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RESUMO: O presente trabalho descreve o isolamento de quatro triterpenos (taraxerol, acido
ursélico, acido 33,19a,23-triidroxiurs-12-en-28-6ico e acido 2a,3a,190,23-tetraidroxiurs-12-en-
28-6ico) e um fitoesterdide (espinasterol), bem como a avaliagdo do potencial antimalarico (cepa
NK-65 do Plasmodium berghei), larvicida (larvas do 4° instar do Aedes aegypti), anti-radicalar
(2,2-difenil-1-picril-hidrazila, DPPH) e anticolinesterasico de extratos das folhas, cascas do caule e
caule de Pouteria venosa (Mart.) Baehni. Todos os compostos isolados estdo sendo descritos pela
primeira vez nesta espécie e foram identificados com base na analise de dados espectrais (IV e
RMN, incluindo APT e DEPT), bem como pela comparagdo com dados descritos na literatura.

Unitermos: Pouteria venosa, terpendides, anticolinesterase, anti-radicalar, malaria, larvicida.

ABSTRACT: “Terpenoids and evaluation of the antimalarial, larvicidal, anti-radicalar
and anticholinesterase potential of Pouteria venosa (Sapotaceae)”. This work describes the
isolation of four triterpenes (taraxerol, ursolic acid, 3,190.,23-trihydroxyurs-12-en-28-oic acid and
2a,30,19a,23-tetrahydroxyurs-12-en-28-oic acid) and a phytosteroid (spinasterol), as well as a
preliminary evaluation of antimalarial (NK-65 strains of Plasmodium berghei), larvicidal (4" instar
of Aedes aegypti), anti-radicalar (2,2-diphenyl-1-pycryl-hydrazyl, DPPH) and anticholinesterase
activities of Pouteria venosa (Mart.) Bachni extracts from leaves, stem barks and stems. All isolated
compounds are being described for the first time in this species and were identified on basis of the
spectral data (IR and NMR, including APT, DEPT), as well as by comparison with literature data

Keywords: Pouteria venosa, terpenoids, anticholinesterase, anti-radicalar, malaria, larvicidal.

INTRODUCAO

A familia Sapotaceae compreende -cerca
de 50 géneros e 800 espécies distribuidas nas regides
tropicais e subtropicais, sendo que 12 deles, com cerca
de 103 espécies, sdo encontrados no Brasil (Barroso,
1978; Joly, 1998). Algumas das espécies apresentam
importancia economica, pois fornece o latex usado na
produgdo de goma comercial, madeira de qualidade,
matéria-prima para especiarias e frutos comestiveis
(Pennington, 1990), além de serem utilizadas na medicina
popular para os mais variados fins, tais como malaria
(Bhat et al., 1990), hanseniase (Nwude; Ebong, 1980),
febres e resfriados (Gill; Akinwumi, 1986), inflamagao
ovariana e diabetes (Desmarchelier et al., 1999; Pereira
et al., 2004). A literatura reporta para algumas espécies
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atividades antibacteriana (Kudi et al., 1999; Ogunwande
et al, 2001), antifungica (Ogunwande et al., 2001),
antiviral (Khurana, 1972), antitumoral (Suffness et al.,
1988), analgésica (Almeida et al., 1985; Pal; Nandy,
1999), tripanosomicida (Muelas-Serrano et al., 2000),
antipirética e antiinflamatoria (Pal; Nandy, 1999; Falcao
et al, 2005), antiespasmolitica, anticonvulsivante,
depressora do SNC e anti-hiperglicémica (Almeida et al.,
1985; Naik et al., 1991; Barbosa-Filho et al., 2005), entre
outras.

Os estudos fitoquimicos efetuados com
espécies de Sapotaceae tém revelado, entre outros, a
ocorréncia de alcaldides (Ata; Fejir, 1975; Yang, et al.,
1999), flavonodides (Mathew; Lakshminayana, 1969;
Maranz et al., 2003), terpenodides (Montenegro, 2005),
benzenoides (Dixit; Srivastava, 1990) e fenilpropanoides
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(Wong; Teng, 1994).

Recentemente foi isolado das folhas de
Pouteria torta (Mart.) Radlk, uma arvore do Cerrado
brasileiro, o triterpeno acetato de lupeol. Também foi
verificado que o extrato aquoso e a fragdo MeCN:CHCI,
desta mesma planta mostraram atividade citotoxica
para Artemia salina na concentragdo de 0,28 mg/mL e
0,27 mg/mL, respectivamente (Perfeito et al., 2005). A
espécie Pouteria venosa (Mart.) Baehni [sinonimia: P.
marginata (Mart & Eicher) Rizzini], conhecida como
“tuturubd ou leiteiro”, é uma arvore abundante em areas
de mata atlantica e restinga do estado de Alagoas. Até o
presente, a literatura ndo relata qualquer estudo quimico
ou bioldgico para esta espécie.

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 IV
foram registrados em pastilhas de KBr utilizando
espectrofotometro  Perkin-Elmer, FT-IR 1750. Os
espectros de RMN ('H: 200, 300 ¢ 500 MHz; BC: 50,
75 e 125 MHz) foram obtidos em espectrometros
Varian Mercury-200, Varian Gemini-300 e DRX-500,
respectivamente. O sinal residual do solvente ou 0 TMS
foram utilizados como referéncia interna.

Material vegetal

As folhas, cascas do caule e caule de um
espécime de Pouteria venosa (Mart.) Baehni foram
coletados em novembro de 1999, na Area de Protecdo
Ambiental de Santa Rita (Mucuri), municipio de
Marechal Deodoro, Alagoas, Brasil. A identificacdo
boténica da espécie foi efetuada por Rosangela Pereira de
Lyra Lemos do Departamento de Botéanica do Instituto do
Meio Ambiente do Estado de Alagoas, onde uma exsicata
foi depositada (MAC 10.798).

Extragdo e isolamento dos constituintes quimicos

As folhas (800 g), cascas do caule (940 g) e
caule (1460 g), apos secagem a temperatura ambiente e
moagem, foram individualmente macerados com etanol
90%. Apds remocao do solvente em evaporador rotatdrio,
os extratos brutos obtidos [folhas (80,6 g), cascas do caule
(37,5 g) e caule (72,6 g)] foram suspensos em solugdo de
MeOH-H,O (3:2) e extraidos sucessivamente com C.H ,,
CHCI, ou CH,CI, e AcOEt; enquanto que o extrato do
caule foi filtrado em gel de silica com C H,,-AcOEt 1:1
(6,8 g), AcOEt (3,9 g) e MeOH (60,3 g). Estes extratos,
bem como as respectivas fragdes oriundas da particdo
e filtragdo, foram submetidos a ensaios para avaliacdo
do potencial antimalarico (cepa NK 65 do Plasmodium
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berghei), larvicida (larvas do 4° instar do Aedes aegypti),
anti-radicalar e anticolinesterasico.

A fragdo em CHCI, (20 g), proveniente das
folhas, foi fracionada em gel de silica com misturas de
CH, ,-AcOEt em gradiente crescente de polaridade. As
subfragdes obtidas, apds analise comparativa através
de CCD, utilizando diferentes sistemas de eluentes,
foram agrupadas. O material das subfragdes 23-33
(0,6 g) apos permeagdo em gel (Sephadex LH-20 com
MeOH) e sucessivas cristalizagdes com MeOH forneceu
o espinasterol (1, 28 mg). Os materiais das subfragdes
81-93 (0,6 g) e 94-118 (1,5 g) foram cromatografados
em gel de silica (230-400 mesh, em misturas de C.H ,-
AcOEt em gradiente crescente de polaridade) resultando
na purifica¢do do acido ursolico (2, 15 mg).

Afragdo em CH,CI, (3,6 g), oriunda das cascas
do caule, foi fracionada em gel de silica (70-230 mesh),
utilizando-se misturas de hexano-AcOEt em gradiente
crescente de polaridade. As subfragdes resultantes, apos
analise comparativa através de CCD foram reunidas. O
material das subfragdes 13-19 (1,2 g) foi submetido a
sucessivas lavagens a temperatura ambiente com hexano,
seguida de permeacdo em gel (Sephadex LH-20) com
MeOH conduzindo a purificagdo de quantidade adicional
de 1 (22 mg) e do taraxerol (3, 20 mg).

A fragdo em CH -AcOEt 1:1 (6,8 g),
proveniente da filtracdo do extrato em EtOH do caule,
apos sucessivas lavagens a temperatura ambiente com
MeOH e permeagdo em gel (Sephadex LH-20) com
MeOH forneceu 29 mg de uma mistura constituida pelos
triterpenos 4 (4cido 3pB,190,23-triidroxiurs-12-en-28-
0ico) e 5 (acido 2a,3a,19a,23-tetraidroxiurs-12-en-28-
0ico).

Avaliacdo da atividade antimalarica

A avaliagdo in vivo do potencial
antimalarico foi efetuada utilizando-se camundongos
albinos (Mus musculus), pesando entre 16-20 g cada,
criados no Biotério Setorial do Instituto de Ciéncias
Biologicas e da Saude da Universidade Federal de
Alagoas. O ensaio foi realizado através do teste supressivo
descrito por Peters (1980), no qual os animais foram
infectados, por via intraperitoneal, com cepa NK-65 do
P, berghei (10° hemacias parasitadas/animal). Os extratos
das folhas (EtOH, C.H,,, CHCI,, AcOEt ¢ MeOH-H,0)
e das cascas do caule (CH,Cl,) foram administrados, por
via oral, nas doses de 250, 500 ¢ 1000 mg/Kg, durante
quatro dias consecutivos. A atividade antimalarica foi
determinada pela percentagem da redugdo da parasitemia
dos grupos tratados quando comparados com o grupo
controle (ndo tratados). A supressdo da parasitemia entre
os grupos foi analisada pelo teste ¢-Student ¢ considerado
estatisticamente significativo para p<0,05. Difosfato
de cloroquina (50 mg/Kg) foi usado como controle
positivo.
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Avaliagdo preliminar da atividade larvicida

Os ensaios larvicidas foram efetuados de
acordo com as recomendagdes da WHO (1975) com
algumas modificagdes. Larvas de mosquitos Aedes
aegypti, obtidas a partir de ovos cedidos pelo Centro
de Pesquisa Aggeu Magalhdes (FIOCRUZ/PE), foram
criadas e mantidas no Insetario do Instituto de Ciéncias
Biologicas e da Saude da Universidade Federal de
Alagoas, a uma temperatura média de 27 = 4 °C e
umidade relativa do ar de 80 + 4%, com fotoperiodo de
cerca de 12 horas. Os experimentos foram realizados em
triplicata, na concentragdo de 250 ppm, com extratos
das folhas (acetona, EtOH, CHCIL,, AcOEt e MeOH-
H,0), cascas do caule (CH,Cl, e AcOEt) e caule (EtOH
e fragdes oriundas da filtragdo em gel de silica: CH ,-
AcOEt 1:1, AcOEt e MeOH). Grupos contendo 20 larvas
no 4° instar foram colocados em contato com os extratos
dissolvidos em solucdo aquosa de DMSO a 1% (100 mL).
Para o controle utilizou-se a solugdo aquosa de DMSO a
1%. A mortalidade foi determinada apos exposigdo das
larvas durante 48 horas. O nivel de atividade dos extratos
testados foi estabelecido com base no percentual médio
de mortalidade das larvas [> 75% (resultado promissor),
> 50 e < 75% (parcialmente promissor), > 25% e < 50%
(fracamente promissor) e < 25% (inativo)].

Avaliagdo do potencial anti-radicalar

Aliquotas de cada extrato ou de cada fracdo
oriunda das partigdes [folhas: acetona, EtOH, CH ,,
CHCI,, AcOEt e MeOH-H,0); cascas do caule (CH,CL,
AcOEt e MeOH-H,O) e caule (EtOH, C H ,-AcOEt 1:1,
AcOEt e MeOH)] foram aplicadas em cromatoplacas
e eluidas em sistemas de solventes adequados. Apos

2R=pB-OH,R'=R*=R’=R,=H
4R=B-OH,R'=R;=H,R*=R’=0H
5R=R'=0-OH,R*=R’=0H,R,=H

6 R=B-OH, R'=R*=R,=H, R’ =0OH
7R =B-OH, R' =H, R*=R’=OH, R,=Me

eliminacdo do solvente a temperatura ambiente, as
cromatoplacas (gel de silica, Merck) foram submersas,
durante 10 segundos, em solugdo metandlica do radical
DPPH a 0,4 mM. Apoés secagem dos cromatogramas
a temperatura ambiente, o aparecimento de manchas
esbranquigadas sob um fundo violeta sugeriu a atividade
anti-radicalar (Soler-Rivas et al., 2000). Nestes
experimentos, os padrdes positivos utilizados foram
o galato de (-)-epi-galocatequina e a (+)-catequina
(Sigma).

Avaliacdo preliminar da atividade anticolinesteréasica

A avaliagdo qualitativa da atividade inibidora
da enzima acetilcolinesterase foi efetuada de acordo
com o ensaio enzimatico descrito por Ellman et al.
(1961) e modificado por Rhee et al. (2001). Os extratos
brutos e fragdes oriundas das parti¢des [folhas: acetona,
EtOH, C H,,, CHCL, AcOEt e MeOH-H,0); cascas do
caule (CH,Cl,, AcOEt e MeOH-H,0) e caule (EtOH,
CH, ,-AcOEt 1:1, AcOEt e MeOH)] foram preparados
(6 mg/mL) pela dissolucdo em solventes adequados
e aplicados (2,0 uL) em cromatoplacas (gel de silica,
Merck). Apo6s eliminagdo do solvente, as cromatoplacas
foram borrifadas com solugdo aquosa 1 mM de iodeto de
acetiltiocolina (substrato) e com o Reagente de Ellman [1
mM do acido 5,5’-ditiobis-(2-nitrobenzoico em solugdo
tampao 50 mM de Tris/HCI, pH 8,0)]. Ap6s 5 minutos, as
cromatoplacas foram borrifadas com a solugéo contendo
a enzima acetilcolinesterase (5 U/mL dissolvida em
solugdo tampdo 50 mM de Tris/HC1 pH = 8,0 contendo
0,1% de albumina sérica bovina). A inibigdo da atividade
enzimatica foi sugerida pelo surgimento de manchas
esbranquigadas sob um fundo amarelado (Trevisan et al.,
2003). Nestes experimentos, a cafeina (Acros Organics)
dissolvida em cloroférmio (3 mg/mL) foi utilizada como
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Tabela 1. Dados de RMN 3C dos compostos 2, 4 ¢ 5 e comparagdo com dados da literatura do acido miriantico
(Wandji et al., 2003) e dos modelos 6 (Taketa et al., 2004) e 7 (Mahatu; Kundu, 1994)].

Acido
Carbonos 28 4° 6" 7° 5° miriantico®

1 39,4 39,4 39,1 38,9 42,7 42,4
2 28,5 27,1 27,8 27,7 66,3 65,8
3 78,5 72,7 73,5 73,7 78,9 77,0
4 39,8 43,6 43,1 429 43,6 44 .4
5 56,2 47,8 48,7 48.8 47,8 479
6 19,2 18,5 18,7 18,9 18,5 18,6
7 33,9 33,2 33,4 33,4 33,2 33,4
8 40,3 40,5 40,1 40,4 40,5 40,8
9 48.4 48,3 48,2 47,9 47,8 47,7
10 37,7 38,4 37,3 37,3 38,9 38,7
11 24,0 24,7 23,8 24,1 24,1 243
12 126,0 127,9 125,8 128,1 127,9 127,8
13 139,7 139,9 139,5 140,0 139,9 139,7
14 429 42,4 42,7 42,2 42,4 42,3
15 29,1 29,6 28,9 294 29,3 29,1
16 25,3 26,4 25,1 26,5 26,4 26,2
17 48,4 48,3 48,2 48.3 48,3 48,0
18 53,9 54,6 53,7 54,7 54,6 54,2
19 39,9 72,6 39,6 72,7 71,2 72,7
20 39,8 42,2 39,6 42.4 42,2 42,2
21 31,4 26,9 31,2 27,0 26,9 27,0
22 37,8 38,4 37,6 38,5 38,4 38,2
23 29,2 69,7 68,0 68,2 69,2 70,2
24 16,0 14,3 13,3 13,1 17,0 17,5
25 16,9 16,8 16,3 17,3 17,3 17,7
26 17,9 17,7 17,7 16,8 17,7 17,8
27 243 24,7 241 24,9 24,7 25,1
28 180,3 180,6 180,2 180,7 180,6 180,0
29 17,8 27,1 27,7 27,2 27,1 27,4
30 21,89 22,9 21,6 16,0 16,8 17,3

* (125 MHz, C,DN), ® (75 MHz, C,D.N), ¢ (100 MHz, DMSO-d,).

padrao positivo.
RESULTADOS E DISCUSSAO

As estruturas do espinasterol (1) (Goad,
1991), do acido ursodlico (2) (Connolly; Hill, 1991;
Mahato; Kundu, 1994; Frighetto et al. 2005) e do taraxerol
(3) (Olea; Roque, 1990; Mahato; Kundu, 1994) foram
identificadas através da comparagao dos dados espectrais
obtidos com os da literatura.

As substancias 4 e 5 foram obtidas em mistura
e identificadas como sendo triterpenos pentaciclicos da
série ursano com base na andlise dos dados obtidos dos
espectros na regido IV, RMN 'H, RMN C, incluindo
DEPT 135, bem como pela comparacdo com dados de
compostos descritos na literatura (Tabela 1). Embora essas
substancias tenham sido obtidas em mistura, os dados de
RMN de ambas, especialmente os referentes aos anéis A
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e B, foram discerniveis visto que forneceram sinais com
diferentes intensidades, permitindo definir a substancia
4 como sendo o componente majoritario. O espectro de
absor¢ao na regido IV, obtido em KBr, revelou bandas de
absor¢do indicativas da presenca de grupos hidroxilas de
alcool (3432 ¢ 1042 cm™) e de acido carboxilico (3100-
2500 e 1706 cm™), além de bandas para grupos alquilas
saturados (2931, 1462 ¢ 1384 cm™). Os dados obtidos do
espectro de RMN 'H, registrados em C,D,N, permitiram
identificar sinais, cujos valores de deslocamentos
quimicos estdo condizentes com a presenca de uma
ligagdo dupla [4+5: 6 5,53 (s])], hidrogénios carbindlicos
[4+5: & 3,49 (m, H-3), 8 3,62 e & 4,19 (m, H-23); 5: &
3,79 (m, H-2)], além de um sinal atribuido ao H-18 [4+5:
0 3,07 (sl)] e sinais para varios grupos metilicos (4+5: &
0,69 a 5 1,42).

A andlise dos dados obtidos dos espectros de
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RMN BC e DEPT 135 da mistura permitiu reconhecer a
natureza de um total de 43 sinais de atomos de carbonos (10
ndo hidrogenados, 08 monoidrogenados, 16 diidrogenados
e 09 triiddrogenados). Dentre os quais, atengdo especial foi
dada aos sinais cujos valores de deslocamentos quimicos
[4+5: 0 127,9 (CH, C-12) ¢ 6 139,9 (C, C-13)], sugeriram
esqueletos do tipo ursano (Olea; Roque, 1990; Mahato;
Kundu, 1994). Adicionalmente, observou-se um sinal
intenso para carbonos carboxilicos [4+5: 6 180,6 (C)],
bem como varios sinais com diferentes intensidades para
carbonos sp® oxigenados [4: & 72,7 (CH), 72,6 (C) € 69,7
(CH,); 5: 5 78,9 e 66,3 (CH), 71,22 (C) e 69,2 (CH,)]
(Tabela 1). A auséncia de sinais com deslocamentos
quimicos caracteristicos de carbonos anoméricos
eliminou a possibilidade de existéncia de triterpenos
glicosilados, permitindo sugerir estruturas de triterpenos
pentaciclicos oxigenados. O sinal no espectro de RMN
'"H em & 3,07 (sl, H-18) sugeriu para ambos 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 para o C-21 (4+5: 3 26,9), o qual foi
protegido por cerca de 4,50 ppm quando comparado com
o correspondente de 2 (3 31,4). O deslocamento quimico
do C-5 (4+5: 5 47,8), bem como do C-24 (4: 6 14,3;5: 3
17,0), quando comparados com os correspondentes de 2
[6 56,2 (C-5) e & 16,0 (C-24)], possibilitou localizar um
grupo hidroxila em C-23. Geralmente, quando o grupo
hidroxila esta ligado ao C-23 o grupo metila em C-24
absorve em torno de J,. 12,8-13,8. Por outro lado, quando
o grupo hidroxila esta ligado ao C-24 o grupo metila em
C-23 absorve em torno de . 23,5 (Wandji et al., 2003).
O valor do deslocamento quimico atribuido ao C-24 (3
17,0) no composto 5, sugeriu a configuracdo alfa para o
grupo hidroxila em C-3. Quando este grupo possui uma
configuracdo beta o C-24 € mais protegido (J. 13,1-15,5)
(Mahato; Kundu, 1994).

A andlise conjunta dos dados espectrais
obtidos e comparagdo com dados de compostos modelos
[6 (Taketa et al., 2004) e 7 (Mahatu; Kundu, 1994)] ou
com os dos correspondentes descritos na literatura [acido
miriantico (5, Wandji et al., 2003)] permitiram propor
para 4 e 5 as estruturas dos acidos 3f3,19a.,23-triidroxiurs-
12-en-28-6ico  (acido  190,23-diidroxiursolico) e
20,30,190,23-tetraidroxiurs-12-en-28-6ico (acido
miriantico), respectivamente.

Dentre as amostras submetidas a ensaios
antimalaricos in vivo, somente o extrato em EtOH (46,7
e 41,7%) das folhas e a fragdo hidroalcéolica (37,6 ¢
34,7%) oriunda deste através de particdo reduziram
a parasitemia induzida pelo P. berghei nas doses de
250 e 500 mg/kg, respectivamente. Estes dados foram
considerados estatisticamente significativos (p<0,05)
em relagdo a inibigdo do crescimento do parasito pela
cloroquina (controle positivo).

Dentre os extratos e fragdes que foram
submetidos a ensaios frente a larvas do 4° instar do
Aedes aegypti, na concentragdo de 250 ppm, resultado

promissor foi obtido somente com a fragdo em C.H, -
AcOEt 1:1 (100% de mortalidade em 24 h), oriunda da
filtragdo em gel de silica do extrato em EtOH do caule, o
qual foi inativo nos ensaios (mortalidade < 25%). Neste
caso, a atividade larvicida observada pode ser justificada
pelo fato da substincia potencialmente ativa estd mais
concentrada na fragdo ou em decorréncia de um provavel
efeito antagonico causado pelas substancias presentes no
extrato bruto (Oliveira, 2003).

Nos ensaios para detec¢do do potencial anti-
radicalar, o extrato bruto em EtOH, a fracdo em C H, -
AcOEt (1:1) do caule e as fragdes em AcOEt e MeOH-
H,O provenientes das partigdes dos extratos das folhas,
cascas do caule e caule forneceram resultados positivos
quando comparados com o padrdo utilizado [(+)-
catequina], enquanto que os extratos em acetona, EtOH,
CH,, e CHCI, das folhas ¢ em CH,Cl, das cascas do
caule sugeriram uma discreta atividade. As substincias
isoladas [espinasterol (1), acido ursolico (2) e taraxerol
(3)] foram inativas.

Nos ensaios qualitativos anticolinesterasicos,
quando comparados com a cafeina, (padrdo), a inibi¢do
da enzima acetilcolinesterase foi observada somente para
as fragdes em AcOEt das folhas e em MeOH-H,O do
caule.

CONCLUSAO

O estudo quimico de alguns dos extratos,
oriundos das folhas (CHCL,), cascas do caule (CH,CL,)
e caule (C.H,-AcOEt 1:1) de P. venosa, com resultados
preliminares positivos nos ensaios larvicidas e/ou anti-
radicalar, resultou no isolamento de cinco substincias
(taraxerol, acido ursélico, acido 3f3,190.,23-triidroxiurs-
12-en-28-6ico, acido 20,3, 19a,23-tetraidroxiurs-12-en-
28-6ico ¢ espinasterol) inéditas para a espécie. Destas,
trés foram inativas frente ao radical DPPH (espinasterol,
acido ursdlico e taraxerol). Os demais extratos que
apresentaramresultados preliminares positivos necessitam
de ensaios complementares para obtencdo de dados mais
conclusivos.
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