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RESUMO

Chrysobalanus icaco (Chrysobalanaceae), ¢ um arbusto, no Brasil, tem ocorréncia em todo litoral e no bioma
amazodnico, conhecida como abajuru, abajeru, bajerl, guajurt, entre outros nomes populares. Na medicina
popular ¢ usada principalmente no controle da glicemia de diabéticos, disenterias e leucorreias. Ha na literatura
cientifica estudos que confirmam seus efeitos antidiabéticos. Do ponto de vista quimico a espécie caracteriza-
se como bioprodutora de compostos terpénicos e fenolicos. O objetivo deste trabalho € contribuir com os
estudos quimicos da espécie C. icaco, considerando as suas relevantes atividades farmacoldgicas. Neste trabalho
apresentamos o isolamento e caracterizagdo de dois triterpenos e trés flavonoides além do produto obtido por
reacdo de acetilagdo de uma fracdo acetato de etila identificado como 2a, 3-diacetoxi-6B-hidroxi-olean-12-en-
28-oato de [B-D-triacetoxi-glicopiranosil (2—1) — B - triacetoxi-xilopiranosil]. A determinagdo estrutural das
substancias foi feita através da analise de espectros de ressondncia magnética nuclear 1D e 2D e espectrometria
de massas HR-ESI-MS e comparagdo com valores registrados na literatura.

Palavras-chave: Chrysobalanus icaco, Chrysobalanaceae, Triterpenos, Flavonoides.
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1 INTRODUCAO

A familia Chrysobalanaceae compreende 17 géneros e cerca de 525 espécies representadas por
arvores e arbustos largamente distribuidos em areas tropicais e subtropicais [1]. Chrysobalanus ¢ um
pequeno género desta familia, composto pelas espécies Chrysobalanus icaco, Chrysobalanus
cuspidatus e Chrysobalanus venezuelanus, largamente distribuido na América tropical e Africa tropical
[2]. A espécie C. icaco, no Brasil, tem ocorréncia em todo litoral € no bioma amazoénico ¢ conhecida
como abajuru, abajeru, bajert, guajurt, entre outros nomes populares. Apresenta frutos comestiveis e
varias partes da planta sdo empregadas na medicina popular. Raizes, cascas e folhas sao adstringentes
e empregadas contra disenterias, leucorreias, pedras nos rins [3]. Extratos aquosos das suas folhas sao
comumente usados para o controle da glicemia de diabéticos [4]. H4 também na literatura cientifica
estudos que, além de confirmarem seus efeitos antidiabéticos, relatam efeitos inibitorios sobre o virus
HIV-1, atividades anti-inflamatoria e antinociceptiva, leishmanicida, antioxidante, genotoxica,
antimicrobial, antiangiogénica, anti-cancer e anti-cancer resistente a multidrogas, preven¢do contra
obesidade, diminui danos ao DNA induzido por doxorubicina [5-10]. Do ponto de vista quimico as
espécies que apresentam relatos na literatura sdo C. icaco seguida de C. venezuelanus, conferindo ao
género Crhysobalanus uma fonte rica em terpenos e compostos fendlicos [2,5,7]. Entre os terpenos
foram registrados diterpenos do tipo kauranos [10]. e triterpenos principalmente com esqueletos
oleanano e ursano [2.5.6]. Dos compostos fendlicos, destacam-se os flavonoides miricetina, quercetina
e seus derivados O-glicosilados, além de taninos catecolicos [2,4,5] e antocianinas [7]. Os flavonoides,
particularmente a miricetina e seus glicosideos tem sido usados como marcadores quimiotaxondmicos
na familia Crhysobalanaceae [2,4]. Neste trabalho apresentamos o isolamento e caracterizag¢do de dois
triterpenos de esqueleto oleanano, os flavonoides quercetina, kaempferol e 3-O-B-D-glicopiranosil
miricetina, além de um produto obtido por reagdo de acetilacao de uma fracao da particdo acetato de
etila do extrato metanolico das folhas de C. icaco identificado como 2a, 3B-diacetoxi-6f3-hidroxi-
olean-12-en-28-oato de [P-D-triacetoxi-glicopiranosil (2—1) — P - triacetoxi-xilopiranosil]. A
determinagdo estrutural das substancias foi feita através da analise de espectros de ressonancia
magnética nuclear 1D e 2D e espectrometria de massas HR-ESI-MS e comparagdo com valores
registrados na literatura. A presenca destes flavonoides podem ser responséavel por sua atividade anti-
oxidante e anti-inflamatoria e, podendo atribuir principalmente a miricetina a atividade

hipoglicemiante [4].

2 PARTE EXPERIMENTAL
2.1 INSTRUMENTACAO

Os espectros de RMN'H e RMN!3C (1D e 2D) foram obtidos em espectrometro Bruker Avance
IT 400 e Bruker Avance III 500 operando nas frequéncias de hidrogénios 400MHz ¢ 500 MHz e nas
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frequéncias de carbono-13 a 100 MHz e 125 MHz da central analitica do Instituto de Quimica da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro. Os solventes utilizados na dissolugdo das amostras
foram cloroférmio, metanol e piridina deuterados. Os espectros de massas de alta resolugdo foram
obtidos em um espectrometro MICROTOF-Bruker Daltonics equipado com fonte de ionizagdo por
electrospray do Centro Analitico de Instrumentacdo da Universidade de Sao Paulo (Laboratério de

Espectrometria de Massas).

2.2 MATERIAL VEGETAL
Folhas de C. icaco foram coletadas no municipio do Rio de Janeiro, Brasil e identificada pela

Dra. Rosa Fuks do Jardim Botanico/RJ. Uma exsicata da espécie foi depositada no Herbario do Museu

Nacional (R195941) da UFRIJ. Cadastro SIsGen: AEADEG6S.

2.3 EXTRACAO E ISOLAMENTO DE CONSTITUINTES QUIMICOS

Folhas secas e moidas (2.500g) foram submetidas & processo de maceragdo a temperatura
ambiente usando como solvente (5L) metanol. Parte do extrato metanolico, 3 litros, foi submetida a
remocao do solvente através de evaporador rotatdrio sob pressdo reduzida gerando (220g) do extrato
seco. Deste, uma aliquota de 90g foi solubilizada em solu¢do de metanol/H>O (8:2) e submetida a
parti¢do liquido/liquido com os solventes hexano, acetato de etila e butanol em ordem crescente de
polaridade para fornecer quatro fragdes. A fracdo acetato de etila apds remocgao do solvente por
destilagdo sob pressdao reduzida forneceu 50,0 g de residuo do qual 5,0g foi submetida a coluna
cromatografica em gel de silica (70-230 mesh) eluida com misturas de solventes Hex:AcOEt:MeOH
em gradiente de polaridades crescentes originando 20 fracdes de 200 mL. Estas fragdes foram
analisadas por cromatografia em camada delgada e reagrupadas conforme seu perfil cromatografico.
O grupo de fragdes 9-12 (170,0 mg) foi recromatografado em coluna de gel de silica usando como
eluente a mistura CHCl3/MeOH (9:1) produzindo os triterpenos 2(20,0mg) e 3(32,0mg). As sub-
fragdes 14-16 (220mg) foram reunidas e submetidas a coluna de Sephadex-LH 20 eluida com metanol
100% gerando 10 fragdes. As analises em CCDA reveladas com Liebermann-Burchard, apresentaram
uma coloragdo violeta, indicando a presenga de triterpenos e que as fragcdes 3 a 7 eram semelhantes
apesar de impuras, entdo, foram reunidas (40,0mg) e em seguida submetida a uma reagao de acetilagao
usando anidrido acético e piridina (1:1) e deixada a temperatura ambiente com agitacdo por 24 horas.
O produto desta reagdo apds purificacdo em pequena coluna filtrante de silica gel e analise dos
espectros de RMN, permitiu identifica-lo como substancia 1(19,0 mg). 20 g da fracdo butanolica foi
submetida a processo cromatografico em coluna de gel de silica eluida com mistura binéria dos
solventes acetato de etila e metanol, em gradiente de polaridades crescentes. Foram obtidas 27 fragdes

de 300 ml. As fragdes 1-6 apds revelagao com vanilina sulfirica apresentaram-se como uma mistura
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de compostos fenolicos. Essas foram reunidas e submetidas a novo processo cromatografico em coluna
de Sephadex LH-20 e obtidas 8 novas sub-fracdes; dessas a sub-fragdo 2 foi purificada por filtracao
em silica para fornecer o flavonoide 4 (15,0 mg) e 5(11,0 mg). As fragdes 5-6 desta Gltima coluna
foram reunidas e recromatografadas em Sephadex LH-20, conduzindo ao isolamento do flavonodide

6(8,0 mg).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O estudo fitoquimico do extrato metanolico de folhas de C. icaco levou ao isolamento e
identificacao de dois acidos triterpénicos (2 e 3), os flavonoides 4 , 5 e 6, além da substancia obtida
da reacdo de acetilagdo de uma fragdo acetato de ctila, substancia 1. Da fracdo acetato de etila
proveniente de particdo liquido/liquido do extrato metanolico de folhas foram isolados: os acidos
triterpénicos, 2a-3B-6B-trihidroxi-olean 12-en-28-oico (2) e 2a-3B-6B-23-tetrahidroxi-olean 12-en-28-
oico (3) e obtida a substancia da reagdao de acetilacao, 2a, 3pB-diacetoxi-6B-hidroxi-olean-12-en-28-
oato de [B-D-triacetoxi-glicopiranosil (2—1) — B - triacetoxi-xilopiranosil] (1); Da fragao butanélica
proveniente de parti¢ao liquido/liquido do extrato metanolico das folhas foram isolados os flavonoides
quercetina (4), kaempferol (5) e 3-O-B-glicopiranosil-miricetina (6). As estruturas dos compostos
isolados foram determinadas através da analise dos espectros de RMN 'H e '*C, DEPET, HMBC,
HSQC, COSY e por comparagao com dados descritos na literatura. A substancia 1 foi obtida como
um solido branco. O espectro de massas de alta resolugdao da substancia 1 mostrou o pico em m/z
1141,5338 ([M+Na'], Cs7Hs2NaO»», calculado: 1141,4965) compativel com a formula molecular
Cs7Hs202,. No espectro de RMN 'H foi observado sete singletos du 0,93; 0,94; 0,98; 1,01; 1,13; 1,34;
1,49 correspondentes a sete grupos metilicos, um simpleto largo em on 5,36 caracteristico de
hidrogénio olefinico. No espectro de RMN '*C na regido de olefinas apresenta sinais em ¢ 122,56
(CH) e 8¢ 142,46 (C). Esses dados de RMN 'H e '3C permitem propor a presenca de estrutura de um
triterpeno  com esqueleto do tipo Olean-12-en [11]. Corrobora ainda com o esqueleto oleano a
presenca no RMN 'H do dupleto largo em n 2,86 (J= 11Hz) compativel com H -18 [11]. Os &n 5,20
(H -2 dt, J=10; 10; 4,0Hz) e 8n 4,71 (H-3 d, J=10 Hz) presentes no espectro de RMN 'H e correlagdes
observadas com grupos acil (6c 170,6 e 171,0 respectivamente) através de mapa de contorno HMBC
(Tabela 1) possibilitaram reconhecer a presenga de um sistema 20, 3 di-O-acil [12]. A presenga de
unidade glicosidica também foi detectada através da andlise do mapa de contorno HMBC onde foi
observada correlagdes >Jcn dos dupletos 8u 5,45 hidrogénio metinicos andmerico (H-1" d,J= 8Hz) e
ou 4,71 hidrogénio metinico anomerico (H-1" d,J=8,0 Hz) com os carbonos d¢ 91,5 (C-1") e d¢ 100,7
(C-17") respectivamente permitindo propor a presenca de duas unidades de aglicar e conforme
constantes de acoplamento de seus hidrogénios andmericos, encontram-se em configuracdo . No

espectro de RMN '*C/(DEPET) foram observados oito sinais de carbonos quaternarios entre 3¢ 169,70
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— 171,00 atribuidos a grupos acila incorporados a molécula, os quais tiveram sua localizagdes
estabelecidas através de analise do mapa de contorno HMBC. Ainda analisando o espectro RMN '*C/
(DEPET) sdo observados a presenga de carbonos metinicos carbinélicos compativeis com a presenga
de uma unidade de glicose e de uma unidade de xilose caracterizada principalmente pelo dc 62,5 (CHa,
C-5""). A determinacao da sequéncia dos hidrogénios relativos a cada unidade dos monossacarideos
foi realizada através das correlagdes homonucleares no espectro COSY: Glicose [6u5,46(H-
1’)3,94(H-2")5,28 (H-3")<>5,0 (H-4’)<3,78 (H-5")<~4,30 (H-6a’)<—4,06 (H-6b’)]; Xilose
[014,60 ( J=8,0 Hz, H-17)«<>4,85 (H- 2”)«<>5,15(H-3") <>4,93 (H-4")«<>4,12 (H-5a”)«<>3,31 (H-5"b)].
A unido entre as unidades monosacaridicas foi determinada através da correlagdo a longa distancia
3Jcu entre 8u 3,94 (H-2") da glicose e 8. 100,7 (C-17) da xilose. E a posi¢do do heterosideo foi
determinada através de correlacdo do ou 5,45 (H-1") da glicose e o dc 175,6 (C-28) da aglicona
observados no mapa de contorno HMBC. A presenca do carbono metinico carbinélico em dc 67,75 (C-
6) ndo correlacionado a grupo acila e apresentando 'Jcn com um simpleto largo 814,55 esta compativel
com a presenca de um grupo hidroxila na posi¢ao 6f (axial) apresentando interagao 1,3 diaxial com
grupo metil 10B 6c 17,78 (CH3-25) conferindo se tratar da aglicona semelhanda ao acido 6f
hidroximaslinico [13-15]. Os dados obtidos permitiram caracterizar a substincia 1 como sendo 2a,3f3-
diacetoxi-6B-hidroxi-olean-12-en-28-oato de [B-D-triacetoxi-glicopiranosil (2—1) — B - triacetoxi-
xilopiranosil]. As estruturas dos compostos conhecidos 2-6 foram definidas através da interpretagdo
dos espectros de RMN 'H e '*C e comparagio com a litertura para 2a-3B-6B-trihidroxi-olean 12-en-
28-oico 2 [13], 2a-3B-6B-23-tetrahidroxi-olean 12-en-28-oico 3 [16], quercetina 4 [17], Kaempferol 5
[18], 3-O-B-glicopiranosil-miricetina 6 [19].
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Figura 1. Estruturas de substancias isoladas do extrato metanolico de folhas de C. Icaco.

Tabela 1: Dados de RMN 'H (400 MHz) e * C (100 MHz) , CDCls, da substancia 1.

HSQC HMBC 'Hx'H-
COSY
C Cs dH(mult, Jem HZ) I J3
1 46,65 1,99 sl C-2; C-10 C-5
2 70,22 5,20 (dt,10,0; 10,0; 4,0) AcO(170,63) H-3
3 80,90 4,71 (d, 10) C-2; C-4 C-24; C-23; AcO(171,0)
4 40,67
5 55,37 0,9s
6 67,75 4,55 sl H-5
7 39,99
8 38,58
9 47,89
10 37,77
11 22,13
12 122,56 5,36 sl C-9;C-14
13 142,69
14 42,16
15 28,74
16 23,40
17 45,53
18 41,19 2,86 (d, 11,0) C-12
19 45,89
20 30,64
21 33,73
22 31,42
23 28,20 0,98 s C-24,C-4;C-5,C-3
24 19,16 1,34 s C-23,C-4;C-5,C-3
25 17,78 1,49 s C-10 C-1; C-5
26 17,93 1,01s C-8 C-7;C-14;C-9
27 25,95 1,13 s C-14 C-15;C-8
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28 [ 175,63 COOH
29 | 33,10 0,935 C-30/C-21

30 | 23,58 0,94 s C-23/C-21

I' | 91,58 5,45 (d, 8,0) C-28 H-2'

2 | 7447 3,94t C-35C-1' c-1" H-3'

3 | 7494 5,26t C-4’,C2 AcO H-4'

4 | 68,01 50t C-5’ AcO H-5°

55 | 72,54 3,8dl c-4 H-6'a
6 | 6148 430 (dd, 4,3; 12,4 AcO H-6b'

e 4,06 (m)
1" | 100,75 4,71 (d, 8,0) C-3” H-2"
2" | 71,52 4,88t C-17,C-3" AcO H-3"
3" | 72,57 5,13t C-2" AcO H-4"
4" | 68,09 4,93m AcO H-5"
s | 62,54 4,12 (dd, 12,0 ¢ 5,6) / c-17 H-5"a/H-
3,31(dd, 12,0 e 4.0 57b

20, 3p-diacetoxi-6p-hidroxi-olean-12-en-28-oato de [B-D-triacetoxi-glicopiranosil (2—1) —
B - triacetoxi-xilopiranosil] (1). Sélido branco, RMN *C (100 MHz, CDCl; § (ppm) conforme dados
na talela 1.

Acido 2a-3p-6p-trihidroxi-olean-12-en-28-oico (2). Solido branco, RMN 3C (100
MHz,CsDsN) d(ppm) 46,5 (C-1), 68,6(C-2), 83,8(C-3), 41,0(C-4), 56,3(C-5), 67,3(C-6), 42,6(C-7),
39,0(C-8), 48,5(C-9), 38,1(C-10), 23,6(C-11), 122,2(C12), 144,4(C13), 42,0(C-14), 28,1(C-15),
23,6(C-16), 46,7(C-17), 42,5(C-18), 49,8(C-19), 30,8(C-20), 34,2(C-21), 33,2(C- 22), 28,9(C-23),
19,0(C-24), 18,5(C-25), 18,2(C-26), 26,4(C-27), 181,0(C-28), 33,2(C-29), 23,6(C-30). Os
deslocamentos quimicos dos atomos de carbono de 2 foram atribuidos pela analise dos espectros 2D
de correlacao heteronuclear HSQC, HMBC e comparag¢ao com dados descrito na literatura [13].

Acido 2a-3p-6p-23-tetrahidroxi-olean-12-en-28-oico (3). Solido branco RMN 3C (125 MHz
CsHsN 6 (ppm) 49,7 (C-1), 68,8(C-2), 77,9(C-3), 44,3(C-4), 48,5(C-5), 67,3(C-6),40,7(C-7), 39,0(C-
8), 48,5(C-9), 37,9(C-10), 23,5(C-11), 122,3(C12), 144,7(C13), 42,5(C-14), 28,4(C-15), 23,8(C-16),
46,5(C-17), 41,9(C-18), 46,3(C-19), 30,7(C-20), 34,0(C-21), 33,0(C- 22), 65,7(C-23), 15,7(C-24),
18,7(C-25), 18,4(C-26), 25,9(C-27), 180,0(C-28), 33,0(C-29), 23,5(C-30).0s deslocamentos quimicos
dos atomos de carbono de 3 foram atribuidos pela analise dos espectros 2D de correlagao heteronuclear
HSQC, HMBCe comparagao com dados descrito na literatura [16].

Quercetina (4).S6lido branco/amarelado RMN '*C (125 MHz CD3;0D § (ppm): 147,3 (C-2);
135,8 (C-3); 175,9 (C-4); 161,1 (C-5); 97,8 (C-6); 164,1 (C-7); 92,9 (C-8); 156,8 (C-9); 103,0 (C-10);
122,7 (C-1°); 114,5 (C-27); 144,8 (C-37); 146,5 (C-4°); 114,7 (C-5); 120,4 (C-6). Os deslocamentos
quimicos dos 4tomos de carbono de 4 foram atribuidos pela andlise dos espectros 2D de correlacao
heteronuclear HSQC e HMBC e comparag¢ao com dados descrito na literatura [17].

Kaempferol- (5) solido amarelado: RMN 'H (500 MHz CD;OD & (ppm): 8.1 2H ( J= 8,8 Hz;
H-2’ e H-6"); 6,92 ( J=8,8 Hz H-3" e H-5"); 6,42 (H-6); 6,20 (H-8). RMN 3C (125 MHz CDsOD §
(ppm): 146 (C-2); 97,8 (C-6); 93,0 (C-7): 103 (C-9); 121, (C-17); 129,2 (C-2°/67); 114,8(3°/57); 159
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(C-4").0s deslocamentos quimicos dos atomos de carbono de 5 foram atribuidos pela analise dos
espectros 2D de correlacdo heteronuclear HSQC e HMBC e comparacdo com dados descrito na
literatura[18].

Miricetina-3-O-f-D-glicopiranosil (6) RMN *C (125 MHz CD;OD § (ppm): 157,0 (C-2);
134,2 (C-3); 178,2 (C-4); 162,0 (C-5); 98,4 (C-6); 164,0 (C-7); 93,2 (C-8); 156,0 (C-9); 104,0 (C-10);
120,0 (C-17); 108,4 (C-2’); 146,0 (C-3°); 134,2 (C-4"); 146,0 (C-57); 108,4 (C-6); 103,1 (C-17); 73,8
(C-277);76,1 (C-3"); 69,6 (C-4"); 76,1(C-5"); 65,8(C-6""). Os deslocamentos quimicos dos atomos de
carbono de 6 foram atribuidos pela analise dos espectros 2D de correlacao heteronuclear HSQC e

HMBC e comparagao com dados descrito na literatura [19].

4 CONSIDERAQ@ES FINAIS

O estudo quimico da Chrysobalanus icaco conduziu ao isolamento dos acidos tritepénicos: 2a-
3B-6p-trihidroxi-olean-12-en-28-oico  2; 2a-3p-6B-23-tetrahidroxi-olean-12-en-28-oico  3; dos
flavonoides: quercetina 4; kaempferol 5 , miricetina 3-O-B-glicopiranosil 6, além da obtencdo e
caracterizacdo  de  2a,3p-diacetoxi-6p-hidroxi-olean12-en-28-oato  de [B-D-triaocetoxi-
glicopiranosil(2—1)-B-trioacetoxi-xilopiranosila] substancia 1, preparada através de reacdo de
acetilacdo de uma fracao acetato de etila. A estrutura proposta para a substancia 1 esta compativel para
uma saponina triterpénica acetilada. A obtengéo desta substancia, mais apolar, por meio de processo
de acetilacdo simples (Anidrido acético/piridina agitacdo por 24 horas) vem sugerir a presenca de
saponinas triterpénicas entre 0s constituintes quimicos da espécie. A complexidade da estrutura e o
alto grau de polaridade desta classe de metabolitos dificultam o seu isolamento in natura por métodos
cromatograficos tradicionais. Muitas vezes saponinas podem sofrer reaces de hidrolises no extrato
vegetal ou na coluna possibilitando assim o isolamento apenas das agliconas, como os &cidos
triterpénicos 2 e 3. O Referente trabalho contribui para o estudo quimico da espécie Chrysobalanus
icaco, apresentando novos constituintes de seus metabdlicos, confirmando que derivados de miricetina
sdo marcadores quimicos da familia Chrysobalanaceae e que a mesma € bioprodutora de compostros
terpenoidicos e flavonoidicos.
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