Revista Brasileira de Farmacognosia
Brazilian Journal of Pharmacognosy
19(1B): 284-289, Jan./Mar. 2009

Recebido 28 Novembro 2008; Aceito 18 Fevereiro 2009

Triterpenos de Guettarda grazielae M.R.V. Barbosa (Rubiaceae)

Gerson Santos Lima,* Fabyanne Souza Moura,! Rosangela P. Lyra Lemos,?
Lucia M. Conserva*?

Unstituto de Quimica e Biotecnologia, Universidade Federal de Alagoas, 57072-970
Maceio-AL, Brasil,

2[nstituto do Meio Ambiente do Estado de Alagoas, 57017-320 Maceié-AL, Brasil

RESUMO: O presente trabalho descreve o isolamento e a identificagdo estrutural de seis
triterpenos (acetato de o-amirina, cicloartenona, 3f3,19a,23-triidroxi-urs-12-eno e os &cidos
ursdlico,  3-B-O-B-D-glicopiranosilquinévico e  3p3,6B,19a,23-tetraidroxi-urs-12-en-28-
0ico), além de um fitoesterdide (sitostenona) de extratos das folhas, cascas do caule ¢ caule
de Guettarda grazielae M.R.V. Barbosa (Rubiaceae). Os compostos isolados, exceto o &cido
3-B-O-B-D-glicopiranosilquindvico, estdo sendo descritos pela primeira vez no género Guettarda
¢ foram identificados com base na analise de dados espectrais de RMN, incluindo APT ¢ DEPT,
bem como pela comparac¢do com dados da literatura.

Unitermos: Guettarda grazielae, Rubiaceae, triterpenos.

ABSTRACT: “Triterpenes from Guettarda grazielae M.R.V. Barbosa (Rubiaceae)”. This
work describes the isolation and structural identification of six triterpenes (a.-amyrin acetate,
cycloartenone, 3p,190,23-trihydroxyurs-12-ene,andursolic, 3-B-O-B-D-glucopyranosylquinovic,
3B,6B,19a,23-tetrahydroxyurs-12-en-28-oic acids), beside a phytosteroid (sitostenone) from
leaves, stem barks and stems of Guettarda grazielae (Rubiaceae). All isolated compounds, except
3-B-O-B-D-glucopyranosylquinovic acid, are being described for the first time in the genus
Guettarda and were identified on basis of the spectral NMR data, including APT and DEPT, as
well as by comparison with data of the literature.
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INTRODUCAO

A familia Rubiaceae, uma das maiores dentre
as angiospermas, compreende cerca de 13.000 espécies
distribuidas em 650 géneros e 44 tribos (Achille et
al., 2006), onde muitos dos quais possui importancia
econdmica, agricola, ornamental e medicinal (Joly,
1998). No Brasil, ocorrem cerca de 96 géneros, dos
quais 66 tém sido encontrados na regido Nordeste
(Pereira & Barbosa, 2004). O género Guettarda,
pertencente a tribo Guettardeae, € composto por cerca
de 150 espécies amplamente distribuidas em regides
tropicais e neotropicais (Achille et al., 2006). Algumas
dessas espécies sdo Uteis como etnomedicinal (Agra
et al., 2007; 2008; Bertucci et al., 2008) e apresentam
comprovadas atividades bioldgicas. Dentre as quais
estdo G. angelica Mart., cujas raizes sdo utilizadas
no tratamento de tifo, febres e diarréia e os estudos in
vitro demonstraram atividades antibacteriana frente a
salmonelas e hipoglicemiante em ratos (Sousa et al.,
1984), G. spruceana Muell. Arg. usada como emenagoga
e abortiva (Quintans-Junior et al., 2001), G. acreana
(Krause) que apresenta atividade antiinflamatdria e
antiespasmaodica (Capasso et al., 1998) e G. platypoda
DC. usada como antifebrifuga e demonstrou atividade
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antiinflamatoria (Bhattacharyya & Almeida, 1985)
e antiviral contra os virus da estomatite vesicular e
rinovirus (Aquino et al., 1989).

Dentre as espécies de Guettarda identificadas,
somente dez delas tém sido até entdo quimicamente
investigadas [G. acreana (Capasso et al., 1998), G.
angelica (Sousa et al., 1984; Matos et al., 1986), G.
eximia Baill. (Kan-Fan & Husson, 1979), G. heterosepala
Guill. (Kan-Fan et al., 1986; Brillanceau et al., 1984), G.
noumeana Baill. (Montagnac et al., 1997), G. ovalifolia
Urb. (Jiang et al., 1994), G. platypoda (Bhattacharyya &
Almeida, 1985; Ferrari et al., 1986; Aquino et al., 1988;
1989), G. pohliana Mull. Arg. (Oliveira et al., 2008), G.
speciosa L. (Kan-Fan et al., 1985; Yaga & Kazuhiko,
1985; Inouye et al., 1988; Montagnac et al., 1997) ¢ G.
trimera (Less.) DC. (Kan-Fan et al., 1985; Montagnac
et al., 1997)] e alcaldides (Kan-Fan et al., 1985; 1986;
Ferrari et al., 1986; Matos et al., 1986; Jiang et al., 1994;
Montagnac et al., 1997; Capasso et al., 1998), irid6ides
(Kan-Fan et al., 1985; Aquino et al., 1988; Inouye et
al., 1988), secoiriddides (Ferrari et al., 1986; Aquino
et al., 1988; Inouye et al., 1988), derivados dos acidos
quinico e chiquimico (Capasso et al., 1998; Oliveira
et al., 2008) e triterpenos (Bhattacharyya & Almeida,
1985; Ferrari et al., 1986; Matos et al., 1986; Aquino et
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al., 1988; Capasso et al., 1998; Oliveira et al., 2008) tém
sido isolados. Triterpenos tém sido encontrado somente
em quatro delas [G. acreana (Capasso et al., 1998),
G. angelica (Sousa et al., 1984; Matos et al., 1986), G.
platypoda (Bhattacharyya & Almeida, 1985; Ferrari
et al., 1986; Aquino et al., 1988; 1989) e G. pohliana
(Oliveira et al., 2008)].

A espécie G. grazielae € uma arvore que
ocorre em areas remanescentes de mata atlantica,
onde a familia Rubiaceae apresenta grande riqueza de
espécies (Pereira & Barbosa, 2004). Até o presente, a
literatura ndo relata qualquer estudo quimico para esta
espécie. Neste trabalho, o triterpeno identificado como
3B,190.,23-triidroxi-urs-12-eno (3) esta sendo relatado
pela primeira vez na familia Rubiaceae e, com excegéo
do &cido 3-B-O-B-D-glicopiranosilquindvico (1), todos
0s outros estéo sendo descritos pela primeira vez neste
género.

1R=Glc, R, =R
2R=0AcR
3R=R,=R,=0
4R=R =R,=R,=0
7R=0H,R, =R,=R

=R

,=R,=H,R,=R,=COH
R, =R, =Me
R,=R,=Me
=Me, R,=CO,H
R,=Me, R, =CO,H
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MATERIAIS E METODOS
Métodos gerais

As cromatografias em coluna foram efetuadas
em gel de silica (70-230 e 230-400 mesh, Merck) e
em Sephadex LH-20 (Pharmacia). Os espectros de
RMN (*H: 200, 300, 400 e 500 MHz; **C: 50, 75, 100
e 125 MHz) foram obtidos em espectrometros Varian
Mercury-200, Varian Gemini-300, Bruker Avance 400 e
DRX-500, respectivamente. O sinal residual do solvente
ou o TMS foram utilizados como referéncia interna.

Material vegetal
As folhas, cascas do caule e caule de

um espécime de G. grazielae foram coletados em
marco de 2001, na Area Remanescente de Interesse

Ecoldgico (ARIE), municipio de Murici, Alagoas,
Brasil. A identificagdo botanica da espécie foi efetuada
por Rosangela P. de Lyra Lemos do Departamento de
Botanica do Instituto do Meio Ambiente do Estado
de Alagoas, onde uma exsicata foi depositada (MAC-
14.267).

Extracéo e isolamento dos constituintes quimicos
Folhas (800 g), cascas do caule (950 g) e

caule (900 g), ap6s secagem a temperatura ambiente
e moagem, foram individualmente extraidas a

temperatura ambiente com acetona (folhas) e EtOH 90
%. Ap6s remocdo do solvente em evaporador rotatorio,
os extratos brutos [folhas (34,7 g), cascas (25,4 g) ¢
caule (26,4 g)] foram suspensos em solugdo MeOH-H,0O
(3:2) e extraidos sucessivamente com hexano, CHCI, e
AcOEt.

)

Isolamento dos constituintes quimicos das cascas do
caule

O extrato em AcOEt (3,42 g) foi fracionado em
gel de silica usando como eluentes misturas de hexano-
AcOEt em proporgBes crescentes de polaridade. As
subfracdes obtidas apos fracionamentos cromatograficos
(gel de silica 230-400 mesh, CHCI,-MeOH em
gradientes crescentes de polaridade) forneceu o acido
3-B-O-B-D-glicopiranosilquinévico (1, 14 mg).

Isolamento dos constituintes quimicos do caule

O extrato em CHCI, (12,7 g) foi filtrado em
gel de silica com solventes de diferentes polaridades:
hexano (0,01 g), hexano-AcOEt 9:1 (0,2 g), hexano-
AcOEt 7:3 (1,21 g), hexano-AcOEt 1:1 (2,62 g), AcOEt
(3,44 g) e MeOH (4,68 g). A fragdo obtida em hexano-
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AcOEt 9:1 (0,2 g), apds sucessivos fracionamentos
cromatograficos (gel de silica, 70-230 mesh, hexano
contendo quantidades crescentes de AcCOEt e em
Sephadex LH-20 com MeOH) resultou no isolamento do
acido 3-B-O-B-D-glicopiranosilquinévico (1, 14 mg),
acetato de o-amirina (2, 16 mg), 3p,19¢,23-triidroxi-
urs-12-eno (3, 35 mg) e do acido 3pB,6B,19a,23-
tetrahidroxi-urs-12-en-28-6ico (4, 15 mg).

Isolamento dos constituintes quimicos das folhas

O extrato em hexano (17,1 g) foi filtrado em
gel de silica com hexano (1,07 g), hexano-AcOEt 9:1
(5,61 g), hexano-AcOEt 7:3 (6,79 g), hexano-AcOEt
1:1 (0,76 g) e AcOEt (1,12 g). A fragdo em hexano-
AcOEt 9:1 (5,61 g) foi suspensa em solucdo aquosa de
NaOH 3% e extraida com hexano para fornecer uma
porcao acida (1,9 g) e uma neutra (3,0 g). Esta Gltima
apos sucessivos fracionamentos cromatograficos em gel
de silica (70-230 mesh, hexano contendo quantidades
crescentes de AcOEt) e Sephadex LH-20 com MeOH
forneceu cicloartenona (5, 30 mg) e sitostenona (6,
23 mg). O extrato em CHCI, (11,1 g) foi filtrado em
gel de silica com hexano-CHCI, 1:1 (0,17 g), CHCI,
(0,27 g), CHCI,-MeOH 7:3 (0,47 g) e CHCl,-MeOH
1:1 (0,17 g). A fragdo em CHCI-MeOH 7:3 (0,47 g)
foi posteriormente fracionada em gel de silica (230-
400 mesh), usando como eluente CH,CI, contendo
quantidades crescentes de MeOH para fornecer o acido
ursélico (7, 850 mg). O extrato em AcOEt (0,90 g)
também foi fracionado em gel de silica usando como
eluente misturas de hexano-AcOEt em proporcdes
crescentes de polaridade. As subfra¢des reunidas 44-
47 (0,09 g) apds recristalizagdo com MeOH forneceu
0 4cido 3-B-O-B-D-glicopiranosilquinévico (1, 36 mg).
Os compostos isolados foram identificados com base
na andlise de dados de RMN, incluindo APT e DEPT,
bem como pela comparagdo com dados reportados na
literatura.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os compostos conhecidos como acetato de
a-amirina (2) (Seo et al., 1975; Bandeira et al., 2007,
Zanon et al., 2008), cicloartenona (5) (Davies et al.,
1992), sitostenona (6) (Wehrli & Nishida, 1979; Oliveira
et al., 2008) e 4cido ursdlico (7) (Connolly & Hill, 1991;
Mahato & Kundu, 1994; Montenegro et al., 2006) foram
identificados através da comparacdo dos dados de RMN
obtidos com os da literatura.

Os compostos 1, 3 e 4 foram identificados como
sendo triterpenos pentaciclicos da série ursano com base
na analise dos dados obtidos dos espectros de RMN,
incluindo DEPT 135, bem como pela comparagdo com
dados disponiveis na literatura (Tabela 1).

Os dados obtidos dos respectivos espectros de
RMN *H, registrados em CD,OD, permitiram identificar
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sinais, cujos valores de deslocamentos quimicos
estdo condizentes com a presenga de ligagdo dupla
trissubstituida [1: & 5,60 (sl); 3: & 5,29 (sl); 4: & 5,32
(s1)], hidrogénios ligados a carbonos sp® oxigenados [1:
8 3,16 (m, H-3), 3: & 3,64 (m, H-3), 8 3,53 (d, J = 10,5
Hz, H-23a) e 6 3,32 (m, H-23b) e 4: 6 3,58 (m, H-3), &
4,39 (m, H-6), 8 3,57 (m, H-23a) ¢ 6 3,47 (d, J = 11,2
Hz, H-23b)], uma unidade B-D-glicopiranosila [1: &
4,29 (d, J =7,8 Hz, H-1’, anomérico), & 3,13 (m, H-2’),
83,30 (m, H-3’, H-4’e H-5"), 6 3,85 (dd, J =11,8e 1,9
Hz, H-6’a) e 6 3,65 (dd, J=11,8 ¢ 5,1 Hz, H-6’b)], além
de sinais simples e duplos para seis (1 e 4) ou sete (3)
grupos metilas (Tabela 1).

A analise dos dados obtidos dos respectivos
espectros de RMN *3C, incluindo o DEPT 135, permitiu
reconhecer a natureza de um total de 36 (1: 08 ndo
hidrogenados, 12 monoidrogenados, 10 diidrogenados e
06 triidrogenados) e 30 (3: 07 e 4: 06 ndo hidrogenados;
3: 06 e 4: 08 monoidrogenados; 3 e 4: 10 diidrogenados
e 3: 07 e 4: 06 triidrogenados) sinais de atomos de
carbonos. Dentre esses carbonos, atencdo especial foi
dada aos sinais cujos valores de deslocamentos quimicos
sugeriram esqueletos de triterpenos do tipo ursano [1: &
130,43 (CH, C-12) e & 133,84 (C, C-13); 3: & 129,57
(CH, C-12) e 5 140,19 (C, C-13); 4: 5 129,74 (CH, C-12)
e 5 139,29 (C, C-13)] (Olea & Roque, 1990; Mahato &
Kundu, 1994). Além destes, foram observados também
sinais para uma unidade B-D-glicopiranosila[1: 5 106,66
(CH, C-1’, anomérico), 6 75,63 (CH, C-2’), 6 78,23
(CH, C-37), 6 71,63 (CH, C-4"), 8 77,64 (CH, C-5") ¢ §
62,78 (CH,, C-6")], grupos carboxilas [1: & 179,02 (C,
C-27) e 5 180,59 (C, C-28); 4: 5 182,34 (C, C-28)], bem
como para varios carbonos sp® oxigenados [1: & 90,66
(CH, C-3, cuja desprotecdo em relacdo aos compostos 3
e 4 definiu a posicdo da unidade B-D-glicopiranosila),
3:3 74,26 (CH, C-3), 3 73,76 (C, C-19) ¢ 5 67,71 (CH,,
C-23); 4: 8 73,90 (CH, C-3), 5 68,82 (CH, C-6), 6 73,63
(C, C-19) e 6 66,78 (CH,, C-23)]. A auséncia de sinais
com deslocamentos quimicos para carbonos anoméricos
descartou a possibilidade dos compostos 3 e 4 serem
triterpenos glicosilados, sugerindo, portanto, estruturas
de triterpenos oxigenados.

Os sinais atribuidos ao H-18 nos respectivos
espectros de RMN *H [1: § 2,23 (sl), 3: 5 2,51 (s) e
4: 8 2,52 (s)] sugeriram para 3 e 4 a presenca de um
grupo hidroxila em C-19 (Taketa et al., 2004), cuja
configuragdo alfa foi confirmada com base no efeito
y-gauche observado parao C-21(3: 527,24 e 4:527,27),
o qual foi protegido por cerca de 3,93 ppm quando
comparado com o correspondente de 1 (8 31,20). Os
valores de deslocamentos quimicos atribuidos ao C-5
(3: 549,79 ¢ 4: 5 49,53) ¢ a0 C-24 (3: 5 12,87; 4: &
14,08), quando comparados com os correspondentes
de 1 [ 56,89 (C-5) e & 28,48 (C-24)], possibilitaram
inferir um grupo hidroxila em C-23, bem como uma
configuragdo relativa beta para o grupo hidroxila em
C-3. Geralmente, quando este grupo se encontra em
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Tabela 1. Dados de RMN *3C dos compostos 1, 3 e 4 (100 MHz, CD,0D, ) e comparagéo com dados da literatura dos acidos
28-0O-B-D-glicopiranosilquindvico (8, 125 MHz, DMSO-d,) (Hamerski et al., 2005), 3,68,19a.,23-tetraidroxiurs-12-en-28-6ico
(9, 75 MHz, C,D,N) (Khan et al., 1993) e rotundico (10, 125 MHz, C.D,N) (Kim et al., 1999).

Carbonos 1 3 4 8 9 10

1 39,91 39,66 41,45 39,0 41,3 39,4
2 27,05 27,59 27,56 24,4 28,6 27,1
3 90,66 74,26 73,90 77,6 73,4 72,7
4 40,07 43,42 44,16 38,7 43,9 43,6
5 56,89 49,79 49,53 54,8 49,7 47,8
6 19,26 19,44 68,82 17,7 67,9 18,5
7 37,81 33,84 41,66 36,1 40,8 33,2
8 40,63 41,18 40,14 38,9 39,3 40,5
9 47,99 49,15 48,84 46,8 49,0 48,3
10 38,01 38,04 37,33 38,7 37,1 38,4
11 23,82 24,82 24,59 23,5 24,7 24,7
12 130,43 129,57 129,74 128,0 123,8 127,9
13 133,84 140,19 139,29 132,6 144,7 139,9
14 57,25 43,23 41,66 56,2 42,6 42,4
15 25,71 30,93 29,55 29,1 28,7 29,6
16 26,43 26,79 26,66 25,7 27,9 26,4
17 48,35 48,73 48,36 47,8 46,3 48,3
18 55,49 55,25 55,10 53,8 45,0 54,6
19 40,36 73,76 73,63 47,8 81,6 72,6
20 38,28 42,81 43,07 36,4 35,7 422
21 31,20 27,24 27,27 30,2 29,2 26,9
22 37,59 39,18 39,06 37,0 33,9 38,4
23 19,05 67,71 66,78 28,2 67,3 69,7
24 28,48 12,87 14,08 16,5 14,6 14,3
25 16,89 16,76 17,63 16,1 17,6 16,8
26 18,13 17,69 18,45 17,9 18,5 17,7
27 179,02 25,01 24,83 175,3 24,8 24,7
28 181,60 29,78 182,34 176,9 180,9 180,6
29 17,05 27,45 27,06 18,6 27,3 27,1
30 21,51 16,41 16,59 21,2 16,8 22,9
r 106,66 94,0

2’ 75,63 72,4

3’ 78,23 76,6

4 71,63 69,6

5 77,64 76,6

6’ 62,78 60,8

C-24, 0 C-23 absorve em torno de 5 23,5 (Wandji et al.,
2003) e o C-24 ¢ mais protegido (5. 13,1-15,5) (Mahato
& Kundu, 1994).

Aanélise conjunta dos dados espectrais obtidos
e compara¢do com dados de compostos modelos ou com
os dos correspondentes descritos na literatura permitiu
propor para 1, 3 e 4, respectivamente, as estruturas dos
acidos 3-pB-O-B-D-glicopiranosilquindvico (Sousa et al.,
1984; Hamerski et al., 2005), 3p,19a,23-triidroxiurs-
12-eno (Jahan et al., 2001) e do 3pB,6B,19a,23-
tetraidroxiurs-12-en-28-6ico (Sakakibara et al., 1984;
Khan et al., 1993; Mahato & Kundu, 1994).

CONCLUSAO

O estudo quimico de alguns dos extratos das

folhas (CHCIL,), cascas do caule (CH,CL) e caule de
G. grazielae resultou no isolamento de seis triterpenos
(acetato de a-amirina, cicloartenona, 3pB,19¢.,23-
triidroxiurs-12-eno,  &cidos ursélico, 3-B-O-B-D-
glicopiranosil-quinoévico e 3f,6p,19a,23-tetraidroxiurs-
12-en-28-6ico) e de um fitoesterdide (sitostenona),
todos inéditos para a espécie em estudo.
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