UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA
LABORATORIO DE TECNOLOGIA FARMACEUTICA PROF. DELBY
FERNANDES DE MEDEIROS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM PRODUTOS NATURAIS E
SINTETICOS BIOATIVOS

DANIELLE SERAFIM PINTO

PRIMEIROS ESTUDOS QUIMIOTAXONOMICOS DO GENERO
RICHARDIA: FITOQUIMICA DA ESPECIE Richardia brasiliensis GOMES
(RUBIACEAE)

JOAO PESSOA - PB
2008



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



DANIELLE SERAFIM PINTO

PRIMEIROS ESTUDOS QUIMIOTAXONOMICOS DO GENERO
RICHARDIA: FITOQUIMICA DA ESPECIE Richardia brasiliensis
GOMES (RUBIACEAE)

Dissertagdo apresentada ao Programa de Pos-
Graduagdo em Produtos Naturais e Sintéticos
Bioativos do  Laboratério de  Tecnologia
Farmacéutica, Universidade Federal da Paraiba, com
vistas a obtencdo do titulo de Mestre em Produtos
Naturais ¢ Sintéticos Bioativos, area de concentragao
Farmacoquimica.

ORIENTADOR: PROF. DR. EMIDIO VASCONCELOS LEITAO DA CUNHA

CO-ORIENTARORA: PROF". DR?. CELIDARQUE DA SILVA DIAS

JOAO PESSOA - PB
2008



DANIELLE SERAFIM PINTO

PRIMEIROS ESTUDOS QUIMIOTAXONOMICOS DO GENERO
RICHARDIA: FITOQUIMICA DA ESPECIE Richardia brasiliensis
GOMES (RUBIACEAE)

BANCA EXAMINADORA

Prof®. Dr”. Ivana Maria Fechine

Examinadora Externa

Prof®. Dr*. Maria Célia de Oliveira Chaves

Examinadora Interna

Prof. Dr. Emidio Vasconcelos Leitao da Cunha

Orientador



“Tudo é do Pai toda honra e toda gloria ¢

Dele a vitoria alcancada em minha vida”



Aos meus pais Domilson Costa Pinto e Inéz
Serafim de Lima Pinto pela incansavel
dedicacdo e empenho na minha educacao

profissional.



AGRADECIMENTOS

A Deus pela forga e coragem para superar as dificuldades da vida.

Aos meus irmaos Dailson e Danilo pelo apoio e estimulo a dedicagdo dos meus propositos.

As minhas cunhadas Lisandra e Marcelle que sempre me deram forga e incentivo nesta

caminhada.

A todos os meus tios e tias que sempre se fizeram presentes em todo momento que precisei de

apoio.

Ao Professor Dr. Emidio Vasconcelos Leitdo da Cunha pela confianga, amizade e
devotamento em sua orientagdo, contribuindo ndo apenas para minha formagdo académica

como também humanitaria.

A minha co-orientadora Dr”. Celidarque da Silva Dias pelo companheirismo e imprescindivel

contribuigdo para o enriquecimento deste trabalho.

Ao Prof. Dr. José Maria Barbosa Filho, todo o tempo disposto a ajudar na produgao cientifica.

Ao Sr. Gilvane pela coleta do material vegetal.

A Professora Maria de Fatima Agra pela identificagio do material botanico.

Ao Prof. Dr. Edilberto e ao Dr. Daniel Uchda, do Cento Nordestino de Aplicagdo e Uso da
Ressonancia Magnética Nuclear (CENAUREM) pela boa vontade em contribuir na realizacao

de alguns espectros.

Aos Professores da graduagdo e pos-graduacdo, cujos ensinamentos me acompanharam por
toda vida.

As minhas companheiras de moradia Vanine Gomes, Danielle Oliveira, Anna Claudia e
Adriana Maria pela convivéncia sauddvel e inestimavel amizade nos momentos dificeis e

alegres.



Aos amigos Steno, Viviane, Roosevelt, Rafael, Anna, Gabriela, Narlize, Cibelle e Guedes
pela valiosa ajuda e 6tima vivéncia no laboratorio, sempre demonstrando o verdadeiro espirito
de equipe.

A minhas amigas Aline e Camila Caroline pelo apoio em minha caminhada.

A todos os colegas de pds-graduacdo que caminharam juntos comigo para concretizacao de

um sonho.

Ao aluno de iniciagdo cientifica Fabio Henrique pela grande dedicacdo, estimulo e ajuda no

desenvolvimento deste trabalho.

Aos amigos Marcelo Dantas, Roberto Jéferson, Socrates e Josean Fechine prestativos,

solidarios e sempre dispostos a contribuirem com seus conhecimentos.

A Anna Luiza, Regina e Roberto pela atenc¢io e acolhida em Fortaleza, durante a realizagéo

de alguns espectros.

Aos técnicos e funciondrios do Laboratorio de Tecnologia Farmacéutica (LTF) pela

competéncia e apoio, fundamentais para o bom andamento deste trabalho.

A Raimundo Nonato, grande amigo, por sempre servir a todos com alegria e boa vontade.

A Vicente Carlos pela paciéncia e competéncia e por contribuir com o nosso trabalho com

muito bom senso e responsabilidade.

A toda familia do Laboratorio de Tecnologia Farmacéutica, onde, apesar das dificuldades,

caminhei para a concretizagdo de grandes realizagdes.



VIII

RESUMO

A familia Rubiaceae compreende cerca de 637 géneros e aproximadamente 10700 espécies,
ocorrendo essencialmente nas regides tropicais do Brasil. Richardia brasiliensis,
popularmente conhecida por “poaia branca”, ¢ uma planta nativa da regido sul do Brasil
utilizada na medicina popular como antiemética, antidiabética, vermifuga e contra
hemorroida, além de ser empregada na cura de eczema, tratamento de queimaduras e contra a
maléria avicola. Este trabalho reporta o isolamento e identificacdo estrutural de dois
triterpenos, uma cumarina e um flavondide glicosilado, através do estudo fitoquimico da
espécie Richardia brasiliensis. Utilizando-se métodos cromatograficos usuais e técnicas
espectroscopicas de IV ¢ RMN de 'H e °C uni e bidimensionais e a comparagdo dos dados
com a literatura foi possivel isolar e identificar os constituintes acido 3 B-hidroxiolean-12-en-
28-6ico; 3 B-hidroxiurs-11-en-28,13 B-olide; 6-metoxi-7-hidroxicumarina e Isorametina 3-O-
rutinosideo, todos isolados pela primeira vez no género, apresentando, portanto, relevante

importancia quimiotaxondmica para 0 mesmo.
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ABSTRACT

The family Rubiaceae comprises around 637 genera and approximately 10,700 species,
occurring essentially in tropical regions of Brazil. Richardia brasiliensis, known popularly as
“poaia branca”, is native to Brazil south region, being used in folk medicine as anti-emetic,
anti-diabetic, vermifuge and against hemorrhoids, besides being employed to cure eczema, in
the treatment of burns and against avian malaria. This work reports the isolation and structural
identification of two triterpenes, a coumarin, and a flavonoid glycoside, through the
phytochemical study of the species Richardia brasiliensis. By means of spectroscopic
techniques such as IR, one and two-dimensional 'H and *C NMR besides comparison with
literature data, the metabolites 3-B-hydroxyolean-12-en-28-6ic; 3-B-hydroxyurs-11-en-28,13-
B-olid; 6-metoxi-7-hydroxycumarin and isorhamnetin-3-O-rutinoside were isolated and
identified. All of them were isolated for the first time in the genus, thereby presenting relevant

chemotaxonomic importance to it.
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1.0 INTRODUCAO

As plantas medicinais vém sendo, ha muito tempo, utilizadas pela populagdo mundial
como matéria-prima para o tratamento informal, cura e prevencdo de seus males. Seu uso
remonta o inicio da civilizagdo, quando o homem tomou consciéncia da necessidade de
combater as doencas que afligiam o corpo e chegou aos tempos atuais, tornando-se, muitas
vezes, 0 unico recurso terapéutico eficaz disponivel em muitas comunidades (DI STASI,
1996).

No inicio, os quimicos estudavam as plantas consagradas pelo uso popular, geralmente
incorporadas as farmacopéias da época, limitando-se ao isolamento e a determinagdo
estrutural de substancias ativas. Dada a importancia das plantas para a medicina da época, a
quimica e a medicina passaram a ter uma estreita relacdo, o que permitiu um rapido
desenvolvimento de seus campos especificos (CECHINEL-FILHO; YUNES, 2001).

Muitas das propriedades terapéuticas das plantas relatadas pela populacdo, sao
confirmadas, em sua maioria, através dos estudos cientificos, comprovando, portanto, a
importancia da pesquisa etnofarmacologica. Tais propriedades propiciaram o
desenvolvimento de varios medicamentos, sejam estes obtidos por sintese, a partir do
metabolito prototipo, por isolamento ou, algumas vezes, por biomonitoramento (SIMOES et
al., 2003).

Segundo Cechinel-Filho; Yunes (2001) os produtos naturais desempenham um
importante papel no processo de descoberta de farmacos. Atualmente, tem-se observado que
estes sdo responsaveis, direta ou indiretamente, por cerca de 40% de todos os farmacos
disponiveis na terapéutica moderna e, se considerarmos os usados como antibidticos e
antitumorais, esta percentagem ¢ de 70%. Aproximadamente 25% dos fdrmacos empregados,
nos ultimos anos, nos paises industrializados advém de produtos naturais, especialmente de
plantas superiores.

Apesar de sua longinqua histdria, grande parte da flora mundial ¢ desconhecida, pois
das 250.000 a 500.000 espécies vegetais existentes na natureza, ndo mais que 10% foram
examinadas sob os aspectos quimicos, biologicos e farmacolégicos (VERPOORTE, 1998). O
Brasil ¢ o pais com maior potencial para pesquisa com espécies vegetais, uma vez que detém
a maior e mais rica biodiversidade do planeta, distribuida em seis biomas distintos (NOLDIN

et al., 2006). Esta notavel biodiversidade podera vir a ser aproveitada, de forma racional, para
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o desenvolvimento de novos medicamentos, sejam estes farmacos, fitoterdpicos ou
fitofarmacos (CECHINEL-FILHO; YUNES, 2001).

Este pais apresenta grande diversidade de plantas com potenciais medicinais, ainda
ndo pesquisados, sendo, portanto, promissoras fontes de inovacdes terapéuticas e
farmacoldgicas para as mais diversas areas da saidde humana. A importancia medicinal,
econdmica e ecoldgica de espécies nativas brasileiras, bem com o risco de sua extingdo pela
acdo predatoria do homem, tem motivado os estudos destas plantas, visando sua preservagao e
aproveitamento racional (SOUZA et al., 2003). Todos esses fatores tém redobrado o interesse
das industrias farmacéuticas para o aproveitamento da biodiversidade mundial, atualmente
concentrada nos paises tropicais, visando o desenvolvimento de novos medicamentos,
especialmente para o tratamento de enfermidades, em que a sintese orgadnica nao tem
mostrado sucesso (CALIXTO, 2000; LAWRENCE, 1999).

Deve-se considerar que a diversidade molecular associada aos produtos naturais ¢
maior que qualquer outra fonte. Cerca de 40% das estruturas contidas no “Dictionary of
Natural Products”, publicado pela editora Chapman e Hall, ndo aparecem na literatura
relacionada a quimica sintética (HENKEL et al., 1999). A diversidade estrutural, essencial na
pesquisa para atingir diferentes alvos bioldgicos, foi indicada como razdo fundamental do
atual interesse das grandes industrias pelos produtos naturais (CECHINEL-FILHO; YUNES,
2001).

A Quimica Medicinal, em suas iniumeras atribuicdes, engloba o planejamento racional
de novas substancias bioativas, a sintese ou a modificagcao molecular destas; o isolamento de
principios ativos naturais (plantas, animais, minerais); a identificacdo ou elucidagdo da
estrutura; a descrigdo das moléculas desde a sua constituicdo atdmica (passando por relagdes
entre a estrutura e propriedades) até suas caracteristicas estruturais quando da (s) interagdo
(0es) com diferentes sistemas biologicos; e a compreensdao em nivel molecular de processos
bioquimicos, farmacoldgicos, farmacocinéticos e toxicoldogicos (AMARAL; MONTANARI,
2002). Analisando-se todas as fases do desenvolvimento da quimica medicinal, pode-se
evidenciar sua importancia, ndo s6 como embasamento cientifico de uma medicina
alternativa, mas como fonte de novos e potentes farmacos (CECHINEL-FILHO; YUNES,
2001).

As pesquisas com plantas medicinais envolvem investiga¢do da medicina tradicional e
popular (etnobotanica); isolamento, purificagdo e caracterizagdo de principios ativos
(fitoquimica); investigagdo farmacoldgica de extratos e constituintes quimicos isolados

(farmacologia); transformagdes quimicas de principios ativos (quimica organica sintética);
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estudo da relagdo estrutura/atividade e dos mecanismos de ag¢ao dos principios ativos (quimica
medicinal e farmacologia) e finalmente a operagdo de formulagdes para a produgdo de
fitoterapicos.

O conhecimento cada vez mais aprofundado das espécies vegetais, desenvolvido
através de estudos integrados nas areas da botanica, quimica, farmacologia, e outras ciéncias
afins ¢ vital para dar suporte e maior longevidade ao uso do potencial floristico ainda
existente no planeta. A exploracdo deve ser racional e sustentada, ainda que o objetivo maior
seja a preservacao da satde e da vida humana através da prevencao, controle ou cura das
diferentes moléstias que afligem as populagdes.

Dando continuidade a pesquisa das plantas medicinais, tomou-se como objeto de
estudo a espécie Richardia brasiliensis, pertencente a familia Rubiaceae, considerada uma das
maiores familias das angiospermas e de grande importancia para os setores alimenticio,
ornamental e farmacéutico. Espécies de Rubiaceae sdo conhecidas como bioprodutoras de
alcaloides, taninos, saponinas, esteroides, terpenos e flavonodides, além do relato de algumas
espécies mostrar-se importante para medicina tradicional (ADOLPHO et al.,, 2006;
CARBONEZI et al., 2004; HAMERSKI et al., 2005; SILVA et al., 2006).

Dada a riqueza metabdlica desta familia, o estudo de espécies representantes de seus
géneros, especialmente Richardia, cuja quimica ainda é pouco conhecida, pode conduzir a
descoberta de novas fontes de substincias naturais ativas. Este ¢ um dos primeiros trabalhos
relacionado ao estudo fitoquimico do género Richardia e o primeiro da espécie Richardia

brasiliensis.
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2.0 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Contribuir para o estudo quimiotaxonémico da familia Rubiaceae, especialmente do

género Richardia, tendo em vista o potencial etnobotanico e etnofarmacologico desta familia.

2.2 Objetivos especificos

v' Estudar fitoquimicamente a espécie Richardia brasiliensis, através de métodos de

extracdo, isolamento e purificagao dos constituintes quimicos;

v" Determinar e/ou elucidar a estrutura dos constituintes quimicos isolados de Richardia

brasiliensis, através de métodos espectroscopicos;

v' Integrar estudos bioldgicos ao estudo quimico de Richardia brasiliensis, através da
disponibiliza¢do de seus extratos e/ou substancias isoladas para realizagdo de testes

farmacologicos.
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3.0 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Consideracoes sobre a familia Rubiaceae

A familia Rubiaceae ¢ considerada uma das maiores familias das angiospermas, e a
maior da ordem Gentianales, compreendendo cerca de 637 géneros e aproximadamente 10700
espécies, classificadas em quatro subfamilias (Cinchonoideae, Ixoroideae, Antirheoideae e
Rubioideae) e 39 tribos, ocorrendo essencialmente nas regides tropicais e subtropicais do
globo (PEREIRA; BARBOSA, 2004; PEREIRA; PEREIRA et al., 2006; VIEIRA et al., 2006;
MONGRAND, S. et.al, 2005). No Brasil, esta familia esta representada por 18 tribos, 101
géneros ¢ 1010 espécies, distribuidas por diversas formagdes vegetais e apresentando grande
ocorréncia na Mata Atlantica (PEREIRA et al., 2006). Para a regido Nordeste, foram
compilados 66 géneros e 277 espécies. (PEREIRA; BARBOSA, 2004).

Rubiaceae compreende espécies com habitos bastante variados, incluindo ervas,
arbustos, subarbustos, arvores e trepadeiras, facilmente reconhecidas pelas folhas simples,
opostas e estipulas interpeciolares (JOLY, 1983; TEIXEIRA; MACHADO, 2004). Exemplos
comuns encontram-se nos géneros Borreria, Diodia e Richardia, este ultimo conhecido por
poaia, que sdo subarbustos ou ervas dos campos e de terrenos baldios (JOLY, 1983).

Representantes da familia Rubiaceae sdo importantes componentes de sub-bosques de
florestas neotropicais, onde hé alta diversidade de sistemas reprodutivos e de polinizagao
(VIEIRA et al, 2006). Varias de suas espécies sao fontes de recursos para animais que se
alimentam de poélen, néctar e frutos, sendo essenciais para o equilibrio dos ecossistemas
(LOPES; BUZATO, 2005).

Espécies dessa familia apresentam grande importancia econdmica, sendo exploradas
como alimenticias (Coffea arabica L. e Genipa americana L.), ornamentais (Ixora spp.,
Mussaenda spp., Gardenia spp. dentre outras) e na industria farmacéutica, a Cinchona
pubescens Vahl, por exemplo, produtora de quinina, ¢ empregada no tratamento da malaria.
Além disso, varias outras sdo referidas popularmente como medicinais e/ou toxicas, dentre as
quais destacam-se: Coutarea hexandra (Jacq.) K.Schum. e diversas espécies dos géneros
Borreria, Cinchona e Richardia, descritas como medicinais; Palicourea e Psychotria,
popularmente conhecidas como ‘“mata-ratos”, que sdo consideradas venenosas. Tais
particularidades fazem com que a familia Rubiaceae seja relativamente bem estudada nos

ecossistemas tropicais (COELHO et al., 2006).
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Do ponto de vista etnomedicinal e farmacologico diversas propriedades tém sido
evidenciadas para algumas espécies de Rubiaceae, tais como Psychotria ipecacuanha (Brot.)
Stokes cuja presenca de dois alcaldides em suas raizes, a emetina e a cefaelina, conferem-lhe
propriedades emética, amebicida e expectorante (ASSIS; GIULIETTI, 1999; ROSSI et al.,
2005); Galianthe brasiliensis (Spreng) E.L. utilizada na medicina popular como emética,
além da efetiva atividade antiproliferativa do extrato metandlico bruto de suas partes aéreas,
podendo estar relacionada, em parte, ao acido ursdlico e asperulosideo presentes na espécie
(MOURA et al., 2006); Uncaria sinensis utilizada secularmente na medicina tradicional
chinesa para tratamento de desordens nervosas e febre (CARBONEZI et al., 2004); Uncaria
callophylla indicada na Taildndia para o tratamento da hipertensdo arterial e diversas
enfermidades (CARBONEZI et al., 2004); Uncaria glabata empregada em Sumatra na
medicina tradicional contra intoxicacdo alimentar (CARBONEZI et al., 2004); Uncaria
gambir utilizada na Maldsia, na forma de pasta e lo¢des, para alivio de queimaduras e
afecgdes epidérmicas (CARBONEZI et al., 2004); Uncaria guianensis (Aubl.) Gmel e
Uncaria tomentosa (Willd.) D.C. empregadas na medicina popular peruana, como
fitoterapico, no tratamento do cancer, gastrite, artrite e certas enfermidades epidérmicas
(CARBONEZI et al., 2004); e a Gonzalagunia rosea Standl cujo extrato metanolico apresenta
bioatividade contra Candida albicans ¢ Fusarium solani (NINO et al., 2006).

Investigacdes fitoquimicas realizadas sobre Rubiaceae revelaram os alcaloides
indodlicos como sendo os principais marcadores quimicos desta familia (CARBONEZI et al.,
2004). Além destes compostos também foram evidenciados iridéides glicosilados e ndo
glicosilados, antraquinonas, saponina triterpénica, flavondides, lignoides, terpenos e derivados
fenolicos (HAMERSKI et al., 2005; SILVA et al., 2006).

O conhecimento aprofundado da familia Rubiaceae, de grande diversidade metabolica
e pronunciado potencial farmacolégico pode abrir excitantes perspectivas para a quimica,

farmacologia e quimiotaxonomia.

3.2 Consideracoes sobre o género Richardia e a espécie Richardia brasiliensis

O género Richardia, subfamilia Rubioideae, tribo Spermacoceae, ¢ constituido de
aproximadamente 15 espécies vegetais, compreendendo ervas anuais ou mais comumente
perenes, distribuidas desde os Estados Unidos até¢ o centro da América do Sul (LEWIS;

OLIVER, 1974) (Figura 1, p. 32).
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Figura 1. Distribui¢do geografica (em vermelho), do género Richardia (Adaptado de LEWIS;
OLIVER, 1974).

Espécies deste género sdo relatadas como “ervas daninhas” e atuam competindo pelo
espago € por recursos de crescimento com diversas culturas (HAUSER; PARHAM, 1969;
MONQUERO; CHRISTOFFOLETI, 2003; RONCHI et al., 2003; PEDRINHO JUNIOR et
al., 2004; SAN MARTIN MATHEIS, 2004; MONQUERO et al., 2005). Reconhecé-las,
portanto, ¢ importante no sentido de promover um melhor planejamento agricola.

Richardia brasiliensis ¢ popularmente conhecida como “ervan¢o”, “poaia branca” e
“ipeca” (AGRA et al., 2007; PEDRINHO JUNIOR et al., 2004), sendo geralmente encontrada
a beira das rodovias, corregos e estradas de ferro, e de presenca marcante nas regides
agricolas do Centro-Oeste, Sul e Sudeste do Brasil (PEDRINHO JUNIOR et al., 2004).

Esta espécie ¢ comumente encontrada no centro da América do Sul, desde os Andes
até o Oceano Atlantico, tendo sido também introduzida em paises como os Estados Unidos,

México, Jamaica, Brasil, sudeste ¢ leste da Africa e Havai (LEWIS; OLIVER, 1974) (Figura
2,p. 33).
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Figura 2. Distribui¢do geografica (em vermelho), da espécie Richardia brasiliensis.
(Adaptado de LEWIS; OLIVER, 1974).

A espécie Richardia brasiliensis ¢ uma planta nativa da regido sul do Brasil, utilizada
na medicina popular como antiemética, antidiabética (ADOLPHO, et al., 2006), vermifuga e
contra hemorrdéida (AGRA et al., 2007), além de ser empregada na cura de eczema,
tratamento de queimaduras e contra a malaria avicola (EDEOGA et al., 2005). Os extratos

aquoso e etanodlico desta espécie também apresentaram atividade antifingica investigada por

Adekunle (2000). Estudo realizado por Adolpho et al. (2006) revelou possivel atividade

antimicrobiana da espécie Richardia brasiliensis frente aos microorganismos Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli, Salmonella setubal, Klebsiella
pneumoneae, Bacillus subtilis € Pseudomonas aeruginosa.

Investigacdes fitoquimicas preliminares de Richardia brasiliensis evidenciaram a
presenca de flavonoides, alcaloides, esterdides, triterpenos e compostos fenolicos, todavia
nenhum relato existe na literatura sobre o isolamento e identificacao destes metabolitos. Estas
evidéncias fundamentaram-se unicamente em uma triagem fitoquimica (ADOLPHO, et al.,

2006; EDEOGA et al., 2005).



34

3.2.1 Posicao sistematica de Richardia brasiliensis Gomes (STEVENS, 2007).

Reino: Plantae

Filo: Angiospermae
Classe: Magnoliophyta
Ordem: Gentianales
Familia: Rubiaceae

Género: Richardia

YV V V V V V VY

Espécie: Richardia brasiliensis Gomes

3.2.2 Caracteristicas botanicas de Richardia brasiliensis

A espécie Richardia brasiliensis apresenta-se como uma planta herbacea, prostrada,
ramificada de 20-50 cm de altura; raiz fibrosa; caule carnoso de cilindrico a quadrangular;
folhas simples, opostas e inteiras, de ovadas a elipticas com 2-4 cm de comprimento por 1-1,5
cm de largura, inflorescéncia em capitulos multifloros terminais, com flores brancas,
pequenas e sésseis; calice com cinco a seis sépalas (GROTH, 1980).

Planta perene ou anual com ciclo estival, apresentando florescéncia desde meados do
verdo até o principio do outono; vegeta em solos pobres, soltos, secos ou pouco umidos,
argilosos e arenosos (prefere este tipo de solo), ocorrendo na beira das estradas, em terrenos

baldios e em canais de irrigagao (GROTH, 1980).

Figura 3. Ramo da espécie Richardia brasiliensis
(Fonte: http://members.iinet.net.au/~weeds/western_weeds/rub_sal sap.htm)



35

3.3 Consideracoes gerais sobre os compostos fenolicos

A presenga dos compostos fenolicos em plantas tem sido muito estudada pelo fato
destes apresentarem atividades farmacologicas e por inibirem a oxidagdo lipidica e a
proliferacdo de fungos (NAGEN et al., 1992; GAMACHE et al., 1993; IVANOVA et al.,
1997; AZIZ et al., 1998; FERNANDEZ et al., 1998; HOLLMAN; KATAN, 1998), além de
participarem de processos responsaveis pela cor, adstringéncia e aroma em varios alimentos
(PELEG et al., 1998).

Diversos pesquisadores tém trabalhado no isolamento, identificagdo, quantificacio e
utilizagdo dos compostos fenodlicos em alimentos, enfrentando muitos problemas
metodoldgicos, pois, além de englobarem uma gama enorme de substancias (fendis simples,
acidos fenolicos, cumarinas, flavonoides, taninos e lignanas), eles sdo, na maioria das vezes,
de grande polaridade, muito reativos e susceptiveis a acdo de enzimas (KING; YOUNG,
1999).

Os compostos fenolicos compreendem desde moléculas simples até outras com alto
grau de polimerizagdo (BRAVO, 1998). Estdo presentes nos vegetais na forma livre ou
ligados a agucares (glicosidios) e proteinas (CROFT, 1998).

Na classe dos compostos largamente distribuidos na natureza estdo os fendlicos
encontrados geralmente em todo reino vegetal. Estes estdo divididos em flavondides,
derivados dos acidos fenolicos (acidos benzdico, cindmicos e seus derivados) e cumarinas

(RIBEREAU-GAYON, 1968).
3.3.1 Flavondides
3.3.1.1 Aspectos quimicos
E comum designar os produtos naturais derivados do esqueleto 1,3; 1,2 e 1,1

diarilpropanico em trés grandes classes, respectivamente, como flavonoides (1),

isoflavonoides (2) e neoflavonoides (3) (AGRAWAL, 1989).
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Os flavondides ocorrem em uma grande variedade de formas estruturais. Todos
contém 15 atomos de carbono arranjados em trés anéis (C4-C3-Cg), que sao denominados A, B
e C. Um outro aspecto estrutural comum ¢ a ligacao de dois grupos fenila a uma cadeia de trés

carbonos, isto ¢, derivados difenilpropanicos (ZUANAZZI, 1999).

Anéis A,Be C

As varias classes de flavondides diferem no grau de oxidagdo e de substituicao do anel
C, enquanto que dentro de uma classe os compostos diferem quanto a substituicdo nos anéis A
e B (PIETA, 2000).

Essas substancias sdo usualmente oxigenadas e possuem como substituintes hidroxila,
metoxila, metilenodioxila e prenila. Sdo isoladas em diversas plantas vasculares, apresentando
cerca de 8.000 compostos ja conhecidos (PIETTA, 2000). Um grande niimero de flavonoides
ocorre como O-glicosidios, no qual um ou mais dos grupos hidroxila do flavonodide estdo
ligados a um acgticar ou agucares. Esta forma, chamada conjugada, também ¢é conhecida como
heterosidio. Nos flavondides C- glicosidios o aglicar estd ligado a um atomo de carbono.
Quando o metabdlito ocorre sem conjugacdo com esses carboidratos ou entdo quando ¢
submetido a hidrdlise acida, ¢ denominado aglicona ou genina (ZUANAZZI, 1999). No
Quadro 1 (p.37) estdo apresentados alguns exemplos de flavondides e um resumo de algumas

caracteristicas conhecidas.
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Flavonoides

Caracteristicas conhecidas

Flavonas, flavonois e seus O-heterosidios

Co-pigmentacdo em flores; protetores contra

raios UV nas folhas

Antocianos Pigmentacdo do vermelho até o azul
Chalconas Pigmenta¢do amarela
Auronas Pigmentacao amarela

o ' Estdo presentes freqiientemente em tecidos
Dihidroflavonois .

de madeira

Flavanonas Podem apresentar sabor amargo
Dihidrochalconas Podem apresentar sabor amargo

Flavanas, leucoantocianidinas e

Substancias adstringentes com propriedades

proantocianidinas tanantes
Isoflavonodides Propriedades estrogénicas e/ou antifngicas
Biflavonoides Propriedades antifingicas

Quadro 1. Exemplos de flavondides e algumas de suas caracteristicas conhecidas

(ZUANAZZI, 1999).

Na grande distribuicao das diversas classes de flavonoides, as flavonas, flavanonas e

isoflavonas sdo as mais freqiientemente encontradas em espécies da familia Rubiaceae. Neste

trabalho serdo descritas apenas estas classes.

3.3.1.2 Flavonas e flavonois

Esses compostos fazem parte de um grande grupo de flavonodides de origens

biossintéticas muito proximas, sendo geralmente classificadas juntas. As flavonas sao

derivados da 2-fenilcromona, enquanto que os flavondis derivam-se da 3-hidroxi-2-

fenilcromona. As flavonas e flavonois naturais sdo freqiientemente oxigenados, substituidos
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com hidroxilas e/ou metoxilas. Alguns tipos de oxigenagdo, como as das posi¢des 5, 7,3’ e 4’
sdo geralmente as mesmos para as duas classes. Outros substituintes encontrados com
bastante freqiiéncia sao: acila, C-metila, metilenodioxila, isopreno, prenila, pirano, furano e
seus derivados clorados. A maioria destes compostos estao presentes nas plantas sob forma
conjugada, isto ¢, com um ou mais acucares ligados aos grupos hidroxila por uma ligagao

facilmente destruida por hidrélise acida (ZUANAZZI; MONTANHA, 2003).

3.3.1.3 Flavanonas

Estas substancias diferem das flavonas por possuirem uma ligacdo simples entre C-2 e
C-3, mas sao numeradas da mesma forma. Em conseqiiéncia, as flavanonas possuem centro
de assimetria em suas moléculas. Contudo, devido ao fato de serem intermediarios
biogenéticos da maioria dos grupos flavonoidicos, sdo isolados normalmente em pequenas
quantidades. As flavanonas possuem dois centros assimétricos possiveis: o nucleo B pode

apresentar as configuragdes 2S ou 2R (BOHM, 1994).

3

2 &

3.3.1.4 Isoflavonas

Os isoflavonoides sdo caracterizados, como os demais flavondides, por uma cadeia

arila-Cs-arila, mas do tipo difenil-1,2-propano. Ao contrario das outras classes de flavondides,
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sua distribuicdo taxonomica ¢ restrita. Apesar desta restricdo, tal classe apresenta uma
diversidade estrutural importante, isto se deve principalmente & modificacdes em seu
esqueleto ciclico. As isoflavonas destacam-se como as mais abundantes, sendo muitas vezes
substituidas com grupamento prenila. Nos vegetais, uma grande parte dos isoflavonoides
comportam-se como fitoalexinas, ou seja, substancias produzidas pela planta em resposta a

agressdo de um agente patogénico (ZUANAZZI; MONTANHA, 2003).

3.3.1.5 Atividades bioldgicas dos flavondéides

A grande prevaléncia de flavonoides e antocianidinas no reino vegetal ndo ¢ acidental;
eles ndo somente atuam como pigmentos de flores, mas também como inibidores de enzimas
e precursores de substancias toxicas, em defesa contra a exposicao a radiagdo ultravioleta,
agentes quelantes de metais nocivos para plantas e como agentes redutores. Em adi¢@o, os
flavonodides estdo envolvidos na transferéncia de energia, morfogénese e determinagdo do
sexo, niveis de respiragdo e fotossintese, acdo de hormonios de crescimento e reguladores da
planta, expressao de genes e comportamento (SMITH; BANK, 1986).

Ha muitos dados que apontam para um grande nimero de atividades destes compostos
em humanos como, por exemplo, no tratamento da osteoporose, na protecdo da integridade
vascular (BERETZ; CAZENAVE, 1988; EVANS, 1994) e por suas propriedades
antihepatotoxicas (SOIKE; PESCHLOW, 1987). Alguns flavonoides foram examinados
quanto a sua atividade em modelos experimentais de tumores in vitro (BRACKE et al., 1988)
e in vivo (DESCHNER et al., 1991), outros sdo capazes de inibir a atividade de enzimas tais
como a aldose-redutase (IWU et al., 1990) e xantina-oxidase (PATHAK et al., 1991). Os
compostos flavonoidicos também tém sido reportados por atuar no trato gastrintestinal como
agentes antiulcera (DI CARLO et al., 1999), antiespasmddico (CAPASSO et al., 1991), anti-
secretorio e antidiarréico (DI CARLO et al., 1993), além de também serem conhecidos pelos
seus efeitos antialérgicos, em parte atribuidos a influéncia destes sobre a producdo de
histamina (BERG; DANIEL, 1988).

Estes metabolitos podem ainda prevenir catarata diabética por inibir a aldose-redutase
optica (CHAUDRY et al., 1983). As acdes de alguns flavondides podem estar relacionadas
com a sua capacidade de interagir com o 6xido nitrico (NO), que ¢ um mediador de varias
sistemas biologicos (MONCADA et al., 1991). Outras atividades importantes como agentes
antioxidantes e anti-radicais livres (BURDA; OLESZEK, 2001) também sao relatadas.
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3.3.1.6 Outras consideracdes sobre flavonoides

Esta classe de compostos ¢ amplamente distribuida no reino vegetal, estando presente
em abundancia nas angiospermas, em que apresentam uma grande variedade estrutural, quase
ausentes em algas e com alguns representantes identificados em bridfitas (HARBORNE,
1989).

Diversas fungdes sdo atribuidas aos flavondides nas plantas, dentre elas podem-se
citar: protecdo dos vegetais contra a incidéncia de raios ultravioleta e visivel, contra insetos,
fungos, virus e bactérias; atragdo de animais com finalidade de poliniza¢do; agentes
antioxidantes e alelopaticos e inibidores enzimaticos (HARBORNE, 1989).

Estes metabolitos também podem ser utilizados como marcadores taxondmicos, ao
considerar sua abundancia em quase todo reino vegetal, a especificidade destes em algumas
espécies e sua relativa facilidade de identificagdo, estabilidade e acumulo (VON-POSER;

MENTZ, 1999).

3.3.2 Cumarinas

3.3.2.1 Aspectos quimicos

As cumarinas pertencem ao grupo de compostos dos fenilpropanoides, com estrutura
geral C4C; (STREET; COCKBURN, 1972). Com excec¢do de alguns casos raros, a maioria
das cumarinas encontram-se substituidas em C-7 por uma hidroxila. Esta substituicao (R) no
anel benzénico pode ser dupla (C-6 e C-7) ou tripla (C-6, C-7 e C-8).

A maioria das cumarinas conhecidas encontram-se livres nas plantas, porém muitas
delas foram isoladas como glicosideos. Sao substancias fluorescentes e comumente
fotossensiveis. As cumarinas livres, soluveis em alcool, extraem-se com solventes organicos
como éter. Algumas sdo parcialmente soluveis em agua, outras sdo arrastaveis por vapor de

agua (BRUNETON, 1991).
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3.3.2.2 Ocorréncia e distribuicao das cumarinas

As cumarinas sdo amplamente distribuidas entre os vegetais, ocorrendo
predominantemente em angiospermas, mas também podem ser encontradas em fungos e
bactérias. As familias mais citadas na literatura pelo contetido em cumarinas sdo: Apiaceae,
Rutaceae, Asteraceae, Fabaceae, Olanaceae, Moraceae ¢ Thymeleaceae (KUSTER; ROCHA,
1999).

3.3.2.3 Usos e propriedades farmacoldgicas das cumarinas

Muitas cumarinas simples possuem odor caracteristico, sendo amplamente utilizadas
como aromatizantes nas industrias de limpeza e cosméticos. Na area de medicamentos
destacam-se os derivados da 4-hidroxi-cumarina, que levou a descoberta da agdo
anticoagulante do dicumarol, primeiro fAirmaco com essa acdo por via oral e que constituiu o
modelo para o desenvolvimento de uma classe de anticoagulantes com o nucleo basico da 4-
hidroxi-cumarina, do qual derivam importantes firmacos como a varfarina, entre outros
(KUSTER; ROCHA, 1999).

Segundo Kuster; Rocha (1999) a procura por medicamentos de origem vegetal tem
conduzido a um renovado interesse farmacéutico em cumarinas, pelo fato de mostrarem
atividades farmacoldgicas relevantes, tais como imunossupressora, hipolipidémica,
hipotensora, relaxante vascular da musculatura lisa e cardiaca, antiagregante plaquetaria,

antiespasmadica, antioxidante e anti-HIV.

3.3.3 Aspectos biossintéticos dos flavondides e cumarinas

Os flavondides sdo biossintetizados via uma combinacdo das rotas do acido chiquimico
e acetato polimalonato (DI CARLO et al., 1999). Na primeira etapa da biossintese, rota do
acido chiquimico, (Esquema 1. p. 43), o fosfoenolpiruvato (PEP) reage com a D-eritrose-4-
fosfato, produzindo um agucar ceto fosforilado com sete carbonos, acido 3-desoxi-D-arabino-
heptulosonico-7-fosfato (DAHP). Este composto pela perda do grupo fosfato, sofre ciclizacao
e converte-se em acido 3-desidroquinico, que pela perda de uma molécula de dgua ¢ entdo
convertido a seus derivados, como por exemplo, o acido chiquimico. Apods fosforilagdo na
posi¢ao 3 do acido chiquimico, origina-se o acido chiquimico-3-fosfato, que reage com o

fosfoenolpiruvato (PEP) formando o acido 5-enolpiruvil-chiquimico-3-fosfato (EPSF). Este,
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por sua vez, origina o 4cido corismico por eliminacdo de um grupo fosfato e um préoton. O
acido corismico sofre uma reordenacdo periciclica do tipo Claisen levando ao acido prefénico,
que por descarboxilagdo, origina o acido fenilpirtivico, precursor da fenilalanina e tirosina. A
fenilalanina, pela a¢do da enzima fenilalanina amoénia liase (PAL), perde uma molécula de
amonia, originando o 4cido cindmico, o precursor da maioria dos compostos classificados
como fenilpropandides (DEWICK, 1997) (Esquema 1, p. 43).

Por intervencdo da enzima oxigenase, o acido cinamico ¢ hidroxilado, formando o
acido p-cumarico (BRUNETON, 1991). Na segunda etapa da biossintese, rota do acetato
polimalonato (Esquema 1-2° etapa, p. 44), ocorre a condensagdo de trés moléculas de acetato
com um derivado do acido cindmico (p-cumaroil-CoA). Provavelmente, cada molécula de
acetil-CoA ¢ primeiramente convertida em malonil-CoA, enquanto que a do acido cinamico €
convertida em p-cumaroil-CoA, ambas intermediarias ativas transformadas por uma coenzima-
A. Apods condensacdo, forma-se um intermediario de 15 atomos de carbono, que catalisado
pela enzima chalcona sintase sofre ciclizacdo originando a chalcona, o intermediario comum
de todos os flavonodides (DEWICK, 1997). A adicao de substituintes ocorrem posteriormente a
ciclizacao da chalcona (BRUNETON, 1991).

As cumarinas originam-se a partir da lactonizacdo de derivados do 4acido
hidroxicindmico com a perda de uma molécula de agua (STREET; COCKBURN, 1972) -
(Esquema 2, p. 45).
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Esquema 1. Representacdo esquemadtica da biossintese dos flavonoides (DEWICK, 1997).
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Esquema 2. Etapa biossintética da formagao das cumarinas

NS

OH S XX
Isomerizagio (E-Z) Lactonizagiio * HO
—_— —_—
OH cl) HO O 0 0

Acido orto-hidroxicindmico H .
Cumarina

3.4 Consideracoes sobre terpendides
3.4.1 Aspectos quimicos

Os terpenodides constituiem uma grande familia de metabdlitos secundarios,
compreendendo cerca de 30.000 terpenos, classificados, de acordo com o ntimero de unidades
de isopreno (Figura 4), em: hemiterpenoides (Cs), monoterpendides (Cjy), sesquiterpenoides,
(Cis), diterpendides (Cy), triterpendides (Cjzp) e tetraterpendides (Cs) (NIERO;
MALHEIROS, 2007).

X

Figura 4. Esqueleto isoprénico
3.4.2 Atividades bioldgicas dos terpendides

Segundo Niero; Malheiros (2007) os terpendides sao conhecidos pelas suas
importantes fungdes bioldgicas e fisiologicas, sendo bastante utilizados na area farmacéutica.

Os monoterpenos sdo os principais constituintes dos Oleos volateis, importantes
comercialmente na fabricacdo de sabao, detergentes, cosméticos e perfumaria, além de serem
atrativos dos polinizadores. Os sesquiterpenos, em geral, apresentam fungdes protetoras
contra fungos e bactérias, enquanto muitos diterpendides ddo origem aos hormdnios de
crescimento vegetal. Os triterpenodides e seus derivados esteroidais apresentam uma gama de

fungdes como protecdo contra herbivoros, alguns sdo antimitéticos, outros atuam na
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germinagdo das sementes e na inibicdo do crescimento da raiz (NIERO; MALHEIROS,
2007).

Os triterpenos constituem talvez o grupo mais importante de terpendides. Eles
apresentam diversas propriedades medicinais, destacando-se os efeitos antiinflamatorios,
analgésicos, cardiovasculares e antitumorais (NIERO; MALHEIROS, 2007).

A betulina, triterpeno mais abundante na natureza, ¢ o precursor na biossintese do
acido betulinico, sendo este o composto biologicamente mais ativo deste grupo. Estes
compostos tém apresentado varias atividades biologicas, entre as quais destaca-se a atividade
antiinflamatéria. Trabalhos recentes também tém demonstrado que os acidos ursolico e
oleandlico também exercem intimeras atividades bioldgicas, dentre as quais destacam-se as
atividades antiinflamatoria, analgésica, antitumoral, anti-HIV e tripanossomicida, além de
serem inibidores da acetilcolinesterase, podendo ser utilizados no tratamento do Mal de
Alzheimer. Estes sdo apenas alguns exemplos da importancia desta classe de compostos
presentes, principalmente, em plantas superiores, muitas delas, encontradas na flora brasileira

(NIERO; MALHEIROS, 2007).

3.4.3 Aspectos gerais da biossintese dos triterpenos

Os triterpenos sdo formados a partir de unidades isoprénicas. Inicialmente ocorre
formacdo da acetoacetil CoA através de condensagdo do tipo cabeca-cauda, sendo catalisada
pela enzima tiolase. Uma terceira molécula de acetil CoA adiciona-se ao grupo carbonila na
posicdo trés da acetoacetil CoA para formar 3-hidroxi-3-metilglutaril CoA. Este ¢, entdo,
reduzido a 4acido mevaldnico, sendo provavelmente precedido pelo intermediario &cido
mevaldico. Como a reacao ¢ praticamente irreversivel o d&cido mevaldnico deve ser precursor
direto para compostos isoprenoides.

A enzima mevaldate redutase transfere um hidrogénio estereoespecificamente do
NADH ou NADPH para o substrato. O 4cido mevaldnico formado ¢, entdo, fosforilado no
grupo alcodlico primario para formar o acido mevalonico monofosfato e em uma segunda
etapa da reagdo o acido pirofosfato. O isopentenil pirofosfato ¢ obtido de um composto
posterior por descarboxilacdo e eliminacdo de uma molécula de dgua. A reagdo requer a
presenca de ATP.

A polimerizagdo do pirofosfato de isopentila inicia-se com a ligacdo C-O do

pirofosfato de dimetilalila (o qual ¢ formado por isomerizacao do pirofosfato de isopentenila)
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resultando em um centro cationico que sofre adicdo de uma molécula de pirofosfato de
isopentenila gerando pirofosfato de isopentila produzindo o pirofosfato de farnesila.

A formacgdo do esqualeno ocorre através da condensagdo do tipo cabeca-cabega entre
moléculas de pirofosfato de farnesila. Trata-se de uma reacao estereoespecifica, em que um
atomo de hidrogénio do carbono 1 de um dos dois grupos farnesila ¢ adicionado por um
atomo de hidrogénio originado do NADPH.

Inicialmente ocorre substituicio de um dos dois grupos farnesila por um grupo
carregado negativamente, seguido de eliminagdo do grupo pirofosfato, o que resulta na
formag¢do de um derivado de nerolidol. Este derivado atua na substituicdo nucleofilica da
segunda molécula de pirofosfato de farnesila com a eliminacdo do grupo difosfato e inversao
de configuragdo no atomo de carbono 1. Como a dupla ligagdo no derivado de nerolidila ¢
deslocada, uma carga positiva forma-se no carbono 2 desta molécula, a qual ¢ neutralizada
pelo substituinte X e, entdo, removido da molécula o préton do carbono 2 da porgdo
nerolidina, por eliminac¢do. Na seqiiéncia reacional o 4&tomo de hidrogénio do carbono 2 que
encontra-se no plano ¢ eliminado. Durante a seqiiéncia de deslocamento da dupla ligagao do
carbono 2 e 3 para os carbonos 3 ¢ 4 da por¢do nerolidila associado com a eliminagdo do
grupo X, um atomo de hidrogénio de NADPH ¢ introduzido na molécula e o esqualeno ¢
formado.

A formacdo dos sistemas de anéis triterpénicos ciclicos a partir do esqualeno inicia-se
com a oxidagdo do composto isoprenoide a esqualeno-2,3-epéxido. O anel epodxido ¢
removido pela a¢ao de protons formando o grupo hidroxila no carbono 3 e uma carga positiva
na molécula. O 3-hidroxi-esqualeno formado cicliza-se espontaneamente. O nimero e a
configurac¢do dos anéis formados dependem das dobras da cadeia do esqualeno.

O cation esterdide sofre um rearranjo Wagner-Meerwein alargando o anel D. Depois
fecha-se um anel adicional seguido de rearranjo de Wagner-Meerwein, em que novamente
ocorre alargamento construindo o anel E. Esta estrutura ¢ o material de partida para a sintese
dos triterpenos pentaciclicos das séries fridelano, oleanano e ursano por eliminagdo de protons

(Esquema 3, p. 48) (LUCKNER, 1969).
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Esquema 3. Rota biossintética para formacao dos triterpenos.
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Continuacao (Esquema 2)
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Continuacao (Esquema 2)

Cation esteroide




Continuacao (Esquema 2)
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4.0 PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Material botanico

A espécie vegetal Richardia brasiliensis foi coletada em agosto de 2006, no municipio
de Santa Rita, Paraiba, sendo identificada pela Prof®. Dr’. Maria de Fatima Agra, do setor de
botanica do Laboratério de Tecnologia Farmacéutica “Prof. Delby Fernandes de Medeiros”
(LTF/UFPB). Uma exsicata da referida planta encontra-se depositada no Herbario Prof. Lauro
Pires Xavier (CCEN/UFPB), da Universidade Federal da Paraiba, sob o codigo Agra et al.
3195.

4.2 Métodos de analise

4.2.1 Métodos cromatograficos

Para as cromatografias de adsorcao em coluna (CC) utilizou-se silica gel 60, ART
7734 da MERCK, de particulas com dimensdes entre 0,063-0,200 mm e Sephadex LH-20 da
AMERSHAM BIOSCIENCES, tendo como suporte colunas de vidro cilindricas cujas
dimensdes variaram de acordo com a quantidade de amostra a ser cromatografada. Para
cromatografia em camada delgada (CCD) utilizou-se silica gel 60 PF,sq, ART 7749 da
MERCK. Como fase movel foram utilizados os solventes hexano (Hex), cloroférmio
(CHCI,), acetato de etila (AcOEt) e metanol (MeOH), isoladamente ou em misturas binarias,
em gradiente crescente de polaridade.

A cromatografia em camada delgada analitica (CCDA) foi empregada para a analise
das fragdes obtidas por CC. As revelacdes das substancias nas CCDA foram executadas pela
exposi¢ao das cromatoplacas a lampada de irradiag@o ultravioleta em dois comprimentos de
onda (254 e 366 nm) por meio de aparelho MINERALIGHT, modelo UVGL-58, bem como

pela impregnacao das placas em cubas de vidro saturadas por vapores de iodo.
4.2.2 Métodos espectroscopicos
Os dados espectrais na regido do infravermelho (IV) foram obtidos em aparelho de

BOMEM FT-IR, série 100 MB do Laboratorio de Tecnologia Farmacéutica/UFPB, utilizando

de 1,00 a 3,00 mg de amostra em pastilhas de KBr, com freqiiéncia medida em cm.
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Os espectros de Ressondncia Magnética Nuclear de hidrogénio (RMN de 'H) e
Ressonancia Magnética Nuclear de carbono treze (RMN de °C), uni e bidimensionais foram
obtidos em espectrometro VARIAN MERCURY, operando na freqiiéncia do hidrogénio a
200 MHz e do carbono a 50 MHz, bem como em espectrometro de marca BRUKER,
operando na freqiiéncia do hidrogénio a 500 MHz e do carbono a 125 MHz, sendo este
pertencente a0 CENAUREM-CE. As amostras para analise foram preparadas dissolvendo-se
uma pequena quantidade em solvente deuterado (CDCl; e MeOD). Os deslocamentos
quimicos (0) foram expressos em partes por milhdo (ppm), sendo referenciados para RMN de
'H os picos caracteristicos dos hidrogénios pertencentes as fragdes nio deuteradas dos
solventes: cloroféormio (0 = 7,24 ppm) e metanol (3 = 3,3 ppm). Para os espectros de RMN
de °C, estes mesmos pardmetros foram utilizados: cloroféormio (8¢ = 77,00 ppm) e metanol
(8¢ =49,00 ppm).

As multiplicidades dos sinais de RMN 'H foram indicadas segundo as convengdes: s
(simpleto), sl (simpleto largo), d (dupleto), dl (dupleto largo), dd (duplo dupleto), ddd (duplo
duplo dupleto), m (multipleto).

4.2.3 Ponto de fusao

O ponto de fusdo (PF) de cada amostra foi determinado em placa de aquecimento de
aparelho digital para ponto de fusdo (MQAPF - 302, Microquimica Equipamentos LTDA),

com temperatura que varia de 0-350 °C.

4.2.4 Pureza da amostra

O grau de pureza das substancias evidenciado por CCDA, foi determinado quando
observada uma tunica mancha apds revelagdo, em pelo menos trés tipos de sistemas de
eluicdes diferentes. Além disso, também foram considerados a determinagdo do ponto de
fusdo das substancias (o critério de pureza adotado ¢ que a diferenca entre o PF final e o PF

inicial ndo seja maior que 3 °C), bem como a analise dos dados espectrais.

4.3 Processamento do material vegetal de Richardia brasiliensis
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Ap6s coletado, o material vegetal de Richardia brasiliensis, contendo todas as partes
da planta, foi desidratado em estufa com ar circulante a temperatura média de 45 °C, durante 3
a 4 dias, sendo em seguida submetido a um processo de pulverizagdo em moinho mecanico,

obtendo-se 2,280 Kg de po.

4.3.1 Triagem fitoquimica de Richardia brasiliensis

Esta triagem procura sistematizar ou rastrear os principais grupos de constituintes
quimicos que compdem o extrato vegetal, através de um exame qualitativo rapido, no qual
utiliza-se reagentes de coloragdo ou precipitagdo. A triagem fitoquimica preliminar foi
realizada seguindo a metodologia descrita por Matos (1997) e seus resultados encontram-se

sumarizados na Tabela 1 abaixo.

Tabela 1. Dados referentes a triagem fitoquimica realizada com o extrato bruto de Richardia

brasiliensis.
Grupos Quimicos Testes Aplicados Resultados
Alcaloides Bouchardat -
Mayer -
Dragendorff -
Acido silico-tungstico -
Esteroides e Terpendides Liebermann-Burchard ++
Taninos Cloreto Férrico 2% +
Flavonodides Shinoda +++
Oxalo-borico +++
Saponinas Teste de espuma +

(-) Reagdo negativa; (+) Reacdo fracamente positiva; (++) Reagdo positiva; (+++) Reacdo
fortemente positiva.

4.3.2 Obtencio e particionamento do extrato etandlico bruto de Richardia brasiliensis

O material vegetal seco e pulverizado (2,280 Kg) foi submetido a maceragdo exaustiva
com etanol (EtOH) a 95% por 72 h, sendo este processo repetido quatro vezes, para obter a
maxima extragdo dos constituintes quimicos. A solucdo etandlica obtida, apds filtrada, foi

concentrada com auxilio de um evaporador rotativo, a uma temperatura média de 50 °C. Apos
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esse processo de evaporacao do solvente, obteve-se o extrato etanolico bruto (EEB), que pesou

177 g, com rendimento de 7,76% em relagdo ao peso da planta seca. Dois gramas (2 g) do EEB

foi utilizado para realizar a triagem fitoquimica , 25 g foi reservado e o restante foi

solubilizado em MeOH : H,O (3:7 v/v) sob agitacdo mecanica durante 60 minutos, obtendo-se

uma solucdo hidroalcodlica 1. Esta foi submetida a particdo liquido/liquido, em ampola de

separacdo, utilizando-se os solventes Hex (3 x 0,5 L), CHCI; (3 x 0,5 L) e AcOEt (3 x 0,5 L),

separadamente. As solugdes obtidas foram tratadas com sulfato de s6dio anidro e submetidas a

filtragdo. Apds esse processo, os solventes foram evaporados em evaporador rotativo sob

temperatura média de 50 °C, fornecendo as fases hexanica (23,3 g); cloroformica (15 g) e

acetato de etila (6,9 g), como observado no Fluxograma 1 abaixo.

Fluxograma 1. Obtencdo e particionamento do extrato etanolico bruto de R. brasiliensis.

Material vegetal seco e pulverizado (2,280 kg)

- Maceragdo 72 h com Etanol 95%
- Concentragdo sob pressdo reduzida

Extrato Etanolico Bruto (177 g)

Soluc¢iao Hidroalcoodlica I

- Hexano (3x0,5L)

Soluc¢iao Hidroalcodlica 11

A 4

- Dissolugao em MeOH:H,O0 (3:7)
- Agitagdo mecanica por 60 min.

- Particdo em ampola de separagdo

v - Sulfato de sodio anidro
- Filtragdo
- Concentrag@o em evaporador rotativo

- Particdo em ampola de separagio

- CHCL; (3x0,5L) Fase HexAnica (23,3 g) W

A 4

Soluciao Hidroalcodlica 111

- Particdo em ampola de separagéo

- Sulfato de sodio anidro
- Filtragao

v- Concentracdo em evaporador rotativo

-AcOEt (3x0,5L)

Fase Cloroférmica (15 g)

A 4

- Filtragao

- Sulfato de sddio anidro

Soluc¢do Hidroalcodlica IV - Concentragio em evaporador rotativo

" Reservada para estudos posteriores Fase Acetato de Etila (6,9 g)
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4.4 Fracionamento cromatografico da fase cloroformica

Uma aliquota de 10 g da fase cloroférmica foi submetida a CC, utilizando-se como
fase estacionaria 200 g de silica gel 60 (Artigo 7734 MERCK) (Fluxograma 2, p. 58), € como
eluentes Hex, CHCl; e MeOH, puros ou em misturas bindrias, em gradiente crescente de
polaridade, obtendo-se 560 fracdes de 100 mL, que foram concentradas em evaporador
rotativo e reunidas por CCDA, de acordo com seus fatores de retencao (Rfs) em 51 subgrupos
(Tabela 2, p. 59).

A fracdo 189-194 foi purificada através de cromatografia em camada delgada
preparativa (CCDP), utilizando-se como eluentes Hex:AcOEt em mistura binaria, na
proporcao de 80%:20% , resultando em um sélido amorfo que mostrou-se como uma unica
mancha, apods analise por CCDA, sendo codificado como Rb- 1 (76 mg) e encaminhado para
analise espectral (Fluxograma 2, p.58).

A fragdo 196-210 foi submetida a CCDP, utilizando-se Hex:AcOEt (70%:30%) como
eluentes, obtendo-se 5 subfracdes codificadas como: (196-210) 1; (196-210) 2; (196-210) 3;
(196-210) 4; (196-210) 5. A subfragao (196-210) 5 apos CCDP, utilizando-se como eluentes
Hex:AcOEt (75%:25%), resultou em cristais amarelos em forma de agulha, que mostrou-se
como uma Unica mancha através de CCDA, sendo codificado como Rb-2 (67 mg) e
submetido a analise espectral (Fluxograma 2, p.58).

A fragao 284-322 foi recristalizada com MeOH, fornecendo um precipitado branco
que apresentou-se como uma unica mancha através de CCDA, sendo codificado como Rb-3

(685 mg) e encaminhado para analise espectral (Fluxograma 2, p. 58).



58

Fluxograma 2. Fracionamento da fase cloroférmica do extrato etanolico bruto de Richardia

brasiliensis.

Fase Cloroférmica (10 g)

- CC (Silica Gel)
- Hex; Hex:CHCl;; CHCl;; CHCl3:MeOH
(em gradiente crescente de polaridade)

- CCDA
l v l
189-194 196-210 284322
CCDP l - Recristalizacao
- - MeOH
- Hex:AcOEt (8:2) ¢
- CCDA - CCDP
_Hex:AcOEt (73)  l—mn-2 (685 me)
Rb-1 (76 mg) - CCDA

oo b

(196-210).1 (196-210).2 (196-210).3 (196-210).4

!

(196-210).5

- CCDP
- Hex:AcOEt (75:25)
- CCDA

Rb-2 (67 mg)




59

Tabela 2. Fracdes obtidas e eluentes utilizados e no fracionamento cromatografico da fase
cloroféormica de Richardia brasiliensis.

Eluentes Proporcao Fracoes obtidas Fracoes reunidas
Hex 100% 1-7 1-7
Hex:CHCl; 95:5 8-11 8-11
Hex:CHCl; 92:8 12-16 12-16
Hex:CHCl; 90:10 17-20 17-20
Hex:CHCl; 80:20 21-23 21-23
Hex:CHCl; 50:50 24-27 24-27
Hex:CHCl; 30:70 28-168 28-32; 33-34;
35-45; 46-56;
57-63; 64-67,
68-74; 75-78;
79-86; 87-100;
101-123; 124-134;
135-144; 145;
146-159; 160-164
CHCI; 100% 169-337 165-188; 189-194;
196-210; 211-222;
223-228; 229-230;
231-252; 253-264;
265-271; 272-283;
284-322
CHCI5:MeOH 99:1 338-341
CHCl;:MeOH 98:2 342-421 323-353; 354-358;
359-373; 374-400;
401-415
CHCI5:MeOH 94:6 422-425 416-423
CHCl;:MeOH 90:10 426-495 424-430; 431-433;
434-447; 448-451,
452-471; 472-492
CHCI5:MeOH 85:15 496-536 493-504; 505-532
CHCI5:MeOH 80:20 536-550 533-538; 539-542
545-550
CHCl;:MeOH 75:25 551-560 551-560




60

4.5 Fracionamento cromatografico da fase acetato de etila

A fase acetato de etila (2 g) foi submetida a CC, utilizando como fase estacionaria
Sephadex LH-20 e como eluentes CHCIl;:MeOH (1:1), obtendo-se 43 fracdes. Estas foram
monitoradas através de CCDA e reunidas de acordo com seus Rfs em: Fr 1-5; Fr 6-8; Fr 9-11;
Fr 12-13; Fr 14-16; Fr 17-20; Fr 21-22; Fr 23-24; Fr 25-26; Fr 27-28; Fr 29-31; Fr 32-33; Fr
34-38; Fr 39-43.

A fragcdo 12-13 foi submetida a CC, utilizando Sephadex LH-20 e como eluentes
CHCIl3:MeOH (1:1), obtendo-se 29 subfragdes. Estas foram analisadas através de CCDA e
reunidas, de acordo com seus Rfs, na seguinte ordem: Fr 1-2; Fr 3; Fr 4-16; Fr 17-18; Fr 19-
20; Fr 21-23; Fr 24-25; Fr 26-27; Fr 28-29.

A subfragdo 4-16, apods analise em CCDA, foi submetida a CCDP, utilizando-se
CHCI;5:AcOEt (83%:17%) como eluentes, obtendo-se 3 subfragoes: (4-16).1; (4-16).2; (4-
16).3. A subfracdo codificada como (4-16).1 foi submetida 8 CC em Sephadex LH-20, eluida
com CHCIl;3:MeOH (1:1), fornecendo 31 subfragdes. Estas foram analisadas através de CCDA
e reunidas, de acordo com seus Rfs, em: Fr 1-2; Fr 3-5; Fr 6-16; Fr 17-19; Fr 20-28; Fr 29-31.

A subfracdo 6-16, apos andlise em CCDA, foi submetida a CCDP, utilizando-se
AcOEt:MeOH (95%:5%) como eluente, obtendo-se 6 subfragdes codificadas como: (6-16) 1;
(6-16)2; (6-16) 3; (6-16) 4; (6-16) 5; (6-16) 6.

A subfragdo (6-16).2 apods purificagdo, através de CCDP, utilizando-se CHCl;:AcOEt
(88%:12%) resultou em um precipitado amarelo, codificado como Rb-4 (26 mg), o qual foi

levado para analise espectral (Fluxograma 3, p.61).
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Fluxograma 3: Fracionamento cromatografico da fase acetato de etila do extrato etanolico
bruto de Richardia brasiliensis.

Fase Acetato de Etila (2 g)

- Sephadex LH-20
-CHCl;:MeOH (1:1)
- CCDA.

R EEE

1 12-13 14-16 17-20 21-22 23-24 25-26 27-28 29-31 32-33 34-38 39-43

-

1-5 6 9

- Sephadex LH-20
-CHCI3:MeOH (1:1)
- CCDA.

AN

-16 17-18 19-20 21-23 24-25 26-27 28-29

- CCDA
- CCDP
- CHCl5:AcOEt (83%:17%)

v
(4-16).3 (4-16).2 (4-16).1

L
- Sephadex LH-20
- CHCl13:MeOH (1:1)
- CCDA
1-2 3-5 6-16 17-19 20-28 29-31
- CCDA
- CCDP

- AcOEt:MeOH (95%:5%)

Voo

(6-16).1 (6-16).2 (6-16).3 (6-16).4 (6-16).5 (6-16).6
- CCDP
- CHCl3:AcOEt (88%:12%)

Rb-4 (26 mg)
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5.1.1 Determinacio estrutural de Rb-1

A substancia codificada como Rb-1 apresentou-se como solido amorfo, soltivel em
cloroférmio, com rendimento de 0,003%.

O espectro de RMN de "*C (50 MHz, CDCl;), utilizando a técnica APT (Figuras 5, 6 e
7, p. 67-69), revelou a presenca de trinta sinais, referentes a sete carbonos nao hidrogenados
(0c 36,3; 0¢ 36,7; d¢c 41,6; d¢ 41,9; d¢ 45,06; d¢c 89,6 e 6¢c 179,0), oito metinicos (d¢ 38,1; d¢
40,2; o¢c 52,9; oc 54,7; d¢c 60,5; oc 78,8; oc 128,7; d¢c 133.,4), oito metilénicos (6¢ 17,6;
Oc 22,7; d¢ 25,5; ¢ 26,9; d¢ 30,8; o¢c 31,2; ¢ 31,3; d¢ 38,9) e sete carbonos metilicos (d¢
14,9; d¢ 16,1; 6¢ 17,8; 6¢ 17,9; d¢ 18,9; d¢ 19,1; d¢ 27,7), podendo-se inferir um esqueleto de
triterpeno pentaciclico, para Rb-1.

Os sinais para carbonos metinicos em o6¢ 133,4 e 0¢c 128,7 sugeriram a presenga de
uma dupla ligagdo na molécula. Um outro sinal em oc 78,8 foi atribuido a carbono
oximetinico. Os deslocamentos quimicos para carbonos nao hidrogenados em d¢ 89,6 (C-13)
e O0c 179,9 (C-28) sugeriram a existéncia de um grupamento lactonico entre os carbonos C-13
e C-28.

O espectro de RMN de 'H (200 MHz, CDCls) (Figura 8, 9 e 10, p. 70-72) de Rb-1
evidenciou um envelope de sinais simples na regido entre 2,2 e 0,7 ppm, caracteristicos de
hidrogénios metinicos, metilénicos e metilicos de triterpenos pentaciclicos. Um duplo dupleto
em oy 3,2 (dd, J=5,6 ¢ J=10,4 Hz) foi atribuido ao hidrogénio do carbono oximetinico da
molécula. A presenga de um dupleto largo em oy 5,93 (dl, /=9,4 Hz) e de um duplo-dupleto
em Oy 5,5 (dd, J=3,6 e J=10,6 Hz), sugeriu a presenga de uma insaturacdo na molécula,
corroborando com a proposta feita pelo espectro de RMN de °C.

O espectro bidimensional, de correlagdo heteronuclear HMQC (*J, n=1) ('"H x °C, a
200 e 50 MHz, respectivamente) mostrou as correlagdes diretas entre os hidrogénios e seus
respectivos carbonos (Figuras 11, 12 e 13, p. 73-75).

No espectro bidimensional, de correlagio heteronuclear, HMBC (°J, n=2 ¢ n=3) ('H x
13C, a 200 e 50 MHz, respectivamente) (Figuras 14 a 17, p. 76-79) observou-se as correlagdes,
a duas ligagoes entre H-11 (dl, oy 5,93, J= 9,4 Hz) e C-12 (8¢ 128,7); H-18 (m, oy 1,61) e C-
13 (0¢ 89,6); H-30 (s, 015 0,90) e C-20 (6¢ 40,2), e a trés ligagdes entre H-5 (m, oy 0,75) e C-1
(6c 38,9); H-11 (dl, 6 5,93, J=9,4 Hz) e C-13 (6¢ 89,6); H-23 (s, dn 0,96) e C-3 (d¢ 78,8), C-
5 (0¢ 54,7) e C-24 (o¢ 14.9); H-24 (s, oy 0,76) e os carbonos C-3 (d¢ 78,8), C-5 (6c 54,7) e C-
23 (0¢ 27,7); H-25 (s, 0y 0,88) e os carbonos C-5 (d¢ 54,7), C-9 (d¢ 52,9) e C-1 (o¢ 38.,9); H-
26 Oy 1,02) e C-9 (6¢ 52.,9), C-14 (0¢c 41,9) e C-7 (d¢ 31,2); H-27 (s, oy 1,13) e os carbonos
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C-8 (8¢ 41,6), C-13 (6¢ 89,6) e C-15 (0¢ 25,5) e, finalmente, entre H-29 (s, oy 0,98), C-18 (0¢
60,5) e C-20 (8¢ 40,2). Estas correlacdes estdo apresentadas na Tabela 3 (p. 65).

O espectro de HMBC evidenciou também as correlagdes do hidrogénio H-9 (m, oy
1,92) a duas ligagdes com oc 133.,4 e a trés ligacdes com d¢ 128,7, permitindo, desta forma,
definir a posicdo da dupla ligacdo em C-11 (6¢ 133,4), refor¢ando a proposta feita pelos
espectros de 'H e "°C.

Ainda no espectro HMBC, observou-se as correlagdes, a trés ligacdes, dos hidrogénios
das metilas H-23 (s, oy 0,96) e H-24 (s, oy 0,76) com o carbono oximetinico (d¢c 78,8),
definindo, portanto, o carbono C-3.

O espectro bidimensional, de correlagdo homonuclear COSY (Figuras 18, 19 e 20, p.
80-82) confirmou o acoplamento entre os hidrogénios H-11 (dl, oy 5,93, J= 9,4 Hz) e H-12
5,5 (dd, J=3,6 e J=10,6 Hz) e entre H-2 (m, oy 1,62) e H-3 (dd, oy 3,2, J/=5,6 e J/=10,4 Hz), ao
mostrar interagdo entre seus deslocamentos quimicos.

A comparagdo dos dados espectrais de RMN 'H ¢ "°C com modelos encontrados na
literatura (BEGUM et al., 2000) (Tabela 4, p. 66) permitiu identificar a substancia Rb-1 como

sendo o 3-B-hidroxiurs-11-en-28,13-B-olide, isolada pela primeira vez na familia Rubiaceae.

3-B-hidroxiurs-11-en-28,13-B-olide
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Tabela 3. Dados de RMN 'H (200 MHz), "*C (50 MHz) ¢ correlagdes entre sinais de 'Hx °C
(HMQC ¢ HMBC) e 'Hx 'H(COSY) de Rb-1 registrados em CDCl;.

HMQC -'H x "C HMBC - 'H x °C COSY
7 2y 3 'Hx'H
8¢ Su
C
4 36,7 -
8 41,6 -
10 36,3 -
13 89,6 -
14 41,9 -
17 45,0 -
28 179,0 -
CH
3 78,8 3,2 (dd, J=5,6 ¢ 10,4Hz) H-2
5 54,7 0,7 (m) C-1
9 52,9 1,9 (m) C-11 C-12
11 133,4 5,9 (dl, J=9,4 Hz) C-12 C-13 H-12
12 128,7 5,5 (dd, J=3,6 ¢ 10,6 Hz) H-11
18 60,5 1,6 (m) C-13
19 38,1 1,8 (m)
20 40,2 0,8 (m)
CH,
1 38,9 1,7 (m)
2 26,9 1,6 (m) H-3
6 17,6 1,6 (m)
7 31,2 1,5 (m)
15 25,5 1,1 (m)
16 22,7 1,3 (m)
21 30,8 1,5 (m)
22 31,3 1,5 (m)
CH;
23 27,7 0,9 (s) C-3/C-5/C-24
24 14,9 0,7 (s) C-3/C-5/C-23
25 19,1 0,8 (s) C-1/C-5/C-9
26 18,9 1,0 (s) C-7/C-9/C-14
27 16,0 1,1 (s) C-8/C13/C-15
29 17,8 0,9 (s) C-18/C-20

30 17,9 0,9 () C-20
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Tabela 4. Comparacio dos dados espectrais de RMN de 'H e "°C de Rb-1 com modelo
encontrado na literatura (BEGUM et al., 2000) (5 em ppm e J em Hz).

Rb-1 (CDCl)

Modelo-literatura (CDCl;)

3

d¢ Ou d¢ Ou
C
4 36,7 - 37,9 -
8 41,6 - 41,8 -
10 36,3 - 36,4 -
13 89,6 - 89,5 -
14 41,9 ; 42,0 ;
17 45,0 - 45,1 -
28 179,0 ; 179,1 ;
CH
3 78,8 3,2 (dd, J=5,6 ¢ 10,4Hz) 80,7 4,61 (ddd, J=8,7; 7 ¢ 1 Hz)
5 54,7 0,7 (m) 54,9 0,84 (m)
9 52,9 1,9 (m) 53,0 1,97 (dd, J=3.2 e 1,5 Hz)
11 133,4 5,9 (dl, J=9,4 Hz) 133,1 5,93 (dd, J=10,3 e 1,5Hz)
12 128,7 5,5 (dd, J=3,6 ¢ 10,6 Hz) 129,1 5,53 (dd, J=10,3 ¢ 3,2 Hz)
18 60,5 1,6 (m) 60,6 1,64 (d, J=12)
19 38,1 1,8 (m) 38,2 1,78 (m)
20 40,2 0,8 (m) 40,3 0,88 (m)
CH,
1 38,9 1,7 (m) 38,0 1,87 (m)
2 26,9 1,6 (m) 23,5 1,74 (m)
6 17,6 1,6 (m) 17,6 1,58 (m)
7 31,2 1,5 (m) 31,2 1,56 (m)
15 25,5 1,1 (m) 25,6 1,20 (m)
16 22,7 1,3 (m) 22,8 1,40 (m)
21 30,8 1,5 (m) 30,9 1,58 (m)
22 31,3 1,5 (m) 314 1,84 (m)
CH3
23 27,7 0,9 () 27,7 0,88 (s)
24 14,9 0,7 (s) 16,1 0,86 (s)
25 19,1 0,8 () 19,2 0,93 (s)
26 18,9 1,0 (s) 19,0 1,04 (s)
27 16,0 1,1 (s) 16,1 1,15 (s)
29 17,8 0,9 (s) 17,9 0,99 (d, J=6,1)
30 17,9 0,9 () 18,0 0,92 (d, J=6,3)
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Figura 5. Espectro de RMN ""C-APT de Rb-1 (CDCl; — 50 MHz)
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Figura 8. Espectro de RMN 'H de Rb-1 (CDCl; — 200 MHz)
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Figura 10. Expansio do espectro de RMN 'H de Rb-1 na regido de 2,2 — 0,6 ppm (CDCl; — 200 MHz)
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Figura 11. Espectro de correlagdo 'H x °C - HMQC de Rb-1 (CDCls, 200 e 50 MHz)
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Figura 12. Expanséo do espectro de correlagdo 'H x °C - HMQC de Rb-1 na regido de 4,5 — 0,5 x 85 — 35 ppm(CDCl;, 200 ¢ 50 MHz)
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Figura 15. Expansio do espectro de correlagdo 'H x °C - HMBC de Rb-1 na regido de 6,3 — 1,5 x 182 — 34 ppm (CDCls, 200 e 50 MHz)

77



22

Cc=—0
16 28

[ ﬁlj

O ©
K ) '
o 5 ! | -
25 Rl A==
3 1 i P
t =l ! |
p
©
60 55 50 a5 an 35 0
F1 [ppm]

| J | |
ﬂ'!"."'llﬁ".“""n""f"f'-m"t'-."":"1"'; o kg W e ittt Py g i st ) g S

25 20 L5

Figura 16. Expansio do espectro de correlagio 'H x °C - HMBC de Rb-1 na regido de 1,2 — 0,7 x 64 — 12 ppm (CDCl3, 200 ¢ 50 MHz)

78



|'1_'|

0.8 1 1 i T — i 1 gt

g

14% 1310 129 110 108 ain 1] T
F1 {ppm]

Figura 17. Expansio do espectro de correlagdo 'H x °C - HMBC de Rb-1 na regido de 2,2 — 0,6 x 142 — 66 ppm (CDCls, 200 e 50 MHz)
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Figura 18. Espectro de correlagdo 'H x 'H - COSY de Rb-1 (CDCls, 200 ¢ 50 MHz)
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5.1.2 Determinacio estrutural de Rb-2

A substancia codificada como Rb-2 apresentou-se como cristais amarelos, soluvel em
cloroférmio, com rendimento de 0,0029%.

O espectro de RMN de 'H (200 MHz, CDCl;) (Figuras 21 e 22, p. 86 ¢ 87) revelou a
presenga de cinco sinais de hidrogénios. Na regido de hidrogénios ligados a carbonos
aromaticos observou-se um dupleto em oy 7,58 e outro em Oy 6,24, integrando para um
hidrogénio cada e com J = 9,6 Hz, sugerindo que estes acoplam orto entre si, atribuindo-se
aos hidrogénios H-4 e H-3, respectivamente. Estes sinais sdo classicos de esqueletos
cumarinicos. Observou-se ainda, dois simpletos em oy 6,89 e oy 6,82 sugerindo a presenca de
dois hidrogénios ligados a carbonos aromadticos, um simpleto em oy 3,93, caracteristico de
hidrogénios metoxilicos e um simpeto largo em dy 6,15 tipico de hidrogénio de hidroxila.

O espectro de RMN °C (50 MHz, CDCls), utilizando a técnica APT (Figuras 23 ¢ 24,
p. 88 e 89) mostrou dez absorgdes de carbonos, sendo quatro metinicos (3¢ 113,3; 6¢143,3; oc¢
107,4 e o¢ 103,1), cinco nao hidrogenados (d¢ 161,4; 6¢c 111,4; o¢ 143,9; d¢ 149,6 e 6¢ 150,2)
e um metoxilico (8¢ 56,3), reforcando a proposta do espetro de RMN de 'H, o qual sugeriu a
presenga de metoxila na estrutura da substancia em questdo. O deslocamento quimico em d¢
161,4 ¢ caracteristico de carbono carbonilico de anel lactonico, conforme comparagdo com
dados da literatura (SILVERSTEIN et al., 1994).

O espectro bidimensional de correlagdo heteronuclear (HMQC — "Jeg — n=1)
("H x °C, 200 e 50 MHz) (Figuras 25 a 27, p. 90-92) mostrou as correlagdes diretas entre o
carbono metoxilico em ¢ 56,3 com o hidrogénio em oy 3,93. Os carbonos C-3 e C-4 do anel
lactonico, em d¢ 113,3 e d¢ 143,3 mostraram correlacdo com os hidrogénios em &y 6,24 e oy
7,58, respectivamente. A absor¢do do carbono e hidrogénio da posi¢ao 3 em campo mais alto
¢ justificada pela sua posicdo o em relacdo a carbonila, portanto mais protegidos pela
densidade eletronica (SILVERSTEIN et al., 1994). Os hidrogénios ligados a carbonos
aromaticos, cujos deslocamentos foram mostrados pelo RMN '"H em &y 6,89 e &y 6,82,
correlacionam-se com os respectivos carbonos 3¢ 103,1 e 8¢ 107,4. As correlagdes diretas 'H
x 1*C obtidas no espectro de HMQC (50 MHz, CDCl;) de Rb-2 estdo apresentadas na tabela 5
(p. 84).

No espectro bidimensional de correlagdo heteronuclear (HMBC — "Jey — n=2 e 3)
("H x °C, 200 e 50 MHz) (Figuras 28 e 29, p.93 e 94), observou-se as correlacdes a duas
ligacdes do H-8 (s, oy 6,89) com os carbonos C-7 (0¢ 149,6) e C-9 (o¢ 150,2), e a trés ligacdes
do H-5 (s, oy 6,82) com o carbono C-4 (6¢ 143,3), bem como do H-4 (d, dy 7,58; J = 9,6 Hz)
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com os carbonos em ¢ 161,4, dc 150,2 e 6¢ 107,4, definindo desta forma os deslocamentos
quimicos dos carbonos C-2, C-9 e C-5, respectivamente. O hidrogénio H-3 (d, 6y 6,24; J=9,6
Hz) do anel lactonico, correlacionou-se a trés ligagdes com o carbono C-10 (6¢c111,4),
confirmando assim o deslocamento quimico deste carbono. Ainda no espectro de HMBC
observou-se a correlacdo a trés ligagdes dos hidrogénios metoxilicos (s, oy 3,93) com o
carbono (&¢ 143,9), atribuido a C-6.

O espectro bidimensional de correlagdo homonuclear COSY (Figuras 30 a 32, p. 95-
97) confirmou o acoplamento entre os hidrogénios H-3 (d, oy 6,24; J = 9,6 Hz) e H-4 (d, du
7,58; J= 9,6 Hz) ao mostrar interagdo entre seus deslocamentos.

Para reforcar ainda mais as atribui¢des da metoxila e dos hidrogénios H-3, H-4 e H-5,
observou-se no espectro bidimensional NOESY (Figuras 33 e 34, p. 98 ¢ 99) o acoplamento
espacial entre os hidrogénios da metoxila (s, 0y 3,93) e o hidrogénio H-5 (s, 6y 6,82) e do H-3
(d, 0y 6,24; J=9,6 Hz) com H-4 (d, 64 7,58; J= 9,6 Hz).

A comparacio dos dados espectrais d¢ RMN 'H e ">C com os valores encontrados na
literatura (VASCONCELOS et al., 1998) (Tabela 6, p. 85) permitiu identificar a substancia
Rb-2 como sendo a 6-metoxi-7-hidroxicumarina, conhecida como escopoletina, isolada pela

primeira vez no género Richardia.

5 4
MeO-__ 103
7 2

HO . 70 (0}

6-metoxi-7-hidroxicumarina

Tabela 5. Dados de RMN 'H (200 MHz), °C (50 MHz) e correlacdes entre sinais de 'Hx °C
(HMQC ¢ HMBC) ¢ 'Hx 'H(COSY e NOESY) de Rb-2 registrados em CDClLs.

HMQC - 'H x "C HMBC - 'H x °C COSY NOESY
' 2y °J 'Hx'H 'Hx'H
Sc Su
C
2 161,4 -
10 111,4 -
6 143,9 -
7 149,6 -
9 150,2 -
CH
3 113,3 6,2 (d, J=9,6 Hz) C-10 H-4 H-4

4 143,3 7,6 (d,J=9,6 Hz) C-2; C-9; C-5 H-3 H-3
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5 107,4 6,8 () MeO-6
8 103,1 6,9 ()
CH3
MeO-6 563 3,9 (s) C-6 H-5

Tabela 6. Comparacdo dos dados espectrais de RMN de 'H e "°C de Rb-2 com os valores
encontrados na literatura (VASCONCELOS et al., 1998) (6 em ppm e J em Hz).

Rb-2 (CDCl,) Literatura (CDCls)
[Je u 8¢ On
C
2 161,4 - 161,5 -
10 111,4 - 111,5 -
6 143,9 - 144,0 -
7 149,6 - 151,2 -
9 150,2 - 150,2 -
CH
3 113,3 6,2 (d,/J=9,6 Hz) 113,4 6,28 (d,J=9,5Hz)
4 143,3 7,6 (d, J=9,6 Hz) 143,3 7,60 (d, J=9,5 Hz)
5 107,4 6,8 (s) 107,4 6,85 (s)
8 103,1 6,9 (s) 103,2 6,92 (s)
CH;
MeO-6 56,3 3,9 (s) 56,4 3,96 (s)
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Figura 21. Espectro de RMN 'H de Rb-2 (CDCl; — 200 MHz)
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Figura 22. Expansio do espectro de RMN 'H de Rb-2 na regido de 7,7 — 6,1 ppm (CDCl; — 200 MHz)

87



20m

180

109, EEd

L&%, 5D

190294
a9 . 401

111 404

sl .44
1E¥.345

L
el
=

1Er. AT
16y 188
L1

%
|

1ol Lap 1&0 00 &l fid

40 20 ppm

Figura 23. Espectro de RMN "“C-APT de Rb-2 (CDCl; — 50 MHz)
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Figura 25. Espectro de correlagdo 'H x °C - HMQC de Rb-2 (CDCls, 200 e 50 MHz)
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Figura 28. Espectro de correlagdo 'H x °C - HMBC de Rb-2 (CDCls, 200 ¢ 50 MHz)
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Figura 29. Expanséo do espectro de correlagdo 'H x °C - HMBC de Rb-2 na regido de 8,3 — 3,2 x 170 — 105 ppm (CDCls, 200 ¢ 50 MHz)
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Figura 30. Espectro de RMN 'H x 'H - COSY de Rb-2 (CDCl;, 200 MHz)
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Figura 31. Expansio do espectro de RMN 'H x 'H - COSY de Rb-2 na regido de 8,0 — 5,8 x 8,4 — 5,6 ppm (CDCl3, 200 MHz)
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5.1.3 Determinacio estrutural de Rb-3

A substancia codificada como Rb-3 apresentou-se como po branco, soltivel em
cloroférrmio, com rendimento de 0,03%.

O espectro de Rb-3 na regido do infravermelho (IV) (Figura 35, p 103) revelou uma
banda intensa em 3457 cm’, caracteristica de estiramento de OH, sugerindo a presencga de
hidroxila na molécula. Também foram observadas absor¢des em 1636 cm™, atribuida a C=C
de alceno e em 2943 cm™ que pode tratar-se de estiramento de C-H de grupos metinicos,
metilénicos e/ou metililicos. Uma banda em 1085 cm™ foi atribuida ao grupamento C-O, e
outra em 1689 cm™ atribuiu-se a C=0 (SILVERSTEIN et al, 1994).

O espectro de RMN de °C (50 MHz, CDCl), utilizando a técnica APT (Figuras 36 a
38, p. 104-106), revelou a presenga de trinta sinais, referentes a um carbono carbonilico (6¢
183,2), sete carbonos nao hidrogenados (3¢ 38,7; d¢ 39,2; d¢ 37,0; d¢ 143,5; d¢ 46,4; d¢ 30,6;
dc¢ 41,5), cinco carbonos metinicos (8¢ 55,1; ¢ 47,5; ¢ 122,6; d¢ 79,0; d¢ 40,9), dez carbonos
metilénicos (¢ 38,3; d¢ 27,1; dc¢ 18,2; d¢ 32,6; d¢; o¢ 22,9; d¢ 27,6; d¢ 23,3; d¢ 45,8; o¢ 33,7;
Oc 32,4) e sete carbonos metilicos (d¢ 28,0; o¢ 15,5; dc¢ 15,2; d¢ 17,1; d¢ 25.,9; d¢ 33,0; oc
23,5), sugerindo esqueleto de triterpeno pentaciclico para Rb-3.

Os sinais para carbono nao hidrogenado em o¢ 143,5 e para carbono metinico em d¢
122,6 (Figura 37, p.105) sugeriram a presenca de uma dupla ligacdo na molécula, enquanto
que o sinal em o¢ 79,0 foi atribuido a carbono oximetinico.

O espectro de RMN de 'H (200 MHz, CDCl;) (Figuras 39 a 41, p. 107-109) mostrou
um envelope de sinais simples na regido compreendida entre 1,89 e 0,73 ppm, caracteristico
de hidrogénios metinicos, metilénicos e metilicos de triterpenos pentaciclicos, refor¢ando a
inferéncia feita pelo espectro de RMN de "*C. A presenca de um simpleto largo &y 5,25 (1H)
e de um dupleto largo em dy 2,80 (dl, J/=8,6 Hz) ¢ compativel com os hidrogénios 12 ¢ 18 de
esqueleto de '*A oleanano, corroborando a proposta de dupla olefinica em Rb-3.

Os dados espectrais de RMN 'H (200 MHz) e °C (50 MHz) de Rb-3 estdo descritos
na Tabela 7 (p. 101).

A anilise dos dados espectrais d¢ RMN 'H e °C de Rb-3 e sua comparagdo com
modelo obtido na literatura (MAHATO & KUNDU, 1994) (Tabela 8, p. 102) permitiu
identificar Rb-3 como sendo o 4cido 3-B-hidroxiolean-12-en-28-6ico, conhecido como acido

oleandlico, relatado pela primeira vez no género Richardia.
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3-B-hidroxiolean-12-en-28-6ico

Tabela 7. Dados espectrais de RMN de 'H ¢ '°C de Rb-3 em CDCl; (8 em ppm, J em Hz).

Rb-3(CDCI)

dc on

C -

4 38,7 -

8 39,2 -

10 37,0 -

13 143.5 -

14 41,5 -

17 46,4 -

20 30,6 -

28 183.2 -
CH

3 79,0 3,2 (dd, J= 6,0 ¢ 9,4 Hz)

5 55,1 -

9 47,5 -

12 122.6 5,2(sl)

18 40,9 2,8 (dl, J=8,6 Hz)
CH,

1 38,3 -

2 27,1 -

6 18,2 -

7 32,6 -

11 22,9 -

15 27,6 -

16 23,3 -

19 45,8 -

21 33,7 -

22 32,4 -
CH;

23 28,0 0,9 (s)

24 15,5 0,7 (s)

25 15,2 0,8 (sl)

26 17,1 0,7 (s)

27 25,9 1,1 (s)

29 33,0 0,8 (s))

30 23,5 0,9 (s)
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Tabela 8. Comparacio dos dados espectrais de RMN de °C de Rb-3 em CDCl; com valores
encontrados na literatura (MAHATO & KUNDU, 1994).

Rb-3 (CDCI5) Literatura (CDCl3)
dc Oc
C
4 38,7 38,7
8 39,2 39,3
10 37,0 37,0
13 143,5 1434
14 41,5 41,6
17 46,4 46,6
20 30,6 30,6
28 183,2 181,0
CH
3 79,0 78,7
5 55,1 55,2
9 47,5 47,6
12 122,6 122,1
18 40,9 41,3
CH;
1 38,3 38,5
2 27,1 27,4
6 18,2 18,3
7 32,6 32,6
11 22,9 23,1
15 27,6 27,7
16 23,3 23,4
19 45,8 45,8
21 33,7 33,8
22 32,4 32,3
CH;
23 28,0 28,1
24 15,5 15,6
25 15,2 15,3
26 17,1 16,8
27 25,9 26,0
29 33,0 33,1

30 23,5 23,6
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Figura 35. Espectro de IV Rb-3 em pastilhas de KBr
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5.1.4 Determinacio estrutural de Rb-4

A substancia codificada como Rb-4 apresentou-se como solido amarelo, soltivel em
metanol, com rendimento de 0,0011%.

O espectro de Rb-4 na regido do IV (Figura 42, p. 115) revelou a presenga de uma
banda de absor¢io forte em 3404 cm™, caracteristica de estiramento de OH, sugerindo a
presenca de grupos hidroxila na molécula. Na regido de 2919 cm™ tem-se uma absorc¢io que
pode tratar-se de estiramento de CH de grupos metinicos, metilénicos e/ou metilicos. Entre
1601 e 1429 cm™ verificam-se absor¢des que foram atribuidas a C=C de anel aromatico. Em
1655 cm™ observa-se um sinal caracteristico de carbonila de cetona quelada (SILVA, 1986),
podendo-se inferir a possivel presenca deste grupamento funcional na estrutura da substancia
em questao.

O espectro de RMN de 'H (500 MHz, CD;OD) (Figuras 43 a 45, p. 116-118)
apresentou sinais em oy 8,03 (d, /=2 Hz), dy 7,60 (dd, /=2 Hz ¢ 8,5 Hz) e oy 6,91 (d, J=8.,5
Hz), atribuidos, respectivamente, aos hidrogénios H-2, H-6 ¢ H-5, o que pdde inferir a
presenga de um anel B trissubstituido de flavondide, caracterizando, assim, em Rb-4 um
sistema ABX com substiuintes em 3 e 4. A presenca de uma metoxila pdde ser evidenciada
pelo sinal caracteristico em oy 3,97 (s, 3H).

O espectro de RMN de 'H de Rb-4 apresentou ainda dois dupletos em 8y 6,21 (1H, d,
J=2 Hz) e oy 6,41 (1H, d, J/=2Hz) atribuidos, respectivamente a H-6 ¢ H-8 do anel A de um
flavonoide.

O espectro de RMN de "°C (Figuras 46 a 49, p. 119-122) utilizando as técnicas de
Broad Brand e DEPT-135 (125 MHz, CD;0D), revelou a presenca de 28 sinais espectrais. De
acordo com os deslocamentos quimicos observou-se que dos vinte e oito &tomos de carbono,
dois sdo referentes a carbonos metilicos (3¢ 57,10 ¢ O¢ 18,11); um referente a carbono
metilénico (0¢c 67,56); cinco referentes a carbonos metinicos aromaticos (¢ 100,20; 95,07;
114,78; 116,13; 123,91); dez referentes a carbonos oximetinicos alifaticos (0¢ 105,12; 73,24;
75,66; 72,43; 75,16; 102,08; 70,18; 72,22; 73,98; 69,86) e os outros dez sinais sao referentes a
carbonos nao hidrogenados (d¢ 158,99; 135,63; 179,60; 163,15; 166,51; 158,66; 105,75;
123,12; 148,55; 151,03).

O sinal em ¢ 179,60 inferiu-se a absor¢ao de carbonila de uma flavona, corroborando
com espectro de IV, que mostrou banda de absorc¢do para carbonila quelada (1655 cm™). Os

sinais em Oc 158,99 e oc 135,63 foram atribuidos aos carbonos C-2 e C-3 de flavona,
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respectivamente, o que fortaleceu a sugestao deste tipo de composto para Rb-4. Um sinal em
Oc 57,10, caracteristico de metoxila de anel aromatico, estericamente desempedida, refor¢cou
ainda mais proposta feita pelo espectro de RMN de 'H, da presenca deste grupamento
funcional na molécula em questao .

A natureza diglicosidica da substancia foi revelada pelo nimero de sinais oximetinicos
observados nos espectros de RMN de 'H e de "°C. As duas unidades glicosidicas foram
identificadas como sendo uma glicose e uma ramnose, com base nos dados espectrais de
RMN de 'H e de "*C. Os dupletos em &y 5,23 (d, J=7,8 Hz) e 8y 4,54 (d, J=1,1 Hz) sugeriram
tratar-se dos hidrogénios anoméricos das moléculas de glicose e ramnose, respectivamente.
Esta sugestdo pode ser reforcada pelo espectro de RMN °C que mostrou absor¢des em 8¢
105,12 atribuida ao carbono anomérico da unidade de glicose e em o¢ 18,11 e d¢ 102,08,
referentes a metila e ao carbono anomérico da unidade de ramnose, respectivamente.

A caracterizagdo e a localizacdo da unidade diglicosidica (rutinosideo) em C-3 foi
fundamentada nas seguintes observacdes: a) o deslocamento quimico de C-2 (6¢ 158,99) e C-
3 (8¢ 135,63), revelado pelo espectro de RMN °C, sugeriu a presenca de glicosideo em C-3,
uma vez que na molécula livre de unidade osidica C-2 encontra-se mais protegido, enquanto
que C-3 apresenta-se em campo mais baixo; b) a correlagdo a longa distancia entre o
hidrogénio anomérico da glicose H-1" (d, oy 5,23, J=7,8 Hz) e o carbono C-3 (&¢ 135,63;
3Jcn), observada no espectro HMBC (Figura 50 , p. 123 e Figura 55, p. 128), permitiu definir
a ligagao 3-O glicosideo; ¢) o deslocamento quimico do carbono metilénico da glicose (Oc¢
67,56) permitiu a localizagdo da unidade de ramnose neste &tomo de carbono, ja que o sinal
de grupo hidroximetilénico livre de uma unidade glicosidica aparece em torno de d¢ 62,12
(PIZZOLATTI et al., 2003); d) o espectro de HMBC (Figura 50, p. 123 e Figura 58, p. 131)
revelou a correlagdo do hidrogénio anomérico da ramnose H-1" (d, oy 4,54, J=1,1) com o
carbono metilénico da glicose C-6 .

O espectro de correla¢do heteronuclear (HMBC - "Jcy, n=2 e n=3) (Figura 51, p. 124)
permitiu correlacionar a duas ligagdes (2JCH) o hidrogénio 8y 6,21 com os carbonos C-7 (d¢
166,51) e C-5 (d¢ 163,15), sugerindo a presenga de hidroxilas ligadas a estes carbonos e
definindo o deslocamento quimico de H-6 em dy 6,21. Também foi possivel evidenciar a
correlagdo, a duas liga¢des (*Jcn), H-8 (8 6,41) com o carbono C-7 (8¢ 166,51), confirmando
assim, a inexisténcia de substituintes em C-8. Ainda pelo espectro de HMBC, o hidrogénio H-

6 (O 6,21) correlacionou-se a trés ligacdes com os carbonos d¢ 95,07 e d¢ 105,75, atribuidos,
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respectivamente a C-8 e C-10. Estas interagdes permitiram confirmar as atribuigdes dos
deslocamentos quimicos do anel A.

Através das correlagoes, a trés ligagdes, entre os hidrogénios H-2’ (o 8,03) e H-6" (o
7,60) e o carbono d¢ 151,03, e a duas ligagdes entre H-5’(0y 6,91) e este mesmo carbono, foi
possivel atribuir inequivocamente o deslocamento quimico de C-4° em ¢ 151,03. A
atribuicao de C-3° em o¢ 148,55 foi reforgada pelas interagdes entre H-2’(dy 8,03) a duas
ligagcdes com ¢ 148,55 e de H-5" (8¢ 6,91) a trés ligagdes com este mesmo carbono. Estas
evidéncias permitiram corrigir os deslocamentos quimicos de C-3’ e C-4’ atribuidos pela
literatura.

Observou-se também as interagdes a duas ligagdes de H-2 (8 8,03) com C-3 (8¢
148,55) e a trés ligagdes com os carbonos d¢c 158,99, o¢ 151,03 e d¢ 123,91, atribuidos,
respectivamente a C-2, C-4’ e C-6’, confirmando assim, a auséncia de substituinte em C-2
(0c 114,78).

A correlagdo de H-5 (8 6,91) a duas ligagdes com C-4 (8¢ 151,03) e a trés ligagdes
com C-1 (8¢ 123,12) e com C-3 (8¢ 148,55), foi determinante para inferir a inexisténcia de
substituinte em C-5 (8¢ 116,13). Através da correlacdo entre os hidrogénios metoxilicos (s,
81 3,97) e 8¢ 148,55, a trés ligacdes (CJcn), foi possivel atribuir a presenca de metoxila em C-
3’.Observou-se ainda a correlagio a trés ligagdes de H-6 (8 7,60) com C-2 (8¢ 158,99) e
com C-2 (8¢ 114,78). Desta forma atribuiu-se os deslocamentos do anel B, confirmando a
hipétese de que os carbonos C-6 , C-2', e C-5 ndo apresentam substituintes. Estas correlagdes
estao apresentadas na Tabela 9 (p. 113).

A analise dos dados de RMN de 'H e C uni e bidimensionais de Rb-4 e sua
compara¢do com valores encontrados na literatura (RASTRELLI, et al, 1995) (Tabela 10, p.
114) permitiu identificar Rb-4 como sendo o 3- metoxi-3-O-[o-L-ramnopiranosil-(1—6)-B-D-
glucopiranosil]-5,7,47-trihidroxiﬂavona, conhecida como Isorametina-3-O-rutinosideo, sendo

este o primeiro relato no género Richardia.
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3’-metoxi-3-O-[ a-L-ramnopiranosil-(1—6)-B-D-glicopiranosil]-5,7,4 -trihidroxiflavona

Tabela 9. Dados espectrais de RMN de 'H (500 Hz) e "*C (125 Hz) e correlaces entre sinais

de 'H x °C (HMBC) de Rb-4 registrados em CD;0D.

Rb-4 (CD;0D)

'H x ®C - HMBC

C dc Ou 2JCH 3JCH
2 158,9 -
3 135,6 -
4 179,6 -
5 163,1 -
7 166,5 -
9 158,6 -
10 105,7 -
1 123,1 -
3 148,5 -
4 151,0 -
CH
6 100,2 6,2 (d, J=2Hz) C-5/C-7 C-8/C-10
8 95,1 6,4 (d, J=2Hz) C-7/C-9 C-6/C10
2 114,7 8,0 (d, J=2Hz) C-3 C-2/C-4/C-6
5 116,1 6,9 (d, /=8,5 Hz) C-4 C-1/C-3
6 123,9 7,6 (dd, J=2 ¢ 8,5 Hz) C-2/C-2'/C-4
1 105,1 5,2 (d, J=7,8 Hz) C-3
2 73,2 3,4 (m) Cc-3°
3 75,6 3,8 (dd,J=8 ¢ 9,6Hz) Cc-2" C-1'/C-5"
4" 72,4 3,5 (m) c-2"
5 75,1 3,6 (t) C-6 C-1"
1 102,1 4,5 (d, J=1,1 Hz) C-6'/C-37/C-5"
27 70,2 3,4-3,5 (m) Cc-17 c4”
37 72,2 3,7 (dd, J=5,5 ¢ 10,1 Hz) c2” C-1"
4" 73,9 3,2 (t) Cc-37/C-5"
57 69.8 3,7 (m)
CH,
6 67,5 3,3 (dd, J=1,65 ¢ J=3,2 Hz)
CH3
MeO-3’ 57,1 3,9 (s) C-3
6 18,1 1,1 (d, J=6,25) C-5" C-4"
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Tabela 10. Comparacio dos dados espectrais de RMN de 'H e '°C de Rb-4 com valores
encontrados na literatura (RASTRELLI et al., 1995) (8 em ppm e J em Hz).

Rb-4 (CD;0D) Literatura (CD;0OD)
C ¢ Su 8¢ Su
2 158,9 - 158,8 -
3 135,6 - 135,5 -
4 179,6 - 179,3 -
5 163,1 - 162,9 -
7 166,5 - 166,2 -
9 158,6 - 158,8 -
10 105,7 - 105,6 -
1 123,1 - 124,0 -
3 148,5 - 150,8 -
4 151,0 - 1483 -
CH
6 100,2 6,2 (d, J=2 Hz) 100,0 6,17 (d, J=2Hz)
8 95,1 6,4 (d, J=2 Hz) 95,0 6,35 (d, J=2Hz)
2 114,7 8,0 (d, J=2 Hz) 114,6 7,93 (d, J=2Hz0
5 116,1 6,9 (d, J= 8,5 Hz) 116,1 6,88 (d, J=8,5 Hz)
6 123,9 7,6 (dd, J=2 ¢ 8,5 Hz) 124,0 7,59 (dd,J=2 e 8,5 Hz)
1 105,1 5,2 (d, /=7,8 Hz) 104.5 5,22 (d, J=7,5 Hz)
2" 73,2 3,4 (m) 75,9 -
3" 75,6 3,8 (dd, J=8¢ 9,6 Hz) 78,2 -
4 72,4 3,5 (m) 71,6 -
5 75,1 3,6 (t) 71,3 -
1 102,1 4,5(d,J=1,1 Hz) 102,4 4,51(d, J=1,5 Hz)
27 70,2 3,4-3,5 (m) 72,1 -
37 72,2 3,7 (dd, J=5,5¢ 10,1 Hz) 72,3 -
4" 73,9 3.2 (1) 73,9 -
57 69.8 3,7 (m) 69,7 -
CHZ
6 67,5 3,3(dd, J=1,65eJ=32Hz) 68,5 -
CH,
MeO-3 57,1 3,9 (s) 56,8 3,93 (s)

6 18,1 1,1 (d,J=6,25 Hz) 17,9 1,09 (d, J=6 Hz)
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Figura 42. Espectro de IV Rb-4 em pastilha de KBr



ppm

W;t:

lintogral
m—|1.31a0 =

o

n

Lo
ta—
ma—
Lm—

=

Figura 43. Espectro de RMN 'H de Rb-4 (CD;0D — 500 MHz)

116



117

ELEE]
. JEq
2149
.ed0d

PR
. DH1a
, (M6

T, 0180
T. 6146

7.7
T. .=

_
=
-~:

—

1. 3437
(o o a——
D.53dE _—
O . 8213

1,349
1. 5764

[ntegral
1.8404

pom 7.5 r.d 6.5 6.0 5.5

Figura 44. Expansio do espectro de RMN 'H de Rb-4 na regido de 8,0 — 5,2 ppm (CD;OD — 500 MHz)



mmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmm

z 35 ELLE EEEEEEEHEEEEHEEEEEEEEEﬁ#EﬁEEEEEEEHE

LS
. F—
1. 1549
e =

A, o

m d.4 i.z2 4.4 3.8 3.6 3.4

Tr.1a7a

Z —jintegrml

Figura 45. Expansio do espectro de RMN 'H de Rb-4 na regido de 4,6 — 3,2 ppm (CD;OD — 500 MHz)

118



im.mE

5 “oBNIREEHESEIMSAAE B
H EEERFEEFAGLEFITIFTS R

NN

@
|

— 1=
—_

—1A.3
—uam

[F1TY TN
T T

18.11

[ I [
1D 1dd] 120 1hn ga B dd]

Figura 46. Espectro de RMN ?C-BB de Rb-4 (CD;OD — 125 MHz)

119



120

v BB I3 ox !
AR
Mwww F | | | 1

Figura 47. Expansio do espectro de RMN *C-BB de Rb-4 na regido de 75 — 55 ppm (CD;0D — 125 MHz)



GoRIINCHE 2
EERRMEERALG B

e

145,10
102 .97
T ——isd.M

— —116.13
T——il4 M

Figura 48. Espectro de RMN *C-DEPT135 de Rb-4 (CD;0D — 125 MHz)

121



122

IR |
WWWWMW

Figura 49. Expansio do espectro de RMN *C-DEPT135 de Rb-4 na regido de 75 — 55 ppm (CD;0D — 125 MHz)



123

I.l]lJIulJ.;

-— =]
+ - ¥
1 ¥
. C e e [ 100
1
P T { 150
[ ppn

ppn B B 4 g

Figura 50. Espectro de correlacio 'H x *C-HMBC de Rb-4 (CD;0D, 500 ¢ 125 MHz)



124

n | 1 |
g
—150
@ )
180
j h b
160
i
165
bl
PRn

Figura 51. Expanséo do espectro de correlagdo 'H x *C-HMBC de Rb-4 na regido de 8,1 — 6,1 ppm x 170 — 145 ppm (CD;0D, 500 ¢ 125 MHz)



125

" 1] } 1

] -
HO J i 100

B |
114

£ . i
—120
Ppn

T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T
ppn T.6 7.a 6.6

Figura 52. Expansio do espectro de correlagdo 'H x *C-HMBC de Rb-4 na regido de 8,1 — 6,1 ppm x 125 — 95 ppm (CD;0D, 500 e 125 MHz)



126

M M
E
160
3
| 0
170
& 150
pAn
[ I I [
ppn 6.4 5.3 6.2
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Figura 57. Expanséo do espectro de correlagdo 'H x *C-HMBC de Rb-4 na regido de 3,9 — 3,2 ppm x 75 — 65 ppm (CD;0D, 500 ¢ 125 MHz)
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Figura 58. Expansio do espectro de correlagdo 'H x *C-HMBC de Rb-4 na regido de 4,7 — 4,4 ppm x 75 — 65 ppm (CD;0D, 500 ¢ 125 MHz)
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Figura 59. Expansio do espectro de correlagdo 'H x *C-HMBC de Rb-4 na regido de 1,3 — 1,1 ppm x 75 — 65 ppm (CD;0D, 500 ¢ 125 MHz)
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5.2 Constantes fisicas e dados espectroscopicos dos constituintes quimicos isolados de

Richardia brasiliensis

5.2.1 3-B-hidroxiurs-11-en-28,13-p-olide

HO

Aspecto fisico: s6lido amorfo
Formula molecular: C3;gHy605
Massa molecular: 454 u.m.a.

Ponto de fusdo: 191-194 °C

Dados de RMN -'H (200 MHz, CDCLy) 8y: 3,2 (dd, J=5,6 ¢ 10,4 Hz), 0,75 (m), 1,92 (m), 5,93
(dl, /=9,4 HZ), 5,5 (dd, J=3.6 € 10,6 Hz), 1,61 (m), 1,82 (m), 0,88 (m), 1,79 (m), 1,63 (m), 1,6
(m), 1,56 (m), 1,17 (m), 1,34 (m), 1,56 (m), 1,50 (m), 0,96 (s), 0,76 (s), 0,88 (s), 1,02 (s),
1,13, 0,98 (s), 0,90 (s).

Dados de RMN- '>C (50 MHz, CDCLy) 8¢: 36,7 (C-4), 41,6 (C-8), 36,3 (C-10), 89,6 (C-13),
41,9 (C-14), 45,0 (C-17), 179,9 (C-28), 78,8 (C-3), 54,7 (C-5), 52,9 (C-9), 133,4 (C-11),
128,7 (C-12), 60,5 (C-18), 38,1 (C-19), 40,2 (C-20), 38,9 (C-1), 26,9 (C-2), 17,6 (C-6), 31,2
(C-7), 25,5 (C-15), 22,7 (C-16), 30,8 (C-21), 31,3 (C-22), 27,7 9C-23), 14,9 (C-24), 19,1 (C-
25), 18,9 (C-26), 16,1 (C-27), 0,98 (C-29), 17,9 (C-30).

5.2.2 Escopoletina (6-metoxi-7-hidroxicumarina)

HO 890 o
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Aspecto fisico: cristais amarelos em forma de agulha.
Formula molecular: C;oHgO4.
Massa molecular: 192 u.m.a.

Ponto de fusdo: 190-191 °C.

Dados de RMN -'H (200 MHz, CDCl3) 8y: 6,24 (d, J = 9,6 Hz, H-3), 7,58 (d, J = 9,6 Hz, H-
4), 6,82 (s, H-5), 6,89 (s, H-8), 3,93 (s, MeO-6).

Dados de RMN- *C (50 MHz, CDCls) 5¢: 161,4 (C-2), 111,4 (C-10), 143,9 (C-6), 149,6 (C-
7), 150,2 (C-9), 113,3 (C-3),143,3 (C-4), 107,4 (C-5), 103,1 (C-8), 56,3 (MeO-6).

5.2.3 Acido oleanélico (acido 3-B-hidroxiolean-12-en-28-6ico)

Aspecto fisico: p6 branco.
Formula molecular: C3oHss05.
Massa molecular: 456 u.m.a.

Ponto de fusdo: 309-311 °C.

Dados de IV (KBr) ving, cm™: 3457, 2943, 1689, 1636, 1085.

Dados de RMN -'H (200 MHz, CDCly) &y: 3,19 (dd, J= 6,0 e 9,4 Hz, H-3), 5,25(sl, H-12),
2,80 (dd, J= 0,2 ¢ 9,8 Hz, H-18), 0,95 (s, H-23), 0,74 (s, H-24), 0,88 (sl, , H-25), 0,72 (s, H-
26), 1,10 (s, H-27), 0,88 (sl, H-29) € 0,90 (s, H-30).

Dados de RMN- '*C (50 MHz, CDCls) §¢: 38,7 (C-4), 39,2 (C-8), 37,0 (C-10), 143,5 (C-13),
41,5 (C-14), 46,4 (C-17), 30,6 (C-20), 183,2 (C-28), 79,0 (C-3), 55,1 (C-5), 47,5 (C-9), 122,6
(C-12), 40,9 (C-18), 38,3 (C-1), 27,1 (C-2), 18,2 (C-6), 32,6 (C-7), 22,9 (C-11), 27,6 (C-15),
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23,3 (C-16), 45,8 (C-19), 33,7 (C-21), 32,4 (C-22), 28,0 (C-23), 15,5 (C-24), 15,2 (C-25),
17,1 (C-26), 25,9 (C-27), 33,0 (C-29), 23,5 (C-30).

5.2.4 Isorametina-3-O-rutinosidio  (3’-metoxi-3-O-[a-L-ramnopiranosil-(1—6)-pB-D-

glicopiranosil]-5,7 ,4 -trihidroxiflavona)

Aspecto fisico: cristal amarelo.
Formula molecular: C28H32016.
Massa molecular: 624 u.m.a.

Ponto de fusdo: 173-175 °C.

Dados de IV (KBr) ving, cm™': 3404, 2919, 1655, 1601, 1429.

Dados de RMN -'H (500 MHz, CD;OD) 8y: 6,21 (d, J = 2 Hz, H-8), 6,41 (d, J = 2 Hz, H-8),
8,03 (d, J =2 Hz, H-2), 6,91 (d, J = 8,5 Hz, H-5") 7,60 (dd, J=2 e 8,5 Hz, H-6"), 5,23 (d,
J=7,8 Hz, H-1""), 3,44-3,48 (m, H-2""), 3,83 (dd, J = 8 ¢ 9,6 Hz, H-3""), 3,54-3,56 (m, H-4""),
3,67 (t, H-57), 4,54 (d, J= 1,1 Hz, 1°>), 3,49-3,52 (m, H-2"""), 3,75 (dd, J = 5,5 e 10,1 Hz,
H-3""), 3,28 (t, H-4>"), 3,79 (m, H-5"""), 3,32 (dd, J = 1,65 e J = 3,2 Hz, H-6""), 3,97
(s, MeO-3), 1,18 (d, J = 6,25 Hz, H-6"").

Dados de RMN- *C (125 MHz, CD;0D) ¢: 158,99 (C-2), 135,63 (C-3), 179,60 (C-4),
163,15 (C-5), 166,51 (C-7), 158,66 (C-9), 105,75 (C-10), 123,12 (C-1°), 148,55 (C-3"),
151,03 (C-4), 100,20 (C-6), 95,07 (C-8), 114,78 (C-2°), 116,13 (C-5),123,91 (C-6"), 105,12
(C-17), 73,24 (C-2"), 75,66 (C-3""), 72,43 (C-4""), 75,16 (C-5>"), 102,08 (C-1°>*), 70,18 (C-
2°7%), 72,22 (C-3"), 73,98 (C-4"""), 69,86 (C-5°""), 67,56 (C-6""), 57,10 (MeO-3), 18,11 (C-
6.
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6.0 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

v’ Este trabalho, relacionado a um dos primeiros estudos fitoquimicos de uma espécie do
género Richardia, revelou-o como bioprodutor de diferentes metabolitos, tais como

terpenodides, cumarinas e flavonoides;

v' Através de métodos cromatograficos usuais e técnicas espectroscopicas de IV e RMN
de 'H e °C uni e bidimensional foi possivel isolar e identificar quatro constituintes
quimicos de Richardia brasiliensis , sendo estes o 3-B-hidroxiurs-11-en-28,13-B-olide;
a 6-metoxi-7-hidroxicumarina; o 4cido 3-B-hidroxiolean-12-en-28-6ico e a

Isorametina 3-O-rutinosideo;

v Todas as substincias descritas sdo novas no género Richardia, contribuindo assim

para o enriquecimento quimiotaxondémico da familia Rubiaceae;

v" O isolamento de diversas classes de metabodlitos na espécie Richardia brasiliensis
evidencia potencial deste género, gerando perspectivas de investiga-lo através de

estudos farmacogndsticos;

v" Considerando a riqueza metabolica das classes de constituintes quimicos descritos
neste trabalho, os extratos, bem como as substancias isoladas da espécie em estudo

estdo sendo encaminhados para testes farmacoldgicos.
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