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TENORIO-SOUZA, F. H. Fitoquimica de Borreria verticillata (L.) G. Mey., Borreria
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RESUMO

Os géneros Borreria G. Mey. e Richardia L. pertencem a familia Rubiaceae. Borreria
verticillata (vassoura-de-botdo) apresenta alcaloides indélicos e isoquinolinicos,
iridoides, esteroides e sesquiterpenos e é utilizada popularmente para diabetes,
infecgbes bacterianas, eczema, reumatismo, antitérmica e analgésica. Borreria
ocymoides é utilizada no tratamento de micoses e eczemas e em decorréncia da
semelhanca morfo-anatdmica com B. verticillata acredita-se que possa estar sendo
utilizada com as mesmas finalidades que esta ultima. Apesar de n&do haver relato na
literatura do ponto de vista quimico, triagens fitoquimicas preliminares revelaram
presenca de saponinas, taninos, glicosidios e antraquinonas. Richardia brasiliensis
(ervanco e poaia) apresenta terpendides, flavondides e cumarinas. Estudos
etnofarmacologicos indicam propriedades emética, antidiabética, vermifuga e para o
tratamento de eczema, queimaduras, bronquite, gripe, hemorréida e malaria avicola.
Este trabalho objetivou contribuir com os estudos fitoquimicos da familia Rubiaceae
utilizando B. verticillata, B. ocymoides e R. brasiliensis. Para isto, as espécies
vegetais foram coletadas, identificadas e depositadas no Herbario Prof. Lauro Pires
Xavier (JPB). ApOs secagem e pulverizacdo, o pé das plantas foi submetido a
processos de extracdo e particionamento. Em seguida, a fase cromatografica foi
submetida a meétodos cromatograficos e espectroscépicos para isolamento e
identificacdo das substancias, respectivamente. B. verticillata revelou o predominio
metabdlitos secundarios pertencentes a classe dos terpenoides (B-sitosterol,
estigmasterol, acido betulinico, &cool betulinico, &cido oleandlico, acido ursélico,
uvaol e 3B-hidroxiurs-11-en-28,13-B-olidio), bem como, derivados porfirinicos
(feofitina a, feofitina b e 15-hidroxi-(15'-S)-porfirinolactona a). B. ocymifolia
apresentou predominio de substancias fendlicas uma vez que foram isoladas
cumarinas (escopoletina, umbeliferona e cumarieletefina), antraquinonas (2-hidroxi-
3-metoxi-6-metilantraceno-9,10-diona e 2-hidroxi-3-metilantraceno-9,10-diona), além
do &cido p-hidroxicindmico e acido ursdlico, mostrando um perfil quimico diferente
para essas borrérias morfologicamente semelhantes. R. brasiliensis demonstrou a
presenca dos terpendides: acido ursélico e uvaol.

Palavras-chave: Rubiaceae, Borreria verticillata, Borreria ocymoides, Richardia
brasiliensis, Fitoquimica.
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ABSTRACT

The genera Borreria G. Mey. and Richardia L. belong to Rubiaceae family. Borreria
verticillata (vassoura-de-botédo) presents indole and isoquinoline alkaloids, iridoids,
sesquiterpenes and steroids. It is popularly used for diabetes, bacterial infections,
eczema, rheumatism, analgesic and antipyretic. Borreria ocymoides is used to treat
fungal infections and eczema and due to morphological and anatomical similarity with
B. verticillata is believed that might be being used with the same purposes as B.
verticillata. Although there are no reports in the chemical literature, preliminary
phytochemical screening revealed the presence of saponins, tannins, glycosides and
anthraquinones. Richardia brasiliensis (ervanco and poaia) presents terpenoids,
flavonoids and coumarins. Ethnopharmacological studies indicate emetic,
antidiabetic, anthelmintic properties and for the treatment of eczema, burns,
bronchitis, influenza and hemorrhoid. This work contributed to the phytochemical
family Rubiaceae using B. verticillata, B. ocymoides and R. brasiliensis. For this, the
plants were collected, identified and deposited in the “Prof. Lauro Pires Xavier (JPB)”
herbarium. Dried and pulverized, the powder plant was subjected to extraction and
partitioning. Then, the phase chromatography was subjected to chromatographic and
spectroscopic methods for isolation and identification of substances, respectively. B.
verticillata revealed the predominance of secondary metabolites belonging to the
class of terpenoids (B-sitosterol, stigmasterol, betulinic acid, alcohol betulinic,
oleanolic acid, ursolic acid, uvaol and 3B-hydroxyurs-11-en-28,13-B-olide) and as
porphyrin derivatives (pheophytin a, pheophytin b and 15*-hydroxy-(15*-S)-porphyrin
lactone a). B. ocymifolia showed a predominance of phenolic substances as
coumarins (scopoletin, umbelliferone and cumarieletephyn), anthraquinones (2-
hydroxy-3-methoxy-6-metilantracen-9,10-dione and 2-hydroxy-3-metilantracen-9,10-
dione), and p-hydroxycinnamic acid and ursolic acid, showing a different chemical
profile to morphologically similar Borreria. R. brasiliensis showed the presence of
terpenoids: ursolic acid and uvaol.

Keywords: Rubiaceae, Borreria verticillata, Borreria ocymoides, Richardia
brasiliensis, Phytochemical.
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Fitoquimica de Borreria verticillata (L.) G. Mey., Borreria ocymoides
(Burm. f.) D.C. e Richardia brasiliensis Gomes (Rubiaceae)

1. INTRODUCAO

Os processos naturais para sobrevivéncia e evolucdo das plantas tém
requerido adaptacdes das mesmas no sentido de atrair polinizadores, aumentar sua
variabilidade genética, competir por espaco e, principalmente, se defender do ataque
de herbivoros e patdgenos em geral. Nesse sentido, as plantas tém desenvolvido ao
longo de milhdes de anos um complexo arsenal quimico, responsavel pela
modulacdo do proprio metabolismo e também capaz de atuar em alvos moleculares
especificos dos predadores (FERREIRA; PINTO, 2010).

Tais compostos quimicos, conhecidos como metabdlitos primarios e
secundarios, também apresentam a capacidade de alcancar alvos terapéuticos de
doencas humanas e isto possivelmente tenham sido uma das primeiras formas de
utilizacao dos produtos naturais pelo homem (VIEGAS-JUNIOR; BOLZANI, 2006).

Esses conhecimentos passados aos europeus no periodo das Grandes
Navegac6es por povos de diferentes culturas na Asia, no Oriente Médio e na recém-
descoberta América fizeram com que muitas dessas espécies medicinais fossem
gradualmente sendo levadas e utilizadas na Europa. O comércio dos primeiros
medicamentos provenientes de compostos isolados de plantas medicinais, bem
sucedido até a Segunda Guerra, sofreu um grande declinio com o desenvolvimento
de farmacos sintéticos, planejados a partir de modelos estruturais, e também com a
descoberta de antibioticos produzidos por fermentacdo de fungos (CARDOSO,
2003).

Entretanto, nos ultimos anos as industrias farmacéuticas aumentaram a
pesquisa com plantas, com o intuito de descobrir novas substancias ativas
(HOSTETTMANN; QUEIROZ; VIEIRA, 2003). Parte do interesse da industria
farmacéutica por produtos naturais deve-se a busca de novas substancias com acao

farmacoldgica Unica, ainda ndo descobertas por sintese (CARDOSO, 2003).

Para isso, diversas estratégias e metodologias tém sido empregadas como
forma de se alcancar tais objetivos, sendo a quimica de produtos naturais uma das

alternativas mais bem sucedidas historicamente. Nessa linha, muitos metabdlitos
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secundérios se notabilizaram como matérias-primas valiosas para a producdo de
inUmeros medicamentos contemporaneos, comprovando que o estudo cooperativo
entre Quimica de Produtos Naturais, a Botanica e a Farmacologia sao
imprescindiveis para a descoberta de farmacos inovadores (BARREIRO; BOLZANI,
2009).

Hoje estima-se que cerca de 20.000 espécies de plantas sejam conhecidas
por diferentes povos por suas propriedades no tratamento de diversas enfermidades
(FERREIRA; PINTO, 2010). Porém, a humanidade aproveita-se de uma fracdo muito
pequena das plantas e o reino vegetal ainda permanece como uma grande incognita
(PINTO et al., 2002). Estima-se que apenas 5% de cerca de 350 mil espécies de
plantas terrestres existentes no planeta tém sido estudadas fitoquimicamente e uma
percentagem ainda menor tém sido avaliadas sob os aspectos farmacoldgicos
(CECHINEL FILHO; YUNES,1998).

O Brasil, segundo estimativas da Convencao da Diversidade Biologica (CDB),
hospeda entre 15 a 20% de toda a biodiversidade do planeta, muitos completamente
desconhecidos. Por isso a preservacao dos biomas que abrigam todo o territério
brasileiro € fundamental tanto pelo valor intrinseco dessa riqueza biolégica como
pelo seu enorme potencial como fonte de novos farmacos (BARREIRO; BOLZANI,
2009).

A Caatinga apresenta-se como o0 bioma predominante na Paraiba, ocupando
92% da area. E caracterizada pelo elevado endemismo de espécies e géneros
vegetais, representados por arvores e arbustos lenhosos, espécies de suculentas e
raras lianas, sendo a Unica grande regido natural brasileira cujos limites estéo
inteiramente restritos ao territério nacional. Apesar disso, ela é proporcionalmente a
menos estudada com relacédo a sua biodiversidade (SILVA, 2005). Por outro lado, a
Mata Atlantica ocupa porcentagem bem menos expressiva do estado da Paraiba
(8% da area), entretanto constitui-se em um dos biomas mais estudadas, devido a
sua alta heterogeneidade, cobrindo amplo rol de zonas climéaticas e formagdes

vegetacionais, de tropicais a subtropicais (TABARELLI et al., 2005).

Considerando-se o potencial quimico-farmacoldgico de espécies vegetais
localizadas nos dois biomas predominantes na Paraiba, este trabalho relata o estudo

de Borreria verticillata (L.) G. Mey., Borreria ocymoides (Burm. f.) D.C. e Richardia
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brasiliensis Gomes, familia Rubiaceae, cujos estudos quimicos e farmacoldgicos
ainda sé@o pouco conhecidos, o que podera conduzir & descoberta de novas fontes

de substancias naturais ativas.

Esse interesse pelas plantas medicinais e pelos produtos naturais aumenta ao
considerarmos a problematica para os tratamentos atuais de varias patologias. As
drogas ansioliticas comercializadas, por exemplo, podem apresentar risco de
dependéncia e sindrome de abstinéncia (ANDREATINI et al., 2001). Os analgésicos
e anti-inflamatorios, por sua vez, podem produzir ulceracdo gastrica, intolerancia
gastrintestinal, bloqueio da agregacdo plaquetaria e reacdes de hipersensibilidade
(GYLMAN, 1996). Considerando isto, ha a necessidade de investigacdo e pesquisa
de novas drogas que possam diminuir tais efeitos colaterais e reagdes adversas e
tratar de modo efetivo e seguro estas desordens, seja com o extrato bruto ou com os

compostos isolados da imensa flora brasileira.

Desta forma, o conhecimento cada vez mais aprofundado das espécies
vegetais, desenvolvido por estudos integrados nas areas de quimica e farmacologia,
e outras ciéncias afins, é fundamental para dar suporte e maior longevidade ao uso

do potencial natural ainda existente no planeta.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

v Contribuir com os estudos fitoquimicos e farmacoldgicos da familia Rubiaceae
utilizando trés espécies: Borreria verticillata (L.) G. Mey., Borreria ocymoides

(Burm. f.) D.C. e Richardia brasiliensis Gomes.

2.2. Objetivos especificos

v' Extrair os constituintes quimicos de Borreria verticillata, Borreria ocymoides e

Richardia brasiliensis utilizando técnicas de maceracao usuais.

v’ Isolar e purificar os constituintes quimicos majoritarios de Borreria verticillata,
Borreria ocymoides e Richardia brasiliensis utilizando  métodos
cromatograficos, tais como, cromatografia em camada delgada analitica
(CCDA) e preparativa (CCDP), cromatografia liquida em média pressdo
(CLMP) e cromatografia em coluna (CC).

v' Determinar as estruturas dos constituintes quimicos isolados de Borreria
verticillata, Borreria ocymoides e Richardia brasiliensis utilizando métodos
espectroscopicos, tais como, infravermelho (IV) e ressonancia magnética

nuclear de hidrogénio e carbono (RMN *H e *3C) uni e bidimensionais.



FUNDAMENTACAO
TEORICA
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1. Rubiaceae Jussieu: aspectos farmacobotanicos, quimicos,

etnofarmacoldgicos e farmacoldgicos

Rubiaceae é considerada uma das maiores familias das angiospermas, e a
maior da ordem Gentianales. Segundo Delprete e Jardim (2012), apresenta cerca
650 géneros e aproximadamente 13.000 espécies, classificadas em quatro
subfamilias (Cinchonoideae, Ixoroideae, Antirheoideae e Rubioideae) e 39 tribos.
Habita as regifes tropicais e subtropicais do globo (Figura 1, pag. 08) (PEREIRA;
BARBOSA, 2004; PEREIRA et al., 2006; VIEIRA et al., 2006; MONGRAND et al.,
2005). No Brasil, a familia Rubiaceae é representada por 18 tribos, 101 géneros e
1.010 espécies, distribuidas por diversas formacdes vegetais e apresentando grande
ocorréncia na mata atlantica (PEREIRA et al., 2006). Pereira e Barbosa (2004)

compilaram 66 géneros e 277 espécies para a regido Nordeste do pais.

Figura 1. Distribuicdo geografica da familia Rubiaceae representado em vermelho (Adaptado de:
http://www.mobot.org/MOBOT/research/APWeb/, Acesso em: 04 de Julho de 2013).

Representantes da familia Rubiaceae sdo importantes componentes de sub-
bosques de florestas neotropicais, onde ha 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 pélen, néctar e frutos, sendo essenciais
para o equilibrio dos ecossistemas (LOPES; BUZATO, 2005).
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Espécies dessa familia (Figura 2, pag. 9) apresentam grande importancia
econbmica, sendo exploradas como alimenticias (Coffea arabica L. e Genipa
americana L.), ornamentais (Ixora spp., Mussaenda spp. e Gardenia spp.) e
medicinais (Cinchona pubescens Vahl, empregada no tratamento da malaria)
(COELHO et al.,, 2006). Certas Rubiaceas também provocam danos ao setor
agropecuario brasileiro, incluindo espécies daninhas de Borreria, Richardia e Diodia,
conhecidas popularmente como poaias e espécies causadoras de intoxicacdo ao
gado, principalmente pertecentes aos géneros Palicourea e Psychotria,
popularmente conhecidas como “mata-ratos” ou “erva-de-rato” (SOUZA; LORENZI,
2008).

Psychotria ipecacuanha (Brot.) Stokes

(Cephaelis ipecacuanha (Brot.) A. Rich)

Image processed by Thomas Schoepke
www.plant-pictures.de (d )

Figura 2. llustracéo de alguns representantes da familia Rubiaceae: Coffea arabica (a) Ixora sp. (b),
Cinchona sp. (c) e Psychotria ipecacuanha (d) com detalhes referentes ao sistema reprodutor da
planta (Fonte: http://www.botanical.com, Acesso em: 13 de Julho de 2013).
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Segundo Souza e Lorenzi (2008), a familia Rubiaceae possui espécies que se
apresentam como (Figura 2, pag. 9): ervas, subarbustos, arbustos ou &rvores,
menos frequentemente lianas; folhas opostas, menos frequentemente verticiladas,
simples, quase sempre com estipulas interpeciolares. Inflorescéncia geralmente
cimosa, as vezes formando glomérulo ou reduzida a uma unica flor; flores vistosas,
bissexuadas ou menos frequentemente unissexuadas, actinomorfas, geralmente
diclamideas; calice 4-5-mero, geralmente dialissépalo, estames em numero igual ao
das pétalas, epipétalos, anteras rimosas; disco nectarifero presente ou ndo; ovario
infero (supero em Pagamea), 2(-5)-carpelar, (1-)2(-5)-locular, placentacdo axial,
ereta ou péndula, raramente parietal, geralmente uni a pauciovulada. Fruto capsula,

esquizocarpo, drupa ou baga.

Do ponto de vista etnomedicinal e farmacoldgico, diversas propriedades tém
sido evidenciadas para algumas espécies de Rubiaceae: Psychotria ipecacuanha
(Brot.) Stokes, cuja presenca de dois alcaldides em suas raizes, a emetina e a
cefaelina, conferem-lhe propriedades emeética, 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 callophylla indicada na Tailandia para o tratamento da hipertensao
arterial e diversas enfermidades (CARBONEZI et al., 2004); Uncaria gambir utilizada
na Malasia, na forma de pasta e lo¢des, para alivio de queimaduras e afeccdes
epidérmicas (CARBONEZI et al., 2004); e a Gonzalagunia rosea Stand| cujo extrato
metandlico apresenta bioatividade contra Candida albicans e Fusarium solani (NINO
et al., 2006).

As investigacdes fitoquimicas revelaram os alcaloides inddlicos como sendo
0s principais marcadores quimicos desta familia (CARBONEZI et al., 2004). No
entanto, a familia produz alcaloides pertencentes a mais de dez classes diferentes,
onde se destacam os isoquinolinicos e os quinolinicos (CORDELL et al., 2001).
Estudos taxonémicos também sugerem que Rubiaceae apresenta um acumulo de
trés grupos distintos de iridoides, o que parece representar um padrao de tendéncia
evolutiva (INOUYE et al., 1988). A presenca de iridoides é de grande relevancia
devido ao fato de também serem marcadores taxondmicos (BRUNETON, 1993).
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Além destes compostos, também foram evidenciados antraquinonas (AHMAD et al.,
2005; KAMIYA et al., 2005), saponinas triterpénicas (HAMERSKI et al., 2005),
flavonoides (HAMERSKI et al., 2005; PINTO et al., 2008, TENORIO-SOUZA, 2009),
lignoides (SILVA et al., 2006; KAMIYA et al., 2004), terpenos (PINTO et al., 2008;
SU et al., 2003), amidas (BANDYOPADHYAY et al., 2007), cucurbitacinas (OLMEDO
et al., 2007; GUERRERO-ANALCO et al., 2005), cumarinas (BENEVIDES et al.,
2004; PINTO et al., 2008), feofitinas (TOMAZ et al., 2008; TENORIO-SOUZA, 2009)
e derivados benzendides (TOMAZ et al., 2008; PINTO et al., 2008). A Figura 3 (pag.
12 e 13) mostra a estrutura de algumas substancias isoladas de espécies de
Rubiaceae.

Neste contexto, a familia Rubiaceae possibilitou a obtencao de compostos de
interesse comercial e diversidade de usos farmacéuticos, decorrentes de suas
atividades farmacoldgicas. Muitas destas substancias foram e ainda séo
empregadas na terapéutica de diferentes sintomas e enfermidades. Como exemplos
destas substancias podem-se citar: cafeina (Coffea arabica), utilizada em diversos
medicamentos; emetina, (Cephaelis ipecacuanha) com atividade emética e
antiamebicida; quinidina (Cinchona ledgeriana), utilizada por suas propriedades
antimalérica e tonica; e ioimbina (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 gera perspectivas para a

guimica e farmacologia.
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Figura 3. Exemplos de substancias isoladas de espécies pertencentes a familia Rubiaceae.

12



Fitoquimica de Borreria verticillata (L.) G. Mey., Borreria ocymoides
(Burm. f.) D.C. e Richardia brasiliensis Gomes (Rubiaceae)

Psoraleno
(Cumarina)
(BENEVIDES et al., 2007) o o

HO

Acido-3-0-B-D-quinovopiranosideo-cinchélico
(Saponina triterpénica)
(HAMERSKI et al., 2005)

//////1 'l/l/l/

4
7y
“H

OH

O

Isoprincepina OH
OH (Lignéide)
(KAMIYA et al., 2004)

OH o HO

3-B-hidroxiurs-11-en-28,13-B-olide
(Terpenoide)
OH (PINTO, 2008)

At

il OH
HO,

" O\\\\\\“

z Diidrocucurbitacina F
(Cucurbitanina)
(OLMEDQO et al., 2007)

CHj3

N-(4-metilfenil) benzenopropanamida o
(Amida) Feofitina a
(BANDYOPADHYAY et al., 2007) (Feofitina)
(TOMAZ et al., 2008)

Figura 3 (cont.). Exemplos de substancias isoladas de espécies pertencentes a familia Rubiaceae.
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3.2. Género Borreria G. Mey.: aspectos farmacobotéanicos, quimicos

e farmacoldgicos

O género Borreria G. Mey. (= Spermacoce L.), pertencente a tribo
Spermacoceae, abrange a maioria das plantas herbaceas da subfamilia Rubioideae.
E o maior género dentro da tribo Spermacoceae apresentando cerca de 280
espécies, distribuidas na América e em areas tropicais da Africa, Asia e llhas do
Pacifico (Figura 4, pag. 14) (CONSERVA; FERREIRA-JUNIOR, 2012), muitas das
quais de ocorréncia restrita ao Brasil (ANDERSSON, 1992), onde séo registradas 36
espécies (SCHUMANN, 1988). Para o Nordeste, Barbosa e colaboradores (2006)
compilaram 22 borrérias.

Espécies deste género sado relatadas como “ervas daninhas” e atuam
competindo pelo espaco e por recursos de crescimento com diversas culturas, tais
como, o arroz (GOGOI et al., 2002; KALITA, 2001), o abacaxi (SISON; BUKIDNON,
2000), o feijao (JUNQUEIRA NETTO et al.,, 1983), o algodao (VICTORIA FILHO;
CRUZ, 1982) e o café (SIRSI et al., 1981).

Figura 4. Distribuicdo geogréfica do género Borreria G. Mey. representada pelas areas em amarelo
(Fonte: http://www.discoverlife.org/mp/20m?kind=Borreria, Acesso em: 29 de Julho de 2013).

E o género de Spermacoceae que mais apresenta conflitos nomenclaturais
(PEREIRA, 2007) e suas espécies sao conhecidas popularmente por poaias
(BARROS, 2009). Apresentam-se como ervas eretas ou prostradas, raramente

escandentes; caule rugoso ou liso; folhas membrandceas peninérveas, com
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estipulas invaginantes setosas; flores diminutas, densas, sésseis, axilares ou em
glomérulos terminais compostos, alvas, androginas; célice com 2 — 4 lacinios; corola
campanulada com 4 lacinios valvares; anteras versateis dorsifixas; hipanto turbinado
ou codnico dimero; estilete simples; estigma capitado ou bifido; 6vulos presos ao
septo do ovario; e esquizocarpo com dois mericarpos ou capsula septicida, valvas
presas pela base; semente pequena, convexa dorsalmente; endosperma rigido;
embrido reto; e cotilédones oblongos foliaceos (SCHUMANN, 1988).

Estudos etnofarmacologicos revelaram que véarias espécies de Borreria sao
utilizadas na medicina popular. Borreria hispida, popularmente conhecida como
‘erva-botdo”, é utilizada para dor de cabeca, disenteria e para o tratamento de
diabetes e hemorroidas (VASANTHI et al., 2009). E pratica, ao sul da india, utilizar o
decocto desta planta para reduzir o perfil lipidico e tratar a obesidade (MUDALAIR,
2003) e também como estimulante (PURUSHOTHAMAN; KALYANI, 1979).

Na Nigéria, as folhas de Borreria ocymoides, conhecida pelos nigerianos por
“Abia lkana”, sao utilizadas para tratar eczema e micoses. Neste caso, a seiva do
vegetal, obtida por esmagamento, é colocada sobre o ferimento ou a lesdo (EBANA
et al., 1991).

O infuso das raizes de Borreria latifolia, chamada de “poaia-do-campo”, é
utiizada pela populacdo como antidesintérica, expectorante e vominativa
(RODRIGUES; CARVALHO, 2001), além disso, suas partes aéreas também sao
utilizadas na alimentacao (KAMIYA, 2002).

Diante desse contexto, espécies do género Borreria tém sido objeto de
diversos estudos quimico-farmacoldgicos, na tentativa de isolar e identificar
substancias bioativas que justifiguem o uso destas plantas na medicina popular.

Do ponto de vista quimico, apenas sete espécies de Borreria foram estudadas
e resultaram no isolamento de alcaloides inddlicos, alcaldides isoquinolinicos,
flavonoides, iridoides, triterpenoides, esteroides, diterpenoides e sesquiterpenoides
(Figura 5, pag. 16 e 17; Quadro 1, pag. 18 e 19).

Embora os trabalhos quimicos feitos com espécies de Borreria ndo tenham
resultado no isolamento de saponinas, taninos, glicosidios e antraquinonas, estas
foram evidenciadas em triagens fitoquimicas feitas com Borreria ocymoides coletada
na Nigéria (EBANA et al., 1991), bem como, com Borreria pusilla (SINHA; DOGRA,
1985; ANDRE et al., 1976) e Borreria verticillata (ANDRE et al., 1976), ambas de
Madagascar.
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Os dados sobre os constituintes volateis para espécies de Borreria também
sdo escassos. Estes foram extraidos apenas de duas espécies: Borreria verticillata
(EKPENDU et al., 2001) e Borreria scrabra (EKPENDU et al., 2002). Os resultados
mostraram semelhancas na composicao quimica do Oleo essencial com a presenca
de acidos graxos (como o acido hexadecandico), monoterpenos (linalool, eugenol, 3-
bisaboleno e E-B-farneseno) e alguns compostos oxigenados.

Comparacédo dos esqueletos basicos destas classes de compostos quimicos,
isolados de espécies de Borreria, denota a grande variedade metabdlica deste
género e gera expectativas sobre as possiveis relagées quimiotaxonémicas que as

espécies de Borreria possam ter entre si e entre representantes de outros géneros.

HO HO

B-Amirina Acido Ursélico
(Triterpeno Oleanano) (Triterpeno Ursano)
(MUKHERJEE et al., 2004) (MUKHERJEE et al., 1994)

B-Sitosterol
(Esteroide)
(MUKHERJEE et al., 1993)

////, >
‘.

Fitol
(Diterpeno)

(KAMIYA, 2002)
HO

Figura 5. Exemplos de substancias isoladas de espécies pertencentes ao género Borreria.
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HO

OH o

Isoramnetina
(Flavonoide)
(PURUSHOTHAMAN; KALYANI, 1979)

II//III,,

Cariofileno
(Sesquiterpeno)
(BENJAMIN, 1979)

Figura 5 (cont.). Exemplos de substancias isoladas de espécies pertencentes ao género Borreria.
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Classe do composto

Alcal6ide indélico

Substénciaisolada Espécie vegetal Referéncia
Deidroborrecarpina B. capitata JOSSANG et al., 1981
Borrecoxina B. capitata JOSSANG et al., 1981
Borrecarpina B. capitata JOSSANG et al., 1977
Deidroborrecapina B. capitata JOSSANG et al., 1981
Borrelina B. capitata JOSSANG et al., 1981
Borrerina . verticillata BALDE et al., 1991

Borreverina

. verticillata

BALDE et al., 1991

Isoborreverina

BALDE et al., 1991

Espermacoceina

. verticillata

BALDE et al., 1991

Verticillatina A

. verticillata

MOREIRA et al., 2010

B
B
B. verticillata
B
B
B

Verticillatina B . verticillata MOREIRA et al., 2010
Alcaléide ) o
) o (-)-Emetina B. verticillata MOREIRA, 1964
isoquinolinico
. L PURUSHOTHAMAN;
Isoramnetina B. hispida
KALYANI, 1979
) B. pusilla BHADORIA; GUPTA, 1981
Astragalina i
B. stricta SHARMA; GUPTA, 1987
Flavonoide _ B. pusilla BHADORIA; GUPTA, 1981
Quercetina i
B. stricta SHARMA; GUPTA, 1987
) B. pusilla BHADORIA; GUPTA, 1981
Rutina i
B. stricta SHARMA; GUPTA, 1987
Violaquercetrina B. stricta BHADORIA; GUPTA, 1981
. o B. latifolia KAMIYA, 2002
Acido asperulosidico _
B. verticillata SAINTY et al., 1981
o B. latifolia KAMIYA, 2002
Dafilosideo _
B. verticillata VIEIRA et al., 1999
Deacetildafilosideo B. verticillata MOREIRA et al., 2009
10-Hidroxiloganina B. latifolia KAMIYA, 2002
Iriddide Escandosida B. latifolia KAMIYA, 2002
B. latifolia KAMIYA, 2002

6-O-acetil-escandosideo

B. verticillata

MOREIRA et al., 2009

Asperulosideo

B. verticillata

SAINTY et al., 1981
VIEIRA et al., 1999

Borreriagenina

B. verticillata

VIEIRA et al., 1999

Feretosideo

B. verticillata

SAINTY et al., 1981
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Quadro 1 (cont.). Metabdlitos secundarios de espécies de Borreria (classe quimica, substancias
isoladas, espécie correpondente e referéncias).

Classe do composto Substéncia isolada Espécie vegetal Referéncia
Deacetilasperulosideo B. verticillata SAINTY et al., 1981
Deacetilasperulosideo- o

. B. verticillata SAINTY et al., 1981
metil ester
Iridoide Acido B. verticillata SAINTY et al., 1981
deacetilasperulosidico B. latifolia KAMIYA, 2002
6’-0-(2-gliceril)- o
i ) B. verticillata MOREIRA et al., 2010
escandosida metil ester
B-amyrina B. articularis MUKHERJEE et al., 2004
Erytrodiol B. articularis MUKHERJEE et al., 1993
Acido epikaténico B. articularis MUKHERJEE et al., 1993
Acido 3-a-acetoxi- olean- _ .
. B. articularis MUKHERJEE et al., 2004
12-en-29-0ico
Acido 3-ceto-olean-12-en- _ .
_ B B. articularis MUKHERJEE et al., 1993
Triterpeno 29-06ico
B. articularis MUKHERJEE et al., 1994
o . B. pusilla SHARMA; GUPTA, 1987
Acido ursélico _
B. hispida KAPOOR et al., 1969
B. stricta SHARMA; GUPTA, 1987
Acido ursélico metil éster B. articularis MUKHERJEE et al., 1994
Uvaol B. articularis MUKHERJEE et al., 1994
B. articularis MUKHERJEE et al., 1993
B. pusilla BHADORIA; GUPTA, 1981
B-sitosterol B. verticillata ANDRE et al., 1976
B. hispida KAPOOR et al., 1969
Esteréide B. stricta SHARMA; GUPTA, 1987
Daucosterol B. pusilla BHADORIA; GUPTA, 1981
Campesterol B. verticillata ANDRE et al., 1976
Estigmasterol B. verticillata ANDRE et al., 1976
Sitosterol-B-D-glugosideo B. stricta BHADORIA; GUPTA, 1981
Diterpeno Fitol B. latifolia KAMIYA, 2002
. Cariofileno B. verticillata BENJAMIN, 1979
Sesquiterpeno
Guaiaeno B. verticillata MOREIRA et al., 2009
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3.2.1. Borreria verticillata (L.) G. Meyer

Borreria verticillata (L.) G. Meyer. tem distribuicdo neotropical (ANDERSON,
1992), sendo encontrada no México e nas Américas Central e do Sul (Figura 6, pag.
20) (SCHUMANN, 1988; STEYERMARK, 1974; LORENCE, 1999), ocorrendo com
maior frequéncia em locais secos e abertos (MELO; BARBOSA, 2007). Floresce nos
meses de junho, julho e setembro e frutifica em julho (MELO; BARBOSA, 2007).

Specimens

: lllllm‘

Figura 6. Distribuicdo geogréafica de Borreria verticillata (L.) G. F. W. Meyer representado em verde
(Fonte: http://www.tropicos.org/MapsCountry.aspx?maptype=3&lookupid=27903086, Acesso em: 29
de Agosto de 2010).

Caracteriza-se pelo habito, disposicdo e forma das folhas e inflorescéncias
(PEREIRA; BARBOSA, 2004), apresentando-se como (Figura 7, pag. 21) erva ereta,
ramificada; folha séssil, lanceolada, &pice agudo, verticilada, glabra; estipulas
fimbriadas; inflorescéncias em glomérulos globosos, terminais e axilares,
involucrados; flores alvas e sésseis, 2,5 — 3 mm de comprimento; calice esverdeado,
com dois lacinios inconspicuos; corola campanulada, com pélos no ponto de
insercdo dos estames; estames presos na fauce, alternos com as pétalas; estilete
terminal, inteiro; capsula; sementes elipticas (MELO; BARBOSA, 2007).

Quimicamente, a espécie € conhecida por apresentar alcaldides inddlicos e
isoquinolinicos, iridoides, esterdides e sesquiterpenos (Quadro 1, pag. 18 e 19;
Figura 8, pag. 22). Os dados sobre o0s constituintes volateis para Borreria verticillata
revelaram a presenca de acidos graxos (como o acido hexadecandico),
monoterpenos (linalool, eugenol, B-bisabolene e E-B-farnesene) e compostos
oxigenados (EKPENDU et al., 2001).
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Figura 7. Partes aéreas de Borreria verticillata (L.) G. Meyer (Foto: Tenério-Souza, 2010).

No contexto etnomedicinal, Borreria verticillata (vassoura-de-botéo, erva-
botdo e poaia) é a que mais se destaca entre as poaias em todas as culturas. Na
india, o decocto da planta inteira é utilizado para diabetes, dismenorréia e
amenorréia (AYENSU, 1978). No Senegal, é utilizada para tratar infecgcbes
bacterianas e hanseniase (MAYNART et al., 1980). O endocarpo dos frutos é usado
pelos jamaicanos como diurético e como remédio para amenorréia (ASPREY;
THORNTON, 1955). As partes aéreas do vegetal sdo utilizadas, na Nigéria, para o
tratamento do eczema (BENJAMIN, 1979). Noelli (1998) em sua pesquisa historica
sobre a farmacologia da tribo Guarani, afirma que a “Ype ka’acoene”, nome atribuido
ao vegetal pelos indios, era utilizado pelos mesmos como emética. Na Paraiba -
Brasil, o cozimento das raizes e folhas é utilizado oralmente ou em banhos no
tratamento de dermatoses para coceira e lesdes de pele (PEREIRA et al., 2005). No
Pard, € usada para diarréia, hemorréida, dor de urina e gripe (FREITAS;
FERNANDES, 2006). Ainda no mesmo estado, a comunidade negra de Itacoa
utiliza-a para combater as dores de cabeca, as infec¢cbes pulmonares e o
reumatismo (SCOLES, 2006). E ha quem a utilize também como expectorante
(FERREIRA; ROSA; 2009), antipirético e analgésico (VIEIRA et al., 1999).
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N — HsCO Sy
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Borrerina
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(BALDE et al., 1991) H,CO
N
H
HsCO
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(CH2):NHCH, 111, (Alcaldide isoquinolinico)
) (MOREIRA, 1964)
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2,

T

Borreverina
(Alcaloide inddlico)

(CH5),NHCH3
(BALDE et al., 1991)

Isoborreverina
(Alcaloide indélico)
(BALDE et al., 1991)

Verticillatina A
(Alcaloide inddlico)
(MOREIRA et al., 2010)

Espermacoceina Verticillatina B
(Alcaloide inddlico) (Alcaloide indolico)
(BALDE et al., 1999) (MOREIRA et al., 2010)

Figura 8. Substancias isoladas de Borreria verticillata (L.) G. Meyer.
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. OGle HO OGlc
/< Asperulosideo Deacetilasperulosideo
© (Iridoide) (Iridoide) (Iridoides)
(VIEIRA et al., 1999) (SAINTY et al., 1981)
Acido asperulosidico
R R; = OAc, R; = a-OH, Rz = OH
» (SAINTY et al., 1981)
“u,, 6-O-acetilescandosideo
23 R; = OH, R, = B-OAc, R; = OH
(MOREIRA et al., 2009)
Dafilosideo
Rl = OAC, Rz = G'OH, R3 = OCH3
(VIEIRA et al., 1999)
Deacetildafilosideo
HO Rl = OH, Rz = G-OH, R3 = OCH3
B-Sitosterol R = CH,CH, N (MOREIRA et al., 2009)
Estigmasterol R = CH,CHs;, A Acido deacetilasperulosidico
Campestero'l R = CHa, R; = OH, R, = a-OH, R; = OH
(Esteroides) (SAINTY et al., 1981)
(ANDRE et al., 1976) o o
Acido asperulosidico
R, = OAc, R, = a-OH, Rs; = OH
(SAINTY et al., 1981)
Feretosideo

Rl = OH, Rz = B-OH, R3 = OCH3
(SAINTY et al., 1981)
Deacetilasperulosideo

Guaiaeno
(Sesquiterpeno)
(MOREIRA et al., 2009)
metilester
R, = OCH3, R, = a-OH, R; = OH
(SAINTY et al., 1981)

A\

Cariofileno
(Sesquiterpeno)
(BENJAMIN, 1979)

I///lll,,

Figura 8 (continuacao). Substancias isoladas de Borreria verticillata (L.) G. Meyer.



Fitoquimica de Borreria verticillata (L.) G. Mey., Borreria ocymoides
(Burm. f.) D.C. e Richardia brasiliensis Gomes (Rubiaceae)

Algumas das atividades mencionadas pela populagédo ja foram constatadas
por meio de estudos farmacologicos. Estudos antibacterianos com Borreria
verticillata indicaram atividade contra Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Monilia albicans (SOUSA; MATOS; TAVARES, 1969) e cepas multiresistentes de
Pseudomonas aeruginosa (PEIXOTO NETO et al., 2002). O 6leo essencial mostrou-
se toxica ao Schistosoma hematobium no estagio de ovo (CIM 500 mg/mL)
miracideo e cercaria (CIM 100 ym/mL) (ADEWUNMI; MARQUIS, 1983). Além disso,

0 extrato aquoso das raizes provocou contracdo uterina (BARROS et al., 1970).

3.2.2. Borreria ocymoides (Burm. f.) DC.

Borreria ocymoides (Burm. f.) DC. é uma espécie pantropical comum em todo
continente americano mas também ocorre em partes da Africa e india (CHIQUIERI;
DI MAIO; PEIXOTO, 2004). No Brasil, ja foi encontrada nos estados do Amazonas,
Bahia, Ceara e Paraiba (Figura 9, pag. 24). Desenvolvem-se as margens da
vegetacao ou no interior das matas, florescendo e frutificando entre os meses de
novembro a marco (CABRAL; MIGUEL,; SALAS, 2011).

Figura 9. Distribuicdo geogréafica de Borreria ocymioides (Burm. f.) DC. representada pelas areas em
amarelo (Fonte: http://www.discoverlife.org/mp/20m?kind=Borreria+ocymoides, Acesso em: 26 de

Agosto de 2013).



http://www.discoverlife.org/mp/20m?kind=Borreria+ocymoides
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Trata-se de uma erva anual (Figura 10, pag. 25) com aproximadamente 0,3 m
de altura. Caracteriza-se por possuir caule ciliado, com folhas oval-elipticas com 3-5
pares de nervuras laterais, peciolos curtos, pseudoverticiladas, axilares;
inflorescéncias em glomérulos axilares, flores com corola menor do que o célice,
branca, 2 sépalas, estames e estigmas inclusos; capsula glabra ou glabrescente,
eliptica a obovoide (WARD, 2011; CABRAL; MIGUEL; SALAS, 2011).

Figura 10. Partes aéreas de Borreria ocymoides (Burm. f.) DC. (Foto: TAVARES, 2004).

Triagens fitoquimicas feitas com espécies nigerianas deram resultados
positivos para alcaloides, saponinas, taninos, glicosidios e antraquinonas (EBANA et
al., 1991).

Na Nigéria, o suco das folhas é aplicado sobre o ferimento ou a lesdao para
combater micoses e eczemas. Estudos antibacterianos foram realizados com os
extratos aquoso, etandlico, bem como, com fragBes alcaloidicas ou ricas em
glicosideos cardiotdnicos mostrando-se eficazes contra diversos micro-organismos:
Staphylococcus aureus, Klebsiela pneumoniae, Escherichia coli, estreptococos [3-
hemoliticos, bem como, contra Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa e
Neisseria gonorrhoeae (EBANA, et al., 1991; CONSERVA; FERREIRA, 2012).
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Os estudos escassos a respeito desta espécie aliados a grande semelhanca
morfo-anatdbmica com Borreria verticillata faz sugerir a possibilidade de Borreria
ocymoides estar sendo equivocadamente utilizada com as mesmas finalidades. Por
isto o estudo quimico e farmacoldgico destas espécies € importantissimo para

garantir mais seguranca no uso terapéutico.

3.3. Género Richardia Linnaeus: aspectos farmacobotanicos,

guimicos e farmacolégicos

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 11, pag. 26)
(LEWIS; OLIVER, 1974). No Brasil, esta representado por oito espécies distribuidas
de forma descontinua por todo o territorio brasileiro (ANDERSSON, 1992).

Figura 11. Distribuicdo geografica do género Richardia no mundo, representada nas areas em
amarelo. (Fonte: http://www.discoverlife.org/mp/20m?kind=Richardia, Acesso em: 26 de Agosto de

2013).
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Conhecidas popularmente como poaias (SOUZA; LORENZI, 2008), espécies
deste género séo 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).

Compreende ervas anuais ou perenes, eretas ou prostadas. Ramos
cilindricos ou tetragonais, pubescentes; folhas opostas, sésseis ou subsésseis,
estipulas persistentes. Apresentam inflorescéncias sésseis, com algumas ou
numerosas flores suportadas por duas a quatro bracteas foliaceas, ovais, dispostas
em cruz; flores sésseis, frequentemente tetrameras, actinomorfas; calice rotaceo,
persistente ou deciduo, lobos lanceolados, glabros ou pilosos; corola
infundibuliforme, glabras ou pubescentes; ovario com trés ou quatro carpelos, um
ovulo por léculo, placentacdo axial; 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, 2007; LEWIS; OLIVER, 1974).

Sob o ponto de vista quimico, apenas trés espécies foram estudadas:
Richardia grandiflora (Cham. & Schitdl.) Steud (TOMAZ et al., 2008; PEREIRA,
2011), Richardia scabra L. (MONGRAND et al., 2005; AYYANAR; IGNACIMUTHU,
2005) e Richardia brasiliensis Gomes (PINTO et al., 2008; PINTO, 2008; TENORIO-
SOUZA, 2009) (Quadro 2, pag. 28; Figura 12, pag. 29). De Richardia grandiflora
foram isolados e caracterizados dois compostos fendlicos, esteréides, feofitinas e
triterpenos (TOMAZ et al., 2008; PEREIRA, 2011). A avaliacdo da composicéo
lipidica das folhas de Richardia scabra feita em cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG-EM) permitiu identificar a presenca de varios acidos
graxos (MONGRAND et al., 2005); além disso, possui como constituinte majoritario a
emetina (AYYANAR; IGNACIMUTHU; 2005). Ja os estudos fitoquimicos realizados
com Richardia brasiliensis revelaram-na como bioprodutora de diferentes classes de
metabalitos: cumarinas, flavonoides, triterpenos, esteroides, feofitinas e &acidos
fendlicos (PINTO et al., 2008; PINTO, 2008; TENORIO-SOUZA, 20009).
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Quadro 2. Metabdlitos secundéarios de espécies do género Richardia (classe quimica, substancias
isoladas, espécie correpondente e referéncias).

Classe do composto

Substanciaisolada

Espécie vegetal

Referéncias

Acido miristico R. scabra MONGRAND et al., 2005
Acido palmitico R. scabra MONGRAND et al., 2005
Acido palmitoléico R. scabra MONGRAND et al., 2005
Acidos graxos volateis Acido esteéarico R. scabra MONGRAND et al., 2005
Acido linoléico R. scabra MONGRAND et al., 2005
Acido 9,12,15- R. scabra MONGRAND et al., 2005
octadecatriendico
. . AYYANAR; IGNACIMUTHU;
Alcaloide Emetina R. scabra
2005
Acido m-metoxi-p-hidroxi- R. grandiflora TOMAZ et al., 2008
. benzoico R. brasiliensis PINTO et al., 2008
Compostos fendlicos — - - — -
Acido o-hidroxi-benzdico R. grandiflora TOMAZ et al., 2008
Acido p-hidroxi-benzoico R. brasiliensis PINTO et al., 2008
Escopoletina R. brasiliensis PINTO et al., 2008
Cedrelopsina R. brasiliensis TENORIO-SOUZA, 2009
Cumarinas Norbraylina R. brasiliensis TENORIO-SOUZA, 2009
Braylina R. brasiliensis TENORIO-SOUZA, 2009
Cumarieletefina R. brasiliensis TENORIO-SOUZA, 2009
Feofitina a R. grandiflora TOMAZ et al., 2008
13%-hidroxi-(13°-S)- .
. . . ( ) R. grandiflora PEREIRA, 2011
Derivados porfirinicos feofitina a
15™-hidroxi-(15'-S)- L ]
- ( ) R. brasiliensis TENORIO-SOUZA, 2009
porfirinolactona a
. R. grandiflora TOMAZ et al., 2008
Estigmasterol
R. brasiliensis TENORIO-SOUZA, 2009
Ester6ides R. grandiflora TOMAZ et al., 2008
R. brasiliensis ADOLPHO et al., 2008
B-sitosterol
R. brasiliensis TENORIO-SOUZA, 2009
B-sitosterol glicosilado R. brasiliensis ADOLPHO et al., 2008
Isorametina-3-O- e
tinosid R. brasiliensis PINTO et al., 2008
Flavonoides rutinosideo
Canferol R. brasiliensis TENORIO-SOUZA, 2009
Acido ursélico R. grandiflora PEREIRA, 2011
. - R. grandiflora PEREIRA, 2011
. Acido oleandlico —
Triterpenos R. brasiliensis PINTO et al., 2008
-hidroxiurs-11-en- e
3p-hidroxiurs € R. brasiliensis PINTO, 2008

28,13B-olide
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Figura 12. Exemplos de substancias isoladas do género Richardia (L.).
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Estudos etnofarmacoldgicos revelaram que a espécie Richardia grandiflora,
conhecida popularmente como ervanco, poaia ou ipeca-mirim, € indicada
popularmente para uso contra hemorroidas e como vermifugo na forma de decocto
(AGRA et al., 2007a; AGRA et al., 2007b). Na india, as folhas de Richardia scabra,
(“Pachai-amman paccharisi’), € usada na preparagéo de uma pasta que é aplicada
externamente para tratar doencas de pele (AYYANAR; IGNACIMUTHU; 2005).

3.3.1. Richardia brasiliensis Gomes

Richardia brasiliensis Gomes € 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 regiées agricolas do Centro-Oeste, Sul e Sudeste do Brasil
(PEDRINHO JUNIOR et al., 2004).

Esta espécie € comumente encontrada no centro da Ameérica do Sul, desde
0s Andes até o Oceano Atlantico, tendo sido também introduzida em paises como os
Estados Unidos, México, Jamaica, sudeste e leste da Africa, Havai (LEWIS;
OLIVER, 1974) e Espanha (BARTOLI et al., 2007) (Figura 13, pag. 30).

Figura 13. Distribuicdo geogréafica de Richardia brasiliensis, representada nas areas em amarelo.
(Fonte: http://www.discoverlife.org/mp/20m?kind=Richardia+brasiliensis, Acesso em: 26 de Agosto
de 2013).
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Botanicamente (Figura 14, pag. 31) espécie apresenta-se como ervas
prostadas ou eretas, até 30 cm comp. Ramos cilindricos. Folhas obovadas ou
oblongas; lamina foliar, apice agudo ou obtuso, base aguda a atenuada, subsésseis,
pubescente em ambas as faces. Flores em glomérulos terminais achatados, 2-4
bracteas foliaceas. Célice 6-mero; sépalas triangulares, ciliadas. Corola pubérula
externamente, anel de pélos na metade inferior do tubo, lilas na porcao apical. Seis
estames, filetes fixos na fauce da corola. Estilete exserto; estigma trifido, ramos
estigmaticos e papilosos. Ovario 3-locular. Fruto esquizocéarpico, face ventral
carenada, face dorsal convexa. Semente com face ventral angulosa (TENORIO-
SOUZA, 2009).

Figura 14. Partes aéreas de Richardia brasiliensis Gomes (Foto: TENORIO-SOUZA, 2009).

Sob o ponto de vista fitoquimico, Richardia brasiliensis apresentou
constituintes pertencentes a diferentes classes de metabdlitos (Quadro 2, pag. 28;
Figura 15, pag. 32 e 33): acidos fendlicos, cumarinas, triterpenos, esteroides,
flavondides e feofitinas (PINTO et al., 2008b; PINTO, 2008; ADOLPHO et al., 2008;
TENORIO-SOUZA, 2009). Porém, triagens fitoquimicas preliminares demonstraram
qgue, além dessas classes de metabdlitos, Richardia brasiliensis também continha
taninos, alcalbides, saponinas, glicosideos cardiotbnicos e antraquinonas (EDEOGA
et al., 2005; ADEKUNLE, 2000).
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Figura 15. Substancias isoladas de Richardia brasiliensis Gomes.

32



Fitoquimica de Borreria verticillata (L.) G. Mey., Borreria ocymoides
(Burm. f.) D.C. e Richardia brasiliensis Gomes (Rubiaceae)

Estigmasterol

(Esteroide)

15*-hidroxi-(15*-S)-porfirinolactona a

o (Derivado porfirinico)

OH o Canferol
(Flavonodide)
5 4 OCHj3
HO
HsCO
[¢]
. | Norbraylina ©
§ : (Cumarina) Cumarieletefina
5 (Cumarina)
5 4
H,CO

5 4

HO

Cedrelopsina
(Cumarina)

Braylina
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Figura 15 (continuac&o). Substancias isoladas de Richardia brasiliensis Gomes.

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 o decocto das raizes de Richardia brasiliensis também s&o utilizados pela
populacdo por apresentar propriedade expectorante (GRANDI et al., 1989). Além
disso, é empregada na cura de eczema, tratamento de queimaduras, contra a

malaria avicola (EDEOGA et al., 2005) e também no tratamento de bronquite e gripe

(MERETIKA, 2008).
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4. DESCRICAO METODOLOGICA

4.1. Coleta e identificacdo do material botanico

A época da coleta de Borreria verticillata foi em fevereiro de 2010, de Borreria
ocymoides em abril de 2010 e de Richardia brasiliensis Gomes em setembro de
2008. A primeira e a terceira foram coletadas no Campus | da Universidade Federal

da Paraiba em Jodo Pessoa — Paraiba e a segunda no Pico do Jabre - Paraiba.

A identificagdo das espécies do género Borreria foi realizada com auxilio de
chaves analiticas, diagnoses e descricbes de Bacigalupo (1972) e Cabral e
Bacigalupo (1999) e para Richardia brasiliensis, utilizou-se as descricdes de Lewis e
Oliver (1974) e Groth (1980). Amostras do material coletado foram herborizadas
seguindo o método 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 (CCEN) da UFPB (Quadro 3, pag. 36).

4.2. Obtencéao e particionamento do extrato etandlico bruto (EEB)

As partes aéreas dos vegetais foram desidratadas em estufa com ar
circulante a temperatura média de 45,0 °C durante 72 horas e reduzidas a p6 com
auxilio de moinho mecéanico. Posteriormente, os constituintes quimicos do pé das
plantas 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. 37; Quadro 3, pag. 36).

A solucéo extrativa resultante foi concentrada em rotaevaporador sob pressao
reduzida a 40,0 °C obtendo-se o extrato etandlico bruto (EEB). Parte deste extrato
foi dissolvido em uma solucdo de CH3OH:H,O e homogeneizado sob agitacéo
mecanica por 60 minutos, obtendo-se uma solucdo hidroalcodlica que foi
particionada separadamente e consecutivamente com hexano, cloroformio (CHCI53),

acetato de etila (AcOEt) e n-butanol (n-BuOH), em ampola de separagéo.
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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 rotaevaporador a temperatura média de 40,0 °C obtendo-se as

fases hexanica, cloroférmica, acetato de etila e n-butandlica (Esquema 1, pag. 37;

Quadro 3, pag. 36).

Quadro 3. Dados de coleta, nimero de exsicatas, massa do material botanico fresco e seco, massa
do EEB e volumes de solventes utilizados na particdo e massa das fases obtidas para as espécies

estudadas neste trabalho.

Borreria verticillata

Borreria ocymoides

Richardia brasiliensis

Data da coleta

Fevereiro de 2010

Abril de 2010

Setembro de 2008

Local da coleta

Jodo Pessoa — PB
(Campus | — UFPB)

Pico do Jabre - PB

Jodo Pessoa — PB
(Campus | — UFPB)

Numero da exsicata

Tenbrio-Souza et al., 02

Tenbrio-Souza et al., 03

Tenbrio-Souza 01

Material botanico fresco

11,4 kg

6,0 kg

30,0 kg

Material botanico seco e
pulverizado (rendimento)

3,4 kg (29,8 %)

1,6 kg (26,7 %)

3,8 kg (12,7 %)

EEB (rendimento)

490,0 g (14,4 %)

200,0 g (12,5 %)

353,0 g (9,3 %)

EEB para particéo 290,09 100,09 30049
Propor¢cdo CH3;0H:H,0 7:3 (VIV) 7:3 (VIV) 3:7 (VIVv)
Volume de hexano 4500 mL 2000 mL 3000 mL
Volume de CHCI, 4500 mL 2000 mL 1500 mL
Volume de AcOEt 4500 mL 2000 mL 1500 mL
Volume de n-BuOH 2000 mL 1000 mL 1500 mL
Fase hexéanica 3099 45¢ 56,19
Fase cloroférmica 25,6 ¢ 149¢ 29,4 ¢
Fase acetato de etila 8,79 9,59 109¢
Fase n-butandlica 18,7¢g 16,1 g 37,2¢g
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Esquema 1. Etapas envolvidas no processo de obtencao e particionamento do extrato etanélico bruto

das espécies estudadas.

( Material botanico seco e pulverizado )

- Maceracédo com etanol a 95 %;
- Concentracdo em evaporador rotativo.

( Extrato Etandlico Bruto >

- Dissolu¢édo em MeOH:H,0;
- Agitagdo mecénica por 60 minutos.

( Solucéao Hidroalcodlica )

- Particio em ampola de separacdo com hexano.

A 4

( Solucao Hidroalcodlica >

- Particdo em ampola de
separacao com CHCls.

- Secagem com sulfato de s6dio anidro;
- Filtragc&o sob presséo reduzida;
- Concentracdo em evaporador rotativo.

Fase Hexanica** )

( Solucéao Hidroalcodlica ll >

- Particdo em ampola de
separacdo com AcOEt.

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

Fase Cloroférmica )

Y
(Solugéo Hidroalcodlica lll >

- Particdo em ampola de
separa¢do com n-BuOH.

- Secagem com sulfato de s6dio anidro;
- Filtragc&o sob presséo reduzida;
- Concentracdo em evaporador rotativo.

Fase Acetato de Etila** )

\ 4

(Solugéo Hidroalcodlica IV *)

* Descartada
** Reservada para estudos posteriores

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

Fase n-Butanélica** )
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4.3. Isolamento e purificacdo dos constituintes quimicos

O isolamento, a purificacdo e a analise dos constituintes quimicos foram
realizados utilizando métodos cromatogréaficos: cromatografia em coluna (CC),
cromatografia liquida de média pressdo (CLMP) 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 63 — 200 um e 70 — 230 mesh) ou Sephadex-LH20, tendo como
suporte colunas de vidro cilindricas cujos comprimentos e didmetros variaram de
acordo com a quantidade de amostra a ser cromatografada. As amostras foram
acondicionadas sobre o topo da coluna, procedendo-se entdo a eluicAo com o0s
solventes comerciais hexanos, diclorometano (CH.Cl,) e metanol (CH3OH)
destilados na UFPB, puros ou em misturas binarias.

Para a CLMP utilizou-se o cromatografo da Biichi® com um sistema de bomba
e injetor de solventes automatico e, como fase estacionaria, silica gel F60
(SiliaFlash® F60 com particulas de dimensdes entre 40 — 63 um e 230 — 400 mesh).
A amostra foi adicionada no topo da coluna, ap6s o preenchimento com fase
estacionéaria. Os solvente utilizados foram os mesmos citados para CC e o fluxo da

fase moével foi de 10,0 mL/min.

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 PF2s4 (ART
7749 da MERCK) em &gua 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 revelacdo das substancias em CCDA foi executada pela exposicdo das
cromatoplacas a lampada de radiacao ultravioleta (UV) sob dois comprimentos de
ondas, 254 e 366 nm, em aparelho MINERALIGHT (modelo UVGL-58), bem como,

pela impregnacédo das placas em cubas de vidro saturadas com vapores de iodo.
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Por CCDA, as fragbes semelhantes foram reunidas de acordo com os fatores
de retencdo (Ry). O grau de pureza foi estimado quando observada uma unica
mancha apos revelacdo das cromatoplacas, além da observacdo dos espectros das

referidas substancias.

A recuperacao das amostras separadas por CCDP foi feita por extragdo com
CH.Cl, e/lou CH,Cl,:MeOH (9:1 v/v), seguida de filtracdo sob pressao reduzida e

concentracdo em evaporador rotativo.

4.3.1. Processamento cromatografico da fase cloroféormica de

Borreria verticillata

Uma aliquota de 10,0 g da fase cloroférmica foi submetida a CC utilizando-se
200,0 g silica gel 60, como fase estacionaria. Como fase moével foi utilizado hexanos,
CH.CI, e CH3OH. Inicialmente a eluicdo foi com hexano, em seguida com uma
mistura de hexano e CH,Cl,, posteriormente apenas com CH,CI; e finalizando com
uma mistura de CH,Cl, e CH3OH. Em principio, o gradiente polar de concentracéo
aumentava sempre 1 % a cada 200,0 mL, porém quando a eluicdo passou a ser
realizada com uma mistura de CH,Cl, e CH30H, a concentracdo aumentou 0,1 % a
cada 200,0 mL e, somente quando a proporcdo de CH,Cl, e CH3OH atingiu 99:1
(v/v), voltou a aumentar 1 % a cada 200,0 mL até a proporcdo de CH,Cl, e CH30H

atingir 8:2 (v/v), quando entdo o procedimento cromatografico era encerrado.

Desta forma foram obtidas 137 fragdes que foram concentradas em
evaporador rotativo. As fragcdes foram analisadas comparativamente através de
CCDA utilizando diferentes sistemas de eluicdo e reunidas, quando semelhantes,
em 22 grupos de acordo com os Ry, apds andlise a luz UV e impregnacdo com

vapores de iodo (Esquema 2, pag. 41).

As fracbes 58-65 e 84-90 cristalizaram-se espontaneamente, apos
evaporacao dos solventes, e analise em CCDA revelaram uma Unica mancha sendo

entdo codificadas como Bv-1 e Bv-3, respectivamente.
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A fracdo 91-93 foi submetida a uma CCDP utilizando Hex:AcOEt (8:2 v/v)
para eluicdo, obtendo-se oito subfracdes. As subfracdes (91-93).2 e (91-93).4, apds

analise por CCDA, receberam os cédigos Bv-6 e Bv-8, respectivamente.

A fracdo 94-97 também foi submetida a CCDP utilizando o mesmo sistema de
eluicdo anteriormente mencionado, obtendo-se oito subfracdes. As subfracdes (94-
97).3 e (94-97).6, apds CCDA, apresentaram uma unica mancha, sendo a primeira

com R semelhante a Bv-8, e receberam os codigos Bv-8 e Bv-9, respectivamente.

A fracdo 98 também foi submetida ao mesmo sistema cromatografico citado
no paragrafo anterior e neste processo foi obtido cinco subfra¢des. A subfracdo 98.4,
quando analisada por CCDA, apresentou uma s6 mancha com Rt semelhante a Bv-9

e quando analisada espectroscopicamente, foi codificada também com Bv-9.

A fracdo 99-104 foi recromatografada em uma pequena coluna preenchida
com silica gel 60 e eluida com hexano, CH,Cl, e CH3OH, puros ou em misturas
binarias seguindo um gradiente polar de concentracdo, obtendo-se 30 subfracfes
gue foram reunidas em 11 grupos ap0s monitoramento por CCDA. A subfracdo (99-
104).5-7 recebeu o cédigo Bv-7.

A fracdo 116 foi recromatografada em CLMP, utilizando silica gel flash e
solventes hexano, CH,Cl, e CH3OH, puros ou em misturas binarias. O fluxo da fase
moével foi de 10,0 mL/min e o gradiente de polaridade aumentava de maneira
idéntica a procedimento cromatogréafico da fase cloroférmica porém com mudancas
de polaridade ocorrendo a cada 10,0 mL, sendo obtidas 137 subfracfes. Estas
foram reunidas em 10 grupos, apés monitoramento por CCDA. A subfracdo (116)
102-109 formou um precipitado e foi codificada como Bv-2. A subfragédo (116) 110-
119 foi submetida a CC utilizando sephadex-LH20 e CH,Cl,:CH3OH (1:1, v/v),
obtendo-se 28 subfracfes. A subfracdo (116)110-119.1-5 recebeu o codigo Bv-10.

A fracdo 117-118 foi suspensa em CH,Cl, e codificada como Bv-4. As fracdes
de 119 a 122 ao serem concentradas apresentaram uma parte solivel em CH,Cl, e
outra permaneceu no baldo de destilacdo s6 sendo retirada com CH3OH. As fracoes
soluveis em CH3;OH apresentaram-se como um solido amorfo branco e, apos CCDA

e analise espectral, foram reunidas e receberam o cédigo Bv-5.
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Esquema 2 Etapas do processamento cromatografico da fase cloroférmica de Borreria verticillata.

( Fase Cloroférmica (10,0 g) >

- CC (silica gel 60);
- Hex.; Hex:CH.Cl,; CHCl,; CH.Cl;:MeOH
(em gradiente crescente de polaridade);

- CCDA.
1-2 26-40 44-48 58-65 72-75 79-83 91-93 98 105-115 [117-118 |123-124 (128-137
3-25 41-43 49-57 66-71 76-78 84-90 94-97 99-104 116 119-122 125-127
- CCDA.
Solucao
em CH;OH
Bv-1 ’
Bv-5
) - Suspenséo
- CCDP; (CH:Cl)
- Hex:AcOEt (8:2 v/v) - CCDA.
- CCDP; 98.1 98.2 983 984 985 _
- Hex:AcOEt Bv-4
(8:2 viv)
| | Bv-9
(91-93).2 (91-93).4 - CC (silica gel 60);
- Hex.; Hex:CH,Cl,; CH,Cl,; CH,Cl,:MeOH
(91-93).1 (91-93).3 (em gradiente crescente de polaridade);
- CCDA.

| | - CLMP (silica gel FLASH F60);
- Hex.; Hex:CH,Cl,; CH,Cly;

(99-104).1-4 (99-104).5-6  (99-104).7-10 | CH:Cl;:MeOH

(em gradiente crescente de

polaridade);
- CCDA.
Bv-7 cc
Bv-8
116.33-45 116.69-101 116.110-119 116.132-137
- CCDP; 116.1-32 116.46-68 116.102-109 116.120-131
- Hex:AcOEt (8:2 v/v)
| | | | Bv-2
(94-97).2 (94-97).4 (94-97).6 (94-97).8
(94-97).1 (94-97).3 (94-97).5 (94-97).7 - CC (Sephadex-LH20);
- CH.Cl;:MeOH (1:1 viv);
- CCDA.
Bv-8

( Bv-10 )
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4.3.2. Processamento cromatografico da fase cloroformica de

Borreria ocymoides

Uma aliquota de 10,0 g da fase cloroférmica de Borreria ocymoides também
foi submetida a CC utilizando procedimento idéntico ao realizado no fracionamento
cromatografico da fase cloroférmica de Borreria verticillata, obtendo-se também 137
fracbes que foram concentradas em evaporador rotativo. Apés andlises
comparativas utilizando CCDA em diferentes sistemas de eluicdo, estas fracbes
foram reunidas, quando semelhantes, em 15 grupos, apds andlise a luz UV e

impregnacao com vapores de iodo (Esquema 3, pag. 43).

A fracdo 71-106 foi submetida a uma CCDP utilizando Hex:AcOEt (8:2 v/v),
obtendo-se sete subfracbes. A subfracdo (71-106).4, apos analise por CCDA,
recebeu o cédigo Bo-1. A subfracdo (71-106).1 foi recromatografada em CCDP
utilizando as mesmas condic¢des, obtendo-se uma fracao codificada por Bo-5.

A fragdo 115-116 foi cromatografada em CLMP (mesmo procedimento
mencionado para Borreria verticillata) obtendo-se 137 subfracfes. Estas foram
reunidas em 10 grupos, apos CCDA. A subfracdo (115-116).1-43 foi codificada em
Bo-3. A subfracdo (115-116).74-103 foi submetida a uma CCDP em fase movel
Hex:AcOEt (9:1 v/v) obtendo-se cinco subfracdes. A subfracdo (115-116).(74-103).3

revelou-se como uma Unica mancha fluorescente a luz UV e foi codificada em Bo-4.

A subfracdo (115-116).104-123, ap6s CCDP utilizando Hex:AcOEt (8:2 v/v)
formou cinco faixas. A subfracdo (115-116).(104-123).3 foi novamente submetida a
CCDP com fase movel Hex:AcOEt (7:3 v/v) obtendo-se trés fracbes. A subfracdo
(115-116).(104-123).3.2 cristalizou-se apds evaporacdo dos solventes e recebeu o
codigo Bo-6. A subfracdo (115-116).(104-123).5 também foi recromatografada em
CCDP com Hex:AcOEt (7:3 v/v) obtendo-se trés fragcbes. A subfracdo (115-
116).(104-123).5.2 também cristalizou ap6s evaporacdo dos solventes e foi

codificada em Bo-2.

As fracOes de 119 a 121 apresentaram coincidentemente um comportamento
semelhante a fracdo 119-122 de Borreria verticillata, e, apés CCDA e analise

espectral, foram reunidas e receberam o codigo Bo-7.
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Esquema 3 Etapas do processamento cromatografico da fase cloroférmica de Borreria ocymoides.

( Fase Cloroférmica (10,0 g) >

- CC (silica gel 60);

- Hex.; Hex:CHCl,; CH,Cl,; CH,Cl,:MeOH
(em gradiente crescente de polaridade);

- CCDA.

1-4 10-13 20-27 47-52 71-106 (115-116 | 119-121| 128-137

5-9 14-19 28-46 53-70 |107-114 |117-118 122-127

| | | 1
(71-106).1 (71-106).3 (71-106).5 (71-106).7 Solugéo
(71-106).2 (71-106).4 (71-106).6 em CH,OH
- CCDA. Bo-7
- CCDP;
- Hex:AcOEt
(8:2Viv) Bo-1 - CLMP (sflica gel FLASH F60);
- Hex.; Hex:CHCl,; CH,Cl,; CH.Cl,:MeOH
(em gradiente crescente de polaridade);
Bo-5 - CCDA.

(115-116).1-43 (115-116).52-59 (115-116).74-103 (115-116).124-131 (115-116).135-137
(115-116).44-51 (115-116).60-73 (115-116).104-123 (115-116).132-134

- CCDP;

- Hex:AcOEt (8:2 v/v)

(115-116).(104-123).1 | (115-116).(104-123).3 (115-116).(104-123).5
(115-116).(104-123).2 (115-116).(104-123).4

- CCDP;
- Hex:AcOEt (9:1 viv) - CCDP;

| | - Hex:AcOEt (7:3 v/v)

(115-116).(104-123).3.1 | (115-116).(104-123).3.3
(115-116).(104-123).3.2

- CCDP;
Bo-6 - Hex:AcOEt (7:3 viv)

(115-116).(104-123).5.1 | (115-116).(104-123).5.3
(115-116).(104-123).5.2

(115-116).(74-103).1 | (115-116).(74-103).3 | (115-116).(74-103).5
(115-116).(74-103).2 (115-116).(74-103).4

Bo-4
Bo-2
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4.3.3. Processamento cromatografico da fase cloroféormica de

Richardia brasiliensis

Uma aliquota da fase cloroférmica (10,0 g) foi submetida a CC utilizando-se
como fase estacionaria silica gel 60 (200,0 g) eluindo inicialmente com hexanos e
finalizando com uma mistura CHCl; e CH3;OH, em gradiente crescente de
polaridade. Nesta CC foram coletadas 550 fracdes de 100,0 mL cada, que foram
concentradas em evaporador rotativo. Apds analise por CCDA utilizando diferentes
sistemas de eluicéo, as fracbes foram reunidas em 25 grupos de acordo com os Rg

(Esquema 4, pag. 44).

A fracdo 124-134 foi submetida a uma CCDP utilizando Hex:AcOEt (9:1 v/v)
para eluicdo, obtendo-se seis subfracdes. A subfracdo (124-134).4, apds andlise por
CCDA, recebeu o cddigo Rb-1. A fracdo 359-373 foi suspensa em CHCI3; obtendo-se
um precipitado branco e foi codificada por Rb-2.

Esquema 4 Etapas do processamento cromatografico da fase cloroférmica de Richardia brasiliensis.

( Fase Cloroférmica (10,0 g) )

- CC (silica gel 60);
- Hex.; Hex:CHCl3; CHCl3; CHCI3:CH3;OH
(em gradiente crescente de polaridade);

- CCDA.

24-27 33-56 65-74 | 87-100 [124-134 (189-195 | 211-252 |284-322 |359-373 }401-423 [431-434 [447-500

1-23 28-32 57-64 75-86 101-123 (135-188 196-210 253-283 323-358 | 374-400 424-430 435-446 501-550

- CCDP;
- Hex:AcOEt (9:1 v/v) ]
Suspensao
| | | em CHCl;
(124-134).1 (124-134).3 (124-134).5
(124-134).2 (124-134).4 (124-134).6 Rb-2
- CCDA.

Rb-1
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4.4. Caracterizacao estrutural dos constituintes quimicos isolados

A estrutura quimica das substancias isoladas foi caracterizada mediante o uso
de métodos espectroscopicos e comparacdo com modelos da literatura. Além disso,

também foi determinado os pontos de fusdo das amostras.

4.4.1. Espectroscopia de infravermelho (1V)

Os espectros na regigo do IV (4000 a 400 cm™), que d&o informacées sobre
0s provaveis grupos funcionais presentes na molécula (SILVERSTEIN et al., 2007;
PAVIA et al., 2010), foram obtidos em aparelho de BOMEM FT-IR (modelo MB 100)
do CCS/UFPB, utilizando uma pequena quantidade de amostra em pastilha de

brometo de potassio (KBr), com frequéncia medida em cm™.

4.4.2. Espectroscopia de Ressonancia 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., 2010), foram obtidos em espectrometros VARIAN-NMR-SYSTEM 500
MHz e VARIAN-NMR-SYSTEM 200 MHz, ambos do Nucleo de Caracterizacdo 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: acetona (C3DgO), cloroformio (CDCI3),
metanol (CD3;0D) e piridina (CsDsN) deuterados.

Os deslocamentos quimicos (6) em partes por milh&o (ppm) e as constantes
de acoplamento (J) em Hz foram referenciados para RMN de 'H pelos sinais
caracteristicos dos hidrogénios pertencentes as fracoes nao deuteradas dos
solventes: C3DgO (81 2,00), CHCl; (81 7,24), CH3OH (84 3,30) e CsHsN (8y 7,55).



Fitoquimica de Borreria verticillata (L.) G. Mey., Borreria ocymoides
(Burm. f.) D.C. e Richardia brasiliensis Gomes (Rubiaceae)

Para os espectros de RMN de *3C, os deslocamentos quimicos foram referenciados
pelos sinais dos carbonos dos solventes deuterados: C3DgO (6c 29,0), CDCl3z (¢
77,0), CD3s0D (8(; 49,0) e CsDsN (5(3 135,5).

As multiplicidades dos deslocamentos quimicos de RMN de 'H foram
indicadas segundo as convencdes: s (singleto), sl (singleto largo), d (dupleto), dd
(duplo dupleto), dI (dupleto largo), t (tripleto), 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; e alguns foram obtidos também pela técnica Broad Band (BB).

Os espectros de RMN também foram otimizados para as técnicas
bidimensionais: HMQC, espectro de correlacdo heteronuclear, que permite fazer
uma correlacdo entre hidrogénios e seus respectivos carbonos; HMBC que permite
fazer uma correlacdo entre hidrogénios e carbonos a duas (2J) e trés (3J) ligaces;
COSY, estabelece as correlaces entre hidrogénios que sdo 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

correlagdes espaciais dos hidrogénios da molécula (KAISER, 2000).

Os dados espectrais foram comparados com modelos da literatura permitindo
fazer a maioria das atribuicdes, e os demais foram feitos com base na andlise dos

espectros bidimensionais.
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4.4.3. Ponto de fusao

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.



RESULTADOS E
DISCUSSAO
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Determinacéo estrutural de Bv-1

O espectro de RMN *H (200 Caracteristicas fisico-quimicas de Bv-1
MHz, CDCls) (Figura 16, pag. 51) Estado fisico Sélido
apresentou um conjunto de Forma Cristais brancos
deslocamentos quimicos simples e de Solubilidade CH,Cl,
alta multiplicidade, caracteristicos de Massa/Rendimento 113,0mg /1,13 %
hidrogénios metinicos, metilénicos e N&o determinado

Ponto de fusao

metilicos, em & 0,6 - 2,5 que aliado a (amostra em mistura)

o Fluorescéncia (254 nm) | Ausente
presenca de sinais intensos e outros

. Fluorescéncia (366 nm Ausente
duplicados, no espectro de RMN *3C - ( )

. . Fator d t ao (R 0,63 (Hex/AcOEt 9:1
APT (50 MHz, CDC|3) (F|gura 17, pag. ator de retencéo (Ry) (Hex/Ac )

52), indicaram que Bv-1 tratava-se de
uma mistura de duas substancias, ambas apresentando o mesmo esqueleto

carbénico: nlcleo esteroidal do tipo estigmasteno (Cyg) (KOJIMA et al., 1990).

Nucleo esteroidal do tipo estigmasteno

Um multipleto em &4 3,49 e um sinal em 6¢ 71,7 (Figura 16 e 17, pag. 51 e 52,
respectivamente), referentes ao hidrogénio e carbono oximetinicos, possibilitaram
sugerir a presenca de funcéo alcool em C-3 (TOMAZ, 2008).

Um dupleto largo em &y 5,32 (J = 5,0 Hz) e dois duplos-dupletos, acoplando
trans entre si, em &4 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 Bv-1, tri e dissubstituida, respectivamente
(SILVERSTEIN et al., 2007; PAVIA et al., 2010). Sinais para carbonos metinicos em
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6¢c 121,7 (2C) e n&o hidrogenado em &¢ 140,7 (2C), bem como, outros em &¢ 138,3

(1C) e 129,2 (1C) para carbonos metinicos, sdo compativeis com dupla ligacédo

localizada em C-5 e C-6 (para as duas substancias da mistura) e em C-22 e C-23

(para apenas um delas), respectivamente (TOMAZ, 2008).

Sendo assim, os dados espectrais observados em RMN de 'H e °C

fundamentados por comparacdes com aqueles apresentados por Tomaz (2008)

(Tabela 1, pag. 50) permitiram identificar Bv-1 como sendo uma mistura de B-

sitosterol e estigmasterol.

Tabela 1. Deslocamentos quimicos e tipos de sinais para os atomos de carbono e hidrogénio de Bv-
1, verificados nos espectros de RMN 'H e *C (200 e 50 MHz, respectivamente) em CDCl;, bem
como, os deslocamentos quimicos dos carbonos (8c*) apresentados por Tomaz (2008) para B-
sitosterol e estigmasterol.

C
Estigmasterol
B-sitosterol

&¢c Sc* [ &¢c Sc* [
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 1217 1216 5,32 (d, J = 5,0 Hz, 1H) 121,7 121,6 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 21,1 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 24,3 24,3 24,3 -
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 25,4 -
29 12,0 12,0 12,2 12,2 -
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Figura 16. Espectro de RMN H (CDCl3, 200 MHz) de Bv-1.
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5.2. Determinacéao estrutural de Bv-2

O espectro de RMN 'H (200 Caracteristicas fisico-quimicas de Bv-2
MHz, CDCls + CD30D) (Figura 20, Estado fisico Sélido
pag. 58) apresentou um conjunto Forma Amorfo branco
de sinais de alta multiplicidade em Solubilidade CH;OH
o4 0,5 — 2,2 caracteristicos de Massa/Rendimento 79mg /0,79 %
substéancias pertencentes a classe Ponto de fusdo 262-263 °C
dos terpenoides (SILVERSTEIN et Fluorescéncia (254 nm) | Ausente
al., 2007; PAVIA et al., 2010). Fluorescéncia (366 nm) | Ausente
Fator de retencéo (Ry) 0,11 (CH,CI,/CH3;0OH 9:1)
Um total de 30 sinais,

observados no espectro de RMN *C — APT (50 MHz, CDCl; + CD3;0D) (Figura 21,
pag. 59), corroborou com a proposta de terpendide para Bv-2 e permitiu sugerir que

0 mesmo se tratava de um triterpeno (SIMOES et al., 2010).

Os triterpenos compreendem um grande grupo de metabdlitos secundarios
divididos em véarias classes de acordo com o esqueleto basico, resultado de perda
ou adicdo de grupos metilénicos, abertura de anel e, principalmente, rearranjos de
grupos metilicos do esqueleto padrdo (MAHATO; KUNDU, 1994). Os mais comuns
no reino vegetal s&o os da série lupano, oleanano, ursano e friedelano (SIMOES et
al., 2010).

Utilizando as revisdes de Mahato e Kundu (1994) e Ahmad e Rahman (1994)
foi possivel observar um padrdo nos deslocamentos quimicos dos carbonos
metinicos para cada série de triterpenos que, neste trabalho, serdo utilizados como
norteadores para estabelecer o esqueleto basico do triterpeno em questdo. Estes
deslocamentos quimicos sdo apresentados juntamente com 0s esqueletos basicos

de cada série de triterpeno na Figura 18 (pag. 54).
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LUPANO

Normalmente ha formagéao de
ligacéo olefinica entre C-20 e
C-29, deslocado o sinal de C-

Na presenca de 20 para para ~ 3¢ 150,0

carbonila em C-28 ha ~ 8¢ 26,0 - 29,0
uma protecado gama
deslocando C-18 para 30
P ~ 8¢ 48,0
~ 55 46,0 J
29 20
"o 48,0 ‘\/////,, \
~ 8¢ 38,0 N
18 22
~ 8¢ 50,0 "\11
25
28
2
3
5 7
’.,’/ 6
Z
2 24 ~ 8¢ 56,0
Geralmente é ~ §¢ 55,0 em
decorréncia da presenca de
funcédo oxigenada em C-3 que
confere uma gama protecao
URSANO
Na presenca de
fungdo oxigenada em
C-28 ha uma protegéo
gama deslocando-se  ~ 5. 39,0
para ~ 8¢ 56,0
~ 8¢ 48,0 ~ 8¢ 39,0
Geralmente é ~ 5 47,0 2 /
em decorréncia da ”
presenca de dupla ligagdo ~ 3¢ 38,0

comum entre C-12 e C-13 12
~ 8¢ 51,0

22

28

Geralmente é ~ 5 55,0 em
decorréncia da presenca de
fungéo oxigenada em C-3 que
confere uma gama protecéo

(Burm. f.) D.C. e Richardia brasiliensis Gomes (Rubiaceae)

OLEANANO

Na presenga de
funcdo oxigenada em
C-28 ha uma protecao
gama deslocando-se

para ~ 8¢ 42,0

~5c47,0 2 ¥

2
Z
Z

Geralmente é ~ 5 47,0
em decorréncia da
presenga de dupla ligacdo
comum entre C-12 e C-13

~ 8¢ 51,0 r\1
1

25
9

~ Sc 38,0

'.”/ !
23 24 ~ 5¢ 56,0

Geralmente é ~ 3¢ 55,0 em
decorréncia da presenca de
funcédo oxigenada em C-3 que
confere uma gama protecao

FRIEDELANO

21

22

28

~ 8¢ 58,0
Valor considerando a
presenca de funcao
cetdnica em C-3

Figura 18. Esqueleto carbdnico dos principais tipos de triterpenos encontrados em vegetais e
deslocamentos quimicos dos carbonos metinicos utilizados neste trabalho como norteadores.
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Observando o espectro de RMN **C — APT (Figura 21, pag. 59) foi possivel
observar sinais para carbonos metinicos em 4¢ 55,2 (C-5), 50,4 (C-9), 49,1 (C-19),

46,9 (C-18) e 38,2 (C-13), caracterizando Bv-2 como um triterpeno da série lupano.

Os sinais para carbonos sp? em &c 150,6 e 109,4 corroboraram com a
proposta de triterpeno da seérie lupano uma vez que s&o caracteristicos dos
carbonos C-20 e C-29, respectivamente, do gupo vinila terminal, comum nesta
classe de composto (OLEA; ROQUE, 1990). No espectro de RMN *H (Figura 20,
pag. 58), os singleto largos na regido olefinica em 6y 4,53 e 4,66 para os hidrogénios
geminais H-29 e o singleto em &y 1,63 (C-30) caracteristico de hidrogénios de metila
ligada a carbono olefinico confirmaram a presenca do grupo isoprénico, comum na

série lupano.

O duplo dupleto em 64 3,12 (J = 6,0 e 9,4 Hz), observado no espectro de RMN
'H (Figura 20, pag. 58), e o sinal em ¢ 78,9, observado no espectro de RMN *C
(Figura 21, pag. 59), permitiram sugerir a presenca de hidroxila para Bv-2
(SILVERSTEIN et al., 2007; PAVIA et al., 2010).

Durante a biossintese, os triterpenos geralmente sofrem hidroxilagcdo em C-3
(SIMOES et al., 2010). Aqueles que n&o possuem hidroxila em C-3 (Figura 19, pag.
56) apresentam sinais em aproximadamente d¢ 42,0 e o carbono C-5 aparece em d¢
56,0, quando se encontra hidroxilado, C-3 absorve em 6c 79,0 — 76,0 e C-5 sofre y-
protecdo e gera um sinal em 4¢ 55,0 (MAHATO; KUNDU, 1994). Com base nestes
dados e na constatacdo da presenga dos sinais em 4c 78,9 e 55,2, o grupo hidroxila

foi inserido na posicao 3 do esqueleto triterpénico.

A estereoquimica dessa hidroxila foi determinada pela observacédo dos sinais
para os carbonos C-1, C-3 e C-23 e comparac¢ao com os dados da literatura (Figura
19, pag. 56). Quando a hidroxila em C-3 apresenta orientacdo equatorial este
carbono fica 3 ppm menos protegido que C-3 com hidroxila axial, além disso, a
metila axial C-23 € aproximadamente 7,0 ppm mais protegida e o grupo metileno C-1
€ 2,0 ppm mais desprotegido (MAHATO; KUNDU, 1994). Essa variacéo é observada
em decorréncia do efeito de compressdo y-gauche dependente da presenca e
orientacdo espacial da hidroxila (PAVIA et al., 2010). A presenga dos sinais em oc
78,9 (C-3), 38,6 (C-1) e 15,3 (C-23) permitiu sugerir que a hidroxila em C-3

apresenta orientagéo equatorial.
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\> ~5¢ 15,0 \v ~5c22,0

OH equatorial OH axial
25 25
K, ~ 5 25,0 '/—;CH;\‘ CH, 23CH3‘\‘ CH,

Ha Hy

HO. C ‘h H H C ‘h H
2 2
> >

H3C24 S ; H3<:24 ﬁ ;

H H OH H

Figura 19. Deslocamentos quimicos dos carbonos C-1, C-3, C-5 e C-23 na auséncia e na presenca
de hidroxilas com orientacdo a ou [, e projecdo de Newman para visualizacdo do efeito y-gauche
sofrido pelo carbono C-23 quando a hidroxila apresenta orientagao £.

Adicionalmente observou-se no espectro de RMN **C — APT (Figura 21, pag.
59) um sinal em 3¢ 179,4 indicando que Bv-2 apresentava uma funcdo acido

carboxilico em C-28.

Sendo assim, os espectros de RMN *H e *C unidimensionais e comparacdes
com dados da literatura (Tabela 2, pag. 57) permitiram identificar Bv-2 como o acido
lup-20(29)-en-28-oico, conhecido como &cido betulinico, relatado pela primeira vez

no género Borreria.

Esta substancia apresenta vérias atividades com destaque para o poder
inibitério de melanomas em seres humanos, do virus HIV em linfocitos H9 (FUJIOKA
et al., 1994) e da atividade antitumoral exercida pelo 7,12-dimetilbenzo[a]antraceno
(MAHATO; SEM, 1997).
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Tabela 2. Deslocamentos quimicos, tipos de sinal e constantes de acoplamento gJ) para os atomos
de hidrogénio (5) e carbono (5¢c) de Bv-2, verificados nos espectros de RMN 'H e ’c (200 e 50 MHz,
respectivamente, CDCI; + CD;OH), bem como, aqueles apresentados por Maia (2008) para o acido
betulinico (200 e 50 MHz, respectivamente, CDCI,).

. Bv-2 Acido betulinico
dc o dc 3
1 38,6 - 38,6 -
2 27,0 - 27,0 -
3 78,9 3,12 (dd, J=6,0 € 9,4 Hz, 1H) 78,8 3,11 (m, 1H)
4 38,7 - 38,7 -
5 55,2 0,61 (dl, J = 10,8 Hz, 1H) 55,2 -
6 18,2 - 18,2 -
7 34,2 - 34,2 -
8 40,6 - 40,6 -
9 50,4 - 50,4 -
10 37,1 - 37,1 -
11 20,8 - 20,8 -
12 25,4 - 25,4 -
13 38,2 - 38,2 -
14 423 - 423 -
15 30,5 - 30,5 -
16 32,2 - 32,1 -
17 56,1 - 56,1 -
18 46,9 - 46,9 -
19 49,1 - 49,1 -
20 150,6 - 150,6 -
21 29,6 - 29,6 -
22 37,1 - 37,1 -
23 153 0,76 (s, 3H) 15,2 0,75 (s, 3H)
24 27,8 0,69 (s, 3H) 27,8 0,68 (s, 3H)
25 15,8 0,86 (s, 3H) 15,8 0,87 (s, 3H)
26 16,0 0,90 (s, 3H) 16,0 0,89 (s, 3H)
27 14,6 0,91 (s, 3H) 14,6 0,90 (s, 3H)
28 179,4 - 179,6 -
4,53 (sl, 1H) 4,53 (s, 1H)
29 1094 466 (sl, 1H) 109,4 465 (sl, 1H)
30 19,2 1,62 (s, 3H) 19,2 1,62 (s, 3H)

Legenda: (dd) duplo dupleto; (dI) dupleto largo; (s) singleto; (sl) singleto largo.
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5.3. Determinacéao estrutural de Bv-3

Em Bv-3, deslocamentos Caracteristicas fisico-quimicas de Bv-3
quimicos em o4 06 - 24 Estado fisico Sélido
(hidrogénios metinicos, metilénicos Forma Cristal branco
e metilicos), em o4 4,56 e 4,66 Solubilidade CHCl;
(hidrogénios olefinicos terminais) Massa/Rendimento 31mg/0,31 %
observados no espectro de RMN Ponto de fusdo 227-228 °C
'H (200 MHz, CDCls) (Figura 22, | Fluorescéncia (254 nm) | Ausente
pag. 62), bem como, o0s sinais para Fluorescéncia (366 nm) | Ausente
carbonos metinicos em 6¢ 55,2 (C- Fator de retencéo (Ry) 0,15 (CH,CI,/CH;OH 9:1)

5), 50,3 (C-9), 48,7 (C-19), 47,6 (C-

18) e 37,3 (C-13) e para carbonos sp? em §¢c 150,5 (C-20) e 109,7 (C-29) observados
no espectro de RMN **C (50 MHz, CDCls) (Figura 23, pag. 63) também estavam em
conformidade com triterpenos da série lupano com dupla ligacdo envolvendo os
carbonos C-20 e C-29, de forma semelhante a Bv-2. O duplo dupleto em &y 3,17 (J =
5,0 e 10,0 Hz, H-3) e o sinal em 5¢ 79,0 (C-3) também permitiram sugerir a presenca

de hidroxila com orientacéo 8 para Bv-3 (Figura 19, pag. 56).

No entanto, diferentemente de Bv-2, a auséncia de sinal para carbonila no
espectro de RMN '3C (Figura 23, pag. 63) juntamente com a observacdo da
presenca de um dupleto em 64 3,31 (J = 10,6 Hz), um duplo dupleto em 6y 3,78 (J =
1,4 e 10,8 Hz) e o sinal em 6¢ 60,5 indicaram a presenca de um grupo oximetilénico
em C-28 para Bv-3 (SILVERSTEIN et al., 2007; PAVIA et al., 2010).

Assim, os espectros de RMN 'H e **C e comparacées com dados da literatura
(Tabela 3, pag. 61) permitiram identificar Bv-3 como o lup-20(29)-ene-3,28-diol, mas

conhecido como alcool betulinico, relatado pela primeira vez no género Borreria.

Esta substancia apresenta varias atividades destacando-se a antitumoral,
anti-inflamatéria e antiviral contra o virus HIV (ACHREM-ACHREMOWICZ;
JANECZKO, 2003), bem como, hepatoprotetora na citotoxicidade oferecida pelo
acetominofeno (SZUSTER-CIESIELSKA; KANDEFER-SZERSZEN, 2005).
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Tabela 3. Deslocamentos quimicos, tipos de sinal e constantes de acoplamento SJ) para os atomos

de hidrogénio (8) e carbono (c) de Bv-3, verificados nos espectros de RMN *H e

%C (200 e 50 MHz,

respectivamente, CDCl3), bem como, aqueles apresentados por Maia (2008) para o alcool betulinico
(200 e 50 MHz, respectivamente, CDCly).

. Bv-3 Alcool betulinico

5(; 6H 50 6H
1 38,7 - 38,7 -
2 273 3 273 3
3 79,0 3,17 (dd, J = 5,0 e 10,0 Hz, 1H) 79.0 3,16 (d, J = 6,0 e 10,0 Hz, 1H)
4 38,8 h 38,8 -
5 55,2 0,66 (dl, J= 9,2 Hz, 1H) 55,3 :
6 18,3 - 183 -
7 34,2 3 34,2 3
8 40,9 - 40,9 -
9 50,4 - 50,4 -
10 37,1 - 37,1 -
11 20,8 - 20,8 -
12 25,2 - 25,2 -
13 373 - 373 -
14 42,7 - 42.7 -
15 27,0 - 27,0 -
16 29,1 - 29,1 -
17 47,7 - 478 -
18 476 - 478 -
19 48,7 - 48,7 2,30 (m, 1)
20 150,5 - 150,5 -
21 29,7 - 29.7 -
22 34,0 - 33,9 -
23 28,0 0,73 (s, 3H) 28.0 0,73 (s, 3H)
24 15,4 0,80 (s, 3H) 15,3 0,79 (s, 3H)
25 16,1 0,94 (s, 3H) 16,1 0,94 (s, 3H)
26 16,0 0,95 (s, 3H) 16.0 0,95 (s, 3H)
27 14,7 1,00 (s, 3H) 14,7 0,99 (s, 3H)

3.31(d, J = 10,6 Hz, 1H)
28 60,5 3,78 (dd, J = 1,4 € 10,8 Hz, 1H) 60,5 -
456 (sl, 1H) 455 (m, 1H)

29 1097 466 (s, 1H) 109,7 4,65 (d, J = 1.6 Hz, 1H)
30 191 1,66 (sl, 3H) 19.1 1,65 (s, 3H)

Legenda: (dd) duplo dupleto; (dl) dupleto largo; (d) dupleto; (m) multipleto; (s) singleto; (sl) singleto largo.
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5.4. Determinacéo estrutural de Bv-4

Absorgbes no espectro de Caracteristicas fisico-quimicas de Bv-4
IV (2943 e 2856 cm™) e no [ Estado fisico Selido
espectro de RMN 'H (500 MHz, Forma Amorfo branco
CsDsN) (6 0,8 — 2,2) (Figura 24 e Solubilidade CHCl,
25, pag. 65 e 67, respectivamente) Massa/Rendimento 103 mg /1,03 %
indicaram que Bv-4 também se Ponto de fusdo 309-311 °C
tratava de um  terpenoide Fluorescéncia (254 nm) | Ausente
(SILVERSTEIN et al., 2007; PAVIA Fluorescéncia (366 nm) | Ausente
et al., 2010), assim como Bv-3. Fator de retencéo (Ry) 0,12 (CH,CI,/CH30OH 9:1)

O espectro de RMN *3C — APT (125 MHz, CsDsN) (Figura 26, pag. 68)
apresentou 30 sinais dos quais se destacaram aqueles para carbonos metinicos em
d¢c 55,7 (C-5), 48,0 (C-9) e 42,0 (C-18) que sao compativeis com triterpenos da série
oleanano (Figura 18, pag. 54). O tripleto em 6y 5,48 (J = 3,8 Hz, H-12) e os sinais em
oc 122,5 (C-12) e 144,7 (C-13) corroboraram com esta proposta uma vez que sao
caracteristicos de triterpenos da série oleanano com dupla ligagcdo em C-12 e C-13
(MAHATO; KUNDU, 1994).

O duplo dupleto em &4 3,43 (J = 6,0 e 10,5 Hz), observado no espectro de
RMN *H (Figura 25, pag. 67), e o sinal em &¢ 78,0, bem como, &¢ 55,7 (C-5), 38,8 (C-
1) e 16,5 (C-23) observados no espectro de RMN *C — APT (Figura 26, pag. 68),

permitiram sugerir a presenca de hidroxila equatorial em C-3.

Adicionalmente, o espectro de RMN 3C — APT (Figura 26, pag. 68)
apresentou um sinal em 6c 180,1 caracteristicos de carbonila, que juntamente com
uma absorcéo larga, no espectro de IV (Figura 24, pag. 65), em 3457 — 2400 cm™ e
outra intensa em 1689 cm™, tipicos de estiramento de O-H e C=0, indicaram que
Bv-4 apresentava uma funcdo acido carboxilico (PAVIA et al., 2010). Esta unidade
foi inserida em C-28 pela observacdo do sinal em d¢c 42,0 que é caracteristico do

carbono C-18 quando o mesmo apresenta fungéo oxigenada em C-28.
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Sendo assim, os espectros de IV e RMN de 'H e '*C unidimensionais e
comparacdes com dados da literatura (Tabela 4, pag. 66) permitiram identificar Bv-4
como sendo um triterpeno da série oleanano, o acido 3-B-hidroxiolean-12-en-28-

oico, conhecido como acido oleandlico, relatado pela primeira vez no género

Borreria.
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Tabela 4. Deslocamentos quimicos, tipos de sinal e constantes de acoplamento (J) para os atomos
de hidrogénio (55) e carbono (5¢c) de Bv-4, verificados nos espectros de RMN *H e *C (500 e 125
MHz, respectivamente, CsDsN), bem como, aqueles apresentados por Seebacher e colaboradores
(2003) para o acido oleandlico (600 e 200 MHz, respectivamente, CsDsN).

Fitoquimica de Borreria verticillata (L.) G. Mey., Borreria ocymoides
(Burm. f.) D.C. e Richardia brasiliensis Gomes (Rubiaceae)

. Bv-4 Acido Oleandélico
5(; 6H 60 6H
1,00 (M, 1H) a 1,02 (m, 1H)
1 38,8 1,55 (m, 1H) B 39,0 1,57 (m, 1H) B
1,82 (m, 1H) a 1,82 (m, 1H) a
2 28,0 1.82 (m. 1H) B 28,1 1.82 (m. 1H) B
3 78,0 3,43 (dd, J = 6,0 € 10,5 Hz, 1H) 78,2 3,44 (dd, 1H)
4 39.3 - 39.4 B
5 55,7 0,85 (dl, J = 11,5 Hz, 1H) 55.9 0,88 (d, 1H)
1,58 (m, 1H) a 1,58 (m, 1H) a
6 18,7 1,37 (m. 1H) B 18,8 1,39 (m. 1H) B
1,51 (m, 1H) a 1,53 (m, 1H) a
! 332 1,33 (m, 1H) B 33,4 1.36 (m, 1H) B
8 39,7 - 39,8 -
9 48,0 1,67 (L, J=9,0 Hz, 1H) 48.2 1,71 (t 1H)
10 373 h 37,4 -
1,96 (m, 1H) a 1,96 (m, 1H) a
11 238 1,96 (m, 1H) B 238 1,96 (m, 1H) B
12 1225 5,48 (t, J = 3,5 Hz, 1) 122.6 5,49 (s, 1H)
13 1447 - 1448 -
14 42,1 3 42,2 3
1,19 (m, 1H) a 1,22 (m, 1H) a
15 28,2 2.17 (m, 1H) B 28,4 2.19 (m, 1H) B
2,10 (m, 1H) a 212 (t 1H) a
16 23,6 1,93 (m. 1H) B 238 1,96 (m, 1H) B
17 46,4 - 46,7 -
18 42,0 3,29 (dd, J= 4,0 € 14,0, 1H) 42,1 3,30 (dd, 1)
1,82 (m, 1H) a 1,83 (m, 1H) a
19 46.6 1,30 (m, 1H) B 46.6 132 (m, 1H) B
20 30,9 - 31,0 -
1,44 (m, 1H) a 1,46 (m, 1H) a
21 34,1 119 (m. 1H) B 34,3 1,23 (m. 1H) B
1,80 (m, 1H) a 1,82 (m, 1H) a
22 331 2.03 (m, 1H) B 332 2.04 (m, 1H) B
23 16,5 1,00 (s, 1H) 165 1,02 (s, 1H)
24 28,7 1,22 (s, 1H) 28,8 1,24 (s, 1H)
25 155 0,88 (s, 1H) 15,6 0,93 (s, 1H)
26 17,4 1,01 (s, 1H) 175 1,04 (s, 1H)
27 26,1 1,27 (s, 1H) 26.2 1,30 (s, 1H)
28 180,1 - 180,0 -
29 33,2 0,93 (s, 1H) 33,4 0,97 (5, 1H)
30 23.7 0,99 (s, 1H) 23,8 1,02 (s, 1H)

Legenda: (d) dupleto; (dd) duplo dupleto; (dl) dupleto largo; (m) multipleto; (s) singleto; (t) tripleto.
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5.5. Determinacéao estrutural de Bv-5

Bv-5 também apresentou Caracteristicas fisico-quimicas de Bv-5
absorcbes no espectro de IV Estado fisico Sélido
(Figura 27, pag. 70) em 2850 e Forma Amorfo branco
2924 cm™, que juntamente com os | Solubilidade CHCl,
deslocamentos quimicos de alta Massa/Rendimento 103 mg /1,03 %
multiplicidade no espectro de RMN Ponto de fusdo 309-311 °C
H (500 MHz, CsDsN) (Figura 28, Fluorescéncia (254 nm) | Ausente
pag. 72) em oy 0,8 — 2,0 indicaram Fluorescéncia (366 nm) | Ausente
tratar-se de um terpenoide Fator de retencao (Ry) 0,12 (CH,CI,/CH3;OH 9:1)

(SILVERSTEIN et al., 2007; PAVIA
et al., 2010).

No espectro de RMN **C — APT (125 MHz, CsDsN) (Figura 29, pag. 73), a
presenca de 30 sinais incluindo aqueles para carbonos metinicos em d¢ 55,8 (C-5),
53,5 (C-18), 48,0 (C-9), 39,4 (C-20) e 39,5 (C-19) indicaram que o terpenoide
pertencia a classe dos triterpenos da série ursano (Figura 18, pag. 54). O tripleto em
oy 5,48 (J = 3,5 Hz, H-12) e os sinais em o¢c 125,6 e 139,2 corroboraram com esta
proposta pois sao caracteristicos dos carbonos olefinicos C-12 e C-13 quando o
triterpeno pertence a série ursano (MAHATO; KUNDU, 1994).

Nos espectros também foi possivel observar um duplo dupleto em 6y 3,44 (J =
6,0 e 10,0 Hz) e o sinal em éc 78,1 (Figura 28 e 29, p4g. 72 e 73) para um grupo
oximetinico (SILVERSTEIN et al., 2007; PAVIA et al., 2010). Estes dados juntamente
com os sinais em 4¢ 55,8 (C-5), 39,0 (C-1) e 16,6 (C-23) sugeriram a presenca de

hidroxila em C-3 com orientacédo equatorial.

O espectro de RMN C — APT (Figura 29, pag. 73) apresentou um sinal em
d¢c 179,9, uma absorc¢do larga, no espectro de IV (Figura 27, pag. 70), em 3419 -
2400 cm™ (estiramento O-H) e outra intensa em 1689 cm™ (estiramento C=0)
também indicaram que Bv-5 apresenta funcédo acido carboxilico. Este grupo foi
inserido em C-28 pela observacdo do sinal em é¢ 53,5, caracteristico do carbono C-

18 quando o mesmo apresenta funcéo oxigenada em C-28 (Figura 18, pag. 54).
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Desta forma, os espectros de IV e RMN de 'H e *C unidimensionais e
comparacdes com dados da literatura (Tabela 5, pag. 71) permitiram identificar Bv-5
como sendo um triterpeno da série ursano, o acido 3-B-hidroxi-urs-12-en-28-0ico,

mais conhecido como acido ursolico.
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Esta substancia ja foi relatada em algumas espécies do género Borreria: B.
articularis (MUKHERJEE et al., 2004), B. pusilla, B. stricta (SHARMA; GUPTA, 1987)
e B. hispida (KAPOOR et al., 1969), no entanto, trata-se do primeiro relato em B.
verticillata e B. ocymoides.

100
%T
80—
60— |
N 0
] I~
] A |
- @ oopR o
40— 5 N1 2
- % ;- - 9
1 Y $
. [
20— g g é
_ ol A 2
i gh E
i g
=1
I T
2] 8
- ™
1 [ | [ [ | [ 1 | [ [ ‘ [ 1 | 1 [ | [ [ | LI I I | | [ [ | [ 1 | 1 [ | [ [ | 1 [ |
4000 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400
Rb 357 .ppt 1/cm

Figura 27. Espectro de Infravermelho (KBr, cm™) de Bv-5.



Tabela 5. Deslocamentos quimicos, tipos de sinal e constantes de acoplamento (J) para os a&tomos
de hidrogénio (55) e carbono (5¢c) de Bv-5, verificados nos espectros de RMN *H e *C (500 e 125
MHz, respectivamente, CsDsN), bem como, aqueles apresentados por Seebacher e colaboradores
(2003) para o acido ursolico (600 e 200 MHz, respectivamente, CsDsN).

Fitoquimica de Borreria verticillata (L.) G. Mey., Borreria ocymoides
(Burm. f.) D.C. e Richardia brasiliensis Gomes (Rubiaceae)

. Bv-5 Acido Ursolico
5(; 6H 60 6H
1 39,0 0,97 (m, 1H) a 30,2 1,00 (m, 1H) a
1,53 (m, 1H) B ' 1,58 (m, 1H) B
5 28,1 1,81 (m, 1H) a 28 2 1,81 (m, 1H) a
1,81 (m, 1H) B ' 1,81 (m, 1H) B
3 78,1 3,44 (dd, J = 6,0 e 10,0 Hz, 1H) 78,2 3,44 (dd, 1H)
4 39,4 - 39,6 -
5 55,8 0,88 (d, J = 12,0 Hz,1H) 55,9 0,88 (d, 1H)
6 18,8 1,53 (m, 1H) a 18.8 1,58 (m, 1H) a
1,36 (m, 1H) B : 1,39 (m, 1H) B
. 33,6 1,55 (m, 1H) a 337 1,59 (m, 1H) a
1,34 (m, 1H) B : 1,39 (m, 1H) B
8 39,9 - 40,1 -
9 48,0 1,62 (m, 1H) 48,1 1,65 (m, 1H)
10 37,4 - 37,5 -
11 23,6 1,93 (m, 1H) a 037 1,96 (m, 1H) a
1,93 (m, 1H) B ' 1,96 (m, 1H) B
12 1256 548 (t, J = 3,5 Hz, 1H) 125,7 5,49 (s, 1H)
13 139,2 - 139,3 -
14 42,7 - 42,6 -
15 28,7 1,19 (m, 1H) a 288 1,22 (m, 1H) a
2,32 (td,J=4,0e13,5Hz, 1H) B ' 2,33(t, 1H) B
16 24.9 2,11 (id, J=4,5€ 13,5 Hz, 1H) a 50 2,14 (t, 1H) a
1,99 (m, 1H) B ' 2,01 (m, 1H) B
17 48,0 - 48,1 -
18 53,5 2,62 (d, J = 11,0 Hz, 1H) 53,6 2,63 (d, 1H)
19 39,5 1,47 (m, 1H) 39,5 1,49 (m, 1H)
20 39,4 1,04 (m, 1H) 39,4 1,05 (m, 1H)
21 31,0 1,40 (m, 1H) a 311 1,40 (m, 1H) a
1,45 (m, 1H) B ' 1,49 (m, 1H) B
37,2 1,96 (m, 1H) a 1,97 (m, 1H) a
22 1,96 (m. 1H) B 314 1,97 (m. 1H) B
23 16,6 1,01 (s, 3H) 16,5 1,02 (s, 3H)
24 28,8 1,23 (s, 3H) 28,8 1,24 (s, 3H)
25 15,7 0,88 (s, 3H) 15,7 0,92 (s, 3H)
26 17,5 1,04 (s, 3H) 17,5 1,06 (s, 3H)
27 23,9 1,21 (s, 3H) 240 1,24 (s, 3H)
28 179,9 - 179,7 -
29 17,4 0,99 (d, J = 6,5 Hz, 3H) 175 1,02 (d, 3H)
30 21,4 0,94 (d, J = 6,0 Hz, 3H) 21,4 0,97 (d, 3H)

Legenda: (d) dupleto; (dd) duplo dupleto; (dl) dupleto largo; (m) multipleto; (s) singleto; (t) tripleto; (td) tripleto de dupletos.
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5.6. Determinacéao estrutural de Bv-6

Os espectros de IV e de RMN Caracteristicas fisico-quimicas de Bv-6
'H (500 MHz, CDCls) (Figura 30 e 31 Estado fisico Sélido
pdg. 78 e 80, respectivamente) Forma Amorfo branco
apresentaram absor¢des intensas em Solubilidade CHCl,
2850 e 2924 cm™ e os deslocamentos Massa/Rendimento 2,6 mg /0,026 %
quimicos de alta multiplicidade em dy Ponto de fusdo 215-216 °C
0,70 — 1,95, respectivamente. Estes Fluorescéncia (254 nm) | Ausente
dados, juntamente com os 30 sinais, Fluorescéncia (366 nm) | Ausente
observados no espectro de RMN *3C Fator de retencéo (Ry) 0,23 (Hex/AcOEt 8:2)

— APT (125 MHz, CDCls) (Figura 32,
pag. 81), sugeriram que Bv-6 é uma substancia que pertence a classe dos
triterpenos (SILVERSTEIN et al., 2007; PAVIA et al., 2010).

O duplo dupleto em 6y 3,21 (J =5,0 e 11,5 Hz) e o sinal em 6¢ 79,1 (Figura 31
e 32, pag. 80 e 81), juntamente com os sinais em ¢ 55,2 (C-5), 38,2 (C-1) e 16,8 (C-
23), sugeriram a presenga de hidroxila em C-3 com orientag&o equatorial (MAHATO,;
KUNDU, 1994).

O tripleto em 8y 5,12 (J = 3,5 Hz, H-12) e os sinais em 6c 125,1 e 138,7 sdo
compativeis com dupla ligacdo envolvendo os carbonos C-12 e C-13,
respectivamente (MAHATO; KUNDU, 1994). Além disso, dois dupletos em 64 3,18 (J
= 11,0 Hz) e 3,51 (J = 11,0 Hz) e o sinal em &¢c 69,9 indicaram a presenca de um
grupo oximetilénico para Bv-6 (SILVERSTEIN et al., 2007; PAVIA et al., 2010).

Os demais dados de RMN *H e **C em comparac&o com os dados publicados
na literatura (Tabela 6, pag. 75) revelaram-se semelhantes aos de trés triterpenos:
obtusalina (SIDDIQUI et al., 1989), obtusol (SIDDIQUI; BEGUM, 1999) e uvaol
(ZHANG et al., 2012):
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Obtusalina

Tabela 6. Deslocamentos quimicos para os atomos de carbono (5c) de Bv-6, verificados no espectro
de RMN °C — APT (125 MHz, CDCl3), bem como, aqueles apresentados por Siddiqui e colaboradores
(1989) para a obtusalina (100 MHz, CDCIs), por Siddiqui e Begum (1999) para obtusol (125 MHz,
CDCIy) e por Zhang e colaboradores (2012) para uvaol (125 MHz, CDCls).

Fitoquimica de Borreria verticillata (L.) G. Mey., Borreria ocymoides
(Burm. f.) D.C. e Richardia brasiliensis Gomes (Rubiaceae)

29

N
N

Uvaol

Bv-6 Obtusalina Obtusol Uvaol
5(; 60

138,7 138,8 (C-13) 138,8 (C-13) 138,1 (C-13)
125,1 1251 (C-12) 125,1 (C-12) 1245 (C-12)
79,1 79,1 (C-3) 79,1 (C-3) 78,5 (C-3)
69,9 69,9 (C-27) 69,9 (C-27) 69,4 (C-28)
55,2 55,2 (C-5) 55,3 (C-18) 54,7 (C-5)
54,1 54,0 (C-18) 54,2 (C-5) 53,5 (C-18)
47,7 47,7 (C-9) 47,8 (C-9) 47,1 (C-9)
42,1 42,1 (C-14) 422 (C-17) 41,4 (C-14)
40,1 40,1 (C-8) 40,1 (C-8) 39,6 (C-8)
39,5 39,5 (C-19) 39,5 (C-19) 39,0 (C-20)
39,4 39,4 (C-20) 39,4 (C-4) 38,8 (C19)
38,2 38,8 (C-1) 38,9 (C-1) 38,3 (C-1)
38,2 38,8 (C-17) 38,8 (C-20) 38,3 (C-17)
38,0 38,0 (C-4) 38,0 (C-14) 37,4 (C-4)
36,9 36,9 (C-10) 36,9 (C-10) 36,3 (C-10)
35,2 352 (C-22) 352 (C-22) 34,6 (C-21)
32,9 329 (C-7) 32,9 (C-7) 32,4 (C-7)
30,6 30,7 (C-21) 30,7 (C-15) 30,1 (C-22)
28,1 28,2 (C-249) 29,7 (C-2) 275 (C-24)
27,3 27,3 (C-2) 28,2 (C-24) 26,7 (C-2)
26,0 26,0 (C-16) 27,3 (C-21) 25,5 (C-15)
23,4 23,4 (C-11) 26,1 (C-11) 22,8 (C-11)
23,4 23,4 (C-15) 23,4 (C-16) 22,8 (C-16)
23,3 23,3 (C-28) 23,4 (C-30) 22,8 (C-27)
21,1 21,3 (C-29) 21,3 (C-29) 20,8 (C-30)
18,4 18,4 (C-6) 18,4 (C-6) 17,9 (C-6)
17,4 17,3 (C-30) 17,4 (C-28) 16,8 (C-29)
16,8 16,8 (C-23) 16,8 (C-23) 16,3 (C-26)
15,7 15,7 (C-26) 15,7 (C-25) 15,1 (C-23)
15,6 15,6 (C-25) 15,6 (C-26) 15,1 (C-25)
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Uma andlise extensiva dos espectros de RMN *H e **C uni (Figura 31 e 32,

pag. 80 e 81, respectivamente) e bidimensionais (HMQC, HMBC, COSY e NOESY)

(Figura 33 a 47, pag. 82 a 89) permitiu obter as seguintes informacdes acerca da

estrutura quimica de Bv-6:

O espectro de RMN *C — APT (Figura 32, pag. 81) apresentou sinais para
carbonos metinicos em &6¢ 55,2 (C-5), 54,1 (C-18), 47,7 (C-9), 39,4 (C-20) e
39,5 (C-19) que, como visto anteriormente (Figura 18, pag. 54) sao

compativeis com triterpenos da série ursano e néo lupano;

Sinais no RMN *C — APT (Figura 32, pag. 81) em 8¢ 125,1 (C-12) e 138,7 (C-
13) também sé&o caracteristicos de triterpenos do tipo A*? ursano (MAHATO;
KUNDU, 1994);

No espectro de correlacdo heteronuclear HMBC (Figura 38, 39, 40, 41 e 42,
pag. 84, 85 e 86) observou-se uma correlacédo entre o dupleto em 6y 0,92 (J =
6,0 Hz, H-29) com o sinal em d¢c 54,1 (C-18) que somente é possivel se o
triterpeno pertencer a série ursano, ja que os hidrogénios da metila do grupo
isopropila do triterpenos da série lupano estdo a quatro ligacées do carbono
C-18;

Todas estas observacdes corroboraram com triterpenos da série ursano e

eliminaram a possibilidade de Bv-6 ser a obtusalina.

Correlacdo no espectro HMBC (Figura 38, 39, 40, 41 e 42, pag. 84, 85 e 86)
entre o sinal em &¢ 138,7 (C-13) e o singleto em 6y 1,08 (3H) so é possivel se
a metila em questdo corresponder ao da posicdo 27 ja que os hidrogénios de
metilas da posicao 26 ou 28 estdo a quatro ligagdes do carbono C-13;

Na série ursano, o sinal em aproximadamente 6y 1,08 (Figura 31, pag. 80) é
tipico dos hidrogénios em H-27 (MAHATO; KUNDU, 1994), o que corrobora
com a observacdo anterior e elimina a possibilidade de Bv-6 ser obtusol ja

gue nesta estrutura o grupo oximetilénico ocupa a posi¢éo 27;
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e O sinal em é¢c 54,1 (Figura 32, pag. 81) para o carbono C-18 é comum quando

o triterpeno apresenta funcéo oxigenada em C-28 (Figura 18, pag. 54).

e Outra correlagdo no espectro HMBC (Figura 38, 39, 40, 41 e 42, p4g. 84,85 ¢
86) entre os dupletos em 6y 3,18 e 3,51 (J = 11,0 Hz) dos hidrogénios
oximetilénicos com dois carbonos metilénicos em oc 23,4 e 35,2 nédo é
possivel se o grupo CH,OH ocupar a posi¢cdo 27 mas € compativel com a

posicdo 28 como em uvaol.

O espectro de correlacdo heteronuclear HMQC e as expansfes (Figura 33,
34, 35, 36 e 37, pag. 82, 83 e 84) confirmaram as atribuicdes feitas aos hidrogénios
e aos carbonos da molécula. Os demais espectros bidimensionais HMBC, COSY e
NOESY (Figura 33 a 47, pag. 82 a 89) também confirmaram as atribuicdes feitas aos
hidrogénios e carbonos e permitiram fazer o assinalamento completo deste
triterpeno.

<0

Correlagdes HMBC

Apesar dos dados espectrais de Bv-6 serem idénticos aos de obtusalina e
obtusol (Tabela 6, pag. 75), a anélise detalhada dos espectros de IV e RMN de 'H e
13C uni e bidimensionais (Tabela 7. pag. 79) permitiu identifica-la como &cido 3p,28-

diidroxi-urs-12-eno, mas conhecido como uvaol. Esta substancia ja foi mencionada
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para Borreria articularis (MUKHERJEE et al., 1993) mas trata-se do primeiro relato

em Borreria verticillata.

Além da importancia quimiotaxonémica para o género Borreria, este resultado
levanta a hipotese de um possivel erro na determinacdo estrutural da obtusalina e
do obtusol realizada por Siddiqui e colaboradores (1989) e por Siddiqui e Begum
(1999), respectivamente, ja que é pouco provavel a existéncia de varias substancias
quimicas apresentando os mesmos dados espectrais.
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Tabela 7. Deslocamentos quimicos, tipos de sinal e correlagfes para os atomos de carbono (3¢) e
hidrogénio (5,) da substancia Bv-6, verificados nos espectros de RMN 'H e *C — APT (500 e 125
MHz, respectivamente) uni e bidimensionais em CDCls.
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HMQC HMBC
c 2 . - cosy NOESY
dc o ) J

1,62 (m, 1H)
1 382 1 60(dd,J=35e5,0 Hz, 1H) c-3

1,58 (m, 1H)
2 213 1,54 (m, 1H) H-3
3 791 3,21(dd,J=50e 11,5 Hz, 1H) H-2 H-5, H-24
4 380 -
5 552 0,72 (dd,J=15 e 12,0 Hz, 1H) H-6 H-3, H-9, H-25

1,51 (m, 1H)
6 184 1,37 (m, 1H) H-5

1,32 (dd, J = 3,0 € 3,5 Hz, 1H)
7 329 290 (me 10 c5
8 401 -
C8, C-10 H-11, H-
47,7 1,51 (m, 1H) 5 51° casecas - H-5, H-15
10 369 -
1,91 (t 1= 4,0 Hz, 1H)

11 234 186 (U < 8 e 100 c-12 C-13 H-12, H-9 H-12
12 1251 5,12 (t, J = 3,5 Hz, 1H) H-11 H-11, H-18
13 1387 -
14 421 -

1,01 (m, 1H) H-18
15 260 0.96 (m, 1H) H-9

1,16 (m, 1H)
16 234 1,20 (m, 1H)
17 382 -
18 541 1,38 (m, 1H) H-12, H-15, H-28
19 395 1,35 (m, 1H)
20 394 0,90 (m, 1H)

1,44 (m, 1H)
21 306 1,47 (m, 1H)

1,54 (m, 1H)
22 32 1,52 (dl, J = 3,5 Hz, 1H)
23 16,8 0,97 (s, 3H) -3, C245 ec-

C3,Cbhe
24 281 0,98 (s, 3H) O H-3
25 156 0,78 (s, 3H) C10 C1,Cb5eC9 H-5
26 157 0,93 (s, 3H) c-8 Crcoec H-9
27 233 1,09 (s, 3H) ci OB CGLeC
3,18 (d, J = 11,0 Hz, 1H)

28 69,9 351 (3= 110 o 1h0) C-16 e C-22 H-28 H-18
20 174 0,79 (d, J = 6,0 Hz, 3H) C-19 C-18 e C-20
30 211 0,92 (d, J = 6,0 Hz, 3H) C-20 C-19

Legenda: (d) dupleto; (dd) duplo dupleto; (dl) dupleto largo; (m) multipleto; (s) singleto; (t) tripleto.
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5.7. Determinacéao estrutural de Bv-7

Nos espectros de IV (Figura 49, Caracteristicas fisico-quimicas de Bv-7
pag. 91) e RMN 'H (500 MHz, CDCl3) [ Estado fisico Sélido
(Figura 50, pag. 96), Bv-7 também Forma Amorfo branco
apresentou, respectivamente, Solubilidade CHCl;
absorcbes em 2850 e 2922 cm? e Massa/Rendimento 3,7mg /0,37 %
deslocamentos quimicos de alta Ponto de fusdo N&o determinado
multiplicidade em o4 0,7 — 22 Fluorescéncia (254 nm) | Lilas
indicando que a estrutura pertence a Fluorescéncia (366 nm) | Ausente
classe terpenoide (SILVERSTEIN et Fator de retencéo (Ry) 0,43 (Hex/AcOEt 8:2)

al., 2007; PAVIA et al., 2010).

A presenca de 30 sinais, no espectro de RMN *C — APT (125 MHz, CDCl5)
(Figura 51, pag. 97), com destaque para os dos carbonos metinicos em 6¢ 60,5 (C-
18), 54,8 (C-5), 53,0 (C-9), 40,2 (C-20) e 38,1 (C-19) sdo compativeis com

triterpenos da série ursano (Figura 18, pag. 54).

O duplo dupleto em 64 3,20 (J =4,5e 11,5 Hz) e o sinal em 5¢ 78,8 (Figura 50
e 51, pag. 96 e 97, respectivamente), para um grupo oximetinico (SILVERSTEIN et
al., 2007; PAVIA et al., 2010), juntamente com os sinais em 4¢c 54,8 (C-5), 38,9 (C-1)
e 14,9 (C-23) sugeriram a presenca de hidroxila em C-3 com orientacdo equatorial
(MAHATO; KUNDU, 1994).

No espectro de RMN **C — APT (Figura 51, pag. 97), o sinal em 3¢ 180,0 (C-
28) sugeriu a presenca de carbonila (C=0) (SILVERSTEIN et al., 2007; PAVIA et al.,
2010). A auséncia, no espectro de IV (Figura 49, pag. 93), de absorcdes
caracteristicas de estiramento de O-H para acidos carboxilicos sdo compativeis com
funcédo éster. A auséncia, nos espectros de RMN *H e *3C (Figura 50 e 51, pag. 96 e
97, respectivamente), de sinais para grupo metoxila e grupo etoxi e a presenca de
sinais para carbono nao hidrogenado e oxigenado em 6c 89,7 (C-13) e outro em d¢
60,5 (C-18) sdo compativeis com a existéncia de um anel lacténico envolvendo os
carbonos C-13, C-17, C-18 e C-28 (PINTO, 2008; BEGUM et al., 2000).
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Bv-7 também ndo apresentou sinais caracteristicos de triterpenos com dupla
ligacdo em C-12 e C-13. Entretanto, no espectro RMN *H (Figura 50, pag. 96), foi
observado um dupleto largo em &y 5,94 (J = 10,0 Hz, 1H) e um duplo dupleto 64 5,51
(J = 4,5 e 11,5 Hz, 1H) e, no espectro de RMN *C — APT (Figura 51, pag. 97), dois
sinais para carbonos metinicos em &¢c 128,8 e 133,4, corroboraram com a proposta
de alceno dissubstituido (SILVERSTEIN et al., 2007; PAVIA et al., 2010). Para os
triterpenos da série ursano, sao previstos cinco posi¢cfes para dupla ligacdo com
essa caracteristica e os sinais para os dois carbonos envolvidos nesta instauracao

foram simulados em programa ChemBioDraw Ultra 12.0 (Figura 48, pag. 91):

¢ 131,3

29 : 20 _/‘
21

il g

8¢ 128,6 ‘w
8¢ 137,9

,/\ 1 SSQO
8¢ 129,7 H AN
27

k' 8¢ 130,7
¢ 136,0

Figura 48. Deslocamentos quimicos dos carbonos olefinicos simulado no programa ChemBioDraw
Ultra 12.0 para diferentes alcenos dissubstituidos.

Sendo assim, os sinais em &¢c 128,8 (C-12) e 133,4 (C-11) e comparacdes
com os dados simulados no programa ChemBioDraw Ultra 12.0 sugeriram que a

instauracao estava localizada em C-11 e C-12.

O espectro de correlacdo heteronuclear HMQC e as expansofes (Figura 52,
53, 54, 55 e 56, pag. 98 e 99) confirmaram as atribuicdes feitas aos hidrogénios e

aos carbonos da molécula.

O espectro de correlagéo heteronuclear HMBC e as expansdes (Figura 57 a
65, pag. 100 e 104) corroboraram com as propostas mencionadas ao mostrar

correlagcdes entre os hidrogénios e carbonos que estdo a duas (®J) ou trés (3J)
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ligacdes. Correlagcbes entre o dupleto o4 0,92 (H-30) e os sinais o¢c 38,1 (C-19), 40,2
(C-20) e 30,8 (C-21), bem como, do dupleto em 64 0,97 (H-29) com 60,5 (C-18), 38,1
(C-19) e 40,2 (C-20) ratificaram a proposta de que o triterpeno em questao pertencia
a série ursano. Outras correlagdes do singleto em 6y 0,76 (C-23) e 0,97 (C-24) com
0s sinais em 6¢ 78,8 (C-3) e 54,8 (C-5) confirmaram a localizacédo da hidroxila em C-
3. A posigéo da dupla ligagdo envolvendo os carbonos C-11 e C-12 foi corroborada
pela observacéo de correlacdes entre o singleto largo 6y 1,93 (H-9) e 0s sinais em d¢
133,4 (C-11) e 128,8 (C-12), entre o dupleto em 64 1,61 (H-18) e ¢ 128,8 (C-12) e
89,7 (C-13), bem como, do dupleto largo em 6y 5,94 (H-11) com o¢c 89,7 (C-13).
Também foi confirmada a existéncia de um anel lactdénico envolvendo os carbonos
C-13, C-17, C-18 e C-28 pelas correlacdes do tripleto de dupletos em 64 2,11 (H-16)
com os sinais em 6¢ 180,0 (C-28) e 60,5 (C-18).

0

\

3
29ﬂ(205

21

Correlagdes HMBC

Outras correlagbes HMBC também foram observadas e encontram-se
compiladas na Tabela 8 (pag. 94) junto com as correlacbes observadas nos
espectros de correlagdo homonuclear COSY (Figura 66, 67 e 68, pag. 105 e 106) e
NOESY (Figura 69, 70 e 71, pag. 106 e 107).
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93

Desta forma, os espectros de IV e RMN de *H e **C uni e bidimensionais e
comparacdes com dados da literatura (Tabela 9. pag. 95) permitiram identificar Bv-7
como sendo um triterpeno da série ursano, o 3B-hidroxiurs-11-en-28,13-B-olidio.
Esta substancia foi relatada em uma espécie de Rubiaceae, Richardia brasiliensis
Gomes (PINTO et al., 2008; TENORIO-SOUZA et al., 2012) e trata-se do primeiro

relato no género Borreria.
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Figura 49. Espectro de Infravermelho (KBr, cm'l) de Bv-7.
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Tabela 8. Deslocamentos quimicos, tipos de sinal e correlagbes para os atomos de carbono (5¢c) e
hidrogénio (5.y) da substancia Bv-7, verificados nos espectros de RMN 'H e *C — APT (500 e 125
MHz, respectivamente) uni e bidimensionais em CDCls.

HMQC HMBC
C ” " (0l0150% NOESY
oc oH J J
1,80 (m, 1H)
1 38,9 185 (m. 1H) H-7
1,57 (m, 1H)
2 27,0 163 (m. 1H) H-3 H-3
3 78,8 3,20 (dd, J=4,5e 11,5 Hz, 1H) C-23,C-24 H-2 H-5, H-2, H-24
4 38,3 -
5 54,8 0,72 (dd,J=2,5e 12,0 Hz, 1H) C-6, C-10 C-1,C-23 H-3, H-9, H-24
1,63 (m, 1H)
6 177 1,70 (m, 1H)
1,22 (m, 1H)
7 31,2 126 (m. 1H) H-1
8 41,7 -
H-11, H-
C-10,C- C-12,C-14, C- ' H-9, H-11, H-24,
9 53,0 1,93 (sl, 1H) 1 28 C-26 12, H-25, oy
H-26
10 36.3 -
11 1334 5,94 (dl, J = 10,0 Hz, 1H) C-9 C-8,C10,C-13  H-9,H-12  H-9, H-12, H-25
12 1288 5,51(dd,J=3,0e 10,5 Hz, 1H) C-9, C-14 H-9, H-11 H-11, H-29
13 89,7 -
14 41,9 -
1,22 (m, 1H) Cc-14,C-  C-8,C-13,C-
15 255 1,83 (dt, J = 3,5 e 13,0 Hz, 1H) 16 17, C-27 H-16 H-27,H-22
16 298 1,34 (m, 1H) C-15,C- C-14,C-18,C-  H-15, H-
: 2,11 (td, J =55 e 13,0 Hz, 1H) 17 22,C-28 16
17 45,1 -
_ C-13,C- C-12,C-14,C-
18 60,5 1,61 (d, J = 12,0 Hz, 1H) 19 16, C-20, C-28
19 38,1 0,98 (m, 1H) H-29
20 40,2 0,92 (m, 1H)
1,54 (m, 1H)
21 30,8 159 (m. 1H) H-30
1,50 (m, 1H) C-17,C-
22 31,3 175 (m. 1H) 1 C-16 H-22 H-15
23 14,9 0,76 (s, 3H) C-4 C-3,C-5, C-24
24 27,7 0,97 (s, 3H) C-4 C-3,C-5,C-23 H-3, H-5, H-9
25 17,9 0,89 (s, 3H) C-10 C-1,C-5,C-9 H-9 H-11
26 18,9 1,03 (s, 3H) C-7,C-9,C-14 H-9
27 16,1 1,14 (s, 3H) c-8, 01513 c- H-9, H-15
28 180,0 -
29 17,8 0,97 (d, J = 6,5 Hz, 3H) Cc-19 C-18, C-20 H-19 H-12
30 19,2 0,92 (d, J = 6,0 Hz, 3H) C-20 C-19, C-21 H-21

Legenda: (d) dupleto; (dd) duplo dupleto; (dl) dupleto largo

largo; (t) tripleto; (td) tripleto de dupletos.

; (dt) dupleto de tripleto; (m) multipleto; (s) singleto; (sl) singleto
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Tabela 9. Deslocamentos quimicos, tipos de sinal e constantes de acoplamento (J) para os atomos
de hidrogénio (55) e carbono (5¢c) de Bv-7, verificados nos espectros de RMN *H e *C (500 e 125
MHz, respectivamente, CDCI;), bem como, aqueles apresentados por Pinto (2008) para o 3f-
hidroxiurs-11-en-28,13-B-olidio (200 e 50 MHz, respectivamente, CDCl,).

Fitoquimica de Borreria verticillata (L.) G. Mey., Borreria ocymoides
(Burm. f.) D.C. e Richardia brasiliensis Gomes (Rubiaceae)

c Bv-7 3B-hidroxiurs-11-en-28,13-B-olidio
5(; 6H 60 6H
1,80 (m, 1H)
1 38,9 185 (m. 1H) 38,9 1,7 (m, 2H)
1,57 (m, 1H)
2 27,0 1’63 (m. 1) 26,9 1,6 (m, 2H)
3 78,8 3,20 (dd, J = 4,5 e 11,5 Hz, 1H) 78,8 3,2 (dd, J= 5,6 € 10,4 Hz, 1H)
4 38,3 - 36,7 -
5 54,8 0,72 (dd, J = 2,5 e 12,0 Hz, 1H) 54,7 0,7 (m, 1H)
1,63 (m, 1H)
6 17,7 170 (m. 1H) 17,6 1,6 (m, 2H)
1,22 (m, 1H)
7 31,2 126 (m. 1H) 31,2 1,5 (m, 2H)
8 41,7 - 41,6 -
9 53,0 1,93 (sl, 1H) 52,9 1,9 (m, 1H)
10 36.3 - 36.3 -
11 1334 5,94 (dI, J = 10,0 Hz, 1H) 133,4 5,9 (dl, J = 9,4 Hz,1H)
12 128,8 5,51 (dd, J = 3,0 e 10,5 Hz, 1H) 128,7 5,5 (dd, J = 3,6 e 10,6 Hz, 1H)
13 89,7 - 89,6 -
14 41,9 - 41,9 -
1,22 (m, 1H)
15 25,5 1,83 (dt, J = 3,5 e 13,0 Hz, 1H) 255 1,1 (m, 2H)
1,34 (m, 1H)
16 22,8 2,11 (td, J = 5,5 e 13,0 Hz, 1H) 22,1 1,3 (m, 2H)
17 45,1 - 45,0 -
18 60,5 1,61 (d, J = 12,0 Hz, 1H) 60,5 1,6 (m, 1H)
19 38,1 0,98 (m, 1H) 38,1 1,8 (m, 1H)
20 40,2 0,92 (m, 1H) 40,2 0,8 (m, 1H)
1,54 (m, 1H)
21 30,8 1'59 (m. 1H) 30,8 1,5 (m, 2H)
1,50 (m, 1H)
22 31,3 175 (m. 1H) 31,3 1,5 (m, 2H)
23 14,9 0,76 (s, 3H) 14,9 0,7 (s, 3H)
24 27,7 0,97 (s, 3H) 27,7 0,9 (s, 3H)
25 17,9 0,89 (s, 3H) 19,1 0,8 (s, 3H)
26 18,9 1,03 (s, 3H) 18,9 1,0 (s, 3H)
27 16,1 1,14 (s, 3H) 16,0 1,1 (s, 3H)
28 180,0 - 179,0 -
29 17,8 0,97 (d, J = 6,5 Hz, 3H) 17.8 0,9 (s, 3H)
30 19,2 0,92 (d, J = 6,0 Hz, 3H) 17,9 0,9 (s, 3H)

Legenda: (d) dupleto; (dd) duplo dupleto; (dl) dupleto largo; (dt) dupleto de tripleto; (m) multipleto; (s) singleto; (sl) singleto

largo; (t) tripleto; (td) tripleto de dupletos.
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5.8. Determinacéao estrutural de Bv-8

O espectro de RMN *'H (200 Caracteristicas fisico-quimicas de Bv-8
MHz, CDCI3) de Bv-8 (Figura 73, Estado fisico Solido
pdg. 113) apresentou  sinais Forma Amorfo verde oliva
caracteristicos de compostos que Solubilidade CH,Cl,
possuem nuacleo porfirinico:  trés Massa/Rendimento 21mg/0,21 %
singletos em 6y 9,48, 9,33 e 8,554 Ponto de fusdo 109-111 °C
correspondentes aos hidrogénios Fluorescéncia (254 nm) Negra
olefinicos H-10, H-5 e H-20, Fluorescéncia (366 nm) Negra
respectivamente; um duplo-dupleto Fator de retencéo (Ry) 0,53 (Hex/AcOEt 8:2)

em oy 7,99 (J = 11,6 e 17,6 Hz)

acoplando trans com um duplo-dupleto em &4 6,26 (J = 1,4 e 17,8 Hz) e cis com
outro duplo-dupleto em &4 6,16 (J = 1,4 e 11,6 Hz), condizentes aos hidrogénios do
grupo vinila terminal inserido na posicdo 3 (H-31, H-32(trans) e H-32(Cis),
respectivamente); e trés singletos em 6y 3,67, 3,38 e 3,19 referentes aos
hidrogénios H-12*, H-2' e H-7* de trés metilas olefinicas, respectivamente. Estes
dados foram corroborados pelo espectro de RMN **C — APT (50 MHz, CDCls)
(Figura 74, pag. 114) que apresentou 55 sinais, entre os quais se destacaram
aqueles em &8¢ 104,4 (C-10), 97,5 (C-5) e 93,1 (C-20) do nucleo porfirinico, em &c
129,1 (C-3%) e 122,8 (C-3?) do grupo vinila terminal, bem como, em ¢ 12,2 (C-12%),
12,1 (C-2%) e 11,3 (C-7%) para as trés metilas olefinicas (SCHWIKKARD et al., 1998;
TOMAZ et al., 2008; HUANG et al., 2007).

Esqueleto porfirinico
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O deslocamento quimico em 6y 3,19 (s, 3H) (Figura 73, pag. 113) permitiu
classificar o derivado porfirinico como do tipo a, uma vez que este sinal corresponde
aos hidrogénios do grupo metila em C-7. A auséncia de um sinal em
aproximadamente 6y 11,00 referente ao hidrogénio do grupo aldeido em C-7,
caracteristico dos derivados porfirinicos do tipo b, fortaleceu tal classificacao
(BUCHANAN et al., 1996; SCHWIKKARD et al., 1998).

Derivado porfirinico a Derivado porfirinico b

Dois singletos largos em &y -1,48 e -1,66 (Figura 73, pag. 113), atribuidos a
dois hidrogénios N-H pirrolicos protegidos pela corrente de anel formada quando o
composto é submetido a um campo magnético, sugeriu a auséncia do ion magnésio
central na molécula, o que indicou que o composto tratava-se de um derivado da
clorofila. O espectro de IV (Figura 72, pag. 112) reforcou esta observacdo pois
apresentou uma banda de absorcdo em 3394 cm™ tipica de deformacéo axial de N-
H (SILVERSTEIN et al., 2007; PAVIA et al., 2010).

No espectro de RMN *H (Figura 73, pag. 113), um conjunto de sinais de alta
multiplicidade em oy 0,75 — 2,00 provenientes de hidrogénios CH, CH, e CHs;
alifaticos sugeriu a presenca de um grupo fitil (-CyHzg) comumente encontrado em
substancias com natureza porfirinica. O multipleto em 6y 4,44 (2H) e o tripleto em dy
512 (J = 7,4 Hz, 1H) reforcaram esta proposta uma vez que correspondem aos
deslocamentos quimicos dos hidrogénios H-P1 e H-P2 da cadeia fitilica,
respectivamente (SCHWIKKARD et al.,, 1998; HUANG et al., 2007; JERZ et al.,
2007). 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). Esta unidade foi conectada a carbonila C-17° (8¢

172,2) para forma um éster, em concordancia com os dados da literatura. Quando
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esta carbonila apresenta substituinte formando um ester, o sinal que é gerado no
espectro de RMN *3C é aproximadamente 8¢ 173,0; na auséncia de substituinte
nessa posicado observa-se um sinal mais desprotegido para acido carboxilico em
torno 8¢ 176,0 (DUAN et al., 2002; MATSUO et al., 1996).

P2 P4 P6 P8 P10 P12 P14

RO P16

P1 P3 P5 P15

§
pa’ P7’ H P1

I

P15’

Cadeia fitilica

Derivados porfirinicos geralmente sdo encontrados na natureza apresentando
o anel E do tipo ciclopentanona (ver abaixo). Neste anel, a carbonila cetonica
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 89,0 quando
se trata de um carbono quaternario hidroxilado ou 6c 64,0 quando 0 mesmo € um
carbono metinico ndo hidroxilado (KOBAYASHI et al., 1991; MATSUO et al., 1996).
A presenca de sinais em ¢ 189,6 (C-13%) e 64,6 (C-13?) (Figura 74, pag. 114), bem
como, a presenca de sinal em 8y 6,25 (s, 1H) para o hidrogénio H-13? (Figura 73,
pag. 113) permitiram propor uma estrutura do tipo ciclopentanona nao hidroxilada
para o anel E de Bv-8. No espectro de IV (Figura 72, pag. 112) absor¢cdes em 1701 e
1734 cm™, referentes a estiramentos de C=0, sugerem a presenca de carbonila

cetbnica conjugada e carbonila de éster, respectivamente (PAVIA et al., 2010).

Os demais dados de RMN 'H e 'C, bem como, aqueles citados por
Schwikkard e colaboradores (1998) para a feofitina a sdo apresentados na Tabela
10 (pag. 111).
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Tabela 10. Dados de RMN 'H e **C (200 e 50 MHz, respectivamente, em CDCl;) para Bv-8 e da
Feofitina a citados por Schwikkard e colaboradores (1998) (300 e 75 MHz, respectivamente, CDCl5).

c Bv-8 Feofitina a
6(; 6H 60 6H
1 1429 - 142,9 -
2 131,8 - 131,8 -
2 12,1 3,38 (s, 3H) 12,1 3,39 (s, 3H)
3 136,5 - 136,5 -
3! 1291 7,99 (dd, J = 11,6 e 17,6 Hz, 1H) 129,0 7,98 (dd, J = 11,4 e 15,2 Hz, 1H)
37 1228 6,26 (dd, J= 1,4 e 17,8 Hz, 1H) 122,8 6,28 (dd, J = 2,3 e 15,2 Hz, 1H)
6,16 (dd, J = 1,4 e 11,6 Hz, 1H) 6,17 (dd, J = 2,3 e 11,4 Hz, 1H)
4 136,2 - 136,2 -
5 97,5 9,33 (s, 1H) 97,3 9,36 (s, 1H)
6 155.6 - 155,5 -
7 136,1 - 136,1 -
7 11,3 3,19 (s, 3H) 11,2 3,21 (s, 3H)
8 1452 - 145,2 -
g’ 19,4 3,63 (m, 2H) 19,7 3,66 (q, J = 8,4 Hz, 2H)
8° 16,3 1,67 (t, J= 7,4 Hz, 3H) 16,3 1,68 (t, J = 8,4 Hz, 3H)
9 150,9 - 151,0 -
10 104,4 9,48 (s, 1H) 104,4 9,50 (s, 1H)
11 137,9 - 137,9 -
12 1289 - 129,1 -
12" 12,2 3,67 (s, 3H) 12,2 3,68 (s, 3H)
13 128,9 - 129,0 -
13! 189,6 - 189,6 -
13° 64,6 6,25 (s, 1H) 64,7 6,26 (s, 1H)
13° 172,9 - 173,0
13" 52,9 3,87 (s, 3H) 53,0 3,88 (s, 3H)
14 149,6 - 150,0 -
15 105,2 - 105,2 -
16 161,2 - 161,3 -
17 51,1 4,19 (dl, J = 8,4 Hz, 1H) 51,1 4,20 (m, 1H)
17" 29,7 - 29,8 -
17° 31,2 - 31,2 -
17° 172,2 - 172,0 -
18 50,1 4,44 (m, 1H) 50,1 4,45 (m, 1H)
18" 23,1 - 22,7 1,80 (d, J = 7,6 Hz, 3H)
19 169,6 - 170,0 -
20 93,1 8,54 (s, 1H) 93,1 8,55 (s, 1H)
P1 61,5 4,44 (m, 2H) 61,0 4,35 (dd, J = 5,3 e 7,7 Hz, 2H)
P2 117,7 5,12 (t, J= 7,4 Hz, 1H) 118,0 5,10 (t, J = 5,3 Hz, 1H)
P3 142,0 - 142,0 -
P3’ 17,4 1,56 (sl, 3H) 16,7 1,56 (s, 3H)
P4 39,8 - 39,8 1,87 (m, 2H)
P5 25,0 - 25,0 1,29 (m, 2H)
P6 36,6 - 36,6 0,97 (m, 2H)
P7 32,7 - 328 1,29 (m, 1H)
P7" 19,7 0,76 (d, J = 6,4 Hz, 3H) 19,6 0,76 (d, J = 6,5 Hz, 3H)
P8 374 - 374 1,24 (m, 2H)
P9 24,4 - 244 1,24 (m, 2H)
P10 373 - 37,3 0,97 (m, 2H)
P11 32,6 - 32,6 1,24 (m, 1H)
P11’ 19,7 0,78 (d, J = 6,2 Hz, 3H) 19,7 0,79 (d, J = 6,5 Hz, 3H)
P12 37,2 - 37,3 0,97 (m, 2H)
P13 24,8 - 24,8 1,65 (m, 2H)
P14 39,3 - 39,4 1,10 (m, 2H)
P15 27,9 - 27,9 1,52 (m, 1H)
P15 22,7 0,83 (d, J = 6,6 Hz, 3H) 22,7 0,83 (d, J = 6,5 Hz, 3H)
P16 22,6 0,83 (d, J = 6,6 Hz, 3H) 22,6 0,83 (d, J = 6,5 Hz, 3H)
-NH - -1,48 (sl, 1H) e -1,66 (s, 1H) - -
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Assim, a andlise dos espectros de IV e RMN de *H e *3C unidimensionais de
Bv-8, bem como, a comparacdo com os dados da literatura permitiram identifica-la
como sendo a feofitina a. O relato desta substancia no reino vegetal € bastante
escasso, no entanto, ela ja foi isolada de espécies da familia Rubiaceae, sendo o

primeiro relato no género Borreria.
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Figura 72. Espectro de Infravermelho (KBr, cm'l) de Bv-8.
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5.9. Determinacéao estrutural de Bv-9

Assim como  Bv-8, o©s Caracteristicas fisico-quimicas de Bv-9
espectros de RMN *H e 3C (200 e | Estado fisico Sélido
50 MHz, respectivamente, CDCl3) de Forma Amorfo marrom
Bv-9 (Figuras 76 e 77, p4g. 118 e Solubilidade CH,Cl,
119) apresentaram sinais que Massa/Rendimento 19,0 mg /0,19 %
permitiram sugerir que a substancia Ponto de fusdo 109-110 °C
em questdo também pertencia ao Fluorescéncia (254 nm) Negro
grupo das feofitinas uma vez que é Fluorescéncia (366 nm) Negro
possivel observar sinais para o Fator de retencéo (Ry) 0,17 (Hex/AcOEt 8:2)

esqueleto  porfirinico, o0s  dois
hidrogénios N-H pirrélicos, a cadeia fitilica em C-17° e o anel E do tipo
ciclopentanona n&o hidroxilada (Tabela 11, pag. 116).

No entanto, auséncia de singleto para metila em C-7 em aproximadamente 6y
3,25, bem como, a presenca de um singleto em 64 11,00 (Figura 76, pag. 118) e do
sinal para carbono metinico em &¢ 187,4 (Figura 77, pag. 119) permitiram classificar
a feofitina como do tipo b, uma vez que estes sinais correspondem ao hidrogénio H-
7' e ao carbono C-7%, respectivamente, do grupo aldeido inserido em C-7
(BUCHANAN et al., 1996; SCHWIKKARD et al., 1998). O espectro de IV (Figura 75,
pag. 117) fortaleceu tal classificagdo ao mostrar absorcdes em 2725 e 1653 cm™
caracteristicos de estiramento de C-H e C=0 da funcdo aldeido, respectivamente
(SILVERSTEIN et al., 2007; PAVIA et al., 2010).

Derivado porfirinico a Derivado porfirinico b
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Tabela 11. Dados de RMN 'H e **C (200 e 50 MHz, respectivamente, em CDCl;) para Bv-9 e da
Feofitina b citados por Schwikkard e colaboradores (1998) (300 e 75 MHz, respectivamente, CDCI,).

c Bv-9 Feofitina b
6(; 6H 60 6H
1 1434 - 143,5 -
2 132,1 - 132,3 -
2 12,1 3,35 (s, 3H) 12,1 3,39 (s, 3H)
3 137,7 - 1375 -
37 128,5 7,94 (dd, J = 11,8 e 18,0 Hz, 1H) 128,6 7,98 (dd, J = 11,4 e 15,2 Hz, 1H)
3? 123,4 6,33 (dd, J = 18,0 Hz, 1H) 123,3 6,35 (dd, J = 2,3 e 15,2 Hz, 1H)
6,13 (dd, J = 11,2 Hz, 1H) 6,20 (dd, J = 2,3 e 11,4 Hz, 1H)
4 136,9 - 136,9 -
5 101,3 10,21 (s, 1H) 101,5 10,28 (s, 1H)
6 151,6 - 151,0 -
7 132,5 - 1325 -
7° 187,4 11,00 (s, 1H) 187,1 11,07 (s, 1H)
8 159,2 - 158,8 -
8" 18,6 3,88 (m, 2H) 18,5 3,66 (q, J = 8,4 Hz, 2H)
8’ 19,3 1,73 (t, J = 7,6 Hz, 3H) 19,5 1,68 (t,J = 8,4 Hz, 3H)
9 146,9 - 146,83 -
10 106,7 9,47 (s, 1H) 106,5 9,57 (s, 1H)
11 137,7 - 137,9 -
12 132,1 - 132,2 -
12" 12,0 3,62 (s, 3H) 11,9 3,65 (s, 3H)
13 129,6 - 129,7 -
13! 189,5 - 189,6 -
137 64,6 6,22 (s, 1H) 64,7 6,20 (s, 1H)
13° 169,3 - 169,5 -
13* 53,0 3,90 (s, 3H) 53,0 3,88 (s, 3H)
14 150,6 - 150,8 -
15 104,8 - 105,1 -
16 163,9 - 164,0 -
17 51,3 4,18 (m, 1H) 51,5 4,15 (m, 1H)
17" 31,2 - 31,3 -
177 29,7 - 29,8 -
17° 173,9 - 174,0 -
18 50,1 4,47 (m, 1H) 50,0 4,45 (m, 1H)
18! 23,1 1,82 (d, J=7,2 Hz) 23,1 1,80 (d, J = 7,6 Hz, 3H)
19 172,8 - 173,0 XX -
20 93,3 8,51 (s, 1H) 93,1 8,55 (s, 1H)
P1 61,5 4,47 (m, 2H) 61,0 4,35 (dd, J = 5,3 e 7,7 Hz, 2H)
P2 117,7 5,14 (t, J= 7,2 Hz, 1H) 118,0 5,10 (t, J = 5,3 Hz, 1H)
P3 143,0 - 142,0 -
p3’ 16,3 1,57 (sl, 3H) 16,7 1,56 (sl, 3H)
P4 39,8 - 39,8 -
P5 25,0 - 25,0 -
P6 36,6 - 36,6 -
P7 32,7 - 32,8 -
p7’ 19,6 0,77 (d, J = 6,2 Hz, 3H) 19,6 0,76 (d, J = 6,5 Hz, 3H)
P8 37,3 - 37,4 -
P9 24,4 - 24,4 -
P10 37,3 - 37,3 -
P11 32,6 - 32,6 -
P11’ 19,7 0,78 (d, J = 6,6 Hz, 3H) 19,7 0,79 (d, J = 6,5 Hz, 3H)
P12 37,3 - 37,3 -
P13 24,7 - 24,8 -
P14 39,3 - 39,4 -
P15 27,9 - 27,9 -
P15 227 0,82 (d, J = 6,6 Hz, 3H) 22,7 0,83 (d, J = 6,5 Hz, 3H)
P16 22,6 0,82 (d, J = 6,6 Hz, 3H) 22,6 0,83 (d, J = 6,5 Hz, 3H)
-NH - -1,42 (sl, 1H) e -1,65 (s, 1H) - -
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Assim, a andlise dos espectros de IV e RMN de *H e **C unidimensionais de
Bv-9, bem como, a comparacdo com os dados da literatura (Tabela 11, pag. 116)
permitiram identificA-la como sendo a feofitina b. O relato desta substancia no reino

vegetal é bastante escasso e trata-se do primeiro relato na familia Rubiaceae.
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Figura 75. Espectro de Infravermelho (KBr, cm'l) de Bv-9.
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5.10. Determinacéo estrutural de Bv-10

De forma semelhante a Bv-8, Caracteristicas fisico-quimicas de Bv-10
os espectros de RMN *H e *3C (500 Estado fisico Sélido
e 125 MHz, respectivamente, CDCls) Forma Amorfo verde
de Bv-10 (Figuras 79 e 80, pag. 124 Solubilidade CH,Cl,
e 125) também apresentaram sinais Massa/Rendimento 14,0 mg /0,14 %
que permitiram sugerir que a Ponto de fusdo 171-172 °C
substéancia pertencia ao grupo das Fluorescéncia (254 nm) Negro
feofitinas a uma vez que é possivel Fluorescéncia (366 nm) Negro
observar sinais para o esqueleto Fator de retencéo (Ry) 0,15 (Hex/AcOEt 7:3)

porfirinico, os hidrogénios da metila
inserida em C-7, os dois hidrogénios N-H pirrélicos e a cadeia fitilica em C-17°
(Tabela 12, pag. 122).

Apesar disso, o espectro de RMN *C (Figura 80, pag. 125) ndo apresentou
0s sinais caracteristicos de anel E do tipo ciclopentanona como em Bv-8 e Bv-9.
Varios esqueletos carbdnicos séo relatados na literatura para o anel E dos derivados
porfirinicos, um exemplo € o anel &-lactona conjugada que, segundo alguns autores,
trata-se 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 cetdnica foi convertida em carbonila de éster e o sinal deslocado
para aproximadamente &c 161,0. O carbono C-15", outrora denominado C-13? (antes
da alomerizacao), apresenta-se hidroxilado em todos os relatos e o sinal aparece em
torno de &¢ 102,2.

152 3¢ 102,2

Anel E cipcopentanona Anel E 6-lactona conjugada
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Este tipo de anel foi verificado para Bv-10 pela presenca de sinais, no
espectro de RMN *3C (Figura 80, pag. 125), em 8¢ 160,9 para carbonila conjugada e
em &c 102,0 para carbono ndo hidrogenado. Isto explica o fato do espectro de IV
(Figura 78, pag. 123) desta substancia s6 apresentar absorcdo para carbonila de
éster em 1734 cm™. Outros sinais também corroboraram com as atribuicdes feitas
ao mostrar, no espectro de RMN *H (Figura 79, pag. 124), um singleto largo em 6
6,13 atribuido ao hidrogénio da hidroxila em C-15 e outro singleto em &y 3,74 que,
juntamente com o sinal em 6¢ 54,1, confirmaram a presenca de hidrogénios e

carbono da metoxila em C-15°,

A estereoquimica do anel D foi definida como 17S e 18S (igual ao de outras
feofitinas) pela observacao de um duplo-dupleto em 64 4,07 (J = 2,0 e 9,0 Hz) para o
H-17 que s6 apresenta esta multiplicidade quando ndo ha acoplamento (J = 0 Hz)
entre eles e H-18. E isto s6 é possivel quando o angulo diedro entre esses dois
atomos vicinais € de 90° (SILVERSTEIN et al., 2007; PAVIA et al., 2010), ou seja,

guando a orientacdo espacial desses hidrogénios for trans (HUANG et al., 2007).

A configuracdo de C-15' também foi determinada como S, baseado na
blindagem apresentada pelo hidrogénio H-17 (64 4,07) (Figura 79, pag. 124), em
contraste com &y 4,82 para a configuracdo R (NAKATANI et al., 1981; HUANG et al.,
2007; KOBAYASHI et al., 1991).

121

84 1,83 34 1,90
8y 2,55 3y 2,62
H CH, OH CH, COOCH;
1 1
18 17 S |15 R |15 N 13"
QN/ — — }O
HsC H COOCH; H OH

8y 4,05

5 4,82
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Tabela 12. Dados de RMN *H e *C (500 e 125 MHz, respectivamente, em CDCl;) para Bv-10 e da
porfirinolactona (400 e 100 MHz, respectivamente, em CDCI3) citado por National (2004).

C Bv-10 15™-hidroxi-(15'-S)-porfirinolactona a.
Oc OH Oc OH
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
3? 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) 11,5 3,28
8 145,6 - 145,8 -
8" 19,6 3,74 (g, J=9,0 e 15,5 Hz, 2H) 19,8 3,76
8 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 1114 - 111,6 -
13" 160,9 - 161,2 -
14 145,6 - 1458 -
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
177 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=6,0e 13,5 Hz, 1H) 50,4 4,43
18" 22,2 1,58 (d, J = 7,0 Hz, 3H) 22,5 1,61
19 1711 - 1714 -
20 93,9 8,69 (s, 1H) 94,1 8,71 (s)
P1 61,5 4,43 (d,J =7,5Hz, 2H) 61,8 4,42
P2 117,8 5,13 (t, J = 7,0 Hz, 1H) 119,9 5,12
P3 142,8 - 142,4 -
P3T 16,3 1,56 (s, 3H) 16,7 1,58
P4 39,8 - 40,5 -
P5 25,0 - ? -
P6 36,6 - ? -
P7 32,8 - ? -
P7* 19,6 0,76 (d, J = 6,5 Hz, 3H) 20,4 0,77 (d, J = 6,9 Hz)
) 37,4 - ? -
P9 24,4 - ? -
P10 37,3 - ? -
P11 32,6 - ? -
p11’ 19,7 0,79 (d, J = 6,5 Hz, 3H) 20,4 0,80 (d, J = 6,4 Hz)
P12 37,3 - ? -
P13 24,8 - ? -
P14 39,4 - ? 1,11
P15 27,9 - ? 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 (sl, 1H) - -1,11
23-NH - -1,44 (sl, 1H) - -1,49
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Assim, a andlise dos espectros de IV e RMN de *H e *3C unidimensionais de
Bv-10, bem como, a comparacdo com os dados da literatura (Tabela 12, p4g. 122)
permitiram identifica-la como sendo a 15*hidroxi-(15%-S)-porfirinolactona a. Esta
substancia 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). Na
familia Rubiaceae, ja foi relatada em Richardia brasiliensis Gomes (TENORIO-
SOUZA, 2009), no entanto, trata-se do primeiro relato no género Borreria.

15%-hidroxi-(15-S)-porfirinolactona a
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Figura 78. Espectro de Infravermelho (KBr, cm™) de Bv-10.

123



124

Fitoquimica de Borreria verticillata (L.) G. Mey., Borreria ocymoides

(Burm. f.) D.C. e Richardia brasiliensis Gomes (Rubiaceae)

ree L-—
gL b—

§50°0—

¥28'0
hmw_ov

LST' e~
ogre—
BELE~
8/8'¢—

|

698

GCS6—
SPL6—

g

9%’
¥

L06'0)

Ll

FH

99'g
0e'sg
68'%

82’9
00'g
ve'Y
p0'g

s LT

99w

09'¢
€5

k'l

ve0
0oL

f1 (ppm)

1

LS
A
Lrl'g

L1519
mmﬁwv.
wt,w\
9L1'9
L0T'9
Poe9
LEE9
629

= 68

N

- LT

~ 99

09

£g

S

5964

886's
000'8
£20'8~E

m 88

4.1

4.2

4.3

44

4.5

4.8 4.7

4.9

5.0

5.1

6.4 6.2

6.6

6.8

7.6 7.4 7.2 7.0
f1 (ppm)

7.8

8.0

f1 (ppm)

wmﬁo
mmﬁo//.
£8L0F
LBLO
Vde%
LeB0

61—

655 I,
€5 b—
geg 1
£8 I,
66S L —
priL

PG 07f
89.°0
£8L°0
L6L0
pz80
1880

geTL—

855 |
£ig'L

885'L—
€89 L~
8691
pLL L

898 L—

£20z—
0Ll
pzez’

lere—
8752

1.3 1.2 11
1 (ppm)

1.4

1.5

1.6

1.7

Figura 79. Espectro de RMN H (CDCl;, 500 MHz) de Bv-10.



125

Fitoquimica de Borreria verticillata (L.) G. Mey., Borreria ocymoides

(Burm. f.) D.C. e Richardia brasiliensis Gomes (Rubiaceae)

Ty

200 180 160 140 120 100 80 60 40 20
f1 (ppm)

220

LSBEE—

099 66,
8120017
505 001
8.6'10L

6ZL 0L

eGP bl —

SE8LLL—

C98'ETL—

80v 1Ll
£95 ﬁmv”v

gs8 wﬁm
/50921
505 9¢ 17
5eL8El

SZz LpL
89l zpL—
ITEIIAN

Ze0 05—

L9L8S)—
PS608L—

L a8l —

£68'0L1
8zl :;V
VT EL b~

-

125 120 115 110 105 100 95
f1 (ppm)

130

165 160 155 150 145 140 135
f1 (ppm)

170

L8 9L—

BEG Ll

18561
£59 m_w
zzLeld

86222,
90972~
86922

vz pe,
0LL'v2—~
§L0Gz<"

186" LZ—
0L 82~
ZZ9 mm./
eLL wm%
alsce

259'98+
BLZ LS
leg L8
s0v L€
B9¢ m&
Smmm

L8105—

8LLES—

£erle—

1

M|

25 24 23 22 21 20 19 18 17 16 15 14 13 12
f1 (ppm)

26

45
f1 (ppm)

50

60

Figura 80. Espectro de RMN **C (CDCl,, 125 MHZz) de Bv-10.



Fitoquimica de Borreria verticillata (L.) G. Mey., Borreria ocymoides
(Burm. f.) D.C. e Richardia brasiliensis Gomes (Rubiaceae)

5.11. Determinacéo estrutural de Bo-1

No espectro de IV de Caracteristicas fisico-quimicas de Bo-1
Bo-1 (Figura 81, pag. 127), Estado fisico Solido
foram observadas absorcbes Forma Amorfo branco
em 1541 e 1577 cm? [ Solubilidade CH,OH
caracteristicos de C=C de Massa/Rendimento 47 mg /0,47 %
aromaticos. No espectro de Ponto de fusdo 217-219 °C
RMN *H (500 MHz, CD3;OD) Fluorescéncia (254 nm) | Lilas
(Figura 82, pag. 128), dois Fluorescéncia (366 nm) | Negra
dupletos com integral para dois Fator de retencéo (Ry) 0,33 (CH,CI,/CH;0H 99,9:0,1)

hidrogénios cada, acoplando

orto entre si, em oy 7,44 (J = 8,5 Hz) e 6,81 (J = 8,5 Hz) sdo condizentes com
substancias que apresentam sistema aromatico AA’BB’, sendo esses sinais
caracteristicos dos hidrogénios H-2/6 e H-3/5, respectivamente. Estes dados foram
corroborados pela presenca de dois sinais intensos no espectro de RMN *C — APT
(125 MHz, CD3;0D) (Figura 83, pag. 128) em &¢ 131,0 (C-2/6) e 116,8 (C-3/5).

Ainda no espectro de RMN *H (Figura 82, pag. 128), outros dois dupletos com
integral para um hidrogénio cada, acoplando trans entre si, em éy 7,59 (J = 16,0 Hz,
H-1) e 6,27 (J = 16,0 Hz, H-2’) e os sinais no espectro de RMN *C (Figura 83, pag.
128) em o¢c 171,2 (C-3’, COOH), 146,6 (C-1’) e 115,7 (C-2’) foram sugestivos da
presenca do grupo carboxil trans a,B-insaturado. Absorcdo, no espectro de IV
(Figura 81, pag. 127), em 1710 cm™ de estiramento de C=0 e outra larga em 3435
cm™ para estiramento de O-H estendendo-se até aproximadamente 2400 cm™
corroborou com os espectros de RMN para existéncia de funcao acido carboxilico
(SILVERSTEIN et al., 2007; PAVIA et al., 2010).

A auséncia de outros sinais nos espectros de RMN permitiu sugerir que o
substituinte em C-4 do anel aromatico tratava-se de uma hidroxila. Sendo assim, os
dados de RMN *H e **C e comparacéo com os dados da literatura (Tabela 13, pag.
127) permitiram determinar a estrutura de Bo-1 como sendo acido p-hidroxicinamico,

isolado pela primeira vez no género Borreria.
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Acido p-hidroxicinamico

Tabela 13. Deslocamentos quimicos, tipos de sinal e constantes de acoplamento para os atomos de
hidrogénio (5,;) e carbono (5¢c) de Bo-1, verificados nos espectros de RMN 'H e **C (500 e 125 MHz,
respectivamente, CDsOD), bem como, aqueles apresentados por Souza Filho e colaboradores (2005)
para o acido p-hidroxicinamico (300 e 75 MHz, respectivamente, CD;0D).

Bo-1 Acido p-hidroxicinamico
c 8¢ 6 8¢ 81
1 127,3 - 127,3 -
2eb 131,0 7,44 (d, J = 8,5 Hz, 2H) 131,0 7,40 (d, J = 8,7 Hz, 2H)
3es 116,8 6,81 (d, J = 8,5 Hz, 2H) 116,8 6,80 (d, J = 8,7 Hz, 2H)
4 161,0 - 161,0 -
1 146,6 7,59 (d, J = 16,0 Hz, 2H) 146,6 7,60 (d, J = 15,9 Hz, 2H)
2 115,7 6,27 (d, J = 16,0 Hz, 2H) 1157 6,30 (d, J = 15,9 Hz, 2H)
3 171,2 - 171,2 -

%T

171086
172,72
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Figura 81. Espectro de Infravermelho (KBr, cm'l) de Bo-1.
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5.12. Determinacéo estrutural de Bo-2

O espectro de IV (Figura 84,
pag. 129)
apresentou absor¢cbes em 1701 e

desta substancia

1608 cm! referentes aos estiramentos
de C=0 e C=C de

conjugados, respectivamente,

alcenos
que
juntas sdo compativeis com estruturas
que apresentam carbonila de éster
a,p-insaturada. A proposta de um

sistema aromatico também pode ser

sugerida pelas absorc¢des atribuidas a estiramento de C=C de arométicos em 1566 e
1508 cm™ (SILVERSTEIN et al., 2007; PAVIA et al., 2010). Estes dados indicam que

a substancia apresenta um grupo cromoéforo o que justifica o composto apresentar

fluorescéncia a luz ultravioleta.

Caracteristicas fisico-quimicas de Bo-2

Estado fisico Sélido

Forma Cristais amarelos

Solubilidade CH,Cl,

Massa/Rendimento 53mg /0,53 %

Ponto de fusdo 190-191 °C
Fluorescéncia (254 nm) | Lilas forte
Fluorescéncia (366 nm) | Negra

Fator de retencéo (Ry) 0,12 (Hex/AcOEt 8:2)

333878

45

2400 2000

4000 3600 3200
Bs1-Fabio

2800

1800

1701,22—

1600 1400

1200 1000 800 600

1/em

400

Figura 84. Espectro de Infravermelho (KBr, cm’l) de Bo-2.
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O espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCl;) (Figura 85, pag. 132) exibiu
deslocamentos quimicos que, aliados as informacdes do espectro de IV, séo
caracteristicos de substancias que apresentam nucleo cumarinico: par de dupletos
acoplando cis entre si em 8y 7,57 (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; UM et al., 2003). Isto foi corroborado pelo espectro de RMN *C
— APT (125 MHz, CDCls) (Figura 86, pag. 132) que apresentou sinais para carbonila
lactonica em 6c 161,4 (C-2) e para os carbonos a e 3 a carbonila em d¢ 113,4 (C-3)
e 143,3 (C-4) (PELTER et al., 1976).

Singletos em &4 6,82 e 6,89 (Figura 85, pag. 132) permitiram sugerir que a
cumarina em questéo € 6,7-dissubstituida uma vez que estes sinais correspondem

aos dos hidrogénios H-5 e H-8, respectivamente (PINTO et al., 2008).

Esqueleto cumarinico 6,7-dissubstituido

Os sinais em &y 3,93 (s) (Figura 85, pag. 132) e d¢c 56,4 (Figura 86, pag. 132)
foram condizentes com a presenca de metoxila ha molécula (SILVERSTEIN et al.,
2007; PAVIA et al., 2010). A auséncia de outros sinais nos espectros de RMN em
adicdo a absorcdo, no espectro de IV (Figura 84, pag. 129), em 3338 cm™ de
estiramento de O-H (SILVERSTEIN et al.,, 2007; PAVIA et al.,, 2010) permitiram

sugerir que o segundo substituinte na molécula é uma hidroxila.

Sendo assim tém-se duas possibilidades estruturais para Bo-2 que variam
conforme a posi¢éo dos substituintes: 7-hidroxi-6-metoxicumarina (escopoletina) e 6-
hidroxi-7-metoxicumarina (isoescopoletina), cujas estruturas e dados de RMN H e

13C estéio descritos na Tabela 14 (pag. 131):
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Tabela 14. Deslocamentos quimicos, tipos de sinal e constantes de acoplamento para os atomos de
hidrogénio (5,;) e carbono (5¢c) de Bo-2, verificados nos espectros de RMN 'H e **C (500 e 125 MHz,
respectivamente, CDCl3), bem como, aqueles apresentados por Pinto e colaboradores (2008) para
escopoletina (200 e 50 MHz, respectivamente, CDCl;) e por Jiang e colaboradores (1996) para
isoescopoletina (400 e 100 MHz, respectivamente, CDCls5).

131

HyCO

HO

Escopoletina

Isoescopoletina

8c 8h 8¢ 8 8c 8
2 161,4 161,4 160,8
3 113,4 6,24 (d, J=9,5Hz, 1H) 1133 6,24 (d, J=9,6 Hz, 1H) 109,6 6,18 (d, J = 9,4 Hz, 1H)
4 1433  7,57(d, J = 9,5 Hz, 1H) 1433 7,58 (d, J = 9,6 Hz, 1H) 1444 7,86 (d, J = 9,4 Hz, 1H)
5 107,5 6,82 (s, 1H) 1074 6,82 (s, 1H) 111,6 7,16 (s, 1H)
6 144,1 143,9 145,3
7 149,7 149,6 151,8
8 103,2 6,89 (s, 1H) 103,1 6,89 (s, 1H) 102,7 6,75 (s, 1H)
9 150,3 150,2 149,5
10 1115 1114 110,5
HsCO-6 56,4 3,93 (s, 3H) 56,3 3,93 (s, 3H) ? 3,80 (s, 3H)

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

Observando os dados de RMN *H e *3C e comparando-os com os dados da

literatura (Tabela 14, pag. 131) pode-se determinar a estrutura de Bo-2 como sendo

7-hidroxi-6-metoxicumarina,

conhecida como escopoletina.

corresponde ao primeiro relato de cumarina no género Borreria.

Escopoletina

Este resultado
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5.13. Determinacéo estrutural de Bo-3

Assim como Bo-2, os espectros Caracteristicas fisico-quimicas de Bo-3
de RMN 'H e *C-BB (500 e 125 MHz, | Estado fisico Selido
C3Ds0O) (Figuras 87-89, pag. 134-135), Forma Amorfo branco
também  exibiram  deslocamentos Solubilidade CH,Cl,
quimicos para cumarinas: par de Massa/Rendimento 17 mg /0,12 %
dupletos acoplando cis entre si em dy Ponto de fusdo 121-122 °C
7,86 (J =9,5 Hz) e 6,16 (J = 9,5 Hz), Fluorescéncia (254 nm) | Lilas forte
correspondentes aos hidrogénios H-4 Fluorescéncia (366 nm) | Negra
e H-3, respectivamente; e em d¢ Fator de retencéo (Ry) 0,10 (Hex/AcOEt 8:2)

161,1 (C-2), 113,0 (C-3) e 144,7 (C-4).

Em adic&o, os espectros de RMN *H (500 MHz, C3D¢O) (Figura 87 e 88, pag.
134 e 135) apresentaram um duplo dupleto em 64 6,84 (J = 2,0 e 8,5 Hz, H-6)
acoplando orto com um dupleto em &4 7,51 (J = 8,5 Hz, H-5) e meta com outro
dupleto em &y 6,75 (J = 2,0 Hz, H-8) tipicos de um sistema aromatico ABX (PAVIA et
al., 2010). Esta informacao foi corroborada pelo espectro de RMN *C — BB (125
MHz, C3DgO) (Figura 89, pag. 135) ao mostrar sinais intensos em d¢ 130,7 (C-5),
113,8 (C-6) e 103,3 (C-8) (LIU; TIAN, 2004).

A auséncia de outros sinais nos espectros de RMN permitiu sugerir que o
substituinte na molécula tratar-se-ia de uma hidroxila que, pelo padrdo de
substituicdo do anel ABX, poderia estar inserida em C-6 ou C-7. Observando o
mecanismo biossintético das cumarinas, nota-se uma tendéncia a formacdo de
cumarinas 7-substituidas uma vez que a grande maioria € derivada do acido p-
hidroxicinamico (KUSTER; ROCHA, 1999). Sendo assim, foi proposto que a hidroxila

de Bo-3 estaria inserida no carbono C-7.

Desta forma, os dados de RMN *H e *C e dados comparativos da literatura
(Tabela 15, pag. 134) permitiram determinar a estrutura de Bo-3 como sendo 7-
hidroxicumarina, conhecida como umbeliferona, relatada pela primeira vez no

género Borreria.
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Umbeliferona

Tabela 15. Deslocamentos quimicos, tipos de sinal e constantes de acoplamento para os atomos de
hidrogénio (5,) e carbono (5c) de Bo-3, verificados nos espectros de RMN *H e **C — BB (500 e 125
MHz, respectivamente, C3Ds0), bem como, aqueles apresentados por Liu e Tian (2004) para
umbeliferona (500 e 125 MHz, respectivamente, C3D¢0).

134

c Bo-3 Umbeliferona

Oc OH dc OH
2 161,1 - 161,4 -
3 113,0 6,16 (d, J = 9,5 Hz, 1H) 112,6 6,14 (d, J = 9,2 Hz, 1H)
4 144,7 7,86 (d, J = 9,5 Hz, 1H) 1448 7,85 (d, J = 9,2 Hz, 1H)
5 130,7 7,51 (d, J=8,5Hz, 1H) 130,4 7,48 (d, J=8,4 Hz, 1H)
6 113,8 6,84 (dd, J =2,0 e 8,5 Hz, 1H) 113,8 6,82 (dd, J =2,3 e 8,4 Hz, 1H)
7 162,1 - 162,2 -
8 103,3 6,75 (d, J=2,0 Hz, 1H) 103,1 6,73 (d, J=2,3 Hz, 1H)
9 157,0 - 156,8 -
10 112,9 - 112,6 -

Legenda: (d) dupleto; (dd) duplo-dupleto.
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Figura 87. Espectro de RMN H (C3Dg0O, 500 MHz) de Bo-3.
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5.14. Determinacéo estrutural de Bo-4

O espectro de IV (Figura 90, Caracteristicas fisico-quimicas de Bo-4
pag. 140) desta substancia Estado fisico Sélido
apresentou absor¢gdes em 1716 e Forma Cristais brancos
1608 cm™ referentes aos estiramentos Solubilidade CH,Cl,
de C=0 e C=C, respectivamente, Massa/Rendimento 11,0mg/0,11 %
compativeis com carbonila de éster Ponto de fusdo 106-107 °C
a,B-insaturada. Um sistema aromatico Fluorescéncia (254 nm) | Lilas forte
foi sugerido pelas absor¢cbes em 1477 Fluorescéncia (366 nm) | Ausente
e 1585 cm™ de estiramento C=C de Fator de retencao (Ry) 0,17 (Hex/AcOEt 7:3)

aromaticos (PAVIA et al., 2010).

Os espectros de RMN *H e *C — APT (500 e 125 MHz, CDCls) (Figura 91 e
92, pag. 140 e 141), assim com Bo-2 e Bo-3, também apresentaram deslocamentos
quimicos de substancias cumarinicas (Tabela 16, pag. 139). Diferentemente de Bo-2
e Bo-3, a auséncia de outros sinais para prétons aromaticos fez sugerir que a

cumarina em guestao é substituida nas posicdes 5, 6, 7 e 8.

Esqueleto cumarinico 5,6,7,8-tetrassubstituido

O espectro de RMN *H (Figura 91, pag. 140) também apresentou dois duplo-
dupletos em 64 3,18 (J = 7,5 e 15,0 Hz, H-3') e 3,53 (J = 9,5 e 15,0 Hz, H-3’)
caracteristicos de hidrogénios metilénicos geminais; um tripleto em 64 5,31 (J = 9,0
Hz, H-2’) para hidrogénio oximetinico; dois singletos largos em &4 4,96 (H-5') e 5,11
(H-5’) compativeis com hidrogénios de grupo vinila terminal; e outro singleto em &y

1,78 (H-6’) de hidrogénios metil vinilicos. Estes dados fez sugerir que Bo-4
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apresenta uma unidade 2-isopropenil-2,3-diidrofurano. Os sinais, no espectro de
RMN C — APT (Figura 92, pag. 141), em &¢c 17,0 (C-6’), 33,1 (C-3’), 87,8 (C-2),
113,1 (C-5’) e 142,7 (C-4’) e comparagbes com a literatura (CHEN et al., 2006;
MALIKOV; SAIDKHODZHAEYV, 1998) ratificaram esta afirmacao.

Unidade 2-isopropenil-2,3-diidrofurano

A presenca de dois singletos com integral para trés hidrogénios cada em &y
3,91 e 3,96 (Figura 91, pag. 140) e os sinais em &6¢c 60,1 e 61,3 permitiram sugerir
que Bo-4 apresenta duas metoxila aromaticas impedidas estericamente
(SILVERSTEIN et al., 2007; PAVIA et al., 2010).

Esses dados permitiram estabelecer seis possibilidades estruturais para Bo-4:
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De acordo com a literatura, nas cumarinas que nao possuem substituinte
oxigenado em C-5, os carbonos C-4, C-10 geram sinais nos espectros de RMN *C
em aproximadamente &c 144,0 e 111,0 (PANICHAYUPAKARANANT et al., 1995),
respectivamente. Quando ha substituinte oxigenado em C-5, os carbonos C-4 e C-
10 sofrem protecdo e apresentam deslocamentos quimicos em aproximadamente 6c

139,0 e 103,0, respectivamente (HAMMODA et al., 2008).

S 11,2 _
2 5.143,8

j OH 8¢ 1027 _ 5 4394
X v

9
OCH, Kv 8¢ 152,0

Observando, no espectro de RMN *3C — APT (Figura 92, pag. 141), os sinais
em 6¢c 139,1 (C-4) e 106,9 (C-10), foi possivel determinar que Bo-4 apresenta uma

funcdo oxigenada em C-5, eliminando a possibilidade estrutural (b).

Recorrendo novamente a literatura, as cumarinas que apresentam funcéo
oxigenada em C-8, possuem deslocamento quimico para o carbono C-9 em
aproximadamente &c 142,0 (HAMMODA et al.,, 2008). Mas quando ndo ha
substituinte oxigenado em C-8, o carbono C-9 sofre desprotecdo de
aproximadamente 7,0 ppm. Entéo, o sinal em 6¢ 148,3 indica que C-8 ndo apresenta
funcdo oxigenada, desta forma as possibilidades estruturais (a), (c), (d) e (f) foram

descartadas.

Sendo assim, os dados de RMN *H e **C unidimensionais e comparagéo com
os dados da literatura (Tabela 16, pag. 139) permitiram determinar a estrutura de
Bo-4 como sendo 5,6-dimetoxi-7,8-[2’-(prop-1-en-2-il)-2’,3’-diidrofurano] cumarina,
conhecida como cumarieletefina. Esta substancia foi isolada pela primeira vez em
Richardia brasiliensis Gomes (TENORIO-SOUZA, 2009) pelo nosso préprio grupo de

pesquisa e corresponde ao primeiro relato no género Borreria.
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Cumarieletefina

Tabela 16. Deslocamentos quimicos, tipos de sinal e constantes de acoplamento para os atomos de
hidrogénio (5,,) e carbono (5¢c) de Bo-4, verificados nos espectros de RMN *H e **C (500 e 125 MHz,
respectivamente, CDCl3), bem como, aqueles apresentados por Tendrio-Souza (2009) para
cumarieletefina (500 e 125 MHz, respectivamente, CDClIs).

c Bo-4 Cumarieletefina
dc OH oc O
2 160,8 - 160,8 -
3 111,0 6,14 (d, J =9,5 Hz, 1H) 111,0 6,14 (d, J=9,5Hz, 1H)
4 139,1 7,89 (d, J=9,5Hz, 1H) 139,1 7,89 (d, J=9,5Hz, 1H)
5 147,6 - 147,6 -
6 127,5 - 127,5 -
7 155,9 - 155,9 -
8 112,4 - 112,4 -
9 148,3 - 148,3 -
10 106,9 - 106,9 -
2’ 87,8 531 (t, J=85¢e17,0Hz, 1H) 87,8 531( J=85e17,0Hz, 1H)
3 331 3,18 (dd, J = 8,0 e 15,5 Hz, 1H) 331 3,18 (dd, J = 8,0 e 15,5 Hz, 1H)
: 3,53(dd, J =9,5e 15,5 Hz, 1H) : 3,53 (dd, J = 9,5 e 15,5 Hz, 1H)
4 142,7 - 142,7 -
, 4,96 (sl, 1H) 4,96 (sl, 1H)
S 13,1 5,11 (sl, 1H) 1131 5,11 (sl, 1H)
6 17,0 1,78 (s, 3H) 17,0 1,78 (s, 3H)
5-OCH3; 60,1 3,91 (s, 3H) 60,1 3,91 (s, 3H)
6-OCH3 61,3 3,96 (s, 3H) 61,3 3,96 (s, 3H)

Legenda: (s) singleto; (sl) singleto largo; (d) dupleto; (dd) duplo-dupleto; (t) tripleto.
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5.15. Determinacéo estrutural de Bo-5

O espectro de IV (Figura 94, Caracteristicas fisico-quimicas de Bo-5
pag. 146) de Bo-5 apresentou Estado fisico Sélido
absorcdes em 1570 e 1597 cm? | Forma Cristal laranja
referentes aos estiramentos C-H de Solubilidade CH30H
compostos aromaticos. O espectro de Massa/Rendimento 5mg /0,05 %
RMN *H (500 MHz, CDCls) (Figura 95, Ponto de fusdo 211-213°C
pag. 146) apresentou: dois duplos Fluorescéncia (254 nm) | Avermelhada
dupletos em 64 7,53 (J = 1,5 e 8,0 Hz, Fluorescéncia (366 nm) | Negra
H-2) e 8,14 J=20e 7,5 Hz, H-1) e Fator de retencéo (Ry) 0,23 (Hex/AcOEt 8:2)

um singleto largo em o6y 8,04 (H-4)

que sao tipicos de um anel aromatico trissubstituido com sistema ABX; e dois
singletos em o6y 7,72 (H-5) e 7,75 (H-8) indicando a presenca de outro anel
aromatico tetrassubstituido. O espectro de RMN *C — APT e/ou BB (125 MHz,
CDCI3) (Figura 96 e 97, pag. 147) corroborou ao mostrar sinais em 6c 127,3 (C-1),
134,5 (C-2), 127,3 (C-4), 108,3 (C-5) e 112,6 (H-8) (PAVIA et al., 2010).

Também no espectro de IV (Figura 94, pag. 146) foi observado uma absorcao
intensa 3377 cm™ de estiramento de O-H (SILVERSTEIN et al., 2007; PAVIA et al.,
2010) que juntamente com o singleto largo em &y 6,14 (Figura 95, pag. 146)

indicaram que Bo-5 apresentava uma hidroxila fenélica.

Ainda nos espectros de RMN *H e *C (Figura 95 e 96, pag. 146 e 147),
singletos em &y 2,50 e 4,07 e sinais em 6c 21,9 e 56,6 sugeriram a presenga de
metila ligada a carbono sp? e metoxila ndo impedida estericamente, respectivamente
(SILVERSTEIN et al., 2007; PAVIA et al., 2010).

Os espectros de correlacdo heteronuclear HMQC e homonuclear COSY
(Figura 98, 99 e 105, pag. 148 e 151) confirmaram as atribuicfes feitas aos atomos
de hidrogénios e carbonos da molécula ao mostrar correlacdo entre eles. No
espectro de correlacédo heteronuclear HMBC (Figura 100 a 103, pag. 149 e 150) foi
possivel constatar a existéncia de alguns sinais para carbonos que n&o foram

observados nos espectros de RMN **C — APT e BB, com destaque para aqueles em
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oc 182,1 e 182,7. Estes dados em conjunto com as absorc¢des, no espectro de IV
(Figura 94, pag. 146), em 1664 e 1670 cm™ indicaram que Bo-5 possui duas
carbonilas conjugadas (HUANG et al., 2008).

O sinal para metila ligada a carbono sp? (84 2,50 e 8¢ 21,9) e a presenca de
duas carbonilas conjugadas séo caracteristicos de compostos que possuem um
esqueleto 9,10-antraquinona com metila inserida em C-3 como na maioria dos

compostos pertencentes a esta classe (SIMOES et al., 2010).

Esqueleto basico de 9,10-antraquinona

Assim, foi possivel estabelecer seis possibilidades estruturais para Bo-5:

o

HaCO

CHs

H3CO

CHj;
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A posicdo dos substituintes foi determinada por andlise extensiva dos
espectros HMBC (Figura 100 a 103, pag. 149 e 150). Uma correlacao do singleto em
oy 2,50 com os sinais para os carbonos metinicos em ¢ 127,3 (C-4) e 134,5 (C-2)
permitiu sugerir que a metila estaria ligada ao anel aromético que apresenta o

sistema ABX, descartando as possibilidades estruturais (c), (d), (e) e (f).

No espectro bidimensional HMBC (Figura 100 a 103, pag. 149 e 150) e
NOESY (Figura 105, pag. 151), correlagdes espacial do singleto 64 7,72 (H-5) com o
singleto em 6y 4,07 (OCHs); correlagao a trés ligagdes do singleto em 6y 7,72 (H-5)
com &c 182,7 (C-10); e do singleto largo em oy 8,04 (H-4) com 6¢ 182,7 (C-10) e 21,9
(3-CHg), permitiram descartar a proposta (a) (Figura 93, pag. 144).

HMBC —
NOESY —==---»

Figura 93. Correlagdes a duas e trés ligacdes entre os hidrogénios e carbonos no espectro HMBC e
correlacdes espaciais no espectro NOESY observadas nos espectros de Bo-5.

Tabela 17. Deslocamentos quimicos, tipos de sinal e correlacdes para os atomos de carbono (3c) e
hidrogénio (5,;) da substancia Bo-5, verificados nos espectros de RMN ‘H e **C — APT ou BB (500 e
125 MHz, respectivamente) uni e bidimensionais em CDCls.

144

HMQC HMBC
C " d COSY NOESY
dc dH J J

1 127,3 8,14 (dd,J=2,0e 7,5 Hz, 1H) C-3, C-4a, C-9 H-2 H-2

2 1345 7,53(dd,J=1,5¢e 8,0 Hz, 1H) 3-CHjs, C-4, C-9a H-1 H-1, 3-CHs, H-4
3 144,8 -

4 127,3 8,04 (sl, 1H) C-2, 3-CHj3, C-9a 3-CHs
4a 133,5% -

5 108,3 7,72 (s, 1H) C-7, C-8a, C-10 6-OCHs
6 151,0 -

7 150,8% -

8 112,6 7,75 (s, 1H) C-6, C-9, C-10a

8a 129,42 -

9 182,1° -

9a 131,4° -

10 182,7° -
10a 128,2 -

3-CHs 21,9 2,50 (s, 3H) C-3 C-2,C-4 H-2, H-4
6-OCHs 56,6 4,07 (s, 3H) C-6 H-5
7-OH - 6,14 (sl, 1H)

Legenda: (dd) duplo dupleto; (s) singleto; (sl) singleto largo.
“Deslocamento quimico observado apenas no espectro de correlacdo HMBC.
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Os espectros HMBC e NOESY também mostraram outras correlacdes que

corroboraram com a proposta (b) (Figura 93, pag. 144; Tabela 17, pag. 144). Desta

forma, os espectros de IV e RMN de *H e *3C uni e bidimensionais e comparacdes

com dados da literatura (Tabela 18. pag. 145) permitiram identificar Bo-5 como

sendo 7-hidroxi-3-metil-6-metoxi-9,10-antraquinona. Até 0 momento, est4 substancia

foi mencionada em trabalhos feitos com Hedyotis difusa (HUANG et al., 2008) e
Rennellia elliptica (ISMAIL; ALIAS; OSMAN, 2012), ambas da familia Rubiaceae.

Trata-se de um dado muito importante pois corresponde ao primeiro relato que

antraquinonas no género Borreria, confirmando as triagens fitoquimicas feitas por

Ebana e colaboradores (1991) com Borreria ocymoides.

7-hidroxi-3-metil-6-metoxi-9,10-antraquinona

Tabela 18. Deslocamentos quimicos, tipos de sinal e constantes de acoplamento (J) para os atomos
de hidrogénio (8y) e carbono (5¢c) de Bo-5, verificados nos espectros de RMN 'H e 3¢ (500 e 125
MHz, respectivamente, CDCl3), bem como, aqueles apresentados por Huang e colaboradores (2008)
para o 7-hidroxi-3-metil-6-metoxi-9,10-antraquinona (500 e 125 MHz, respectivamente, DMSO-dg).

c Bo-5 7-hidroxi-3-metil-6-metoxi-9,10-antraguinona
6C 6H 6(: 6H
1 127,3 8,14 (dd,J=2,0 e 7,5 Hz, 1H) 126,5 8,00 (d, J = 8,0 Hz, 1H)
2 1345 7,53 (dd, J=1,5e 8,0 Hz, 1H) 1345 7,64 (dd, J=1,3 e 8,0 Hz, 1H)
3 144.8 - 1442 -
4 127,3 8,04 (sl, 1H) 126,4 7,80 (d, J=1,3 Hz, 1H)
4a 133,5° - 130,8 -
5 108,3 7,72 (s, 1H) 108,7 7,56 (s, 1H)
6 151,0 - 1522 -
7 150,8% - 152,6 -
8 112,6 7,75 (s, 1H) 112,3 7,49 (s, 1H)
8a 129,4° - 127,9 -
9 182,1° - 181,7 -
9a 131,42 - 132,9 -
10 182,72 - 181,1 -
10a 128,2 - 126,5 -
3-CHs 21,9 2,50 (s, 3H) 21,2 2,48 (s, 3H)
6-OCHs 56,6 4,07 (s, 3H) 55,9 3,97 (s, 3H)
7-OH - 6,14 (sl, 1H) 10,70 (s, 1H)

Legenda: (d) dupleto; (dd) duplo dupleto; (s) singleto; (sl) singleto largo.
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5.16. Determinacéo estrutural de Bo-6

Assim como Bo-5, o espectro Caracteristicas fisico-quimicas de Bo-6
de IV (Figura 107, pag. 155) de Bo-6 Estado fisico Sélido
apresentou absor¢gdes em 1570 e Forma Cristal laranja
1577 cm™ referentes aos estiramentos Solubilidade CH30H
C-H aromaticos. O espectro de RMN Massa/Rendimento 5mg /0,05 %
'H (500 MHz, CD;OD) (Figura 108, Ponto de fusdo 140-141 °C
pag. 155) apresentou um mutipleto Fluorescéncia (254 nm) | Avermelhada
em oy 8,21 (H-5 e H-8) e um duplo Fluorescéncia (366 nm) | Negra
dupleto dobrado em &4 7,81 (J = 1,5, Fator de retengéo (Ry) 0,19 (Hex/AcOEt 7:1)

4,0 e 7,5 Hz, H-6 e H-7), ambos com

integral para dois hidrogénios, tipicos de um anel aromatico 1,2-dissubstituido; e um
singleto em &4 7,54 (H-1) e um dupleto em &4 8,00 (J = 0,5 Hz, H-4) indicando a
presenca de outro anel aromatico tetrassubstituido. O espectro de RMN *C — APT
(125 MHz, CD3;OD) (Figura 109, pag. 156) corroborou ao mostrar sinais para
carbonos metinicos em 8¢ 112,5 (C-1), 127,8 (C-5 e C-8), 131,3 (C-4), 134,8 (C-6) e
135,2 (C-7) (SILVERSTEIN et al., 2007; PAVIA et al., 2010).

Uma absorcao intensa, no espectro de IV (Figura 107, pag. 155), em 3414
cm™ (PAVIA et al., 2010) em conjunto com o singleto largo em &y 4,52 (Figura 108,

pag. 155) indicaram que Bo-6 apresentava uma hidroxila fendlica.

Ainda nos espectros de RMN *H e *3C (Fig. 108 e 109, pag. 155 e 156), um
singleto em &y 2,33 e o sinal em ¢ 16,5, assim com em Bo-4, também sugeriram a
presenca de metila ligada a carbono sp? possivelmente a trés ligagdes de um grupo

oxigenado por esta 5,0 ppm mais protegida do que em Bo-4 (PAVIA et al., 2010).

Os espectros de correlacdo heteronuclear HMQC (Figura 110 e 111, pag. 156
e 157) e homonuclear COSY (Figura 115, pag. 159) confirmaram as atribuicfes
feitas aos atomos de hidrogénios e carbonos da molécula ao mostrar correlacdo
entre eles. No espectro HMBC (Figura 112, 113 e 114, pag. 157 e 158) também foi
possivel constatar a existéncia de alguns sinais para carbonos que n&o foram

observados nos espectros de RMN **C — APT, inclusive aqueles para carbonilas
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conjugadas em d¢ 183,8 e 184,6. O espectro de IV (Figura 107, pag. 155) corroborou
com esta proposta ao mostrar absorcdes em 1653 e 1664 cm™ (HUANG et al.,
2008). Estas observacfes indicaram que Bo-6 também possui um esqueleto 9,10-

antraquinona com metila inserida em C-3 (SIMOES et al., 2010).

Os espectros HMBC e NOESY (Figura 106, pag. 153; Tabela 19, pag. 154)
mostraram correlagbes que permitiram fazer as atribuicbes dos sinais para o0s
atomos de hidrogénio e carbono da molécula, com destaque para as correlacdes do
singleto em 6y 7,54 (H-1) com os sinais em d6¢c 127,0 (C-4a), 133,7 (C-3) e 184,6 (C-
9); do singleto em 6y 2,33 (3-CHs) com os sinais em ¢ 131,3 (C-4) e 133,7 (C-3) e
163,2 (C-2), confirmando a existéncia de funcdo oxigenada orto ao carbono que
sustenta a metila; e do dupleto em 8y 8,00 (H-4) com os sinais em 6¢c 133,7 (C-3),
135,0 (C-9a), 163,2 (C-2) e 183,8 (c-10).

Figura 106. Correlacfes a duas e trés ligacdes entre os hidrogénios e carbonos no espectro HMBC e
correlacdes espaciais no espectro NOESY observadas nos espectros de Bo-6.

Desta forma, os espectros de IV e RMN de 'H e **C uni e bidimensionais e
comparacdes com dados da literatura (Tabela 20. pag. 154) permitiram identificar
Bo-6 como sendo 2-hidroxi-3-metil-9,10-antraquinona, isolada pela primeira vez no

género Borreria.

2-hidroxi-3-metil-9,10-antraquinona
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Tabela 19. Deslocamentos quimicos, tipos de sinal e correlagbes para os atomos de carbono (5¢c) e
hidrogénio (5,;) da substancia Bo-6, verificados nos espectros de RMN ‘H e *C — APT ou BB (500 e
125 MHz, respectivamente) uni e bidimensionais em CD3;OD.
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HMQC HMBC
C ” " COSY NOESY
dc oH J J

1 112,5 7,54 (s, 1H) C-3, C-4a, C-9

2 163,22 -

3 133,7 -

_ C-2, 3-CHg,

4 131,3 8,00 (d, J= 0,5 Hz, 1H) .0 C.10 3-CHs
4a 127,0 -

5 127,8 8,21 (m, 1H) H-6, H-7 H-6
6 134,8 7,80 (ddd, J=1,5,4,0e 7,5 Hz, 1H) H'i'l_';'7’ H-5
7 1352 7,80 (ddd, J=1,5,4,0e 7,5 Hz, 1H) H'i'l_';'e’ H-8
8 127,8 8,21 (m, 1H) C-102 H-6, H-7 H-7
8a ? -

9 184,62 -

9a 135,0 -

10 183,8% -
10a 135,1 -

3-CH3 16,5 2,33 (s, 3H) C-3 C-2, C-4 H-4
2-OH - 4,52 (sl, 1H)

Legenda: (ddd) duplo dupleto dobrado; (d) dupleto; (m) mutipleto; (s) singleto; (sl) singleto largo.
®Deslocamento quimico observado apenas no espectro de correlacio HMBC.

Tabela 20. Deslocamentos quimicos, tipos de sinal e constantes de acoplamento (J) para os atomos
de hidrogénio (8y) e carbono (5c) de Bo-6, verificados nos espectros de RMN *H e *C (500 e 125
MHz, respectivamente, CD;0D), bem como, aqueles apresentados por Ismail, Alias e Osman (2012)
para o 2-hidroxi-3-metil-9,10-antraquinona (300 e 75,5 MHz, respectivamente, C3D¢O).

c Bo-6 2-hidroxi-3-metil-9,10-antraquinona
OH dc oH
1 1125 7,54 (s, 1H) 1114 7,67 (s, 1H)
2 163,2° - 161,0 -
3 133,7 - 134,1 -
4 131,3 8,00 (d, J=0,5Hz, 1H) 130,1 8,05 (s, 1H)
4da 127,0 - 132,2
5 127,8 8,21 (m, 1H) 126,5 8,23 (m, 1H)
6 1348 7,80(ddd,J=15,4,0e7,5Hz 1H) 133,6 7,89 (m, 1H)
7 135,2 7,80 (ddd,J=1,5,4,0e 7,5 Hz, 1H) 133,7 7,89 (m, 1H)
8 127,8 8,21 (m, 1H) 126,6 8,23 (m, 1H)
8a ? - ? -
9 184,6° - 182,6 -
9a 135,0 - 133,8 -
10 183,8° - 181,5 -
10a 135,1 - 126,5 -
3-CHs 16,5 2,33 (s, 3H) 15,6 2,39 (s, 3H)
2-OH 4,52 (sl, 1H) - -

Legenda: (ddd) duplo dupleto dobrado; (d) dupleto; (m) mutipleto; (s) singleto; (sl) singleto largo.
“Deslocamento quimico observado apenas no espectro de correlagdo HMBC.
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5.17. Determinacéo estrutural de Bo-7

Os espectros de RMN de 'H e *3C (500 e 125 MHz, CsDsN) unidimensionais
de Bo-7 revelaram-se idénticos aos de Bv-5 permitindo identifich-la como sendo um

triterpeno da série ursano, o acido 3f3-hidroxi-urs-12-en-28-0ico (acido ursolico).

30

Acido ursélico

5.18. Determinacéo estrutural de Rb-1 e Rb-2

Os espectros de RMN de 'H e *C (500 e 125 MHz, em CDCl; de Rb-1 e
CsDsN de RDb-2) unidimensionais revelaram-se idénticos aos de Bv-6 e Bv-5,
respectivamente, permitindo identificd-las também como triterpenos da série ursano:
o acido 3,28-diidroxi-urs-12-eno (uvaol) (Rb-1) e o &cido 3B-hidroxi-urs-12-en-28-

oico (acido ursolico) (Rb-2).

30

30

Uvaol Acido ursélico
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6. CONSIDERACOES FINAIS

v’ Borreria verticillata apresentou compostos de duas classes metabdlicas: oito
terpenoides (B-sitosterol, estigmasterol, acido betulinico, acool betulinico,
acido oleandlico, acido ursdlico, uvaol e 3B-hidroxiurs-11-en-28,13--olidio) e

trés porfirinicos (feofitina a, feofitina b e 15-hidroxi-(15-S)-porfirinolactona a).

v Borreria ocymoides apresentou trés cumarinas (escopoletina, umbeliferona e
cumarieletefina), um derivado fendlico (acido p-hidroxicinamico), duas
antraquinonas (2-hidroxi-3-metoxi-6-metilantraceno-9,10-diona e 2-hidroxi-3-
metilantraceno-9,10-diona) e um triterpeno (&cido ursélico). Sendo dados
extremamente relevantes pois corresponde ao primeiro relato de cumarinas e
antraquinonas para o género Borreria, confirmando as triagens fitoquimicas

feitas com espécies nigerianas (EBANA et al., 1991).

v' Este estudo revela que Borreria verticillata apresenta metabolitos secundarios
diferentes daqueles isolados em Borreria ocymoides mostrando perfis
quimicos diferentes para estas espécies morfologicamente semelhantes e
gue podem representar perfis farmacolédgicos diferentes sendo necessarios

estudos de atividade farmacoldgica para verificacdo disto.
v Richardia brasiliensis demonstrou dois terpendides: acido ursoélico e uvaol.

v' Este estudo além de fornecer importantes conhecimentos basicos sobre os
géneros Borreria e Richardia, viabiliza novos estudos, como os de atividade
biolégica. Sendo assim, pretende-se dar continuidade ao estudo quimico,
utilizando as fases hexanica, acetato de etila e n-butandlica, bem como,
realizar estudos de atividade farmacolégica que possam comprovar 0 uso
deste vegetal na medicina popular e verificar a possibilidade de

aproveitamento destas espécies pelo setor farmacéutico.
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