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RESUMO

Dentre as diversas formas de terapia para a prevencao e cura de doencas, as plantas foram,
indubitavelmente, as mais amplamente utilizadas desde o inicio da humanidade. O Brasil tem
grande diversidade de plantas com potenciais medicinais, ainda ndo pesquisados, e que sdo
promissoras fontes de inovacgdes terap€uticas e farmacologicas. A familia Rubiaceae,
considerada a maior da ordem Gentianales, possui cerca de 637 géneros e 10.700 espécies. A
espécie Richardia grandiflora (Cham. & Schltdl.) Steud., conhecida popularmente como
ervanco, poaia ou ipeca-mirim, tem indicacdes etnofarmacoldgicas para uso contra
hemorroidas e como vermifugo na forma de decocto. Visando a contribuir com o estudo
quimiotaxondmico da familia Rubiaceae e tendo em vista a auséncia de dados na literatura
acerca da constituicdo quimica da espécie Richardia grandiflora, esta foi submetida a um
estudo fitoquimico para o isolamento de seus constituintes quimicos, através dos métodos
cromatograficos usuais, e posterior identificacdo estrutural dos mesmos, utilizando-se os
métodos espectroscopicos de IV e RMN 'H e "°C uni e bidimensionais, além de comparagdes
com modelos da literatura. Deste estudo pioneiro com R. grandiflora foram isolados e
identificados cinco constituintes: uma mistura dos esteroides P-sitosterol e estigmasterol, o
acido o-hidroxi-benzodico, o acido m-metoxi-p-hidroxi-benzoico e a feofitina A, todos inéditos
no género Richardia.

PALAVRAS-CHAVE: Rubiaceae; Richardia grandiflora, constituintes quimicos.



ABSTRACT

Amongst the different forms of therapy to prevent and cure illnesses, plants have been,
undoubtedly, the most utilized ones since the beginning of mankind. Brazil has a great
diversity on plants that possess non-researched medicinal potential and are promising sources
of therapeutic and pharmacological innovations. The Rubiaceae family is considered the
biggest one of the order Gentianales, presenting around 637 genera and 10,700 species. The
species Richardia grandiflora (Cham. & Schltdl.) Steud., known popularly as “ervango”,
“poaia” or “ipeca-mirim”, has ethnopharmacological indications to use as decoction against
hemorrhoids and as vermifuge. Aiming at contributing to the chemotaxonomic study of the
the family Rubiaceae and considering the absence of data in literature about the chemical
constitution of the species Richardia grandiflora, the latter was submitted to a phytochemical
study to isolate its chemical constituents, through usual chromatographic methods, and after
identifying them by means of spectroscopic methods such as IR and 'H and °C NMR, with
the add of two-dimensional techniques, besides comparison with literature data. Five
constituents were isolated through this first phytochemical study with R. grandiflora: a
mixture of the steroids B-sitosterol and stigmasterol, o-hydroxy-benzoic acid, m-methoxy-p-
hydroxy-benzoic acid and phaeophytin A, all of them isolated for the first time from the genus
Richardia.

KEY WORDS: Rubiaceae; Richardia grandiflora, chemical constituents.
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1 INTRODUCAO

Considerando as diversas formas de terapia para a prevencdo e cura de doengas, as
plantas foram, indubitavelmente, as mais amplamente utilizadas desde o inicio da humanidade
(CUNHA; ROQUE, 2005; VILEGAS; CARDOSO, 2007). A histéria do desenvolvimento das
civilizagdes Oriental e Ocidental ¢ rica em exemplos da utilizacdo de recursos naturais na
medicina, no controle de pragas e em mecanismos de defesa, merecendo destaque as
civilizagcdes Indiana, Egipcia, Greco-romana e Chinesa (VIEGAS-JUNIOR; BOLZANI;
BARREIRO, 2006).

As plantas foram inicialmente usadas na sua forma natural, na prepara¢do de chas,
ungilientos, emplastros e outros. Mais tarde, especialmente no inicio do século XIX, serviram
como fonte para obten¢do de matéria-prima para a sintese de farmacos. Mais recentemente, as
plantas emergiram como pecas-chave para o descobrimento de protdtipos que servem como
base racional para o desenvolvimento de medicamentos (VILEGAS; CARDOSO, 2007).

No inicio da década de 90, a Organizacdo Mundial de Satde (OMS) divulgou que 60-
85% da populagdo dos paises em desenvolvimento dependiam das plantas medicinais como
unica forma de acesso aos cuidados da satide (VEIGA-JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005).

O Brasil possui vantagens e oportunidades no sentido de desenvolver a terapéutica que
utiliza as plantas medicinais ¢ suas diferentes formas farmacéuticas. Dentre aquelas, pode-se
enumerar a maior biodiversidade do planeta, uma rica diversidade tanto ética como cultural, a
tradi¢do do uso de plantas medicinais associada ao conhecimento tradicional reproduzido por
geragdes, além de possuir tecnologia para validar cientificamente todo este conhecimento
(RODRIGUES, 2005). O Brasil tem grande diversidade de plantas com potenciais medicinais,
ainda ndo pesquisados, ¢ que sdo promissoras fontes de inovacdes terap€uticas e

farmacologicas para as mais diversas areas da saide humana. A importancia medicinal,
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econdmica e ecoldgica de espécies nativas brasileiras, bem como o risco de sua extingdo pela
acdo predatoria do homem, tém motivado os estudos destas plantas, visando a sua preservacao
e aproveitamento racional (SOUZA et al., 2003).

A quimica medicinal utilizando diferentes estratégias metodologicas complementares
¢ tradicional e reconhecidamente usada no planejamento de farmacos. Em suas inumeras
atribuicoes, ela engloba o planejamento racional de novas substancias bioativas, envolvendo a
sintese ou a modificacdo molecular de substancias; o isolamento de principios ativos naturais
(plantas, animais, minerais); a identificacdo ou elucidacdo da estrutura; a descrigdo das
moléculas desde a sua constituicdo atomica (passando por relagdes entre a estrutura e
propriedades) até suas caracteristicas estruturais quando da(s) interacdo(des) com os
diferentes sistemas biologicos; a compreensdo em nivel molecular de processos bioquimicos,
farmacolodgicos, toxicoldgicos e farmacocinéticos (AMARAL; MONTANARI, 2002).

A quimica de produtos naturais, especialmente a fitoquimica, objetiva o isolamento,
através de métodos cromatograficos, e o conhecimento estrutural dos metabolitos secundarios,
responsaveis pelos efeitos biologicos das plantas, através de técnicas espectroscopicas
(SOUZA; SILVA, 2006). Possui, portanto, importante papel ndo apenas como embasamento
cientifico de uma medicina alternativa, mas também como fonte de novos farmacos.

E de grande relevancia o estudo das varias familias de plantas de nossa flora, rica e
diversificada, dando continuidade aos trabalhos cientificos ja iniciados e na busca de
investigar novas potencialidades terap&uticas, através de estudos fitoquimicos, realizando o
monitoramento através ensaios bioldgicos e microbioldgicos, desenvolvendo e otimizando o
processo de produgdo de fitofdrmacos, a fim de se obter extratos, fracdes e substancias
isoladas para uso em formulagdes e realizar pesquisas para validacdo de medicamentos de
origem vegetal.

Desde o ano de 1978, o Laboratério de Tecnologia Farmacéutica (LTF) “Prof. Delby
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Fernandes de Medeiros” da Universidade Federal da Paraiba (UFPB) desenvolve estudos
utilizando espécies vegetais da flora brasileira visando a engrandecer o conhecimento quimico
e farmacologico das mesmas. Portanto, a espécie Richardia grandiflora (Cham. & Schltdl.)
Steud., pertencente a familia Rubiaceae, foi alvo do nosso interesse cientifico com o objetivo
de conhecer seus principios ativos, através de um estudo fitoquimico pioneiro criterioso de
sua composi¢do quimica, a qual é a base essencial para o direcionamento de estudos
farmacolodgicos, considerando-se que ndo existem, na literatura cientifica, quaisquer dados

quimicos ou farmacoldgicos relacionados com esta planta.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Realizar o estudo fitoquimico pioneiro da espécie Richardia grandiflora (Cham. &
Schltdl.) Steud. contribuindo, portanto, para o conhecimento quimiotaxonomico da familia

Rubiaceae.

2.2 Objetivos Especificos
v" Isolamento de constituintes quimicos de Richardia grandiflora através do uso de

métodos cromatograficos adequados.

v" Caracterizagdo estrutural dos constituintes isolados utilizando-se para este fim técnicas
7 e . . . 1 13 .
espectroscopicas convencionais, tais como IV ¢ RMN de H e “C uni ¢

bidimensionais.

v" Disponibilizar os extratos, fragdes, substincias isoladas e caracterizadas

estruturalmente para a realizag@o de testes farmacologicos.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Aspectos gerais da familia Rubiaceae

A familia Rubiaceae é considerada a maior da ordem Gentianales (COELHO; AGRA;
BARBOSA, 2006), apresentando cerca de 637 géneros e 10.700 espécies (MONGRAND et
al., 2005). E composta por plantas de habito variado, ¢ cosmopolita, suas espécies estio
classificadas em quatro subfamilias (Cinchonoideae, Ixoroideae, Antirheoideae e Rubioideae)
e 44 tribos, essencialmente tropicais (ROBBRECHT, 1988). Segundo Mabberley (1997), ela
ocupa o quarto lugar em diversidade entre as Angiospermas, perdendo apenas para as
Asteraceae, Orchidaceae e Fabaceae. Diversos géneros sdo endémicos da regido neotropical,
que apresenta cerca de 4.555 espécies (ANDERSSON, 1992). Para o Brasil sdo estimados
cerca de 96 géneros (BARROSO et al., 1986); para a regido Nordeste, Barbosa (1996)
compilou 66 géneros e 277 espécies.

As plantas representantes desta familia apresentam-se como 4rvores, arbustos,
subarbustos, ervas ou plantas voluveis. Ramos lisos ou estriados, cilindricos ou comprimidos
lateralmente, glabros ou pilosos. Estipulas interpeciolares inteiras, bipartidas, bifidas ou
fimbriadas, persistentes ou caducas, glabras ou pilosas. Folhas sésseis ou pecioladas, simples,
opostas, opostas-cruzadas ou verticiladas, lanceoladas, oblongo-lanceoladas, oblongas, ovadas
ou obovadas, glabras ou pilosas. Inflorescéncias sésseis ou pedunculadas, racemosas ou
cimosas, terminais ou axilares, bracteas presentes ou ausentes. Flores andréginas ou
unissexuais, sésseis ou pediceladas. Calice subulado, campanulado, truncado ou subtruncado,
2-6 laciniado, persistente ou deciduo, glabro ou piloso. Corola tubulosa, infundibuliforme,
hipocrateriforme ou campanulada, tetra-hexdmera, branca, amarela, roxa, azul, rosada ou

esverdeada, glabra ou pilosa. Estames 4-6, exsertos ou inclusos, alternos aos lobos da corola;
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filetes glabros ou pilosos; anteras oblongas ou lineares, dorsifixas ou basifixas, glabras ou
pilosas. Ovario infero, bi-multilocular, um a muitos 6vulos por loculo. Estilete em geral
exserto, inteiro, capitado, bifido ou bilobado. Frutos deiscentes ou indeiscentes, capsulares,
esquizocarpicos, drupaceos ou bacaceos, brancos, vermelhos, amarelos, alaranjados, roxos,
azuis, negros, castanhos, esverdeados ou castanhos, glabros ou pilosos (PEREIRA;
BARBOSA, 2004).

Rubiaceae possui espécies de grande importincia econdOmica, que sdo exploradas
como alimenticias (Coffea arabica L. e Genipa americana L.), ornamentais (Ixora spp.,
Mussaenda spp., Gardenia spp. etc.), e também na industria farmacéutica, como por exemplo
Cinchona pubescens Vahl, produtora de quinina, empregada no tratamento da maldria. Além
disso, varias espécies 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, Richardia, como medicinais; Palicourea e Psychotria, popularmente
conhecidas como “mata-ratos”, que s3o consideradas venenosas (COELHO; AGRA;
BARBOSA, 20006).

No que diz respeito ao estudo com relagdo as caracteristicas fitoquimicas das plantas,
deve-se considerar a existéncia de dois grupos distintos de metabolitos, que sdo importantes
para o seu desenvolvimento: os metabolitos primarios e os metabolitos secundarios (NIERO
et al., 2003). Os primarios sdo indispensaveis para o vegetal, sendo utilizados principalmente
como matéria-prima industrial e incluem: carboidratos, acidos graxos, lipidios, aminoacidos ¢
proteinas. Os secundarios, por sua vez, sao originados por rotas sintéticas diversas, sendo sua
producao restrita a determinados grupos de organismos, e sdo identificados como alcalodides,
flavonoides, terpendides, cumarinas, lignoéides, taninos, dentre outros.

A familia Rubiaceae apresenta uma ampla variedade de metabolitos secundarios

isolados de espécies dos seus mais diversos géneros. O Quadro 1 mostra esses dados.
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Quadro 1 — Fontes bibliograficas de algumas classes de metabolitos secundarios isolados
de espécies pertencentes a familia Rubiaceae.

Metabolitos A
. Referéncias
Secundarios

Alcaloides HENRIQUES et al., 2004; HE et al., 2005; SIMOES-PIRES
et al., 2006; XUAN et al., 2006; GUERRERO-ANALCO et
al., 2007; KITAJIMA et al., 2007

Amidas BANDYOPADHYAY etal., 2007

Antraquinonas AHMAD et al., 2005; KAMIYA et al., 2005; PAWLUS et
al., 2005; GUVENALP et al., 2006b; SANG, HO, 20006;
SIDDIQUI et al., 2006; SIDDIQUI et al., 2007a; SIDDIQUI
etal., 2007b

Cucurbitacinas GUERRERO-ANALCO et al, 2005, GUERRERO-
ANALCO etal., 2007; OLMEDO et al., 2007

Cumarinas BENEVIDES; YOUNG; BOLZANI, 2004; LUCIANO et al.,
2004; AHMAD et al., 2005; GUERRERO-ANALCO et al.,
2005; GUERRERO-ANALCO et al., 2007; OLMEDO et al.,
2007; SIDDIQUI et al., 2007b

Esteroides SU et al., 2003; SANTOS et al., 2004; SU et al.; 2005;
GUVENALP et al., 2006a; MOURA et al., 2006

Flavonoides WANG et al., 1999; KRAFT et al.,, 2003; BENEVIDES;

YOUNG; BOLZANI, 2004; LUCIANO et al, 2004,
TUCHINDA et al., 2004; DEMIREZER et al.,, 2006;
GUVENALP et al., 2006a; NAZARI et al., 2006; DJOUDI
et al., 2007; NOIARSA et al., 2007; ZIN et al., 2007

Glicosideos aromaticos

KAEWKRUD et al., 2007

Iridoides

HAMERSKI et al., 2003; DINDA et al., 2005; KAMIYA et
al., 2005; KIM et al., 2005; SU et al.; 2005; DEMIREZER et
al., 2006; DINDA et al., 2006; GUVENALP et al., 2006a;
GUVENALP et al, 2006b; MOURA et al., 2006;
SAMOYLENKO et al., 2006; DJOUDI et al., 2007; JUMA;
MAIJINDA, 2007, KAEWKRUD et al., 2007; NOIARSA et
al., 2007

Lignanas KAMIYA et al., 2004; SU et al.; 2005; SALMOUN et al.,
2007
Terpenos KRAFT et al., 2003; SU et al.,, 2003; SUKSAMRARN;

TANACHATCHAIRATANA; KANOKMEDHAKUL,
2003; LUCIANO et al., 2004; BENEVIDES; YOUNG;
BOLZANI, 2004; MUKHERIJEE et al., 2004; TUCHINDA
et al., 2004; DINDA et al., 2005; DEMIREZER et al., 2006;
GUVENALP et al., 2006a; GUVENALP et al., 2006b;
SALMOUN et al., 2007

O estudo quimico dos vegetais ¢ realizado mais precisamente quando o perfil quimico

do género ou familia é conhecido. Portanto, além dos aspectos morfolégicos e anatdmicos, ¢
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muito importante a determinagdo da composicao quimica das plantas. Desta forma, tendo em
vista a variedade de constituintes quimicos apresentados pela familia Rubiaceae e na
importancia destes na pesquisa de potencialidades terapéuticas, ¢ de extrema relevancia a
contribuicdo a quimiotaxonomia da referida familia, através de uma investigagdo fitoquimica
pioneira da espécie Richardia grandiflora (Cham. & Schltdl.) Steud., objeto deste estudo, haja
vista que a quimiotaxonomia consiste no campo da ciéncia que utiliza as caracteristicas
quimicas, especialmente os metabdlitos secundarios (alcaldides, terpendides, flavonoides,
lignoides, dentre outros) de um grupo de organismos para determinar sua classificacdo

hierarquica entre os seres vivos.
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3.2 Consideracdes sobre o género Richardia

Richardia é um género que possui cerca de 15 espécies, pertencente a familia
Rubiaceae, subfamilia Rubioideae, tribo Spermacoceae, que tem distribuicdo mundial,
destacando-se do sul da América do Norte até o centro da América do Sul (Figura 1) (LEWIS;
OLIVER, 1974). As plantas deste género sdo anuais ou perenes e apresentam inflorescéncias
terminais com algumas ou numerosas flores suportadas por duas a quatro folhas involucrais,
com partes florais geralmente trimeras ou hexameras e tetrdmeras, com calice deciduo e
circunséssil, e com frutos de 2 a 6 mericarpos deciduos de um eixo basal imperceptivelmente
ndo-dividido (LEWIS; OLIVER, 1974).

Espécies deste género sdo relatadas como “daninhas” (HAUSER; PARHAM, 1969;
MONQUERO, 2003; MONQUERO; CHRISTOFFOLETI, 2003; RONCHI et al., 2003;
PEDRINHO-JUNIOR; BIANCO; PITELLI, 2004; SAN MARTIN MATHEIS, 2004;
MONQUERO, 2005; MONQUERO; CURY; CHRISTOFFOLETI, 2005) e reconhecé-las ¢

importante no sentido de utiliza-las de forma a beneficiar o planejamento agricola.

Figura 1 — Distribuicdo mundial do género Richardia.
(Adaptado de LEWIS; OLIVER, 1974)



FUNDAMENTACAO TEORICA 32

3.3 Consideracoes sobre a espécie Richardia grandiflora (Cham. & Schitdl.) Steud.

(Rubiaceae)

A espécie Richardia grandiflora (Cham. & Schitdl.) Steud. (Figuras 2 e 3) ¢ uma
planta anual, possui raizes adventicias formadas principalmente nos noés; caules de 7 dm de
comprimento, procumbentes e prostradas, densamente hirsutos, com pélos comumente com 2
mm de comprimento. As folhas sdo linear-lanceoladas e sésseis, tipicamente com 1,5-4,5 cm
de comprimento, 2-8 mm de largura, raramente estritamente elipticas e pecioladas, hirsutas a
comumente estrigosas em ambas superficies; bainha estipular com 2-3 mm de largura, as setas
com 2,5-8 mm de comprimento. Capitulos multifloros com longos lobos do calice
prevalecentes; 4 bracteas folidceas, ovais, apice acuminado, hirsuto. Calice 5-8 mm de
comprimento, hirsuto a escabroso, os 6 lobos linear-lanceolados, 4-7 mm de comprimento,
margens ciliadas; corola tipicamente rosada, lavanda ou lilds, ocasionalmente branca com
lobos lilas, raramente laranja rosado, funicular, 12-20 mm de comprimento, os lobos de 2,5-5
mm de comprimento, freqiientemente com tufos de pélos apicais; estigma clavado,
trilobulado; ovario tricarpelar. 3 mericarpos, com 3 mm de comprimento, excrescéncias

arredondadas (LEWIS; OLIVER, 1974).

Figura 2 — Espécie Richardia grandiflora.
(Foto de Raquel B. de S. de S. Nogueira, 2007)
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Figura 3 — Espécie Richardia grandiflora.
(Foto de Raquel B. de S. de S. Nogueira, 2007)

Richardia grandiflora é nativa dos paises Argentina, Bolivia, Brasil, Paraguai e
Uruguai. No Brasil, ocorre desde o Estado do Maranhdo até o Rio Grande do Sul (Figura 4)

(LEWIS; OLIVER, 1974).

Figura 4 — Distribuicdo da espécie Richardia grandiflora (*).
(Adaptado de LEWIS; OLIVER, 1974)
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Segundo Agra et al. (2007), a espécie Richardia grandiflora (Cham. & Schltdl.)
Steud., conhecida popularmente como ervango, poaia ou ipeca-mirim, tem indicagoes
etnofarmacoldgicas para uso contra hemorrdidas e como vermifugo na forma de decocto.

Nao ha dados na literatura sobre a constitui¢do quimica ou atividade farmacoldgica da
espécie em questdo. Porém, em screening fitoquimico preliminar, Edeoga et al. (2005)
verificaram a presenca de alcaldides, taninos, saponinas, esterdides, terpenoides, flavonodides e
glicosideos cardiotonicos na espécie Richardia brasiliensis Gomes e relataram ainda que esta
¢ utilizada na medicina popular para o cura de eczema, tratamento de queimaduras e cura
ativa para a malaria avicola. Os extratos aquoso e etandlico desta espécie apresentaram
atividade antifingica observada por Adekunle (2000).

Paralelamente a este estudo, a espécie Richardia brasiliensis Gomes foi também
investigada sob o ponto de vista fitoquimico, resultando no isolamento de metabolitos
secundarios pertencentes as seguintes classes: flavonodides (PINTO et al., 2007a; PINTO et
al., 2007b), cumarinas (TENORIO—SOUZA et al., 2007; PINTO et al., 2007c), acidos
fenélicos (TENORIO-SOUZA et al., 2007) e terpendides (PINTO et al., 2007¢).

Desta forma, é de grande importancia a contribui¢do & quimiotaxonomia da familia
Rubiaceae mediante uma abordagem fitoquimica pioneira da espécie Richardia grandiflora,
visando a enriquecé-la com dados para o seu perfil quimico.

O presente estudo possibilitou o isolamento e caracterizagdo estrutural de constituintes
quimicos pertencentes as seguintes classes: esterdides, feofitinas e acidos fenolicos (DA-

CUNHA et al., 2007; TOMAZ et al., no prelo).
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3.4 Consideracées sobre as classes de constituintes quimicos isolados de Richardia

grandiflora e seus aspectos biossintéticos

3.4.1 Esteroides

3.4.1.1 Consideracoes gerais

Os esterdides constituem uma classe de compostos naturais com ampla distribuicdo na
natureza, que apresentam em sua estrutura quimica um nticleo ciclopentanoperidrofenantreno.
A diversidade das atividades bioldgicas desses metabolitos compreende o desenvolvimento e o
controle do sistema reprodutor humano, indu¢do da reproducdo sexual em fungos aquaticos,
entre outras. Além disso, tém uma gama de aplicagdes terapéuticas: podem funcionar como
cardiotdnicos, precursores de vitamina D, anticoncepcionais orais, agentes antiinflamatorios e

agentes anabolizantes (ROBBERS, 1997).

3.4.1.2 Aspectos biossintéticos dos esterdides

Os esterdides sdo derivados da via do acido mevaldnico, a partir da combinagdo de
unidades de isopreno ativo. Na primeira etapa (Figura 5, p. 37), duas unidade de acetil-CoA
combinam-se através de uma condensacdo de Claisen formando acetoacetil-CoA. A
incorporagdo de uma terceira unidade de acetil-CoA via uma adigdo aldolica estereoespecifica
fornece o éster P-hidroxi-B-metilglutaril-CoA (HMG-CoA) que ¢ reduzido a acido (3R)-
mevalonico (MVA), num processo que depende de NADPH. Nos passos seguintes, o acido
mevalonico ¢ fosforilado em seqiiéncia e produz 5-fosfato de mevalonato, que é entdo

descarboxilado, formando isopentenil pirofosfato (IPP), ou isopreno ativo, a unidade de
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constru¢do Cs da biossintese dos esterdides e triterpenos. A isomerizagdo do pirofosfato de
isopentenila e sua conversdo em 3,3-dimetilalil pirofosfato (DMAPP), com a subseqiiente
condensagdo cabecga-cauda destas unidades Cs (DMAPP + IPP), sob a influéncia da
preniltransferase, origina o pirofosfato de geranila (GPP). Este por sua vez, pode sofrer adicao
seqiiencial de pirofosfato de isopentenila (IPP) por conjugacdo entre as extremidades superior
e inferior (cabeca-cauda), produzindo-se pirofosfato de farnesila (FPP) e pirofosfato de
geranilgeranila (GGPP) (Figura 5, p. 37). A dimerizagdo entre as extremidades cabega-cauda
do pirofosfato de farnesila (FPP) forma o esqualeno (2* etapa), precursor dos esteroides
(Figura 6, p. 38). A cicliza¢do do esqualeno (3% etapa) origina os triterpenos (Csg), como por
exemplo, o lanosterol, que leva a formagdo dos esterdides (Cp;), ou seja, triterpenos
modificados contendo o anel tetraciclico do sistema lanosterol apds a perda dos grupos metilas

das posicoes C-4 e C-14. [(Figura 7, p. 39) (ROBBERS, 1997; DEWICK, 1997)].
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Figura 5 — Representacao esquematica da biossintese dos esterdides (1? etapa)
(DEWICK, 1997)
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esqualeno

Figura 6 — Representacdo esquematica da biossintese dos esteroides (2 etapa) (DEWICK, 1997)
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Figura 7 — Representacdo esquematica da biossintese dos esteroides (3 etapa)
(DEWICK, 1997)
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3.4.2 Feofitinas

Sao substancias contendo um sitema tetrapirrolico do tipo porfirinico. Originam-se
biossinteticamente da clorofila A que sofre a perda de magnésio em meio acido dando origem
as feofitinas (sendo este fendmeno conhecido como feofitinizacdo), as quais, por sua vez, sdo
hidrolisadas na por¢do éster (remocdo da cadeia fitol) por acdo da enzima clorofilase,
produzindo os feoforbideos A e o fitol (SOARES, 2006; GREGORY, 1978; BARKER, 1977),

conforme pode ser observado na Figura 8.

clorofila A feofitina A

Figura 8 — Formacao dos feoforbideos

A diferenca entre as clorofilas A e B estd na posicdo 7', onde a clorofila A o grupo
substituinte ¢ — CH3, enquanto na clorofila B o substituinte ¢ -CHO, conforme Figura 9 (p.
41). Essa mesma designacao ¢ utilizada para feofitinas (UNIPR-IT, 2006). Estas possuem cor
verde oliva, os feoforbideos tém cor verde acastanhado e sofrem possivelmente

transformagoes oxidativas que dao origem a produtos incolores de degradacdo. As clorofilas e
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as feofitinas sdo lipossoluveis, em decorréncia de sua por¢ado fitol, enquanto os feoforbideos

(sem o fitol) sdo hidrofilicos (MARTINS; SILVA, 2002).

H;C H;C
CH; H;C
H;C
H;C H;C
CHj;
H;C

Figura 9 — Diferenga estrutural entre as clorofilas A ¢ B
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3.4.3 Compostos fendlicos

3.4.3.1 Consideracdes gerais

Os compostos fenolicos englobam desde moléculas simples até outras com alto grau de
polimerizacao. Estdo presentes nos vegetais na forma livre ou ligados a agucares (glicosidios)
e proteinas. A presenga dos compostos fenolicos em plantas tem sido muito estudada por estes
apresentarem atividades farmacoldgicas e também por inibirem a oxidacdo lipidica e a
proliferacdo de fungos, além de participarem de processos responsaveis pela cor, adstringéncia
e aroma em varios alimentos (SOARES, 2002).

Dentre os compostos fenolicos isolados de Richardia grandiflora, destacam-se os
derivados do acido benzodico. O acido benzodico e seus derivados provém da oxidagdo dos

acidos cinamicos (Figura 10) (GEISSMAN, 1969).

COOH CO— SCoA
AN cov CO—SCoA
. X —— CoASH
X LoASH_
CO— SCoA
CH;CO—SCoA
COOH

Figura 10 — Formacao dos derivados do acido benzoico
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4 EXPERIMENTAL

4.1 Levantamento bibliografico

O levantamento bibliografico foi realizado em todo o decorrer do estudo na Biblioteca
Central/UFPB (Campus I — Jodo Pessoa, PB), utilizando-se como ferramentas para tanto os
bancos de dados Chemical Abstracts, Biological Abstracts, NAPRALERT (Natural Products
Alert) e Web of Science, bem como pesquisas na Internet e em anais de eventos nacionais e
internacionais, nao sendo encontrado nenhum registro significativo na fitoquimica da espécie

em estudo.

4.2 Coleta do material botanico

O material botanico, Richardia grandiflora (planta total), foi coletado no Aeroclube da
Paraiba, municipio de Jodo Pessoa - PB, em julho de 2006. Sua identificacdo botanica foi
realizada pela Prof* Dr* Maria de Fatima Agra do Nucleo de Pesquisas em Produtos Naturais
LTF/DCF/UFPB, sendo uma exsicata depositada no Herbario Professor Lauro Pires Xavier do
Centro de Ciéncias Exatas e da Natureza (CCEN/UFPB) sob o codigo M. F. Agra et al. 2953

(JPB).

4.3 Processamento da planta

O material botanico fresco (10.000 g) foi desidratado em estufa com ar circulante a

40°C durante 72 horas; ap0s isto, foi triturado em moinho mecanico fornecendo 3.164 g do p6

da planta (Esquema 1, p. 50).
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4.4 Screening fitoquimico

Marchas sistematicas para detec¢do da presenca de determinados grupos de
metabolitos foram realizadas para um melhor direcionamento do trabalho. Fracdes do po da
planta foram testadas com os reagentes de Bouchardat, Mayer, Dragendorff e acido silico
tunguistico, mostrando resultado negativo para a possivel presenca de alcaldides. Os testes
também foram negativos para taninos mediante reagdo com gelatina 0,5% e FeCl;.

Testes de espuma, Lieberman-Bouchardat e fita de magnésio demonstraram a presenga

de saponinas, esterdides e flavondides, respectivamente.

4.5 Obtencao do extrato etandlico bruto

O po da planta (3.164 g) foi submetido a maceracdo durante 72 horas a temperatura
ambiente com etanol (EtOH) a 95%, sendo este processo repetido até extracdo exaustiva dos
seus constituintes quimicos. Em seguida, a solugdo etandlica foi filtrada e concentrada em
evaporador rotativo sob pressdo reduzida, obtendo-se 400 g do extrato etandlico bruto (EEB)

(Esquema 1, p. 50).

4.6 Cromatografia liquida sob pressio reduzida do extrato etanélico bruto

Uma aliquota de 100 g do EEB foi submetida a uma filtragdo sob pressao reduzida,
utilizando como fase estaciondria silica gel 60 (Merck) 7734 (particulas com 0,063-0,2 mm,
70-230 mesh), tendo como suporte um funil de Biichner com placa porosa acoplado com um
papel de filtro. Como fase movel foram empregados os seguintes sistemas de solventes,

obtendo-se as respectivas fragdes: Hexano, Hexano-AcOEt (9:1), Hexano-AcOEt (7:3),
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Hexano-AcOEt (1:1), AcOEt-Hexano (6:4), AcOEt-Hexano (7:3), AcOEt-Hexano (9:1),
Acetato de etila (AcOEt), AcOEt-MeOH (9:1) e AcOEt:MeOH (7:3). As fragdes foram

concentradas em evaporador rotativo sob pressdo reduzida (Esquema 1, p. 50).

4.7 Isolamento e purificacdo dos constituintes quimicos das fracoes Hexano-AcOEt (7:3),
Hexano-AcOEt (1:1) e AcOEt-Hexano (9:1) do extrato etandlico bruto de Richardia

grandiflora

O isolamento, purificacdo e analise dos constituintes quimicos foram realizados

através de técnicas cromatograficas.

4.7.1 Procedimentos cromatograficos

Para as cromatografias em coluna utilizou-se como fase estacionaria silica gel 60
(Merck) 7734 (particulas com 0,063-0,2 mm, 70-230 mesh) e/ou Sephadex LH-20 (Merck),
tendo como suporte colunas de vidro cilindricas com dimensdes variando de acordo com a
quantidade de amostra a ser cromatografada. Solventes comerciais redestilados no LTF foram
utilizados como fase movel. A cromatografia em camada delgada analitica (CCDA) foi
empregada para a analise e reunido das fragdes obtidas por cromatografia em coluna. Foram
utilizadas placas de vidro com dimensdes de 5x20, 10x20 e 20x20 cm, preparadas com uma
suspensdo de silica gel PFys4 7749 (Merck) em agua, seguindo técnica descrita por Matos
(1997). As cromatoplacas obtidas foram secas ao ar livre e ativadas em estufa a 110 °C
durante duas horas.

As substancias em andlise foram evidenciadas pelo uso de radiacdo ultravioleta (UV)

sob os comprimentos de onda de 254 e 366 nm por meio de aparelho Mineralight, modelo
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UVGL-58, como também pela impregnagdo das placas em cubas de vidro saturadas por
vapores de iodo.

O critério de pureza adotado foi a visualizacdo, através do UV, de uma tnica mancha
apos eluicdo das placas analiticas em, no minimo, trés sistemas de eluentes, além da

observagao de seus espectros.

4.7.1.1 Processamento cromatografico da fracao Hexano-AcOEt (7:3)

A fracdo Hexano-AcOEt (7:3) (1,238 g) foi submetida a cromatografia em coluna
utilizando-se como adsorvente silica gel 60 e como eluentes hexano, acetato de etila e metanol
puros ou em misturas bindrias com gradiente crescente de polaridade (Esquema 2, p. 51).
Desta coluna foram coletadas 278 fragdes de 50 mL cada, concentradas em evaporador
rotativo, analisadas através de CCDA e reunidas de acordo com seus fatores de retengao
(Rf’s) (Quadro 2, p. 54). A subfracdo 32/76, apos recristalizacdo em hexano, forneceu um
sobrenadante e um precipitado (23 mg) o qual mostrou-se sob a forma de cristais em agulhas
e, quando analisado em CCDA em varios sistemas de solventes, revelou-se puro, sendo,
portanto, codificado como Rg-1. A subfragdo 104/149 (118 mg) foi novamente submetida a
cromatografia seguindo a metodologia anterior (Esquema 2, p. 51), coletando-se 137
subfragdes de 50 mL as quais foram concentradas em evaporador rotativo, analisadas através
de CCDA e reunidas de acordo com seus Rf’s (Quadro 3, p. 55). A subfracdo 87/120 (60 mg)

mostrou-se como um solido amorfo de coloracdo verde-escura, codificado como Rg-2.
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4.7.1.2 Processamento cromatografico da fracio Hexano-AcOEt (1:1)

A fracdo Hexano-AcOEt (1:1) (1,895 g) foi submetida a cromatografia em coluna
utilizando-se como adsorvente silica gel 60 e como eluentes cloroformio, acetato de etila e
metanol puros ou em misturas binarias com gradiente crescente de polaridade (Esquema 3, p.
52). Deste processo cromatografico foram obtidas 128 fragdes de 50 mL cada, concentradas
em evaporador rotativo, analisadas através de CCDA e reunidas de acordo com seus Rf’s
(Quadro 4, p. 55). A subfragdo 103/104 (182 mg) foi novamente submetida a cromatografia
em coluna utilizando-se como adsorvente silica gel 60 ¢ como eluentes hexano, acetato de
etila ¢ metanol puros ou em misturas bindrias com gradiente crescente de polaridade
(Esquema 3, p. 52), coletando-se 78 subfragdes de 50 mL as quais foram concentradas em
evaporador rotativo, analisadas através de CCDA e reunidas de acordo com seus Rf’s (Quadro
5, p. 56). A subfragao 35/39, apos recristalizagdo em hexano, mostrou-se sob a forma de

cristais, fornecendo 4 mg da substancia codificada como Rg-3.

4.7.1.3 Processamento cromatografico da fracio AcOEt-Hexano (9:1)

A fracdo AcOEt-Hexano (9:1) (0,569 g) por cromatografia em coluna com Sephadex
LH-20 utilizando-se como eluentes cloroférmio e metanol (1:1), forneceu 32 fragoes de 15
mL cada (Esquema 4, p. 53) que foram analisadas com CCDA e reunidas de acordo com seus
respectivos Rf’s (Quadro 6, p. 56). A subfracao 15/26, apos recristalizagdo em cloroférmio,
forneceu um sobrenadante e um precipitado (4 mg) o qual mostrou-se sob a forma de cristais,
quando analisado em CCDA em varios sistemas de solventes, revelou-se puro, recebendo,

entdo, o cédigo Rg-4.
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4.8 Caracterizacio estrutural dos constituintes quimicos

A caracterizacdo estrutural dos constituintes quimicos isolados de Richardia
grandiflora foi realizada através da analise dos espectros obtidos através dos métodos
espectroscopicos de Infravermelho (IV) e de Ressondncia Magnética Nuclear de Hidrogénio
(RMN 'H) e Carbono 13 (RMN C), utilizando técnicas uni e bidimensionais (COSY,

HMQC, HSQC, HMBC e NOESY), além de comparacdes com modelos da literatura.

4.8.1 Infravermelho

Os dados espectrais na regido do infravermelho foram obtidos em aparelho Perkin-
Elmer, FT-IR-1750 do Laboratoério de Tecnologia Farmacéutica-UFPB, utilizando-se de 1 a 3

mg de amostra em pastilhas de KBr, registrada como em cm™.

4.8.2 Ressonincia magnética nuclear

Foram utilizados os espectrometros Mercury-Varian a 200 (‘H) e 50 MHz (**C) do
LTF/UFPB e Brucker-AC500 a 500 (‘H) e 125 MHz (°C) do CENAUREM/UFC, otimizados
para técnicas uni e bidimensionais, utilizando-se quantidades varidveis de amostras. O
solvente empregado foi cloroformio deuterado (CDCl;), registrado tendo como referéncias os
picos caracteristicos do mesmo em RMN de Be (8 77,0 ppm) e do solvente ndo-deuterado em

RMN 'H (8 7,24 ppm).
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Esquema 1 — Obtencdo e cromatografia liquida sob pressdo reduzida do extrato etandlico
bruto de Richardia grandiflora.

Planta total fresca (10.000 g)

- Secagem
1- Moagem
y

P6 da planta (3.164 g)

- Maceragdo 72 h com EtOH 95% (3x)
l- Concentragdo sob pressao reduzida

Extrato etandlico bruto (400 g)

v

Extrato etandlico bruto (100 g)

- Cromatografia liquida sob vacuo
- Silica gel
- Hexano, AcOEt, MeOH

—> | Fragdo Hexano (0,102 g)

> | Fracdo Hexano-AcOEt (9:1) (1,871 g)

—> | Fracdo Hexano-AcOEt (7:3) (1,238 g)

—p | Fracdo Hexano-AcOEt (1:1) (1,895 g)

—p | Fracdo AcOEt-Hexano (6:4) (1,199 g)

—p | Fracdo AcOEt-Hexano (7:3) (0,584 g)

> | Fracdo AcOEt-Hexano (9:1) (0,569 g)

v

Fra¢do AcOEt (0,770 g)

L | Fracdo AcOEt-MeOH (9:1) (0,982 g)

m——p | Fracdo AcOEt-MeOH (7:3) (5,972 g)
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Esquema 2 — Fracionamento cromatografico da fragdo Hexano-AcOEt (7:3) do extrato
etandlico bruto de Richardia grandiflora

Fragdo Hexano-AcOEt (7:3)

- Silica gel 60

- Hexano, AcOEt, MeOH

- CCDA
1 6 10 22 32 71 104 150 204 256
5 9 1 31 76 103 149 203 255 278

£
\ 4 \ 4
Sobrenadante Precipitado

Rg-1

(23 mg)

* Recristalizagdo

- Silica gel 60
- Hexano, AcOEt, MeOH
- CCDA

1 71 87 121

70 8 120 137

Rg-2
(60 mg)
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Esquema 3 — Fracionamento cromatografico da fragdo Hexano-AcOEt (1:1) do extrato
etandlico bruto de Richardia grandiflora

Fragdao Hexano-AcOEt (1:1)

AN |[—

- Silica gel 60
- CHCI;, AcOEt, MeOH
- CCDA
7 13 100 101 103 105
12 99 102 104 128
- Silica gel 60
- Hexano, AcOEt, MeOH
- CCDA
1 7 13 21 35 40
6 12 20 34 39 78

* Recristalizagdo [ (4Rg-3) ]
mg
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Esquema 4 — Fracionamento cromatografico da fragdo AcOEt-Hexano (9:1) do extrato
etandlico bruto de Richardia grandiflora

Fragdao AcOEt-Hexano (9:1)

- Sephadex LH-20
- CHCl3;, MeOH
- CCDA

Ne)
—
[V}

el SR
g I—
—

FNI
-
N
ey
(@)
(98

* Recristalizacdo
v v

Sobrenadante Precipitado
Rg-4

(6 mg)
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Quadro 2 - Fracionamento cromatografico da fragdo Hexano-AcOEt (7:3) do extrato
etandlico bruto de Richardia grandiflora

Eluentes Fracées obtidas Fracées reunidas
Hexano 1-15 1/5
Hexano: AcOEt (98:02) 16-64 6/9
Hexano: AcOEt (95:05) 65-118 10/21
Hexano: AcOEt (92:08) 119-154 22/31
Hexano: AcOEt (90:10) 155-183 32/76
Hexano: AcOEt (85:15) 184-198 77/103
Hexano: AcOEt (80:20) 199-207 104/149
Hexano: AcOEt (70:30) 208-218 150/203
Hexano: AcOEt (60:40) 219-226 204/255
Hexano: AcOEt (1:1) 227-233 256/278
AcOEt: Hexano (60:40) 234-240
AcOEt: Hexano (70:30) 241-245
AcOEt: Hexano (80:20) 246-248
AcOEt: Hexano (90:10) 249-252
AcOEt 253-256
AcOEt: MeOH (98:02) 257-261
AcOEt: MeOH (95:05) 262-265
AcOEt: MeOH (90:10) 266-271
AcOEt: MeOH (80:20) 272-275
AcOEt: MeOH (70:30) 276-278
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Quadro 3 — Fracionamento cromatografico da subfracdo 104/149 da fracdo Hexano-AcOEt
(7:3) do extrato etanolico bruto de Richardia grandiflora

Eluentes Fracées obtidas Fracées reunidas
Hexano: AcOEt (97:03) 1-52 1/70
Hexano: AcOFEt (96:04) 53-60 71/86
Hexano: AcOEt (95:05) 61-93 87/120
Hexano: AcOEt (94:06) 94-100 121/137
Hexano: AcOEt (93:07) 101-115
Hexano: AcOEt (92:08) 116-124
Hexano: AcOEt (91:09) 125-128
Hexano: AcOEt (90:10) 129-140
Hexano: AcOEt (89:11) 141-144
Hexano: AcOEt (88:12) 145-149
Hexano: AcOEt (85:15) 150-161
Hexano: AcOEt (70:30) 162-166
Hexano: AcOEt (1:1) 167-170
AcOEt 171-173
AcOEt:MeOH (90:10) 174-176
AcOEt:MeOH (80:20) 177-179

Quadro 4 — Fracionamento cromatografico da fragdo Hexano-AcOEt (1:1) do extrato
etanolico bruto de Richardia grandiflora

Eluentes Fracdes obtidas Fracées reunidas
CHClLs 1-99 1/6
CHCI3: AcOEt (60:40) 100-106 7/12
CHCls: AcOEt (1:1) 107-109 13/99
AcOEt: CHCl; (60:40) 110-111 100
AcOEt: CHClI; (70:30) 112-113 101/102
AcOEt: CHCI; (80:20) 114-115 103/104
AcOEt: CHCI; (90:10) 116-117 105/128
AcOEt 118-119
AcOEt: MeOH (95:05) 120-121
AcOEt: MeOH (90:10) 122-124
AcOEt: MeOH (80:20) 125-126
AcOEt: MeOH (70:30) 127-128
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Quadro 5 — Fracionamento cromatografico da subfracdo 103/104 da fracdo Hexano-AcOEt
(1:1) do extrato etanolico bruto de Richardia grandiflora

Eluentes Fracées obtidas Fracées reunidas
Hexano: AcOEt (60:40) 1-13 1/6
Hexano: AcOEt (1:1) 14-38 7/12
AcOEt: Hexano (60:40) 39-43 13/20
AcOEt: Hexano (70:30) 44-47 21/34
AcOEt: Hexano (80:20) 48-53 35/39
AcOEt: Hexano (90:10) 54-58 40/78
AcOEt 59-63
AcOEt: MeOH (90:10) 64-68
AcOEt: MeOH (80:20) 69-74
AcOEt: MeOH (70:30) 75-78

Quadro 6 — Fracionamento cromatografico da fracdo AcOEt-Hexano (9:1) do extrato
etandlico bruto de Richardia grandiflora

Eluentes Fracoes obtidas Fracoes reunidas
CHCIl3:MeOH (1:1) 1-32 1-4
5-8
9-14
15-26
21/32
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Substancias isoladas de Richardia grandiflora

O estudo fitoquimico das fracdes Hexano-AcOEt (7:3), Hexano-AcOEt (1:1) e AcOEt-
MeOH (9:1) do extrato etanolico bruto da espécie Richardia grandiflora resultou no
isolamento de quatro substancias codificadas com as iniciais da planta (Rg) seguidas da
numeragdo de 1 a 4 de acordo com a ordem em que foram isoladas. Da fracdo Hexano-AcOEt
(7:3), foram isoladas as substancias codificadas como Rg-1 e Rg-2, da fracdo Hexano-AcOEt
(1:1) isolou-se a substancia codificada como Rg-3 e a fragdo AcOEt-Hexano (9:1) forneceu a

substancia Rg-4.

5.2 Caracterizac¢io estrutural de Rg-1

O espectro de RMN 'H (Figura 11, p. 62) de Rg-1 e suas expansdes (Figuras 12 e 13,
p. 63) mostraram absorc¢des simples e multiplas na regido compreendida entre dy 0,64 e oy
2,00 que sdo caracteristicas de hidrogénios metilicos, metilénicos e metilicos de carbono sp’
presentes em estruturas como triterpenos e esterdides. Através do multipleto em oy 3,48
(Figura 13, p. 63) pode-se inferir a presenca de um hidrogénio oximetinico da posi¢cdo 3 de
nucleo esteroidal e/ou triterpénico (KOJIMA, 1990). O espectro revelou ainda um dubleto em
Oy 5,31 caracteristico de hidrogénio olefinico na posicdo 6 de fitoesteroides (AHMED;
AHMAD; MALIK, 1992). As referidas observagdes possibilitaram sugerir que Rg-1 possui o
nucleo esteroidal (Tabela 1, p. 60).

A andlise do espectro de RMN °C (Figura 14, p. 64) e suas expansdes (Figuras 15 a

17; p. 65 e 66) demonstrou a presenca de metilas esteroidais ou triterpénicas devido ao
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conjunto de absor¢des entre d¢ 11,80 e & 21,18, caracteristicas destes grupos, refor¢ando,
portanto, a proposta de nucleo esteroidal, dada pelo espectro de RMN '"H. O numero de
absorcdes presentes no espectro de RMN BC e seus respectivos deslocamentos quimicos
(Tabela 1, p. 60) permitiram propor que Rg-1 seria composta por duas substancias distintas
que passaram a ser codificadas, entio, como Rg-la ¢ Rg-1b. Os sinais para carbono sp”
metinico em d¢ 121,63 (2C) e carbono ndo-hidrogenado em 6¢ 140,70 (2C) condizentes com a
dupla ligagdo nas posicoes 5 e 6 tanto para o [-sitosterol como para o estigmasterol,
juntamente com as absorgdes em ¢ 129,20 e 6 138,28 pertinentes aos carbonos olefinicos (C-
22 e C-23) do estigmasterol (KOJIMA, 1990) (Tabela 2, p. 61) fortaleceram a proposta de que
Rg-1 tratava-se de uma mistura de esterdides.

Os dados espectrais de RMN 'H e '*C de Rg-1a ¢ Rg-1b juntamente com comparagdes
realizadas entre estes Ultimos com modelo da literatura (KOJIMA, 1990) (Tabela 2, p. 61)
tornaram exeqiiivel identificar as substincias como sendo o [-sitosterol (Rg-la) e o
estigmasterol (Rg-1b), cujas presencas sdo observadas em varias espécies vegetais sendo, no

entanto, descritas pela primeira vez no género Richardia.

[-sitosterol Estigmasterol
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Tabela 1 — Dados de RMN 'H e “C-APT (8, CDCls, 200 ¢ 50 MHz, respectivamente) da
substancia Rg-1a/Rg-1b

Rg-1a Rg-1b
C 8C 6H 6C 6H
5 140,66 - 140,66
10 36,43 - 36,43
13 42,24 - 42,24
CH - - ;
3 71,71 3,48(m) 71,71 3,48(m)
6 121,65 531(d) 121,65 5,31(d)
8 31,82 - 31,82 ;
9 50,06 - 50,06
14 56,69 - 56,80
17 55,98 - 55,87
20 36,09 - 40,48
22 - - 138,28
23 - - 129,20
24 45,74 - 51,19
25 29,05 - 29,05
CH, - -
1 37,19 - 37,19
2 31,45 - 31,45
4 42,13 - 42,10
7 31,89 - 31,89
11 21,02 - 21,02
12 39,70 - 39,62
15 24,25 - 24,31
16 28,20 - 28,89
22 33,98 - -
23 25,98 - -
28 22,98 - 25,37
CH3; - - ;
18 11,80 0,64(s) 11,92 0,66(s)
19 19,35 0,97(s) 19,35 0,97(s)
21 18,73 - 21,18 -
26 19,78 0,88(d) 21,06  0,88(d)
27 18,97 0,79(d) 18,93  0,79(d)

29 11,99  084(t) 1222 0,84(1)
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Tabela 2 — Dados comparativos de RMN "°C da substéncia Rg-1a/Rg-1b (8, CDCl3, 50 MHz)
com modelos Mo-1 e Mo-2 (8, CsDsN, 100 MHz), (KOJIMA et al., 1990)

Rg-1a Mo-1 (Sitosterol) Rg-1b Mo-2 (Estigmasterol)

C Sc Sc dc Sc
5 140,66 140,70 140,66 140,70
10 36,43 36,50 36,43 36,50
13 42.24 42,30 42.24 42,30
CH
3 71,71 71,80 71,71 71,80
6 121,65 121,70 121,65 121,70
8 31,82 31,90 31,82 31,90
9 50,06 50,10 50,06 50,10
14 56,69 56,80 56,80 56,80
17 55,98 56,00 55,87 55,90
20 36,09 36,10 40,48 40,50
22 - ; 138,28 138,30
23 - . 129,20 129,20
24 45,74 45,80 51,19 51,20
25 29,05 29,10 31,82 *
CH,
1 37,19 37,20 37,19 37,20
2 31,45 31,60 31,45 31,60
4 42,13 42,30 42,10 42,30
7 31,89 31,90 31,89 31,90
11 21,02 21,10 21,02 21,10
12 39,70 39,80 39,62 39,70
15 24,25 24,30 24,31 24,40
16 28,20 28,20 28,89 28,90
22 33,98 33,90 - -
23 25,98 26,00 ; -
28 22,98 23,00 25,37 *
CH;
18 11,80 11,90 11,92 12,00
19 19,35 19,40 19,35 19,40
21 18,73 18,80 21,18 21,20
26 19,78 19,80 21,06 *
27 18,97 19,00 18,93 *
29 11,99 12,00 12,22 *

* Auséncia de dados na referéncia
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5.3 Caracterizacio estrutural de Rg-2

O espectro de IV (Fig. 18, p. 74) da substancia Rg-2 mostrou bandas caracteristicas
de estiramento de C-H alifatico em 2967, 2908 e 2859 cm™', bem como bandas em 3433 e
3397 cm’, as quais sugeriram tratar-se de deformagdo axial de N-H de aminas ou de O-H.
Uma outra banda, observada em 1344 cm™, fortaleceu a sugestdo da presenca de grupo amino,
por tratar-se de deformagdo axial de ligacdo C-N conjugada. Esta observagdo, aliada a
presenga de uma banda em 1612 cm™, condizente com a absorcdo de ligacdo dupla em
sistemas conjugados, esta de acordo com estruturas contendo nucleo porfirinico. Em 1731 e
1695 cm™ observaram-se duas bandas de absor¢o que remetem 4 deformagio axial de grupo
carbonilico ndo conjugado e conjugado, respectivamente (SILVERSTEIN; BASSLER, 1994).

Os espectros de RMN 'H (Figuras 19 a 21, p. 75-77, Tabelas 3 ¢ 5, p. 71 ¢ 73) de
Rg-2 revelaram absor¢des referentes a trés metilas olefinicas em &y 3,19, dy 3,39 e dy 3,69,
um grupo de hidrogénios vinilicos em &y 7,95 (dd, J=17,85 e¢ 11,48 Hz), 6y 6,27 (d, /=17,95),
O 6,18 (d, /=11,10) e trés hidrogénios olefinicos em oy 9,35, 0y 9,51 e Oy 8,60, condizentes
com absor¢des dos hidrogénios 5, 10 e 20 do nucleo porfirinico das feofitinas (MATSUO et
al., 1996; DUAN et al., 2002; SILVA et al. 2006). Adicionalmente, observou-se um conjunto
de deslocamentos quimicos para hidrogénios metoxilicos em oy 3,91 (s) e etilicos em &y 3,63
(m) e 8y 1,66 (m).

A analise dos espectros de RMN "*C-BB ¢ DEPT-135 (Figuras 22 a 26, p. 78-82,
Tabelas 3 a 5, p. 71-73) revelou picos para 55 atomos de carbono, tendo-se observado 19
quaternarios, 11 metinicos, entre os quais um vinilico em 8¢ 129,19, 14 metilénicos, com
destaque também para um carbono vinilico em ¢ 123,11 e 11 metilicos, dentre estes ultimos

um valor em 0¢ 53,07, tipico de metoxila de éster.
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A feofitina A é substituida com uma cadeia de fitol (Tabela 3, p. 71) no C-17°
(SCHWIKKARD et al., 1998). O envelope de sinais observado na regido alifatica do espectro
de RMN 'H (Figura 19, p. 75) sugeriu a presenca do fitol na molécula quando comparado
com os dados do 17°-etéxi-feoforbideo A (SILVA et al., 2006) o qual nio possui o fitol.

O espectro de correlacdo bidimensional homonuclear COSY (Figuras 27 a 29, p. 83-
85) confirmou a presenca dos grupos vinilico e etilico, antes proposta pelo espectro
unidimensional, ao mostrar acoplamento entre as absor¢des em oy 7,95 (H-3") e &y 6,27 (H-
3%-trans), 8y 6,18 (H-3-cis), referentes aos hidrogénios vinilicos, e entre dy 3,63 (H-8") e 8y
1,66 (CH3-8%), atribuidos aos grupos etila.

Os espectros de correlagio bidimensional heteronuclear a duas (%Jey) e a trés
ligacdes (3JCH) HMBC (Figuras 30 a 35, p. 86-91, Tabela 5, p. 72) mostrou correlacdo a 3Jcn
entre as absor¢des em dy 6,27 € 6,18 (2H—32) com ¢ 136,82 (C-3), entre a absor¢do em dy
7,95 (H-3") com 8¢ 136,51 (C-4) e ainda entre a metila 8 (8y 1,66) com o carbono 8 (3¢
145,25), favorecendo a atribuicdo das posicdes 3 e 8 para os grupos vinilico e etilico,
respectivamente. As atribuicdes referentes aos hidrogénios e grupos metila olefinicos foram
feitas também através do HMBC pelas correlagdes seguintes: CHz-2' (81 3,39) com 8¢ 131,10
(C-2) a “Jey e com 8¢ 142,34 (C-1) e 8¢ 136,82 (C-3) a *Jew; CH3-7" (8y 3,19) com 8¢ 136,14
(C-7) a “Jen e com os carbonos C-6 (8¢ 155,55) e C-8 (8¢ 145,25) a *Jey; CHs-12' (3,69) (V)
com 8¢ 129,03 (C-12) e (*J) com 8¢ 138,14 (C-11) e 8¢ 129,14 (C-13); 84 9,51 (H-10) (%)
com 8¢ 138,14 (C-11); 84 9,35 (H-5) (*J) com 8¢ 136,51 (C-4); 8y 8,60 (H-20) (*J) com 3¢
131,10 (C-2).

Estas interagdes permitiram estabelecer, com o auxilio do espectro de correlacao
heteronuclear direta HSQC (Figuras 36 a 40, p. 92-96, Tabela 5, p. 73), os deslocamentos
quimicos dos carbonos e hidrogénios 5, 10 e 20 dos anéis de porfirina, das metilas olefinicas

21 7' ¢ 12!, bem como a atribuicdo parcial dos carbonos dos anéis I, II, IIl e IV, sendo as
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demais feitas por comparac¢do com a literatura (MATSUO et al., 1996; SCHWIKKARD et al.,
1998; DUAN et al., 2002; SILVA et al. 2006). As atribui¢des dos carbonos 13' ¢ 13% do anel
V foram feitas através das correlagdes entre 8y 6,30 (H-13%) a duas ligagdes com 8¢ 189,81
(C-13"), 8¢ 169,77 (C-13%) e 8¢ 105,10 (C-15) e a trés ligagdes com 8¢ 149,59 (C-14), além
da analise do HSQC.

Um dado interessante que deve ser destacado diz respeito ao valor do deslocamento
quimico revelado pelo espectro de RMN "°C para o carbono quaternario na posi¢io 13° (8¢
169,77), ja que o mesmo nao estd de acordo com os dados da literatura. Matsuo et al. (1996) e
Schwikkard et al. (1998) relatam que este valor é d¢ 173,0. No entanto, nossa atribui¢do ¢
inequivoca uma vez que o espectro HMBC mostrou correlagdes a “Jey entre o C-13° (8¢
169,77) com o H-137 (0y 6,30) (Figura 32, p. 88) c a 3Jcn com os hidrogénios metoxilicos na
posicdo 13* (8 3,91) (Figura 33, p. 89), fortalecendo nossos dados (Tabela 3, p. 71).

Os demais assinalamentos de carbonos e hidrogénios foram determinados com base
em comparacao com dados da literatura (MATSUO et al., 1996; SCHWIKKARD et al., 1998,
Tabela 3, p. 71; MELOS et al., 2007, Tabela 4, p. 72), permitindo identificar a substancia Rg-
2 como sendo a feofitina A, anteriormente isolada das folhas de Tapura fischeri
(SCHWIKKARD et al., 1998) e Saussurea medusa (DUAN et al., 2002), porém descrita pela

primeira vez no género Richardia.
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Feofitina A (Rg-2)
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Tabela 3 — Dados comparativos de RMN 'H e °C de Rg-2 (8, CDCl;, 500 ¢ 125 MHz,
respectivamente) com os modelos Mo-1 (3, CDCls, 400 e 100 MHz; MATSUO et al., 1996) ¢
Mo-2 (8, CDCls, 300 ¢ 75 MHz; SCHWIKKARD et al., 1998)

Mo-1 Mo-2 Rg-2
C 8¢ Su e St e 3u
1 142,90 142,90 142,34
2 131,80 131,80 131,10
2! 12,10 3,39 (s) 12,10 3,39 (s) 12,26 3,39 (s)
3 136,50 136,50 136,82
7,98 (dd, 7,95 (dd,
3! 129,00 7,98 (dd) 129,00  J=15,19 Hz, 129,19  J=17,85 Hz,
11,39 Hz) 11,48 Hz)
6,28 (trans)
(dd, J=15,19 6,27 (trans)
6,28 (trans) Hz, 2,29 (d, J=17,95
3? 122,80 (dd) e 6,17 122,80 Hz) e 6,17 123,11 Hz) e 6,18
(cis) (dd) (cis) (dd, (cis) (d,
J=11,39 Hz, J=11,10 Hz)
2,28 Hz)
4 136,20 136,20 136,51
5 97,50 9,36 (s) 97,30 9,36 (s) 97,66 9,35 (s)
6 155,50 155,50 155,55
7 136,10 136,10 136,14
7! 11,20 3,21 (s) 11,20 3,21 (s) 11,35 3,19 (s)
8 145,20 145,20 145,25
8! 19,70 3,66 (q) 19,70 3,66 (q) 19,60 3,63 (m)
8’ 16,30 1,68 (1) 16,30 1,68 (t) 17,52 1,66 (m)
9 151,00 151,00 150,92
10 104,40 9,50 (s) 104,40 9,50 (s) 104,59 9,51 (s)
11 137,90 137,90 138,14
12 129,10 129,10 129,03
12! 12,20 3,88 (s) 12,20 3,68 (s) 12,32 3,69 (s)
13 129,00 129,00 129,14
13! 189,60 189,60 189,81
132 64,70 6,26 (s) 64,70 6,26 (s) 64,90 6,30 (s)
13° 173,00 173,00 169,77
13* 53,00 3,68 (s) 53,00 3,88 (s) 53,07 3,91 (s)
14 150,00 150,00 149,59
15 105,20 105,20 105,10
16 161,30 161,30 161,19
17 51,10 4,21 (ddd) 51,10 4,20 (m) 51,42 4,15 (m)
17! 29,80 29,80 29,89
172 31,20 31,20 31,42
17° 173,00 172,00 173,18
18 50,10 4,46 (dq) 50,10 4,45 (m) 50,36 4,34 (m)
18! 22,70 1,80 (d) 22,70 1,80 (d) 23,28 1,84 (d)
19 172,20 170,00 172,63

20 93,10 8,55 (s) 93,10 8,55 (s) 93,72 8,60 (s)
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Tabela 4 — Dados comparativos de RMN "°C da cadeia de fitol de Rg-2 (8, CDCls, 125 MHz)

com o modelo Mo-3 (8, CDCl;, 75 MHz; MELOS et al., 2007)

Mo-3 Rg-2
C tiYe Oc
Pl 59,40 61,69
P2 123,10 117,93
P3 140,10 143,02
P4 39,80 39,98
P5 25,10 25,17
P6 36,60 37,57
P7 32,70 32,93
P8 37,20 37,50
P9 24,50 24,60
P10 37,30 36,82
P11 32,60 32,79
P12 37,30 37,44
P13 24,70 24,95
P14 39,30 39,53
P15 27,90 28,14
P16 22,70 22,89
P17 22,60 22,80
P11’ 19,70 19,84
p7 19,70 19,90
p3! 16,10 16,48
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Tabela 5 — Dados espectrais de RMN 'H e "°C (8, CDCls, 500 e 125 MHz, respectivamente)

de Rg-2 (sem o fitol)

"Hx C "Hx "C "Hx'H
HSQC HMBC COSY
C e S 2y 5T
1 142,34
2 131,10
3 136,82
4 136,51
6 155,55
7 136,14
8 145,25
9 150,92
11 138,14
12 129,03
13 129,14
13! 189,81
133 169,77
14 149,59
15 105,10
16 161,19
17° 173,18
19 172,63
CH
7,95 (dd,
3! 129,19 J=17,85 Hz, C-4 H-3?
11,48 Hz)
5 97,66 9,35 (s) C-4
10 104,59 9,51 (s) cl-11 .
2 C-137; C-137;
13 64,90 6,30 (s) Co15 C-14
17 51,42 4,15 (m)
18 50,36 4,34 (m)
20 93,72 8,60 (s) C-2
CH,
6,27 (trans)
(d, J=17,95
3? 123,11 Hz)e 6,18 C-3
(cis) (d,
J=11,10 Hz)
8! 19,60 3,63 (m) C-8; C-8° C-7 H-8*
17! 29,89
172 31,42
CH,
2! 12,26 3,39 (s) C-2 C-1;C-3
7! 11,35 3,19 (s) C-7 C-6; C-8
8’ 17,52 1,66 (m)
12! 12,32 3,69 (s) C-12 C-11; C-13
13* (OMe) 53,07 3,91 (s) C-13°
18! 23,28 1,84 (d)
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Figura 23 — Espectro de RMN “C-DEPT-135 (8, CDCl;, 125 MHz) de Rg-2
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Figura 24 — Expansdo 1 do espectro de RMN “C-DEPT-135 (8, CDCls, 125 MHz) de Rg-2
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Figura 25 — Expansao 2 do espectro de RMN BC-DEPT-135 (8, CDCls, 125 MHz) de Rg-2
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Figura 28 — Expansio 1 do espectro de RMN 'H x "H COSY (5, CDCls, 500 MHz) de Rg-2
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Figura 30 — Espectro de RMN 'H x *C HMBC (8, CDCl;, 500 MHz) de Rg-2
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Figura 31 — Expansio 1 do espectro de RMN 'H x °C HMBC (8, CDCls, 500 MHz) de Rg-2
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Figura 32 — Expansio 2 do espectro de RMN 'H x °C HMBC (8, CDCls, 500 MHz) de Rg-2
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Figura 33 — Expansao 3 do espectro de RMN 'H x "C HMBC (8, CDCls, 500 MHz) de Rg-2
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Figura 36 — Espectro de RMN 'H x "C HSQC (3, CDCl3, 500 MHz) de Rg-2
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5.4 Caracterizacio estrutural de Rg-3

A anélise do espectro de RMN 'H da substéncia codificada como Rg-3 (Figura 41, p.
102) e sua expansdo (Figura 42, p. 103) revelou a presenga de um nticleo aromatico com trés
substituintes (sistema ABX) ao exibir os seguintes sinais: um duplo dubleto em oy 7,72 que
acopla orto (J/=8,30Hz) e meta (J/=1,60Hz), um dubleto em oy 6,95 integrando para um
hidrogénio em acoplamento orto com J=8,60Hz e outro sinal em & 7,57, também dubleto,
acoplando meta (1H, J=1,60Hz). O singleto observado em &y 3,95 com integracdo para trés
hidrogénios sugeriu a presenga de um grupo metoxila em Rg-3 (Tabela 6, p. 100).

O espectro de RMN BC - APT (Figura 43, p. 104) mostrou sinais para oito carbonos,
sendo que, dentre eles, seis mostram-se como carbonos de nicleo aromatico, dos quais, trés
sdo metinicos e trés ndo hidrogenados (Figura 43, p. 104), corroborando, desta forma, com a
proposta feita pelo espectro de RMN 'H de que Rg-3 possuiria um nucleo aromatico com
sistema ABX (trissubstituido). Um sinal em 6¢ 171,50, caracteristico de carbonila de acido
conjugada (SILVERSTEIN; BASSLER, 1994), foi exibido pelo espectro em questdo, fato que
justifica a presenga de um carbono sp” ndo hidrogenado em 8¢ 121,82 (C-1), que possui como
substituinte um grupo 4cido. Os outros dois carbonos sp” ndo hidrogenados foram observados
em O¢ 146,18 e 6¢ 150,76, e provavelmente possuem como substituintes um grupo metoxila
(8¢ 56,10) e um grupo hidroxila, respectivamente.

Comparagdes com modelos da literatura (SILVA, 2002; SILVEIRA; PESSOA, 2005)

permitiram propor (Tabela 6, p. 100) que Rg-3 possuiria a seguinte estrutura:

COOH

OCH;

OH
Figura 44 — Proposta estrutural para a substancia Rg-3
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O espectro de correlagdo homonuclear COSY (Figura 45, p. 105) e sua expansdo
(Figura 46, p. 106) mostraram acoplamento entre os hidrogénios H-5 (8i 6,95, d) e H-6 (u
7,72, dd), corroborando com o acoplamento orto (J=8,50Hz) entre eles (Tabela 7, p. 101) e
com substitui¢do em para, uma vez que H-5 ndo se mostra como duplo dubleto.

As correlacdes diretas entre os hidrogénios e carbonos (H-2/C-2, H-5/C-5 e H-6/C-6)
puderam ser definidas mediante a analise do espectro de HMQC (Figura 47, p. 107; Tabela 7,
p- 101), ratificando, portanto, a proposta feita anteriormente (p. 97) quanto a presenca de trés
carbonos ndo-substituidos na estrutura de Rg-3.

O espectro bidimensional HMBC (Figura 48, p. 108) e suas expansoes (Figuras 49 ¢
50, p. 109 e 110) fortaleceram a proposta estrutural para Rg-3 ao mostrar correlagio a *Jey
trés ligagdes do H-2 (g 7,57, d) com o C-4 (¢ 150,76), C-6 (6¢c 125,16) e com C=0 (d¢
171,05). Pode-se observar uma correlagio a *Jcy dos hidrogénios metoxilicos (8 3,94, s) com
0 C-3 (8¢ 146,16) (Figura 50, p. 110). Estes espectros corroboram com a proposta de um anel
substituido nas posi¢des meta e para, ratificando a proposta de um sistema ABX, feita a partir
da analise do espectro de RMN 'H de Rg-3.

A Figura 52 (abaixo) ilustra a localizacdo da metoxila no carbono 3 como substituinte
meta, a qual pdde ser ratificada pela analise do espectro NOESY (Figura 51, p. 111; Tabela 7,
p. 101) que revelou um acoplamento espacial entre os hidrogénios da metoxila e o hidrogénio

2 (8 3,94/ 8y 7,57).

S>OCH;
OH

Figura 52 — Acoplamento observado no espectro NOESY para Rg-3
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Os dados espectrais uni e bidimensionais obtidos (Tabela 7, p. 101) e as comparagdes
realizadas com modelos da literatura (Tabela 6, p. 100) tornaram exeqiiivel constatar que os
dados de Rg-3 retificam a literatura (SILVEIRA; PESSOA, 2005) com relagdo aos valores
atribuidos para os deslocamentos quimicos dos carbonos 2 (6¢ 125,40) e 6 (d¢ 114,00) que
devem estar invertidos (Tabela 6, p. 100); e, portanto, permitiram propor que a substancia
codificada como Rg-3 trata-se do acido m-metoxi-p-hidroxi-benzoico, conhecido como acido
vanilico e amplamente distribuido no Reino Vegetal , isolado anteriormente por exemplo das
espécies Amburana cearensis (SILVEIRA; PESSOA, 2005) e Bakeridesia pickelli (COSTA et

al., 2007), todavia, isolado e identificado pela primeira vez no género Richardia.

COOH

OCH;
OH

Acido m-metoxi-p-hidroxi-benzéico
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Tabela 6 — Dados comparativos de RMN 'H ¢ *C de Rg-3 (8, CDCls, 200 ¢ 50 MHz
respectivamente) com os modelos Mo-1 (8, C3D¢0, 500 e 125 MHz; SILVA, 2002) e Mo-2
(6, CDs0D, 125 MHz; SILVEIRA; PESSOA, 2005)

COOH COOH COOH
OH OCHj3; OCHj3
OH OH OH
Mo-1 (Acido protocatecuico) Mo-2 (Acido vanilico) Rg-3
Mo-1 Mo-2 Rg-3
C 6c 8H 6C 6C 6H
1 121,82 - 123,20 121,18 -
2 116,12 7,52 (d, J=2,0Hz) 125,40 112,04 7,57 (d, J=1,6Hz)
3 144,24 - 148,80 146,16 -
4 149,37 - 152,80 150,76 -
5 114,35 6,89 (d, /=8,50Hz) 116,00 114,18 6,95 (d, J=8,6Hz)
6 122,25 7,47 (dd, J=8,50 e 2,0Hz) 114,00 125,16 7,72 (dd, J=8,3 ¢
1,6Hz)
7 166,23 - 170,20 171,05 -
OCHj; - 56,60 56,10 3,94 (s)
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Tabela 7 — Dados de RMN 'H e '*C (5, CDCl, 200 e 50 MHz respectivamente) de Rg-3

THx B¢ "Hx BC "Hx'H 'Hx'H
HMQC HMBC COSY NOESY
C S on 2y 3y
1 121,18 - - - - -
2 112,04 7,57 (d, J=1,60Hz) - C-4, C-6, C-7 - OCH;
3 146,16 - - - - -
4 150,76 - - - - -
5 114,18 6,95 (d, J=8,60Hz) C-4 C-1,C-3 H-6 -
6 125,16 7,72 (dd, J=8,30 ¢ 1,60Hz) - C-7 H-5 -
7 171,05 - - - - -
CH; 56,10 3,94 (s) - C-3 - H-2
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5.5 Caracterizacio estrutural de Rg-4

O espectro de RMN 'H e sua expansdo (Figuras 53 e 54, p. 115 e 116, Tabela 8, p. 114)
da substincia Rg-4 mostraram absor¢des na regido de hidrogénios aromaticos, sendo
evidenciados um duplo dubleto em &y 7,90 e um dubleto largo em &y 6,98, um triplo dubleto
em Oy 7,49 e um tripleto largo em 6y 6,90.

No espectro de RMN "*C-APT (Figura 55, p. 117, Tabela 8, p. 114) foram registradas
absorcdes para sete carbonos, sugerindo tratar-se de uma substancia com anel aromatico,
possivelmente com dois substituintes, pelo fato de exibir uma absor¢do em ¢ 174,29
semelhante ao deslocamento quimico de carbonila de 4cidos aromaticos (SILVERSTEIN;
BASSLER, 1994), bem como uma outra em d¢ 162,14, cujo valor para campo baixo, quando
comparados com carbonos aromaticos ndo substituidos, sugeriu um grupo substituinte
oxigenado. Além destas absor¢des, observou-se ainda outro valor referente a carbono nio
hidrogenado e quatro carbonos metinicos, o que reforca a sugestdo de dois substituintes no
anel.

A andlise do espectro de correlagdo homonuclear COSY (Figura 56, p. 118) e sua
expansdo (Figura 57, p. 119) tornou exeqiiivel determinar o acoplamento entre o tripleto largo
em Oy 6,90 com as multiplicidades referentes ao duplo dubleto em 0y 7,90 e o triplo dubleto
em Oy 7,49, bem como deste ultimo com a absor¢do em oy 6,98 (dubleto largo). O espectro de
HMQC e sua expansdo (Figuras 58 e 59, p. 120 ¢ 121, Tabela 8, p. 114) estabeleceram as
correlagdes diretas destes hidrogénios com seus respectivos carbonos metinicos. Estas
interacdes permitiram sugerir que a substidncia Rg-4 tratava-se de um anel aromatico orto-
dissubstituido, contendo um grupo carbonila, conforme sugerido pelo espectro de RMN Be-
APT (Figura 55, p. 117, Tabela &, p. 114). A outra substitui¢do seria um grupo hidroxila,

tendo em vista a auséncia de absorc¢des referentes a hidrogénios e carbonos para metoxilas



RESULTADOS E DISCUSSAO 13

e/ou outros substituintes nos espectros de RMN unidimensionais (Figuras 53 a 55, p. 115-
117). Esta informag@o foi corroborada pela comparagao abaixo (Figura 60), onde os carbonos
1 e 3 em Rg-4 encontram-se em campo alto em relacdo ao acido benzodico devido a protecdo

orto exercida pelo grupo hidroxila.

172.6 174,29
COOH COOH
129.4
129.4 111 OH
130.2 130,85 {62.14
1284 119,49 117,73
133,7 136,75
acido benzobico Rg-4

Figura 60 — Comparacio dos dados de RMN "“C de Rg-4 com os do acido benzbico
(SILVERSTEIN; BASSLER, 1994)

O espectro de HMBC e sua expansdo (Figuras 61 e 62, p. 122 e 123, Tabela 8§, p. 114)
ratificaram as observagdes feitas pelos espectros anteriores, permitindo verificar as
correlagdes a *Jey entre H-3 (8y 6,98, dl) com C-1 (8¢ 111,14) e C-5 (8¢ 119,49), H-4 (8y
7,49, dt) com C-2 (6¢ 162,14) e C-6 (3¢ 130,85), H-5 (o 6,90, tl) com C-1 (6¢ 111,14) e C-3
(0c 117,73) e entre H-6 (dy 7,90, dd) com C-2 (6¢ 162,14), C-4 (6¢ 136,75) ¢ C=0 (6¢
174,29). Desta forma, Rg-4 foi identificada como sendo o acido orto-hidroxi-benzoico (4cido
salicilico), substancia com ampla distribui¢do na natureza, ja isolada também na espécie Sida

galheirensis (SILVA et al., 2006), sendo aqui descrito pela primeira vez no género Richardia.



RESULTADOS E DISCUSSAO] 14

Tabela 8 — Dados de RMN 'H e "°C (8, CDCl, 200 ¢ 50 MHz) de Rg-4

COOH
1 OH
6 2
5 3
4
lH x 13C lH X 13C
HMQC HMBC
C on Sc 2y 37
1 111,49
2 162,14
3 6,98 (dl, /=7,95Hz) 117,73 C-1; C-5
4 7,49 (dt, J=7,95 ¢ 136,75 C-2;: C-6
1,50 Hz)
5 6,90 (tl, J=7,90 Hz) 119,49 C-1; C-3
6 7,90 (dd, J=7,90 ¢ 130,85 C-2; C-4;
1,50 Hz) C=0

COOH 174,29
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5.6 Citacdes na literatura acerca dos aspectos farmacoldgicos dos constituintes quimicos

isolados de Richardia grandiflora

Os constituintes quimicos isolados de Richardia grandiflora apresentam importantes
atividades farmacologicas que tém sido relatadas na literatura.

O esterdide B-sitosterol apresentou atividades antitilcera (LING; JONES, 1995),
gastroprotetora (NAVARRETE; TREJO-MIRANDA; REYES-TREJO, 2002), hipoglicémica
(LINDO, 1999 citado por MCANUFF et al., 2005), anticancerigena (AWAD; BURR; FINK,
2005) e anti-ofidica (GALOTTA; BOAVENTURA, 2005). J& o esterdide estigmasterol
revelou atividades antiinflamatéria (PEREIRA et al., 2006), anticancerigena (AWAD; BURR;
FINK, 2005), além de anti-hepatotoxica, hipocolesterolémica e sedativa (AGRICULTURAL
RESEARCH SERVICES, 2007).

A feofitina A apresentou boa acdo fotodindmica frente a levedura Candida albicans
(SOARES, 2006).

Dentre os 4acidos fenolicos, o dcido m-metoxi-p-hidroxi-benzodico revelou atividades
antioxidante (TRIANTIS et al., 2005) e antibacteriana (NAZ et al., 2005), enquanto o acido-
o-hidroxi-benzo6ico mostrou atividades analgésica e antiartritica (MADAUS, 1976), além de
antibacteriana, antiinflamatodria, antioxidante, antipirética e antisséptica (HUANG, 1993).

Portanto, tendo em vista o grande potencial farmacoldgico dos constituintes descritos
neste trabalho, tanto eles como extratos e fases da espécie Richardia grandiflora serdo

disponibilizados para estudos farmacolédgicos.



CONCLUSOES




CONCLUSOES 126

6 CONCLUSOES

v Através de métodos cromatograficos usuais e técnicas espectroscopicas de IV e RMN
'H e *C uni e bidimensionais em conjunto com os dados da literatura foi possivel isolar e
identificar cinco constituintes quimicos de Richardia grandiflora: uma mistura dos esterdides
[-sitosterol e estigmasterol, a feofitina A, o dcido m-metoxi-p-hidroxi-benzodico e o 4cido o-

hidroxi-benzoico.

v Todos os constituintes quimicos sdo descritos pela primeira vez no género Richardia,

contribuindo assim, para o enriquecimento quimiotaxondmico da familia Rubiaceae.

v Em virtude do potencial farmacoldgico apresentado pelos constituintes descritos neste
trabalho, de acordo com a literatura, tanto eles como extratos e fases da espécie Richardia

grandiflora serdo disponibilizadas para estudos farmacologicos.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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