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FEOFORBIDEO (ETOXI-PURPURINA-18) ISOLADO DE Gossypium mustelinum (MALVACEAE)
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ETHYL ESTER PURPURIN-18 FROM Gossypium mustelinum (MALVACEAE). The phaeophorbide ethyl ester named Purpurin-18
and the flavonoids quercetin and kaempferol were obtained by chromatographic procedures from the chloroform fraction of aerial

parts of Gossypium mustelinum. The structure of these compound was determined by NMR, IR and mass spectra data analysis. This

is the first occurrence of this compound in Angiosperm.
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INTRODUCAO

O género Gossypium L. (Malvaceae) apresenta cerca de 50 espé-
cies (45 espécies diploides e cinco alelotetraploides),' distribuidas,
principalmente, na Africa, Australia, Peru, México, Arabia e Brasil.
O Brasil € considerado um importante centro de distribui¢do de trés
espécies (G. barbadense L., G. barbadense var. brasiliense Hutch. e
G. hirsutum var. Marie galante Hutch.) e o centro de origem da espé-
cie Gossypium mustelinum, conhecido popularmente como “algodao
bravo”, que € uma espécie de algodoeiro selvagem, alelotetraploide,
arbérea, endémica do semidrido, no nordeste do Brasil.> Em nosso
trabalho anterior com a frag@o cloroférmica das partes aéreas desta
espécie foi mostrado o isolamento de trés feofitinas: faeofitina B,
173-etoxifaeoforbideo A e facoforbideo A.?

Substancias naturais que estdo relacionadas com a clorofila sdo
relativamente raras na natureza, devido, provavelmente ao alto po-
tencial fotodindmico destes pigmentos.*A diversidade estrutural das
feofitinas/feoforbideos e as atividades bioldgicas que apresentam tém
despertado muito interesse, principalmente na terapia fotodinamica
do cancer, sendo um novo método de tratamento com drogas menos
toxicas (sensibilizadores) que utiliza a luz visivel e do infravermelho
proximo (VIS/NIR) combinadas para gerar espécies citotoxicas de-
rivadas de oxigénio (ROS) em um lugar selecionado do tratamento.’

Dando continuidade ao estudo quimico de G. mustelinum é des-
crito neste trabalho o isolamento e a completa determinacao estrutural
da etoxi-purpurina-18.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O extrato etandlico das partes aéreas de G. mustelinum foi sub-
metido & particdo com solventes organicos.’ A fra¢do cloroférmica
foi submetida a cromatografia com Sephadex LH-20 e silica gel e
forneceu o feoforbideo 1 e os flavonoides 2 (quercetina) e 3 (kanferol).
A substancia 1 foi isolada como um sélido amorfo preto azulado. A
andlise obtida através de CL-EM-ESI (ionizagdo por electrospray)
no modo positivo mostrou o pico do {on molecular em m/z 593,42
[M+H]*. A férmula molecular C,;H, N,O, foi deduzida pelos dados
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obtidos da CL-EM, RMN 'H e BC-APT (Tabela 1) correspondendo a
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20 graus de insaturagdo. O espectro de IV (KBr) apresentou absor¢des
em 3433 (NH), 1723 (C=0), 1631 (C=C) cm’". A cor preta azulada
caracteristica indicou a presenga de um grande croméforo que pode
estar relacionado com a clorofila ou seus derivados.

O espectro de RMN 'H mostrou absor¢des caracteristicas para a
substincia do tipo feoforbideo ou seus derivados® pela presenga de trés
grupos metilas ligadas a anel aromdtico (3, 3,68; 3,32 e 3,08), trés sinais
de hidrogénios olefinicos em 5H 9,44;9,27 e 8,54, e um grupo vinila (SH
6,25;5,15 e 7,83) com um padrio caracteristico para metileno, além da
auséncia da cadeia fitila, uma vez que o envelope caracteristico de sinais
naregido alifatica de grupos metilenos das feofitinas se encontra ausente.®

O espectro de APT junto com HMQC mostrou a presenga de seis
metilas, cinco grupos metilenos (quatro alifdticos e um olefinico),
seis metinicos (dois alifaticos e quatro olefinicos) e dezoito carbonos
quaternarios (15 olefinicos e trés carbonilas). Os dados de RMN e EM
(ESI), associados com os graus de insaturagdo permitiram estabelecer
a estrutura como um anidrido ciclico conjugado de seis membros,
supostamente presente entre os carbonos C-13'-C-132 no anel E, com
dois valores de carbonila em §_.164,17 e 159,36, além de um grupo
etoxila (SC 60,40 e 14,2), provavelmente no lugar da cadeia fitila.

O completo assinalamento da estrutura do nicleo porfirina da feo-
forbida 1 foi realizada através dos assinalamentos a longa distancia >*J
das metilas aromdticas 3H-12', 3H-2! e 3H-7' e uma alifatica 3H-18', que
mostraram correlagdes entre os quatro anéis pirrdlicos (Figura 1). O sinal
da metila 2! (SH 3,32) mostrou correlagdo com os carbonos C-1, C-2 e
C-3 (anel A), a metila 7' correlacionou com C-7 e C-8 (anel B). No anel
C verificou-se a correlagéio da metila 12! com os carbonos C-11,C-12 ¢
C-13 ¢, finalmente, a metila 18 correlacionou-se com C-17,C-18 e C-19
(anel D). A correlagdo %/, entre os hidrogénios 8, 174(4,03), 17>B (3,
2,37) e 17*-A (2,66) com a carbonila em C-17* (8, 173,25) confirmou a
presenca do grupo etoxi ligado a carboxila terminal em C-17.

A configuragio relativa em C-17 e C-18 foi determinada como
sendo trans, devido a interagio espacial observada através do espectro
de NOESY do H-17 (3, 5,13) com a metila 3H-18' (5, 1,72), e a com-
paracdo com os dados da literatura aponta que a configurag@o absoluta
mais provdvel seria 17-S e 18-S,° (Figura 1). A anélise de todos os
dados permitiu identificar 1 como sendo a etoxi-purpurina-18. Esta
substancia estd sendo isolada pela primeira vez como uma substancia
natural. Existe somente um relato na literatura da existéncia deste
composto como produto de sintese.’
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Figura 1. Estrutura do composto 1 e principais correlagoes observadas no
espectro de HMBC

As purpurinas-18 ocorrem naturalmente somente em organismos
marinhos ¢ em sedimentos.®!? Sdo biossintetizadas nos proprios
organismos marinhos, apresentando atividade antioxidante.® Seus
derivados sdo alvo de muito interesse devido a sua utilizagdo como
anticancerigeno.'>!?

O isolamento de mais um feoforbideo de G. mustelinum nos
conduz a suposi¢do de que esta € uma substancia que ocorre na-
turalmente, e ndo um artefato produzido durante o processo de
isolamento. De acordo com o estudo realizado anteriormente,?
¢é possivel que estes pigmentos ocorram naturalmente na planta.
Observando-se a espécie vegetal in natura alguns “pontos” de forte
pigmentagdo escura (“pretos”) sdo visiveis em toda parte vegetal.
A hipétese de que estes pontos sejam regides de concentragdo de
pigmentos desta natureza e qual € a sua fungdo precisa de maior
fundamentagdo. Assim, € possivel que os pigmentos presentes em
G. mustelinum ocorram naturalmente, mas a hipdtese de que sejam
produtos de transesterificacio e/ou alomerizagdo, formados durante
o processo de extracdo/isolamento, ndo pode ser inteiramente des-
cartada. Outras espécies vegetais coletadas na regido semidrida,
como Anisacanthus brasiliensis'® e Sida galheirensis,"” também
apresentaram a presenca de feofitinas.

PARTE EXPERIMENTAL
Procedimentos experimentais gerais

As medidas de ponto de fusdo foram efetuadas em um aparelho
munido de placa de Koefler eletricamente alimentada e ndo foram
corrigidas. Os espectros de infravermelho foram feitos em pastilhas
de KBr em um espectrometro Bomem/MB-102. Os espectros de Res-
sondncia Magnética Nuclear, 'H e C (1D e 2D) foram registrados
em espectrometros Bruker DRX-500 (‘H: 500 MHz; '*C: 125 MHz)
(CENAUREMN-UFC) e Bruker AC 200 ('"H 200 MHz e "*C 50,3
MHz) em CDCI, utilizando DMSO-d, ou CDCl, como solvente e
TMS como referéncia interna. O CL-EM (LTF-UFPB) foi utilizado no
modo electrospray positivo com um Quattro LC-Micromass (Waters).
Silica gel 60 (Vetec) e Sephadex LH-20 (Sigma) foram utilizados para
cromatografia em coluna. Usaram-se placas de silica gel 60 PF,,, Merck
para cromatografia em camada delgada analitica e como reveladores
luz ultravioleta (254 e 366 nm), solugdes de AlC1,-EtOH (1%) e édcido
difenilborico etanolamina-MeOH (NP, 1%).
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Tabela 1. Dados de RMN 'H (200 MHz) e "*C (50,3 MHz) para substancia 1
obtidos por espectros de 2D (HSQC e HMBC, 500 MHz) em CDCl,. Desloca-
mentos quimicos (8, ppm) e constantes de acoplamento ( J em Hz, parénteses)

8(‘ 8H ZJCH 3J(‘H
C
1 144,1 3H-2!
2 131,8 3H-2!
2 11,9 3,32 (s)
3 1377 3H-2', 2H-3
3! 1283 7,83 (18,0; 11,6) 2H-3?
(E) 6,25 (dl, 18,0)
¥ 1237 (2) 6,25 (dl, 11,6)
4 136,6 H-5
5 103,1 9,27 (s)
6 1563
7 136,6 3H-7! H-5
7 11,0 3,08 (s)
8 145,9 3H-7!
8! 19,3 3,52 (m) 3H-82
82 174 1,59 (t;7,2)
9 150,1
10 107,6 9,44 (s)
1 131,5 3H-12!
12 139,1 3H-12!
12! 12,3 3,68 (s)
13 114 3H-12!
131 159,4
132 164,8
14 139,9
15 92,6
16 1776
17 54,9 5,13 (dl) 3H-18!
A 2,43 (m)
17! 31,7 B 1,95 (m) H-18
A 2,66 (m)
172 32,7 B 237 (m)
173 1733 2H-172 2H-174
174 60,4 4,03 (7,2) 3H-17°
175 14,1 1,14 (t; 7,0)
18 49,2 437 (d1) 3H-18!
18! 23,8 1,72 (d; 7,2) H-18
19 176,6 H-18'
20 94,9 8,54 (s)

*Estes valores podem ser trocados

Material vegetal

As partes aéreas de G. mustelinum foram coletadas em Anhaguera,
Bahia, Brasil, em mar¢o de 2002 e identificada pela Profa. A. M.
Giulietti. Uma exsicata (A. M. Giulietti, 2044) estd depositada no
Herbario da Universidade Estadual de Feira de Santana.

Extracao e isolamento

O procedimento experimental € semelhante ao realizado em traba-
lho anterior.? O pé seco e pulverizado (1,87 kg) foi extraido com EtOH
em temperatura ambiente. O extrato foi concentrado em rotaevaporador
sob pressdo reduzida fornecendo 205,6 g do extrato etandlico. Uma
porgdo deste extrato (190,0 g) foi suspensa com MeOH:H,O (1:1) e
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extraida com hexano e CHCIL,. Os solventes foram removidos em ro-
taevaporador fornecendo os extratos hexanico (89,5 g) e cloroférmico
(3,8 2). A frag@o cloroférmica (2,1 g) foi submetido a coluna com Se-
phadex LH-20® usando como eluentes CHCI,:MeOH (1:1) fornecendo
21 fracdes. As fragdes 15-16 (10,0 mg) e 19-21 (15,0 mg) desta coluna
apresentaram cristais amarelos revelados intensamente em CCDA com
o reagente NP para flavonoides. A andlise dos espectros de RMN 'H
e 1’C permitiu identificar as substincias como sendo quercetina (2) e
kanferol (3), respectivamente. As fracdes 3 e 4 foram ressubmetidas a
cromatografia em coluna de silica gel e forneceram a feofitina B®. As
fracdes de 5 a 7 foram purificadas em Sephadex LH-20 mostrando a
presenca de um precipitado identificado como 17*-etoxifacoforbideo
A. As fragdes de 6-14 foram ressubmetidas a cromatografia em coluna
de silica gel utilizando hexano e cloroférmio em ordem crescente de
polaridade. Na fragdo 3 precipitou o metoxifacoforbide A.® A fracdo
7 mostrou a presenca de uma substincia microcristalina de cor preto
azulada (35,0 mg), temperatura de fusio 145-146 °C, que foi submetida
a analise espectroscépica (IV, CL-EM-ESI e RMN, incluindo 2D) e
identificada como sendo a etoxipurpurina-18 (1).

Etoxipurpurina-18 (1). Sélido amorfo; pf 145-146 °C; IV (KBr)
V... 3433, 2934, 1723, 1631, 1462 cm™. RMN 'H (CDCI,, 500 e
200 MHz) (Tabela 1), RMN "*C (CDCl,, 50,3 e 125 MHz) (Tabela
1), EM-ESI (pos) m/z 593,42 [M+H]* (C,H, N O,).
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