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TRITERPENOID SAPONINS FROM Tocoyena brasiliensis MART. (RUBIACEAE). The present communication reports the isolation
and identification of four triterpenoid saponins from the chloroform extract of the leaves of Tocoyena brasiliensis: 3-O-f-D-

quinovopyranosyl quinovic acid, 3-O-B-D-quinovopyranosyl cincholic acid, 3-O-f-D-glucopyranosyl quinovic acid and the 28-

O-B-D-glucopyranosyl ester derivative of quinovic acid as binary mixtures, respectively. From the ethanol extract a flavonoid
identified as ramnazin-3-O-rutinoside was obtained. The structures of these compounds were assigned by data analysis of 1D and

2D NMR spectrometry and comparison with data recorded in the literature for these compounds.
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INTRODUCAO

O género Tocoyena (Rubiaceae), com cerca de 30 espécies,
ocorre nas regides pan e neotropical'. Sao espécies tipicas do Cer-
rado, sendo encontradas preferencialmente no Cerrado stricto sen-
so, mas também ocorrem em florestas com clima quente e imido,
como a Floresta Amazonica®. Todos os representantes de Tocoyena
sdo arvores de pequeno porte ou arbustos. Este género pertence a
subfamilia Ixoroideae, tribo Gardeniecae-Gardeniineae, sendo os
irid6ides considerados seu principal marcador quimiotaxondmico®.
Investiga¢des fitoquimicas previamente realizadas por nosso gru-
po sobre Rubiaceae, em particular 7. formosa, conduziu ao isola-
mento de iridéides glicosilados e ndo glicosilados, uma saponina
triterpénica derivada do dcido quinévico e um flavanol glicosilado**.
Além de irid6ides, a subfamilia é conhecida por metabolizar
flavondides, triterpenos, derivados fendlicos e alcaldides do tipo
emetinicos, quinolinicos e poliindoleninicos'.

Tocoyena brasiliensis Mart., conhecida popularmente como
genipapinho®, ndo apresenta registro de trabalhos sobre sua compo-
sicdo quimica. Ensaios preliminares, objetivando a detec¢do de subs-
tancias com atividade antifiingica, indicaram para o extrato cloro-
férmico das folhas desta espécie atividade fraca contra o fungo
filamentoso Cladosporium cladosporioides. O presente trabalho des-
creve o isolamento e identificagdo de duas misturas bindrias de
saponinas triterpénicas e um flavonoide glicosilado. As misturas das
saponinas 1+2 e 3+4 apresentaram atividade moderada contra o fun-
go C. cladosporioides. As estruturas das substincias foram estabe-
lecidas com base na andlise dos dados de RMN 1D e 2D.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O estudo fitoquimico das folhas de 7. brasiliensis resultou na
separa¢do de duas misturas bindrias de saponinas triterpénicas, a
primeira contendo o 4cido 3-O-B-D-quinovopiranosideo-quinévico’
(1) e o 4cido-3-0-B-D-quinovopiranosideo-cinchélico (2) e a se-
gunda, o 4cido 3-0-B-D-glucopiranosideo-quinévico® (3) e o acido
28-0-B-D-glucopiranosideo quinévico® (4). A saponina identificada
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como o dcido 3-O-B-D-glucopiranosideo-quinévico® (3) e o
flavonéide ramanzina-3-O-rutinosideo'’ (5) também foram isola-
dos como substincias puras neste estudo.

As estruturas dos compostos isolados foram caracterizadas a
partir da andlise dos dados espectroscépicos (RMN de 'H e "°C,
DEPT 135, COSY 'H-'H, gHMQC, gHMBC, TOCSY 1D) e por
comparacdo com os dados disponiveis na literatura.

As quatro saponinas triterpénicas isoladas apresentaram como
padrdo comum os C-27 e C-28 oxidados como grupo carboxilico.
A ocorréncia do grupo carboxila no C-27 foi evidenciada princi-
palmente pela diferenga AS no C-14 de aproximadamente + 13,0
ppm, quando comparado com a o-amirina (C-14 = § 42,0)!". A
diferenca de deslocamento quimico deste carbono é decorrente do
efeito o da carboxila (C-27) em C-14. Assim, os esqueletos
triterpénicos das saponinas isoladas foram identificados como de-
rivados do dcido quindvico' ou do 4cido cinchdlico'?, bastante dis-
cutidos e analisados na literatura.

A ocorréncia da mistura bindria das saponinas 142 foi eviden-
ciada no espectro de RMN de 'H pelos sinais em 8 5,49 (m) e
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5,45 (m) atribuidos aos dtomos de hidrogénio olefinicos (H-12). O
espectro de RMN de *C mostrou sinais para dois esqueletos
triterpénicos, sendo estes sinais andlogos aos observados para 4ci-
do quinévico'? e dcido cinchdlico?. No espectro de RMN de *C
foram observados os sinais em & 128,1 (C-12), 132,8 (C-13), 55,5
(C-14), 53,8 (C-18), 38,6 (C-19), 36,2 (C-20), 176,9 (C-27), 178,8
(C-28), 18,2 (C-29) e 21,2 (C-30), que caracterizaram o esqueleto
triterpénico do dcido quindvico. Para o dcido cinchdlico foram
observados no espectro de RMN de "*C os sinais em & 125,1
(C-12), 136,8 (C-13), 55,4 (C-14), 43,2 (C-18), 43,0 (C-19), 30,5
(C-20), 176,4 (C-27), 178,6 (C-28), 33,2 (C-29) e 23,5 (C-30) (Ta-
bela 1). No espectro de RMN de 'H pode-se identificar a presenca
de dois monossacarideos por meio de seus dtomos de hidrogénio
anoméricos em & 4,13 (d, J = 7,5) e 4,12 (d, J = 7,9), que foram
correlacionados no mapa de contorno gHMQC aos dtomos de car-
bono anoméricos em & 105,2 e 105,3, respectivamente. A presenga
de metila em 6 1,10 (d, J = 6,0) no espectro de RMN de 'He 6 18,1
no espectro de RMN de C sugeriu a presenga de uma unidade de
raminose, porém os valores dos deslocamentos quimicos para os
atomos de carbono nao eram compativeis aos observados para esse
agticar. No espectro de experimento COSY 'H-'H foram observa-
das as correlacdes entre os hidrogénios carbindlicos, que foram
atribuidas inequivocamente aos seus respectivos carbonos pelo es-
pectro de experimento gHMQC. As constantes de acoplamento
observadas para os H-1" (J/ = 7,5), H-2" (/ =9,0), H-3° (/ =9,0) e
H-4’ (J = 9,0) para ambas as unidades do aguicar indicaram a dispo-
sicdo diaxial dos dtomos de hidrogénio do carboidrato (Tabela 2).
Adicionalmente, o espectro de gHMBC apresentou correlagdes entre
oH-6’ (8 1,10d, J=6,0) com os C-5" (8 75,5) e C-4’ (6 71,3); o H-
2’ (8 2,94 m) com o C-1°(d 105,2). A associagdo destes dados ali-
ados aos obtidos da literatura permitiram identificar a unidade de
agticar como a -D-quinovose. A posi¢do da unidade do agicar no
C-3 foi determinada pela correlacdo a longa distancia, observada
no mapa de contorno gHMBC entre o H-1" e o C-3 (8 88,1). Apds
andlise dos espectros de RMN e comparagdo com os dados da lite-
ratura foi possivel identificar a substincia 1 como 4cido 3-O-B-D-
quinovopiranosideo-quindvico’ e a substincia 2 como o dcido-3-
O-B-D-quinovopiranosideo-cinchélico, inédita na literatura.

O espectro de RMN de BC da substincia 3 apresentou sinais
que revelaram a presenca de uma saponina. Foram observados no
espectro de RMN de C os sinais em & 128,0, 132,5, 55,3, 176,3,
178,6 atribuidos aos C-12, C-13, C-14, C-27 e C-28, respectiva-
mente, do esqueleto triterpénico. Além do sinal de carbono
anomérico em & 105,6 (C-1"), outros sinais referentes a uma uni-
dade glicosidica foram observados. Os deslocamentos quimicos
destes e dos demais carbonos, com suas respectivas multiplicidades,
apresentaram valores concordantes com os da literatura para o aci-
do 3-0-B-D-glucopiranosideo-quinévico® (3) (Tabela 1).

O espectro de RMN de "C da mistura 3 + 4 apresentou sinais
que indicaram se tratar de uma mistura bindria de saponinas
triterpénicas. Apds identificacdo dos sinais atribuidos para a subs-
tancia 3 no espectro de RMN de *C, observaram-se os sinais para
um segundo 4cido quindvico'?, caracterizado principalmente pelos
sinais duplicados em & 55,3 e 56,2; 53,7 e 53,8 atribuidos aos C-14
3), C-14 (4), C-18 (3) e C-18 (4), respectivamente. A diferenca
entre as duas substancias foi evidenciada pelos valores dos deslo-
camentos quimicos dos dtomos de carbono das unidades de aguca-
res. O valor do deslocamento quimico do C-1" (substancia 4) em &
94,0 é observado quando a glicose estd ligada ao C-28, conseqiién-
cia do efeito de blindagem da carboxila (Tabela 1). O espectro de
experimento TOCSY 1D obtido pela irradia¢do no H-1" (8 4,13, d,
J =7,5) da glicose exibiu correlagdes com os sinais em & 2,93,
3,02, 3,05 e 3,10 atribuidos respectivamente aos H-2°, H-4’, H-5" e
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H-3’ da unidade glicosidica ligada ao C-3, da substancia 3. A irra-
dia¢do no H-1" (8 5,21, d, J = 7,9) gerou um espectro de experi-
mento TOCSY 1D onde foram observadas as correlacdes com os
sinais em & 2,89, 2,99 e 3,12, atribuidos aos H-4’, H-2" ¢ H-3’,
respectivamente, pertencentes a glicose ligada ao C-28 da substan-
cia 4. Os dados obtidos com o espectro de experimento TOCSY 1D
aliados aos espectros de gHMQC e gHMBC auxiliaram na atribui-
¢d0 inequivoca das unidades de glicose. A andlise dos dados de
RMN 1D e 2D e comparag¢@o com os descritos na literatura permi-
tiram identificar a substancia 4 como dcido 28-0-B-D-glucopira-
nosideo quinévico’.

O flavondide ramanzina-3-O-rutinosideo (5) foi identificado
pela comparagio de seus dados espectroscopicos de RMN de 'H e
3C com os registrados na literatura'®. A posi¢do da unidade de [3-
D-glicose no C-3 foi confirmada pela correlacdo observada no es-
pectro de gHMBC entre o H-1" (8 5,38, d, J = 8,0) e 0 C-3 (8
133,5). A posi¢do da metoxila no C-3’ do anel B do flavonéide foi
confirmada pela correlagdo observada entre os dtomos de hidrogé-
nio da metoxila (& 3,83, s) e 0 C-3’ (8 147,0).

A atividade antifingica detectada na fase cloroférmica das fo-
lhas de T. brasiliensis contra o fungo fitopatogénico C.
cladosporioides pode ser atribuida a presenca de saponinas

Tabela 1. Dados de RMN de *C de 1, 2,3 ¢ 4 (DMSO-d,, 125
MHz)

C 1 2 3 4

1 38,8 (t) 38,8 (1) 38,6 () 39,0 (t)
2 24,2 (t) 25,1 (1) 24,1 (1) 24,4 (1)
3 88,1 (d) 88,1 (d) 88,0 (d) 77,6 (d)
4 39,0 (s) 39,0 (s) 39,0 (s) 38,7 (s)
5 55,3 (d) 55,3 (d) 55,3 (d) 54,8 (d)
6 17,6 (1) 17,9 (t) 17,8 (1) 17,7 (t)
7 36,7 (t) 33,5 (t) 36,3 (t) 36,1 (t)
8 39,0 (s) 39,0 (s) 38,9 (s) 38,9 (s)
9 46,3 (d) 46,6 (d) 46,2 (d) 46,8 (d)
10 38,5 (s) 38,5 (s) 38,7 (s) 38,7 (s)
11 22,3 (1) 22,6 (t) 22,4 (1) 23,5 (1)
12 1281 (d) 125,1 (d) 128,0 (d) 128,0 (d)
13 1328 (s) 136,8 (s) 1325 (s) 132,6 (s)
14 55,5 (s) 55,4 (s) 55,3 (s) 56,2 (s)
15 29,2 (t) 30,5 (1) 29,8 (1) 29,1 (b)
16 259 (t) 24,0 (1) 25,0 () 25,7 ()
17 46,5 (s) 47,5 (s) 47,3 (s) 47,8 (s)
18 53,8 (d) 43,2 (d) 53,7 (d) 53,8 (d)
19 38,6 (d) 43,0 (t) 38,5 (d) 38,6 (d)
20 36,2 (d) 30,5 (s) 36,6 (d) 36,4 (d)
21 28,9 (1) 36,4 (t) 25,6 (1) 30,2 (b)
22 36,7 (t) 31,5 (1) 359 () 37,0 (v)
23 27.8 () 27,8 (@) 27,8 (q) 28,2 (q)
24 16,7 (q) 16,6 (@) 16,5 (q) 16,5 (q)
25 16,1 (q) 16,2 (q) 16,1 (q) 16,1 (q)
26 18,1 (q) 18,1 (q) 18,2 () 179 ()
27 1769 (s) 176,4 (s) 176,3 (s) 1753 (s)
28 1788 (s) 178.,6 (s) 178.,6 (s) 176,9 (s)
29 18,2 (q) 33,2 (@ 17,5 () 18,6 (q)
30 21,2 (q) 23,5 (q) 21,1 (q) 21,2 (q)
1’ 1052 (d) 105,3 (d) 105,6 (d) 94,0 (d)
2’ 74,3 (d) 74,3 (d) 74,0 (d) 72,4 (d)
3 76,6 (d) 76,6 (d) 76,9 (d) 76,6 (d)
4 71,3 (d) 71,3 (d) 70,3 (d) 69,6 (d)
5 75,5 (d) 75,5 (d) 76,6 (d) 76,6 (d)
6’ 18,1 (q) 18,1 (q) 61,3 (1) 60,8 (1)
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Tabela 2. Dados de RMN de 'H dos agticares das substancias 1, 2, 3 e 4 (DMSO-dﬁ, 500 MHz)

603

Posicdo 1 2 3 4
I 413 (d, J=15) 412 (d,J=19) 4,13 (d, J=1.5) 521(d,J=19)
2’ 294 (t,J=9,0) 295, J=90) 2,93 (t, J =8.5) 2,99(t, J =9,0)
3 3,06 (t, J=9,0) 3,06 (t, J=9,0) 3,10 (t, J = 8.5) 3,12 (t, 7 =9,0)
4 2,77 (t, J=9,0) 2,77 (t, J=9,0) 3,02 (t, J =8.,5) 2,89 (t, J = 9,0)
5 3,13 m 3,13 m 3,05 m 3,07 m
6’ 1,10 (d, J = 6,0) 1,10 (d, J = 6,0) 3,62 (d, J=11,0) 3,65 (d, J = 11,0)

3,40 (dd, J = 11,0; 4,0) 3,38 (d, J=11,0)

triterpénicas. As substéncias isoladas e identificadas foram submeti-
das a novos ensaios antifingicos, utilizando a técnica da bioauto-
grafia®®, para se determinar os limites de detec¢éo (quantidade mini-
ma da amostra, em ug, necessdria para inibir o crescimento do fun-
20), sendo utilizados os fungos filamentosos C. cladosporioides e C.
sphaerospermum (Tabela 3). As misturas (1 + 2) e (3 + 4) apresenta-
ram atividade moderada (5 pg/mL) contra C. cladosporioides em
comparacdo com o padrio nistatina (0,5 ug/mL) e ndo inibiram o
crescimento de C. sphaerospermum. Nao foi observada atividade
antifiingica para a substancia 3, este resultado ¢ um indicio de que a
atividade antifiingica observada para a mistura das saponinas 3 + 4
pode ser atribuida para a saponina 4.

Tabela 3. Limite de detec¢@o da atividade antiftingica em pg/mL

Substancias C. cladosporioides C. sphaerospermum
1+2 5 i
3 i i
3+4 5 i
5 k %
nistatina 0,5 0,5

i — inativo, *- ndo testado

PARTE EXPERIMENTAL
Procedimentos experimentais gerais

Os espectros de RMN foram registrados em DMSO-d,, no
espectrometro Bruker AC-200 F e Varian Inova 500, usando TMS
como padrdo de referéncia. Os experimentos TOCSY, COSY,
gHMBC e gHMQC foram realizados em espectrometro Varian Inova
500 e DEPT 135° em espectrometro Bruker AC-200 F. Os espec-
tros de massas foram registrados em espectrometro de massas de
baixa resolugdo FISION Modelo VG Platfform II, no modo
Eletrospray. Os espectros no IR foram registrados em espectrofo-
tometro Perkin-Elmer 1600 (Series FTIR), em células de KBr. Os
espectros no UV foram registrados em espectrofotometro Perkin-
Elmer Lambda 14P UV/VIS. Nas andlises por CCDC e CCDP fo-
ram utilizadas placas de silica gel 60 G F254. As placas foram
observadas sob luz UV 254-366 nm (Chromatovus) e reveladas
com vapores de iodo ressublimado e solucio de anisaldeido, segui-
da de aquecimento. Nas cromatografias em coluna foram utiliza-
das como fase estaciondria silica gel (230-400 mesh), silica quimi-
camente modificada com grupos octadecila (ODS) (Merk) e
Sephadex LH-20.

Material vegetal

As folhas de T. brasiliensis foram coletadas na Estagdo Ecol6-
gica de Itirapina, Itirapina — SP em janeiro de 2000. Uma exsicata

encontra-se depositada no Herbdrio do Instituto de Botanica da
Secretaria do Meio Ambiente de Sdo Paulo.

Extraciio e isolamento dos constituintes

As folhas de T. brasiliensis (2.400 g) foram secas, moidas e
submetidas a extragdo através de maceragdo com EtOH/H,O (8:2).
O extrato EtOH/H,O foi concentrado sobre pressdo reduzida ob-
tendo-se 210,0 g de extrato bruto, sendo 130,0 g submetidos a par-
ticdo utilizando n-BuOH/H,O (1:1). A fase n-BuOH foi concentra-
da a pressao reduzida, novamente solubilizada em MeOH/H, 0 (9:1)
e, em seguida, submetida a parti¢do com hexano (48,3 g), clorofér-
mio (11,2 g) e acetato de etila (11,2 g).

Uma fragdo da fase CHCI, (4,9 g) das folhas foi submetida a
cromatografia liquida a vécuo utilizando silica gel como fase esta-
ciondria, eluida em gradiente de polaridade [Hex; Hex/CH,CI, (8:2)
— (4:6); CH,Cl; CH,C1/MeOH (95:5) — (6:4); MeOH], da qual
foram coletadas 18 fragdes (70 mL cada). A fragdo 11 (1,09 g) foi
fracionada em coluna de silica gel eluida com CH,Cl,/MeOH (9:1),
obtendo-se a mistura das saponinas 1+2 (32,4 mg) e a substancia 3
(27,0 mg). A subfragdo 11-B (176,6 mg), oriunda da fracdo 11, foi
submetida a fracionamento em coluna de silica gel, eluida com
CH,CI,/MeOH (8:2), obtendo a mistura das saponinas 3+4 (20,8
mg). O extrato etandlico das folhas (10,0 g) foi solubilizado em
EtOH/H,O (6:4) e submetido a cromatografia liquida a véacuo utili-
zando silica de fase modificada (C-18) como fase estacionaria e
eluida em gradiente de polaridade [MeOH/H,0 (2:8) — (6:4),
MeOH, CH,CI,] sendo obtidas 8 fragdes (100 mL cada). A fragdo 6
foi submetida a fracionamento em Sephadex LH-20, eluida com
MeOH, obtendo-se o flavondide glicosilado 5 (32,5 mg).

Acido 3-O-B-D-quinovopiranosideo-quinévico (1)

Sélido amorfo branco. RMN 'H & (500 MHz, DMSO-d,): 2,95
(1H, m, H-3), 0,50 (1H, m, H-5), 5,45 (1H, m, H-12), 0,90 (3H, s,
H-23), 0,70 (3H, s, H-24), 0,83, (3H, s, H-25), 0,73 (3H, s, H-26),
0,75 (3H, d, J = 4,5, H-29), 0,85 (3H, d, J = 5,0, H-30); B-D-
quinovose: ver Tabela 2. RMN *C: ver Tabela 1.

Acido-3-0-B-D-quinovopiranosideo-cinchélico (2)

Sélido amorfo branco. RMN 'H & (500 MHz, DMSO-d,): 2,95
(1H, m, H-3), 0,50 (1H, m, H-5), 5,49 (1H, m, H-12), 0,90 3H, s,
H-23), 0,70 (3H, s, H-24), 0,83, (3H, s, H-25), 0,73 (3H, s, H-26),
0,79 (3H, d, J = 4,5, H-29), 0,84 (3H, d, J = 5,0, H-30); B-D-
quinovose: ver Tabela 2. RMN *C: ver Tabela 1.

Acido 3-0O-B-D-glucopiranosideo-quinévico (3)

Sélido amorfo branco. IR v cm': 3400, 2935, 1698, 1550,
1446, 1390, 1310, 1225, 1057, 980. RMN 'H & (500 MHz, DMSO-
d): 1,57 (2H, m, H-1), 1,55 (2H, m, H-2), 2,98 (1H, m, H-3), 0,58
(1H, d, J = 12,0, H-5), 1,90 (2H, m, H-11) 5,46 (1H, m, H-12),
1,36 (2H, m, H-15), 1,52 (2H, m, H-16), 2,12 (1H, d, J = 10,0, H-
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18), 1,51 (2H, m, H-20), 1,89 (2H, m, H-21), 0,92 (3H, s, H-23),
0,71 (3H, s, H-24), 0,86, (3H, s, H-25), 0,76 (3H, s, H-26), 0,84
(3H, d, J = 5,0, H-29), 0,86 (3H, d, J = 5,0, H-30); B-D-glicose: ver
Tabela 2. RMN BC: ver Tabela 1.

Acido 28-0-B-D-glucopiranosideo quindévico (4)

Sélido amorfo branco. RMN 'H & (500 MHz, DMSO-d,): 2,93
(1H, m, H-3), 0,52 (1H, m, H-5), 5,45 (1H, m, H-12), 0,92 (3H, s,
H-23), 0,74 (3H, s, H-24), 0,83, (3H, s, H-25), 0,73 (3H, s, H-26),
0,79 (3H, d, J = 4,5, H-29), 0,84 (3H, d, J = 4,5, H-30); B-D-glicose:
ver Tabela 2. RMN "*C: ver Tabela 1.

Ramanzina-3-O-rutinosideo (5)

Sélido amorfo amarelo. UV (MeOH) A, . nm: 285, 342. EM-
ES (70 eV), m/z 651 [M-H]. RMN 'H § (500 MHz, DMSO-d,):
6,04 (1H, sl, H-6), 6,25 (1H, sl, H-8), 7,97 (1H, d, J = 2,0, H-2"),
6,87 (1H, d, J = 8,5, H-5"), 7,45 (1H, dd, J = 2,0; 8,5, H-6"), 3,83
(3H, s, OCH,); B-D-glicose: 5,38 (1H, d, J = 8,0, H-1"), 3,30 (1H,
m, H-2”), 3,64 (1H, t, J = 8,5, H-37), 3,58 (1H, d, J = 8,5, H-4"),
3,09 (IH, d, J = 8,5, H-57), 3,30 (I1H, m, H-6,), 3,62 (1H, m, H-
6b”); o-L-ramnose: 4,42 (1H, sl, H-1""), 3,79 (1H, m, H-2’"), 3,38
(1H, dd, J = 3,0; 9,0, H-3’"), 3,15 (1H, m, H-4’"), 3,75 (1H, m, H-
5°), 1,05 (3H, d, J = 6,0, H-6""). RMN C §$ (125 MHz, DMSO-
dy): 156,8 (C-2), 133,5 (C-3), 177,7 (C-4), 160,8 (C-5), 99,3 (C-6),
161,7 (C-7), 94,7 (C-8), 156,0 (C-9), 105,6 (C-10), 120,9 (C-1°),
113,4 (C-2°), 147,0 (C-3°), 149,7 (C-4°), 115,2 (C-5"), 122,2 (C-
6’), 55,9 (OCH,); B-D-glicose: 101,7 (C-17), 74,1 (C-27), 76,9 (C-
3”), 70,5 (C-47), 76,5 (C-57), 65,1 (C-6"); a-L-ramnose: 100,0 (C-
1”’), 70,3 (C-2), 70,4 (C-3"), 71,6 (C-4"), 68,3 (C-5), 17,9
(C-6).

Quim. Nova
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