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

FABIO HENRIQUE TENORIO DE SOUZA

ESTUDO FITOQUIMICO E FARMACOBOTANICO DE
Richardia brasiliensis GOMES (RUBIACEAE)

Joao Pessoa — PB
2009



FABIO HENRIQUE TENORIO DE SOUZA

ESTUDO FITOQUIMICO E FARMACOBOTANICO DE

Richardia brasiliensis

GOMES (RUBIACEAE)

Dissertacdo apresentada ao Programa de
PoOs-Graduacdo em Produtos Naturais e
Sintéticos Bioativos do Laboratério de
Tecnologia Farmacéutica “Prof. Delby
Fernandes de Medeiros” do Centro de
Ciéncias da Saude da Universidade
Federal da Paraiba, em cumprimento as
exigéncias para obtencdo do titulo de
Mestre em Farmacoquimica de Produtos
Naturais e Sintéticos Bioativos.

ORIENTADORA: Profa. Dra. Celidarque da Silva Dias
CO-ORIENTADORA: Profa. Dra. Maria de Fatima Agra
CO-ORIENTADOR: Prof. Dr. Emidio Vasconcelos Leitdo  da Cunha

Joao Pessoa — PB

2009



S729e Souza, Fabio Henrique Tendrio de.

Estudo fitoquimico e farmacoboténico de Richardia
brasiliensis Gomes (Rubiaceae) / Fabio Henrique Tendério de
Souza - Jodo Pessoa, 2009.

194f. il

Orientadora: Celidarque da Silva Dias

Co-orientadores: Maria de Fatima Agra, Emidio
Vasconcelos Leitdo Cunha

Dissertacdo (Mestrado) — UFPB/CCS/LTF

1. Produtos Naturais. 2. Richardia brasiliensis Gomes

(Rubiaceae) — ervanco. 3. Plantas Medicinais. 4.Fitoquimica.
5. Farmacobotanica.

UFPB/BC CDU: 547.9(043)




FABIO HENRIQUE TENORIO DE SOUZA

ESTUDO FITOQUIMICO E FARMACOBOTANICO DE
Richardia brasiliensis GOMES (RUBIACEAE)

Dissertacao aprovada em 13 de Novembro de 2009

COMISSAO EXAMINADORA

Profa. Dra. Celidarque da Silva Dias
PhD em Farmacoquimica de Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos
Laboratério de Tecnologia Farmacéutica — Centro de Ciéncias da Saude
Universidade Federal da Paraiba — Campus |
(Orientadora)

Profa. Dra. Micheline de Azevedo Lima
PhD em Farmacoquimica de Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos
Departamento de Engenharia e Meio Ambiente — Centro de Ciéncias Aplicadas e Educacao
Universidade Federal da Paraiba — Campus IV
(Examinadora Externa)

Prof. Dr. Josean Fechine Tavares
PhD em Farmacoquimica de Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos
Laboratério de Tecnologia Farmacéutica — Centro de Ciéncias da Saude
Universidade Federal da Paraiba — Campus |
(Examinador Interno)



A Natureza das Coisas
Composicéo: Accioly Neto

Se avexe nao...
Amanha pode acontecer tudo
Inclusive nada.

Se avexe néo...
A lagarta rasteja
Até o dia em que cria asas.

Se avexe nao...
Que a burrinha da felicidade
Nunca se atrasa.

Se avexe nao...
Amanha ela para
Na porta da tua casa.

Se avexe néo...

Toda caminhada comeca
No primeiro passo.

A natureza ndo tem pressa
Segue seu compasso,
Inexoravelmente chega la...

Se avexe nao...

Observe quem vai

Subindo a ladeira,

Seja princesa, seja lavadeira...
Pra ir mais alto

Vai ter que suar.
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RESUMO

TENORIO-SOUZA, F. H. Estudo Fitoquimico e Farmacobotanico de Richardia
brasiliensis Gomes (Rubiaceae) . 2009. 194 p. Dissertacdo (Mestrado em
Farmacoquimica de Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos) — Laboratorio de
Tecnologia Farmacéutica “Prof. Delby Fernandes de Medeiros”, Universidade
Federal da Paraiba, Jodo Pessoa, 2009.

Richardia brasiliensis Gomes (Rubiaceae), planta herbacea conhecida por “ervanco”,
“poaia”’ e “ipeca”, é utilizada popularmente como emética, antidiabética, vermifuga e
no tratamento de eczema, queimadura, bronquite, gripe, hemorrdida e maléaria
avicola. Estudos farmacologicos revelaram atividade antimicrobiana e antioxidante e
investigacfes fitoquimicas anteriores resultaram no isolamento de terpendides,
flavondide e cumarina. Este trabalho objetivou contribuir para o conhecimento do
género Richardia e da familia Rubiaceae por meio do estudo farmacobotanico e
fitoquimico de Richardia brasiliensis Gomes. Para isto, o material vegetal foi
coletado em Jodo Pessoa — Paraiba e depositado no Herbario Prof. Lauro Pires
Xavier (JPB) com o coédigo Tenorio-Souza 01. No estudo farmacobotanico, a
morfologia externa do vegetal foi analisada a vista desarmada e com auxilio de
estereomicroscopio. Para as morfodiagnoses microscopicas, foram realizados
seccbes paradérmicas e transversais das folhas (lamina e peciolo), bem como,
seccOes transversais do caule e das raizes, que foram clarificadas, coradas,
montadas entre lamina e laminula e analisadas ao microscépio 6ptico comum. A
caracterizagcdo macroscopica de todos os Orgaos evidenciou aspectos que sao
comuns as espécies pertencentes a familia Rubiaceae, tais como, folhas simples
opostas, estipulas interpeciolares, inflorescéncia cimosa, flores bissexuadas e
actinomorfas, prefloracdo valvar e ovario infero. Microscopicamente, a folha é
anfiestomatica apresentando nas epidermes superior e inferior, estdmatos
paraciticos e tricomas tectores simples. A nervura principal apresenta feixe vascular
colateral. O peciolo possui feixe vascular em forma de arco e quatro pequenos
feixes vasculares laterais. Em sec¢ao transversal, o caule em crescimento
secundario € cilindrico e o sistema vascular apresenta organizacdo sifonostélica
continua ectofldica, j& a raiz principal apresenta parénquima cortical com idioblastos
contendo réafides e sistema vascular anficrival com organizagdo protostélica nas
raizes laterais e protostélica radiada na raiz principal. Para o estudo fitoquimico, o
vegetal, apos secagem e pulverizacdo, foi submetido a processos de extragéao,
particdo e cromatografia para isolamento dos constituintes quimicos. A estrutura
guimica dos mesmos foi determinada por métodos espectroscépicos, tais como:
Infravermelho, Massas e Ressonancia Magnética Nuclear de 'H e *3C uni e
bidimensionais e comparagdes com modelos da literatura. Da fase hexanica obteve-
se uma mistura de esterdides (B-sitosterol e estigmasterol) e 15'-hidroxi-(15*-S)-
porfirinolactona a; da fase CHCI; foi isolado e identificado quatro cumarinas:
cedrelopsina, norbraylina, braylina e 5,6-dimetoxi-7,8-[2’-(prop-1-en-2-il)-(2’-S)-2",3'-
diidrofurano]cumarina (cumarineletefina), sendo esta ultima relatada pela primeira
vez na literatura; e da fase AcOEt obteve-se o flavondide canferol, contribuindo,
portanto para a quimiotaxonomia do género Richardia e da familia Rubiaceae.

Palavras-chave: Rubiaceae, Richardia brasiliensis Gomes, Fitoquimica.
Farmacobotanica.



ABSTRACT

TENORIO-SOUZA, F. H. Phytochemistry and Pharmacobotanical Study of
Richardia brasiliensis Gomes (Rubiaceae) . 2009. 194 p. Dissertation (Master in
Pharmacochemistry of Bioactive Natural Products and Synthetic) — Laboratério de
Tecnologia Farmacéutica “Prof. Delby Fernandes de Medeiros”, Universidade
Federal da Paraiba, Jodo Pessoa, 2009.

Richardia brasiliensis Gomes (Rubiaceae), a herbaceous plant known as "ervancgo”,
"poaia” and "ipeca", is popularly used as emetic, anti-diabetic, worms and the
treatment of eczema, burns, bronchitis, influenza, hemorrhoids and avian malaria.
Pharmacological studies have shown antimicrobial and antioxidant activity and
phytochemical previous investigations resulted in the isolation of terpenoids,
flavonoids and coumarin. This study aimed to contribute to the knowledge of the
Richardia genus and Rubiaceae family through the phytochemical and
pharmacobotanical study of Richardia brasiliensis Gomes. For this, the plant material
was collected in Jodo Pessoa - Paraiba and deposited in the Herbarium Prof. Lauro
Pires Xavier (JPB) with the code Tenorio-Souza 01. In the pharmacobotanical study,
the external morphology of the plant was to the naked eye and with a
stereomicroscope. The microscopical morphodiagnosis were performed paradermic
and transverse sections of leaves (blade and petiole), as well as transverse sections
of stems and roots, which were cleared, stained, mounted between slide and
coverslip and examined under the light microscope. The macroscopic anatomy of all
organs revealed aspects that are common to species belonging to the family
Rubiaceae, such as simple opposite leaves, interpetiolar stipules, flowering tops,
flowers bisexual and actinomorphic, aestivation valve and inferior ovary.
Microscopically, the leaf presents presenting the upper and lower epidermis, stomata
and simple trichomes. The main vein has collateral vascular bundle. The petiole has
vascular bundle arc-shaped and four small lateral bundles. In cross section, the stem
secondary growth is cylindrical and the vascular system provides continuous
siphonostele ectophloic organization, already has a tap root cortical parenchyma with
idioblasts containing raphides and system with vascular bundle organization
protostele in lateral roots and protostele radiated in the main root. For phytochemical
study, vegetable, dried and pulverized, was subjected to extraction processes, and
partition chromatography to isolate the chemical constituents. The chemical structure
has been assessed by spectroscopic methods such as IR, Mass and uni-dimensional
'H and *C NMR and comparisons with literature data. The hexane phase was
obtained a mixture of steroids (B-sitosterol and stigmasterol) and 15*-hydroxy-(15'-
S)- porfirinolactone a; CHCI3 phase was isolated and identified four coumarins:
cedrelopsin, norbraylin, braylin and 5,6 -dimethoxy-7,8-[2'-(prop-1-en-2-yl)-(2'-S)-
2',3'-dihydrofuran]coumarin (cumarineletefin), the latter being first reported the
literature, and the AcOEt phase was obtained the flavonoid kaempferol, contributing
therefore to the chemotaxonomy of the Richardia genus and Rubiaceae family.

Keywords: Rubiaceae, Richardia Dbrasiliensis Gomes, Phytochemistry,
Pharmacobotanical.
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1. INTRODUCAO

1.1. Plantas Medicinais: importancia e validacédo ci  entifica

Amenizar o sofrimento e tentar curar doencgas pela ingestao de ervas e folhas,
possivelmente foi uma das primeiras formas de utilizacdo dos produtos naturais
(VIEGAS-JUNIOR; BOLZANI, 2006). As plantas medicinais tem sido utilizadas sob
os critérios dos conhecimentos popular e cientifico em diferentes contextos
terapéuticos (CECHINEL-FILHO; YUNES, 1998). Porém, a humanidade se aproveita
de uma fracdo muito pequena das plantas e o reino vegetal ainda permanece como
uma grande incognita. Sendo possuidor da maior e mais rica biodiversidade do
planeta, o Brasil ndo pode abdicar de sua vocacao para os produtos naturais (PINTO
et al., 2002).

Em 1978, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) reconheceu o0s
medicamentos de origem vegetal como recurso terapéutico (WHO, 2008) e
recomendou aos paises que executassem levantamentos regionais e identificacdo
botanica de espécies vegetais usadas na medicina popular tradicional, estimulassem
e indicassem o0 uso das plantas medicinais com eficacia e seguranca comprovadas,
bem como, contra-indicassem o emprego das praticas medicinais consideradas
inGteis ou prejudiciais. Também preconiza, em seu documento intitulado “Estratégia
da OMS sobre Medicina Tradicional 2002 — 2005”, o desenvolvimento de politicas
publicas para o uso de plantas medicinais, observando os requisitos de seguranca,
eficacia, qualidade, acesso e uso racional (LORENZI; MATOS, 2008).

O sistema publico de saude no Brasil ainda ndo possui uma politica de
assisténcia farmacéutica capaz de suprir as necessidades medicamentosas da
sociedade, sobretudo no Nordeste brasileiro, onde a populagdo carente enfrenta
mais dificuldades para obter os medicamentos essenciais (COSENDY et al., 2000).
No entanto, a politica para uso de plantas medicinais no servico publico foi
estabelecida através da portaria n°. 971 de 03 de Maio de 2006, que aprovou a
Politica Nacional de Préticas Integrativas e Complementares (PNPIC) no Sistema
Unico de Saude (SUS) (BRASIL, 2006). Recentemente, o Ministério da Satde (MS)
divulgou a “Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao Sistema Unico
de Saude” (RENISUS), constituida por 71 espécies vegetais que foram selecionadas

por serem amplamente utilizadas pela populacdo brasileira e por contarem com
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evidéncias para indicacdo de uso na atencdo basica a saude (BRASIL, 2009). Entéo,
a normatizacdo do mercado de produtos derivados de plantas medicinais, a cargo do
MS, a instauracdo de Foruns de debates e a elaboracéo de leis que assegurem o
acesso aos conhecimentos tradicionais, sdo demonstracbes de que ha uma
preocupacdo governamental na prospeccdo ética da biodiversidade do pais
(FUNARI; FERRO, 2005).

O interesse pelas plantas medicinais e pelos produtos naturais aumenta ao
considerarmos a problematica para os tratamentos atuais de varias patologias. As
drogas ansioliticas, por exemplo, podem apresentar risco de dependéncia e
sindrome de abstinéncia, retardo para inicio do efeito ou ainda efetividade duvidosa
(ANDREATINI et al., 2001). Os analgésicos e anti-inflamatorios, por sua vez, podem
produzir ulceragdo gastrica, intolerancia gastrintestinal, bloqueio da agregacéo
plaguetaria e reacdes de hipersensibilidade, além de outras complica¢cdes quando
do uso prolongado com glicocorticéides ou analgésicos opidides (GYLMAN, 1996).
Considerando isso, ha a necessidade de investigacdo e pesquisa de novas drogas
gue possam diminuir tais efeitos colaterais e tratar de modo efetivo e seguro estas
desordens, seja com o extrato bruto ou com os compostos isolados da imensa flora
brasileira.

As recentes investigacdes etnobotanicas da flora nordestina tém demonstrado
0 constante uso de plantas medicinais, inclusive por usuarios de servi¢cos publicos
de éareas urbanas (AMORIM et al., 2003; SILVA; ANDRADE, 2005). A maior
facilidade na coleta e comercializacdo de plantas cultivaveis em areas urbanas,
entretanto, tem contribuido para o uso de plantas medicinais sem respaldo cientifico,
resultando em automedicacédo e elevacéo tanto do risco a saude quanto dos custos
operacionais dos servi¢os de saude publica (OLIVEIRA, 2006).

Para uma planta ser considerada medicinal no Brasil, faz-se necessario uma
resposta positiva a ensaios que comprovem a propriedade terapéutica que lhe é
atribuida, bem como, o seu grau de toxicidade nas doses compativeis com seu
emprego medicinal, observados em estudos farmacoldgicos pré-clinicos com
avaliacdo da toxicidade, seguido de ensaio clinico (LORENZI; MATOS, 2008).

No processo de embasamento cientifico de uma medicina alternativa, a
quimica de produtos naturais se destaca ao permitir o conhecimento estrutural dos
metabdlitos secundarios responsaveis pelos efeitos farmacoldgicos das plantas
medicinais (SOUZA; SILVA, 2006). Em suas inumeras atribuicdes, engloba o
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isolamento e a identificacdo dos constituintes quimicos bioativos, atuando como
fonte de novos farmacos, e realiza pesquisas para validacdo de medicamentos de
origem vegetal, sendo assim, a base essencial para o direcionamento de estudos
farmacoldgicos.

Numa analise preliminar de uma droga vegetal ndo se pode esquecer a
importancia dos estudos botanicos. As espécies vegetais sdo muitas vezes
identificadas pelo nome vernacular que omite a verdadeira identidade da planta, pois
existe grande variacdo destes nomes associados a diferentes espécies e que
mudam conforme a regido, a cultura ou o uso (MARTINS-DA-SILVA, 2002).
Kanashiro (2002), em seu estudo com madeiras, afirma que por serem semelhantes
a olhos néo-treinados, as espécies sao confundidas e exploradas de forma
desordenada. Por isto é importante fornecer dados para que os profissionais possam
identificar corretamente as espécies em estudo.

Desta forma, o conhecimento cada vez mais aprofundado das espécies
vegetais, desenvolvido por estudos integrados nas areas de botanica, quimica,
farmacologia e outras ciéncias afins, € fundamental para dar suporte e maior
longevidade ao uso do potencial natural ainda existente no planeta (VIEGAS-
JUNIOR; BOLZANI, 2006).

Vislumbrando o potencial farmacoldgico das susbtancias isoladas de espécies
da familia Rubiaceae, a ocorréncia de muitas espécies ainda ndo devidamente
exploradas do ponto de vista quimico, farmacoldgico e botanico, e reconhecendo a
importancia do género Richardia, no qual suas espécies sdo amplamente utilizadas
na medicina popular para diversas enfermidades, optamos por enveredar pela trilha
do estudo da espécie Richardia brasiliensis Gomes (Rubiaceae), cujos estudos
farmacobotanicos, quimicos e farmacoldgicos ainda sdo pouco conhecidos, o que

podera conduzir a descoberta de novas fontes de substancias naturais ativas.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Contribuir para o conhecimento do género Richardia e da familia Rubiaceae
enfatizando os aspectos farmacobotanico e fitoquimico de Richardia brasiliensis

Gomes.

2.2. Objetivos especificos

» Realizar um estudo farmacobotanico de Richardia brasiliensis Gomes pela
analise macroscopica e microscopica das folhas, caules, raizes,
inflorescéncias, infrutescéncias e sementes para obtencdo de dados que
possibilitem a identificacdo do vegetal frente a outras espécies do género

Richardia e da familia Rubiaceae;

» Estudar fitoquimicamente a espécie Richardia brasiliensis Gomes, por meio
do isolamento e determinacao estrutural dos constituintes quimicos, a fim de
obter modelos moleculares bioativos, bem como, tracar um perfil quimico da
planta contribuindo com os estudos quimiotaxonémicos do género Richardia e

da familia Rubiaceae;
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1. ConsideracgOes sobre a familia Rubiaceae Jussie u

A familia Rubiaceae Juss., descrita primeiramente por Antoine Laurent de
Jussieu, em 1789, tem seu nome derivado do género Rubia L., do latim rubium,
relativo a tinta vermelha produzida pelas raizes de plantas deste género, utilizadas
para tingir tecidos (CRONQUIST, 1981).

E considerada a quarta maior familia entre as angiospermas, e a maior da
ordem Gentianales (Figura 1, pag. 38). Nas filogenias apresentadas por Backlund e
Bremer (2000), a familia Rubiaceae é o0 grupo mais antigo dessa Ordem,
apresentando material féssil com datacdo de cerca de 70 milhdes de anos,
sugerindo hipéteses sobre o centro de origem da ordem Gentianales.

a) Asteraceae: 21 000 spp.
b) Orchidaceae: 17 500 spp.
c) Leguminosae: 16 500 spp.
d) Rubiaceae: 13 000 spp.

e) Graminae: 8 000 spp.

f
J

<~
: |

http://www.br.fgov.be/RESEARCH/PROJECT S/rubiaceae.php

a b c

Figura 1. Comparacao do nimero de espécies apresentadas por algumas familias do Reino Vegetal:
(a) Asteraceae, (b) Orchidaceae, (c) Leguminosae, (d) Rubiaceae e (e) Graminae.

Compreende cerca de 650 géneros e aproximadamente 13.000 espécies
(ROGERS, 2005), classificadas em quatro subfamilias (Cinchonoideae, Ixoroideae,
Antirheoideae e Rubioideae) e 39 tribos. Ocorre essencialmente nas regides
tropicais e subtropicais do globo (Figura 2, pag. 39) (VIEIRA et al., 2006;
MONGRAND et al., 2005). No Brasil, é representada por 18 tribos, 101 géneros e
1010 espécies, distribuidas por diversas formacdes vegetais e apresentando grande
ocorréncia na Mata Atlantica (PEREIRA et al., 2006b). Para a regido Nordeste,
foram compilados 66 géneros e 277 espécies (PEREIRA; BARBOSA, 2004).
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http:/hwww.tropicos.org/NameSpecimens.aspx?nameid:

Figura 2. Distribuicdo geografica da familia Rubiaceae no mundo, representada nas areas em verde.

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

Espécies dessa familia apresentam grande importancia econdmica, sendo
exploradas como alimenticias (Coffea arabica L. e Genipa americana L.),
ornamentais (Ixora spp., Mussaenda spp., Gardenia spp., dentre outras) e
medicinais (Cinchona pubescens Vahl empregada no tratamento da malaria)
(COELHO et al., 2006). Certas Rubiaceas também provocam danos ao setor
agropecudrio brasileiro, incluindo espécies daninhas de Borreria, Richardia e Diodia,
conhecidas popularmente como poaias e espécies causadoras de intoxicacdo ao
gado, principalmente pertencentes aos ¢géneros Palicourea e Psychotria,
popularmente conhecidas como mata-ratos ou erva-de-rato (SOUZA; LORENZI,
2008).

Rubiaceae reune representantes de habitos bastante variados. Segundo
Souza e Lorenzi (2008), esta familia possui espécies que se apresentam

botanicamente como (Figura 3, pag. 40):

Ervas, subarbustos, arbustos ou arvores, menos frequentemente lianas;
folhas opostas, menos frequentemente verticiladas, simples, quase sempre
com estipulas interpeciolares, ocasionalmente transformadas em espinhos
(em Randia e Chomelia, por exemplo) ou semelhante as folhas (Galium),
margem direita. Inflorescéncia geralmente cimosa, as vezes formando
glomérulo ou reduzida a uma unica flor; flores vistosas, bissexuadas ou
menos frequentemente unissexuadas (Alibertia), actinomorfas, geralmente
diclamideas; calice 4-5-mero, geralmente dialissépalo, as vezes com uma
das sépalas muito desenvolvidas (em Mussaenda e Capirona, por
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exemplo), prefloracdo valvar ou aberta; corola (3-)4-5(-8)-mera,
gamopétala, prefloragdo valvar ou imbricada; estames em nimero igual ao
das pétalas, epipétalos, anteras rimosas; disco nectarifero presente ou nao;
ovario infero (supero em Pagamea), 2(-5)-carpelar, (1-)2(-5)-locular,
placentacdo axial, ereta ou péndula, raramente parietal, geralmente uni a
pauciovulada. Fruto cépsula, esquizocarpo, drupa ou baga (SOUZA,;
LORENZI, 2008).

http://www.botanical.com/botanical/mgmh/c/coffee82-1.jpg
http:/iwww.botanical.com/botanical/mgmh/i/ipecac07-1.jpg

Figura 3. Principais representantes da familia Rubiaceae: (a) Coffea arabica L.e (b) Psychotria
ipecacuanha (Brot.) Stokes.

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

Segundo Cordell e colaboradores (2001), quimicamente foram estudadas 181
espécies pertencentes a 57 géneros. Estas investigacdes fitoquimicas revelaram os
alcaléides inddlicos como sendo os principais marcadores quimicos desta familia
(CARBONEZI et al., 2004). No entanto, a familia produz alcaléides pertencentes a
mais de dez classes diferentes, onde se destacam os alcaldides isoquinolinicos e 0s
quinolinicos (CORDELL et al., 2001). A presenca de iridéides também é de grande
relevancia devido ao fato de também serem marcadores taxondmicos da familia
Rubiaceae (BRUNETON, 1991). Além desses compostos, também foram
evidenciados flavonoides (HAMERSKI et al., 2005; PINTO et al., 2008b), derivados
benzendides (TOMAZ et al., 2008; PINTO et al., 2008b), antraquinonas (AHMAD et
al., 2005; KAMIYA et al., 2005), cumarinas (BENEVIDES et al., 2004; PINTO et al.,
2008b), saponinas triterpénicas (HAMERSKI et al., 2005), ligndides (SILVA et al.,
2006; KAMIYA et al., 2004), terpendides (PINTO, 2008; SU et al., 2003; CARVALHO
et al.,, 2006), cucurbitacinas (OLMEDO et al., 2007; GUERRERO-ANALCO et al.,
2005), amidas (BANDYOPADHYAY et al., 2007) e feofitinas (TOMAZ et al., 2008)
(Figura 4, pag. 42 e 43).
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Figura 4. Exemplos de substancias isoladas de espécies pertecentes a familia Rubiaceae.
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Figura 4 (cont.). Exemplos de substancias isoladas de espécies pertecentes a familia Rubiaceae.
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Devido a diversidade molecular observada, a familia Rubiaceae possibilitou a
obtencdo de compostos de interesse comercial e uma variedade de usos
farmacéuticos, decorrentes de suas atividades farmacoldgicas. Muitas destas
substancias foram e ainda sdo empregadas na terapéutica para diferentes sintomas
e enfermidades. Como exemplos destas substancias potencialmente ativas podem-
se citar: cafeina (Coffea arabica), utilizada em diversos medicamentos; emetina,
isolada de Cephaelis ipecacuanha, com atividade emética e antiamebicida; quinidina
(Cinchona ledgeriana), utilizada por suas propriedades antimalarica e tonica; e
ioimbina, isolada de Pausinystalia yoimba, com efeito afrodisiaco (CORDELL et al.,
2001).

Tendo em vista a variedade de constituintes quimicos apresentados pelas
espécies de Rubiaceae e a importancia destes na pesquisa de potencialidades
terapéuticas, o conhecimento aprofundado desta familia abre perspectivas para a

quimica, farmacologia e quimiotaxonomia.

3.2. Consideragdes sobre o0 género Richardia Linnaeus

O género Richardia Linnaeus pertence a subfamilia Rubioideae da tribo
Spermacoceae. E constituido por 16 espécies (GROENINCKX et al., 2009)
distribuidas desde os Estados Unidos até a América do Sul (Figura 5, pag. 44)
(LEWIS; OLIVER, 1974). No Brasil, esta representado por oito espécies distribuidas
de forma descontinua por todo o territério brasileiro (ANDERSSON, 1992).
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http://www.tropicos.org/SpecimenDistribution.aspx?nameid:

Figura 5. Distribuicdo geografica do género Richardia no mundo, representada nas areas em verde.
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Apresenta os limites taxondmicos bem definidos, quando comparados com o0s
demais géneros da tribo Spermacoceae. Pode ser reconhecido pelas inflorescéncias
providas de bracteas foliAceaes ovais, ovario com trés ou quatro carpelos e fruto
esquizocarpico com tantos mericarpos indeiscentes quanto o nimero de carpelos
(PEREIRA, 2007a).

Compreende ervas anuais ou perenes, eretas ou prostadas. Ramos
cilindricos ou tetragonais, pubescentes; folhas opostas, sésseis ou subsésseis,
frequentemente escabrosas, estipulas persistentes, cerdosas. Apresentam
inflorescéncias sésseis, em cimeiras glomeriformes, paucifloros ou multifloros,
terminais com algumas ou numerosas flores suportadas por duas a quatro bracteas
foliaceas, ovais, dispostas em cruz; flores sésseis, frequentemente tetrameras, raro
trimeras ou hexameras, actinomorfas, homostilicas; calice rotaceo, persistente ou
deciduo, lobos lanceolados, glabros ou pilosos; corola infundibuliforme, glabras ou
pubescentes, prefloracdo valvar; estames na fauce ou no tubo da corola,
frequentemente exsertos; anteras lanceoladas ou elipsoides, dorsifixas, introsas;
ovario 3-4-carpelar, 3-4-locular, um Ovulo por léculo, placentacdo axial;, disco
nectarifero inteiro; estilete cilindrico, exserto, estigma 3-4-lobado. Fruto geralmente
pubescente, esquizocarpo, separando-se em 3-4 mericarpos indeiscentes; sementes
plano-convexas, superficie dorsal lisa, superficie ventral sulcada (PEREIRA, 2007a;
LEWIS; OLIVER, 1974).

Conhecidas popularmente como poaias (SOUZA; LORENZI, 2008), espécies
deste género sao citadas na literatura como ervas daninhas e atuam competindo
pelo espaco e por recursos de crescimento com diversas culturas (HAUSEAR,;
PARHAM, 1969; MONQUERO; CHRISTOFFOLETI, 2003; RONCHI et al.,2003;
PEDRINHO JUNIOR et al., 2004; SAN MARTIN MATHEIS, 2004; MONQUERO et
al., 2005). Reconhecé-las, portanto, € importante no sentido de utiliza-las de forma a
beneficiar o planejamento agricola.

Sob o ponto de vista quimico, apenas trés espécies foram estudadas:
Richardia grandiflora (Cham. & Schltdl.) Steud. (TOMAZ et al., 2008), Richardia
scabra L. (MONGRAND et al., 2005) e Richardia brasiliensis Gomes (PINTO et al.,
2008b; PINTO, 2008). De Richardia grandiflora (Figura 6, pag. 47) foram isolados e
caracterizados dois compostos fendlicos (acido m-metoxi-p-hidroxi-benzdico e acido
o-hidroxi-benzoico), dois esteréides em mistura (B-sitosterol e estigmasterol) e um

derivado de clorofila (feofitina a) (TOMAZ et al., 2008). A avaliagdo da composicéo
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lipidica das folhas de Richardia scabra feita em CG-EM permitiu identificar a
presenca de varios acidos graxos (Figura 6, pag. 47). acido miristico, acido
palmitico, acido palmitoléico, &acido estearico, acido linoléico, acido 9,12,15-
octadecatriendico, entre outros (MONGRAND et al., 2005); além disso, possui como
constituinte majoritario a emetina (AYYANAR; IGNACIMUTHU; 2005). J& os estudos
fitoquimicos realizados com Richardia brasiliensis revelaram-na como bioprodutora
de diferentes classes de metabdlitos: cumarinas, flavondides, triterpenos, esteréides
e acidos fendlicos (PINTO et al., 2008b; PINTO, 2008).

Estudos etnofarmacologicos revelaram que a espécie Richardia grandiflora,
conhecida popularmente como ervango, poaia ou ipeca-mirim, € indicada
popularmente para uso contra hemorréidas e como vermifugo na forma de decocto
(AGRA et al., 2007a; AGRA et al., 2007b). Na india, as folhas de Richardia scabra,
cujo nome popular local é “Pachai-amman paccharisi’, € usada na preparacdo de
uma pasta que € aplicada externamente para tratar doencas de pele (AYYANAR,;
IGNACIMUTHU; 2005).

Fabio Henrique Tenodrio-Souza



Estudo Fitoquimico e Farmacobotanico de Richardia brasiliensis Gomes (RUBIACEAE) 47

B-Sitosterol
(Esteréide)
(TOMAZ et al., 2008)

HO

H,CO0C

© Feofitina a
(Feofitina)
(TOMAZ et al., 2008)

o

2:C0 Estigmasterol

(Esterdide)
(TOMAZ et al., 2008)

OH
HO

HO

Acido m-metoxi -p-hidroxi -benz 6ico

(Derivado benzenoide) " °
(TOMAZ et al., 2008; PINTO et al., 2008) COOH
OH

Acido miritico
(Acido graxo)
(MONGRAND et al., 2005)

Acido o-hidroxi -benz 6ico
(Derivado benzenoide)
(TOMAZ et al., 2008)

\\\
OCHg
HsCO
OCHj, HoOC
Emetina o
(Alcaléide isoquinolinico) Acido linoléico
(AYYANAR; IGNACIMUTHU; 2005) (Acido graxo)

(MONGRAND et al., 2005)

COOH

A

COOH Acido palmitoléico
(Acido graxo) elelel
(MONGRAND et al., 2005)
\\\

Acigo palmitico e -
(Acido graxo) Acido oléico
(MONGRAND et al., 2005) (Acido graxo)
(MONGRAND et al., 2005)

Figura 6. Substancias isoladas de espécies pertecentes ao género Richardia L.: Richardia grandiflora
(Cham. & Schltdl.) Steud. e Richardia scabra L.
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3.3. Consideragdes sobre Richardia brasiliensis Gomes

Richardia brasiliensis Gomes, cujo enguadramento taxonémico encontra-se
no Quadro 1 (pag. 48), é popularmente conhecida por ervanco, poaia branca, ipeca
(AGRA et al., 2007b; PEDRINHO JUNIOR et al., 2004), falsa-ipecuanha (GROTH,
1980), erva-de-botdo e erva pedreira (SOARES et al., 2004), sendo geralmente
encontrada a beira de rodovias, corregos e estradas de ferro, e de presenca
marcante nas regibes agricolas do Centro-Oeste, Sul e Sudeste do Brasil
(PEDRINHO JUNIOR et al., 2004).

Quadro 1. Enquadramento taxonémico de Richardia brasiliensis Gomes segundo Stevens (2009).

Categoria Taxondémica Taxon segundo Stevens (2009)
Reino Plantae
Filo Angiospermae
Classe Magnoliophyta
Ordem Gentianales
Familia Rubiaceae
Subfamilia Rubioideae
Tribo Spermacoceae
Género Richardia
Espécie Richardia brasiliensis Gomes

Esta espécie € comumente encontrada no centro da América do Sul, desde
os Andes até o Oceano Atlantico, tendo sido também introduzida em paises como os
Estados Unidos, México, Jamaica, sudeste e leste da Africa e Havai (LEWIS;
OLIVER, 1974) (Figura 7, pag. 49). Além disso, Bartoli e colaboradores (2007)
destacaram a aparicdo recente deste vegetal ao sul da Espanha e sugere que a
introducdo da mesma esteja relacionada com o comeércio internacional de madeiras
ou com o cultivo ornamental nesta zona geografica que podem propiciar a

disseminacao das sementes para varias regides do globo.
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Figura 7. Distribuicdo geografica da espécie Richardia brasiliensis Gomes no mundo, representada
nas areas em verde.

Pereira (2007) descreve botanicamente os individuos da espécie como sendo
(Figura 8, pag. 50):

Ervas anuais ou perenes, prostadas ou eretas, até 30 cm comp. Ramos
cilindricos a tetradgonos, hirtos. Folhas obovadas ou oblongas; lamina foliar
1,2-7x0,5-2,2 cm, é&pice agudo ou obtuso, base aguda a atenuada,
decurrente, subsésseis, pubescente em ambas as faces. Bainha estipular
1,5-3 cm comp., 3-5 fimbrias, 0,2-0,4 cm comp., hirta. Flores em
glomérulos terminais achatados, 0,5-1,3 cm diam., 2-4 bracteas foliaceas.
Célice 6-mero; sépalas 1-2,5 mm comp., triangulares a ovado-triangulares,
ciliadas. Corola 4-8 mm comp., pubérula externamente, 6-mera, 0,2-0,7 cm
comp., anel de pélos na metade inferior do tubo, branca a rosada na
porcdo apical. Estames 6, exsertos; filetes 0,4-0,8 cm comp., fixos na fauce
da corola. Estilete exserto; 5-8 mm comp.; estigma trifido, ramos
estigmaticos ca. 0,1 mm comp, papilosos. Ovario 3-locular. Fruto
esquizocarpico, 0,2-0,4x0,1-2,5 cm, separando-se na maturacdo em 3
mericarpos achatados, face ventral carenada, face dorsal convexa, hirto.
Semente 0,1-0,3x0,1-0,2 cm, face ventral angulosa (PEREIRA; 2007b).

O vegetal é perene ou anual com ciclo estival, floresce e frutifica desde
meados do verdo até principio do outono, sendo que no inverno estd em repouso
vegetativo, se propaga por sementes. Prefere vegetar sobre solos pobres, soltos,
secos ou pouco umidos, argilosos e arenosos, ocorrendo na beira das estradas, em
terrenos baldios e em canais de irrigacdo (GROTH, 1980).

E utilizada na medicina popular como emética (DEL VITTO et al., 1997;
ADOLPHO et al., 2006; GRANDI et al., 1989), antidiabética (SOARES et al., 2004;
ADOLPHO et al., 2006), vermifuga e contra hemorréida (AGRA et al., 2007b). O
infuso e o0 decocto das raizes de Richardia brasiliensis também sé&o utilizados pela
populacdo por apresentar propriedade expectorante (GRANDI et al., 1989). Além

7

disso, é empregada na cura de eczema, tratamento de queimaduras, contra a
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malaria avicola (EDEOGA et al., 2005) e também no tratamento de bronquite e gripe
(MERETIKA, 2008).

http://lwww.natres.psu.ac.th/

Figura 8. Prancha ilustrativa mostrando Richardia brasiliensis Gomes e seus detalhes anatémicos.

Apesar dos estudos etnomedicinais revelarem interessantes propriedades
farmacoldgicas para Richardia brasiliensis, muitas dessas atividades n&o foram
comprovadas cientificamente. Estudo realizado por Adolpho e colaboradores (2006)
mostrou que as fracbes hexanica, cloroférmica, acetato de etila e n-butandlica
possuiam atividade antimicrobiana frente as bactérias Gram-positivas
(Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis e Salmonella setubal) e Gram-
negativas (Escherichia coli, Klebsiella pneumoneae, Bacillus subtilis e Pseudomonas
aeruginosa). No mesmo estudo, o0s pesquisadores verificaram que Richardia
brasiliensis ndo apresentava propriedade antifUngica para os fungos Candida
albicans, Candida dublinienses, Candida neoformns e Sacchoromyces cereviase, no
entanto, Adekunle (2000) constatou que o0s extratos aquoso e etanodlico desta
espécie (2,0 mg/mL) inibiram o crescimento de Candida albicans e também dos
fungos Aspergillus flavus, Aspergillus fumigatus, Aspergillus niger, Epidermophyton

floccosium, Fusarium solani, Mucor mucedo, Microsporium audonii e Trichophyton
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verrucosum, e que esta atividade foi mais pronunciada para o extrato etandlico que
para o0 extrato aquoso. Pinto e colaboradores (2008a) também verificaram
significante atividade antioxidante para o extrato e as fases deste vegetal, sendo
mais pronunciada para a fase acetato de etila; e os estudos in vitro realizados por
Chungsamarnyart e colaboradores (2007) mostraram que o extrato etandlico bruto
ndo possuia atividade antiviral para FMDV (do inglés, Foot and Mouth Disease
Virus).

Sob o ponto de vista fitoquimico, Richardia brasiliensis apresentou em
estudos anteriores constituintes pertencentes a diferentes classes de metabdlitos
(Figura 9, pag. 52): &cidos fendlicos (acido m-metoxi-p-hidroxi-benzédico e acido p-
hidroxi-benzoico), cumarinas (escopoletina), triterpenos (acido oleandlico, acido
ursélico e 3B-hidroxiurs-11-en-28,13B-olide), esterbdides (B-sitosterol e B-sitosterol
glicosilado) e flavondides (isorametina 3-O-rutinosideo) (PINTO et al., 2008b;
PINTO, 2008; ADOLPHO et al.,, 2008). Porém, triagens fitoquimicas preliminares
demonstraram que, além dessas classes de metabdlitos, Richardia brasiliensis
também continha taninos, alcaldides, saponinas, glicosideos cardiotbnicos
(EDEOGA et al., 2005; ADEKUNLE, 2000) e antraquinonas (ADEKUNLE, 2000).
Interessante foi a triagem fitoquimica feita por Adekule (2000) e Pinto (2008) onde
eles verificaram a auséncia de alcaloides, contrapondo os experimentos de Edeoga

e colaboradores (2005), o que leva acreditar na possibilidade de variagdo sazional.
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Figura 9. Substancias isoladas de Richardia brasiliensis Gomes em estudos anteriores.
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3.4. Consideragbes quimicas, biolégicas, farmacolog icas e biossintéticas
sobre as classes de constituintes quimicos isolados de Richardia brasiliensis

Gomes

3.4.1. Derivados porfirinicos

As porfirinas e seus derivados compreendem um grupo de entidades
guimicas constituidas essencialmente de quatro anéis pirrélicos ligados entre si por
pontes metinicas formando um grande macrociclo (STREIT et al., 2005). Estes anéis
numeram-se de 1 a 4 ou de “A” a “D”, de acordo com o sistema de numeracgao de
Fisher (SHOEFS, 2002). Nos vegetais sdo representados pela clorofila que séo
moléculas formadas por complexos derivados da porfirina, tendo como atomo central
o magnésio (Mg?"). Além disso, contém uma cadeia fitilica, por alusdo ao alcool fitol,
longa e apolar, anexa ao anel porfirinico, que confere uma alta hidrofobicidade a
molécula (SOARES, 2006).

Esqueleto porfirinico

Existem varios tipos de clorofila. A clorofila a é o pigmento utilizado para
realizar a fotoquimica (o primeiro estagio do processo fotossintético), enquanto que
0os demais pigmentos auxiliam na absorcdo de luz e na transferéncia da energia
radiante para os centros de reacdo, sendo assim chamados de pigmentos
acessorios. Os principais pigmentos acessoérios também incluem: a clorofila b,
presente em vegetais superiores, algas verdes e algumas bactérias; a clorofila ¢, em
fedfitas e diatomaceas, e a clorofila d, em algas vermelhas (TAIZ; ZIEGER, 2004).

As diferencas estruturais na seérie de clorofilas decorrem do grau de
insaturacdo dos anéis e na composicdo das cadeias laterais anexadas aos anéis
pirrélicos (SOARES, 2006).

Fabio Henrique Tenodrio-Souza



Estudo Fitoquimico e Farmacobotanico de Richardia brasiliensis Gomes (RUBIACEAE) 54

Na clorofila a, o anel de porfirina contém um grupo metil (-CH3) no carbono C-
7 e a clorofila b um grupo aldeido (-CHO) (VON ELBE, 2000). A clorofila ¢ apresenta
em C-8 um grupo metil ou vinil no lugar do radical etila em clorofilas a e b, além
disso, apresenta dupla ligagdo em C-17 e C-18 e ndo possui cadeia fitilica (STRAIN;
MANNING, 1942). J& a clorofila d difere da a por apresentar um grupo aldeido em C-
3 substituindo o grupo vinila teminal presente na colofila a (LARKUM; KUHL, 2005).

a) Propriedades farmacoldgicas dos derivados porfirinicos

Vérias atividades farmacolégicas ja foram reportadas na literatura para os
derivados porfirinicos. Feofitinas isoladas de Plagiochila ovalifolia tem mostrado
atividade citostatica e também antibacteriana para Escherichia coli e Bacillus subtilis
(MATSUO et al., 1996). Exibem moderada inibicao do fator necrose tumoral a (TNF-
a) induzido por ativacdo do fator nuclear-kB (NF-«B) (HUANG et al.; 2007). Também
ja foi demonstrado atividade antiviral de feofitinas contra o virus causador do herpes
em concentragfes subtOxicas. Essa atividade inibitoria afetou o virus antes da
entrada na célula hospedeira o que fizeram os autores sugerir que as feofitinas ou
tem uma acdo viricida ou inteferem na adsorcdo ou penetragcdo do virus
(SAKDARAT et al., 2009).

Das folhas de Saussurea medusa, foram isolados feoforbideos que
apresentaram propriedades imunossupressoras, pois foram capazes de inibir a
producdo das citocinas IL-2, IFN-y, IL-18 e IL-4 (DUAN et al.,, 2002). Alguns
feoforbideos apresentaram atividade citotoxica contra carcinomas de pulméao, rins,
ovarios, ileocecal, entre outras linhagens celulares malignas, atividades estas que,
curiosamente, ndo foram evidenciadas para a 13-hidroxi-feofitina a (CHENG et al.,
2001). No entanto, porfirinolactonas apresentam algumas atividades farmacologicas
in vitro que podem possibilitar seu uso na terapia do cancer: induz necrose ou
apoptose em linhagem de células leucémicas humanas (NATIONAL, 2004) e
adenocarcinoma de colon humano, por ativacdo de caspases e clivagem de DNA
(KIM et al., 2003), bem como, inibe a atividade da enzima topoisomerase ll-a
humana (MOURA et al., 2009).

Além disso, por serem compostos fotossensitizadores, o0s derivados
porfirinicos tém sido empregados em uma nova terapéutica, a terapia fotodinamica,

na geracao de espécies citotoxicas (tais como o oxigénio singlete) para o tratamento
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de diversas patologias como infec¢gbes cutaneas, infestacdes bacterianas e, até
mesmo, o cancer (SOARES, 2006).

b) Aspectos biossintéticos dos derivados porfirinicos

A formacado das clorofilas envolve duas vias biossintéticas (Figura 10, pag.
56): a via do acido mevalbénico (MVA) ou a via do metileritritol-fosfato (MEP) para a
biossintese da cadeia fitilica e a via C5 ou a via Shemin para sintese do clorofilideo
(CHIKARAISHI et al., 2005).

O principal precursor das porfirinas € 5-aminolevulinato (ALA). Este se origina
a partir da glicina e succinil-CoA em uma Unica etapa, catalisada pelo ALA-sintetase
(via Shemin) ou a partir do glutamato em um processo que envolve trés etapas (via
C5): a ativacdo do glutamato através da ligacdo ao tRNA®"; a reducdo de glutamil-
tRNA®"Y para glutamato-1-semialdeido com a liberacdo de tRNA®"Y; e, por fim, a
transaminacdo do glutamato-1-semialdeido em ALA. Os passos subsequentes na
sintese do tetrapirrol incluem (1) a formacgédo do porfobilinogénio monopirrélico a
partir de duas moléculas de ALA; (2) formacdo de hidroximetilbilano, um tetrapirrol
linear, a partir de quatro moléculas de porfobilinogénio; (3) fechamento do anel; e (4)
reacoes de modificacdo das cadeias laterais que vao converter o uroporfirinogénio IlI
em protoporfirina IX. A partir dai segue-se as etapas de insercdo de magnésio
(catalisada pela Mg-quelase) e outras reacdes que cuminam com a formacdo do
clorofilideo a (WOLFHART, 1997).

O dltimo passo da biossintese de clorofila consiste em uma reacdo de
esterificagdo que exige substratos de duas vias, o clorofilideo a, da via das
porfirinas, e o fitildifosfato, da via dos isoprendides e é catalisada pela clorofila
sintase (WOLFHART, 1997).

A clorofila b é sintetizada a partir da clorofila a por meio de uma oxidacéo do
grupo metila para um grupo aldeido (TANAKA et al., 1998), reacdo catalisada pela
enzima clorofila a oxigenase (XU et al., 2001).

As clorofilas podem ser modificadas para a sua versdao desmetalizada
chamada feofitina, onde o fon metélico Mg®" da clorofila é substituido por dois
atomos de hidrogénio. Este fenbmeno é conhecido como feofitinizacdo e se da por
uma reacdo de hidrélise acida (GONZALEZ et al., 2006; SOARES, 2006).
Posteriormente, a feofitina é hidrolisada na por¢éo éster (remocao da cadeia fitil) por
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acdo da enzima clorofilase, produzindo os feoforbideos e o fitol (GREGORY, 1978;
BARKER, 1977; STREIT et al., 2005).

h
H,0 + NADP" —> NADPH + H* + O, coor

!\

CO.
>’ y
*HgN H
o - .
| Ciclo Calvin-Benson Porfobilinogénio
“00C
o®
\‘/\O ® . /\NH:,'
\_/

OH OH Glicina

GA-3-P 3-PGA
"H3N

I ST

o

Degradagéo de
Acetil-CoA
2C0,
CoO 3 (NADPH + H*)
Piruvato 2 FADH,
CoA—S, coo
l % \g/::::mu-cmx

OH
o
°° )J\
—_—
o OH S——CoA

DOXP Acetil-CoA

2 'OOC
Ciclo do Acido

Tricarboxilico .
/ Ac. glu(amlco Uroporfirinogénio Il

“0oc {eleloy
“ \g/\/
Ac. a—cetoglutarico

OH
“00oC
\></\ Hidrogenagédo na dupla ligagdo
OH 2 (NADPH + H")
MEP

a w

HoOC o

/l\/\ % Clorofilideo a
o®®

IPP Hidrogenagéo na dupla ligagdo
3 (NADPH + H*)

144 / Clorofila b

Via do &c mevalénico
—> Via do metileritritol-fosfato Fitol Hooc. © Clorofila a
—> ViaC5
—> Via Shemin

Figura 10. Representacdo esquematica da biossintese dos derivados porfirinicos segundo
Chikaraishi e colaboradores (2005) e Rudiger (1997).

3.4.2. Cumarinas

As cumarinas pertencem ao grupo de compostos dos fenilpropandides, com
estrutura geral CsC3 (STREET; COCKBURN, 1972). A substituicdo (R) no anel
benzénico pode ser dupla (C-6 e C-7), tripla (C-6, C-7 e C-8) (SIMOES et al., 2007)
ou mais raramente tetra (C-5, C-6, C-7 e C-8) (BOURGAUD et al., 2006). Com
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excecao de alguns casos raros, a maioria das cumarinas encontra-se substituida em
C-7 por uma hidroxila. Esses grupos podem ser metilados ou glicosilados. Além
disso, é também comum a prenilacdo em varias posicdes do esqueleto cumarinico, o
que em alguns casos, como na prenilacdo em C-6 ou C-8, origina as pirano- ou
furanocumarinas lineares e angulares, respectivamente (SIMOES et al., 2007;
BRUNETON, 1991).

Esqueleto cumarinico

Sdo amplamente  distribuidas entre 0s  vegetais, ocorrendo
predominantemente em angiospermas, mas também podem ser encontradas em
fungos e bactérias. As familias mais citadas na literatura pelo conteido em
cumarinas sdo: Apiaceae, Rutaceae, Asteraceae, Fabaceae, Olanaceae, Moraceae
e Thymeleaceae (SIMOES et al., 2007).

a) Propriedades farmacolégicas das cumarinas

Suas propriedades farmacologicas, bioquimicas e aplicacbes terapéuticas
dependem de seus padrdes de substituicdo. Na area de medicamentos destacam-se
os derivados da 4-hidroxi-cumarina, que levou a descoberta da acdo anticoagulante
do dicumarol, primeiro farmaco com essa acédo por via oral e que constituiu 0 modelo
para o desenvolvimento de uma classe de anticoagulantes com o nucleo basico da
4-hidroxi-cumarina, do qual derivam importantes farmacos como a varfarina, entre
outros (SIMOES et al., 2007).

Como as cumarinas aumentam o numero de melandcitos e a produgédo de
melanina, sédo utilizadas como fotodinamizantes em produtos solares para protecao
contra as radiacfOes ultravioleta. Também apresentam atividade diurética e sédo
prescritas para o tratamento de psoriase (BRUNETON, 1991).

Segundo Simdes e colaboradores (2007) a procura por medicamentos de

origem vegetal tem conduzido a um renovado interesse farmacéutico em cumarinas,
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pelo fato de mostrarem atividades farmacologicas relevantes, tais como
imunossupressora, hipolipidémica, hipotensora, relaxante vascular da musculatura

lisa e cardiaca, antiagregante plaquetaria, antiespasmaodica, antioxidante e anti-HIV.

b) Aspectos biossintéticos das cumarinas

As cumarinas sdo derivadas do metabolismo da fenilalanina (via do &cido
chiquimico) (Figura 11, pag. 59), sendo um dos seus primeiros precursores 0 acido
p-hidroxicinamico (acido p-cumarinico), que é hidroxilado na posicdo C-2’ (orto-
hidroxilagdo). O derivado orto-hidroxilado sofre isomerizacdo fotocatalizada da
ligacdo dupla (E—Z). O isbmero Z lactoniza-se espontaneamente, produzindo
umbeliferona. A prenilacdo do anel benzénico nas posi¢cdes 6 ou 8 do derivado 7-
hidroxi-cumarina € o passo inicial na biogénese das furano- e piranocumarinas. A
ciclizacao dos derivados 6- ou 8-isoprenilcumarina ocorre por ataque nucleofilico do
grupo hidroxila em C-7 ao epoxido formado pela oxidacdo da ligacdo dupla do
residuo isopentenila. Dependendo da orientacdo do ataque nucleofilico, o produto
sera o0 hidroxi-isopropil-diidrofuranocumarina  ou serd o0 hidroxi-dimetil-
diidropiranocumarina (SIMOES et al., 2007).

A perda de trés atomos de carbono nas furanocumarinas para formar, por
exemplo, o psoraleno e a angelicina, ocorre por retro-aldolizacdo (BRUNETON,
1991). Posteriormente, reacdes de hidroxilagdo e metilagdo poderédo ocorre nas
diversas posicbes do anel catalisadas por véarias monooxigenases e O-
metiltrasferases, respectivamente, o que explica a enorme variedade estrutural

existente para essa classe de metabdlitos secundarios (BOURGAUD et al., 2006).
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Figura 11. Representacdo esquematica da biossintese de cumarinas segundo Simdes e
colaboradores (2007) e Bourgaud e colaboradores (2006).

3.4.3. Flavondides

Existindo somente um relato de ocorréncia em fungos, quase ausentes em
algas e com alguns representantes identificados em bridfitas, esta classe de
compostos € amplamente distribuida no reino vegetal. Em pteriddéfitas, também
foram encontradas, mas a sua variabilidade estrutural é pequena. Todavia, estdo
presentes em abundancia em angiospermas, apresentando neste grupo uma
enorme variedade estrutural (SIMOES et al., 2007).

Os flavondides ocorrem em uma grande variedade de formas estruturais.
Todos contém 15 atomos de carbono arranjados em trés anéis (Cs-C3-Cg), que séo
denominados A, B e C, como consequéncia da ligacdo de dois grupos fenila a uma

cadeia de trés carbonos, ou seja, sdo derivados difenilpropanicos (PIETTA, 2000).
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Esqueleto basico dos flavonoides

As varias classes de flavonoides diferem no grau de oxidacdo e de
substituicdo do anel C, enquanto que compostos individuais em uma classe diferem
quanto a substituicdo dos anéis A e B. Nos compostos triciclicos, as unidades
carbdnicas sdo denominadas nucleos A, B e C e os carbonos recebem numeracao
com numeros ordinarios para os nucleos A e C, e 0s mesmos hameros, seguidos de
uma linha (*) para o nucleo B. Alguns autores substituem a numeracéo 9 e 10 nos
flavondides por 8a e 4a, respectivamente (PIETTA, 2000).

E comum designar os flavonoides derivados do esqueleto 1,3-, 1,2- e 1,1-
diarilpropanico em trés grandes classes: flavonoides propriamente dito (1),
isoflavonoides (2) e neoflavondides (3), respectivamente (AGRAWAL, 1989).

(1) (2) 3)

Estas substancias sdo usualmente oxigenadas e possuem substituintes
hidroxila, metoxila, metilenodioxila e prenila. Sao isoladas de um grande numero de
plantas vasculares, com aproximadamente 8.000 compostos individuais conhecidos
(PIETTA, 2000). Um grande numero de flavonoides ocorre como O-glicosidios, no
qual um ou mais grupos hidroxilas do flavonéide estdo ligados a uma ou varias
unidades de acucar. Esta forma, chamada conjugada, também €& conhecida como
heterosidio. Nos flavondides C-glicosidios o acucar esta ligado a um atomo de

carbono. Quando o metabdlito ocorre sem conjugacdo com esses carboidratos ou
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entdo quando € submetido a hidrélise &cida, € denominado aglicona ou genina
(SIMOES et al., 2007).

a) Papel biolégico e propriedades farmacoldgicas dos flavondéides

A grande prevaléncia de flavondides no reino vegetal ndo é acidental.
Diversas funcdes nas plantas sdo atribuidas aos compostos pertencentes a esta
classe: protege os vegetais contra a incidéncia de raios ultravioleta e visivel por agir
como antioxidantes; protege contra insetos, fungos, virus e bactérias por inibir
enzimas e precursores de substancias toxicas ou atuar como quelantes de metais
nocivos; atrai animais com finalidade de polinizacdo por atuar como pigmentos
coloridos de flores; estd envolvida na transferéncia de energia, na morfogénese, na
determinacdo do sexo, nos niveis de respiracdo e fotossintese, na acdo de
hormoénios vegetais de crescimento, na expressao de genes e no comportamento
(SMITH; BANK, 1986; HARBORNE, 1989).

Em decorréncia da cadeia alimentar, animais e humanos ingerem flavondides,
e h& muitos dados que apontam para um grande numero de atividades destes
compostos em humanos. Por exemplo, eles podem ser utilizados como protecéo
para a integridade vascular (BERETZ; CAZENAVE, 1988), como agentes
antiosteoporoticos (EVANS, 1994) e por suas propriedades antihepatotdxicas
(SOIKE; PESCHLOW, 1987). Alguns flavondides foram examinados para a
verificacdo da sua atividade em modelos experimentais de tumores in vitro (BRACKE
et al., 1988) e in vivo (DESCHNER et al., 1991). Certos flavondides inibiram a
atividade de enzimas tais como a aldose redutase (IWU et al.,, 1990) e xantina
oxidase (PATHAK et al., 1991). Foram reportados por atuar no trato gastrintestinal
como agentes antitlcera (DI CARLO et al., 1999), antiespasmddico (CAPASSO et
al., 1991), anti-secretorio e antidiarréico (DI CARLO et al., 1993); e também séo
conhecidos pelos seus efeitos antialérgicos, em parte atribuidos a influéncia dos
mesmos sobre a producao de histamina (BERG; DANIEL, 1988).

Os flavonoides também podem prevenir catarata diabética por inibir a aldose
redutase oOptica (CHAUDRY et al., 1983). As acdes de alguns flavonoides podem
estar relacionadas com a sua capacidade de interagir com o oxido nitrico (NO), que

€ um mediador de varios sistemas biolégicos (MONCADA et al., 1991). Outras
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atividades importantes como agentes antioxidantes e anti-radicais livres também sao
relatadas (BURDA; OLESZEK, 2001).

b) Aspectos biossintéticos dos flavonodides

Os flavondides sao biossintetizados via uma combinacdo das rotas do acido
chiquimico e acetato polimalonato (DI CARLO et al., 1999). Na primeira etapa da
biossintese — rota do acido chiguimico (Figura 12, pag. 63) — o fosfoenolpiruvato
(PEP) reage com a D-eritrose-4-fosfato, produzindo um acucar ceto fosforilado com
sete carbonos, o acido 3-desoxi-D-arabino-heptulosénico-7-fosfato (DAHP). Este
composto, pela perda do grupo fosfato, sofre ciclizacdo e converte-se em acido 3-
desidroquinico, que pela perda de uma molécula de agua é entdo convertido a seus
derivados, como por exemplo, o &cido chiquimico. Apos fosforilagdo na posicdo 3 do
acido chiquimico, origina-se o acido chiquimico-3-fosfato, que reage com o (PEP)
formando o &cido 5-enolpiruvil-chiquimico-3-fosfato (EPSF). Este, por sua vez,
origina o &cido corismico por eliminacdo de um grupo fosfato e um préton. O acido
corismico sofre uma reordenacdo periciclica do tipo Claisen levando ao &acido
prefénico, que por descarboxilacdo, origina o &acido fenilpiravico, precursor da
fenilalanina e tirosina. A fenilalanina, pela acdo da enzima fenilalanina amdnia liase
(PAL), perde uma molécula de ambnia, originando o acido cindmico, o precursor da
maioria dos compostos classificados como fenilpropanoides (DEWICK, 1997).

Por intervencdo de uma enzima oxigenase, 0 acido cinamico é hidroxilado
formando o acido p-cumarico (BRUNETON, 1991). Na segunda etapa da biossintese
— rota do acetato polimalonato (Figura 13, pag. 64) — ocorre condensacao de trés
moléculas de acetato com um derivado do acido cinamico (p-cumaroil-CoA).
Provavelmente, cada molécula de acetil-CoA é primeiramente convertida em malonil-
CoA, enquanto que a do acido cindmico é convertida em p-cumaroil-CoA, ambas
intermediarias ativas transformadas por uma coenzima-A. ApoOs condensacao,
forma-se um intermediario de 15 atomos de carbono, que catalisado pela enzima
chalcona sintase, sofre cicliza¢éo originando a chalcona, o intermediario comum de
todos os flavonodides (DEWICK, 1997). A adicdo de substituintes ocorrem

posteriormente a ciclizacdo da chalcona (BRUNETON, 1991).
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Figura 12. Representacdo esquematica da biossintese dos flavondides segundo Dewick (1997)
(primeira etapa — rota do acido chiquimico).
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Figura 13. Representacdo esquematica da biossintese dos flavondides segundo Dewick (1997)
(segunda etapa — rota do acetato polimalonato).
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4. DESCRICAO METODOLOGICA

4.1. Estudo farmacobotanico de  Richardia brasiliensis Gomes

4.1.1. Coleta e identificagdo do material botanico

Richardia brasiliensis Gomes foi coletada em setembro de 2008 nas
dependéncias do Campus | da Universidade Federal da Paraiba em Jodo Pessoa —
Paraiba. Parte do material fresco foi utilizada para a identificacdo boténica e a outra
parte foi fixada em formaldeido, acido acético glacial e alcool etilico 50 % (FAA 50
%), por 48 horas, e conservado em alcool etilico 70 °G.L. (JOHANSEN, 1940) para a
realizacdo dos estudos morfologicos e anatémicos.

A identificagdo boténica foi efetuada com auxilio de chaves analiticas e
descricbes, encontradas em bibliografia especializada (LEWIS; OLIVER, 1974;
GROTH, 1980). Amostras do material coletado foram herborizadas seguindo o
meétodo descrito por Forman e Bridson (1989) e as exsicatas foram depositadas no
Herbario Prof. Lauro Pires Xavier (JPB) do Centro de Ciéncias Exatas e da
Natureza, com duplicatas na colecdo de referéncia do Laboratério de Tecnologia
Farmacéutica “Prof. Delby Fernandes de Medeiros” (LTF), ambos da mesma

universidade, com o nimero de coleta Tendério-Souza 01.

4.1.2. Estudo morfologico das folhas, caule, raizes , inflorescéncia,

infrutescéncia e sementes de Richardia brasiliensis Gomes

Com auxilio de um estereomicroscopio binocular, realizou-se um estudo
morfolégico das partes vegetativas de cinco individuos diferentes para a
morfodiagnose macroscopica. Foram analisadas folhas provenientes do quarto ou
quinto né, caules obtidos a partir de cinco centimetros do apice dos ramos e raizes

principal e laterais de pequeno calibre.
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4.1.3. Estudo anatbmico das folhas, caule e raizes de Richardia brasiliensis
Gomes

SeccOes transversais (Figura 14, pag. 67) foram realizadas na lamina foliar
(regido da nervura principal, mesofilo e bordo) e no peciolo de folhas adultas
provenientes do quarto ou quinto nd, nos caules obtidos a partir de cinco centimetros
do apice dos ramos, e em raizes principal e lateral de pequeno calibre. As seccdes
foram feitas com lamina cortante, a méo livre, tendo como suporte a medula do

peciolo de Cecropia sp. (imbauba), seguindo-se metodologia usual.

Figura 14. llustracdes demonstrando os cortes transversais feitos em caule e/ou raiz (esquerda) e
folhas (direita).

Posteriormente, os cortes foram clarificados com hipoclorito de sédio a 20 %,
neutralizados com solucdo aquosa de &cido acético 0,2 %, lavados em &agua
destilada, corados com safrablue (mistura de safranina e azul de astra) e montados
entre lamina e laminula com glicerina a 50 %.

Também foram realizadas sec¢fes paradérmicas na face adaxial e abaxial da
lamina foliar, a mé&o livre, com auxilio de lamina cortante. Os cortes obtidos foram
clarificados e neutralizados, seguindo o0 processo descrito anteriormente para as
seccOes transversais, corados com safranina e montados entre lamina e laminula
com glicerina a 50 %.

Para analise da morfologia dos tricomas, foram efetuadas raspagens em
ambas as faces da lamina foliar, peciolo e ramos. Os tricomas foram montados entre
lamina e laminula com glicerina a 50 %.

As laminas foram analisadas e fotografadas ao microscopio Optico Olympus
CH-30, com camara fotografica Olympus PM-BP35. A caracterizagcdo do mesofilo,
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das paredes celulares da epiderme, do caule e das raizes baseou-se em Fahn
(1974) e a classificacédo dos estdmatos seguiu Metcalfe e Chalk (1979).

4.2. Estudo fitoquimico de Richardia brasiliensis Gomes

4.2.1. Obtengéo e particionamento do extrato etan6l  ico bruto (EEB)

O material botanico coletado (30,0 kg), contendo todas as partes da planta, foi
desidratado em estufa com ar circulante a temperatura média de 45,0 °C durante 72
horas e reduzido a pé com auxilio de moinho mecanico, obtendo-se 3,8 kg, o que
corresponde a 12,7 % do material coletado. Posteriormente, os constituintes
quimicos do po da planta foram extraidos com etanol (EtOH) a 95 % em recipiente
de aco inoxidavel sob maceracdo por 72 horas, sendo este processo repetido por
quatro vezes, obtendo-se o extrato etandlico (Esquema 1, pag. 69).

A solucdo extrativa resultante foi concentrada em evaporador rotativo sob
presséo reduzida a 50,0 °C, sendo obtido 353,0 g de extrato etandlico bruto (EEB),
com rendimento de 9,3 % em relagdo ao peso seco da planta. Parte deste extrato
(300,0 g) foi dissolvido em uma solugdo de MeOH:H,O (3:7 v/v) e homogeneizado
sob agitacdo mecanica por 60 minutos, obtendo-se uma solucéao hidroalcoodlica que
foi particionada separadamente e consecutivamente com 3000 mL de hexano, 1500
mL de cloroférmio (CHCI3), 1500 mL de acetato de etila (AcOEt) e 1500 mL de n-
butanol (n-BuOH), em ampola de separacédo (Esquema 1, pag. 69).

As solucdes obtidas no processo de particdo foram tratadas com sulfato de
sédio anidro para secagem, submetidos a filtracdo sob pressdo reduzida e
concentradas em evaporador rotativo a temperatura média de 50,0 °C obtendo-se
guatro fases: 56,1 g de fase hexanica, 29,4 g de fase CHClI3, 10,9 g de fase AcOEt e
37,2 g de fase n-BuOH (Esquema 1, pag. 69).
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Esquema 1. Etapas envolvidas no processo de obtencéo e particionamento do extrato etandlico bruto
de Richardia brasiliensis Gomes.

( Material botanico seco e pulverizado (3,8 kg) )

- Maceracgéo com etanol a 95 % (trés vezes);
- Concentracdo em evaporador rotativo.

( Extrato Etandlico Bruto (300,0 g) )

- Dissolucdo em MeOH:H,O (3:7 v/v);
- Agitacdo mecanica por 60 minutos.

( Solucéo Hidroalcodlica )

- Particdo em ampola de separacao com
hexano (seis vezes de 500 mL).

- Secagem com sulfato de sédio anidro;
- Filtrag&o sob presséo reduzida;

. - Concentracdo em evaporador rotativo.
oalcodlica |

( Solucao Hidr

- Particao em ampola de Fase Hexanica (56,1 g) >

separacdo com CHCl,
(trés vezes de 500 mL).

- Secagem com sulfato de s6dio anidro;
- Filtrac&o sob presséo reduzida;

_ . o - Concentracdo em evaporador rotativo.
( Solucao Hidroalcodlica Il ) ¢ P

Fase Cloroférmica (29,4 g) )

- Particdo em ampola de
separacdo com AcOEt
(trés vezes de 500 mL).

- Secagem com sulfato de sédio anidro;
- Filtragc&o sob presséo reduzida;
- Concentracdo em evaporador rotativo.

\ 4
( Solucéo Hidroalcodlica Il )

Fase Acetato de Etila (10,9 g) )

- Particio em ampola de
separacdo com n-BuOH
(trés vezes de 500 mL).

- Secagem com sulfato de sédio anidro;
- Filtrac&o sob presséo reduzida;
- Concentracdo em evaporador rotativo.

A 4
(Solugéo Hidroalcodlica IV * )
* Descartada Fase n-Butandlica (37,2 g)** )

** Reservada para estudos posteriores
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4.2.2. Isolamento e purificag@o dos constituintes @  uimicos

O isolamento, a purificacdo e a analise dos constituintes quimicos de
Richardia brasiliensis Gomes foram realizados utilizando métodos cromatograficos:
cromatografia em coluna (CC) e cromatografia em camada delgada analitica (CCDA)
e preparativa (CCDP).

Para as CC utilizou-se silica gel (ART 7734 da MERCK de particulas com
dimensdes entre 0,063 — 0,200 mm e 70 — 230 mesh) ou Sephadex LH-20
(AMERSHAM BIOSCIENCES), tendo como suporte colunas de vidro cilindricas
cujos comprimentos e diametros variaram de acordo com a quantidade de amostra a
ser cromatografada. As amostras foram acondicionadas sobre o topo da coluna,
procedendo-se entdo a eluicdo com os solventes comerciais hexano, CHCI3, AcOEt
e MeOH destilados no LTF/UFPB, puros ou em misturas binarias.

A CCDA e a CCDP foram empregadas para analise e purificacdo das fracdes
obtidas por CC, respectivamente. Para isto, foram usadas placas de vidro (10,0 x
20,0 cm e 20,0 x 20,0 cm) preparadas com uma suspensao de silica gel PFzs4 (ART
7749 da MERCK) em agua destilada (1:2 m/v) distribuida sobre a placa de vidro com
ajuda de um espalhador mecanico tipo quick fit, seguindo técnica descrita por Matos
(1997). As cromatoplacas obtidas foram secas ao ar livre e ativadas em estufa a
100,0 °C durante duas horas.

A revelagcdo das substancias em CCDA foi executada pela exposi¢do das
cromatoplacas a lampada de radiacdo ultravioleta (UV) sob dois comprimentos de
ondas, 254 e 366 nm, em aparelho MINERALIGHT (modelo UVGL-58), bem como,
pela impregnacéo das placas em cubas de vidro saturadas com vapores de iodo.

Por CCDA, as fracdes semelhantes eram reunidas de acordo com os fatores
de retencdo (Ry). O grau de pureza foi determinado quando observada uma Unica
mancha apds revelacdo da cromatoplaca, além da observacdo dos espectros dos
referidos compostos.

A recuperacdo das amostras separadas por CCDP foi feita por extracdo com
CHCI; e/ou CHCI3:MeOH (9:1 v/v), seguida de filtragdo sob pressao reduzida e

concentracdo em evaporador rotativo.
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a) Processamento cromatografico da fase hexanica

Uma aliquota de 10,0 g da fase hexanica foi submetida a CC utilizando-se
como fase estacionaria silica gel 60 eluindo inicialmente com hexano e finalizando
com uma mistura de AcOEt e MeOH, em gradiente crescente de polaridade. Nesta
CC foram coletadas 226 fragbes de 250,0 a 500,0 mL cada, que foram concentradas
em evaporador rotativo (Quadro 2, pag. 71; Esquema 2, pag. 72).

As fracdes foram analisadas comparativamente atraves de CCDA utilizando
diferentes sistemas de eluicdo e reunidas, quando semelhantes, em 23 grupos de
acordo com os Ry;, apOs andlise a luz UV e impregnacdo com vapores de iodo
(Quadro 2, pag. 71).

Quadro 2. Sistemas de eluicdes utilizados no processamento cromatografico da fase hexanica de
Richardia brasiliensis Gomes, fracdes coletadas para cada sistema de eluicdo e grupos de fracdes
obtidos apds analise em CCDA.

Sistema de eluicao Fracdes coletadas Grupos apés CCDA
Hex (100 %) lall 1-2; 3; 4-7; 8-12
Hex:AcOEt (99:1 v/v) 12a15 13; 14-16
17-18; 19-20; 21-28; 29-34; 35-40;
Hex:AcOEt (95:5 v/v) 16 a 107
41-71; 72-107
Hex:AcOEt (9:1 viv) 108 a 111 108-121; 122-133; 134-145; 146;
Hex:AcOEt (85:15 v/v) 112 a 166 149-155; 156-166
Hex:AcOEt (75:25 viv) 167 a173 167-173
Hex:AcOEt (65:35 v/v) 174 a 180
174-193
Hex:AcOEt (1:1 viv) 181 a 187
Hex:AcOEt (25:75 viv) 188 a 193
Hex:AcOEt (2:8 v/v) 194 a 197
AcOEt (100 %) 198 a 201
194-217
AcOEt:MeOH (99:1 v/v) 202 a 205
AcOEt:MeOH (95:5 v/v) 206 a 217
AcOEt:MeOH (9:1 v/v) 218 a 224
218-226
AcOEt:MeOH (8:2 v/v) 225 a 226

Obs.: Os grupos em negrito resultaram no isolamento de substancias.

A fragdo 29-34 foi recromatografada em coluna preenchida com silica gel 60 e
eluida com hexano, CHCI; e MeOH, puros ou em misturas binarias seguindo

gradiente de concentracdo, obtendo-se 30 subfracées que foram reunidas em 11
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grupos apos monitoramento por CCDA. A subfracdo (29-34).2 formou cristais
brancos apo0s evaporacdo dos solventes, e analise em CCDA revelou uma Unica
mancha sendo entdo codificada como Rb-1 (Esquema 2, pag. 72).

A fracdo 72-107 foi submetida a uma CCDP utilizando Hex:AcOEt (9:1 v/v)
para eluicdo, obtendo-se quatro subfragfes. A subfracdo (72-107).4, apds andlise
por CCDA, recebeu o cédigo Rb-2 (Esquema 2, pag. 72).

Esquema 2 Etapas envolvidas no processamento cromatografico da fase hexanica de Richardia
brasiliensis Gomes.

( Fase Hexanica (10,0 g) )

- CC (silica gel 60);
- Hex.; Hex:AcOEt; AcOEt; AcOEt:MeOH
(em gradiente crescente de polaridade);

- CCDA.
1..28 29-34 35..71 72-107 101 ... 226
- CC (silica gel 60); - CCDP;
- Hex.; Hex:CHCls; - Hex:AcOEt (9:1 viv)
(em gradiente crescente
de polaridade); ‘ ‘ ‘ ‘
30 subfracbes (72-107).1 (72-107).2 (72-107).3 (72-107).4
- CCDA
- CCDA.
11 grupos
| ( Rb-2 (11,4 mg) )
(29-34).2
- CCDA

(Rb-l (217,0 mg))

b) Processamento cromatografico da fase cloroformica

Uma aliquota da fase CHCI3; (10,0 g) foi submetida a CC utilizando-se como
fase estacionéria silica gel 60 eluindo inicialmente com hexano e finalizando com

uma mistura CHCI; e MeOH, em gradiente crescente de polaridade. Nesta CC foram
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coletadas 550 fracdes de 100,0 mL cada, que foram concentradas em evaporador
rotativo (Quadro 3, pag. 73; Esquema 3, pag. 74).

As fracdes foram analisadas comparativamente atraves de CCDA utilizando
diferentes sistemas de eluicao e, posteriormente, reunidas, quando semelhantes, em
25 grupos de acordo com os Ry, apés analise a luz UV e impregnagcdao com vapores
de iodo (Quadro 3, pag. 73).

Quadro 3. Sistemas de elui¢des utilizados no processamento cromatografico da fase cloroférmica de
Richardia brasiliensis Gomes, fracdes coletadas para cada sistema de eluicdo e grupos de fracdes
obtidos apds analise em CCDA.

Sistema de eluicao Fracdes coletadas Grupos apés CCDA
Hex (100 %) lav7
Hex:CHCl; (95:5 v/v) 8all
Hex:CHCl; (92:8 v/v) 12a16 1-23
Hex:CHCl; (9:1 v/v) 17a20
Hex:CHClI; (8:2 v/v) 21a23
24-27; 28-32; 33-56; 57-64; 65-74,
Hex:CHCl; (3:7 viv) 24 a 164 75-86; 87-100; 101-123; 124-134,
135-188;
CHCl, (100 %) 165 4 358 189-195; 196-210; 211-252; 253-
283; 284-322; 323-358
CHCI3:MeOH (98:2 viv) 359 a 415 350-373: 374-400; 401-423
CHCI3:MeOH (96:4 viv) 416 a 423
CHCI3:MeOH (9:1 v/v) 424 a 495
CHCl3:MeOH (85:15 v/v) 496 a 535 424-430; 431-434; 435-446; 447-550
CHCI3:MeOH (8:2 v/v) 536 a 550

Obs.: Os grupos em negrito resultaram no isolamento de substancias.

A fracdo 65-74 foi submetida a uma CCDP utilizando Hex:AcOEt (95:5 v/v)
como eluente, obtendo-se cinco subfracdes. A subfracdo (65-74).3 revelou-se como
uma unica mancha fluorescente apos CCDA e foi codificada como Rb-3 (Esquema
3, pag. 74).

Uma CCDP da fracdo 75-86 usando Hex:AcOEt (93:7 v/v) como sistema de
eluicdo resultou em trés subfracdes. As subfracdes (75-86).1 e (75-86).3
apresentaram significativo grau de pureza quando analisadas por CCDA e
receberam os codigos Rb-4 e Rb-5, respectivamente (Esquema 3, pag. 74).

A fracdo 87-100 foi recromatografada em coluna utilizando as mesmas

condi¢cBes anteriormente descritas para a fase CHCI3, obtendo-se 77 subfracdes de
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10,0 mL cada. Apos andlise das cromatoplacas impregnadas com vapores de iodo,
essas foram reunidas em 13 grupos de acordo com 0s R;. A subfracéo (87-100).4 foi
purificada em CCDP utilizando Hex:AcOEt (85:15 v/v) como eluente e codificada
como Rb-6. Todas as quantidades obtidas das substancias encontram-se expressas
no Esquema 3 (pag. 74)

Esquema 3. Etapas envolvidas no processamento cromatografico da fase cloroférmica de Richardia
brasiliensis Gomes.

( Fase Cloroférmica (10,0 g) )

- CC (silica gel 60);
- Hex.; Hex:CHCI;; CHCI;; CHCIl;:MeOH
(em gradiente crescente de polaridade);

- CCDA.
65-74 75-86 87-100
- CCDP;
- Hex:AcOEt (95:5 v/v); - CC (silica gel 60);
- CCDA. - Hex.; Hex:CHClI;; CHCI;
CHCl3:MeOH
(em gradiente crescente
‘ de polaridade)
- CCDA.
(65-74).1 (65-74).2 (65-74).3  (65-74).4
13 grupos
- CCDA.
(87-100).4
Rb-3 (2,9 m >
( ( 9 - CCDP;
- Hex:AcOEt
- CCDP; (85:15 viv);
- Hex:AcOEt - CCDA.
(93:7 vIv)
( Rb-6 (9,4 mq) )
(75-86).1 (75-86).2 (75-86).3
- CCDA. - CCDA.

( Rb-4 (4,3 mg) ) ( Rb-5 (1,5 mg) )
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c) Processamento cromatografico da fase acetato de etila

A fase AcOEt (5,0 g) foi cromatografada em coluna utilizando
Sephadex LH-20 e CHCI3:MeOH (1:1 v/v), processo este que resultou em 41 fracdes
de 10,0 mL cada. Ao ser analisadas por CCDA essas foram reunidas em oito grupos
de acordo com seus R;. A fracdo 31-34 foi recristalizada com MeOH resultando no

composto Rb-7 (Esquema 4, pag. 75).

Esquema 4. Etapas envolvidas no processamento cromatografico da fase acetato de etila de
Richardia brasiliensis Gomes.

( Fase Acetato de Etila (5,0 g) )

- CC (Sephadex LH-20);
- CHCl3:MeOH (1:1 viv);
- CCDA.

1-12 13-15 16-18 19-26 27-30 31-34 35-39 40-41

- Recristalizacdo com MeOH

( Rb-7 (61,0 mg) )

4.2.3. Caracterizacao estrutural dos constituintes quimicos isolados

A estrutura quimica das substancias isoladas foi caracterizada mediante 0 uso
de métodos espectroscopicos, experimentos de rotacdo Optica e determinacdo dos

pontos de fuséo.
a) Espectroscopia de infravermelho (1V)

Os espectros na regido do IV (4000 a 400 cm™), que dado informacées sobre
0s provaveis grupos funcionais presentes na molécula (SILVERSTEIN et al., 2007;
PAVIA et al., 2001), foram obtidos em aparelho de BOMEM FT-IR (modelo MB 100)
do LTF/UFPB, utilizando uma pequena quantidade de amostra em pastilha de

brometo de potassio (KBr), com freqiiéncia medida em cm™.
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b) Espectroscopia de Ressonéancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de RMN de 'H e '3C, que informa sobre os diferentes
hidrogénios e carbonos da molécula, respectivamente (SILVERSTEIN et al., 2007;
PAVIA et al., 2001), foram obtidos em espectrometros VARIAN-NMR-SYSTEM 500
MHz e VARIAN-NMR-SYSTEM 200 MHz, ambos do Nucleo de Caracterizagédo e
Andlise (NUCAL) da UFPB. As amostras para analise foram preparadas
dissolvendo-se pequena quantidade das mesmas em solventes deuterados da
marca Cambridge Isotope Laboratories: cloroférmio (CDCI3) e metanol (CD3;OD)
deuterados.

Os deslocamentos quimicos (6) em partes por milhdo (ppm) e as constantes
de acoplamento (J) em Hz foram referenciados para RMN de 'H pelos sinais
caracteristicos dos hidrogénios pertencentes as fracbes ndo deuteradas dos
solventes: CHCI3; (7,24 ppm) e CH3OH (3,30 ppm). Para os espectros de RMN de
3¢, os deslocamentos quimicos foram referenciados pelos sinais dos carbonos dos
solventes deuterados: CDCl3 (77,0 ppm) e CD3OD (49,0 ppm).

As multiplicidades dos deslocamentos quimicos de RMN de 'H foram
indicadas segundo as convencgdes: s (simpleto), sl (simpleto largo), d (dupleto), dd
(duplo dupleto), t (tripleto), tq (tripletos de quintetos), q (quarteto) e m (multipleto).

Os espectros de RMN de *3C foram obtidos pela técnica APT com a seguinte
convecao: os sinais de carbonos nao-hidrogenados (C) e metilénicos (CH;) acima da
linha base e sinais de carbonos metinicos (CH) e metilicos (CH3) abaixo da linha
base.

Os espectros de RMN também foram otimizados para as técnicas
bidimensionais: HMQC, espectro de correlagdo heteronuclear, que permite fazer
uma correlacao entre hidrogénios e seus respectivos carbonos; HMBC que permite
fazer uma correlacdo entre hidrogénios e carbonos a duas (%J) e trés (3J) ligac6es;
COSY, estabelece as correlactes entre hidrogénios que sao responsaveis, entre si,
pelo desdobramento do sinal, e assim discernir a multiplicidade dos sinais
observados no espectro de RMN 'H; e NOESY, técnica homonuclear que mostra

correlacdes espaciais dos hidrogénios da molécula (KAISER, 2000).
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Os dados espectrais foram comparados com modelos da literatura, quando
possivel, permitindo fazer a maioria das atribuicées, e os demais foram feitos com

base na analise dos espectros bidimensionais.

c) Espectrometria de Massas

O espectro de massas IES-EM da substancia Rb-2 foi obtido em modo de
ions positivos pela técnica de lonizacdo por Eletrospray (+) utilizando um
espectrometro de massas triplo quadrupolo (Quattro LC, Waters).

O espectro de massas de alta resolucdo (HR-TOF-MS) da subtancia Rb-6
também foi obtido em modo de ions positivos pela técnica de lonizacdo por
Eletrospray (+) em equipamento com Hibrido Quadrupolo - Tempo de Voo (Q-TOF-
Micromass) da Central Analitica do Instituto de Quimica da Universidade Estadual
de Campinas. A amostra foi dissolvida e diluida em uma solugdo de MeOH:H,0 (1:1
v/v) com é&cido férmico 0,01 % até a concentracdo de 1,0 pg mL™. O fluxo de injecéo

foi de 1,0 mL min™.

d) Rotacdo Optica e ponto de fuséo

Os experimentos de rotacdo Optica foram feitos em um polarimetro digital
JASCO DIP-370 do Laboratorio Unificado de Desenvolvimento e Ensaios de
Medicamentos (LUDEM) do Departamento de Ciéncias Farmacéutica da UFPB, com
a amostra diluida em 20,0 mL de EtOH absoluto. O desvio da luz plano-polarizada
foi determinado por comparagcdo com um controle negativo que consistia no mesmo
solvente utilizado para diluicdo da amostra.

O ponto de fuséo de cada substancia foi determinado em aparelho digital para
ponto de fusdo (MQAPF — 302) da Microquimica Equipamentos LTDA, com

temperatura variando de 0 — 350 °C.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Farmacobotanica de Richardia brasiliensis Gomes

5.1.1. Nome aceito e sindbnimos de acordo com Lewis e Oliver (1974)

Segundo Lewis e Oliver (1974), sete sinonimias sdo atribuidas a Richardia

brasiliensis Gomes:

Richardia brasiliensis Gomes, Mem. Ipec. Bras. 31, t. 2. 1801.

Richardsonia brasiliensis (Gomes) Hayne, Arzengew. 8: 21, t. 21. 1855.
Richardsonia emetica Martius, Sp. Mat. Med. Bras. 11, 1824.
Richardsonia adscendens Pavon ex DC. Prodr. 4: 569, 1830.
Richardsonia rosea St.-Hil. PIl. Us. Bras. 7, t. 7. 1824.

Richardia rosea f. albiflora O. Ktze, Rev. Gen. PI. 3: 112, 1808.

Richardia rosea f. lilacina O. Ktze, Rev. Gen. PI. 3: 112, 1808.
Richardsonia brasiliensis var. dubia Beauverd & Felippone, Bull. Soc. Bot.
Genéve, ser. 2, 13: 7, 1921.

vV V. V V V V V

5.1.2. Morfodiagnose macroscépica

Erva, (10-) 20-35 (-50) cm de altura (Figura 15A, pag. 81). Caule e ramos
eretos, algumas vezes rastejantes, cilindricos, ramificagcbes do tipo monopodial,
verdes com estrias longitudinais rubiginosas, tomentosos, tricomas simples, longos
(3,0 mm compr.), hialinos, pilosos por toda extensdo do Orgado, estipulas
interpeciolares (Figura 15D, pag. 81).

Folhas com disposicdo oposta cruzada no caule, simples, subsésseis, lamina
concolor (verde-claro), limbo integro, margem inteira, contorno eliptico a oval, base
simétrica e atenuada, 4pice agudo, nervacdo peninérvea, consisténcia
membranacea na face adaxial e tomentosa na face abaxial, pubescente; peciolo
lateral, reto, curto (0,6 — 1,0 cm compr.), canaletado em seccdo transversal,

superficie tomentosa e coloracao verde a rubiginoso (Figura 15H, pag. 81).
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Inflorescéncia terminal do tipo racimosa em capitulo multifloros, 11 — 36
botdes florais, prefloragédo valvar, pedunculo 5,5 — 9,2 cm compr., inerme, indumento
e tricomas semelhante aos do caule; bracteas-4 foliares e involucrais, opostas
cruzadas na base do receptaculo floral. Flores ciclicas, diperiantadas,
heteroclamideas, hermafroditas, isostémones; calice actinomorfo, gamossépalo,
urceolado, sépalas-6, soldadas na base, lobos verdes, base rubiginosa, linear-
lanceolados (cerca de 1,0-1,5 x 5,0-6,0 mm), externamente pubescente,
internamente glabrescentes, tricomas no bordo, persistenete; corola actinomorfa,
pétalas-6, soldadas na base, infundibuliforme, 1,3-1,7 cm de diametro, tubo 1,4 cm
compr., branca com extremidade lil4s, externa e internamente glabrescentes,
caducas; androceu com seis estames homodinamos, dialisttmone, exsertos que
surgem das das pétalas, filete cilindrico, levemente inclinado, ndo-ramificado, 1,0-2,0
mm de comprimento, anteras ditecas, 1,5-2,0 mm compr., eliptica-ovéide, dorsifixa,
deiscéncia longitudinal e introrsa; gréos de pdlen brancos, simples, arredondados e
espinhosos; gineceu com ovario subgloboso (1,0-1,5 mm de diametro), infero,
tricarpelar, gamocarpelar, trilocular, branco com estruturas papilares na superficie
externa, etilete cilindrico (1,3-1,5 cm compr.), reto, terminal; estigma claviforme e
indiviso, 6vulo globoso, placentagdo axial (Figura 15A, 15C e 15E, pag. 81).

Infrutescéncia sorose (Figura 15B, pag. 81); fruticulos tricoco, epicarpo verde
a rubiginoso, calice frutifero, simples, sincarpicos, trispérmicos, subgloboso (1,5 —
2,5 mm de didametro), capsula septicida caracterizada por pericarpo de consisténcia
seca, trés deiscéncias longitudinais, fendas ao longo dos septos isolando cada
l6culo (Figura 15C, pag. 81); sementes marrom-escuras; subrreniformes,
albuminadas, ategumentadas envolvidas pelo pericarpo seco do fruto (Figura 15G,
pag. 81).

Raiz pivotante e fibrosa, hébitat subterrdneo nos individuos eretos e
adventicia nos caules com natureza rastejante., axial, ndo tuberosa, esbranquicada,
3,5 — 4,0 mm de diametro e 30,0 — 50,0 cm compr. na raiz principal, 0,5 - 1,0 mm

de diametro e 5,0 — 10,0 cm compr. nas raizes laterais (Figura 15F, pag. 81).
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1mm

Figura 15. Richardia brasiliensis Gomes (Tendrio-Souza 01). (A) Visdo geral da espécie em seu
habitat mostrando a inflorescéncia; (B) Infrutescéncia sorose; (C) Fruticulo inteiro e em seccao
transversal; ovario tricarpelar-trilocular, evidenciando os 6vulos; (D) Caule com tricomas; (E) Flor
evidenciando calice, corola, estames e gineceu; (F) Raizes principal e lateral; (G) Semente inteira e
em seccdo trasnversal e longitudinal; (H) Folhas em vista abaxial e adaxial, respectivamente.
Legenda: bracteas (bra); fruticulo (frt); ovario (ov); peciolo (pec); pétalas (pet); sépalas (sep);
tricomas (tri).

5.1.3. Morfodiagnose microscopica

A epiderme da lamina foliar, em vista frontal (Figura 16, pag. 83), € constituida
por células epidérmicas que variam de alongadas a globosas, possuindo paredes
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anticlinais delgadas com contorno poligonal reto na face adaxial e ondulado na face
abaxial, semelhantemente ao de Palicourea longepedunculata (PEREIRA et al.,
2003).

Os estdmatos sdo do tipo paracitico com distribuicdo anfiestoméatica. A
presenca de folhas anfiestomética em espécies invasoras € muito comum, como
observado por Procopio e colaboradores (2003). Essa caracteristica pode
representar um aumento na taxa fotossintética, ja que as trocas gasosas podem ser
realizadas pelas duas faces da folha, desta forma, quanto maior a area estomatica
atil, maior a possibilidade de adaptagdo da espécie ao ambiente (MOOT et al.,
1982). Estdmatos paraciticos também foram descritos por Alves e colaboradores
(2004) em seu estudo com Rudgea viburnoides (Rubiaceae), confirmando ser este o0
tipo mais comum de estdbmatos observado para espécies da familia Rubiaceae ja
registrado por Metcalfe e Chalke (1950).

Apresenta tricomas tectores simples com paredes finamente espessadas e
superficie externa lisa. Este tipo de tricoma também foi observado por Salatino e
colaboradores (1986) para Tocoyena formosa e por Nascimento e colaboradores
(1996) para Bathysa stipulata e sdo similares aos “hairs sclereids” de Metcalfe e
Chalk (1950. A funcdo dos tricomas tectores depende do 6rgdo onde estes se
encontram, de sua morfologia, de sua densidade e até mesmo de sua orientacao,
isto €, do angulo de inclinacdo. Eles podem servir como uma barreira mecanica
contra temperaturas extremas, alta intensidade luminosa, perda excessiva de agua,
entre outros fatores (WERKER, 2000). Assim, a presenca de tricomas em Richardia
brasiliensis Gomes é uma caracteristica que evidencia a adaptabilidade desta
espécie a ambientes hostis pois reduzem a perda de agua na transpiracdo e
mantém a assimilacdo de gas carbdnico por manter a atmosfera saturada em vapor
de &gua em torno da folha (FAHN; CUTTER, 1992).

Em seccdo transversal (Figura 17, pag. 84), a epiderme é unisseriada,
formada por células tabulares com formato e tamanho irregulares, no entanto, a
maioria apresenta contorno retangular alongado no sentido periclinal com paredes
periclinais e anticlinais convexas e delgadas. A cuticula que recobre as células
epidérmicas assume um aspecto liso que acompanha o contorno das células, sendo
levemente mais espessa na face adaxial. As células estomaticas encontram-se no
mesmo nivel das células epidérmicas e apresentam camara subestomatica

conspicua.
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Figura 16. Epiderme em vista frontal de Richardia brasiliensis Gomes (Tenério-Souza 01). (A) Face
adaxial com tricoma tector simples; (B) Detalhe da face adaxial, células epidérmicas com parede
anticlinal reta e estbmatos anisocitico e anomocitico; (C) Face abaxial com tricoma tector simples; (D)
Detalhe da face abaxial, células epidérmicas com parede anticlinal ondulada e estématos anisocitico
e anomocitico. Legendas: estdmato (est); tricoma tector simples (tts).

O mesofilo, em seccao transversal (Figura 17A, pag. 84), é bifacial
(heterogéneo e assimétrico). O parénquima palicadico (Figura 17B, pag. 84) é
pluriestratificado apresentando 2-3 estratos de células com tamanhos variaveis,
densamente compactadas, formadas por paredes anticlinais irregulares ligeiramente
espessadas. O parénquima esponjoso (Figura 17C, pag. 84) também é
pluriestratificado com 4-5 estratos de células ovais ou alongadas, de tamanhos
variaveis com espacos intercelulares irregulares e idioblastos com drusas. Por se
tratar de um carater muito variavel, capaz de responder as condicbes ambientais
(DICKISON, 2000; FAHN, 1974), ndo devem ser considerado para diagndstico entre
espécies.

O bordo foliar (Figura 17D, pag. 84), em seccdo transversal, apresenta-
seagudo, ligeiramente reflexo, revestido por epiderme unisseriada, cujas células
encontram-se mais arredondadas quando comparadas com as do mesofilo. A
cuticula é mais espessa e o parénquima palicadico é formado por células menores,
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arredondadas no limite do bordo, onde se observa um feixe vascular de pequeno
porte e, associado a este, um elemento de vaso cuja parede secunddria possui

espessamente helicoidal.

i

Figura 17. Lamina foliar em secc¢éo transversal de Richardia brasiliensis Gomes (Tendrio-Souza 01).
(A) Mesofilo heterogéneo bifacial; (B) Detalhe do parénquima palicadico e da epiderme da face
adaxial; (C) Detalhe do parénquima lacunoso e da epiderme da face abaxial evidenciando estdmato,
camara subestomatica e feixe vascular; (D) Bordo foliar. Legendas: camara subestomatica (cs);
epiderme da face abaxial (eab); epiderme da face adaxial (ead); estbmato (est); elemento de vaso
(ev); feixe vascular (fv); parénquima esponjoso (pe); parénquima palicadico (pp).

A nervura principal (Figura 18A, pag. 85), em seccdo transversal, apresenta-
se cbncavo-convexa, sendo mais amplo e proeminente na face abaxial. A epiderme
€ unisseriada constituida por células globosas de tamanho variavel (Figura 18B e C,
pag. 85). As paredes periclinais externas sédo revestidas por uma camada de cuticula
lisa e delgada que acompanha o contorno das células. Os tricomas,
semelhantemente a lamina foliar, sdo tectores simples. Adjacente a epiderme,
evidencia-se o parénquima fundamental, mais desenvolvido na face abaxial (4-8

estratos celulares) do que na face adaxial (2-4 estratos celulares). Este tecido é
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composto por células globosas de tamanhos variaveis, menores nos estratos mais
internos e na face adaxial, e idioblastos contendo area cristalina.

O sistema vascular (Figura 18D, pag. 85) é formado por um Unico feixe em
forma de arco do tipo colateral aberto. O floema esta organizado em corddes bem
evidentes separados entre si por uma fileira de células parenquimaticas. O xilema &
formado por elementos de vaso, dispostos em fileiras radiais, separadas por uma ou

duas fileiras de células parenquimaticas.
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Figura 18. Nervura principal da lamina foliar em secc¢éo transversal de Richardia brasiliensis Gomes
(Tendrio-Souza 01). (A) Visao geral da nervura principal, regido mediana; (B) Detalhe da face abaxial
evidenciando a epiderme e o parénquima fundamental adjacente; (C) Detalhe da face adaxial
evidenciando a epiderme e o parénquima fundamental adjacente; (D) Detalhe do feixe vascular
colateral aberto. Legedas: cambio (cb); epiderme da face abaxial (eab); epiderme da face adaxial
(ead); floema (fl); feixe vascular (fv); parénquima fundamental (pf); parénquima do sistema de
conducéo (psc); tricoma tector simples (tts); xilema (xi).

O peciolo, em seccao transversal (Figura 19A, pag. 86), exibe contorno
cbncavo-convexo com extremidades voltadas para a face adaxial, arredondadas nas
regides distal e mediana do peciolo, acuminadas na regido proximal. A epiderme
(Figura 19B, pag. 87) é unisseriada, constituida por células globosas com paredes
periclinais externas revestidas por cuticula lisa e delgada. Adjacente a epiderme,
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evidencia-se o parénquima fundamental formado por 7-8 estratos de células
globosas de tamanhos variaveis, sendo maiores nos estratos mais internos e
observa-se, ainda, a presenca de idioblastos com areia cristalina similares aos da
nervura principal. Além disso, apresenta tricomas tectores simples e colénquima e
esclerénquima.

O sistema vascular (Figura 19C e D, pag. 86) é constituido por cinco feixes
vasculares do tipo colateral aberto, sendo um feixe central em forma de arco e
guatro menores, circulares, voltados para a face adaxial semelhante ao tipo descrito
por Metcalfe e Chalke (1950) para Rubiaceae. O floema esté organizado em corddes
evidentes separados por 1-2 células parenquiméaticas, o cambio vascular é formado
por 1-2 estratos celulares e o xilema constituido por varias séries de 4-5 elementos
de vaso, aproximadamente isodiamétricos, dispostos em fileiras radiais separados

por 1-2 raios parenquimaticos.

Figura 19. Peciolo, em seccao transversal, de Richardia brasiliensis Gomes (Tenério-Souza 01). (A)
Visdo geral, na regido proximal, mostrando os cinco feixes vasculares; (B) Detalhe da epiderme da
face abaxial e do parénquima fundamental; (C) Detalhe do feixe vascular central, em arco; (D)
Detalhe de um feixe vascular circular. Legendas: cambio (cb); epiderme da face abaxial (eab); floema
(f1); feixe vascular (fv); parénquima fundamental (pf); xilema (xi).
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O caule, em estrutura secundaria (Figura 20A e B, pag. 88), apresenta
contorno cilindrico e é constituido pelas regides epidérmica, cortical, vascular e
medular.

A epiderme, em seccdo transversal (Figura 20C, pag. 88), é unisseriada
formada por células de tamanho regular com paredes periclinais e anticlinais
convexas, revestidas por cuticula lisa e espessa, apresenta tricomas simples
tectores e grande quantidade de estdbmatos com camara subestomatica conspicua.

A regido cortical (Figura 20B e C, pag. 88) é constituida por 6-8 estratos de
células parenquimaticas com forma e tamanho variaveis, ndo apresentando nenhum
tecido de sustentacdo (colénquima e esclerénquima). Contem estruturas secretoras
esparsas pelo parénquima cortical delimitado internamente pelo endoderma formado
por uma camada continua de células poligonais retangulares.

O sistema vascular (Figura 20D e E, pag. 88) apresenta organizacao
sifonostélica continua ectofldica. O floema apresenta-se como corddes floematicos
separados por 2-3 células parenquimaticas. O cambio é constituido por dois estratos
celulares. O xilema forma um cilindro oco com 6-7 elementos de vaso dispostos em
fileiras radiais intercaladas com fibras lignificadas.

A medula (Figura 20F, pag. 88) é bastante desenvolvida e € constituida por
células parenquimaticas com contorno circular e tamanho variavel sendo, em geral,

relativamente grandes; e alguns idioblastos na forma de areia cristalina e drusas.
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Figura 20 Caule, em secgao transversal de Rlchardla brasiliensis Gomes (Tendrio-Souza 01). (A-B)
Visdo geral de caule em estrutura secundaria; (C) Detalhe do sistema de revestimento e cortical
evidenciando estémato, estrutura secretora e parénquima cortical; (D-E) Detalhe do sistema vascular
e do endoderma; (D) Detalhe da regido medular mostrando idioblastos com drusas e areia cristalina.
Legendas: cambio (cb); camara subestomatica (cs); endoderme (end); epiderme (ep); estrutura
secretora (es); estdbmato (est); floema (fl); idioblastos (id); medula (me); parénquima cortical (pc);
parénquima medular (pm); sistema cortical (sc); sistema de revestimento (sr); sistema vascular (sv);
tricoma tector simples (tts); xilema (xi).
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As raizes principal e laterais (Figura 21A e C, pag. 90), em estrutura
secundaria, possuem contorno circular, constituida pelos sistemas de revestimento,
cortical e vascular.

Em seccéo transversal, apresenta uma periderme (Figura 21B e D, pag. 90),
formada por 6-8 estratos de suber com células achatadas e sobrepostas e paredes
anticlinais coincidentes; um estrato de feldégeno e 2 estratos de feloderma.

Na regiao cortical (Figura 21D e E, pag. 90), adjacente a periderme, encontra-
se o0 tecido parenquimatico formado por 4-5 estratos de células irregulares e
idioblastos do tipo réafides.

O sistema vascular é do tipo anficrival, com organizacdo protostélica nas
raizes laterais (Figura 21A e B, pag. 90) e protostélica radiada na raiz principal
(Figura 21D e F, pag. 90). O floema esta organizado em corddes que formam um
cilindro, separados radialmente por uma fileira de células parenquimaticas. Nas
raizes laterais, o xilema apresenta estrutura monarca, formando um cilindro macico,
com elementos de vaso dispostos em fileiras radiais, intercalados com fibras
lignificadas. Na raiz principal, o xilema apresenta estrutura bastante irregular, com
elementos de vaso dispostos em fileiras radiais separadas por raios

parenquimaticos.
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Figura 21. Seccdo transversal de raizes, em crescimento secundario, de Richardia brasiliensis
Gomes (Tendrio-Souza 01). (A) Visédo geral de raiz lateral; (B) Detalhe do sistema de revestimento,
cortical e vascular de raiz lateral, mostrando suber, felogénio e feloderma; (C-D) Visédo geral de raiz
principal; (E) Detalhe do sistema de revestimento, cortical e vascular, evidenciando suber,
parénquima cortical com idioblastos e corddes floematicos. Legendas : feloderma (fd); felogénio (fg);
floema (fl); idioblastos (id); parénquima cortical (pc); sistema cortical (sc); sistema de revestimento
(sr); suber (su); sistema vascular (sv); xilema (xi).
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5.2. Fitoquimica de Richardia brasiliensis Gomes

O estudo fitoquimico do extrato etandlico bruto de Richardia brasiliensis
Gomes resultou no isolamento de sete substancias. Da fase hexanica obteve-se
uma mistura de esterdides (B-sitosterol e estigmasterol) e 15-hidroxi-(15*-S)-
porfirinolactona a. Da fase CHCI; foi obtida quatro cumarinas: cedrelopsina,
norbraylina, braylina e cumarineletefina, sendo esta ultima relatada pela primeira vez

na literatura, e da fase ACOEt obteve-se o flavonoide canferol (Figura 22, pag. 91).
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Figura 22. Substancias isoladas de Richardia brasiliensis Gomes no presente trabalho.
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5.2.1. Determinagéo estrutural de Rb-1

A substancia codificada como Rb-1 foi obtida na forma de cristais brancos
com massa de 217,0 mg (correspondendo a 2,170 % em relacdo a massa da fase
hexéanica), ndo apresentando fluorescéncia a luz ultravioleta.

O espectro de IV (Figura 23, p4g. 92) deste composto mostrou absor¢cdo em
3433 cm™ referente a estiramento O-H em ligacdo intermolecular sugerindo a
presenca de hidroxila ndo impedida estericamente. A auséncia de bandas para
carbonila fez sugerir que a molécula tratava-se de um alcool; isto foi corroborado
pela absorcdo em 1377 cm™ referente & deformacdo no plano de O-H. Esta
absorcdo acoplada & vibracao fora do plano de C-H sp® em 1462 cm™, bem como, o
estiramento de C-O em 1056 cm™ permitiram afirmar que o &lcool era ou primério
saturado, ou secundério a-insaturado, ou secundario em anel aliciclico de cinco ou
seis membros. No mesmo espectro, foram observadas vibragbes em 1654 e 1635
cm™ de estiramento de C=C; além disto, absorcdes fortes em 2935 e 2866 cm™
correspondente a estiramento de C-H sp® permitiram sugerir a presenca de varias
unidades de CH; e CHz para Rb-1 (SILVERSTEIN et al., 2007; PAVIA et al., 2001).
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Figura 23. Espectro de Infravermelho (KBr, cm'l) de Rb-1.

O espectro de RMN *H (200 MHz, CDCls) e as expansdes (Figura 24, 25 e 26,

pag. 93 e 94) apresentaram um conjunto de deslocamentos quimicos simples e de
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alta multiplicidade, caracteristicos de hidrogénios metinicos, metilénicos e metilicos,
em d4 0,6 - 2,5 que sdo compativeis com substancias que possuem esqueleto
terpénico (KOJIMA et al., 1990). Um multipleto em &y 3,49 (Figura 24 e 25, pag. 93 e
94) caracteristico de hidrogénio oximetinico reforcou a proposta do espectro de IV
para a presenca de funcao alcool em Rb-1. Dupleto largo em 6y 5,32 (J = 5,0 Hz) e
dois duplos-dupletos, acoplando trans entre si, em 64 4,98 (J = 8,2 e 15,2 Hz) e 5,13
(J = 8,2 e 15,2 Hz) permitiram sugerir duas unidades olefinicas para Rb-1, tri e
dissubstituida, respectivamente (SILVERSTEIN et al., 2007; PAVIA et al., 2001).
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Figura 24. Espectro de RMN H (CDCl3, 200 MHz) de Rb-1.
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No espectro de RMN *3C - APT (50 MHz, CDCls) e nas expansées (Figura 27,
28 e 29, pag. 95 e 96), sinais intensos e outros duplicados permitiram afirmar que
Rb-1 tratava-se de uma mistura de duas substancias, ambas apresentando o
mesmo esqueleto carbdnico: nucleo esteroidal do tipo estigmasteno (Cyg) (KOJIMA
et al., 1990).

Nucleo esteroidal do tipo estigmasteno
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Figura 27. Espectro de RMN *°C - APT (CDCl;, 50 MHz) de Rb-1.
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Sinal em &c 71,7 (Figura 27, pag. 95) referente a dois carbonos (2C)
oximetinico em C-3; sinais para carbonos sp? metinico em &c 121,7 (2C) e ndo
hidrogenado em &¢ 140,7 (2C) compativeis com dupla ligagédo localizada em C-5 e
C-6; outros em &¢ 138,3 (1C) e 129,2 (1C) para carbonos sp? metinico condizente
com dupla ligagdo em C-22 e C-23; bem como, os demais dados espectrais (Tabela
1, pag. 98) permitiram identificar Rb-1 como sendo uma mistura de [(-sitosterol e
estigmasterol (Figura 30, pag. 97). Esta afirmacdo esta fundamentada em
comparacdes dos dados espectrais de Rb-1 observados em RMN de *H e **C com
os dados apresentados por Tomaz (2008) para as mesmas substancias (Tabela 1,
pag. 98).

Figura 30. Estruturas quimicas de Rb-1: B-sitosterol (a esquerda) e estigmasterol (a direita).

B-Sitosterol e estigmasterol sdo relatados em todo o Reino Vegetal. No
género Richardia, estas substancias foram isoladas apenas em Richardia grandiflora
(Cham. & Schitdl.) Steud. (TOMAZ et al., 2008). O B-sitosterol € conhecido por
apresentar atividades antitlcera (LING; JONES, 1995), gastroprotetora
(NAVARRETE et al.,, 2002), anticancerigena (AWAD et al., 2005), antiofidica
(GALOTTA; BOAVENTURA, 2005) e hipoglicemiante (LINDO, 1999 citado por
MCANUFF et al.,, 2005). Ja o estigmasterol, de acordo com a literatura, revelou
atividades anti-inflamatéria (PEREIRA et al., 2006a), anticancerigena (AWAD et al.,
2005), bem como, antihepatotoxica, hipocolesterolémica e  sedativa
(AGRICULTURAL RESEARCH SERVICES, 2009). Atividade hipoglicemiante
confirmada para o B-Sitosterol pode justificar, em parte, o uso popular de Richardia

brasiliensis Gomes no tratamento de diabetes.
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Tabela 1. Deslocamentos quimicos e tipos de sinais para os atomos de carbono e hidrogénio de Rb-
1, verificados nos espectros de RMN 'H e *C (200 e 50 MHz, respectivamente) em CDCl;, bem
como, os deslocamentos quimicos dos carbonos (8c*) citados por Tomaz (2008) para as mesmas
substancias.

C
B-sitosterol Estigmasterol

dc oc* OH oc oc* OH
1 37,2 37,2 - 37,2 37,2 -
2 31,6 31,4 - 31,6 31,4 -
3 71,7 71,7 3,49 (m, 1H) 71,7 71,7 3,49 (m, 1H)
4 42,2 42,1 - 42,2 42,1 -
5 140,7 140,7 - 140,7 140,7 -
6 121,7 121,6 5,32 (d, J=5,0 Hz, 1H) 1217 121,6 5,32 (d, J=5,0 Hz, 1H)
7 31,9 31,9 - 31,9 31,9 -
8 31,9 31,8 - 31,9 31,8 -
9 50,1 50,1 - 50,1 50,1 -
10 36,5 36,4 - 36,5 36,4 -
11 21,1 21,0 - 211 21,0 -
12 39,7 39,7 - 39,6 39,6 -
13 42,2 42,2 - 42,2 42,2 -
14 56,7 56,7 - 56,8 56,8 -
15 24,2 243 - 24,3 243 -
16 28,2 28,2 - 28,9 28,9 -
17 56,0 56,0 - 55,9 55,9 -
18 11,8 11,8 0,65 (s, 3H) 11,9 11,9 0,67 (s, 3H)
19 19,4 19,3 0,98 (s, 3H) 19,4 19,3 0,98 (s, 3H)
20 36,1 36,1 - 40,5 40,5 -
21 18,8 18,7 - 21,2 21,2 -
22 33,9 34,0 - 138,3 138,3 -
23 26,0 26,0 - 129,2 129,2 -
24 45,8 45,7 - 51,2 51,2 -
25 29,1 29,0 - 32,4 29,0 -
26 19,8 19,8 0,89 (d, J = 6,4 Hz, 3H) 20,1 20,1 0,89 (d, J =6,4 Hz, 3H)
27 19,0 19,0 0,79 (d, J = 5,6 Hz, 3H) 18,9 18,9 0,79 (d, J = 5,6 Hz, 3H)
28 23,0 23,0 - 25,3 254 -
29 12,0 12,0 - 12,2 12,2 -

Legenda: (s) simpleto; (d) dupleto; (m) multipleto.

5.2.2. Determinacao estrutural de Rb-2

A substancia Rb-2 foi obtida como um sélido amorfo escuro com massa de
11,4 mg (correspondendo a 0,114 % em relacdo a massa da fase hexanica)
apresentando ponto de fusédo de 171,0 — 172,8 C e fluorescéncia a luz ultravioleta

que indica a presenca de grupo cromoforo na estrutura quimica da molécula.
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O espectro de IV (Figura 31, pag. 99) deste composto mostrou uma banda de
absorcdo em 3414 cm™ tipico de deformacdo axial de N-H ou O-H, sugerindo a
presenca de aminas e/ou hidroxilas. Absorcdes em 1734 e 1097 cm™, referente a
estiramento de C=0 e C-O, respectivamente, sugerem a presenca de carbonila de
éster. Também foi observada uma banda de absorcdo em 2854 e 2926 cm™,
caracteristico de estiramento C-H de CH, e CHs, que foi indicativo da presenca de
cadeias alifaticas (SILVERSTEIN et al., 2007; PAVIA et al., 2001).
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Figura 31. Espectro de Infravermelho (KBr, cm™) de Rb-2.

O espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) de Rb-2 e as expansdes (Figura 32,
33, 34, 35 e 36, pag. 101, 102 e 103) apresentaram sinais caracteristicos de
compostos que possuem nucleo porfirinico: trés simpletos em 8y 9,74, 9,52 e 8,69
correspondentes aos hidrogénios olefinicos H-10, H-5 e H-20, respectivamente; um
duplo-dupleto em 64 7,99 (J = 11,5 e 18,0 Hz) acoplando trans com um duplo-
dupleto em 64 6,32 (J = 1,5 e 18,0 Hz) e cis com outro duplo-dupleto em &y 6,16 (J =
1,5 e 11,5 Hz), condizentes aos hidrogénios vinilicos do grupo vinila terminal inserido
na posicdo 3 (H-3% H'32(trans) e H-32(cis), respectivamente); e trés simpletos em oy
3,88, 3,42 e 3,25 referentes aos hidrogénios H-12!, H-2' e H-7' de trés metilas
olefinicas, respectivamente (TOMAZ et al., 2008; DUAN et al., 2002; SCHWIKKARD
et al., 1998; HUANG et al., 2007; JERZ et al., 2007).
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Esqueleto porfirinico

O deslocamento quimico em &y 3,25 (s, 3H) (Figura 32 e 34, pag. 101 e 102)
permitiu também classificar o derivado porfirinico como do tipo a, uma vez que este
sinal corresponde aos hidrogénios do grupo metila na posicdo 7'. A auséncia de um
sinal em, aproximadamente, 6y 11,00 referente ao hidrogénio do grupo aldeido em
C-7* dos derivados porfirinicos do tipo b, fortaleceu tal classificacdo (BUCHANAN et
al., 1996; SCHWIKKARD et al., 1998).

Derivado porfirinico a Derivado porfirinico b

Dois simpletos largos em 6y -1,09 e -1,44 (Figura 32, pag. 101), atribuidos aos
dois hidrogénios N-H pirrolicos protegidos pela corrente de anel formada quando o
composto é submetido a um campo magnético, sugeriu a auséncia do fon Mg?*
central na molécula, o que indicou que o composto tratava-se de um derivado da
clorofila. Esses dados favoreceram a hipétese de que a banda de absorcdo em 3414
cm™, observada no espectro de IV (Figura 31, pag. 99), correspondia ao estiramento
de N-H descartando a presenca de O-H, isso em uma analise preliminar, pois esta
informacgéo leva a pensar que RDb-2 tratava-se um derivado de clorofila hidroxilado,
como o 13%-hidroxifeofiina (MATSUO et al., 1996; BUCHANAN et al., 1996;
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KOBAYASHI et al., 1991) ou feofitina-13-acido carboxilico (SCHWIKKARD et al.,
1998).

Um envelope de sinais em &4 0,76 — 1,87 (Figura 32, 35 e 36, pag. 101 e 103)
devido a sobreposicao de sinais de alta multiplicidade, provenientes dos hidrogénios
CH, CH; e CH3 de cadeias alifticas, sugeriu a presenca de um grupo fitil (-CxoH30)
comumente encontrado em moléculas de natureza porfirinica. O dupleto em dy 4,43
(J = 7,5 Hz, 2H), bem como, o tripleto em 64 5,13 (J = 7,0 Hz, 1H) (Figura 34, pag.
102) reforcaram esta proposta uma vez que correspondem aos deslocamentos
quimicos dos hidrogénios H-P1 e H-P2 da cadeia fitilica, respectivamente. Estes
dados foram importantes na classificacdo da substancia como feofitina pois a
auséncia destes caracterizaria a substancia como sendo um feoforbideo
(SCHWIKKARD et al., 1998).
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Figura 32. Espectro de RMN ‘H (CDCl;, 500 MHz) de Rb-2.
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Figura 33. Expansao do espectro de RMN *H (CDCls, 500 MHz) de Rb-2 na regio de 5,8 — 9,9 ppm.
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Figura 35. Expansao do espectro de RMN *H (CDCl;, 500 MHz) de Rb-2 na regio de 1,8 — 2,6 ppm.
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Figura 36. Expanséo do espectro de RMN 'H (CDCl3, 500 MHZz) de Rb-2 na regido de 0,7 — 1,7 ppm.
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O espectro de RMN *3C — APT (125 MHz, CDCl;) e as expansdes (Figura 37,
38, 39, 40 e 41, pag. 105, 106 e 107) apresentaram 55 sinais, entre 0s quais se
destacaram aqueles em &¢ 104,1, 99,7 e 93,9 referentes aos carbonos C-10, C-5 e
C-20 do esqueleto carbbnico do nucleo porfirinico, respectivamente. Além disso,
verificou-se a presenca de sinais para dois carbonos vinilicos em 8¢ 129,0 e 122,7,
tipicos dos carbonos C-3' e C-3% bem como, sinais para trés metilas em 8¢ 12,4,
12,1 e 11,3 atribuidos aos carbonos C-12', C-2' e C-7', respectivamente
(KOBAYASHI et al., 1991; SCHWIKKARD et al., 1998; TOMAZ et al., 2008).

Além dos 35 sinais atribuidos ao sistema porfirinico, foi observado a presenca
de 20 sinais que corroboraram com a proposta dos espectros de RMN 'H para a
presenca de cadeia fitilica em Rb-2, sendo aqueles em 6c 61,5, 117,8 e 142,8
(Figura 38, 39 e 40, pag. 106 e 107) atribuidos aos carbonos C-P1, C-P2 e C-P3,
respectivamente (SCHWIKKARD et al.,, 1998; HUANG et al., 2007; JERZ et al.,
2007; TOMAZ et al., 2008).

Derivados porfirinicos geralmente sdo encontrados na natureza apresentando
o anel E do tipo ciclopentanona (ver pag. 106). Neste anel, a carbonila cetbnica
encontra-se localizada em C-13' e apresenta deslocamento quimico em
aproximadamente §c 190,0 — 192,0. O sinal para carbono C-13° pode variar
conforme o tipo de substituinte que possui, sendo aproximadamente 6c 89,1 quando
se trata de um carbono quaternario hidroxilado ou éc 64,8 quando 0 mesmo € um
carbono metinico ndo hidroxilado (KOBAYASHI et al., 1991; MATSUO et al., 1996).
No entanto, existem pouquissimos relatos na literatura de derivados porfirinicos com
anel E do tipo é-lactona conjugada que, segundo alguns autores, se trata de um
produto de alomerizacdo daqueles compostos que possuem sistema de anel
ciclopentanona (OCAMPO; REPETA, 2004; HUANG et al., 2007). Neste tipo de anel,
a carbonila cetonica foi convertida em carbonila de éster e o sinal da mesma
deslocado para frequéncias menores, aproximadamente 8¢ 161,0. O carbono C-157,
outrora denominado C-13? (antes da alomerizacdo), apresenta-se hidroxilado em

todos os relatos e o sinal aparece em torno de d¢ 102,2.
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Anel E tipo ciclopentanona Anel E é-lactona

A auséncia de sinais em aproximadamente de ¢ 190,0 e 89,1 ou 64,8, bem
como, a presenca de sinais em &¢c 160,9 para carbonila conjugada e ¢ 102,0 para
carbono ndo hidrogenado (Figura 37, 38, 39 e 40, pag. 105, 106 e 107) permitiram
propor uma estrutura do tipo é-lactona conjugada para o anel E de Rb-2. Sendo
assim, o simpleto largo em &y 6,13, observado no espectro de RMN *H (Figura 33,
pag. 102), foi atribuido ao hidrogénio da hidroxila em C-15. Isto explica o fato do
espectro de IV (Figura 31, pag. 99) desta feofitina s0 apresentar absorcdo para

carbonila de éster em 1734 cm™.
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Figura 37. Espectro de RMN **C - APT (CDCl,;, 125 MHz) de Rb-2.
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Figura 40. Expanséo do espectro de RMN Bc . APT (CDCl3, 125 MHz) de Rb-2 na regido de 31,0 —
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Figura 41. Expanséo do espectro de RMN Bc . APT (CDCl3, 125 MHz) de Rb-2 na regido de 10,0 —
30,0 ppm.
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O espectro de correlagéo heteronuclear direta HMQC e as expansodes (Figura
42, 43, 44, 45, 46 e 47, pag. 108, 109, 110 e 111) confirmaram as atribui¢des feitas
aos hidrogénios e aos carbonos olefinicos do sistema porfirinico ao mostrar
correlagdes dos sinais em 6y 9,74 (H-10), 9,52 (H-5) e 8,69 (H-20) com aqueles em
oc 104,1 (C-10), 99,7 (C-5) e 93,9 (C-20), respectivamente; do grupo vinila terminal
pelas correlagdes entre &, 7,99 (H-3) e 5¢c 129,0 (C-3') e entre &y 6,32/6,16 (H-
3%ans/H-3%(cis) € dc 122,7 (C-3%); das metilas alilicas em &y 3,88 (H-12%), 3,42 (H-2%)
e 3,25 (H-7Y) com 8¢ 12,4 (C-12%), 12,1 (C-2%) e 11,3 (C-7Y), respectivamente; bem
como dos demais atomos da molécula (Tabela 2, p4ag. 121). Além disto, permitiram
assinalar os hidrogénios e o carbono da metoxila em C-15° ao mostrar correlagdo do
sinal em 6y 3,74 com o sinal em &¢c 54,1, valores estes muitas vezes apresentados

na literatura trocados com aqueles para os hidrogénios e o carbono da metila 12*.
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Figura 42. Espectro HMQC (CDCl3, 500 e 125 MHz) de Rb-2.
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Figura 43. Expanséo do espectro HMQC (CDCls, 500 e 125 MHz) de Rb-2 na regido de (4,5 — 10,5
ppm) x (90,0 — 125,0 ppm).
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Figura 44. Expansdo do espectro HMQC (CDCl,;, 500 e 125 MHz) de Rb-2 na regido de (3,2 — 5,0
ppm) x (48,0 — 63,0 ppm).
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Figura 45. Expansdo do espectro HMQC (CDCl;, 500 e 125 MHz) de Rb-2 na regido de (0,5 — 4,5
ppm) x (10,0 — 42,0 ppm).
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Figura 46. Expansdo do espectro HMQC (CDCl;, 500 e 125 MHz) de Rb-2 na regido de (0,6 — 2,0
ppm) x (13,0 — 27,0 ppm).
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Figura 47. Expanséo do espectro HMQC (CDCl;, 500 e 125 MHz) de Rb-2 na regido de (0,8 — 2,6
ppm) x (27,0 — 42,0 ppm).

O espectro de correlacdo homonuclear COSY e as expansodes (Figura 48, 49
e 50, pag. 112 e 113) confirmaram o acoplamento observado para os hidrogénios H-
3! e H-3% ao mostrar correlacdes entre & 7,99 (H-3%) e 6,32/6,16 (H-3%ansy/H-3%cis)
caracterizando o grupo vinila terminal. Correlacdo entre o quarteto em &y 3,74 (H-8%)
e o tripleto em &y 1,70 (H-8?) confirmou a presenca de um radical etila inserido na
posicdo 8. Nesse mesmo espectro (Figura 50, pag. 113) também foi possivel ratificar
os deslocamentos quimicos para os hidrogénios H-17* (84 1,87 e 2,56) e H-177 (84
2,17 e 2,43), bem como, dos hidrogénios H-18 (54 4,44) e H-18" (8 1,58), ao
mostrar correlacdo entre estes sinais. Outras correlacdes foram observadas e sao

apresentadas na Tabela 2 (pag. 121).
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Figura 48. Espectro COSY (500 MHz, CDCI3) de Rb-2.
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Figura 49. Expansao do espectro COSY (500 MHz, CDCIl;) de Rb-2 na regido de (0,5 — 6,0 ppm) X

(0,5 - 6,0 ppm).
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Figura 50. Expanséo do espectro COSY (500 MHz, CDCIl;) de Rb-2 na regido de (0,6 — 3,0 ppm) X
(0,6 — 3,0 ppm).

A completa analise da estrutura porfirinica foi realizada por andlise das
correlacbes a duas (%J) e trés ligaces (*J), apresentadas nos espectros de
correlacdo heteronuclear HMBC (Figura 51, 52, 53, 54, 55 e 56, pag. 114, 115 e
116), para os hidrogénios H-5, H-10 e H-20: o sinal de H-5 (64 9,52) mostrou
correlacdo a 3J com C-3 (8¢ 136,1) do anel A; O H-10 (54 9,74) fez correlacdo a 3J
com C-8 (3¢ 145,6) do anel B e a 2J e 3J com os carbonos C-11 (5¢ 138,7) e C-12 (8¢
131,4) do anel C, respectivamente; e semelhantemente, o H-20 (4 8,69) mostrou
correlacdo a 2J e 3J com C-1 (8¢ 141,2) e C-2 (8¢ 131,6), ambos do anel A, que
evidenciaram a conectividade entre os quatro anéis pirrolicos.

Os espectros HMBC também apresentaram dados que confirmaram a
localizacdo do grupo vinila terminal em C-3 ao mostrar correlacdo a J entre os
hidrogénios terminais H-3% (54 6,32 e 6,16) e o carbono C-3 (8¢ 136,1), bem como,
do radical etila em C-8 pela correlacdo entre os hidrogénios H-8" (54 3,74) e H-82 (8y
1,70) com C-8 (8¢ 145,6). Uma correlacdo a 3J dos hidrogénios da metoxila em &y

3,74 com o sinal para a carbonila C-15% em ¢ 170,9 definiu a posicdo do metil-éster.
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Figura 51. Espectro HMBC (500 e 125 MHz, CDCl;) de Rb-2.
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Figura 52. Expansao do espectro HMBC (500 e 125 MHz, CDCIs) de Rb-2 na regido de (1,0 — 10,0

ppm) x (110,0 — 173,0 ppm).
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Figura 53. Expanséo do espectro HMBC (500 e 125 MHz, CDCl;) de Rb-2 na regido de (1,5 — 5,0
ppm) x (130,0 — 156,0 ppm).
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Figura 54. Expanséo do espectro HMBC (500 e 125 MHz, CDCl;) de Rb-2 na regido de (0,1 — 4,5
ppm) x (15,0 — 60,0 ppm).
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Figura 55. Expanséo do espectro HMBC (500 e 125 MHz, CDCl;) de Rb-2 na regido de (1,0 — 4,5
ppm) x (106,0 — 176,0 ppm).
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Figura 56. Expanséo do espectro HMBC (500 e 125 MHz, CDCl;) de Rb-2 na regido de (0,1 — 4,5
ppm) x (10,0 — 60,0 ppm).
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A andlise do espectro de correlacdo homonuclear NOESY e as expansfes
(Figura 57, 58 e 59, pag. 118 e 119) contribuiram para a confirmacdo do sistema
porfirinico ao mostrar correlacdes espaciais entre hidrogénios H-5 (54 9,52) com H-3*
(5u 7,99) do anel A; H-7* (84 3,25) do anel B; H-10 (84 9,74) com H-8" (54 3,74) do
anel B e H-12* (54 3,88) do anel C; e H-20 (54 8,69) com H-2' (54 3,42) do anel A e
H-18 (on 4,44) do anel D.

A estereoquimica relativa do anel D foi determinada pelo tipo de sinal gerado
pelos hidrogénios H-17 e H-18 no espectro de RMN *H (Figura 34, pag. 102): o H-17
aparece como um duplo-dupleto em oy 4,07 (J = 2,0 e 9,0 Hz) o que faz sugerir que
0 mesmo s6 acopla com os dois hidrogénios H-17* (54 1,87 e 2,56) ndo equivalentes
quimicamente; o H-18 aparece como um quarteto em oy 4,44 (J = 6,0 e 13,5 Hz),
sinal este, que reflete acoplamento apenas com os trés hidrogénios H-18" (54 1,58).
O néo acoplamento (J = 0 Hz) entre os hidrogénios H-17 e H-18 so é possivel se 0
angulo diedro entre esses dois &tomos vicinais for de 90° (SILVERSTEIN et al.,
2007; PAVIA et al., 2001), ou seja, se a orientacao espacial desses hidrogénios for
trans (HUANG et al., 2007). Sendo assim, a estereoquimica do anel D foi definida
como 17S e 18S semelhante aos de outras feofitinas j& relatadas na literatura. O
espectro NOESY corroborou com estas observagbes ao mostrar uma correlagéo
espacial entre os sinais para os hidrogénios H-17 e H-18.

A configuracdo de C-15' foi determinada como S, baseado na blindagem
apresentada pelo hidrogénio H-17 (34 4,07) (Figura 34, pag. 102), em contraste com
oy 4,82 para a configuracdo R, como concluido por Nakatani e colaboradores (1981),

Huang e colaboradores (2007), Kobayashi e colaboradores (1991) e apresentado

abaixo:
341,83 341,90
\ (» 3y 2,55 \ (’ 5y 2,62
H CH, OH H CH, COOCH;,4
1 1
18 17 S |15 o 13 18 17 R |15 o 13t
=N— _%O =N— _>—O
H3C H COOCH; HsC H OH
3y 4,05 3y 4,82
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Figura 57. Espectro NOESY (500 MHz, CDCl3) de Rb-2.
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Figura 58. Expanséao do espectro NOESY (500 MHz, CDCl;) de Rb-2 na regido de (3,0 — 10,0 ppm) X
(3,0 — 10,0 ppm).
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Figura 59. Expansédo do espectro NOESY (500 MHz, CDCIl;) de Rb-2 na regido de (0,1 — 5,5 ppm) X
(0,1 - 5,5 ppm).

Os dados de RMN *H e *C para os atomos do grupo fitol (Tabela 2, pag.
121) foram totalmente assinalados por andalise extensiva dos espectros
bidimensionais (HMQC, COSY, HMBC e NOESY), bem como, por comparagao com
os dados de Huang e colaboradores (2007) e Jerz e colaboradores (2007) para um
derivado porfirinico semelhante a Rb-2. Embora os espectros HMBC ndo tenham
evidenciado correlacdo a 3J entre os sinais em &y 4,43 (H-P1) e &¢c 173,2 (C-17°) que
permite difinir a localizag@o da cadeia fitilica, esta unidade foi conectada a carbonila
C-17° para forma um éster, em concordancia com os dados da literatura. Quando
esta carbonila apresenta substituinte formando um ester, como no caso de Rb-2, o
sinal que é gerado no espectro de RMN *C é aproximadamente §c 173,0; na
auséncia de substituinte nessa posi¢cdo observa-se um sinal para acido carboxilico
em torno &c 176,1 para C-17° mais desprotegido (DUAN et al., 2002; MATSUO et
al., 1996).

Os espectros HMBC e NOESY também mostraram outras correlacées que
auxiliaram na confirmacéo das atribuicdes feitas aos outros atomos de hidrogénio e
carbono da molécula como podem ser observados na Figura 60 (pag. 120) e na
Tabela 2 (pag. 121). A Tabela 3 (pag. 122) faz uma comparacéo dos dados de RMN
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uni e bidimensionais apresentados por Rb-2 com os dados citados por National

(2004) para 0 mesmo composto.

Figura 60. Correlacdes observadas nos espectros HMBC e NOESY para Rb-2.

O espectro de massas IES-EM no modo de ionizacao positivo (Figura 61, pag.
120) corroborou com as propostas dos espectros anteriores ao mostrar um pico de
jon molecular em m/z 903,99 [M + H]", condizente com a férmula molecular
Css5H74N4O7 (calc. 903,99).
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Figura 61. Espectro de massas IES-EM (pos) de Rb-2.
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Tabela 2. Deslocamentos quimicos, tipos de sinal e correlacdes para Rb-2, verificados nos espectros
de RMN 'H e *C (500 e 125 MHz, respectivamente) uni e bidimensionais em CDCls.

C HMQC . HMBC - Cosy NOESY
Oc L J J
1 141,2 -
2 131,6 -
2 12,1 3,42 (s, 3H) C-2 C-1,C-3 H-20, H-3", H-3°
3 136,1 -
3i 129,0 7,99 (dd, J=11,5 e 18,0 Hz, 1H) H-3° H-5, H-3°, H-2"
3 122,7  6,32(dd, J=1,5e 18,0 Hz, 1H) 1 1
6,16 (dd, J=1,5e 11,5 Hz, 1H) c-3 H-3 H-2
4 136,0 -
5 99,7 9,52 (s, 1H) C-3 H-3%, H-7"
6 155,7 -
7 136,5 -
7 11,3 3,25 (s, 3H) Cc-7 C-6, C-8 H-5, H-8'
8 145,6 -
8’ 19,6 3,74 (g, J = 9,0 e 15,5 Hz, 2H) C-8°,C-8 c-9, C-7 H-8° H-10, H-7"
8° 17,5 1,70 (t, J = 7,5 Hz, 3H) c-8' C-8 H-8"
9 150,0 -
10 104,1 9,74 (s, 1H) c-11 C-8, C-12 H-12%, H-8"
11 138,7 -
12 1314 -
12" 12,4 3,88 (s, 3H) C-12 C-11, C-13 H-10
13 1114 -
13" 160,9 -
14 145,6 -
15 134,8 -
15" 102,0 -
15° 170,9 -
15° 54,1 3,74 (s, 3H) C-15°
16 166,3 -
17 53,8 4,07 (dd, J = 2,0 e 9,0 Hz, 1H) H-18"
17" 32,2 1,87 (m, 1H) e 2,56 (m, 1H) H-17"
177 31,4 2,17 (m, 1H) e 2,43 (m, 1H) H-17°
17° 173,2 -
18 50,2 4,44 (q, J= 6,0 e 13,5 Hz, 1H) H-18" H-20
18" 22,2 1,58 (d, J = 7,0 Hz, 3H) C-18 C-19, C-17 H-18 H-17
19 171,1 -
20 93,9 8,69 (s, 1H) c-1 C-2 H-18, H-2"
P1 61,5 4,43 (d, J = 7,5 Hz, 2H) H-P2
P2 117,8 5,13 (t, J = 7,0 Hz, 1H) H-P1
P3 142,8 -
p3' 16,3 1,56 (s, 3H) C-P3 C-P2, C-P4
P4 39,8 1,87 (m, 2H)
P5 25,0 1,29 (m, 2H)
P6 36,6 0,97 (m, 2H)
P7 32,8 1,29 (m, 1H) H-P7*
P7" 19,6 0,76 (d, J = 6,5 Hz, 3H) C-P7 C-P6, C-P8 H-P7
P8 374 1,24 (m, 2H)
P9 24,4 1,24 (m, 2H)
P10 373 0,97 (m, 2H)
P11 32,6 1,24 (m, 1H) H-P11"
P11" 19,7 0,79 (d, J = 6,5 Hz, 3H) C-P11 C-P10, C-P12 H-P11
P12 373 0,97 (m, 2H)
P13 24,8 1,65 (m, 2H)
P14 39,4 1,10 (m, 2H)
P15 27,9 1,52 (m, 1H) H-P15%, H-P16
P15" 22,7 0,83 (d, J = 6,5 Hz, 3H) C-P15 C-P14, C-P16 H-P15
P16 22,6 0,83 (d, J = 6,5 Hz, 3H) C-P15  C-P14,C-P15" H-P15
15'-0OH - 6,13 (sl, 1H)
21-NH - -1,09 (s, 1H)
23-NH - -1,44 (sl, 1H)
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Tabela 3. Dados comparativos de RMN 'H e '*C de Rb-2 em CDCl; (500 e 125 MHz,
respectivamente) e de Porfirinolactona em CDCI; (400 e 100 MHz, respectivamente).

c Rb-2 Porfirinolactona
dc M dc F
1 141,2 - 141,5 -
2 131,6 - 131,8 -
2 12,1 3,42 (s, 3H) 12,3 3,44
3 136,1 - 136,3 -
3 129,0 7,99 (dd, J = 11,5 e 18,0 Hz, 1H) 129,2 8,02
37 122,7 6,32 (dd, J = 1,5 e 18,0 Hz, 1H) 123,0 6,34
6,16 (dd, J = 1,5 e 11,5 Hz, 1H) 6,17
4 136,0 - 136,3 -
5 99,7 9,52 (s, 1H) 99,9 9,55 (s)
6 155,7 - 155,6 -
7 136,5 - 136,7 -
7 11,3 3,25 (s, 3H) 115 3,28
8 145.,6 - 145,8 -
g’ 19,6 3,74 (q, J=9,0 e 15,5 Hz, 2H) 19,8 3,76
g8’ 17,5 1,70 (t, J = 7,5 Hz, 3H) 17,8 1,72
9 150,0 - 149,9 -
10 104,1 9,74 (s, 1H) 104,4 9,77 (s)
11 138,7 - 139,0 -
12 131,4 - 131,7 -
12! 12,4 3,88 (s, 3H) 12,7 3,92
13 111,4 - 111,6 -
13! 160,9 - 161,2 -
14 145,6 - 145,8 -
15 134,8 - 135,0 -
15" 102,0 - 102,2 -
15° 170,9 - 171,1 -
15° 54,1 3,74 (s, 3H) 54,4 3,76
16 166,3 - 166,5 -
17 53,8 4,07 (dd, J=2,0 e 9,0 Hz, 1H) 53,9 4,05 e 4,96
17" 32,2 1,87 (m, 1H) e 2,56 (m, 1H) 32,3 1,83 e 2,55
17° 31,4 2,17 (m, 1H) e 2,43 (m, 1H) 31,5 2,46
17° 173,2 - 173,6 -
18 50,2 4,44 (q, J=6,0 e 13,5 Hz, 1H) 50,4 4,43
18! 22,2 1,58 (d, J = 7,0 Hz, 3H) 22,5 1,61
19 171,1 - 171,4 -
20 93,9 8,69 (s, 1H) 94,1 8,71 (s)
P1 61,5 4,43 (d, J = 7,5 Hz, 2H) 61,8 4,42
P2 117,8 5,13 (t, J= 7,0 Hz, 1H) 119,9 5,12
P3 1428 - 1424 -
p3’ 16,3 1,56 (sl, 3H) 16,7 1,58
P4 39,8 1,87 (m, 2H) 40,5 ?
P5 25,0 1,29 (m, 2H) ? ?
P6 36,6 0,97 (m, 2H) ? ?
P7 32,8 1,29 (m, 1H) ? ?
p7’ 19,6 0,76 (d, J = 6,5 Hz, 3H) 20,4 0,77 (d, J = 6,9 Hz)
P8 37,4 1,24 (m, 2H) ? ?
P9 24,4 1,24 (m, 2H) ? ?
P10 37,3 0,97 (m, 2H) ? ?
P11 32,6 1,24 (m, 1H) ? ?
P11’ 19,7 0,79 (d, J = 6,5 Hz, 3H) 20,4 0,80 (d, J = 6,4 Hz)
P12 37,3 0,97 (m, 2H) ? ?
P13 24,8 1,65 (m, 2H) ? ?
P14 39,4 1,10 (m, 2H) ? 1,11
P15 27,9 1,52 (m, 1H) ? 1,49
P15 22,7 0,83 (d, J = 6,5 Hz, 3H) 23,4 0,84 (d, J = 6,8 Hz)
P16 22,6 0,83 (d, J = 6,5 Hz, 3H) 23,3 0,84 (d, J = 6,8 Hz)
15"-OH - 6,13 (sl, 1H) - 6,12 (sl, 1H)
21-NH - -1,09 (s, 1H) - -1,11
23-NH - -1,44 (sl, 1H) - -1,49
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Assim, a analise dos espectros de IV, EM e RMN de 'H e *3C uni e
bidimensionais de Rb-2, bem como, a comparacdo com os dados da literatura
permitiram identificd-la como sendo uma 15%-hidroxi-(15 *-S)-porfirinolactona  a
(Figura 62, pag. 123). O relato desta substancia no reino vegetal € bastante
escasso. A mesma ja foi isolada das folhas do bambu Phyllostachys pubescens
(Poaceae) (NATIONAL, 2004), de Mimosa paraibana Barneby (Mimosaceae)
(NUNES et al., 2008) e Anisacanthus brasiliensis Lindau (Acanthaceae) (DIAS et al.,

2007), no entanto, trata-se do primeiro relato na familia Rubiaceae.

Figura 62. Estrutura quimica de Rb-2: 15™hidroxi-(15'-S)-porfirinolactona a.

Esta substancia apresenta algumas atividades farmacoldgicas in vitro que
pode possibilitar seu uso na terapia do céancer: induz necrose ou apoptose em
linhagem de células leucémicas humanas U-937 sob radiacdo luminosa (NATIONAL,
2004) e CMK-7 e adenocarcinoma de colon humano (Colo320 DM), ap0s irradiacéo
a lampada fluorescente, por ativacdo de caspases e clivagem de DNA (KIM et al.,
2003); e inibe a atividade da enzima topoisomerase ll-a humana (MOURA et al.,
2009).

5.2.3. Determinagéo estrutural de Rb-3

O composto Rb-3 foi isolado na forma de cristais amarelos com massa de 2,9
mg (correspondendo a 0,029 % em relacdo a massa da fase cloroférmica).
Apresentou ponto de fusdo de 136,3 — 139,3 °C e fluorescéncia lilas sob UV
indicando a presenca de grupo cromoéforo na estrutura.

O espectro de IV (Figura 63, pag. 124) mostrou absorcdo em 3356 cm™ de

estiramento de O-H que fez sugerir que a molécula possuia hidroxilas. Absorcéo em
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1705 cm™ referente a estiramento de C=0O de &cidos carboxilicos inferiu a proposta
de funcéo acido, no entanto, vibracdo em 1604 cm™, atribuida a estiramento de C=C
de alcenos conjugados eliminou esta possibilidade, ja que essas duas absorcoes
sdo compativeis com estruturas que apresentam carbonila de éster a,B3-insaturada. A
funcdo fendlica foi sustentada pela absorcdo em 1288 cm™ de estiramento de C-O
que nesta frequéncia sugere a presenca de fenais. Isto foi corroborado pela proposta
de um sistema aromatico evidenciado pelas absorc¢des atribuidas a estiramento de

C=C de aromaticos em 1492 e 1573 cm™ (SILVERSTEIN et al., 2007; PAVIA et al.,
2001).
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Figura 63. Espectro de Infravermelho (KBr, cm™) de Rb-3.

O espectro de RMN *H (500 MHz, CDCl;) de Rb-3 e as expansdes (Figura 64,
65, 66 e 67, pag. 126 e 127) exibiram deslocamentos quimicos compativeis com os
de substancias que apresentam esqueleto cumarinico: par de dupletos acoplando
cisem oy 7,55 (J = 9,5 Hz) e 6,24 (J = 9,5 Hz) correspondentes aos hidrogénios H-4
e H-3 do anel é-lactbnico a,B-insaturado, respectivamente (CHEN et al., 2006;
MULHOLLAND et al., 2002; UM et al., 2003), corroborando com o espectro de IV
para a presenca de carbonila de ester a,B-insaturada. Um simpleto em &y 6,70
atribuido ao hidrogénio H-5 (VASCONCELOS et al., 1998) fez sugerir que a
cumarina era 6,7,8-trissubstituida:
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Esqueleto cumarinico 6,7,8-trissubstituido

Os espectros de RMN *H (Figura 64, 65, 66 e 67, pag. 126 e 127) também
mostraram um tripleto de quintetos em &y 5,27 (J=1,5 e 7,5Hz, H-2") para um
hidrogénio de alcenos trissubstituidos acoplando com um dupleto em &4 3,55
(J =7,5 Hz, H-1), caracteristicos de hidrogénios alil metilénicos; e dois simpletos em
oy 1,66 (H-4") e 1,83 (H-5) para hidrogénios de duas metilas alilicas. Estes dados
permitiram propor uma unidade 3-metil-2-butenil (ou unidade prenila) para Rb-3
(MULHOLLAND et al., 2002; UM et al., 2003).

5

3 2'

4 "

Unidade prenila (ou unidade 3-metil-2-butenil)

Além disso, um simpleto para trés hidrogénios em 8y 3,92 e um simpleto largo
para um hidrogénio em &y 6,18 (Figura 64, 65 e 67, pag. 126 e 127) sugeriram a
presenca de metoxila e hidroxila, respectivamente. Esta ultima explica a absorcao
em 3356 cm™ observada no espectro de IV (Figura 63, pag. 124).

Fabio Henrique Tenodrio-Souza



Estudo Fitoquimico e Farmacobotanico de Richardia brasiliensis Gomes (RUBIACEAE) 126

M < O n © O < O W o o uwn o -« < g

o g < O < N~ 0 O W — O < N © o™ o =

nw N N N N NN o W Wn ® © g

NN~ N~ © ©w O ©o n wn w o™ M ™M — — Q

)) U) KP ) ) o
— 50

-
!

| by y Py by
2 = 2 2 OB\ e
o o o o B w oo I~
o N [ = [} [=3 a s
\ \ \
10.0 5.0 0.0
. ppm 1
Figura 64. Espectro de RMN "H (CDCl3, 500 MHz) de Rb-3.
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Figura 65. Expans&o do espectro de RMN *H (CDCls, 500 MHz) de Rb-3 na regi&o de 5,2 — 7,7 ppm.
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Figura 66. Expansao do espectro de RMN *H (CDCls, 500 MHz) de Rb-3 na regio de 5,2 — 5,3 ppm.
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Figura 67. Expansao do espectro de RMN ‘H (CDCls, 500 MHz) de Rb-3 na regi&o de 1,6 — 4,0 ppm.
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O espectro de RMN *C — APT (125 MHz, CDCls) e as expansdes (Figura 68,
69 e 70, pag. 128 e 129) apresentaram sinais em oc 161,6 (C-2), 143,7 (C-4) e 113,1
(C-3) que reforcaram a proposta de esqueleto cumarinico para Rb-3 oferecido nos
espectro de RMN 'H (PELTER et al., 1976). A presenca de unidade prenila foi
sustentada pelos deslocamentos quimicos em 6¢ 133,2 (C-3’), 120,7 (C-2'), 17,9 (C-
57, 22,2 (C-1') e 25,8 (C-4") (MULHOLLAND et al., 2002; UM et al., 2003).
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Figura 68. Espectro de RMN **C - APT (CDCl,, 125 MHz) de Rb-3.
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Figura 69. Expanséo do espectro de RMN ~“°C - APT (CDCl3, 125 MHz) de Rb-3 na regido de 104,0 —
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Figura 70. Expanséo do espectro de RMN *°C - APT (CDCls, 125 MHz) de Rb-3 na regido de 16,0 -

59,0 ppm.
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O espectro de correlacao heteronuclear HMQC e as expansodes (Figura 71, 72
e 73, pag. 130 e 131) confirmaram as atribuicbes feitas a alguns atomos do
esqueleto cumarinico, da metoxila e da unidade prenila ao mostrarem correlacdes
entre os sinais dos hidrogénios e seus respectivos carbonos.

O espectro de correlagdo homonuclear COSY e as expansodes (Figura 74 e
75, pag. 132) confirmaram o acoplamento observado para os hidrogénios a e 8 a
carbonila ao mostrarem uma correlagdo entre os sinais em 6y 7,55 (H-4) e 6,24 (H-
3). Além disso, apresentaram correlagfes entre os deslocamentos quimicos em oy
3,55 (H-1) e 5,27 (H-2"), e deste com o sinal em &4 1,66 (H-4"), que confirmaram o
acoplamento vicinal entre os hidrogénios H-1' e H-2’ e 0 acoplamento alilico entre H-
2’ e H-5', respectivamente, existentes na unidade prenila.
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Figura 71. Espectro HMQC (CDCl3, 500 e 125 MHz) de Rb-3.
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Figura 72. Expanséo do espectro HMQC (CDCl;, 500 e 125 MHz) de Rb-3 na regido de (5,0 — 7,8

ppm) x (70,0 — 150,0 ppm).
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Figura 73. Expanséo do espectro HMQC (CDCl;, 500 e 125 MHz) de Rb-3 na regido de (0,0 — 4,3

ppm) x (0,0 — 70,0 ppm).
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Figura 74. Espectro COSY (500 MHz, CDCI3) de Rb-3.
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Figura 75. Expanséo do espectro COSY (500 MHz, CDCIl;) de Rb-3 na regido de (1,0 — 5,5 ppm) x

(1,0 — 5,5 ppm).
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Sendo assim, foi possivel sugerir seis possibilidades estruturais para Rb-3
com hidroxila, metoxila e unidade prenila inseridas em diferentes posi¢cdes do anel

aromatico da cumarina:

(d)

No espectro de RMN **C — APT (Figura 68 e 70, pag. 128 e 129), o sinal em
dc 56,3 atribuido ao carbono de uma metoxila ndo impedida estericamente,
contrapondo-se ao sinal em aproximadamente 6c 60,0 para metoxila estericamente
impedida (SILVERSTEIN et al., 2007; PAVIA et al., 2001), descartou as
possibilidades estruturais (a), (b), (c) e (e).

A literatura mostra que cumarinas com fungéo oxigenada em C-8 apresenta
um sinal em aproximadamente 6c 1425 para o carbono C-9
(PANICHAYUPAKARANANT et al., 1995), a auséncia desse substituinte desprotege
C-9 fazendo-o absorver em torno de d¢c 150,2 (VASCONCELOS et al., 1998). No
espectro de correlagéo heteronuclear HMBC de Rb-3 e as expansodes (Figura 76, 77
e 78, pag. 134 e 135), uma correlacdo a 3J entre &y 7,55 (H-4) e o sinal em ¢ 148,4,
que foi atribuido a C-9, inferiu a inexisténcia de substituinte oxigenado em C-8,

eliminando a proposta estrutural (d) ja que a mesma apresenta hidroxila em C-8.

H3CO

HO

9
\_, 8¢ 150,2

OCHs
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Ainda no espectro HMBC (Figura 76, pag. 134), correlacées a 3J entre & 6,70
(H-5) e os sinais em 6c 147,4 e 148,4 que permitiram atribuir estes deslocamentos
quimicos aos carbonos C-7 e C-9, respectivamente; e correlacdes dos hidrogénios
H-1' da unidade prenila com esses mesmos sinais para carbonos confirmaram a
unidade prenila em C-8 e reforcaram a proposta (f) para Rb-3.

A localizacdo da metoxila em C-6 e, consequentemente, a hidroxila em C-7,
como observado em (f), foi confirmada no espectro NOESY e nas expansdes (Figura
79 e 80, pag. 136) que mostraram correlacdes espaciais entre 6,70 (H-5) e o sinal
para os hidrogénios da metoxila em 6y 3,92 que sO seria possivel se este

substituinte estivesse inserido em C-6.
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Figura 76. Espectro HMBC (500 e 125 MHz, CDCls) de Rb-3.
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Figura 77. Expansdo do espectro HMBC (500 e 125 MHz, CDCl;) de Rb-3 na regido de (1,5 — 4,5
ppm) x (105,0 — 160,0 ppm).
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Figura 78. Expansdo do espectro HMBC (500 e 125 MHz, CDCl;) de Rb-3 na regido de (1,4 — 2,1
ppm) x (10,0 — 37,0 ppm).
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Figura 80. Expansédo do espectro NOESY (500 MHz, CDCIl;) de Rb-3 na regido de (1,0 — 6,5 ppm) X

(1,0 - 6,5 ppm).
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Outras correlagbes HMBC e NOESY que auxiliaram na confirmacdo das

atribuigcbes feitas aos outros &tomos de hidrogénio e carbono da molécula podem ser

observadas na Figura 81 (pag. 137).

Figura 81. Correlacdes observadas nos espectros HMBC e NOESY para Rb-3.

HMBC —>

NOESY —<--->

Os deslocamentos quimicos e as principais correlacdes observadas nos

espectros de RMN uni e bidimensionais para Rb-3 estdo compilados na Tabela 4

4g. 137). A Tabela 5 (pag. 138) faz uma comparacéo dos valores de RMN *H e *C
(pag pag parag

apresentados por esta substancia com os dados citados por Simonsen e

colaboradores (2004) para cedrelopsina e com os de Um e colaboradores (2003)

para isocedrelopsina, um isémero de posicdo da cedrelopsina, que reforcam a

proposta estrutural (f) para Rb-3.

Tabela 4. Deslocamentos quimicos, tipos de sinal e correlagdes para os atomos de carbono e
hidrogénio da substancia Rb-3, verificados nos espectros de RMN 'H e '*C (500 e 125 MHz,
respectivamente) uni e bidimensionais em CDCls.

C HMQC HMBC CoSsY NOESY
dc F <J °J

2 161,6 -

3 113,1 6,24 (d, J = 9,5 Hz, 1H) H-4 H-4

4 143,7 7,55 (d, J = 9,5 Hz, 1H) C-2, C-5,C-9 H-3 H-3, H-5

5 105,1 6,70 (s, 1H) C-4,C-7,C-9 H-4, 6-CH3

6 143,7 -

7 147 4 -

8 116,2 -

9 1484 -

10 111,2 -

1 22,2 3,55 (d, J = 7,5 Hz, 1H) Cc8,C-2 C-7,C-9,C3 H-2, H5 H-4’

2 120,7 5,27 (tq,J=1,5¢€ 7,5 Hz, 1H) H-1', H-5' H-5

3 133,2 -

4 25,8 1,66 (s, 3H) c-3 C-2',C-5' H-1', H-2' H-2’

5 17,9 1,83 (s, 3H) c-3 C-2',C-4 H-1’
6-OCHs 56,3 3,92 (s, 3H) C-6 H-5

7-OH - 6,18 (sl, 1H)

Legenda: (s) simpleto; (sl) simpleto largo; (d) dupleto; (tq) tripleto de quintetos.
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Tabela 5. Dados comparativos de RMN 'H e '*C de Rb-3 em CDCl; (500 e 125 MHz,
respectivamente), de cedrelopsina em DMSO-dg (poténcia ndo informada) e de isocedrelopsina em
CDs0D (300 e 75 MHz, respectivamente).

HaCO

\6
7
HO o
C
>
J
s O\,
Rb-3 Cedrelopsina Isocedrelopsina
dc OH oc Sy dc OH
2 161,6 - 160,6 - 163,0 -
3 113,1 6,24 (d, J =9,5 Hz) 111,5 6,22 (d, J =9,4 Hz) 111,8 6,25(d, J=9,7 Hz)
4 143,7 7,55 (d, J=9,5 Hz) 1447 7,90 (d, J =9,4 Hz) 142,7 8,00 (d,J=9,7 Hz)
5 105,1 6,70 (s) 106,7 7,13 (s) 124,1 -
6 143,7 - 144,5 - 149,8 -
7 147,4 - 147,5 - 152,0 -
8 116,2 - 115,3 - 97,5 6,85 (s)
9 148,4 - 148,1 - 149,6 -
10 111,2 - 110,3 - 111,2 -
1 22,2 3,55 (d,J=7,5Hz) 21,7 3,41 (d,J=7,2 Hz) 24,3 3,60 (d, J=6,5Hz)
2 120,7 5,27 (g,J=15e75Hz) 1213 5,17 (g, J=14e6,5Hz) 1228 5,09 (t, J = 6,5 Hz)
3 133,2 - 131,5 - 132,0 -
4 25,8 1,66 (s) 25,4 1,63 (sl) 25,0 1,67 (s)
5 17,9 1,83 (s) 17,7 1,78 (s) 17,4 1,82 (s)
6-OCH3 56,3 3,92 (s) 56,0 3,85 (s) 55,9 3,95 (s)
7-OH - 6,18 (s) - 9,73 (s) - -

Legenda: (s) simpleto; (sl) simpleto largo; (d) dupleto; (tq) tripleto de quintetos.

Desta forma, a andlise dos espectros de IV e RMN 'H e C uni e
bidimensionais de Rb-3, bem como, a comparagdo com os dados da literatura
permitiram identificad-la como sendo uma 7-hidroxi-6-metoxi-8-prenilcumarina

(Figura 82, pag. 138), cujo nome trivial é cedrelopsina.

Figura 82. Estrutura quimica de Rb-3: 7-hidroxi-6-metoxi-8-prenilcumarina (cedrelopsina).

Ainda ndo foi evidenciada nenhuma atividade farmacolégica para
cedrelopsina. Esta foi citada pela primeira vez como produto natural por Eshiett e
colaboradores (1968) a partir de estudo com a espécie Cedrelopsis grevei
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(Ptaeroxylaceae), mas tem sido isolada de outras espécies pertecentes a outras
familias: Melicope borbonica (SIMONSEN et al., 2004), Citrus grandis (WU et al.,
1988) e Clausena excavata (WU et al., 1999) todas da familia Rutaceae; Angelica
dahurica (Umbelliferae) (KOZAWA et al., 1981); Cneorum pulverulentum
(Cneoraceae) (MONDON et al.,, 1975); e Harrisonia perforata (Simaroubaceae)
(TANAKA et al.,, 1995), sendo este trabalho corresponde ao primeiro relato de

cedrelopsina na familia Rubiaceae.
5.2.4. Determinagéo estrutural de Rb-4

Rb-4 foi isolado como um sdlido amorfo amarelo com massa de 4,3 mg (0,043
% em relacdo a massa de fase cloroférmica). Apresentou fluorescéncia lilas sob UV
indicando a presenca de grupo cromoéforo e ponto de fusdo de 140,3 — 141,7 °C.

O espectro de IV (Figura 83, pag. 139), semelhante ao de Rb-3, mostrou
absorcées em 3433 e 1296 cm™ (estiramento de O-H e C-O, respectivamente), bem
como, bandas em 1490 e 1570 cm™ (estiramento de C=Caromaiicos), qUE Sugeriram a
presenca de hidroxila fenélica. Absorcdo em 1716 cm™ (estiramento de C=0) e outra
em aproximadamente 1600 cm™ (estiramento de C=Cacenos COnjugados) s&o
compativeis com estruturas que apresentam carbonila de éster a,B-insaturada
(SILVERSTEIN et al., 2007; PAVIA et al., 2001).
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Figura 83. Espectro de Infravermelho (KBr, cm™) de Rb-4.
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Semelhantemente ao de Rb-3, 0 espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) de
Rb-4 e as expansdes (Figura 84 e 85, pag. 141) mostraram um par de dupletos
acoplando cis em 64 7,53 (J=9,5Hz) e 6,24 (J = 9,5 Hz) correspondentes aos
hidrogénios H-4 e H-3 de nudcleo cumarinico, respectivamente (CHEN et al., 2006;
MULHOLLAND et al., 2002; UM et al., 2003), corroborando com o espectro de IV
(Figura 83, pag. 139) para a presenca de carbonila de ester a,B-insaturada.

Os espectros de RMN 'H (Figura 84 e 85, pag. 141) também mostraram
outros dois dupletos, acoplando cis entre si, em 64 6,87 (J = 10,5 Hz, H-4") e 5,72
(J=10,5Hz, H-3") atribuidos a dois hidrogénios de alceno dissubstituido e um
simpleto para seis hidrogénios em &4 1,50 (H-5/6’), caracteristicos de hidrogénios de
duas metilas alifaticas, que inferiram a presenc¢a de um grupo 2,2-dimetilpirano para
Rb-4 (YAMAGUCHI et al., 1989; MULHOLLAND et al., 2002; LASSAK; PINHEY,
1967).

Unidade 2,2-dimetilpirano

Além disso, foi observado um simpleto em &4 6,84 atribuido a um préton
aromatico (SILVERSTEIN et al., 2007; PAVIA et al., 2001) que também fez sugerir
gue a cumarina era 5,6,7- ou 6,7,8-trissubstituida. A ausénsia de outros sinais no
espectro de RMN 'H e as absorcdes em 3433 e 1296 cm™ observadas no espectro
de IV (Figura 83, pag. 139) sdo compativeis com a presenca de hidroxila como outro

substituinte para Rb-4.

Cumarina 5,6,7-trissubstituida Cumarina 5 ,6,7-trissubstituida
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Figura 84. Espectro de RMN H (CDCl3, 500 MHz) de Rb-4.
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Figura 85. Expanséo do espectro de RMN H (CDCl3, 500 MHZz) de Rb-4 na regido de 5,6 — 7,6 ppm.
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O espectro de RMN *3C — APT (125 MHz, CDCls) e as expansdes (Figura 86
e 87, pag. 142 e 143) apresentaram sinais em d¢ 161,1 (C-2), 143,7 (C-4) e 113,6
(C-3) que reforcaram a proposta de esqueleto cumarinico (PELTER et al.,, 1976)
para Rb-4 oferecida nos espectros de RMN *H. Outros sinais em ¢ 130,6 (C-3"),
1154 (C-4), 78,9 (C-2') e 28,1 (C-5/6") foram confirmativos de grupo 2,2-
dimetilpirano (MULHOLLAND et al., 2002; RANDRIANARIVELOJOSIA; 2005).

O espectro de correlacdo heteronuclear HMQC e as expansdes (Figura 88 e
89, pag. 143 e 144) confirmaram as atribui¢gfes feitas a alguns &tomos do esqueleto
cumarinico e do grupo 2,2-dimetilpirano ao mostrarem correlacdes entre 0s sinais
dos hidrogénios e seus respectivos carbonos.

O espectro de correlacdo homonuclear COSY e as expansfes (Figura 90,
pag. 144) confirmou os acoplamentos observados para os hidrogénios a e B a
carbonila e para os hidrogénios H-4' e H-3' do grupo 2,2-dimetilpirano ao mostrar
correlagdes entre os sinais em 6y 7,53 (H-4) e 6,24 (H-3) e entre 6y 6,87 (H-4") e

5,72 (H-3’), respectivamente.
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Figura 86. Espectro de RMN *°C - APT (CDCl,, 125 MHz) de Rb-4.
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Figura 88. Espectro HMQC (CDCl3, 500 e 125 MHz) de Rb-4.
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Figura 90. Espectro COSY (500 MHz, CDCI3) de Rb-4.
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Sendo assim, foi possivel sugerir doze possibilidades estruturais para Rb-4

com hidroxila e grupo 2,2-dimetilpirano inseridos em diferentes posi¢cées do anel

aromatico da cumarina:

Os dados de RMN *3C — APT para C-4 e C-10 do esqueleto cumarinico,
guando nao existe substituinte oxigenado em C-5, sdo aproximadamente 6c 143,8 e
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111,2, respectivamente (PANICHAYUPAKARANANT et al.,, 1995). Quando h&
substituinte oxigenado em C-5, os carbonos C-4 e C-10 sofrem protecdo e
apresentam deslocamentos quimicos em aproximadamente 6c 139,4 e 102,7,
respectivamente (HAMMODA et al., 2008).

80111’2{-6(;143,8 oH e 1027
j H dc )

s 3¢ 139,4
.,

OCHs

O espectro de correlacdo heteronuclear HMBC de Rb-4 e as expansfes
(Figura 91, 92, 93 e 94, pag. 147 e 148) mostraram uma correlacdo a 3J entre &y
6,24 (H-3) e o sinal em &¢c 112,2, atribuido a C-10, que inferiu a inexisténcia de
substituinte oxigenado em C-8, eliminando as propostas estruturais (a), (c), (e), (),
(i) e ().

Quando o carbono C-8 apresenta substituinte oxigenado (ver acima), o
deslocamento quimico de C-9 e aproximadamente d¢c 1425
(PANICHAYUPAKARANANT et al.,, 1995); na auséncia do mesmo, é oc 152,0
(HAMMODA et al., 2008). No espectro HMBC (Figura 91, 92 e 93, pag. 147 e 148),
uma correlacdo a 3J entre &y 7,53 (H-4) e o sinal em §¢ 1441, atribuido ao carbono
C-9, indicou que C-8 nao apresenta substituinte oxigenado e eliminou as propostas
(b). (9). (h) e ().

Uma correlagcdo HMBC (Figura 91 e 92, pag. 147) a 3J entre &y 7,53 (H-4) e 0
sinal em 6¢ 111,2 (C-5) em conjunto com a correlagdo HMQC (Figura 88 e 89, pag.
143 e 144) entre oy 6,84 (H-5) e o sinal em 6¢c 111,2 (C-5) foram sugestivos da
presenca de hidrogénio em C-5, descartando a possibilidade estrutural (d), j& que o
hidrogénio da mesma encontra-se localizado em C-8. Isto foi corroborado pelo
espectro de correlacdo espacial NOESY (Figura 95, pag. 149) que mostrou uma
correlacao entre oy 7,53 (H-4) e o sinal para o hidrogénio H-5 em 34 6,84.

Os espectros HMBC também apresentaram uma correlacéo a 3J entre 5y 6,84
(H-5) e o sinal em é¢ 142,9, atribuido ao carbono C-7, e deste com o hidrogénio H-4’
do grupo 2,2-dimetilpirano em &4 6,87 a 3J que permitiram conectar este grupo nas
posi¢cdes C-7 e C-8 do anel cumarinico, e consequentemente, a hidroxila em C-6,

confirmando a proposta estrutural (k) para Rb-4.
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Figura 91. Espectro HMBC (500 e 125 MHz, CDCl;) de Rb-4.
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Figura 94. Expanséo do espectro HMBC (500 e 125 MHz, CDCl;) de Rb-4 na regido de (1,0 - 7,5
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Figura 95. Espectro NOESY (500 MHz, CDCl3) de Rb-4.
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As correlacbes HMBC e NOESY citadas no texto e outras HMBC que

auxiliaram na confirmagéo das atribuigBes feitas aos outros atomos de hidrogénio e

carbono da molécula podem ser observadas na Figura 96 (pag. 149). Na Tabela 6

(pag. 150) estdo compilados os deslocamentos quimicos e as correlacbes

observadas nos espectros de RMN *H e **C uni e bidimensionais para Rb-4.

HMBC —>
NOESY —<--->

Figura 96. Correlacdes observadas nos espectros HMBC e NOESY para Rb-4.
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Tabela 6. Deslocamentos quimicos, tipos de sinal e correlagdes para os atomos de carbono e
hidrogénio da substancia Rb-4, verificados nos espectros de RMN 'H e '*C (500 e 125 MHz,
respectivamente) uni e bidimensionais em CDCls.

C HMQC - HMBC - COSY NOESY
oc oH J J

2 161,1 -

3 113,6 6,24 (d, J=9,5 Hz, 1H) C-2 C-10 H-4 H-4

4 143,7 7,53 (d, J=9,5 Hz, 1H) C-2,C-5,C-9 H-3 H-3, H-5

5 111,2 6,84 (s, 1H) C-6 C-7,C9 H-4

6 141,6 -

7 142,9 -

8 109,4 -

9 1441 -

10 112,2 -

2 78,9 - H-1', H-5’ H-5'

3 130,6 5,72 (d,J=10,5Hz, 1H) c-2’ C-8 H-4’ H-4', ,2:5  H-

4 1154 6,87 (d, J=10,5 Hz, 1H) c-2',C-7 H-3' H-3'

5 28,1 1,50 (s, 3H) c-2 C-3',C-6' H-3'

6 28,1 1,50 (s, 3H) C-2’ C-3', C-5' H-3'

Legenda: (s) simpleto; (d) dupleto.

A Tabela 7 (pag. 150) faz uma comparacdo dos valores de RMN 'H e *C
apresentados por esta substancia com os dados citados Mulholland e colaboradores
(2002) para cedrecumarina A, um isbmero de posicédo de norbraylina, que reforcam

a proposta estrutural (k) para Rb-4.

Tabela 7. Dados comparativos de RMN 'H e '*C de Rb-4 em CDCl; (500 e 125 MHz,
respectivamente) e de cedrecumarina A em CDsOD (300 e 100 MHz, respectivamente).

o)
C
”
& 5
S
3
Rb-4 Cedrecumarina A
50 6H 60 6H
2 161,1 - 162,5 -
3 113,6 6,24 (d, J =9,5 Hz) 111,4 6,19 (d, J = 9,7 H2)
4 143,7 7,53 (d, J= 9,5 Hz) 140,3 8,08 (d, J = 9,7 Hz)
5 111,2 6,84 () 117.,6 -
6 141,6 - 137,8 -
7 142,9 - 150,0 -
8 109,4 - 102.,6 6,63 (S)
9 144,1 - 150,4 -
10 112,2 - 107,3 -
2 78,9 - 76,5 -
3 130,6 5,72 (d, J = 10,5 Hz) 133,5 5,90 (d, J = 10,0 Hz)
4 115,4 6,87 (d, J = 10,5 Hz) 116,7 6,79 (d, J = 10,0 Hz)
5 281 1,50 (s) 26,3 1,43 (s)
6 28,1 1,50 (s) 26,3 1,43 (s)

Legenda: (s) simpleto; (d) dupleto.
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Desta forma, a andlise dos espectros de IV e RMN 'H e *3C uni e
bidimensionais de Rb-4, bem como, a comparacdo com os dados da literatura
permitiram identifica-la como sendo uma piranocumarina angular, a 6-hidroxi-7,8-

(2’,2’-dimetilpirano)cumarina , cujo nome trivial € norbraylina (Figura 97, pag. 151).

$
Q
N
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N 3
g5

Figura 97. Estrutura quimica de Rb-4: 6-hidroxi-7,8-(2’,2’-dimetilpirano)cumarina (norbraylina).

Norbraylina foi isolada pela primeira vez da espécie Toddalia aculeata
(Rutaceae) (DESHMUKH et al., 1976; REISH; STROBEL, 1982) mas também ja foi
extraida de Acronychia laurifolia (também da familia Rutaceae) (RAHMAN et al.,
1996), Coriaria nepalensis (Coriariaceae) (SHEN et al., 2006; WEI et al.,2002) e
Cedrelopsis longibracteata (Ptaeroxylaceae) (RANDRIANARIVELOJOSIA et al.,
2005). Tambeém foi isolada por fracionamento biomonitorado de Cedrelopsis grevei
indicando possivel participagdo na atividade vasorelaxante observada para o extrato
(RAKOTOARISON et al., 2005) mas este trabalho corresponde ao primeiro relato de

norbraylina na familia Rubiaceae.

5.2.5. Determinacao estrutural de Rb-5

A substancia Rb-5 também foi isolada como um solido amorfo amarelo com
massa de 1,5 mg (correspondendo a 0,015 % em relacdo a massa da fase
cloroférmica) e apresentou fluorescéncia lilas sob UV.

Os espectros de RMN *H e *C (200 e 50 MHz, respectivamente, CDCls) de
Rb-5 e as expansfes (Figura 98, 99, 100 e 101, pag. 152, 153 e 154) mostraram
sinais semelhantes aos de Rb-4 (Tabela 8, pag. 152) que inferiu um nucleo
dimetilpiranocumarina também para Rb-5. Em adicdo, um simpleto para trés
hidrogénios em &y 3,95 e seu correspondente sinal para carbono em &¢c 56,5,
observados nos espectros de RMN *'H e *3C, respectivamente, fizeram sugerir a
presenca de metoxila ndo impedida estericamente e que Rb-5 tratava-se de um

derivado da substancia Rb-4 metoxilado em C-6.

Fabio Henrique Tenodrio-Souza



Estudo Fitoquimico e Farmacobotanico de Richardia brasiliensis Gomes (RUBIACEAE) 152

Tabela 8. Dados comparativos de RMN 'H e *C de Rb-5 em CDCl; (200 e 50 MHz,
respectivamente), Rb-4 em CDCI; (500 e 125 MHz, respectivamente) e de braylina em CD;0D (300 e
100 MHz, respectivamente).

HaCO

(6]
C
o—
SEEE
3
Rb-5 Braylina
6C 6H 6(: 6H

2 161,2 - 161,1 - 163,4 -

3 1136 6,24 (d, J=96Hz) 113,6 624(d, J=95Hz) 1134 6,29 (d, J= 9,5 Hz)

4 1438 754 (d, J=96Hz)  143,7 7,53(d, J=9,5Hz) 1463 _ 7,88 (d, J= 9,5 Hz)

5 111,2 6,34 (3) 1112 6,34 (3) 110,5 7,10 (s)

6 1415 - 141,6 - 146,6 -

7 142.9 - 142,9 - 147,3 -

8 109,4 - 109,4 - 111,1 -

9 147,3 - 144,1 - 146,7 -

10 112,2 - 112,2 - 113,2 -

2’ 78,9 - 78,9 - 76,5 -

3 130,6 5,72 (d, J = 10,2 Hz) 130,6 5,72 (d, J = 10,5 Hz) 132,5 5,90 (d, J = 10,1 Hz)

& 1153 6,86 (d, J=10,2Hz) 1154 6,87(d, J=105Hz) 1157 6,84 (d, J = 10,1 Hz)

5 28,1 1,49 (s) 28,1 1,50 (s) 28,1 1,51 (s)

6 28,1 1,49 (s) 28,1 1,50 (S) 28,1 1,51 (s)
6-OCH; _ 56,5 3,95 (3) ; ; 56,9 3,91 (s)

Legenda: (s) simpleto; (d) dupleto.

VCDQGICOWDN'— T [ )
o [ oy B v R o QN
o O T & 3
P~ F~ F~ O O O O W (] - -

.)

/)

/

5000

L L L o ¥
- () - - (] o
o o [=] o & =
=1 =1 & @ - L
T I T T T T | T T T T |
100 5.0 ujn]

pom (1)

Figura 98. Espectro de RMN H (CDCl3, 200 MHz) de Rb-5.
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Figura 99. Expansao do espectro de RMN *H (CDCls, 200 MHz) de Rb-5 na regio de 5,6 — 7,7 ppm.
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Figura 100. Espectro de RMN **C - APT (CDCl;, 50 MHz) de Rb-5.
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Figura 101. Expans&o do espectro de RMN **C - APT (CDCl;, 50 MHz) de Rb-5 na regido de 106,0 —
164,0 ppm.

Sendo assim, a analise dos espectros de RMN *H e **C unidimensionais de
Rb-5, bem como, a comparagdo com os dados apresentados por Rb-4 e os dados
citados por Randrianarivelojosia e colaboradores (2005) (Tabela 8, pag. 152)
permitiram identifica-la como sendo a 6-metoxi-7,8-(2’,2’-dimetilpirano)cumarina

mais conhecida por braylina (Figura 102, pag. 154).

Figura 102. Estrutura quimica de Rb-5: 6-metoxi-7,8-(2',2’-dimetilpirano)cumarina (braylina).

Braylina € uma substancia bastante encontrada em espécies da familia
Rutaceae (DESHMUKH et al., 1976; RAHMAN et al., 1996), no entanto, ha relatos

de sua presenca em espeécies da familia Coriariaceae (SHEN et al.,, 2006),
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Ptaeroxylaceae (RANDRIANARIVELOJOSIA et al., 2005) e também Meyanthaceae
(ADAMCZYK et al., 1990), mas nenhum para Rubiaceae, sendo entédo, um resultado
importante do ponto de vista quimiotaxondmico. Estudo realizado por Adamczyk e
colaboradores (1990) mostrou potente atividade inibitoria da agregacao plaguetaria
induzida por &cido araquidénico e 0s ensaios biomonitorados feitos por Tsai e
colaboradores (1998) utilizando Cedrelopsis grevei indicou possivel participacdo na
atividade vasorrelaxante uma vez que a substancia foi isolada de fracbes que
apresentaram tal atividade (RAKOTOARISON et al., 2005).

5.2.6. Determinagéo estrutural de Rb-6

A substéncia Rb-6 foi obtida na forma de um sdlido amorfo branco com massa
de 9,4 mg (correspondendo a 0,094 % em relacdo a massa da fase cloroférmica),
apresentando fluorescéncia lilas em UV e ponto de fusédo de 106,5 — 109,2 °C.

Semelhantemente a Rb-3 e Rb-4, o espectro de IV (Figura 103, pag. 155) de
Rb-5 mostrou absor¢ées em 1716 e 1608 cm™ que sdo compativeis com carbonila
de éster a,B-insaturada. Banda em 1300 — 1000 cm™ de estiramento de C-O
corroborou com a proposta de funcdo éster para a molécula, além disso, exibiu
bandas em 1585 e 1477 cm™ sugerindo um sistema aromatico (SILVERSTEIN et al.,
2007; PAVIA et al., 2001).
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1/em

Figura 103. Espectro de Infravermelho (KBr, cm™) de Rb-6.
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O espectro de RMN *H (500 MHz, CDCl;) de Rb-6 e as expansbes (Figura
104, 105 e 106, pag. 157 e 158) também apresentaram deslocamentos quimicos
caracteristicos de esqueleto cumarinico, éy4 7,89 (d, J=9,5Hz, H-4) e 6,14 (d, J =
9,5 Hz, H-3) (MULHOLLAND et al., 2002; UM et al., 2003; VASCONCELOS et al.,
1998), o que explica as absor¢des apresentadas no espectro de IV (Figura 103, pag.
155). No entanto, diferentemente de Rb-3, Rb-4 e Rb-5, a auséncia de sinais para
prétons aromaticos fez sugerir que a cumarina era totalmente substituida no anel em

guestao:

Esqueleto cumarinico 5,6,7,8-tetrassubstituido

Além disso, os espectros de RMN *H (Figura 104, 105 e 106, pag. 157 e 158)
mostraram dois duplo-dupletos em 64 3,18 (J=7,5e 15,0 Hz, H-3") e 3,53 (J=9,5¢€
15,0 Hz, H-3") caracteristicos de hidrogénios metilénicos geminais; um tripleto em &y
5,31 (J = 9,0 Hz, H-2’) para hidrogénio oximetinico alilico; dois simpletos largos em
oy 4,96 (H-5") e 5,11 (H-5) compativeis com hidrogénios de grupo vinila terminal; e
outro simpleto em dy 1,78 (H-6") de hidrogénios metil alilico. Todos estes dados
foram consistentes com a proposta para presenca de unidade 2-isopropenil-2,3-
diidrofurano para Rb-5 (CHEN et al.,, 2006; GAOXIONG et al., 1990; MALIKQOV;,
SAIDKHODZHAEYV, 1998). Também apresentou dois simpletos com integral para
trés hidrogénios cada em 3y 3,91 e 3,96 que foram sugestivos de presenca de duas
metoxilas para a molécula (SILVERSTEIN et al., 2007; PAVIA et al., 2001).

Unidade 2-isopropenil-2,3-diidrofurano
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Figura 104. Espectro de RMN "H (CDCl3, 500 MHz) de Rb-6.
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Figura 105. Expansédo do espectro de RMN H (CDCl3, 500 MHz) de Rb-6 na regido de 5,0 — 8,0
ppm.
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Figura 106. Expansdo do espectro de RMN H (CDCl3, 500 MHz) de Rb-6 na regido de 1,5 — 4,3
ppm.

O espectro de RMN *C — APT (125 MHz, CDCl;) e as expansdes (Figura
107, 108 e 109, pag. 159 e 160) reforcaram a proposta dada pelo espectro de RMN
'H ao mostrar sinais para esqueleto cumarinico em &¢c 160,8 (C-2), 111,0 (C-3) e
139,1 (C-4) (PELTER et al., 1976). Os sinais em 4¢c 17,0 (C-6"), 33,1 (C-3’), 87,8 (C-
2), 113,1 (C-5) e 142,7 (C-4’) sao caracteristicos da unidade 2-isopropenil-2,3-
diidrofurano (CHEN et al., 2006) e os sinais em &¢c 60,1 e 61,3 foram atribuidos a
duas metoxilas impedidas estericamente (SILVERSTEIN et al., 2007; PAVIA et al.,
2001).

Fabio Henrique Tenodrio-Souza



Estudo Fitoquimico e Farmacobotanico de Richardia brasiliensis Gomes (RUBIACEAE) 159
- [p B == Ry N ol ) o700 = o —
[ R = e R =S e ®  gew o o= = «
22 SEDE S ZEEE 5 EESE =5 = =
I
—s500
! I
I I I
! | !I | A | Iv || L L o
1]
| L
I
I
gl
| T T T | T T T T T T | T T T
200 150 100 50
ppm
. 13
Figura 107. Espectro de RMN ~°C - APT (CDCl3, 125 MHz) de Rb-6.
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Figura 108. Expanséo do espectro de RMN BC . APT (CDCl3, 125 MHz) de Rb-6 na regido de 84,0 —

166,0 ppm.
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Figura 109. Expanséo do espectro de RMN Bc . APT (CDCl3, 125 MHz) de Rb-6 na regido de 10,0 —
70,0 ppm.

O espectro de correlacéo heteronuclear HMQC e as expansfes (Figura 110 e
111, pag. 161) permitiram assinalar os hidrogénios e os carbonos das metoxilas ao
mostrar correlagdes dos sinais em o4 3,91 e 3,96 com os sinais em oc 60,1 e 61,3,
respectivamente. Além disto, confirmaram as atribuicdes feitas aos demais atomos
da molécula ao mostrar correlacdes entre eles.

O espectro de correlagdo homonuclear COSY e as expansdes (Figura 112 e
113, pag. 162) confirmaram o acoplamento observado no espectro de RMN *H para
os hidrogénios a e B a carbonila em &4 7,89 (H-4) e 6,14 (H-3). Embora o
acoplamento alilico entre os hidrogénios da metila em 64 1,78 e os da dupla terminal
em &y 4,96 e 5,11 ndo tenha sido evidenciado no espectro de RMN-'H, este pode
ser observado no espectro COSY. Isto, bem como o acoplamento geminal entre os
sinais em &y 3,18 (H-3’) e 3,53 (H-3’) e destes com o hidrogénio oximetinico em oy
5,31 (H-2’) corroboraram com a proposta para a presenca da unidade 2-isopropenil-

2,3-diidrofurano para Rb-6.
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Figura 110. Espectro HMQC (CDClI3, 500 e 125 MHz) de Rb-6.
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Figura 111. Expanséo do espectro HMQC (CDCls, 500 e 125 MHz) de Rb-6 na regido de (3,4 — 6,0
ppm) x (58,0 — 116,0 ppm).
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Figura 112. Espectro COSY (500 MHz, CDCl;) de Rb-6.
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Figura 113. Expansédo do espectro COSY (500 MHz, CDCI3) de Rb-6 na regido de (1,6 — 5,6 ppm) x

(1,6 — 5,5 ppm).
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Esses dados permitiram estabelecer seis possibilidades estruturais para Rb-6:

(d)

O espectro de correlacdo heteronuclear HMBC de Rb-6 e as expansfes

(Figura 114, 115 e 116, pag. 164 e 165) mostraram uma correlacao a trés ligacbes
entre 6y 6,14 (H-3) e o sinal em 6¢c 106,9 que foi atribuido ao carbono C-10. Isto,
bem como, o sinal para C-4 em &¢ 139,1 permitiram sugerir a presencga, em Rb-5, de
substituinte oxigenado em C-5 (como apresentado no subtopico “5.2.4.
Determinacdo estrutural de Rb-4 ”, pag. 146), descartando a possibilidade
estrutural (b) j& que a mesma nao apresenta funcéo oxigenada em C-5.

Os espectros HMBC (Figura 114, 115 e 116, pag. 163 e 164) também
mostraram correlacdes a trés ligacdes entre 6y 7,89 (H-4) e o sinal em 6¢ 147,6 que
foi atribuido ao carbono C-5. Uma correlagéo entre os hidrogénios da metoxila em oy
3,91 e o sinal em &¢c 147,6 (C-5) definiu a localizacdo da metoxila neste carbono.
Desta forma, a possibilidade estrutural (a) foi descartada.

Ainda no espectro HMBC, uma correlacéo a trés ligacbes entre 6y 7,89 (H-4)
e o sinal em 6¢ 148,3, atribuido ao carbono C-9, indicou que C-8 ndo apresentava
substituinte oxigenado (como apresentado no subtopico “5.2.4. Determinacao
estrutural de Rb-4 ", pag. 146), e eliminou as propostas (c), (d) e (f), ja que as
mesmas apresentam funcéo oxigenada no carbono em questéo.

O espectro de correlacdo homonuclear NOESY de Rb-6 e as expansdes
(Figura 117 e 118, pag. 166 e 167) apresentaram uma correlagdo espacial entre 0s
sinais da metoxila em 64 3,96 e os hidrogénios geminais em o¢ 3,18 e 3,53 (ambo H-

3’) corroborando com a proposta (e) para a presenca de metoxila em C-6.
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Figura 114. Espectro HMBC (500 e 125 MHz, CDCl;) de Rb-6.
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Figura 115. Expansao do espectro HMBC (500 e 125 MHz, CDCI;) de Rb-6 na regido de (2,4 — 8,8
ppm) x (104,0 — 165,0 ppm).
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Figura 116. Expanséo do espectro HMBC (500 e 125 MHz, CDCl;) de Rb-6 na regido de (0,8 — 6,5
ppm) x (10,0 — 92,0 ppm).
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Figura 117. Espectro NOESY (500 MHz, CDCI;) de Rb-6.
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Figura 118. Expanséo do espectro NOESY (500 MHz, CDCl;) de Rb-6 na regido de (1,1 — 5,9 ppm) x
(1,4 -5,7 ppm).

Os espectros HMBC e NOESY também mostraram outras correlacées que
auxiliaram na confirmagéo das atribuigBes feitas aos outros dtomos de hidrogénio e

carbono da molécula como podem ser observadas na Figura 119 (pag. 166).

o~ - HMBC —>

* \ P
&f{ < NOESY ==~

Figura 119. Correlacdes observadas nos espectros HMBC e NOESY para Rb-6.

Desta forma, a estrutura de Rb-6 foi sugerida para ser uma furanocumarina
angular com a funcao furano localizada nas posi¢cbes C-7 e C-8 e as metoxilas em
C-5 e C-6 como visualizada em (e) e corroborada pela proposta biossintética
apresentada na Figura 120 (pag. 167).
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Figura 120. Proposta biossintética para Rb-6 partindo do acido 2’,4’-diidroxicinamico.

Os deslocamentos quimicos e as principais correlagdes observadas nos

espectros de RMN uni e bidimensionais para Rb-6 estdo compilados na Tabela 9

(pag. 167). A Tabela 10 (pag. 168) faz uma comparacéo dos valores de RMN *H e

13C apresentados por esta substancia com os dados citados por Chen e

colaboradores (2006) para hedyotiscona A, substancia isolada de Hedyotis biflora

(Rubiaceae), que reforcam a proposta estrutural (e) para Rb-6.

Tabela 9. Deslocamentos quimicos, tipos de sinal e correlagdes para os atomos de carbono e
hidrogénio da substancia Rb-6, verificados nos espectros de RMN 'H e '*C (500 e 125 MHz,

respectivamente) uni e bidimensionais em CDCls.

c alllele e O COSY  NOESY
dc Oy J J
2 1608 :
3 1110 6,14 (d, J = 9,5 Hz, 1H) c-2 c-10 H-4 H-4
4 1391 7,89 (d, = 9,5 Hz, 1H) C-2,C5,C9 H-3 H-3
5 1476 :
6 1275 :
7 1559 :
g 1124 :
9 1483 :
10 1069 :
2 818 5,31 (t, J = 9,0 Hz, 1H) c-5 H-3  HbE,HE
3 33,1 3,18(dd,J=75e 150 Hz, 1H) C8,C2  C7,C4  H2,H3 HJ, HE
3,53 (dd, J = 9,5 € 15,0 Hz, 1H) C-8 C-7.C-4  H-2,H3 H-2,HJ
4 1427 :
5 1131 4,96 (s, 1H) C-2,C6 H-6  H5,HE
5,11 (sl, 1H) -2, C6 H-6  H2,HE
& 17,0 1,78 (s, 3H) c-4 C-5, C-2 H5  H-3,HE
5-CH; 60,1 3,91 (s, 3H) C-5
6-CH; _ 613 3,96 (s, 3H) C-6 H-3

Legenda: (s) simpleto; (sl) simpleto largo; (d) dupleto; (dd) duplo-dupleto; (t) tripleto.
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Tabela 10. Dados comparativos de RMN de 'H e '*C de Rb-6 em CDCl; (500 e 125 MHz,
respectivamente) e de hedyotiscona A em CDCl; (400 e 100 MHz, respectivamente).

C
s
Hedyotiscona A
dc dc OH

2 160,8 - 161,2 -

3 111,0 6,14 (d, J=9,5 Hz, 1H) 112,7 6,27 (d, J=9,6 Hz, 1H)

4 139,1 7,89 (d, J=9,5Hz, 1H) 143,6 7,60 (d, J=9,6 Hz, 1H)

5 147,6 - 109,4 6,78 (s, 1H)

6 127,5 - 142,4 -

7 155,9 - 152,7 -

8 112,4 - 114,8 -

9 148,3 - 146,1 -

10 106,9 - 112,5 -

2 87,8 531(, J=8,5e17,0Hz 1H) 88,7 542 (t, J=8,1Hz, 1H)

3 33,1 3,18 (dd, J = 8,0 e 15,5 Hz, 1H) 31,8 3,21 (dd, J = 8,1 e 16,2 Hz, 1H)

3,53 (dd, J =9,5e 15,5 Hz, 1H) 3,54 (dd, J = 8,1 e 16,2 Hz, 1H)
4 142,7 - 1419 -
5’ 113,1 4,96 (sl, 1H) 113,2 4,99 (s, 1H)
5,11 (sl, 1H) 513 (s, 1H)

6’ 17,0 1,78 (s, 3H) 16,9 1,79 (s, 3H)
5-CHsz 60,1 3,91 (s, 3H) - -
6-CHs 61,3 3,96 (s, 3H) 56,4 3,92 (s, 3H)

Legenda: (s) simpleto; (sl) simpleto largo; (d) dupleto; (dd) duplo-dupleto; (t) tripleto.

O espectro de massas HR-TOF-MS no modo de ionizagdo positivo (Figura

121, pa4g. 169) corroborou com as propostas dos espectros anteriores ao mostrar um

pico de ion molecular em m/z 289,1210 [M + HJ’, condizente com a férmula
molecular C16H1605 (calc. 289,1076).

O valor positivo obtido nos experimentos de rotacdo optica {[a]p + 95,7° (c

0,00047; EtOH)} e comparagdes com os dados de hedyotiscona A (CHEN et al.,
2006) e angenomalina (YAMAGUCHI ET AL., 2003) indicaram que Rb-6 tem
configuragcédo S em C-2'.
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Figura 121. Espectro de massas HR-TOF-MS (pos) de Rb-6.

Desta forma, a anélise dos espectros de IV, EM e RMN de 'H e *C uni e
bidimensionais de Rb-6, bem como, a comparagdo com os dados da literatura
permitiram identifica-la como sendo uma 5,6-dimetoxi-7,8-[2’-(prop-1-en-2-il)-(2’-
S)-2’,3'-diidrofurano] cumarina  (Figura 122, pag. 169) relatada pela primeira vez

na literatura e cujo nome trivial atribuido foi cumarieletefina.

Figura 122. Estrutura quimica de Rb-6: 5,6-dimetoxi-7,8-[2'-(prop-1-en-2-il)-(2'-S)-2’,3'-diidrofurano]
cumarina (cumarieletefina).
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5.2.7. Determinagéo estrutural de Rb-7

A substancia Rb-7 foi isolada como solido amorfo amarelo, com massa de
61,0 mg (correspondendo a 0,122 % em relacdo a massa da fase acetato de etila),
ponto de fusdo 256,4 — 257,5 °C e sob luz ultravioleta apresentou fluorescéncia que
fez sugerir a presenca de grupo croméforo na estrutura quimica.

O espectro de IV (Figura 123, pag. 170) mostrou caracteristicas tipicas de um
composto com varias hidroxilas fendlicas nao impedidas estericamente, pela
presenca de uma banda larga de grande intensidade em 3419 cm™ corroborada pela
absorcdo em 1176 cm™ de estiramento de C-O fendlico. Absorgées em 1658 e 1610
cm™ indicaram a presenca de carbonila cetdnica conjugada e as bandas em 1570 e
1508 cm™ revelaram a natureza aromética da substancia (SILVERSTEIN et al.,
2007; PAVIA et al., 2001).
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Figura 123. Espectro de Infravermelho (KBr, cm'l) de Rb-7.

O espectro de RMN **C - APT (50 MHz, CD3;0OD) e as expansdes (Figura 124
e 125, pag. 172) apresentaram 15 sinais para carbonos sp? que sdo compativeis
com a unidade C¢C3Cg caracteristica de flavondides (ALBUQUERQUE et al., 2007).

O tipo de flavonéide foi determinado por andlise dos dados de RMN 3C para

Fabio Henrique Tenodrio-Souza



Estudo Fitoquimico e Farmacobotanico de Richardia brasiliensis Gomes (RUBIACEAE)

171

diferentes flavonéides compilados por Agrawal (1989) e Pelter e colaboradores

(1976) e mostrado abaixo:

dc 157,4 - 165,8 2

3 oy 6c 102,3-113,7

\‘ 8¢ 175,2-183,4

o

Flavona

8¢ 140,0 - 151,2

\—v 3¢ 167,9-179,6

Flavonol

(e]

O¢c 1594 - 164,7

8¢ 150,6 - 155,4
o

2
> 012201261

2
4 )
5

dc 174,2 - 181,2

d¢c 155,5-164,7

Isoflavona Neoflavona

Os sinais para carbonos sp? ndo hidrogenados em ¢ 148,1 e 137,1, que
sugeriram a presenca de dupla ligacdo em C-2 e C-3, respectivamente; bem como, 0
sinal em é¢ 177,3 para carbonila em C-4, indicaram que o flavondide correspondia a
um flavonol, ou seja, uma flavona hidroxilada em C-3.

Ainda no espectro de RMN **C (Figura 124 e 125, pag. 172), sinais para
carbonos metinicos sp? em 8¢ 99,3 (C-6) e 94,5 (C-8), bem como, sinais intensos em
oc 130,7 (C-2'/6’) e 116,3 (C-3'/5’) permitiram sugerir a presenca de um anel A 5,7-
dissubstituido e um sistema AA'BB’ de anel B com substituinte em C-4’,
respectivamente (ALBUQUERQUE et al., 2007).
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Figura 125. Expanséo do espectro de RMN Bc . APT (CD30OD, 50 MHz) de Rb-7 na regido de 90,0 —
180,0 ppm.
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O espectro de RMN *H (200 MHz, CDs;0D) e as expansdes (Figura 126 e 127,
pag. 173 e 174) apresentaram deslocamentos quimicos que corroboraram com a
proposta dos espectros de RMN *3C (Figura 124 e 125, pag. 172) para a presenca
de um esqueleto flavonoidico com esse padrdao de substituicdo: dois dupletos com
integral para dois hidrogénios cada, acoplando orto entre si, em 64 8,07 (J = 8,8 Hz)
e 690 (J = 8,8 Hz) compativeis com os hidrogénios H-2'/6° e H-3'/5,
respectivamente, do sistema AA'BB’ de anel B de flavondide; e outros dois dupletos
para um hidrogénio cada, acoplando meta entre si, em oy 6,39 (J = 2,0 Hz) e 6,18 (J
= 2,0 Hz), caracteristicos de flavondides que possuem anel A 5,7-dissubstituido,
sendo estes sinais atribuidos aos hidrogénios H-8 e H-6, respectivamente
(PIZZOLATTI et al., 2003).
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Figura 126. Espectro de RMN ‘H (CD;OD, 200 MHz) de Rb-7.
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Figura 127. Expansdo do espectro de RMN *H (CD;OD, 200 MHz) de Rb-7 na regido de 5,2 — 7,7
ppm.

No espectro de RMN **C (Figura 124 e 125, pag. 172), o sinal em ¢ 177,3 (C-
4), indicativo de carbonila quelada, inferiu a presenca de hidroxila em C-5 em ligacéo
de hidrogénio com a carbonila em C-4, j& que a auséncia desta forca intramolecular
protegeria a carbonila fazendo-a absorver em aproximadamente 171,0 - 173,8 ppm
(AGRAWAL, 1989):

OH

‘ 4
\v 5 171,0-173,8 5 Kv ¢ 1758 - 178,8

A auséncia de outros sinais para substituintes nos espectros de RMN *H e **C

(0]

C)\\\\\ \\“QO
H

possibilitou afirmar que Rb-7 apresentava hidroxilas inseridas também nas posi¢coes
C-7 e C-4. A andlise dos dados de RMN 'H e '3C citados por Pizzolatti e
colaboradores (2003) permitiu atribuir os demais sinais apresentados por Rb-7
(Tabela 11, pag. 175).
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Tabela 11. Deslocamentos quimicos e tipos de sinais para os atomos de carbono e hidrogénio de Rb-
7, verificados nos espectros de RMN 'H e *C (200 e 50 MHz, respectivamente) em CD;OD, bem
como, os deslocamentos quimicos dos hidrogénios (64*) e carbonos (6c*) apresentados por Pizzolatti
(2003) para a mesma substancia (600 e 150 MHz, respectivamente) em DMSO-de.

C
Canferol
oc oH oc* on*

2 148,1 - 147,1 -

3 137,1 - 136,7 -

4 177,3 - 176,6 -

5 162,4 - 162,3 -

6 99,3 6,18 (d, J = 2,0 Hz, 1H) 99,2 6,27 (d, J = 1,9 Hz, 1H)
7 165,5 - 165,1 -

8 94,5 6,39 (d, J = 2,0 Hz, 1H) 94,5 6,52 (d, J = 1,9 Hz, 1H)
9 158,2 - 157,8 -

10 104,5 - 104,2 -

1 123,7 - 123,4 -

2’ 130,9 8,07 (d, J = 8,8 Hz, 1H) 130,5 8,12 (d, J = 8,8 Hz, 1H)
3 116,3 6,90 (d, J = 8,8 Hz, 1H) 116,4 6,99 (d, J = 8,8 Hz, 1H)
4 160,4 - 160,0 =

5 116,3 6,90 (d, J = 8,8 Hz, 1H) 116,4 6,99 (d, J = 8,8 Hz, 1H)
6 130,9 8,07 (d, J = 8,8 Hz, 1H) 130,5 8,12 (d, J = 8,8 Hz, 1H)

Desta forma, os dados dos espectros de IV, RMN 'H e *C, bem como,

comparacdes com os dados apresentados na literatura permitiram identificar Rb-7

como sendo 5,7,4’-triidroxiflavonol

como canferol (Figura 128, pag. 175).

OH 0

ou 3,5,7,4-tetraidroxiflavona, mais conhecido

Figura 128. Estrutura quimica de Rb-7: 5,7,4'-triidroxiflavonol ou 3,5,7,4’-tetraidroxiflavona (canferol).

O canferol é uma substancia bastante comum em espécies do Reino Vegetal

que sdo bioprodutoras de flavondides, como a familia Rubiaceae, no entanto, o

isolamento desta substancia em Richardia brasiliensis Gomes corresponde ao

primeiro

relato no género Richardia,

contribuicdo a quimiotaxonomia do género.

apresentando,

portanto,

significativa

Fabio Henrique Tenodrio-Souza



Estudo Fitoquimico e Farmacobotanico de Richardia brasiliensis Gomes (RUBIACEAE) 176

Apresenta diversas atividades farmacoldgicas, dentre as quais cita-se a
capacidade de reduzir a producdo de radicais livres, tendo portanto propriedade
antioxidante (ALBUQUERQUE et al., 2007), o que pode explicar, em parte, o poder
antioxidante apresentado pelo extrato etandlico bruto de Richardia brasiliensis, em
particular, da fase acetato de etila (PINTO et al., 2008a), da qual o canferol foi
isolado.

Embora n&o tenha apresentado acdo hipoglicemiante significativa, seu
derivado, o canferol 3-O-a-L-ramnopiranosil-b-D-glicopiranosideo, foi capaz de
reduzir a glicemia em ratos diabéticos, tanto por via oral quanto intraperitoneal
(CAZAROLLI, 2004). Isto pode justificar o uso popular de Richardia brasiliensis
como antidiabética, pois é provavel que derivados glicosilados do canferol também
estejam presentes no extrato bruto da planta ja que outro tipo de flavonoide

glicosilado ja foi detectado em estudos feitos por Pinto e colaboradores (2008b).
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6. CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

No estudo farmacobotéanico de Richardia brasiliensis Gomes, a caracterizagao
macroscopica das folhas, caule, raizes, inflorescéncia, infrutescéncia e sementes
evidenciou aspectos que sao comuns as espécies pertencentes a familia Rubiaceae,
tais como, folhas simples opostas, inflorescéncia cimosa, flores bissexuadas e
actinomorfas, prefloracao valvar e ovario infero.

As caracterizagcbe macroscopica e microscopica das folhas, caule e raizes
também forneceram dados padrdes importantes na diagnose da droga vegetal que
poderdo auxiliar na identificacdo do vegetal frente a outras espécies do género
Richardia e da familia Rubiaceae, como também poderéo ser utilizados no controle
de qualidade de amostras caso esta espécie venha a ser comercializada no futuro.

O estudo fitoquimico de Richardia brasiliensis Gomes corroborou com os
trabalhos desenvolvidos por Pinto e colaboradores (2008) e Adolpho e
colaboradores (2008) pois evidencia a espécie como bioprodutora de diferentes
classes de metabolitos: terpendides, flavonodides, derivados porfirinicos e cumarinas.

A espécie apresentou em sua constituicdo quimica uma cumarina, a 5,6-
dimetoxi-7,8-[2-(prop-1-en-2-il)-(2’-S)-2’,3’-diidrofuranojcumarina, que estd sendo
relatada pela primeira vez na literatura. Também foram isoladas mais trés
cumarinas, a cedrelopsina, a norbraylina e a braylina, substancias nunca descritas
em Rubiaceae, contribuindo assim para o enriquecimento quimiotaxénomico desta
familia.

Além dessas, foram isolados uma mistura de esterbides (B-sitosterol e
estigmasterol), um derivado porfirinico (15*-hidroxi-(15*-S)-porfirinolactona a) e um
flavondide (canferol).

Este estudo além de fornecer importantes conhecimentos basicos sobre a
espécie, embasa novos estudos, como os de atividade biolégica. Sendo assim,
prentende-se dar continuidade ao estudo quimico, utilizando a fase acetato de etila e
n-butandlica, bem como, realizar estudos de atividade farmacoldgica que possam
comprovar o uso deste vegetal na medicina popular e verificar a possibilidade de
aproveitamento desta espécie pelo setor farmacéutico.
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