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TRITERPENES FROM THE RESIN OF PROTIUM HEPTAPHYLLUM MARCH (BURSERACEAE):
CHARACTERIZATION IN BINARY MIXTURES. Eight triterpenes, maniladiol, breine, ursa-
9(11):12-dien-P-ol, oleana-9(11):12-dien-B-ol, 3a-hydroxy-tirucalla-8,24-dien-21-oic acid, &-hy-
droxy-tirucalla-7,24-dien-21-oic, o and 3 amyrines were isolated as binary mixtures obtained from
the chloroform extract of the oil-resin of Protium heptaphyllum March. The identification of the
compounds was based mainly it3C NMR data and mass spectra. The diene and the tetracyclic acid
triterpenes were not reported before in the literature as constituents of the studied resin.

Keywords: Protium heptaphyllum triterpenes; Burseraceae.

INTRODUCAO revelagcdes cromatograficas foram feitas através da observacao
direta das cromatoplacas em camara com luz ultra-violeta mode-
Muitas espécies vegetais se notabilizam pela gama variad UVGL-58, UVP com comprimento de onda de 254 e 399 nm
de substancias triterpenoidicas, presentes nos seus 0rgées,por borrifamento das cromatoplacas com o reativo de
onde devem desempenhar diferentes pabéikguns géneros  Liebermann-Burchard. Os espectros na regido do infra-vermelho
da familia BurseraceaeElaphrium, Icica, Canarium e foram obtidos em um espectrdmetro Il JASCO (Varian) com
Protium) s&o produtores de resinas oleosas. Estas resinas s&ansformada de Fourrier. Os espectros de RMNHle de'*C
conhecidas genericamente como elemi e sdo constituidas deram obtidos em espectrémetro Varian operando a 300 e a 75
triterpenos tetraciclicos, como os acidos elemadiendlico aviHz respectivamente. O CDZISIGMA 99,8%) foi usado como
elemadiendnico, e pentaciclicos, coma  amirinas, mani-  solvente e como referéncia secundaria. Os espectros de massas
ladiol e breina entre outras foram obtidos em espectrometro Hewlett-Packard 5890 empre-
A espécieProtium heptaphyllumé largamente encontrada gando a técnica de impacto eletrénico a 70 eV. O espectro na
na regido amazoénica e produz uma resina oleosa também ceegido do ultra-violeta foi obtido em um espectrofotémetro mo-
nhecida como breu branco, almécega do Brasil, goma-limdogelo UVICON 941 PLUS da Kontron Instruments.
etc. Sua utilizagdo é amplamente difundida, sendo usada na Material Vegetal: a resina exsudada do tronco da espécie
medicina popular, como analgésico, cicatrizante e expectoranteRrotium heptaphyllumMarch, foi coletada em TairG, distrito da
na industria de verniz; na calafetagem de embarcacbes e efiha de Itaparica, Bahia, em dezembro de 1993 e foi identificada
rituais religiosos (incenso). Isto torna, sobremodo, importantepela botanica Maria Lenise da S. Guedes do Instituto de Biolo-
o conhecimento de sua constituicdo quimica para contribuigia da UFBA através da comparag8o com a exsicata existente
com o aproveitamento e controle na medicina e na industria. Ao Herbario Alexandre Lealosta desta universidade.
literatura revela a presenca dee [3 amirinas, taraxastano-3, Isolamento dos Constituintesa resina (75,0 g) foi subme-
20-diol, taraxastan-3-oxo-20-ol, bem como de sitostenona naida a extracdo com hexano & temperatura ambiente, sendo o
resina deProtium heptaphyllunMarch, coletada na reserva da solvente eliminado sob pressdo reduzida em evaporador
Campina (Manaus-AM) rotativo, obtendo-se um sélido amarelo ambar (39,0 g). O re-
Triterpenos sdo facilmente encontrados na natureza e quagiduo insoltvel em hexano, foi solubilizado em cloroférmio,
do utilizam-se as técnicas cromatograficas usuais, raramentghtendo-se cerca de 36,0 g do extrato cloroférmico .
consegue-se o isolamento destes triterpenos puros, sendo estesQ extrato sollvel em cloroférmio impregnado em 3,0 g de
portanto obtidos, quase sempre, em misturas de dificil resolugel de silica, foi submetido a uma filtracéo rapida em coluna de
cdo. Esta dificuldade pode as vezes ser superada empregandge] silica 60 Merck (60,0 g), utilizando-se como eluente hexano
se as técnicas cromatograficas especiais, como CLAE e CG d& misturas de acetato de etila em hexano, com gradiente cres-
alta resolugdo. Na auséncia destas, é possivel utilizar-se métgente de polaridade. Duas fragdes foram trabalhadas, as eluidas
dos fisicos de analise e identificar-se triterpenos em misturassom 5% de acetato de etila (FA) e as eluidas com 20% de acetato
Um exemplo € a metodologia desenvolvida por Gallegos Oleale etila (FB). FA (7,78g) foi purificada por cromatografia de
e Roqué. O emprego desta metodologia, coadjuvada por daadsorgio em coluna de gel de silica 60 (60,0 g), usando-se como
dos espectrais de RMN del, UV, IVTF e EM, tornou possi-  fase mével hexano e misturas de acetato de etila em hexano. A
vel a identificagdo de oito triterpenos presentes na resifa de fragéo desta coluna que foi recolhida com 5% de acetato de etila

heptaphyllum(Burseraceae), descrita neste trabalho. (5,0 g), foi analisada por CCD e apresentou uma Gnica mancha
de coloracdo roseo-avermelhada quando revelada pelo reativo
PARTE EXPERIMENTAL de Liebermann-Burchard. A analise por IVTF, RMNlgee de

13C permitiu identificar uma mistura constituida pore p
Procedimentos Experimentais nas separa¢gdes em coluna amirinas { e 9. A fragdo FB (3,0 g), da coluna filtrante inicial,
foi utilizada a técnica de empacotamento a seco tendo comapresentou-se como um sélido branco de aspecto amorfo e foi
adsorvente gel de silica 60 (0,063-0,200) da Merck. Nas croeromatografada em coluna de gel de silica 60 (60,0 g), usando-
matografias em camada delgada (0,3 mm) analiticas, a fasee como eluente misturas de acetato de etila em hexano com
estacionaria utilizada foi gel de silica GF-254 da Merck. Asgradiente crescente de polaridade. Com hexano / AcOEt (9:1),
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foram recolhidas sete frag6es, uma das quais (0,062 g) apresentda triterpenos. Esta constatagdo foi feita através da contagem
uma Gnica mancha, quando analisada por CCD (AcOEt/hexandos sinais presentes nos espectros de RMNe@etotalmente

2:3), apés revelacdo com o reativo de Liebermann-Burchard. Alesacoplado, e DEPT (9@ 135). A identificacdo dos triterpe-
anélise desta fracéo por IVTF, EMIE, RMN té e de'C per- nos foi conseguida, mediante a comparag¢do desses dados com
mitiu identificad-la como sendo uma mistura dos d&s 4.Com os descritos na literatura indicada.

hexano / AcOEt (8:2) foram recolhidas varias fracdes que foram A ocorréncia da mistura da e 3 amirinas L e 2) na
comparadas por CCD. Uma destas fracdes (0,59 g) que apresemsina € majoritaria em relagdo aos outros triterpenos. A iden-
tou-se quase pura foi recristalizada com acetona/hexano (3:7) fotificagdo destes triterpenos foi baseada na anélise, usando a
necendo um material cristalino (0,036 g). Anélise dos dadosnetodologia descrita por Olea e tolisando dados de RMN
espctrométricos de UV, IVFT e RMN revelou tratar-se de misturade *C e comparacdo destes com os valores descritos na litera-
das substancias e 6 .A agua mae foi concentrada e o residuo tura>®. Os dados de RMN d¥C estdo indicados na Tabela 1 .
obtido foi cromatografado, em coluna de silica gel 60 utilizando- O espectro de RMN d&H da mistura de8 e 4 apresentou

se 0s mesmos eluentes descritos anteriormente. As fragGa@ais simples na regido @ 0,8 a 1,0 que revelou o carater
coletadas com hexano / AcOEt (95:5) forneceram um materiafriterpénico de seus constituintes. Apds a identificagdo dos si-
puro (0,033 g). A andlise dos dados espectrais de RMNCde nais de cada terpehgresentes no espectro de RMN €,

H e IVTF deste material, permitiu identifica-lo como sendo umaobservaram-se os sinais de CH carbinélicos3es6,46 e 65,45,
mistura dos dois triterpenos tetraciclicos 8. além dos demais sinais semelhantes aos das séries oleanano e
ursano. Esta andlise permitiu identificar uma mistura de triterpe-
nos diidroxilados do tipo oleanano e ursano e colocar a segunda
hidroxila dos triterpenos na posi¢cdo 16, em ambos esqueletos
carbdnicos. Esta posicdo pdde ser estabelecida mediante a
constatacdo da existéncia de efeitasp ey, exercidos pela
presenca da hidroxila no carbono 16 nas moléculasatairina

(1) e dap-amirina @), tomadas como padrdo de compardcio

Para a breina3f notam-se diferencas nos deslocamentos
guimicos em torno de 8 ppm (efeify) para C-15, de 5 ppm
para C-17 (efeitd3), de 40 ppm para C-16 (efeim), de 6
ppm para C-22 (efeity) e de 7 ppm para C-28 (efeit,
guando comparados com os deslocamentos quimicos dos car-
bonos correspondentes daamirinal (Tabela 1).

No tocante ao maniladiol (4), as interacdes da hidroxila em
C-16 com os carbonos da vizinhanga, através dos efejtfis
ey, foram verificadas por comparag¢do com os deslocamentos
observados no seu analogo mono-hidroxiladf;amnirina @).

As diferencas aproximadas dos deslocamentos, foram observa-
das em cerca de 8 ppm para C-15 (ef@itpode 40 ppm para
C-16 (efeitoa), de 5 ppm para C-17 (efeif), de 8 ppm para
C-22 (efeitoy) e de 7 ppm para C-28 (efeiyp A presenca de
efeitoy (prote¢édo) no carbono 28, é o indicativo da configura-
¢do para a hidroxila do carbono 16 .Os deslocamentos qui-
micos destes e dos demais carbonos, com suas correspondentes
multiplicidades, tém valores concordantes com os da literatura
para o maniladi§l Na regi&o do infravermelho, além de outras
absorcdes presentes nas moléculascdafl amirinas { e 2),
observaram-se duas vibragdes de deformacéo axial C-O (1029
e 1050 cm), que podem ser correlacionadas com as hidroxilas
R Ri em C-3 e C-16. . ' o .
5 CH, H O espectro de massas da mistura obtido por injecéo direta
6 H CH, e impacto eletrénico (EMIE) 70 eV, comprova a presenca da
hidroxila no C-16 em ambas substancias através da fragmen-
tacao tipica por retro Diels-Alder ocorrida no anel C (m/z
442 - m/z 234), caracterizando a presenca de uma ligacao
24 dupla emA'? nos respectivos esqueletos, bem como a presen-
¢a dos grupos hidroxilicos no mesmo anel. A perda da metila
(C-28) do carbono 17, origina um cation formado por um
processo de fragmentacdo em etapa Unica (m/z 23w/z
219)7 Os esqueletos triterpénicos ursano e oleanano e seus
respectivos analogos substituidos, por serem isbmeros de po-
sicdo, possuem diferencas apenas na intensidade de alguns
fragmentos. Deste modo, o espectro de massas da mistura
mostra a presenca de picos comuns aos triterp@rod.

O espectro de RMN d&H da mistura de5 e 6 apresenta
quatro dubletos em 5,42 ; 5,48; 5,54 e 5,56 (J= 6,5 Hz) que
correspondem a hidrogénios de liga¢des duplas conjugadas.
A presenca de um dieno homoanular nas substancias foi
RESULTADOS E DISCUSSAO verificada pelo comprimento de onda méaximo da absorcao na

regido do UV da mistura em metandl,s, M = 280 nm

O extrato cloroférmico da resina & heptaphyllunfoi sub- (e= 4.624).Este valor esta de acordo com o célculo aproxima-
metido & separacdo cromatogréfica, originando misturas binariago utilizando a regra de Woodwdrgara dienos cisoides.
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Tabela 1. Dados de RMN dé3C de1-8 (5, CDCl 75 MHz)
0 deslocamento quimico (ppm)

C 1 2 3 4 5 6 7 8

1 38,27 38,27 38,33 38,04 36,83 36,67 32,00 32,95

2 26,78 26,49 26,74 26,74 25,16 27,79 26,67 26,58

3 78,54 78,54 78,44 78,44 78,23 78.21 75,58 75,96

4 38,11 38,14 38,27 38,27 38,41 38,25 37,13 36,89

5 54,70 54,75 54,75 54,75 50,66 50,66 44,35 44,05

6 17,86 17,96 17,82 17,82 17,86 17,86 18,26 23,46

7 32,17 30,78 32,45 32,21 31,64 31,54 28,45 117,72
8 39,17 39,34 39,59 39,41 40,17 37,00 133,85 145,23
9 47,23 47,28 46,53 46,37 154,04 153,80 132,46 47,85
10 36,44 36,46 36,36 36,82 38,18 40,17 36,73 34,35
11 22,89 23,04 22,88 23,02 114,86 115,23 21,01 17,07
12 123,95 121,26 124,60 121,78 122,54 120,23 26,37 30,76
13 139.10 144,68 137,53 143,05 140,72 146,59 42,34 42,89
14 41,26 41,62 43,57 43,31 42,65 42,28 50,52 50,52

15 27,68 27,64 35,51 35,13 27,79 25,16 32,01 31,95
16 26,49 26,16 66,46 65,45 25,66 26,76 28,84 29,75
17 33,26 31,99 38,05 36,81 33,17 31,59 46,50 47,75
18 58,63 47,18 60,29 48,65 56,85 45,11 15,37 12,43
19 39,15* 46,37 39,05 46,11 38,53 46,42 19,36 21,10

20 39,15* 30,57 39,01 30,36 38,95 30,58 44,19 49,19

21 31,82 33,26 30,05 33,70 30,73 34,13 181,10 181,49
22 41,05 36,68 34,71 29,14 40,90 36,57 25,28 25,49

23 27,89 27,89 27,63 27,63 28,19 28,20 24,49 25,28
24 15,17~ 15,12~ 15,08 15,08 16,88 15,13 26,34 123,20
25 15,17~ 15,12* 15,15 14,98 17,11 19,58 30,35 131,58
26 16,39 16,34 16,39 17,08 21,62 20,49 23,17 17,11

27 23,20 25,56 24,01 26,74 24,90 24,90 25,12 25,12

28 28,25 27,64 21,44 20,96 29,18 27,74 23,97 26,83
29 16,39 32,83 17,01 32,70 17,13 23,20 21,75 21,78
30 20,89 22,78 21,44 23,46 20,99 32,66 27,53 27,28

(*) indica que as respectivas atribuicdes podem ser revertidastiplicidade deduzida com base nos espectros DEPT (90
e 135).

Os deslocamentos quimicos dos carbonos olefinicos no esategracao aproximadamente duas vezes maior que o sinal em
pectro de RMN de'3C em & 154,04 (C-9), 140,72 (C-13), & 5,23, sugerindo que o préton vinilico endociclico esta pre-
122,58 (C-12) e 114,86 (C-11) sdo compativeis com 0 esquesente em apenas uma das substancias. Esses dados, assim
leto ursa-9(11):12-dieno, e os sinais 853,80 (C-9) 146,59 como a presenca das absor¢cfes no espectro de infravermelho
( C-13 ) 120,23, 115,23 (C-11) indicam o esqueleto oleanacorrespondentes a grupos carboxilicos (1702 Yne os si-
9(11):12-dieno. Os deslocamentos dos demais carbonos, comais emd 181,1 e 181,4 presentes no espectro de RHNGle
suas correspondentes multiplicidades, foram obtidos através dsfio compativeis com uma mistura constituida por &cidos
analise de espectros DEPT {96 135) e sdo idénticos aos triterpénicos tetraciclicos.
divulgados na literatura paraBdidroxi-ursa-9(11),12-dienol A analise dos dados mencionados sugere que a substancia
(5) e PB-hidroxi-olea-9(11),12-diengb6). mais abundante na mistura, seja o acide-t8droxi-tirucala-

As absorcdes na regido do infravermelho em 1631 e 83Z7,24-dien-21-6ico §), anteriormente isolado de resinas elemi
cm?, correspondentes ao die?d8*V12 presente nos esquele- extraidas de plantas do gén&anariunt’. Os dados de RMN
tos ursadieno e oleanadieno confirmam a identificacdo dos tride 1°C deste acido s6 foram descritos quando ele foi isolado de
terpenos5 e 6 em mistura. outra espécie de BurseraceaeAucoumea klaineatd Uma

Os hidrogénios carbindlicos presentes nas substan@ss comparacéo desses dados com os obtidos da mistura, identificou
apresentam-se no espectro de RMN*decomo singletos lar-  os deslocamentos quimicos da substaBgcia desse modo por
gos ©: 3,48 e 3,44), ao invés de duplos dubletos como obserexclusdo, deixou evidente os deslocamentos quimicas(da-
vados nos espectros dos demais triterpenos e que foram atribbela 1). Os dados de RMN d&C desta Ultima substancia, nédo
idos ao H-3 . Através da medida da largura do pico a meidoram encontrados na literatura, embora o triterpeno ja tenha
altura W, (6,8 Hz), pode-se estabelecer a estereoquimica dsido isolado anteriormente de outras resinas olébSadma
hidrogénio carbinélico dos triterpendse 8 como sendo B analise detalhada dos espectros totalmente desacoplados, DEPT
equatorial. Este fato esta de acordo com os deslocamentd®(® e 13%), bem como pela comparacdo dos mesmos com 0S
qguimicos para o carbono 3 @75,58 {7) e d 75,96(8) indi- de substancias anélogas descritas na litefattv® permitiu
cando a configuracdo axial para a hidroxila a ele ligada nostribuir os deslocamentos quimicos aos carbonos. de
dois triterpenos. Observa-se ainda naquele espectro a presencaO espectro de massas da mistura, forneceu um pico em e/m
de um hidrogénio vinilico (dubleto largo) en5,23 (J= 3,3 456 (25%), seguido da perda de um grupo metilico (15%) e de
Hz), caracteristico de ligagdo dupla em anel. Um outro hidrouma molécula de agua, resultando no pico base. Estes dados
génio apresenta-se como um tripleto em dd 5,07 (J= 6,6 Hzgstdo de acordo com as estruturas dos acidehidoxi-
podendo ser atribuido a presen¢a de uma ligagdo dupla na ctirucala-8,24-dien-21-6ico ea3hidroxi-tirucala-7,24-dien-21-
deia lateralA?* de triterpenos tetraciclicos. Este sinal apresentadico respectivamente pai&ae 8.
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CONCLUSAO 2.
Este trabalho mostra que utilizando-se, principalmente, os da- 3.
dos de RMN dé?C, com auxilio de outras técnicas, é possivel
identificarem-se substancias triterpénicas em misturas. A dificul-
dade de separacdo destas muitas vezes ndo justifica, quando o4.
objetivo for apenas registrar a composi¢do quimica da mistura,o 5,
gasto de tempo e o de material na obtencao das substancias purass.
Embora ndo exista trabalho publicado anteriormente relatando a 7.
composigdo quimica da resina oleos@déeptaphyllumha uma
comunicacac® que relata a presenca dee B amirinas, assim
como de taraxastan-3,20-diol, 20-hidroxi- taraxastan-3-ona e si-
tostenona, em resina de uma planta da mesma espécie, coletada
na Amazonia. A diferenga na composicao quimica das duas resi- 9,
nas evidencia, mais uma vez, que uma espécie em ambientes di-

8.

ferentes pode elaborar metabdlitos secundarios diferentes. O aci4Q.

do 3a-tirucalalan-21-6ico e derivados parecem ser caracteristicos

dessas resinas, ndo tendo sido encontrados em outras partes da .

plantas da familia Burseraceae ou em outras espécies vegetais.

12.
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