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RESUMO

As plantas medicinais constituem uma alternativa terap€utica para a prevencdo e cura de
doencas desde o inicio da humanidade. Tal relacionamento € tdo intimo que se confunde com
a propria evolucdo do homem. O Brasil tem grande diversidade de plantas com potenciais
medicinais, ndo-pesquisadas, e que sdo promissoras fontes de inovagdes terap€uticas e
farmacoldgicas. 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 ervango, poaia ou ipeca-mirim, tem indicagdes
etnofarmacoldgicas para uso contra hemorrdidas e como vermifugo na forma de decocto.
Visando a contribuir com o estudo quimiotaxondmico da familia Rubiaceae e tendo em vista a
pouca quantidade de dados na literatura acerca da constitui¢io 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 identificagio
estrutural dos mesmos, utilizando-se os métodos espectroscopicos de IV e RMN He 13C,
além de comparacdes com modelos da literatura. Deste estudo foram isolados e identificados
trés constituintes: o acido oleandlico, o dcido ursélico, inéditos na espécie, e a 13°-hidroxi-

(132-8)-feofitina (a), inédita no género.

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

cromatograficos e espectroscopicos.



ABSTRACT

Medicinal plants are an alternative therapy for the prevention and cure of disease since the
beginning of humanity. This relationship is so intimate that mingles with the own evolution of
man. 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 “ervanco”, “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 small amount 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, besides comparison with literature data. Three constituents
were isolated through this phytochemical study: oleanolic acid, ursolic acid, unpublished in
the species, and 132-hydroxy-(132-S)-phaeophytin (a), isolated for the first time from the

genre.

KEY WORDS: Rubiaceae; Richardia grandiflora, chemical constituents, chromatographic

and spectroscopic methods.
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1 INTRODUCAO

2z

O uso de plantas medicinais na terapéutica ¢ muito antigo, e estd intimamente
relacionado com a prépria evolucdo do homem. Dados revelam a sua utilizagdo ji pelo
homem de Neanderthal, que usava de suas propriedades magico-simbdlicas quando se
deparava com algum tipo de maleficio. Para utilizar as plantas como medicamentos, os
homens antigos valiam-se de suas préprias experi€ncias empiricas de acerto e erro, e da
observacdo do uso de plantas pelos animais para determinadas doengas. Em suma, percebe-se
que mitos, lendas e tradicdes apontam para o emprego amplo de plantas medicinais em todos
os tempos, em todas as camadas sociais e quase em toda a humanidade (OLIVEIRA, 2006).

De acordo com a Organizagdio Mundial de Satde, 80% dos paises em
desenvolvimento fazem uso de plantas medicinais, as quais se encontram incorporadas a
medicina tradicional. Esse fato demonstra a peculiar forma de transmissdo e poder do
conhecimento popular, que deve ser resgatado e desenvolvido ndo apenas na forma empirica,
mas também nas institui¢des oficiais (SIMOES, 1995).

O uso de fitoterdpicos com finalidade profilética, curativa, paliativa ou com fins de
diagnéstico passou a ser oficialmente reconhecido pela OMS em 1978, quando recomendou a
difusdo mundial dos conhecimentos necessarios para o seu uso. Considerando-se as plantas
medicinais importantes instrumentos da Assisténcia Farmac€utica, varios comunicados e
resolucdes da OMS expressam a posi¢do do organismo a respeito da necessidade de valorizar
o uso desses medicamentos, no dmbito sanitdrio. E sabido que 80% da popula¢io mundial
depende das préticas tradicionais no que se refere a atenc@o primdria a saide, e 85% dessa
parcela utiliza plantas ou preparacdes a base de vegetais. Ressalte-se ai que 67% das espécies
vegetais medicinais do mundo sdo originadas dos paises em desenvolvimento (OLIVEIRA,

2006).
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A Organizacdo Mundial de Satde (OMS) de 2002 a 2005 reforcou o compromisso de
estimular o desenvolvimento de politicas ptblicas, a fim de inseri-las no sistema oficial de
satdde dos seus Estados-membros (OMS, 2002).

Face a esse reconhecimento oficial de seu valor como recurso clinico, farmacéutico e
econdmico, o uso das plantas medicinais cresce progressivamente em varios paises, que vém
se normalizando e legislando acerca dos diferentes critérios de seguranca, eficicia e qualidade
que devem envolver esses produtos.

A quimica medicinal, utilizando diferentes estratégias metodoldgicas complementares,
é, tradicional e reconhecidamente, ferramenta importante nesse processo de padronizagdo do
uso de fitoterdpicos na medida em que, dentre suas inimeras atribui¢des, ela engloba o
planejamento racional de novas substancias bioativas, envolvendo a sintese ou a modificagdo
molecular de substincias; o isolamento de principios ativos naturais (plantas, animais,
minerais); a identificacdo ou elucidag@o da estrutura; a descrigdo das moléculas desde a sua
constitui¢do atdmica (passando por relacdes entre a estrutura e atividade) até suas
caracteristicas estruturais quando da(s) interacao(des) com os diferentes sistemas bioldgicos; a
compreensdo a nivel molecular de processos bioquimicos, farmacoldgicos, toxicoldgicos e
farmacocinéticos (AMARAL; MONTANARI, 2002).

Dessa forma, as plantas, inicialmente usadas na sua forma natural, na preparagdo de
chds, ungiientos, emplastros e que, mais tarde, especialmente no inicio do século XIX,
serviram como fonte para obtencdo de matéria-prima para a sintese de farmacos, mais
recentemente, emergiram como pegas-chave para o descobrimento de prototipos que servem
como base racional para o desenvolvimento de medicamentos (VILEGAS; CARDOSO,
2007).

O valor deste atalho deve ser apreciado no seguinte contexto: a industria farmacéutica

considera razodvel a relacdo de 1:10.000 entre compostos comercializados/estudados partindo
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de pesquisas etnodirigidas; em comparagdo com aqueles que contam com procedimentos de
triagem associados a quimica combinatdria, clonagem de receptores e automagao/robotizacgao,
0s quais tém como razdo 1:250.000. Mesmo em casos em que se conhece o mecanismo de
acdo desejado e se tem o ensaio in vitro apropriado para detectd-lo, a maior parte dos
compostos que eventualmente interagem com a enzima ou O receptor em questdo ndo é,
infelizmente, biodisponivel; ou, quando o €, acaba por demonstrar toxicidade inesperada em
humanos (ELISABETSKY, 2003).

A quimica de produtos naturais, especialmente a fitoquimica, objetiva o isolamento,
através de métodos cromatograficos, e o conhecimento estrutural dos metabdlitos secundarios,
responsdveis pelos efeitos bioldgicos 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 fairmacos.

A ampliacdo das opgdes terapéuticas relacionados a fitoterapia é de importancia
estratégica para o Brasil, que possui vantagens e oportunidades para desenvolvimento da
terapéutica, sendo o pafs de maior biodiversidade do planeta e possuidor de uma rica
diversidade étnica e cultural, assegurando um valioso conhecimento tradicional relacionado
ao uso de plantas medicinais, possuindo potencial necessdrio para o desenvolvimento de
pesquisas que resultem em novas tecnologias e servicos (OLIVEIRA, 2006).

E de grande relevincia o estudo das vérias familias de plantas de nossa flora, rica e
diversificada, dando continuidade aos trabalhos cientificos ja iniciados e na busca de
investigar novas potencialidades terapéuticas, através de estudos fitoquimicos, realizando o
monitoramento através de ensaios bioldgicos e microbiolégicos, desenvolvendo e otimizando
o processo de producdo de fitofdrmacos, a fim de se obter extratos, fracdes e substancias
isoladas para uso em formulagcdes e realizar pesquisas para validacio de medicamentos de

origem vegetal.
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Desde o ano de 1978, o Laboratdrio de Tecnologia Farmacéutica (LTF) “Prof. Delby
Fernandes de Medeiros” da Universidade Federal da Paraiba (UFPB) desenvolve estudos
utilizando espécies vegetais da flora brasileira visando a engrandecer o conhecimento quimico
e farmacoldégico das mesmas. Portanto, a espécie Richardia grandiflora (Cham. & Schitdl.)
Steud., pertencente a familia Rubiaceae, foi alvo do nosso interesse cientifico, visto que trata-
se de uma espécie com apenas uma citacio na literatura (TOMAZ et al, 2008). Este estudo
contribuird para a quimiotaxonomia da familia Rubiaceae através do seu estudo fitoquimico,
buscando-se desse modo conhecer sua composi¢cdo quimica, que € a base essencial para o

direcionamento de estudos farmacolégicos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Contribuir para o estudo fitoquimico da espécie Richardia grandiflora (Cham. &
Schitdl.) Steud. colaborando, portanto, para o conhecimento quimiotaxondmico da familia

Rubiaceae.

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

métodos cromatograficos adequados.

v" Caracterizag@o estrutural dos constituintes quimicos isolados utilizando-se para este

DV L s lyy . 13
fim técnicas espectroscépicas convencionais, tais como IVe RMN de 'He ~C.

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

estruturalmente para a realizacio de testes farmacoldgicos.



FUNDAMENTACAO
TEORICA




FUNDAMENTACAO TEORICA 27

3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Aspectos gerais da familia Rubiaceae

A familia Rubiaceae é considerada a maior da ordem Gentianales (COELHO; AGRA;
BARBOSA, 2006), representada por aproximadamente 637 géneros e 10.700 espécies
(MONGRAND et al., 2005). No Brasil foram registrados 96 géneros e mais de mil espécies,
dos quais Barbosa et al (2006) cita que 66 géneros e 309 espécies encontram-se no Nordeste.
Na Paraiba estima-se uma representacdo de 37 géneros e cerca de 70 espécies, sendo
Psychotria L., Borreria G.Mey., Guettarda L., Diodia L., e Mitracarpus Zucc. os géneros
mais diversos. Em um estudo da familia realizado no principal remanescente de Mata
Atlantica no norte do Estado da Paraiba por Pereira (2002) e Barbosa (2007), foram
registrados 20 géneros e 31 espécies.

A familia € representada por plantas de habito variado, cosmopolita, suas espécies
estdo 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 gé€neros sdo endémicos da regido
neotropical com aproximadamente 4.555 espécies (ANDERSSON, 1992).

As espécies representantes da familia Rubiaceae apresentam-se como darvores,
arbustos, subarbustos, ervas ou plantas voliveis e seus ramos sao lisos ou estriados,
cilindricos ou comprimidos lateralmente e glabros ou pilosos. As Estipulas apresentam-se
interpeciolares inteiras, bipartidas, bifidas ou fimbriadas, persistentes ou caducas, glabras ou
pilosas. Outra caracteristica das Rubiaceae € apresentar folhas sésseis ou pecioladas, simples,

opostas, opostas-cruzadas ou verticiladas, lanceoladas, oblongo-lanceoladas, oblongas, ovadas
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ou obovadas e glabras ou pilosas. As Inflorescéncias sdo sésseis ou pedunculadas, racemosas
ou cimosas, terminais ou axilares, bricteas presentes ou ausentes. Flores andrdginas 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. Os Estames de 4-6, sdo exsertos ou inclusos, alternos aos lobos
da corola; com filetes glabros ou pilosos; anteras oblongas ou lineares, dorsifixas ou basifixas,
glabras ou pilosas. O ovidrio € infero, bi-multilocular, um a muitos 6vulos por 16culo. Estilete
em geral exserto, inteiro, capitado, bifido ou bilobado. Frutos deiscentes ou indeiscentes,
capsulares, esquizocdrpicos, drupdceos ou bacdceos, brancos, vermelhos, amarelos,
alaranjados, roxos, azuis, negros, castanhos, esverdeados ou castanhos, glabros ou pilosos
(PEREIRA; BARBOSA, 2004).

As espécies de Rubiaceae destacam-se por sua grande importincia econdmica, que sdo
exploradas como alimenticias (Coffea arabica L. e Genipa americana L.), ornamentais (Ixora
spp., Mussaenda spp., Gardenia spp. etc.), e também na inddstria farmacéutica, como por
exemplo Cinchona pubescens Vahl, produtora de quinina, empregada no tratamento da
maldria. Além disso, vdrias espécies sdo referidas popularmente como medicinais e/ou
toxicas, dentre as quais se destacam: Coutarea hexandra (Jacq.) K.Schum. e diversas espécies
dos géneros Borreria, Cinchona, Richardia, como medicinais; Palicourea e Psychotria,
popularmente conhecidas como “mata-ratos”, que sdo consideradas venenosas (COELHO;
AGRA; BARBOSA, 2006).

No que diz respeito ao estudo com relagdo as caracteristicas fitoquimicas das plantas,
deve-se considerar a existéncia de dois grupos distintos de metabdlitos, que sdo importantes
para o seu desenvolvimento: os metabdlitos primdrios e os metabdlitos secundarios (NIERO

et al., 2003). Os primdrios sdo indispensdveis para o vegetal, sendo utilizados principalmente
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como matéria-prima industrial e incluem: carboidratos, dcidos graxos, lipidios, aminodcidos e
proteinas. Os secundérios, por sua vez, sdo originados por rotas sintéticas diversas, sendo sua
produgdo restrita a determinados grupos de organismos, e sdo identificados como alcaléides,
flavondides, terpendides, cumarinas, ligndides, taninos, dentre outros.

A familia Rubiaceae apresenta uma ampla variedade de metabdlitos secundarios
isolados de espécies dos seus mais diversos géneros. O Quadro 1, p. 29 mostra esses dados.

Quadro 1 - Fontes bibliograficas de algumas classes de metabdlitos secundarios isolados
de espécies pertencentes a familia Rubiaceae.

Metabolitos A .
L. Referéncias
Secundarios

Alcaléides 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 et al., 2007

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

Cucurbitacinas GUERRERO-ANALCO et al, 2005; GUERRERO-
ANALCO et al., 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

Esterdides SU et al., 2003; SANTOS et al., 2004; SU et al.; 2005;
GUVENALP et al., 2006a; MOURA et al., 2006 ; TOMAZ
et al, 2008

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

YOUNG; BOLZANI, 2004; LUCIANO et al., 2004
TUCHINDA et al., 2004; DEMIREZER et al., 20006;
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

Iriddides 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
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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, PINTO et al, 2008.

Acidos fendlicos TOMAZ et al, 2008

Feofitina a TOMAZ et al, 2008

O estudo quimico dos vegetais € realizado mais precisamente quando o perfil quimico
do género ou familia é conhecido. Portanto, além dos aspectos morfoldgicos e anatomicos, é
muito importante a determinac@o da composicdo 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, é de extrema relevancia a
contribui¢cdo a quimiotaxonomia da referida familia, através de uma investigacdo fitoquimica
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, flavondides, ligndides,
dentre outros) de um grupo de organismos para determinar sua classificacdo hierdrquica entre

0S SEeres vivos.
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3.2 Consideracoes sobre o género Richardia

O género Richardia possui cerca de 15 espécies, pertence a familia Rubiaceae,
subfamilia Rubioideae, tribo Spermacoceae, com distribui¢do 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 tetrimeras, com cdlice deciduo e circunséssil, e
com frutos de 2 a 6 mericarpos deciduos de um eixo basal imperceptivelmente nao-dividido
(LEWIS; OLIVER, 1974).

Espécies do género Richardia sio 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 é

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

Figura 1 — Distribuicdo mundial do género Richardia.
(Adaptado de LEWIS; OLIVER, 1974)
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3.3 Consideracoes sobre a espécie Richardia grandiflora (Cham. & Schitdl.) Steud.

(Rubiaceae)

A espécie Richardia grandiflora (Cham. & Schitdl.) Steud. (Figuras 2 e 3) (TOMAZ,
2008) € anual, possui raizes adventicias formadas principalmente nos nds; seus caules medem
7 dm de comprimento, procumbentes e prostradas, densamente hirsutos, com pélos
comumente medindo 2 mm de comprimento. Suas folhas sdo linear-lanceoladas e sésseis,
tipicamente com 1,5-4,5 cm de comprimento, 2-8 mm de largura, raramente sdo estritamente
elipticas e pecioladas, hirsutas a comumente estrigosas em ambas as superficies; a bainha é
estipular com 2-3 mm de largura, e as setas com 2,5-8 mm de comprimento. Seus capitulos
sao multifloros com longos lobos do célice prevalecentes; 4 bricteas folidceas, ovais, apice
acuminado, hirsuto. Célice 5-8 mm de comprimento, hirsuto a escabroso, os 6 lobos sio
linear-lanceolados, com 4-7 mm de comprimento, margens ciliadas; corola tipicamente
rosada, lavanda ou lilas, ocasionalmente branca com lobos lilds, 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; ovério tricarpelar. Os 3 mericarpos,

tem 3 mm de comprimento, com excrescéncias arredondadas (LEWIS; OLIVER, 1974).

¥ s e

Figura 2 — Espécie Richardia grandiflora.
(TOMAZ, 2008)
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Figura 3 — Espécie Richardia grandiflora.
(TOMAZ, 2008)

Richardia grandiflora é nativa dos paises Argentina, Bolivia, Brasil, Paraguai e
Uruguai. No Brasil, ocorre desde o Estado do Maranhao 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. & Schitdl.)
Steud., conhecida popularmente como ervanco, poaia ou ipeca-mirim, tem indicagdes
etnofarmacoldgicas para uso contra hemorréidas e como vermifugo na forma de decocto.

Em triagem fitoquimica preliminar, Edeoga et al. (2005) verificaram a presenca de
alcaléides, taninos, saponinas, esterdides, terpendides, flavondides 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 maldria avicola.
Os extratos aquoso e etandlico, desta espécie, apresentaram atividade antiftingica 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 metabdlitos
secunddrios pertencentes as seguintes classes: flavondides, cumarinas, 4cidos fendlicos; e
terpendides (PINTO et al., 2008).

A Richardia grandiflora foi objeto de estudo fitoquimico realizado por TOMAZ et al.
(2008) onde foi atestada a presenga de uma mistura de esterdides, acidos fendlicos e da
feofitina a. Porém esse estudo nio esgotou as possibilidades de investigacdo fitoquimica da
planta haja vista o grande nimero de metabdlitos secunddrios existentes em outras espécies no
género e na familia desta planta.

Desta forma, é de grande importincia a contribuicdo a quimiotaxonomia da familia
Rubiaceae mediante uma abordagem fitoquimica da espécie Richardia grandiflora, visando a
enriquecé-la com dados para o seu perfil fitoquimico.

O presente estudo possibilitou o isolamento e caracterizacio estrutural de constituintes

quimicos pertencentes as seguintes classes: triterpenos e feofitinas.
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3.4 Consideracoes sobre as classes de constituintes quimicos isolados de Richardia

grandiflora e seus aspectos biossintéticos

3.4.1 Terpenos

3.4.1.1 Consideracoes gerais

Terpenos sdo metabdlitos secunddrios derivados biossinteticamente de uma unidade
com 5 atomos de carbonos, o isopentenil pirofosfato — IPP, e constituem a maior classe de
produtos naturais existente, com cerca de 30.000 exemplares. Os terpendides desempenham
importantes fungdes na planta atuando na atracdo de polinizadores e dispersores de semente
(6leos essenciais e carotendides), na sinalizacdo e defesa contra injuria (compostos antibiéticos
e fitoalexinas), contra a herbivoria (repelentes), nas interacdes quimicas entre plantas
(alelopatia) agindo como fitotoxinas competitivas, atuam também como reguladores de
crescimento (giberelinas e dcido abscisico), também exercem papel essencial na fotossintese
(pigmentos fotossintéticos como os carotendides) e sdo componentes estruturais de membranas
(fitoester6is). Além disso, alguns terpenos constituem metabdlitos farmacologicamente
importantes como, por exemplo, o agente anti-tumoral taxol, e outros sdo extensivamente

empregados na industria quimica fina de sabores e fragrancias (RODRIGUES, 2006).

3.4.1.2 Aspectos biossintéticos dos terpenos

Os terpenos sdo biossintetizados, a partir de acetil CoA e piruvato, por no minimo duas

rotas diferentes (Figura 5, p. 37): a rota do &4cido mevalonico, onde trés moléculas de

acetil-CoA sdo ligadas, a partir de uma série de etapas da rota, para formar este dcido e
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posteriormente, o IPP (isopentenil-pirofosfato) o qual originard terpenos maiores; € a rota
do metileritritol fosfato (MEP), onde o gliceraldeido 3-fosfato e piruvato levam a
formacdo do isopentenil-pirofosfato (IPP) (DABAGUE, 2008).

Apesar da sua diversidade, todos os terpendides derivam de duas unidades bdsicas
comuns de cinco carbonos, o isopentenilo difosfato (IPP) e o seu isomero dimetilalil difosfato
(DMADP), a partir dos quais todos os outros isoprendides sdo formados por adi¢do cabeca-
cauda. Estas unidades sdo sintetizadas em duas vias paralelas: a via acetato/mevalonato
(MVA), activa no citosol, e a via da 1-desoxi-D-xilulose fosfato (DOXP), activa nos
plastidios. De uma forma geral, a via acetato/mevalonato € a via de biossintese de esterdis,
sesquiterpenos e triterpendides, enquanto que a via da 1-desoxi-D-xilulose fosfato € a via de
biossintese de carotendides, fitol (cadeia lateral das clorofilas), plastoquinonas, isopreno,
monoterpenos e diterpenos. Os precursores directos dos isoprendides, os compostos de cadeia
linear difosfato de geranilo (GDP, C10), difosfato de farnesilo (FDP, C15) e difosfato de
geranilgeranilo (GGDP, C20) sdo produzidos pelas atividades de trés prenil transferases, que
catalisam a adi¢do de unidades IDP a difosfatos de prenilo com uma dupla ligacdo alilica ao
grupo difosfato. A conversio dos vdrios difosfatos de prenilo em monoterpenos,
sesquiterpenos e diterpenos € catalisada pelas enzimas terpeno sintetases. Os triterpenos,
esterdides e tetraterpenos derivam da condensacdo de duas moléculas de FDP ¢ GGDP
(Figura 6, p. 38).

Ap6s a formagdo das unidades terpé€nicas bésicas (aciclicas) até a sintese completa das
unidades definitivas, ocorrem reagdes de fusdo e acoplamento de unidades, de prenilacdo
adicional e outras reacdes de modificacdo responsaveis pelas fases finais da biossintese de
terpenos, como oxidacdes, metilacdes e ligacdes a compostos fendlicos ou lipidicos, por

exemplo.
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DMADP: dimetilalil difosfato; FDP: difosfato de farnesilo; GOP: difosfato de geranilo; GGDP: difosfato de

geranilgeranilo; IPP: isopentenilo difosfato.

Figura 6 — Esquema geral da biossintese de terpenos
(DABAGUE, 2008)
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3.4.2 Feofitinas

As feofitinas sdo substincias contendo um sistema tetrapirrdlico 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 feofitinizagdo). Estas, 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 7 (TOMAZ, 2008).

feoforbideo

+

-

clorofila A feofitina A fitol

Figura 7 — Formacao dos feoforbideos (TOMAZ, 2008).

A diferenca entre as clorofilas a e b estd na posi¢do 7', onde a clorofila a o grupo
substituinte € — CH3, enquanto na clorofila b o substituinte ¢ —-CHO, conforme Figura 8 (p. 40)
(TOMAZ, 2008). Essa mesma designacio € utilizada para feofitinas (UNIPR-IT, 2006). Estas
possuem cor verde oliva, enquanto os feoforbideos t€m cor verde acastanhado e sofrem
possivelmente transformagdes oxidativas que ddo origem a produtos incolores de degradagao.
As clorofilas e as feofitinas sao lipossoliveis, em decorréncia de sua por¢éo fitol, enquanto os

feoforbideos (sem o fitol) sdo hidrofilicos (MARTINS; SILVA, 2002).
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Figura 8 — Diferenca estrutural entre as clorofilas a e b, respectivamente (TOMAZ, 2008).
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4 EXPERIMENTAL

4.1 Levantamento bibliografico

O levantamento bibliografico de Richardia grandiflora foi realizado no decorrer do
estudo na Biblioteca Central/UFPB (Campus I — Jodo Pessoa, PB), utilizando-se também
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 € internacionais.

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 botinica 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 cddigo 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. 48).
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4.4 Triagem fitoquimica

Marchas sistemadticas para detec¢do da presenca de determinados grupos de
metabdlitos foram realizadas para um melhor direcionamento do trabalho. Fra¢gdes do extrato
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 reacdo com gelatina 0,5% e FeCl;
(MATOS,1997).

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

de saponinas, esterdides e flavondides, respectivamente (MATOS,1997).

4.5 Obtencao do extrato etandlico bruto

O pd da planta (3.164 g) foi submetido a maceracdao 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 solu¢do etandlica foi filtrada e concentrada em
evaporador rotativo sob pressdo reduzida, obtendo-se 400 g do extrato etandlico bruto, com

rendimento de 12,64% (EEB) (Esquema 1, p. 48).

4.6 Cromatografia liquido-liquido do extrato etandlico bruto

Uma aliquota de 100 g do EEB Richardia grandiflora foi submetida a uma extragio
liquido-liquido (parti¢do) com etanol-dgua (8:2), obtendo-se solucdo hidroalcodlica, a qual foi
extraida utilizando-se como eluentes: hexano, cloroférmio, acetato de etila e n-butanol,

resultando nas suas respectivas fases e na fase hidroalcodlica. As fases foram concentradas
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em evaporador rotativo sob pressido reduzida (Esquema 1, p. 48). Tomando por base a
polaridade das classes de constituintes quimicos detectadas na triagem fitoquimica realizada e
o peso final das fases concentradas, a fase acetato de etila foi tomada como preferencial, para

dar inicio ao trabalho de pesquisa.

4.7 Isolamento e purificacdo dos constituintes quimicos da fase acetato de etila do

extrato etanélico bruto de Richardia grandiflora

O isolamento, purificagdo e andlise dos constituintes quimicos foram realizados

através de técnicas cromatogréaficas.

4.7.1 Procedimentos cromatograficos

Para as cromatografias em coluna utilizou-se como suporte colunas de vidro
cilindricas com dimensdes variando de acordo com a quantidade de amostra a ser
cromatografada; como fase estaciondria adotou-se silica gel 60 (Merck) 7734 (particulas com
0,063-0,2 mm, 70-230 mesh) e/ou Silica Flash (Merck). Solventes comerciais redestilados no
LTF foram utilizados como fase mével. A cromatografia em camada delgada analitica
(CCDA) foi empregada para a andlise 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 PF,s4 7749 (Merck) em dgua, 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 radiag@o 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 impregnacdo 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.

4.7.1.1 Processamento cromatografico da fase acetato de etila

Uma aliquota da fase acetato de etila (10,0 g) foi submetida a cromatografia em coluna
(Coluna 01) 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. 49). Desta coluna foram coletadas 20 fragdes de 200 mL, concentradas em
evaporador rotativo, analisadas através de CCDA e reunidas de acordo com seus fatores de

retengdo (Rf’s) (Quadro 2, p. 50).

4.7.1.2 Processamento cromatografico da fracao 03/05 da Coluna 01

A fracdo 03/05 (1,25 g) foi submetida a cromatografia em coluna utilizando-se como
adsorvente silica flash e como eluentes hexano, acetato de etila e metanol puros ou em
misturas bindrias, com gradiente crescente de polaridade (Esquema 2, p. 49). Deste processo
cromatografico foram obtidas 54 fragdes de 50 mL cada, concentradas em evaporador
rotativo, analisadas e reunidas de acordo com a metodologia anterior (Quadro 3, p. 51). A
subfracdo 05, apos recristalizagcdo em hexano, forneceu um sobrenadante e um precipitado (36
mg) o qual mostrou-se sob a forma de cristais esbranquicados e, quando analisado em CCDA
em vdrios sistemas de solventes, revelou-se puro, sendo, codificado como Rg-4. A subfracdo

23/24, apds recristalizagdo em hexano, mostrou-se sob a forma de pd esbranquicado,
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fornecendo 29 mg da substancia codificada como Rg-1. A subfracdo 34 (25 mg) mostrou-se

como um s6lido amorfo de coloracdo verde-escura, codificado como Rg-3.

4.7.1.3 Recristalizacao da fracdo 06 da Coluna 01

A fracdo 06, apos recristalizacdo em hexano, forneceu um sobrenadante e um
precipitado (98 mg) o qual mostrou-se sob a forma de pd esbranquigcado e, quando analisado

em CCDA em vérios sistemas de solventes, revelou-se puro, sendo, codificado como Rg-2.

4.7.1.4 Processamento cromatografico da fraciao 10/12 da Coluna 01

A fracdo 10/12 (0,301 g), por cromatografia em coluna utilizando-se como adsorvente
silica flash e como eluentes hexano, acetato de etila e metanol puros ou em misturas bindrias
com gradiente crescente de polaridade (Esquema 2, p. 53), forneceu 49 fracdes de 25 mL cada
(Esquema 2, p. 49) que foram analisadas por CCDA e reunidas de acordo com seus
respectivos Rf’s (Quadro 4, p. 52). A subfracdo 10/11, apds recristalizagdao em cloroférmio,
forneceu um sobrenadante e um precipitado (17 mg), este mostrou-se sob a forma de cristais
e, quando analisado por CCDA em vdrios sistemas de solventes, revelou-se puro, recebendo,

entdo, o codigo Rg-5.
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4.8 Caracterizacao estrutural dos constituintes quimicos

A caracterizacdo estrutural dos constituintes quimicos isolados de Richardia
grandiflora foi realizada através da andlise dos espectros obtidos através dos métodos
espectroscopicos de Infravermelho (IV) e de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio

(RMN 'H) e Carbono 13 (RMN '*C), além de comparacgdes 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 Laboratério de Tecnologia Farmacéutica-UFPB, utilizando-se de 1 a 3

mg da amostra em pastilhas de KBr, registrados em cm™.

4.8.2 Ressonancia magnética nuclear

Foram utilizados os espectrdmetros Mercury-Varian a 200 (IH) e 50 MHz (13 C) do
LTF/UFPB, utilizando-se quantidades varidveis de amostras. Os solventes empregados foram
cloroférmio e metanol deuterados (CDCl; e CD3;0D), tendo como referéncias os picos & 77,0
em RMN de °C e § 7,24 no RMN 'H para o CDCl; e 8 49,2 em RMN de BCe §3,31;4,78

no RMN 'H para o CD;0D.
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Esquema 1 - Obtencdo e cromatografia liquido-liquido do extrato etandlico bruto de
Richardia grandiflora.

Planta total fresca (10.000 g)

- Secagem
l- Moagem

P6 da planta (3.164 g)

- Maceragao 72 h com EtOH 95% (3x)
l- Concentragdo sob pressdo reduzida

Extrato etandlico bruto (400 g)

- Aliquota retirada
v

Extrato etandlico bruto (100 g)

- Particdo
- Hexano, CHCls, AcOEt n-butanol

> | Fase hexanica (25 g)

+—> | Fase cloroférmica (10 g)

—» | Fase acetato de atila (17 g)

$—p | Fase n-butandlica (20 g)

by | Fase hidroalcoélica (10 g)
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Esquema 2 — Fracionamento cromatogrifico da fase acetato de etila do extrato etandlico

bruto de Richardia grandiflora

Fase Acetato de Etila (10,0 g)

- Silica gel 60
- Hexano, AcOEt, MeOH
- CCDA
l v l
01 03 06 07 10 13 16 18
02 05 N 09 12 15 17 20
\ 4 A 4
Sobrenadante Precipitado
Rg-2 - Silica Flash
(98 mg) - Hexano, AcOEt,
MeOH
- CCDA
- Silica Flash
- Hexano, AcOEt, MeOH
- CCDA v
01 04 10 12 16 28 37
03 09 11 15 27 36 49

Precipitado

Rg-4
(36 mg)

T

17 19 23 25 28 32 34
18 22 24 27 31 33

P
o

(9]
N

W
W

Rg-5
(17 mg)

* Recristalizagcao
** Em fase de obtencao de
espectros
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Quadro 2 - Fracionamento cromatografico da fase acetato de etila do extrato etandlico bruto

de Richardia grandiflora

Eluentes Fracoes obtidas Fracoes reunidas
Hexano 01 01
Hexano: AcOEt (90:10) 02 02
Hexano: AcOEt (80:20) 03 03/05
Hexano: AcOEt (70:30) 04-05 06
Hexano: AcOEt (60:40) 06-08 07/09
Hexano: AcOEt (1:1) 09 10/12
Hexano: AcOEt (40:60) 10 13/15
Hexano: AcOEt (30:70) 11 16/17
Hexano: AcOEt (20:80) 12 18/20
Hexano: AcOEt (10:90) 13
AcOEt 14
AcOEt: MeOH (90:10) 15
AcOEt: MeOH (80:20) 16-17
AcOEt: MeOH (70:30) 18
AcOEt: MeOH (60:40) 19
AcOEt: MeOH (1:1) 20
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Quadro 3 — Fracionamento cromatografico da subfracdo 03/05 da fase acetato de etila do
extrato etandlico bruto de Richardia grandiflora

Eluentes Fracoes obtidas Fracoes reunidas
Hexano - 01/04
Hexano: AcOEt (98:02) 01-02 05
Hexano: AcOEt (95:05) - 06/16
Hexano: AcOEt (92:08) 03 17/18
Hexano: AcOEt (90:10) 04-26 19/22
Hexano: AcOEt (85:15) 27-33 23/24
Hexano: AcOEt (80:20) 34 25/27
Hexano: AcOEt (75:25) 35 28/31
Hexano: AcOEt (70:30) 36 32/33
Hexano: AcOEt (60:40) 37-38 34
Hexano: AcOEt (1:1) 39 35/54
Hexano: AcOEt (40:60) 40
Hexano: AcOEt (30:70) 41
Hexano: AcOEt (20:80) 42
Hexano: AcOEt (10:90) 43
AcOEt 44
AcOEt: MeOH (90:10) 45
AcOEt: MeOH (80:20) 46-48
AcOEt: MeOH (70:30) 49
AcOEt: MeOH (60:40) 50
AcOEt: MeOH (1:1) 51-54
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Quadro 4 — Fracionamento cromatografico da subfracdo 10/12 da fase acetato de etila do
extrato etandlico bruto de Richardia grandiflora

Eluentes Fracoes obtidas Fracoes reunidas
Hexano - 01/03
Hexano: AcOEt (98:02) - 04/09
Hexano: AcOEt (95:05) - 10/11
Hexano: AcOEt (92:08) - 12/15
Hexano: AcOEt (90:10) - 16/27
Hexano: AcOEt (85:15) 01-04 28/36
Hexano: AcOEt (80:20) 05-08 37/49
Hexano: AcOEt (78:22) 09
Hexano: AcOEt (75:25) 10
Hexano: AcOEt (70:30) 11
Hexano: AcOEt (65:35) 12-13
Hexano: AcOEt (60:40) 14
Hexano: AcOEt (55:45) 15-17
Hexano: AcOEt (1:1) 18-19
Hexano: AcOEt (45:55) 20-24
Hexano: AcOEt (40:60) 25-28
Hexano: AcOEt (35:65) 29-31
Hexano: AcOEt (30:70) 32
Hexano: AcOEt (25:75) 33
Hexano: AcOEt (20:80) 34-35
Hexano: AcOEt (15:85) 36
Hexano: AcOEt (10:90) 37-38
Hexano: AcOEt (05:95) 39-40
AcOEt 41
AcOEt: MeOH (95:05) 42-43
AcOEt: MeOH (90:10) 44
AcOEt: MeOH (85:15) 45
AcOEt: MeOH (80:20) 46-47
AcOEt: MeOH (75:25) 48
AcOEt: MeOH (70:30) 49
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Substancias isoladas de Richardia grandiflora

O estudo fitoquimico da fase acetato de etila do extrato etandlico bruto da espécie
Richardia grandiflora resultou no isolamento de cinco substancias codificadas com as iniciais
da planta (Rg) seguidas da numeragdo de 1 a 5 de acordo com a ordem em que foram isoladas.
Na caracterizag@o estrutural das substincias Rg-1; Rg-2 e Rg-3 foram utilizadas técnicas
espectroscopicas de Infravermelho (IV) e de Ressondncia Magnética Nuclear de Hidrogénio
(RMN 1H) e Carbono 13 (RMN 13C), cujos resultados foram comparados com dados da

literatura.

an
H

Rg-3
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5.2 Caracterizacao estrutural de Rg-1

A substancia codificada como Rg-1 foi isolada na forma de p6 branco, solivel em
cloroférmio, com rendimento 0,29%.

O espectro de absor¢do na regido do infravermelho (Figura 9, p. 60), obtido em
pastilhas de KBr, revelou uma absor¢do intensa em 3433 cm-1 caracteristica de
deformacdo axial de hidroxila de dlcool (PAVIA; LAMPMAN; KRIZ, 1996). Tal absorcao
foi corroborada pela banda de absorcdo em 1029 cm’, atribuida a estiramento C-O de alcool.
Uma outra absor¢do em 1695 cm™ indicativa de deformacio axial C=0 abre a possibilidade
da existéncia de um grupo 4cido na molécula. Também foram observadas absor¢des em 1458
e 1386 cm’l, atribuida a deformacéo axial C=C de alceno, e uma banda entre 2939-2870 cm'l,
que trata-se de estiramento de C-H de grupos metinicos, metilénicos e/ou metilicos
(SILVERSTEIN, 2005). A auséncia de absor¢des para niicleo aromético no espectro (Figura
9, p. 60) leva a sugerir que Rg-1 pode tratar-se de uma substancia com esqueleto esteroidal ou
triterpénico.

O espectro de RMN de 'H (200 MHz, CDCl3) (FIGURAS 10, 11 e 12, p. 61 e 62) de
Rg-1 evidenciou um envelope de sinais na regido entre oy 1,8 e 0,7, caracteristicos de
hidrogé€nios metinicos, metilénicos e metilicos de triterpenos tetracicico ou pentaciclicos
como também de nicleo esteroidal, levando a propor que Rg-1 possui um dos referidos
ndcleos. A presenca de um singleto largo em 8y 5,25, atribuido a um hidrogénio olefinico,
leva a propor que a molécula em andlise possui esqueleto triterpénico com dupla ligagdo entre
os carbonos C-12 e C-13. Esta proposta foi corroborada pelo sinal em &y 2,81 (m) referente
ao H-18 de esqueleto de triterpeno. (PINTO et al., 2008). A preseng¢a da hidroxila de élcool,

sugerida pelo IV (Figura 9, p. 60) € aqui corroborada pelo multipleto em g 3,18 atribuido a
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um hidrogénio ligado a carbono oximetinico, caracterizando o H-3 do anel A do nicleo
triterpénico ou esteroidal.

O espectro de RMN de BC.APT (50 MHz, CDCls), (Figuras 13, 14 e 15, p. 62 ¢ 63)
revelou a presenca de trinta sinais, dos quais um referente a um carbono carbonilico, sete a
carbonos ndo hidrogenados, cinco a carbonos metinicos, dez a carbonos metilénicos e
sete a carbonos metilicos (Tabela 1, p. 58), sugerindo tratar-se de um esqueleto triterpénico
tetraciclico ou pentaciclico MAHATO; KUNDU, 1994).

Observou-se na figura 15 (p. 63) sinais em d¢ 122,5 e d¢ 143,5 os quais fortalecem a
presenga de uma dupla ligagdo entre os carbonos C-12 e C-13, referente a um triterpeno
pentaciclico "2A oleanano, descartando a sugestdo de triterpeno tetraciclico feita pelo RMN de
'H, corroborando assim com a literatura (MAHATO; KUNDU, 1994), a qual relata que a
maioria dos oleananos sdo mono-olefinicos com uma insaturagdo entre o C-12 e C-13 ou C-18
e C-13, entretanto, por possuirem diferentes deslocamentos quimicos, a posi¢cdo da dupla
ligacdo é de fécil identificacdo. Quando esta se encontra entre C-12 e C-13, o carbono
monohidrogenado C-12 absorve entre 6c 121,0-125,5 e o carbono ndo hidrogenado C-13
absorve em O¢ 143,0-145,2, enquanto que, quando a insaturag@o encontra-se entre os carbonos
C-13 e C-18, os mesmos absorvem em &¢ 129,4-130,4 e o¢c 139,8-142,8 respectivamente.
Quando ha auséncia da dupla olefinica em C-12, C-13 e C18, estes absorvem em d¢ 30,0-
36,5; ¢ 37,7-39,7 e d¢ 42.8-48.6 respectivamente (MAHATO; KUNDU, 1994).

Dentre os carbonos mono-hidrogenados observou-se um sinal em 6c 79,0 que
confirma a presenca de carbono oximetinico (Figura 15, p. 63), reforcando a sugestdo feita
pelo RMN de 'H quando da presenca do H-3. A insercdo da hidroxila no carbono C-3 foi
realizada com base em informagdes da literatura (MAHATO; KUNDU, 1994) de que em

triterpenos onde a hidroxila estd ausente nessa posi¢do, o C-3 absorve em d¢ 42,1 e o carbono
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C-1 em d¢ 40,3, no entanto, quando o C-3 encontra-se hidroxilado, sua absor¢do ocorre entre
d¢ 79,0-76,0 enquanto o carbono C-1 absorve entre d¢ 39,0-37,0.

Para a definicdo da estereoquimica da hidroxila no carbono C-3 novamente recorreu-se
a literatura anteriormente citada (MAHATO; KUNDU, 1994). Esta relata que, quando a
hidroxila do carbono C-3 estd em posicao equatorial, este carbono fica menos blindado que o
carbono C-3 com hidroxila axial e, ainda, a metila axial ligada ao carbono C-4 ¢ blindada em
cerca de 66,5 e o grupo metileno na posi¢do 1 é desblindado em 92,0 em comparagdo com o
isdbmero axial devido ao efeito y-gauche. Frente a estes dados, sugere-se que o composto
possui uma hidroxila equatorial no carbono C-3.

40.3

OH equatorial

Os dados espectrais de RMN 'H (200 MHz) e Be (50 MHz) de Rg-1 estdo descritos
na Tabela 1 (p. 58).

A andlise dos dados espectrais de RMN 'H e C de Rg-1 juntamente com
comparagdes realizadas entre estes tltimos com modelo da literatura (MAHATO & KUNDU,
1994) (Tabela 2, p. 59) tornaram possivel identificar a substdncia como sendo o 4cido 3-B-
hidroxiolean-12-en-28-6ico, conhecido como 4cido oleandlico, cuja presenca ja foi observada
no género (PINTO et al., 2008) sendo, no entanto, descritas pela primeira vez na espécie

Richardia grandiflora.
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23

COOH
28

Rg-1

3-B-hidroxiolean-12-en-28-6ico

Tabela 1 — Dados de RMN 'H e "*C-APT (6, CDCl3, 200 e 50 MHz, respectivamente) da
substancia Rg-1.

Rg-1
8 C 8 H

C - -

4 38,7 -

8 39,2 -

10 37,0 -

13 143,5 -

14 41,5 -

17 46,4 -

20 30,6 -

28 183,0 -
CH

3 79,0 3,18 (m)

5 55,1 -

9 47,5 -

12 122,5 5,25 (sl)
18 40,9 2,81 (m)
CH,

1 38,3 -

2 27,1 -

6 18,2 -

7 32,5 -

11 22,9 -

15 27,6 -

16 23,3 -

19 45,8 -

21 33,7 -

22 32,4 -
CH;

23 28,0 1,10 (s)
24 15,5 0,74 (s)
25 15,3 0,88 (s)
26 17,0 0,72 (s)
27 25,9 1,22 (sl
29 33,0 0,90 (s)

30 23,5 0,95 (s)
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Tabela 2 — Comparacio dos dados espectrais de RMN BC de Rg-1 (6, CDCl3, 50MHz) com
dados de Mo-1 (8, CDCl;, 50MHz) da literatura (MAHATO & KUNDU, 1994).

Rg-1 Mo-1
dc dc
C
4 38,7 38,7
8 39,2 39,3
10 37,0 37,0
13 143,5 143,4
14 41,5 41,6
17 46,4 46,6
20 30,6 30,6
28 183,0 181,0
CH
3 79,0 78,7
5 55,1 55,2
9 47,5 47,6
12 122,5 122,1
18 40,9 41,3
CH,
1 38,3 38,5
2 27,1 27,4
6 18,2 18,3
7 32,5 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 15,3 15,3
26 17,0 16,8
27 25,9 26,0
29 33,0 33,1

30 23,5 23,6
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Figura 9 — Espectro de IV (KBr, cm™) de Rg-1
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5.3 Caracterizacao estrutural de Rg-2

O Rg-2 (98 mg) foi obtido como um s6lido amorfo branco com rendimento de
0,98%.

O espectro no IV de Rg-2 (Figura 17, p. 68) indicou sua natureza alifitica com
absor¢des intensas em 2926, 2870 cm™ e auséncia de absorcdes nas regides caracteristicas de
arométicos. As bandas em 3446 e 1689 cm™ sugerem a presenca de hidroxila e carbonila de
dcido carboxilico, para a molécula de Rg-2. A banda em torno de 1029 cm'l, mesmo com o
valor ndo assinalado, foi atribuida a deformacdo axial de C-O de élcool secunddrio
(SILVERSTEIN, 2005). A semelhanca da feicdo espectral entre o IV de Rg-1 (Figura 9, p.
60) com Rg-2 (Figura 17, p. 68) levou a pensar que esta poderia possuir um esqueleto
triterpénico.

O espectro de RMN'H de Rg-2 (Figura 18, p. 69), mostrou sinais idénticos a Rg-1,
todavia um sinal em 62,22 (m) atribuido ao H-18 da série ursano (DAVID et al., 2001),
quando comparada com H-18 de Rg-1 (& 2,80), possibilitou propor que a substincia em
andlise se trataria de uma molécula com esqueleto da referida série.

No espectro de RMN de 13C obtido para Rg-2 (Figuras 22, 23, 24 e 25; p. 71 e 72)
foram identificados sinais referentes a trinta atomos de carbono, sendo sete carbonos
metilicos, nove metilénicos, sete metinicos e sete carbonos ndo hidrogenados (Tabela 3, p.
67). Esses dados e os valores de deslocamentos quimicos dos carbonos olefinicos C-12 (&
124,5) e C-13 (8 137,2) quando comparados com os dados de Rg-1, fortaleceram a proposta
de que Rg-2 é um triterpeno pentaciclico da série ursano (MAHATO; KUNDU, 1994). O
espectro de RMN de BC também permitiu identificar o carbono oximetinico C-3 (6 79,0) e

um sinal de carbonila de 4dcido carboxilico (6 181,0).
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O espectro de RMN de 13C ¢ uma ferramenta bastante til para distinguir triterpenos
das séries oleanano e ursano. Um dos fatores a ser considerado € o numero de carbonos nio
hidrogenados, seis nos ursanos e sete nos oleananos. Nos triterpenos urs-12-enos o valor do
deslocamento quimico de C-12 encontra-se geralmente em campo mais baixo em torno de 2,0
ppm, e o de C-13 em campo mais alto cerca de 5 ppm, em comparagdo com 0S sinais
correspondentes nos triterpenos do tipo olean-12-enos (MAHATO; KUNDU, 1994) (Figura

16.

(]

] 2

28

(@) (b)

Figura 16 — Estruturas parciais de triterpenos das séries olean-12-enos (a) e urs-12-enos (b).

Portanto, enquanto nos urs-12-enos os deslocamentos quimicos de C-12 e C-13
encontram-se em torno de o 125,0 e & 140,0; nos olean-12-enos, estes deslocamentos
ocorrem aproximadamente em 6 123,0 e & 145,0, respectivamente (MAHATO, 1997). Esta
diferenca se deve ao fato de que, na série ursano, o grupo metila em C-19 esta espacialmente
préximo a dupla ligacdo, o que afeta os deslocamentos quimicos dos carbonos olefinicos, em
relacdo aqueles da série oleanano, que ndo apresentam o grupo metila em C-19 (Figura 16).
Esta variacdo nos deslocamentos quimicos aparece como uma protecdo ¥ em C-13 e uma
desprotecdo 6 em C-12 (DODRELL et al., 1974).

Observa-se, também, uma variacdo nos deslocamentos quimicos de C-11 e C-27

entre as duas séries. Na série ursano, esses sinais sdo, respectivamente, cerca de 6,0 e 3,0 ppm
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mais protegidos que aqueles da série oleanano. Estas diferencas também podem ser
explicadas pela mudanga conformacional no anel E, causada pela proximidade espacial do
grupo metila C-29 com C-12, C-13 e C-27 na série dos ursanos (Figura 16, p. 65). Outra
diferenca pode ser observada no deslocamento quimico do sinal de C-18, na série oleanano, é
a metila axial em C-20 que exerce efeito protetor sobre C-18 (interacdo 7y gauche). Na série
ursano, ocorre efeito de desprote¢do B do grupo metila equatorial do C-19 sobre C-18. Nos
olean-12-enos, o sinal de C-18 encontra-se em torno de 11,5 ppm mais protegidos (valores em
torno de 6 41,3 nos oleananos e 6 52,8 nos ursanos) (MAHATO; KUNDU, 1994).

Com base nas atribuicdes anteriormente discutidas, e comparacdo com dados
RMN'H e RMN"C da literatura Tabela 3, p- 67, Rg-2 foi identificado como sendo o
acido 3p-hidroxi-urs-12-en-28-6ico (dcido ursdlico), cuja presenga ja foi observada no género
(ADOLPHO et al., 2008) sendo, no entanto, descrita pela primeira vez na espécie Richardia

grandiflora.

0
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4 n

Acido Ursélico (Rg-2)
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Tabela 3 — Dados comparativos de RMN "H e BC de Rg-2 (3, CDs;0D, 200 ¢ 50 MHz,
respectivamente) com os modelos Mo-1 - 4cido oleandlico - (8, CDCl;, 400 ¢ 100 MHz;
MAHATO & KUNDU, 1994) e Mo-2 - 4cido ursélico (8, CDCls; 300 e 75,5 MHz; FALCAO,
2003).

Rg-2 Mo-1 Mo-2

C dc ou dc Sy dc du
1 37,44 38,5 38,8
2 26,8 27,4 27,3

3,16 (dd, 3,20 (dd, 3,20 (dd,
3 77,28 J=5,6 Hz, 78,7 J=6,0 Hz, 78,8 J=10,4 Hz,

10,0 Hz) 9.4 Hz) 4,6 Hz)
4 37,59 38,7 38,8
5 54,3 55,2 554
6 17,1 18,3 18,4
7 31,9 32,6 33,0
8 38,37 39,2 39,6
9 46,7 47,6 47,5
10 35,7 37,0 37,0
11 22,9 23,1 23,3

5,22 (t, 5,22 (t,
12 1245 J=3.2 H7) 122,1 5,20 (sl) 125,5 J=3.6 Hz)
13 137,2 1434 138,0
14 40,8 41,6 42,0
15 29,3 27,7 28,2
16 25,5 234 243
17 47.8 46,6 48,1
2,80 (dl,

18 51,9 2,22 (sl) 40,9 J=8.6 Hz) 52,8 2,20 (s)
19 38,0 45,8 39,1
20 38,0 30,6 38,8
21 31,9 33,8 30,7
22 35,7 32,3 36,7
23 26,3 0,97 (s) 28,1 0,90 (s) 28,2 0,97 (s)
24 13,6 0,78 (s) 15,6 0,7 (s) 15,5 0,78 (s)
25 14,0 0,84 (s) 15,3 0,8 (s) 15,7 0,85 (s)
26 15,4 1,12 (s) 16,8 0,7 (s) 16,9 1,12 (s)
27 21,7 0,94 (s) 26,0 1,1 (s) 23,6 0,94 (s)
28 179,2 181,0 180,0
29 15,2 0,96 (sl) 33,1 0,8 (s) 16,9 12692 (}(112)
30 19,2 1,12 (sl) 23,6 0,9 (s) 21,2 1,12 (d,

J=6,5 Hz)
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Figura 19 — Expansdo 1 do espectro de RMN 'H (6, CD50D, 200 MHz) de Rg-2
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Figura 20 — Expansdo 2 do espectro de RMN 'H (§, CD;0D, 200 MHz) de Rg-2
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Figura 21 — Expansdo 3 do espectro de RMN 'H (6, CD50D, 200 MHz) de Rg-2
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Figura 22 — Espectro de RMN "°C - APT (§, CD;0D, 50 MHz) de Rg-2
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Figura 23 — Expansdo 1 do espectro de RMN °C - APT (5, CD;0D, 50 MHz) de Rg-2



RESULTADOS E DISCUSSAO 72

1
g i %%J
K 5 = F5 S 8

MMMMH’WW&WuM‘ﬂMM £~NW,a?Nwh,".g.vr.:uL-'s"«\'r"'t‘n*'ﬁ’mi\,ﬂ,Li’w.,s‘\w,-;'fql,-,z'ww,w“fﬁwv\'mwwﬂ-m\mw‘ {,,pw il,l* Hw,wﬂ-‘-wu,pq‘% lf‘
5| |

45790
45765
45335

N e

| %’MJ

S S T T LR D S I T ! T ] GELICIN [ '
85.0 80.0 75.0 70.0 85.0 0.0 65.0 50.0
ppm (t1)

Figura 24 — Expansdo 2 do espectro de RMN °C - APT (5, CD;0D, 50 MHz) de Rg-2

S98eser g 5SEYT ¥ B §%E BEE 5 ¢ §RE3

GlFRELYY g BEEE S = 2 g8 48 gx s 2 = TR ]

IRy R R ARE)
! 4 )

2 | \'\r/// /f | /a"l

ety

ppm (t1)

Figura 25 — Expansio 3 do espectro de RMN °C — APT (§, CD;OD, 50 MHz) de Rg-2
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Os é4cidos ursélico e oleandlico sdo isomeros constitucionais, distinguindo-se apenas
quanto a localizagdo de dois grupos metila no anel E: no 4cido ursdélico eles se localizam em
C-20 e em C-19, enquanto no 4cido oleandlico ambos estdo em C-20. Sdo triterpenos de
ampla distribui¢do, sendo encontrados em espécies alimenticias, medicinais e outras, seja na
sua forma livre (agliconas) ou como heterosideos (saponinas). Durante as ultimas décadas,
diversos trabalhos relatando o isolamento, modificacdes estruturais, avaliacdo de atividades
farmacoldgicas, toxicidade e ensaios clinicos foram publicados para estes dois triterpenos,
refletindo o grande interesse cientifico e as potencialidades dessas substancias na terapéutica
(LIU; 1995; LIU, 2005; MA et al., 2005; SULTANA; ATA 2009).

Segundo Maia (2000), triterpenos sdo facilmente encontrados na natureza e quando se
utilizam técnicas cromatograficas usuais, raramente consegue-se o isolamento destas
moléculas puras, sendo estes quase sempre obtidos em misturas de dificil separagdo.

Entre as diversas atividades bioldgicas ja relatadas para os dcidos ursdlico e oleandlico
destacam-se as a¢des hepatoprotetora (SARAVANAN et al., 2006), antiinflamatéria IKEDA
ET al., 2008; SINGH et al., 1992), hipolipidémica e antiaterosclerdtica (MA, 1986;
SARAVANAN et al., 2006; SOMOVA et al., 2003), hipocolesterolemiante (LIN et al., 2009),
tripanossomicida (CUNHA et al., 2003; LEITE et al., 2006), imunomoduladora (RAPHAEL;
KUTTAN, 2003), antimicrobiana, (MALLAVADHANI et al., 2004), anti-HIV
(KASHIWADA et al., 2000; LEE et al., 2008), antibacteriana (FONTANAY et al., 2008),
antidlcera géstrica e gastroprotetora (GOMES et al., 2009), hipoglicémica (LIU et al., 1995),
antiosteopordtica (LEE et al., 2008), antidiabética (JANG et al., 2009) e anticoncepcional

(LIU, 1995).



