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Chemical investigation of Thiloa glaucocarpa Eichl. and Combretum sp, family Combretaceae, has
led to the isolation of arjunclic acid (1) from the earlier and 3,3’,4,5-tetra-O-methylflavellagic acid
(2), ethyl p-D-glucopyranoside (3) and arjunglucoside I (4) from later. These compounds were iden-
tified by spectral analysis, including modern NMR techniques and comparison with data from the

literature.
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INTRODUCAO

A familia Combretaceae compreende cerca de 18 géneros
distribuidos nas regides tropicais e subtropicais da superficie
terrestre. O género Combretum é nativo do nordeste brasilei-
ro! e suas principais espécies representantes sio C. laxum, C.
leprosum e C. lanceolatum.

Este trabalho relata a investigagio quimica de duas espé-
cies vegetais dessa familia, a Thiloa glaucocarpa Eichl. e
Combretum sp, conhecidas popularmente como sipaiba e
mofumbo vermelho do rio , respectivamente. Do espécime de
Thiloa glaucocarpa isolou-se o dcido arjunélico (1) e de
Combretum sp o 4cido 3,3°,4,5-tetra-O-metilflaveldgico (2), 1-
O-etil-p-D-glicopiranose (3) e arjunglicosideo I (4). As estru-
turas destas substéncias foram identificadas através da andlise
de dados fornecidos pelos espectros das substincias originais
e seus derivados, inclusive técnicas modernas de RMN.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O dcido arjundlico (1), isolado da espécie Thiloa glauco-
carpa, foi encontrado, também, em Combretum leprosum?,
além de outras espécies vegetais3. A identificagdo da estrutura
desta substdncia envolveu a utilizagdo de dados espectrais,
principalmente de RMN '3C, comparados com valores descri-
tos na literatura para o 4cido arjundlico®. As estereoquimicas
dos centros quirais 2, 3 e 4 foram confirmadas através dos
deslocamentos quimicos dos dtomos de carbono 1 a 5, 23 e
24 comparados com dados registrados na literatura para o es-
ter metilico de 1 (1b)* e outros triterpenos 45, 5%, 67, 7% ¢ 8°
(Tabela 1). As modificagbes significativas nos deslocamentos
quimicos destes dtomos de carbono decorrem principalmente
da participagio de efeitos y (protegéo), sem ignorar que os
efeitos o e p de grupos que ocupam posigdes axiais sio di-
ferentes de equatoriais. A constante de acoplamento observada
no sinal do H-3 [6 3,73 (d,J=10,3 Hz)] indicou interagéo
axial-axial de H-3 e H-2 e contribuiu para a defini¢éo este-
reoquimica dos centros quirais correspondentes a C-2 e C-3.

O estudo de um espécime de Combretum sp conduziu ao
isolamento do 4cido 3,3°,4,5-tetra-O-metilflaveldgico (2), 3p-
O-etilglicopiranose (3) e arjunglicosideo I (4).

* Enderego atual: Universidade Federal de Ronddnia, Departamento
de Ciéncias Exatas, Km 12-Br 364, 78900 Porto Velho, Rondénia.
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Tabela 1. Deslocamentos quimicos (8) dos 4tomos de carbono
1-5, 23 e 24 do triterpeno 1, isolado de T. glaucocarpa, com-
parados com os cortespondentes a0 ester metflico de 1 (1b)*
e os estereoisdmeros 4%, 55, 67, 7% e 8%, em CsDsN (1, 4, 7)
e CDCl; (5, 6, 8) como solventes ¢ TMS como referéncia in-
terna.

c 1 1 4° 5 6 7° 8

1 477 462 475/476 414 461 474 416
2 688 689 688689 66,2 67,7 689 6686
3 782 807 782/784 733 842 784 786
4 436 426 42,2/437 41,4 425 436 41,1
§ 48,2 49,4 485/485 486 533 482 421

23 665 708 665/66,7 220 229 668 713

24 144 12,9 142/142 655 642 142 175

25 174 17,0 177178 166 218 17,7 168
* A multiplicidade de cada sinal foi deduzida com base em
espectros registrados com a aplicagdo das técnicas APT (Attached
Proton Test) ¢ DEPT (Distortionless Enhacement by Polarization
Transfer).

Os autores do trabatho® que contém estes dados nio indicaram o
solvente usado e estes dados publicados devem ser reexaminados.
¢ Indicou-se os deslocamentos quimicos do glicosideo 4 isolado de
Combretum sp seguidos dos valores registrados na literatura® para a
mesma substincia.

A mistura de derivados do dcido eldgico apds metilagdo
com diazometano forneceu o icido 3,3’,4,4°,5-penta-O-metil-
flaveldgico (2b). O espectro de RMN 13C de 2b mostrou um
sinal de carbono metoxilico localizado orto a pelo menos um
dtomo de hidrogénio (5 56,78 ppm, 4°-OMe) e quatro absor-
¢des de grupos metoxila em posigdes estericamente impedidas
[d 62,36, 62,09, 62,04 e 61,89 ppm, 3,3',4,5-(OMe)s]. Estes
dados aliados principalmente com o deslocamento quimico do
dtomo de carbono aromdtico monoprotonado (CH: & 107,48
ppm), posigdo de absorgdo incompativel com a localizagio
deste dtomo de carbono aromético entre duas fungGes oxige-
nadas, definiram a estrutura 2b para o derivado metilado ob-
tido. Atomos de carbono localizados entre dois oxigrupos apa-
recem com menor deslocamento quimico (e.g. 9). As substan-
cias modelo 9-14, servem para demonstrar as influéncias ele-
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tronicas e estéricas sobre os deslocamentos quimicos de 4to-
mos de carbono aromidticos e metoxilicos e foram, também,
usadas na andlise dos espectros de RMN 13C de 2a e 2b (veja
experimental). A localizagdo do grupo hidroxila no dtomo de
carbono 4' foi deduzida pela andlise dos espectros de RMN
IH e 13C da amostra contendo predominantemente 2a. O es-
pectro de RMN 13C revelou todos os sinais de grupos meto-
xila entre 62,15 e 61,86 ppm (b 62,15, 62,09, 62,02 e 61,86
ppm), indicando posigdes estericamente impedidas para estes
grupos. O deslocamento quimico do C-5°(5 119,98 ppm) con-
tribuiu com esta dedugBio. Assim, a estrutura do 4cido
3,3",4,5-tetra-O-metilflaveldgico (2) foi estabelecida para a
substdncia natural isolada de Combretum sp.

A estrutura de 1-O-etil-B-D-glicopiranose (3) foi definida
através de dados espectrais da substancia original (3) e do de-
rivado acetilado (3a), principalmente RMN ('H:300 MHz,
13C: 75 MHz) uni- e bidimensional. A multiplicidade dos si-
nais dos 4tomos de carbono foi deduzida através da andlise
comparativa dos espectros PND (Proton Noise Decoupled) e
APT (Attached Proton Test) e DEPT (Distortionless Enhance-
ment by Polarization Transfer). A interpretagdo dos espectros
de RMN !'H e !3C foi facilitada pelas experiéncias bidimen-
sionais de correlagio homonuclear 'H x 'H-COSY e hetero-
nuclear 'H x 13C-COSY aplicadas no derivado acetilado 3a
(Tabela 2). Os valores das constantes de acoplamento (J=7,8a
9,3 Hz) envolvendo os prétons do sistema heterociclico de-
monstraram que todos os prétons ocupam posi¢ao axial. Estes
dados em conjunto com os deslocamentos quimicos dos &to-
mos de hidrogénio e de carbono e comparagdo com os deslo-
camentos quimicos dos carbonos do 1-O-metil-p-D-glicopira-
nose!® (Tabela 2) permititam caracterizar definitivamente a

Tabela 2. Dados de RMN de 1-O-etil-8-D-2, 3, 4, 6-tetra-O-
acetilglicopiranose (3a)* [CDCl; e TMS como referéncia in-
terna] comparados com os valores de 1-O-metil-p-D-2 ,3, 4,
6-tetra-O-acetilglicopiranose (3b).

3a 3b
C & oy 5c
1 100,50 (d) 4,59 (d,J=7,8) 101,70
2 71,31 (d) 4,91 (dd, J=7,8 e J=9,3) 71,40
3 7285 (d) 5,14 (t, J=9,3) 73,05
4 68,44 (d) 5,02 (1, J=9,3) 68,60
5 71,69 (d) 3,64 (ddd, J=9,3, J=4,8 e J=2,4) 71,95
6 61,69 () 4,20 (dd, J=12,3 e J=4,8) 62,00
4,07 (dd, J=12,3 e J=2,4)
7 6596 (t) 3,84 (dg, J=9,6 6 J=7,2)
3,52 (dq, J=0,6 e J=7,2)
8 1498 (q) 1,14 (1, J=7.2)
OAc® 2067 (q) 2,02 (s)
20,60 (q) 1,98 (s)
20,60 (g) 1,96 (s)
20,53 (q) 1,94 (s)
170,59 (s)
170,20 (s)
169,34 (s)
169,26 (s)

' ""A multiplicidade dos sinais de RMN ©°C foi fomnecida pela

comparagido dos espectros envolvendo APT e DEPT. A interpretagdo
destes dados envolveu também 'H x'H-COSY e 'H x'°C-COSY. Os
deslocamentos quimicos foram descritos em 8 (ppm) e os valores dc
J em Hz.

Nio foi possivel estabelecer a, correlagio heteronuclear ("H x'3C-
COSY) nos deslocamentos quimicos dos sinais dos grupos acctoxila.

estrutura 1-O-etil-p-D,2,3,4,5-tetra-O-acetilglicopiranose (3a)
para o derivado acetilado e, conseqiientemente, 1-O-etil-p-D-
glicopiranose (3) para o produto isolado de Combretum sp, ja
que os espectros de RMN !H e !3C da substancia original 3,
registrados em CD30D, n#o revelaram a presenga de sinal de
grupo acetoxila. Este produto pode ser considerado um arte-
fato formado provavelmente durante o processo de extragéio
com etanol. A extragio com metanol permitird esclarecer de-
finitivamente esta questdo, mesmo que se considere pouco
provdvel nfio se tratar de um artefato.

A caracterizagio do arjunglicosideo-1 (4) baseou-se nos da-
dos fornecidos pelos espectros na regido do IV (banda intensa
entre 3600-3200 cm'!, grupos OH; 1740 cm’!, grupo C=0 de
ester), de massas [M-* ausente e picos em m/z 264 (4b, 15%),
246 (4c, 17%), 201 (4d, 90%), caracterfsticos de Al2-triterpe-
nos pentaciclicos; 163 (de, 14%) e 145 (4f, 51%), repre-
sentantes da unidade glicopiranosila] e d¢ RMN 'H e 13C, in-
clusive experiéncias APT, DEPT, ‘H x 'H-COSY e H x 13C-

Tabela 3. Dados de RMN de 4 comparados com valores des-
critos na literatura® (CsDsN como solvente)*

C 8¢ S5H

1 47,5 (/47,6 2,3 (m)
2 68,8 (d)/68,9

3 78,2 (d)/78,4

4 43,6 (s)/43,7

5 48,5 (d)/48,5 2,1 (m)
8 18,8 (t)/18,8

7 33,0 (1)/33,1 2,0 (m)
8 40,3 (s)/40,4

9 48,0 (d)/48,2 1,85 (m)
10 38,5 (5)/38,6

1 24,3 (1)/24,3 2,1 (m)

12 1237 (d)/123,5
13 144,3 (s)144,4

5,49 (s1)/5,50 ()

14 42,2 (s)/42,2
15 28,9 (1)/29,1

16 27,9 (1)/28,0 2,8 (m) e 2,1 (M)

17 46,4 (5)/46,5

18 44,6 (d)/44,6 3,53 (s1)/3,53 (s!)

19 80,9 (d)/81,1 3,55 (s1)/3,55 (dI, J=6)
20 35,5 (8)/35,5

21 29,0 (1)/29,0

22 32,9 (1)/32,9

23 66,5 (1)/66,7 3,70 (d, J=10,5)

24 14,2 (q)/14,2 1,07 (s)/1,09 (s)

25 17,7 (q)/17,8 1,18 (s)/1,21 (s)

26 17,3 (q)/17,4 1,13 (s)/1,14 (s)

27 24,9 (q)/24,9 1,53 (s)/1,55 (s)

28  177,3 (s)/177,3

29 28,8 (q)/28,7 1,13 (s)/1,14 (s)

30 24,6 (q)/24,7 0,97 (s)/0,98 (s)

1 95,8 (d)/95,0 6,39 (d, J=7,8)/6,40 (d, J=8)
2 74,1 (d)74,2

3 78,9 (4)/79,0

& 71,0 (@)/71,2

5' 79,3 (d)/79,3

6 62,1 (1)/62,3

* Indicou-se os deslocamentos quimicos de arjunglicosideo I (4) isolado
de Combretum sp seguidos pelos valores registrados na literatura® para
a mesma substincia. Os valores com uma casa decimal correspondem
4 aproximacgdo deduzida pelo espectro 'H x Bc-cosy.
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COSY. O envolvimento da unidade glicopiranosila na esteri-
ficagdo do grupo carboxilico do carbono 28 foi revelado pela
absorgdo do grupo carbonila em 1740 cm™! no espectro IV, e
o deslocamento quimico deste carbono carbonilico (8 177,3
ppm), além das modificagGes esperadas nos deslocamentos
quimicos dos dtomos de carbono C-4* e C-2°, em decorréncia
da esterificagdo da hidroxila anomérica. O aparecimento dos
sinais dos prétons H-18 e H-19 como singletos largos contri-
buiu para definir a orientag@o axial do grupo OH de C-19, ja
que o H-18 & axial. A interpretagdo dos dados de RMN 13C
desta substincia natural de Combretum sp, apoiada em expe-
riéncias bidimensionais 'H x 'H-COSY e 'H x 13C-COSY, e
comparagio com valores descritos na literatura® permitiram
identificar a estrutura 4. Este glicosideo ja foi isolado de outra
espécie da familia Combretaceae, Terminalia arjunall.

PARTE EXPERIMENTAL

Procedimentos experimentais gerais. Os pontos de fusdo foram
determinados em aparelhos PF-52 da Mettler e n3o foram corri-
gidos. Os espectros na regido do IV foram registrados em espec-
trémetro 720 da Perkin Elmer, usando-se pastilha de KBr. Os
espectros de RMN 'H (300 MHz) e !3C(75 MHz) foram obtidos
em espectrémetro VXR-300 da Varian. Os espectros de massas
foram determinados em espectrémetro de massas acoplado a cro-
matégrafo de gas (GC/MS), modelo 3200 da Finningan, usando-
se ionizagdo por impacto eletrénico a 70 eV. Nas separagdes cro-
matogrificas em coluna usou-se silica gel 0,05-0,2 mm de Carlo
Erba. Nos processos cromatograficos em camada delgada usou-se
silica gel H da Merck.

Plantas. Os espécimes de Thiloa glaucocarpa e de Combre-
tum sp foram coletados e identificados pelo professor Afranio
G. Fernandes, Departamento de Biologia da Universidade Fe-
deral do Ceard, onde foram catalogadas ¢ as exsicatas arqui-
vadas no Herbdrio Prisco Bezerra com os nimeros 14933 (T
glaucocarpa) e 3922 (Combretum sp).

Isolamento do dcido arjundlico (1) de Thiloa glaucocarpa. O
lenho do caule (2,5 kg) foi seco, triturado e submetido a ex-
tragdo, na temperatura ambiente, com hexano durante 36 ho-
1as e depois com etanol durante 50 horas. Apds filtragdo e
destilagdo dos solventes, sob vdcuo, obteve-se um residuo ala-
ranjado (9 g) da solugéo hexanica e um material escuro (28
g) do extrato etandlico. O material (28 g) obtido do extrato
etandlico foi dissolvido em uma solugdo de MeOH-H,O (4:1)
e extraido cm CHCl; e depois com AcOEt. O material (10 g)
extraido com AcOEt foi adsorvido em silica gel e colocado
numa coluna com 20 g da mesma silica. A coluna cromato-
gréfica foi desenvolvida por eluigdo com CHCI; (fragbes 1-4),
CHCIl;-AcOEt (1:1, fragGes 5-8) e AcOEt (fragbes 9-41), co-
letando-se fragdes de 100 ml cada uma. As fragbes 9-41 foram
reunidas apos andlise por cromatografia em camada delgada,
e o material obtido foi adsorvido em silica gel (1 g) e recro-
matografado em coluna do mesmo adsorvente (10 g); eluigao
com CHCl; e com CHCI;-AcOEt, aumentando-se a polaridade
com quantidades crescentes de AcOEt (até 50%), forneceu 1
(1 g), p.f. 330°C.

Isolamento dos constituintes de Combretum sp. As raizes
(3kg) foram secas, trituradas e extraidas, na temperatura am-
biente, com hexano durante 48 horas ¢ depois com etanol du-
rante 40 horas. Apds filtragdo e destilagdo dos solventes sob
pressdo reduzida, obteve-se um residuo oleoso alaranjado (2g)
da solugdo hexénica e um material escuro (169 g) do extrato
etandlico. O residuo obtido do extrato etandlico (169g) foi ad-
sorvido em silica gel (0,05-0,2 mm da Carlo Erba) e empa-
cotado em coluna com 200 g da mesma silica. Eluigbes exaus-
tivas com hexano, CHCl;, AcOEt e MeOH permitiram a ob-
tengdo de quatro fragdes: eluatos hexanico (1 g), cloroférmico
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(30 g), acetato de etila (77 g) e metandlico (40 g). Dos eluatos
cloroférmico e acetato de etila separou-se por filtragio e la-
vagem com acetona um precipitado amarelo (5 g) e uma mis-
tura de derivados do 4dcido eldgico. A mistura de derivados do
dcido eldgico foi submetida a metilagio para facilitar a sepa-
ragéo (veja abaixo).

Parte do eluato acetato de etila (73 g) foi adsorvido em
silica gel (50 g) e colocado em coluna contendo 200 g do
mesmo adsorvente. Coletou-se fragdes de 125 ml cada uma,
usando os seguintes eluentes: hexano-CHCl3 (1:1, fragGes 1 a
23), CHCl3 (fragGes 24 a 32), CHCl3-MeOH (44:1, fragdes 33
a 49), CHCl13-MeOH (4:1, fragdes 50 a 74) e MeOH (fragao
75). O material (8,2 g) obtido das fragSes 50 a 74 (eluidas
com CHCl3-MeOH, 4:1) foi adsorvido em silica gel (10 g) e
submetido a recromatografia em coluna de silica (20 g). Co-
letou-se fragbes de 100 ml cada uma, utilizando-se como
eluente CHCl3-MeOH (8% e 10%). As fragbes 10 a 39, elui-
das com CHCI3-MeOH (8%), forneceram 3 (7 g). A purifica-
¢8o desta substancia foi facilitada pela preparagdo do derivado
acetilado 3a. As fragdes 74 a 120, eluidas com CHCIl3-MeOH
(10%), produziram 4 (550 mg).

Metilagdo da mistura de derivados do dcido eldgico. A mistura
de derivados do 4cido eldgico (400 mg) foi dissolvida em
CHCIl3-MeOH (10%) e adicionou-se solugdo etérea de CH,N,
(obtido por reagdo de N-nitrosometiluréia com KOH). A solugéo
foi deixada em repouso durante 5 horas. Ap6s verificagio do de-
saparecimento da cor da solugdo, destilou-se o solvente e o re-
sidou obtido foi tratado novamente com CH,N,. A mistura de
produtos metilados (360 mg) foi cromatografada em coluna de
silica, usando CHCl; como eluente, para fornecer 2b (95 mg).

Acetilagdo da mistura de derivados do dcido eldgico. A mis-
tura de derivados do dcido eldgico (60 mg) foi submetida a
acetilagdo com piridina e anidrido acético. Apds o repouso de
24 horas a solugdo foi tratada como usual para fornecer uma
mistura contendo os derivados acetilados. Esta mistura reve-
lou dificuldades para separagdo, obtendo-se somente uma
amostra constituida predominantemente por 2a.

Acido arjundlico (I). P.f. 330-331°C. Dados espectrais, espe-
cialmente RMN 13C, em acordo com valores relatados na li-
teratura®,

Peracetato da 1-O-etil-p-D-glicopiranose (3a). A substancia
3 (100 mg) foi submetida a acetilagdo com anidrido acético
(6 ml) e piridina (3 ml) durante 24 horas, com agitacfio magné-
tica e a temperatura ambiente. Elabora¢io da mistura reacional
como usual forneceu o derivado peracetilado 3a, p.f. 101-102°C.
RMN IH (300 MHz) e RMN 13C (75 MHz): Tabela 2.

4°-0-Acetil-3,3°4,5-tetra-O-metilflaveldgico (2a). RMN 'H
(300 MHz, CDCl3) 8 7,79 (s, H-57), 4,24 (s, OMe), 4,18 (s,
OMe), 3,99 (s, OMe), 3,93 (s, OMe), 2,42 (s, Ac). RMN 13C
(75 MHz, CDCly) & 157,52 (C-7°), 154,70 (C-7), 147,96 (C-
2), 147,76 (C-5), 144,98 (C-3"), 144,88 (C-4"), 144,45 (C-2°),
141,11 (C-3), 138,64 (C-4), 119,90 (C-5°), 116,35 (C-1°),
114,06 (C-1), 112,58 (C-6’), 106,99 (C-6), 62,15, 62,09
62,02, 61,88 (MeO-3, MeO-3°, MeO-4, MeO-5).

3,3'4,4°,5-Penta-O-metilflaveldgico (2b). Pf. 290-292°C.
RMN !H (300 MHz,CDCl) 8 7,66 (s, H-5"), 4,27 (s, OMe),
4,20 (s, OMe), 4,04 (s, OMe), 4,03 (s, OMe), 4,01 (s, OMe).
RMN 13C (75 MHz, CDCl;) & 158,78 (C-7°), 155,34 (C-7),
154,74 (C-4’), 153,88 (C-2’), 148,21 (C-2), 147,30 (C-5),
141,58 (C-3°), 141,46 (C-3), 137,58 (C-4), 114,55 (C-1"),
113,09 (C-1), 112,93 (C-6’), 107,47 (C-5%), 105,73 (C-6),
62,36, 62,09, 62,04, 61,89 (MeO-3, MeO-3’, MeO-4, MeO-5)
e 56,78 (MeO-4").
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- Arjunglicosideo I (4). Pf. 210°C (com decomposigdo). Dados
espectrais, especialmente RMN !3C, em acordo com valores
descritos na literatura®,
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