
136,44 (C-4); &y 8,58 (H-20) (2J) com ¢ 132,09 (C-2). As atribuicdes dos carbonos 13 e 13
do anel V foram feitas através das correlacdes entre 8 6,27 (H-13?) a duas ligagBes com 8¢
189,51 (C-13Y), 8¢ 169,49 (C-13°) e 8¢ 105,63 (C-15) e atrés ligagdes com 8¢ 150,02 (C-14).
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Figura 11: Estrutura do composto Ts-1 e principais correlacbes observadas no
espectro de HMBC.

O espectro de RMN 'H x 'H-NOESY (Fig. 32, p. 90) permitiu estabelecer a
estereoquimica dos carbonos 17, 18" e 13% mostrando acoplamento espacial entre o H-17 em &
4,16 e 0 CH3-18" em & 1,81 de onde se inferiu que H-17 e CH3-18" possuiam configuracéo o.
A auséncia de acoplamento entre os hidrogénios H-17 e H-13% (5 6,27), espacialmente
préximos na estrutura sugerida, favoreceu a afirmacéo de que H-137 teria configuracdo B e
conseglientemente 0 grupo éster em C-13% seriao.

Estas interagOes permitiram estabelecer, com o auxilio do espectro de correlagéo
heteronuclear direta HSQC os deslocamentos quimicos dos hidrogénios e carbonos. As
correlacOes diretas entre os hidrogénios dos nucleos porfirinicos H-5, H-10 e H-20 e seus
respectivos carbonos sdo exibidas nas figuras 29 a 31, p. 87 a89 e natabela 3, p. 69. A figura
30, p.88 mostrou as correl acdes entre os hidrogénios e carbonos das metilas CHs-2; CH3-12";
CH3-8 e CH5-18", destacando-se as correlacbes existentes entre os hidrogénios H-7* e seu
carbono C-7%, visto que a metila CH3-7* caracteriza a feofitina a (Tabela 3, p. 69). As demais
correlagoes foram definidas por comparagoes com dados da literatura (MATSUO et a., 1996;
SCHWIKKARD et al., 1998; DUAN et al., 2002; SILVA et a. 2006).

Um dado interessante que deve ser destacado diz respeito ao valor do deslocamento

quimico revelado pelo espectro de RMN **C para o carbono quaternério na posicao 13° (8¢
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169,49), ja que 0 mesmo ndo esta de acordo com os dados da literatura. Matsuo et a. (1996) e
Schwikkard et al. (1998) relatam que este valor € 6¢c 173,0. No entanto, nossa atribuicéo €
inequivoca uma vez que o espectro HMBC mostrou correlagdes a 2Jcy entre 0 H-13% (8 6,27)
com o C-13% (8¢ 169,49) (Figura 26, p. 84) e a %Jcy com os hidrogénios metoxilicos na
posicao 13* (5 3,88) (Figura 27, p. 85), fortalecendo nossos dados (Tabela 3, p. 69).

Os demais assinalamentos de carbonos no que diz respeito a cadeia lateral de fitol
foram determinados com base em comparagdo com dados da literatura (TOMAZ, 2008;
MELOS et al, 2007; Tabela 2, p. 68), permitindo identificar a substancia Ts-1 como sendo a

Feofitina a (Fig. p. 63) descrita pela primeiravez nafamilia Turneraceae.
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Tabela 1: Dados comparativos de RMN 'H e °C de Ts-1 (8, CDCls, 500 e 125 MHz,
respectivamente) com os modelos Mo-1 (3, CDCl3, 500 e 125 MHz; TOMAZ et al., 2008) e
Mo-2 (8, CDCl3, 200 e 50 MHz; SILVA et a., 2006)

Mo-1 Mo-2 TS 1
C oC oH 0C oH oC oH
1 142,34 - 141,98 - 142,78 -
2 131,10 - 131,78 - 132,09 -
2! 12,26 3,39 (9 12,06 3,37 (9 12,07 3,40 (9
3 136,82 - 136,16 - 136,69 -
7,95 (dd, J=17,85 7,93 (dd, J=17,8 e 7,98 (dd-J=17,81 Hz
3t 129,19 Hz, 11,48 H2) 128,91 11,6 Hz) 129,04 e11,51 Hz)
6,14 (dd, J=11,6e1,6 6,28 (trans) (dd-
3? 123.11 J:61,72,79ét;‘_|a2)8 )e(g,’18 122,72 Hz) (Cis) e 6,24 (dd, 122,98 J=17,78HZ) e
’ (cis) (d, J=11,10 H2) J=17,8e1,6 H2) 6,17(Cis) (dd-
(Trans) JF1151Hzel,0Hz)
4 136,51 - 136,40 - 136,44 -
5 97,66 9,35(9) 97,39 9,30 (9 97,52 9,38 (9
6 155,55 - 155,55 - 155,55 -
7 136,14 - 136,05 - 135,89 -
7 11,35 3,19 (9 11,11 3,16 (9) 11,20 3,21 (9
8 145,25 - 145,09 - 145,04 —
8! 19,60 3,63 (M) 19,32 3,64 (m) 19,47 3,68 (s, 2H)
8 17,52 1,66 (m) 17,37 1,65 (t, J=7,60 Hz) 16,28 1,69 (t) J=7,55Hz
9 150,92 - 150,86 - 150,05 -
10 104,59 9,51 (9 104,32 9,45 (9 104,44 9,53(9)
11 138,14 - 137,83 - 138,00 -
12 129,03 - 128,80 - 129,14 -
12 12,32 3,69 (9 12,06 3,65 (9 12,09 3,82 (9
13 129,14 - 128,80 - 129,14 -
13* 189,81 - 189,66 - 189,51 -
132 64,90 6,30 (9 64,66 6,25 (9) 64,75 6,27 (9
13° 169,77 - 172,95 - 169,49 -
13* 53,07 3,91 (9 52,88 3,87 (9 52,86 3,88 (9
14 149,59 - 149,59 - 150,02 -
15 105,10 - 105,10 - 105,63 -
16 161,19 - 161,19 - 161,30 -
17 51,42 4,15 (m) 51,05 4,19 (m) 51,30 4,16 (m)
17 29,89 - 29,76 - 29,68 -
177 31,42 - 31,16 - 31,24 -
17° 173,18 - 172,19 - 173,83 -
18 50,36 4,34 (m) 50,05 4,44 (m) 50,19 4,47 (m)
18" 23,28 1,84 (d) 2394 1,79 (d, J=7,40 H2) 23,08 1,81 (d)
19 172,63 - 169,60 - 172,89 -
20 93,72 8,60 () 93,06 8,53 (9 93,59 8,58(9)
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Tabela 2: Dados comparativos de RMN *3C da cadeia fitila de Ts-1 (5, CDCl5 50 MHz) com
0s modelos Mo-3 (8, CDCl3, 125 MHz; TOMAZ, 2008) e Mo-4 (5, CDCl3, 75 MHz; MELOS
etal., 2007).

CADEIA DE FITOL -TS-1

Mo- 3 Mo-4 Ts-1
C d5C dC dC
P1 61,69 59,40 61,46
P2 117,93 123,10 | 117,79
P3 143,02 140,10 | 142,19
P4 39,98 39,80 39,78
P5 25,17 25,10 24,98
P6 37,57 36,60 37,37
P7 32,93 32,70 32,60
P8 37,50 37,20 37,31
P9 24,60 24,50 24,86
P 10 36,82 37,30 37,25
P11 32,79 32,60 32,74
P12 37,44 37,30 36,63
P13 24,95 24.70 24,74
P14 39,53 39,30 39,34
P 15 28,14 27,90 27,94
P 16 22,89 22,70 22,68
P17 22,80 22,60 22,59
p 11t 19,84 19,70 19,70
P7 19,90 19,70 19,63
p3t 16,48 16,10 17,30




Tabela 3: Dados espectrais de RMN *H e ¥C (5, CDCls,

respectivamente) do nucleo porfirinico de Ts-1.

500 e 125 MHz,

HxBC HxBC H x H
HSQC HMBC COoSsY
C 8C SH 2] %
1 142,78
2 132,09
3 136,69
4 136,44
6 155,55
7 135,89
8 145,04
9 150,05
11 138,00
12 129,14
13 129,14
13* 189,51
13? 169,49
14 150,02
15 105,63
16 161,30
17° 173,83
19 172,47
CH
1 7,98 (dd-J=17,81 2
3 129,04 Hz e( 11,51 Hz) C-2 H-3
5 97,52 9,38(s) C-4
10 104,44 9,53(9) C-}l
» c-13% C-
13 64,75 6,27(9) 135 C-15 C-14
17 51,30 4,16(m)
18 50,19 4,47 (m)
20 93,59 8,58(5) C-2
CH,
6,28 (trans) (dd-
2 J=17,78Hz) e
3 122,98 6,17(Cis) (dd- -3
J=11,51 Hz)
8t 19,47 3,68 (s, 2H) C-8; C-82 C-7 H-82
17t 29,68
17° 31,24
CHj;
2t 12,07 3,40 (s) C-2 C-1; C-3
7 11,20 3,21 (s C-7 C-6; C-8
8 16,28 1,68(t) J=7,06Hz
12 12,09 3,82 (9 Cc-12 C-11; C-13
13*(OMe) 52,86 3,88(s) c-13°
18" 23,08 1,81 (d)
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Figura 12: Espectro de IV (KBr, cm™) de Ts-1

70




Figura 13: Espectro de RMN 'H (8, CDCl3, 500 MHZ) de Ts-1
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Figura 14: Expansdo 1 do espectro de RMN *H (8, CDCl3, 500 MHZ) de Ts-1.
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Figura 16: Expansdo 3 do espectro de RMN *H (8, CDCls, 500 MHz) de Ts-1.
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Figura 17: Expanso 4 do espectro de RMN *H (8, CDCl3, 500 MHz) de Ts-1.
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Figura 18: Expansdo 5 do espectro de RMN *H (8, CDCl3, 500 MHz) de Ts-1.



ShL9L
—0 L

—

pet il

Figura 19: Espectro de RMN *3C APT (8, CDCl3, 125 MHZ) de Ts-1.

ppm (t1)

77



BES €6
£2526

R0l ———
| 929'50}

LIV
| 88622}

| SYO'BZI N\
| 8PLBZ)
| 8607¢) —\

61T
1882TpL ——

 POSEL ———

| 820051
| BS008) —\,

| 88z05L —

LT —\
0
| sz —\,

|eegesy —
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Figura 21: Expansdo 2 do espectro de RMN *3C APT (8, CDCl3, 125 MHZ) de Ts-1.
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Figura 22: Espectro de RMN *H x *H COSY (8, CDCl3, 500 MHz) de Ts-1.
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Figura 25: Espectro de RMN *H x *C HMBC (5, CDCl3, 500 MHz) de Ts-1.
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Figura 26: Expansdo 1 do espectro de RMN *H x *C HMBC (8, CDCl3, 500 MHZ) de Ts-1.
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Figura 27: Expansdo 2 do espectro de RMN *H x **C HMBC (8, CDCl3, 500 MHZ) de Ts-1.
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Figura 28: Expansdo 3 do espectro de RMN *H x *C HMBC (8, CDCl3, 500 MHz) de Ts-1.
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Figura 30: Expansdo 1 do espectro de RMN *H x *C HSQC (5, CDCl3, 500 MHz) de Ts-1.
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5.3 Caracterizagao estrutural de Ts-2

A substéncia codificada como Ts-2, isolada do residuo cloroférmico do extrato
etandlico bruto das partes aéreas de Turnera subulata Sm mostrou um espectro no
infravermelho (Fig. 33, p. 96) semelhante ao espectro de 1V da substancia Ts-1 (Fig. 12, p.
70). Esta semelhanca possibilitou sugerir que a substéncia em andlise poderia tratar-se da
feofitina a. Todavia uma banda forte em 3435 cm™, diferente daguela de pequena intensidade
em Ts-1 (Fig. 12, p. 70), caracteristica de estiramento de N-H ou OH, levantou a hipétese de
gue Ts-2 poderia tratar-se de uma substéancia porfirinica com hidroxila em sua molécula
(SILVERSTEIN et a., 2005; PAVIA et a., 2010).

O espectro de 1V de Ts-2 (Fig. 33, p. 96) também mostrou bandas caracteristicas de
estiramento de C-H alifético em 2954, 2924 e 2852 cm™*. Uma outra banda n&o assinalada,
mas observada em torno de 1370 cm™, fortaleceu a sugestdo da presenca de grupo amino, por
tratar-se de deformacgo axial de ligagdo C-N conjugada. Em 1741 e 1708 cm™ observaram-se
duas bandas de absor¢do que remetem a deformacéo axial de grupo carbonilico ndo conjugado
e conjugado, respectivamente Esta observaco, aiada & presenca de uma banda em 1618 cm™,
condizente com a absor¢édo de ligacdo dupla em sistemas conjugados, esta de acordo com
estruturas contendo nucleo porfirinico (SILVERSTEIN et al., 2005; PAVIA et a., 2010).

Os espectros de RMN *H (Fig. 34 a 37, p. 97 a 100, Tabela 4, p. 94) de Ts-2
fortaleceram a hipétese levantada pelo espectro de IV (Fig. 33, p. 96), parégrafo anterior,de
que Ts-2 poderia tratar-se de uma feofitina ao exibir sinais para as metilas CHs-7* (5 3,17);
CH3-2' (5 3,40) e CH3-12" (5 3,62) (Fig. 36, p. 99) condizentes com as metilas do nucleo
porfirinico da feofitina a, além de sinais referentes a um grupo de hidrogénios vinilicos em 6
7,96 (dd-J=17,79 Hz e 11,54 Hz), § 6,26 (Trans) (dd-J=17,87 Hz e 1,5 Hz), 6,16 (Cis) (dd-
J=11,54 Hz 1,5 Hz) (Figs. 35 e 36, pgs. 98 € 99). Os sinais referentes aos hidrogénios H-5 (8
9,37), H-10 (6 9,54) e H-20 (6 8,63) do nucleo porfirinico da referida feofitina (MATSUO et
al., 1996; DUAN et a., 2002 e SILVA et a. 2006) podem ser observadas nafigura 35 p. 98 e
natabela4, p. 94.

Corroborando a proposta dadapelo IV e RMN *H de que Ts-2 trata-se da feofitina a, a
interpretacdo da fig. 37, p.100 mostrou sinais para seis grupos metila entre 6 0,84 e & 1,70,
sendo cinco destes referentes a metilas do grupo fitol que se une ao nacleo porfirinico da
referida feofitina através do C-17° (Tabela. 4, p. 94).
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Numa andlise comparativa entre afigura 15, p. 73 de Ts-1 e afigura 36 p. 99, de Ts-2
pdde-se observar nesta a auséncia de um singleto em § 6,27 atribuido ao H-13? da estrutura de
Ts-1. Este fato em consonancia com a sugestéo levantadapelo 1V (Fig. 33, p. 96) de que: Ts-2
possui grupo hidroxila em sua molécula, além de comparaces com a literatura (JERZ, 2007,
NOGUEIRA, 2009) (Tabela 4, p. 94) permitiram propor gue a substancia em analise trata-se
da 13%hidroxi-(13%-S)-feofitina a (Fig. p. 92).

13?-hidroxi-(13%-S)-feofitinaa

A andlise dos espectros de RMN *3C utilizando a técnica APT (Figuras 38 a 40, p.101

a 103, Tabelas4 e 5, p. 94 e 95) revelou picos para 55 atomos de carbono, tendo-se observado
20 ndo hidrogenados, 10 metinicos, entre os quais um vinilico em d¢ 128,96, 14 metilénicos,
com destaque também para um carbono vinilico em 8¢ 122,81, 10 metilicos e um metoxilico
em &¢c 53,38, tipico de metoxila de éster. As 55 absorgdes sdo compativeis com o nimero de
carbonos presentes em Ts-1, todavia um sinal em 3¢ 88,96 no espectro de RMN **C (Figura
39, p. 102) de Ts-2 caracteristico de carbono néo hidrogenado e oxigenado condizente com o
C-13? (NOGUEIRA, 2009), ausente em Ts-1 (Figura 20, p. 78) (Tabela 4, p. 94) fortalecem a
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proposta |evantada pelos espectros de IV e RMN*H de que Ts-2 possui um grupo hidroxila e
que este encontra-se ligado ao C-13? (Tabela 4, p. 94), estrutura p. 92.

A compilagdo dos dados de IV, RMN*H e RMN *3C de Ts-2 e comparaces com
modelos da literatura Mo-5 (JERZ, 2007) e Ts-1 (Tabela 4, p. 94) permitiram defender a
proposta de que Ts-2 trata-se da 13%hidroxi-(13%-S)-feofitina a, substancia isolada pela

primeiravez no Familia Turneraceae .
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Tabela 4: Dados comparativos de RMN *H e *C de Ts-2 (5, CDCls, 200 e 50 MHz,
respectivamente) com o modelo Mo-5 (8, CDCl3, 300 e 75 MHz; JERZ et al., 2007) e Ts-1

TS 1 Mo-5 TS2
C dC OH dC 5H 5C OH

1 142,78 - 142,8 - 141,98 -

2 132,09 - 131,6 - 131,69 -

2! 12,07 3,40 () 12,4 3,45 (s) 12,08 3,40 ()

3 136,69 - 137,00 - 136,41 -

3t 129,04 7,98 (dd- 129,4 8,03 (dd- 128,96 7,96 (dd-J=17,79
J=1781Hze J178Hze Hzel1l54 Hz

11,51 Hz) 11,2 Hz)

3 122,98 6,28 (trans) (d- 123,60 6,28 (Trans) 122,81 6,26 (Trans) (dd-
J17,78Hz) e (d-J=18,0Hz ) JF17,87e1,5Hz
6,17(Cis) (d- €6,17 (Cis) Hz) 6,16 (Cis)

J=11,51) (d-J=11,4 Hz) (dd=11,56Hz e 1,5
Hz)

4 136,44 - 136,30 - 136,41 -

5 97,52 9,38 (9 98,40 (s) 9,60 (9) 97,85 9,54 (9

6 155,55 - 150,90 - 150,94 -

7 135,89 - 136,30 - 136,17 -

7 11,20 3,21 (9 11,60 3,30 (9 11,17 3,17 (9

8 145,04 - 145,30 - 145,09 -

8! 19,47 3,68 (s, 2H) 19,60 377(s2H) 19,38 3,72 (9

8 16,28 1,68 (t) 17,60 1,70 (t) 17,41 1,64 (1)

J=7,06Hz

9 150,05 - 155,40 - 155,25 -

10 104,44 9,53 () 104,70 9,46 (s) 104,16 9,37 ()

11 138,00 - 138,40 - 137,73 -

12 129,14 - 129,40 - 129,32 -

12* 12,09 3,82(9) 12,70 3,62(s) 12,27 3,62 ()

13 129,14 - 127,70 - 126,85 -

13 189,51 - 192,20 - 192,07 -

13? 64,75 6,27 () 89,40 - 88,96 -

13° 169,49 - 173,30 - 173,63 -

13* 52,86 3,88 (9 53,80 3,77 (9 53,38 3,72 (9

14 150,02 - 150,90 - 149,79 -

15 105,63 - 107,10 - 107,64 -

16 161,30 - 164,00 - 162,42 -

17 51,30 4,16 (m) 52,60 4,17 (m) 51,77 4,14 (m)

17" 29,68 - 31,60 - 29,67 -

17° 31,24 - 32,00 - 31,56 -

17° 173,83 - 173,80 - 172,76 -

18 50,19 4,47 (m) 50,90 4,56 (da) 50,30 4,53 (m)

18! 23,08 1,81 (d) 22,90 1,63 (d) 22,69 1,62 (m)

19 172,47 173,00 172,40

20 93,59 8,58(9) 95,00 8,76 (9 93,60 8,63 (9
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Tabela 5: Dados comparativos de RMN **C da cadeia de fitila de Ts-2 (5, CDCl3, 50 MHz)
com os modelos Mo-3 (3, CDCl3, 125 MHz; TOMAZ, 2008) e Mo-4 (5, CDCl3, 75 MHz;

MELOS et d., 2007).

CADEIADEFITOL -TS-2

Mo-3 Mo-4 Ts-2

C dC dC dC
P1 61,69 50,40 | 61,55
P2 117,93 | 123,10 | 117,81
P3 143,02 | 140,10 | 142,75
P4 39,98 39,80 | 39,80
P5 25,17 2510 | 24,97
P6 37,57 36,60 | 37,35
P7 32,93 32,70 | 32,72
P8 37,50 37,20 | 37,28
P9 24,60 2450 | 24,74
P 10 36,82 37,30 | 37,22
P11 32,79 32,60 | 32,59
P12 37,44 37,30 | 36,61
P13 24,95 2470 | 24,39
P 14 39,53 39,30 | 39,32
P 15 28,14 27,90 | 27,93
P16 22,89 22,70 | 22,69
P17 22,80 2260 | 22,60
p 11t 19,84 19,70 19,69
P7 19,90 19,70 19,63
p3t 16,48 16,10 16,30
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Figura 33: Espectro de IV (KBr, cm™) de Ts-2.
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Figura 35: Expansdo 1 do espectro de RMN *H (8, CDCl3, 200 MHZ) de Ts-2.
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Figura 37: Expansdo 3 do espectro de RMN *H (8, CDCl3, 200 MHZ) de Ts-2.
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Figura 38: Espectro de RMN **C APT (8, CDCl3, 50 MHz) de Ts-2.
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Figura 39: Expansdo 1 do espectro de RMN **C APT (8, CDCl3, 50 MHz) de Ts-2.
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Figura 40: Expanso 2 do espectro de RMN **C APT (8, CDCl3, 50 MHz) de Ts-2.
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5.4 Caracterizacdo estrutural de Ts-3.

A substancia Ts-3 mostrou-se como um po branco amorfo. O espectro no 1V (Fig.41,
p. 107) da substancia Ts-3 mostrou bandas caracteristicas de estiramento de carbonos sp*
metinicos, metilénicos e metilicos entre 2958 e 2866 cm™, uma banda em 3417 cm™, referente
a estiramento O-H sugere que a molécula em andlise possui grupo hidroxila. A presenca de
absorcdo em 1450 cm’, fortaleceu a presenca de carbonos metilicos, por tratar-se de
deformacéo axial da ligagdo C-H de CHj; e a presenca de estiramento C-O de éter pode ser
proposta pela absorcdo em 1375 cm™. Em 1022, 1072, 1107 e 1165 cm™ observaram-se
bandas de absorcéo que remetem a estiramento C-O de acool e deformacéo angular de OH de
dcool (SILVERSTEIN et al., 2005; PAVIA et al., 2010).

Através da andlise dos espectros de RMN *H (Figs. 42 a 44, p. 108 a 110, Tabela 6,
p.106) observou-se um envel ope de absorgdes entre 6 0,67 e 6 2,80 (Fig. 44, p. 110) comuns a
hidrogénios metilicos e metilénicos de triterpenos ou esterdides. A anadlise do espectro de
RMN *H de Ts-3 (Fig. 43 p. 109) naregido entre § 3,80 e & 4,70 mostrou sinais condizentes
com a hidrogénios C-H oximetinicos. Estas absorcdes juntamente com um dubleto em 6 5,05
(J=7,6 Hz) caracteristico de hidrogénio anomérico em configuracdo  (KASAI et al., 1987)
levou a propor que Ts-3 possui em sua molécula uma ou mais unidade osidica. A localizagdo
de uma unidade osidica na posi¢do C-3 do nucleo esteroida ou triterpénico foi agui sugerida
pelo sina em & 3,96 (M), condizente com hidrogénio carbindlico, hga vista que, quando se
trata de uma aglicona hidroxilada em C-3, o hidrogénio oximetinico absorve em campo ato (&
3,80) (KOJIMA et d., 1990).

O espectro de RMN *H (Fig. 43, p. 109) revelou um multipleto em § 5,35 tipico do
hidrogénio olefinico H-6 de esterdides (AHMED et a., 1992) e também multipletos naregi&o
entre 6 5,19 e 6 5,10, referentes aos hidrogénios olefinicos H-22 e H-23 da estrutura do
estigmasterol. A unido destes dados e comparacbes com o0 modelo Mo-6 da literatura
sugeriram gue a substancia em questdo trata-se de uma mistura de esterdides glicosilados,
codificadacomo Ts-3a e Ts-3b (Tabela 6, p. 106).

O espectro de RMN °C (Fig. 45 a 47, p. 111 a 113, Tabela 6, p. 106) corroborou com
as sugestbes de que Ts-3 tratava-se de uma mistura de esteréides glicosilados ao exibir 37
sinais dos quais seis sdo sinais condizentes com a unidade osidica (Fig. 47, p. 113) sendo:

quatro oximetinicos que absorvem entre 6 71,72 e 6 78,74, (C-2° a C-5’), um oximetilénico
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(CH,-O; C-6’) em 5 62,88, e outro referente ao carbono anomeérico de glicose, em & 102,58
(C-1") (AQUINO et al, 1988). Os outros 29 sinais referem-se as estruturas das agliconas
esteroidais (sitosterol e stigmasterol) onde se observou que: os carbonos C-5 e C-6 em ambas
as estruturas (Ts-3a e Ts-3b) adsorvem em 6 140,88 e 6 121,91, respectivamente. Enquanto
em Ts-3a os carbonos 22 e 23 s3o carbonos sp®, dois CH,, absorvendo em § 34,29 e § 26,48
correspondem, respectivamente, na estrutura Ts-3b estes séo carbonos do tipo sp?, dois CH,
absorvendo em 6 138,88 e 6 129,44, respectivamente (Tabela 6, p. 106). Estes dados reforcam
asugestdo dada de que Ts-3 trata-se de uma mistura de esterdides glicosilados.

Os dados de RMN 'H e *C da mistura Ts-3a /Ts-3b foram comparados com valores
da literatura (Tabela 6, p. 106), permitindo indenficAla como sitosterol-3-O-D-
glicopiranosideo (Ts-3a) e estigmasterol-3-O-B-D-glicopiranosideo (Ts-3b), substancias

isoladas pela primeiravez no género Turnera.

Sitosterol-3-O-D-glicopiranosideo - Ts- 3a

Estigmasterol-3-O-3-D-glicopiranosideo - Ts - 3b
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Tabela 6: Dados comparativos da mistura Ts -3a/Ts-3b (6 CsDsN, 200 e 50 MHz) com
dados daliteratura (6 CsDsN, 400 e 100 MHZz), Mo-6 (KOJIMA et a., 1990).

sitoster ol-3-O-D-glicopiranosideo - Ts-3a

estigmaster ol-3-O-B-D-glicopiranosideo -Ts -3b

CHj;
18
19
21
26
27
29

Mo—68C
141,0

37,0
42,4

78,3

122,0

32,1
50,4
57,0
56,3
36,5
34,3
26,4
46,1
29,5

102,6

75,4
78,7
71,7
78,5

37,6
30,3
39,4
32,2
214
40,0
24,6
28,7
34,3
26,4
234
62,9

12,0
19,3
191
195
20,1
12,2

8(: Ts-3a
140,88

37,01
42,56

78,13

121,91

32,14
50,41
56,89
56,30
36,47

46,1
29,26

102,58

75,37
78,64
71,72
78,53

37,56
30,34
39,43
34,29
21,38
40,03
24,62
28,64
34,29
26,48
23,49
62,88

12,08
19,32
19,11
19,52
20,09
12,26

8H Ts-3a

3,96 (m)
5,36 (m)

4,29 (t)
4,06 (m)

4,58 (dd, J=12
e2,4Hz)
4,41 (dd, J=12
e5H2)

0,66 (9)
0,96 (9
0,97 (d)
0,90 (d)
0,88 (d)
0,84

Mo-68 .
141,0
37,0
42,4

78,3
122,0
32,1
50,4
57,1
56,2
36,9
138,9
129,5
51,5
32,2
102,6
75,4
78,7
71,7
78,5

37,6
30,3
394
32,2
214
39,9
247
29,4

25,8
62,9

12,3
19,3
21,7
214
20,1
12,6

8C Ts-3b

140,88
37,01
42,56

78,13
121,91
32,14
50,41
56,89
56,30
36,47
138,88
129,44
51,49
32,14
102,58
75,37
78,64
71,72
78,53

37,56
30,34
39,43
34,29
21,38
40,03
24,62
28,64

23,49
62,88

12,08
19,32
19,11
19,52
20,09
12,26

8H Ts-3b

3,96 (m)
5,36 (m)

5,19-5,10 (m)
5,19-5,10 (m)

4,29 (f)
4,06 (m)

4,58 (dd, J=12 e
2,4 Hz)
4,41 (dd, =12 e
5Hz)

0,66 (9
0,96 (9
0,97 (d)
0,90 (d)
0,88 (d)
0,84
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Figura 41: Espectro de 1V (KBr, cm™) de Ts-3a e Ts-3b.
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Figura 42: Espectro de RMN *H (8 CsDsN, 200 MHz) de Ts-3a e Ts-3b
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Figura 44: Expansdo 2 do espectro de RMN *H (& CsDsN, 200 MHz) de Ts-3a e Ts-3b.
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Figura 47: Expansdo 2 do espectro de RMN *3C APT (8 CsDsN, 50 MHz) de Ts-3a e Ts-3b.
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5.5 Caracterizagdo estrutural de Ts-4.

A substéncia codificada como Ts-4 mostrou-se como um solido amorfo amarronzado.
O espectro de IV (Figura 48, p 118) mostrou-se semelhante aos espectros de IV das
substéncias Ts-1 (Fig. 12, p. 70) e Ts-2 (Fig. 33, p. 96) levando a sugerir que Ts-4, assim
como Ts-1 e Ts-2 poderia se tratar de uma feofitina. No entanto a feicéo do sinal em 2854cm™
(Figura 48, p 118), sugere que em Ts-4 existe um grupo adeido, visto que o estiramento C-H
deste grupo mostra-se como uma banda menos intensa que o estiramento C-H de carbono sp*
observado em 2926 cm™®. Uma outra banda, observada em 1734 cm™ sugere a ocorréncia de
um estiramento C=0 de aldeido (SILVERSTEIN et a., 2005; PAVIA et al., 2010).

Os espectros de RMN 'H de Ts-4 (Fig 49, p. 119) a0 mostrar semelhancas com as
figuras 13, p. 71 de Ts-1 efig. 34, p. 97 de Ts-2 enriquece a sugestéo de que a substancia em
andlise trata-se de uma feofitina, podendo ser a feofitina a, uma vez que exibe similaridade
entre os H-10; H-20; hidrogénios vinilicos (H-3"' e H-3%), além de outras semelhancas (Tabela
7, p. 116).

A sugestdo de que Ts-4 poderia se tratar da feofitina a, foi afastada pela auséncia na
figura51, p. 121, de um singleto em aproximadamente 6 3,20 referente ao grupo metila (CHs-
7" caracteristico dafeofitina a (TOMAZ et al., 2008) e também pela desprotecéo sofrida pelo
H-5 em Ts-4 (6 10,36) (SCHWIKKARD et a., 1998; JERZ et d., 2007), quando comparado
comH-5em Ts-1 e Ts-2 que absorvem em & 9,38 e 6 9,54, respectivamente (Tabelal, p. 67 e
Tabela 4, p. 94). Esta desprotecdo do H-5 em Ts-4 foi causada pela anisotropia diamagnética
local devido & presenca da carbonila de aldeido na posicéo C-7*.

Uma absor¢cdo em & 11,38 (Fig. 50, p.120) caracteristico de C-H de adeido
(SILVERSTEIN, 2005; PAVIA, 2010) corrobora a sugestéo feita pelo IV (Figura 48, p 118)
de que Ts-4 possui grupo aldeido em sua molécula, como também propde que este grupo esta
naposicdo C-7*.

A andlise dos dados de IV, RMN *H e comparagdes com a literatura (Tabela 7, p. 116)
levaram a propor que Ts-4 tratava-se dafeofitina b.

A andlise dos espectros de RMN *C utilizado atécnica APT (Figuras 52 a54, p. 122 a
124, Tabelas 7 e 8, p. 116 e 117) revelou picos para 55 aomos de carbono, tendo-se

observado 19 ndo hidrogenados, 12 metinicos, entre os quais um vinilico em o¢c 128,62, 14
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metilénicos, com destague também para um carbono vinilico em 8¢ 123,57 e 10 metilicos,
dentre estes Ultimos um sinal em &¢ 52,99; tipico de metoxila de éster.

A figura. 53, p. 123 corro3borou a proposta sugerida pelo IV e RMN *H de que a
molécula em discussdo possui um grupo aldeido em 6:187,77 pela absorcdo condizente com
C=0 deste grupo. A definicdo da localizagdo do grupo adeido como sendo na posicdo C-7*
foi possivel apos comparagdes dos dados de Ts-4 com 0 modelo Mo-7 e Ts-1 (Tabela 7, p.
116).

Ap6s a andlise dos espectros de 1V, RMN *H e RMN *3C de Ts-4 com dados de Ts-1,
como também comparagdes com dados da literatura (SCHWIKKARD et a., 1998) (Tabela 7,
p. 116) foi possivel identificar Ts-4 como sendo a feofitina b, substancia inédita na Familia

Turneraceae.

Feofitina b (Ts-4)
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Tabela 7: Dados comparativos de RMN *H e **C de Ts-4 (8, CDCl3, 200 e 50 MHz, respectivamente)
com os modelos Ts-1 (6 CDCl3, 500 e 125 MHz) e Mo-7 (8, CDCl3, 300 e 75 MHz; SCHWIKKARD
etal., 1998).

TS 1 Mo-7 TS4

C 5C dH dC dH d5C 5 H

1 142,78 - 143,5 - 143,54 -

2 132,09 - 132,3 - 132,31 -

2! 12,07 3,40 (s) 12,1 3,39 () 12,26 3,37 (9

3 136,69 - 137,50 - 137,75 -

3t 129,04  7.98(dd-J>17,81Hze 1286  7,98(dd-J=1519 128,62 8,00 (dd-J=17,65

11,51 Hz) Hz e 11,39 Hz) Hz e 11,56 Hz)
3? 122,98 6,283 (trans) (dd- 123,3 6,35 (Trans) (d- 123,57 6,37 (trans) (d-
J=17,78Hz) e J=15,19Hz) e J=17,83 Hz) €6,22
6,179(Cis) (dd- 6,20 (Cis) (d- (Cis)

J=1151 Hze1,0 Hz) J=11,39 Hz) (d,J=10,90Hz)

4 136,44 - 136,9 - 136,16 -

5 97,52 9,38 (9) 101,5 10,28 () 101,36 10,36 (s)

6 155,55 - 151,0 - 151,22 -

7 135,89 - 132,5 - 132,46 -

7 11,20 3,21 (9 187,1 11,07(s) 187,77 11,13 ()

8 145,04 - 158,8 - 159,48 -

8! 19,47 3,68 (s, 2H) 18,50 3,66 (s) 19,11 3,82 (s,2H)

8° 16,28 1,68 (t) J=7,06Hz 19,5 1,68 (t) 19,41 1,72 (m)

9 150,05 - 146,8 - 147,16 -

10 104,44 9,53 (9 106,5 9,57 () 107,00 9,64(s)

11 138,00 - 137,9 - 138,00 -

12 129,14 - 132,2 - 132,19 -

12" 12,09 3,82 (s) 11,9 3,65 (9) 12,07 3,68(s)

13 129,14 - 129,7 - 129,69 -

13* 189,51 - 189,6 - 189,50 -

13 64,75 6,27 () 64,7 6,20(S) 64,53 6,23(S)

13° 169,49 - 169,5 - 169,25 -

13* 52,86 3,88(s) 53,0 3,88(s) 52,99 3,90 (s)

14 150,02 - 150,8 - 150,80 -

15 105,63 - 105,1 104,90

16 161,30 - 164,0 - 164,00 -

17 51,30 4,16 (m) 51,5 4,15(m) 51,27 4,16 (m)

17 29,68 - 31,3 - 31,16 -

17° 31,24 - 29,8 - 29,68 -

17 173,83 - 174,0 - 174,014 -

18 50,19 4.47 (m) 50,0 4,45 (m) 50,08 4,46 (m)

18" 23,08 1,81 (d) 23,1 1,80 (s) 23,06 1,82(s)

19 172,47 - 173,0 - 172,80 -

20 93,59 8,58(s) 03,1 8,55 93,35 8,53 (9)
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Tabela 8: Dados comparativos de RMN **C da cadeia de fitila de Ts-4 (5, CDCls 50 MHz)
com o0s modelos Mo-3 (6 CDCl3, 125 MHz; TOMAZ, 2008) e Mo-4 (5 CDCl3, 75 MHz;
MELOS et al., 2007).

CADEIADEFITOL -TS-4

Mo-3 Mo-4 Ts-4

C dC d5C dC
P1 61,69 50,40 | 61,51
P2 117,93 | 123,10 | 117,57
P3 143,02 | 140,10 | 142,97
P4 39,98 39,80 | 39,77
P5 25,17 2510 | 24,75
P6 37,57 36,60 | 36,60
P7 32,93 32,70 | 32,72
P8 37,50 37,20 | 37,35
P9 24.60 2450 | 24,96
P 10 36,82 37,30 | 37,22
P11 32,79 32,60 | 3258
P12 37,44 37,30 | 37,27
P13 24,95 2470 | 24,38
P14 39,53 39,30 | 31,91
P15 28,14 27,90 | 27,94
P16 22,89 2270 | 22,70
P17 22,80 2260 | 22,60
P11' 19,84 19,70 19,70
P7* 19,90 19,70 19,63
p 3t 16,48 16,10 16,27
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Figura 48: Espectro de IV (KBr, cm™) de Ts-4.
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Figura 50: Expansdo 1 do espectro de RMN *H (8, CDCl3, 200 MHZ) de Ts-4.
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Figura 51: Expansdo 2 do espectro de RMN *H (8, CDCl3, 200 MHz) de Ts-4.
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Figura 52: Espectro de RMN **C APT (8, CDCl3, 50 MHz) de Ts-4.
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Figura 53: Expansdo 1 do espectro de RMN *3C APT (8, CDCl3, 50 MHz) de Ts-4.
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Figura 54: Expansdo 2 do espectro de RMN *3C APT (8, CDCl3, 50 MHz) de Ts-4.
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5.6 Caracterizacao estrutural de Ts-5

A substancia denominada Ts-5, isolada da fase hexanica do extrato etandlico bruto das
partes aéreas de Turnera subulata Sm mostrou-se como um solido amorfo escuro-arroxeado.
O espectro no 1V (Figura 56, p 133) de Ts-5 mostrou bandas semelhantes aquelas de Ts-1
(Fig. 12, p. 70); de Ts-2 (Fig. 33, p. 96) e Ts-4 (Fig. 48, p. 118) levando a sugerir que Ts-5
poderia tratar-se também de uma substancia porfirinica. Esta sugestdo fundamentou-se nas
bandas em: 3446 cm™ atribuida a deformagéo axial de N-H de aminas ou de O-H; 1388 cm™
referente a deformacéo axial de ligagdo C-N de grupo amino e uma terceira banda em 1604
cm?, caracteristica de ligagdo dupla em sistemas conjugados, que esta de acordo com
estruturas contendo nucleo porfirinico (SILVERSTEIN et al., 2005; PAVIA et ., 2010).

Em 1739 cm™ observa-se uma forte banda de absorcdo visivelmente aargada, em
comparacdo com a mesma regido do espectro de IV de Ts-1 (Fig. 12, p. 70); de Ts-2 (Fig. 33,
p. 96) e Ts-4 (Fig. 48, p. 118), que remete a um provavel estiramendo C=0 de anidrido. A
intensidade e o alargamento da banda de absorcdo em 1739 cm™ (Figura 56, p 133) pode ser
explicada pela tensdo anelar de um suposto grupamento anidrido presente na molécula de Ts-
5 (SILVERSTEIN et a., 2005; PAVIA et a., 2010).

O espectro de RMN *H (Figura 57, p. 134) de Ts-5 mostrou-se idéntico a figura 13, p.
71 (RMN 'H de Ts-1) e fortaleceu a sugestéo dada pelo IV de que a substancia em andlise
possui 0 nucleo porfirinico. Esta andlise ainda permitiu propor que Ts-5 poderia tratar-se da
feofitina a, uma vez que se pdde observar um envelope de sinais naregido entre 6 0,83 e oy
2,03, atribuidos a absorcdes CH de grupos metinicos, metilénicos e metilicos de carbono sp®
da cadeia defitol, além de um sinal em & 3,15 (s) caracteristico de grupo metilico Me-7%.

A possibilidade de que Ts-5 poderia tratar-se da feofitina a, foi descartada ao fazer-se
uma comparacéo entre a figura 15, p. 73 de Ts-1, onde se observa um singleto em &y 6,27
caracteristico do H-13*de Ts-1 e afigura 59, p. 136 (Ts-5) que revelou a auséncia do referido
sina (Tabela 9, p. 129). Outro contraste entre Ts-1 e Ts-5 é a auséncia nesta (Fig 60, p. 137)
de um singleto em torno de &y 3,88 atribuido aos hidrogénios do grupo metoxila (H-13") de
Ts-1(Fig. 16, p. 74) (Tabela 9, p. 129).

A compatibilidade dos sinais de Ts-1 com Ts-5 e as auséncias, nesta, das absorgoes

para os H-13% e H-13*, caracteristico do anel V do nucleo porfirinico, presente em Ts-1,
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permitiram fortalecer a suposicdo levantada pelo o IV de que Ts-5 possui grupamento
anidrido e que este pode estar no anel V.

A compilagdo dos dados de IV e RMN H, comparactes com Ts-1 e com os modelos
Mo-8 (SAKDARAT et a., 2008) e Mo-9 (SARMENTO SILVA et a., 2010) (Tabela 9, p.129)
permitiram propor que Ts-5 possui 0 nucleo porfirinico, podendo o anel V ser um anidrido
ciclico de seis membros além do grupo fitilaem C-17°,

O espectros de RMN *C-APT (Figuras 61 a 63, p. 138 a 140, Tabelas 10 e 11, p. 130
e 131) mostrou sinais para 53 aomos de carbono dois a menos que em Ts-1 Ts-2 e Ts4. A
auséncia do anel V como sendo um grupo pirrélico em Ts-5, foi fortalecida pela figura 61, p.
138 ao evidenciar a auséncia em Ts-5 do sinal para CH metinico em ¢ 64,75 referente a C-
13%de Ts-1 (fig. 21, p. 79) e também a ndo visualizacdo de um singleto em §¢ 52,86 (Fig 63,
p. 140) atribuido ao carbono metoxilico C-13*de Ts-1 (Fig. 21, p. 79) ( Tabela 10, p. 130)

A sugestdo de que 0 anel V de Ts-5 tratava-se de um anidrido ciclico de seis membros
em um sistema conjugado foi fortalecida pelas absor¢des em 6¢ 159,32 e 6¢ 164,11 (Fig. 62,
p. 139) atribuidos as carbonilas C-13" e C-13% respectivamente, do anel V de Ts-5.

O espectro de RMN *H x *H-COSY (Figuras 64 e 65, p. 141 e 142, Tabela 12, p. 132)
confirmou a presenca dos grupos vinilico (C-3") e etila (C-8), antes proposta pelo espectro
RMN *H unidimensional, a0 mostrar acoplamento entre as absorcdes do (H-3) em &y 7,87
com (H-3%trans) em &y 6,29 e com (H-3%cis) em &4 6,21, referentes aos hidrogénios
vinilicos, e entre &y, 3,61 (H-8") e 8 1,63 (CH3-8%), atribuidos aos grupos etila.

Os espectros de correlacdo bidimensional heteronuclear a duas (“Jc) e a trés ligagdes
(Jcn) HMBC (Figuras 66 a 68, p. 143 a 145, Tabela 12, p. 132) mostrou correlacdo a *Jey
entre os hidrogénios (3*°Hc) em &y 6,29 e (3°Hb) em &y 6,21 (2H-3?%) com (C-3) em §¢ 137,70
e ainda entre os hidrogénios H-8% em &y 1,63 com o carbono C-8 em 8¢ 145,91. Estas
correlacfes permitiram definir inequivocamente as posi¢des 3 e 8 para 0s grupos vinilico e
etilico, respectivamente. As atribuicdes referentes aos hidrogénios olefinicos e grupos metila
foram feitas também através do HMBC pelas correl agdes seguintes: CHs-2" (8 3,34) com ¢
131,75 (C-2) aJcy € com 8¢ 144,05 (C-1) e 8¢ 137,70 (C-3) a>Jen; CHa-7* (84 3,15) com 8¢
136,57 (C-7) a2Jcy e com os carbonos C-6 (8¢ 156,22) e C-8 (5¢ 145,91) a3Jc; CH3-12" (84
3,75) a®Jcn com 8¢ 131,46 (C-11) e com 8¢ 111,43 (C-13).
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Figura 55: Estrutura do composto Ts-5 e principais correl acbes observadas
no espectro de HMBC.

A configuragdo relativa em C-17 e C-18 foi determinada como sendo trans (Figuras
69 e 70, p. 146 e 147) devido a interacdo espacia observada através do espectro de NOESY
do H-17 (3 H 5,22) com a metila 3H-18" (3 H 1,76).

Os dados de 1V, RMN 'H e RMN **C uni e bidimensionais bem como comparacdes
com dados da literatura Ts-1; Mo-8 e Mo-9 (Tabelas 9 e 10, p.129 e 130) permitiram concluir
gue Ts-5 trata-se da Purpurina 18 fitil éster, isolada anteriormente de Clinacanthus nutans
L, familia Acanthaceae, (SAKDARAT et a., 2008), todavia inédita na familia Turneraceae.
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Purpurina 18 fitil éster (Ts-5)
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Tabela 9: Dados comparativos de RMN *H de Ts-5 (8§ CDCls, 200 MHz, respectivamente) com 0s
modelos Ts-1 (6 CDCl3, 500 MHz); Mo-8 (6 CsDsN, 500 MHz, SAKDARAT et d., 2008) e Mo-9 (5
CDCl3, 500 MHz; SARMENTO SILVA et d., 2010).

TS1 Mo-8 M o-9 TS5

C 5H 5H dH 5 H

1 — — — —

2 — — — —

2! 3,40 () 3,32(s) 3,32(s) 3,34(9)

3 — — — —

3t 7,98 (dd-J=17,81  8,10(dd,J=11,65  7,83(dd-J=18Hze 7,87 (dd-J=17,76 Hz
Hz e 11,51 Hz) Hz e 10,9 Hz JF11,6 HZ) e J=11,55 Hz)

3 6,28 (trans) (dd- 6,41 (E) (dd, J=17, (E)6,25(dl, =180 (E) 6,29 (dI, J=17,91
J=17,78Hz) e 8Hze25Hz) e6,20 Hz) e (2) 6,25 Hz) e (Z) 6,21
6,17(Cis) (dd-  (2) (dd, J=12.6Hze (dl,J=11,6 Hz) (dl,J=11,69 Hz)

JF1151Hze1,0 2,5Hz)
Hz)

4 - - - -

5 9,38 (9) 9,66 (3) 9,27 (9) 9,39 ()

6 — — — —

7 - — — -

7t 3,21 (9 3,17 () 3,08 (9 3,15 (9)

8 — — — —

gl 3,68 (s, 2H) 3,71 (m) 3,52 (m) 3,61 (m)

8 1,68 (t) J=7,06Hz 1,69 (t) J=7,55 Hz 1,59 (t; J=7,2 Hz) 1,63 (t; J=7,42 Hz)

9 — — — —

10 9,53 (9) 9,89 () 9,44 (9) 9,60 ()

11 - - - -

12 - - - -

12* 3,82(s) 3,84 (s) 3,68 3,75(9)

13 - - - -

13! - - - -

13? 6,27 (3) - - -

13° - - - -

13* 3,88(9) - - -

14 - - - -

15 - - - -

16 - - - -

17 4,16 (m) 5,46 (M) 5,13 (dl) 5,22 (dl)

17" - - - -

17° - - - -

172 - - - -

18 4,47 (m) 4,67 (dq) 4,37 (dI) 4,42 (dl)

18! 1,81 (d) 1,74 (d) 1,72 (dl) 1,76 (dI)

19 - - - -

20 8,58(s) 8,84 (9) 8,54 (9) 8,64 (9)
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Tabela 10: Dados comparativos de RMN **C de Ts-5 (6 CDCls, 50 MHz, respectivamente) com os
modelos Ts-1 (6 CDCl3, 125 MHz); Mo-8 (6 CsDsN, 125 MHz, SAKDARAT et al., 2008) e Mo-9 (6
CDCl3, 125 MHz; SARMENTO SILVA et al., 2010).

TS1 Mo-8 Mo-9 TS5
C 5C 5C 5C 5C
1 142,78 144,8 144.8 144,05
2 132,09 133,0 131,8 131,75
ot 12,07 12,10 12,9 11,93
3 136,69 137,9 137,7 137,70
3t 129,04 129,3 128,3 128,33
3? 122,98 123,0 123,7 123,69
4 136,44 138,0 136,6 136,54
5 97,52 104,0 103,1 103,02
6 155,55 157,2 156,3 156,22
7 135,89 137,5 136,6 136,57
7t 11,20 11,4 11,0 11,01
8 145,04 147,0 145,9 145,91
gt 19,47 20,0 19,3 19,28
g° 16,28 20,0 17,4 17,37
9 150,05 151,4 150,1 150,01
10 104,44 108,9 107,6 107,56
11 138,00 132,5 1315 131,46
12 129,14 140,8 139,1 139,05
12t 12,09 12,7 12,3 12,30
13 129,14 112,7 111,4 111,43
13t 189,51 160,1 159,4 159,32
132 64,75 165,0 164,8 164,11
132 169,49 - - -
13* 52,86 - - -
14 150,02 140,0 139,9 139,05
15 105,63 94,0 92,6 92,86
16 161,30 178,3 177,6 177,55
17 51,30 56,0 54,9 54,98
17t 29,68 324 31,7 31,17
172 31,24 336 32,7 32,69
178 173,83 173,6 173,3 173,22
18 50,19 49,8 49,2 49,19
18! 23,08 24.4 23,8 23,82
19 172,47 177,7 176,6 176,60
20 93,59 96,2 94,9 94,95
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Tabela 11: Dados comparativos de RMN **C da cadeia de fitila de Ts-5 (8, CDCl3, 50 MHz)
com os modelos Mo-3 (6, CDCl3, 125 MHz; TOMAZ, 2008) e Mo-4 (5, CDCl3, 75 MHz;

MELOS et al., 2007).

CADEIADE FITOL -TS-5

Mo-3 Mo-4 Ts-5

C dC dC dC
P1 61,69 50,40 | 61,42
P2 117,93 | 123,10 | 117,83
P3 143,02 | 140,10 | 142,71
P4 39,98 39,80 | 39,81
P5 25,17 2510 | 24,74
P6 37,57 36,60 | 36,61
P7 32,93 32,70 | 32,72
P8 37,50 37,20 | 37,35
P9 24,60 2450 | 24,97
P 10 36,82 37,30 | 37,27
P11 32,79 32,60 | 32,59
P12 37,44 37,30 | 37,22
P13 24,95 2470 | 24,39
P14 39,53 39,30 | 39,31
P15 28,14 27,90 | 27,93
P 16 22,89 22,70 | 22,69
P17 22,80 2260 | 22,60
P11' 19,84 19,70 19,69
P7* 19,90 19,70 19,63
p3t 16,48 16,10 16,31




Tabela 12: Dados espectrais de RMN 'H e *C (5, CDCl;, 200 e 50 MHz,

respectivamente) do nucleo porfirinico de Ts-5.

H x Bc H x 'H
TS5 HMBC COSsY
C 8C SH 2] %
1 144,05
2 131,75
3 137,70
4 136,54
6 156,22
7 136,57
8 145,91
9 150,01
11 131,46
12 139,05
13 111,43
13* 159,32
13° 164,11
14 139,05
15 92,86
16 177,55
17° 173,22
19 176,60
CH
7,87 (dd-

3t 128,33 J17,76 Hz e H-3?

J=11,55Hz)
5 103,02 9,39 ()
10 107,56 9,60 ()
17 54,98 5,22(dl)
18 49,19 4.42 (dl)
20 94,95 8,64 ()
CH,

(E) 6,29 (dI,

F1791Hz) e

3 123,62 (2) 6, 214 c-3

(dl,J=11,69

Hz)

8! 19,28 3,61(m) H-8
17" 31,17
17° 32,69
CH;
2! 11,93 3,34 (9 c-2 C-1,C-3
7 11,01 3,15(s) C-7 C-6:C-8
g2 17,37 1,63 (t H ZJ=7,42
12 12,30 3,75(9 C11;C-13
18 23,82 1,76 (dI)

132
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Figura 59: Expansdo 2 do espectro de RMN *H (8, CDCl3, 200 MHz) de Ts-5.



137

Figura 60: Expansdo 3 do espectro de RMN *H (8, CDCl3, 200 MHZ) de Ts-5.
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Figura 61: Espectro de RMN **C APT (8, CDCl3, 50 MHz) de Ts-5.
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Figura 63: Expanso 2 do espectro de RMN *3C APT (8, CDCl3, 50 MHz) de Ts-5.
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6. CONCLUSOES

O estudo fitoquimico de Turnera subulata Sm atingiu seu objetivo nesta etapa, ao

contribuir para o conhecimento da quimiotaxonomia da familia Turneraceae.

> Através de métodos cromatogréaficos usuais e técnicas espectroscopicas de IV, RMN
'H e 13C uni e bidimensionais e comparagdes com os dados da literatura foi possivel isolar e
identificar seis congtituintes quimicos de Turnera subulata Sm, sendo definidas as estruturas
quimicas como quatro feofitinas, todas inéditas na familia Turneraceae: Feofitina (A) (Ts-1);
13%-hidroxi-(13%-S)-feofitina (a) (Ts-2); Feofitina (b) (Ts-4); Purpurina 18 fitil éster (Ts-5);
aém de uma mistura de sitosterol-3-O-D-glicopiranosideo (Ts-3a) e estigmasterol-3-O-3-D-

glicopiranosideo (Ts-3b) inéditos no género Turnera.

> Em virtude do potencial farmacol 6gico apresentado por essas classes de substéncias na
literatura, elas serdo disponibilizadas para estudos farmacoldgicos tendo como finalidade a

comprovacao cientifica de algumas atividades farmacol 0gi cas citadas na medicina popular.
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