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RESUMO
A familia Meliaceae possui cerca 50 géneros e aproximadamente 700 espécies, geralmente
arbdreas de ocorréncia nas regides Pantropicais. Os metabdlitos predominantes na familia sao
os triterpenos com esqueletos cicloartano, damarano, tirucalano e apotirucalano além dos
triterpenos degradados (limondides e esterdides). O género Guarea apresenta cerca de 50
espécies, no entanto os estudos quimicos sdo limitados a dez espécies cujos relatos sdo de
sesquiterpenos, diterpenos e triterpenos (cicloartano, tirucalano, lanostano e apotirucalano),
além dos limondides. Apesar da ocorréncia de aproximadamente 30 espécies de Guarea no
Amazonas, existem poucos relatos sobre os estudos quimicos, o que nos estimulou a selecao
de G. convergens ocorrente no Amazonas. Assim, folhas e galhos coletados na Reserva
Florestal Adolfo Ducke foram submetidos a maceragao para obtencdo dos extratos organicos.
O fracionamento cromatografico dos extratos CH,Cl, e MeOH de folhas resultou no
isolamento dos triterpenos com esqueleto apotirucalano, 24R-acetoxi-25-hidroxi-3,7-oxo-
apotirucala-14-en-21,23-olideo (1) e 7,24R,25-trihidroxi-3-oxo-apotirucala-14-en-21,23-
olideo (4) e dos esterdides do tipo ergostano, ergosta-5,24-dieno-3P3,4f3,22S-triol (2) e
ergosta-5,24-dieno-3p,7a,21-triol (3). As substancias 1, 3 e 4 estdo sendo relatadas pela
primeira vez. Nos extratos dos galhos, além de B-sitosterol (5) foram isolados os triterpenos
do tipo tirucalano, melianona (6) e melianodiol (7). Esse € o primeiro estudo quimico da
espécie G. convergens cujos compostos isolados e identificados fornecem contribuicdes para

o conhecimento da quimiossistematica da ordem Rutales.

Palavras-chave: Reserva Ducke, Meliaceae, Guarea convergens, triterpenoides, RMN



ABSTRACT

The Meliaceae family comprises has about 50 genus and approximately 700 species, generally
arboreus, occurring in regions Pantropical. The predominant metabolites in the family are
triterpenoids with cycloartane, dammarane, tirucallane and apotirucallane skeleta, further
degraded triterpenoids (limonoids and steroids). The genus Guarea possesses about 50
species however chemical studies are limited to ten species, whose reports are sesquiterpenes,
diterpenes and triterpenes (cycloartane, tirucallane lanostane and apotirucallane), further
limonoids. Although the occurrence of approximately 30 species of Guarea in Amazon have
few relates on chemical studies, this acted as stimulus for our investigation about Guarea
convergens T.D. occurrent in Amazon. Thus, leaves and branches collected in the Adolpho
Ducke Forest Reserve were submitted to maceration to obtain the organic extracts. The
chromatographic fractionning of the CH,Cl, and MeOH leaves extracts led to the isolation of
apotirucallane triterpenes: the 24R-acetoxy,25-hydroxy-3,7-dioxo-apotirucalla-14-en-21,23-
olide (1) and the 7a,24R,25-trihydroxy-3-oxo-apotirucalla-14-en-21,23-olide (4), steroids:
ergosta-5,24-diene-3f3,43,22S-triol  (2) and ergosta-5,24-diene-3f3,70-21-triol  (3). The
compounds 1, 3 and 4 are being reported for first time. The CH,Cl, branches extract yielded a
mixture of steroids (B-sitosterol and stigmasterol, 5) and the tirucallane triterpenes namely
melianone (6) and melianodiol (7). This is the first chemical study effected with species G.
convergens whose isolated and identified compound provide contributions to knowledge of

the chemosystematic of the Rutales order.

Keywords: Reserva Ducke, Meliaceae, Guarea convergens, triterpenoids, NMR
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1. INTRODUCAO
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1.1 A familia Meliaceae

1.1.1 Ocorréncia e aspectos botdnicos

A ocorréncia de Meliaceae se restringe a regides Pantropicais (Figura 1)
compreendendo cerca de 50 géneros e 700 espécies (MOBOT, 2010; PENNINGTON &
STYLES, 1975). As espécies geralmente sdo arbdreas, algumas possuindo madeiras com
grande valor comercial para o setor madeireiro, como por exemplo, espécies de Cedrela
fissilis Vell. (cedro), Swietenia macrophylla Kyng (mogno) e Carapa guianensis Aubl

(andiroba) (ANGELO et al, 2001).

Fonte: http://www.mobot.org/mobot/research/apweb/

Figura 1. Regides Pantropicais de ocorréncia de Meliaceae
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No século XIX, Meliaceae era posicionada na ordem Geraniales (BENTHAM &
HOOKER, 1862), mas com a constru¢do da classificacdo evolucionista e o surgimento de
ferramentas como a filogenética e andlise de novos caracteres botanicos, a familia foi
posicionada em Rutales, agrupada na maioria dos sistemas botanicos com Rutaceae,
Simaroubaceae, Burseraceae e Cneoraceae. O sistema de CRONQUIST (1981), um dos mais
tradicionais, reine em Sapindales as familias previamente classificadas em Rutales e algumas
de Geraniales (Esquema 1).

Com o surgimento do Grupo de Filogenia das Angiospérmicas (APG, 1998; APG II,
2003; APG III 2009) varios agrupamentos tém sido propostos, sendo sua classificacdo
botanica baseada na combinagdo de métodos da sistemdtica filogenética e evidéncias
moleculares (sequenciamento de segmentos de DNA). Neste sistema, a familia Meliaceae €
posicionada na ordem Sapindales juntamente com oito familias, apresentando aproximacoes
com Simaroubaceae e Rutaceae (+Cneoraceae) (Figura 2). De fato, estas trés familias estao
biossinteticamente relacionadas, produzindo como principais metabdlitos secundarios
triterpenos  degradados, como limondides (Rutaceae e Meliaceae) e quassindides

(Simaroubaceae).
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Esquema 1. Sistemas taxondmicos tradicionais da familia Meliaceae (MEEUSE, 1983)
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Fonte: http://www.mobot.org/mobot/research/apweb/

Biebersteiniaceae

Nitrariaceae

Kirkiaceae

Burseraceae

Anacardiaceae

Xanthaceras

Aceroideae

Dodonaeocideae

Sapindoideae

Simaroubaceae

Meliaceae

Cneorum, etc.

Ruta, etc.

2anthoxylum

Phellodendron, etc.

Sapindaceae

Rutaceae

Figura 2. Cladograma com a classificagdo botanica de Sapindales proposta pelo APG
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1.1.2. Aspectos fitoquimicos

Na familia Meliaceae predominam os metabdlitos secundérios oriundos da via do
acetato, que da origem a diversos terpendides. Os triterpenos relatados sdo principalmente
derivados do protosteril, precursor dos triterpenos cicloartano ou do céation damarenil,
precursor dos triterpenos damarano, tirucalano e apotirucalano (Esquema 2). O damarenil é
também precursor dos tetranortriterpenos, conhecidos como limondides ou meliacinas. Os
limondides e os apotirucalanos sdo considerados marcadores quimicos, devido sua ocorréncia
ser restrita em Meliaceae, Rutaceae e Simaroubaceae, mostrando afinidade entre os ancestrais
botanicos destas familias. Em Meliaceae, os limondides ocorrem em cerca de 20 géneros e
apresentam grandes variagdes estruturais, envolvendo alta degradacdo oxidativa e rearranjos
(ROY, 2006).

A azadiractina,é um dos mais relevantes limondides potencialmente ativos o qual é
extraido da espécie de origem asidtica Azadirachta indica (Figura 3), conhecida por Neem.
Considerado um dos mais importantes inseticidas naturais devido a sua baixa toxicidade aos
mamiferos e alta mortalidade em insetos pragas, sua agao inseticida foi comprovada como
atividade antialimentar e interferéncia no funcionamento de glandulas enddcrinas que
controlam a metamorfose em insetos. (BUTTERWORTH & MORGAN 1968; ZANNO et al.,

1975; KRAUS et al., 1985).
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Azadirachta indica

Azadiractina

Fonte: www.arbocenter.com.br/mat_nim.htm

Figura 3. Limondéide de Azadirachta indica com atividade inseticida

Uma espécie muito conhecida na Regido Amazodnica pelo potencial inseticida é
Carapa guianensis (andiroba) cujo 6leo obtido da semente € utilizado pelos nativos,
principalmente como repelente, além do uso contra parasitas, antiinflamatorio e analgésico
(CORREA., 1926). Apesar do uso intenso deste 6leo como repelente, existem poucos relatos
sobre ensaios biolégicos que comprovam esta acdo ou a¢do inseticida. Nos estudos do 6leo da

andiroba foram identificados limondides derivados da gedunina (Figura 4) com atividade

contra formiga cortadeira (Atta sexdens rubropilosa) (AMBROZIN et al., 2006).

~

(2) R1=R3=H ) R2=OAC
(3) R1:R2:OAC 5 R3:H
(4) R1: H 5 R2: R3:O

(5) R1=R3=H ) R2=OH

FONTE:www.achetudoeregiao.com.br/ ) 1)

\Arvores/Arvores. gif/andiroba.jpg /

Figura 4. Derivados de gedunina isolados de C. guianensis com atividade contra A. sexdens
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Esquema 2. Principais rotas biossintéticas dos metabdlitos de Meliaceae
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1.2. Triterpenos tirucalano e apotirucalano de Meliaceae

A ocorréncia de triterpenos com esqueleto tirucalano € predominante nas familias
agrupadas de acordo com APG na ordem Sapindales: Meliaceae, Rutaceae, Anacardiaceae,
Julianiaceae [sin. Anacardiaceae] e Sapindaceae. Outras familias de ocorréncia deste tipo de
triterpeno sdo Asteraceae [sin. Compositae, ordem Asterales] e Euphorbiaceae (ordem
Malpighiales). Os triterpenos com esqueleto apotirucalano t€ém ocorréncia restrita nas familias
Meliaceae, Rutaceae e Simaroubaceae e sdo derivados tirucalano (Esquema 2).

Em Meliaceae, os triterpenos do tipo tirucalano com cadeia lateral aberta ocorrem
principalmente em espécies de Trichilia, Turrea e Dysoxylum (Tabelas 1 e 2). Para os triterpenos
com cadeia lateral ciclizada, a ocorréncia € registrada em apenas cinco espécies (Tabela 3). Os
triterpenos com esqueleto apotirucalano também conhecidos como protolimondides (Tabelas 4-
12), tem ocorréncia ampla em Meliaceae, predominando os de cadeia lateral ciclizada em
espécies de Chisocheton, Aglaia, Cedrela, Melia, Dysoxylum e Turrea. Os triterpenos conhecidos
na literatura como glabretal, apresentam esqueleto apotirucalano com um ciclopropano entre C-
14 e C-18 e foram registrados em Meliaceae apenas nas espécies Cedrela sinensis e Guarea
Jjamaicensis (Tabelas 11 e 12).

Com relacdo a atividade bioldgica, os triterpenos dos tipos tirucalano e apotirucalano
isolados na familia possuem potencial citotoxico em diversas linhagens de células. Dimacrina H
e J (Tabela 1), B e C (Tabela 2) isolados de Dysoxylum macranthum, disorona E (Tabela 6) de D.
roseum mostraram atividade em carcinoma bucal (KB). Protoxylocarpinas A-F (Tabela 7) de
Xylocarpus granatum foram promissoras nos ensaios em células cancerigenas do célon do utero

(HCT-8), hepatocelular (Bel-7402), ovério (BGB-823, A2780) e pulmao (A549). Em células
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leucémicas (P-388), vdrios triterpenos com esqueletos glabretal e apotitucalano de Cedrela

sinensis mostraram-se promissores, no entanto o triterpeno apotirucalano 11 (Tabela 5) foi mais

ativo.

Tabela 1. Triterpeno tirucalano com cadeia lateral aberta e ep6xido (C-24 e C-25)

Nome R, R, R; R, R; R; R, Ocorréncia
e Thichilia schomburgkii’
(1) Nilicitina H H O Me H Me OH  Turraeae nilotica®
Dysoxylum variabile®
T. schomburgkii'
(2) Dihidro nilicitina H H OH Me H Me  OH . cromorsttl
T. nilotica
D. variabile’
(3) Epoxitriol H H OH Me H CH,OH OH Entandrophragma angolense®
(4) Divariabilina E H OH O Me H Me OH D. variabilé®
(5) Divariabilina F H H O Me MeO Me OH
(6) Divariabilina G e H H H OH Me H Me OH
(7) Dimacrina H OH H O CH,0OH H Me O  Dysoxylum macranthum®
(8) Dimacrina I H H OH CH,OH H Me OH
(9) Dimacrina J OH H OH Me H Me OH

1. TINTOetal., 1991; 2. MULHOLLAND & TAYLOR., 1988; 3. LIU et al., 2001; 4. OKORIE et al., 1977; 5. MOHAMAD

etal., 1999
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Tabela 2. Triterpeno tirucalano com cadeia lateral aberta

1| I
Nome R, R, R; R, Rs; Ry Ocorréncia
(1) Piscidol A I o Me H Me H OH ;Ziiziel;i Snci?ootlzg;grgkiil
Owenia cepidora3
(2) Dimacrina A I 0 CH,OH H Me OH O
(3) Dimacrina B I 0 Me OH Me H (0]
(4) Dimacrina C I 0 CH,OH H Me H (0]
(5) Dimacrina D I 0 Me H Me H O Dysoxylum macranthu®
(6) Dimacrina E I OH CHO H Me H (0]
(7) Dimacrina F I OH CH,OH H Me H H
(8) Dimacrina G I 0 Me H OH OH H

1. TINTO et al., 1991; 2. MULHOLLAND & TAYLOR., 1988; 3. MULHOLLAND et al., 1998; 4. MOHAMAD et al., 1999
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Tabela 3. Triterpeno tirucalano cadeia lateral ciclica

OH
R
(0}
I
Nome R, R, Ocorréncia
a 1 (0] MeO Cedrela sinensis"
2) 1 OH MeO Aglaia duperreand®
(3) Melianodiol 1 o OH Guarea glandiflora®
(4) Melianona I o OH Guarea glandiflora®
(5) Turreanthina 1I AcO OH Entandrophragma spicatum’®

(6) 21,24-Epodxi-25-hidroxitirucal-7-en-3-ona 111 (0]

H Owenia cepiodora’®

(7) Bourjotinoolona A I O

Guarea glandiflora®

OH Owenia cepiodora®

1. MITSU et al., 2007; 2. XIE et al., 2007; 3 .JIMENEZ et al., 1998; 4. CONNOLLY et al., 1981; 5. MULHOLLAND et al.,

1998

Tabela 4. Triterpeno apotirucalano de cadeia lateral aberta

Ry
R
Nome R R, R, R; R, R; Ocorréncia
(1) Chisamol F I AcO OH CH,0OH OH OH OH  Chisocheton siamensis"

(2) Protoxilogratina B 1II o AcO COOH

H (0] OH  Xyloncapus gmnatumz

1. XIE et al., 2009; 2. HU et al., 2010
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Tabela 5. Triterpeno apotirucalano de cadeia lateral ciclica

Nome R, R, R; R, R; Ocorréncia

(1) CrisiamolDe E 1 H AcO OH MeO Me
Chisocheton siamensis"

2) | H AcO OH OH Me
(3) Agrupol A I H OH OH MeO Me
(4) Agrupol Be C I H OH AcO MeO Me Aglaia duperreand’
5 I H OH OH MeO Me
6) I H O OH MeO Me
7) I H Pre* OH MeO Me Cedrela sinensis®
) I H Pre? OH MeO CH,0H
(9) Meliavolkenina I AcO Gli* AcO OH Me Melia volkensii®
(10) 21(1—Ac'et11 1I H OH OH H - M. toosendan®
toosendantriol

1. XIE et al., 2009; 2. XIE et al., 2007; 3. MITSU et al., 2007; 4. ZENG et al., 1995; 5. NAKASHI et al., 1986

Legenda - Pre* - (CH;)C;HOO; Gli*- C¢H;COO
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Tabela 6. Triterpeno apotirucalano de cadeia lateral ciclica série disorona

Nome R R, R, Ocorréncia
(1) Disorona A CH,0OH (0] H
(2) Disorona B CH,0OH H OH
(3) Disorona C Me (0] H
1
(4) Disorona D Me H OH Dysoxylum roseum
(5) Acetato de Disorona A CH,0Ac 0 H
CH,OAc H (0]

(6) Acetato de Disorona E

1. ADESANYA et al., 1991
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Tabela 7. Triterpeno apotirucalano com cadeia lateral ciclica (5-membros) e carbonos olefinicos

no anel A

Nome R, R, R; Ry R; Ocorréncia
(1) Gentinona C | OH Pre? OH OH OH
(2) Gentinona D I OAc Pre* OH OH OH L
Aglaia argentea
(3) Gentinona A I OH Pre? OH -- --
(4) Gentinona B II OAc Pre’ OH -- --
(5) Holstinona A I OH H MeO OH MeO  Turrea holstii*
(6) Holstinona B T. holstii®
OH H MeO OH OH
(Protoxilocarpina D) I © Xylocarpus granatum’
(7) Holstinona C I OH H MeO OH OH T holstii®
(8)P rotoxilocarpina Ae B 1 OH H EtO OH OH
(9) Protoxilocarpina C I OH H EtO OH EtO  X. granatum’
(10) Protoxilocarpina E I AcO H MeO OH OH
(11) Protoxilocarpina F I AcO H H OH OH
(12) Protoxilocarpina G I AcO H H OH OH  X. granatum®
(13) Protoxilocarpina H I AcO H H -- -
(14) Protoxilogratina A 1I OH H MeO -- - X. granatums
(15) Naheedina I AcO OH OH H H p
Azadirachta indica
(16) Acetato de naheedina I AcO AcO AcO H H

1. OMOBUWAJO et al., 1996; 2. MULHOLLAND et al., 1999; 3. CUI et al., 2009; 4. PUDHO et al., 2009; 5. LI et al., 2008;
6. SIDDIQUI et al., 1992

Legenda: Pre" - C,HsCH(CH3)COO
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Tabela 8. Triterpeno apotirucalano com cadeia lateral ciclica (6-membros)

Nome R, R, R; R, R; Ocorréncia
1) Pre* OH H Me OH
?2) Pre? OH H CH,OH OH
Cedrela sinensis"
A3) Pre* OH MeO Me OH
(€)) Pre” OH MeO Me MeO
(5) Chisiamol A AcO AcO H Me OH Chisocheton siamensis”

1. MITSU et al., 2007; 2. XIE et al., 2009

Legenda: Pre*-(CH;),C,HCOO
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Tabela 9. Triterpeno apotirucalano com cadeia lateral ciclica (7-membros)

I 1l I
Nome R R’ R’ R’ Ocorréncia
(1) Chisiamol B mar - Aco OH OH OH
(2) Chisiamol C mar - Aco AcO OH OH
. . 1
3) | 0 AcO OH OH Chisocheton siamensis
1I (0] AcO - -

(4) Acetato de sapelina E

1. XIE et al., 2009

28



Tabela 10. Triterpeno apotirucalano com anel A-seco

OH

R,
MeO
1I
Nome R, R, R; R, R; Ocorréncia
€)) | OH (@) OH AcO OH
Trichilia emética*

2) | OH (@) AcO OH OH

A3 I AcO MeO AcO OH H

4 1I AcO MeO AcO - -- T. elegans2

5) I AcO MeO AcO OH OH

1. GUNATILAKA et al 1998; 2. GARCEZ et al 1996



Tabela 11. Triterpeno glabretal com cadeia lateral ciclica (5-membros)

Ry—_O Rs
Ry
Nome R R! R* R’ R* R’ Ocorréncia

) Pre® OH  MeO OH OH Me
2) Pre® OH MeO  OH OMe Me
@) Pre’ OH MeO OH OH  CH,0H Cedrela sinensis'
5) Pre* OH MeO OH MeO  CH,OH
(6) Pre” OH MeO OH H CH,
7) AcO AcO AcO AcO AcO Me Guarea jamaicensisz

1. MITSU et al., 2005; 2. HARDING et al., 2001a

Legenda : Pre” - (CH;)C,HOO
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Tabela 12. Triterpeno glabretal com cadeia lateral ciclica (6-membros)

Nome R R' R’ R’ R* R’ Ocorréncia
) Pre? OH MeO OH OH Me
@) Pre* OH MeO OH MeO Me
T Cedrela sinensis"

3) Pre OH MeO OH OH CH,OH

Pre? OH H OH OH Me
)

AcO AcO AcO AcO OH Me . . .2
5 Guarea jamaicensis

1. MITSU et al., 2005; 2. HARDING et al., 2001a

Legenda: Pre” - (CH;)C,HOO
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1.3. Esterdides de Meliaceae (Pregnano e Ergostano)

Os esterdides de Meliaceae sdo encontrados principalmente com esqueleto pregnano ou
ergostano. O tipo pregnano, o qual € originado do protosteril pela perda de 6 dtomos de carbono
da cadeia lateral (Esquema 3), € comum em vdrias espécies de Trichilia, Azadirachta, Aglaia,
Melia e Cipassa (Tabelas 13-16). Conforme mostra a tabela 17, os esterdides do tipo ergostano
em Maliaceae sdo relatados em Dysoxylum malabaricum, Trichilia lepidota e Melia azadirach.
No esterdide S isolado em M. azaderach é relatada atividade moderada contra células

cancerigenas em glandulas (A549), pulmao (H460) e glioma (U251).

Esquema 3. Origem biossintética dos esterdides de Meliaceae

........................................................................................................................................................

- Esteréides
Meliaceae
Cétions protosteril Metilado l l Perda da cadeia
l em C-24 lateral
Cicloartanos

HO

HO
P
Ergostano fegnano

.......................................................................................................................................................



Tabela 13. Ester6ides com esqueleto pregnano predominantes em Meliaceae

R5 RS
R Ry
R] 4 Rl
R, R;
R ks 0|
I
Nome R, R, R; Ry R; Ocorréncia

Trichilia schomburgkii'

(1) 2B,3B,4B-Trihidroxipregnanona I OH OH OH O Me  Azadirachta indica®

T. claussenii®

A. indica”
(2) 20,30,4p-Trihidroxipregnanona I OH OH H O Me 1 schomburgkii®

T. claussenii®

: 4
N . I OH OH H 0 Me Aglaia glandis
(3) 2B,3B-Dihidroxi-5a-pregnanona T claussenii’
(4) 3p,4B-Dihidroxi-2p-acetoxipregnanona I~ AcO OH OH 0 Me  Cipassa baccifera®
(5) 3B,4a-Dihidroxipregnanona I H OH OH 0 Me  Trichilia connaroides®
(6) 20,3B-Dihidroxipregnanona I OH OH H © Me Melia volkesii’
(7) 20,3B,4p -Trihidroxipregnanona I OH OH OH 0 Me Azadirachta indica®
(8) 2B,3B,4p- Triacetoxidroxipregnanona I A0 AcO - AcO 0 Me
A0 AcO q o M Trichilia claussenii®

(9) 2B,3B-Diacetoxi-pregnanona I ¢ ¢ ¢
(10) 20-Metoxi,3B-hidroxipregnanona I MeO OH H o Me Aglaia lawii®
a1 I OH OH H o Me
12) I H OH OH o Me

Melia azadirach™
(13) 20,3a,16B-Trihidroxipregnan-20R- I OH OH H OH Pre’

metacrilato

1. KETWARU et al 1993; 2. SIDDIQUI et al., 2008; 3. PUPO et al., 1997; 4. INADA et al., 1997; 5. LIN et al., 2008; 6. WANG
et al., 2008; 7. ROGERS et al., 1998; 8. SIDDIQUI et al., 2008; 9. MOHAMAD et al., 1999; 10. WU et al., 2009

Legenda: Pre’- O,C(CH,)CH;
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Tabela 14. Esterdides com esqueleto pregnano C19-Oxigenado

OA =0
R;
Ry
IT
Nome R, R, Ocorréncia
Trichilia claussenii®
(1) 2B,3B-Dihidroxipregnan-16-ona I OH OH 5
Melia volkesii
(2) 2B,3B- Diacetooxipregnan-16-ona I AcO AcO 3
T. claussenii
(3) 3B,19- Diacetooxipregnan-2,16-diona I (0] AcO

1.PUPO et al., 1997; 2. ROGERS et al., 1998; 3. PUPO et al., 1997

Tabela 15. Ester6ides com esqueleto pregnano com dupla ligagdo C-17

—0 —0
Rl R 1
Ry I R,
R3 R3 II
Nome R, R, R; Ocorréncia
(1) Aglawona H H OH H Aglaia lawii*
1

(2) Volkendousina I H OH OH A. lawii

Melia volkesii*

I OH OH H

(3) 2B,3B-dihidroxipregnano-16-ona A. glandis®

1.QIU et al., 2001; 2. ROGERS et al., 1998; 3. INADA et al., 1997
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Tabela 16. Ester6ides com esqueleto pregnano com dupla ligagc@o ou cetona em C-20

0}
— \
Rl Rl Rl
R R R
? Rs I ? Rs 11 ? R; I
Ry R, OH R,
Nome R, R, R; Ry Ocorréncia
(1) 28,3B,5B-Trihidroxi-pregn-20-en-6-ona I OH OH OH o
(2) 2B-Hidroxi-pregn-7,20-dien-6-ona II H OH H o Turreae pubescens'
(3) 3B-acetoxi-pregn-7,20-dien-6-ona II H AcO H o
(4) 3B,4a-dihidroxi-pregnan-21-ona I H OH H H Trichilia connaroides”
1. WANG et al., 2006 2. WANG et al., 2008
Tabela 17. Ester6ides com esqueleto ergostano
Ry |
R;
R R,
R,
Nome R R, R, R; R, Ocorréncia
N . OH H OH H H
(1) Ergosta-5,24(24’)dieno-3f3,43,20S-triol Dysoxylum
L1
(2) Ergosta-5,24(24")dieno-3p,70,20S-triol OH ~OH H H  OH malabaricum
(3) 24-Metileno-12-hidroxicolesterol OH H H OH H
Trichilia lepidota®
3k
(4) 24-Metileno-12pB-hidroxicolest-4-en-3-palmitato H H OH H
OH H OH OH OH Melia azadirach’

(5) (20)-5,24(28)-Ergostdieneno-3f,7a,123,20-tetrol

1. GOVINDACHARY et al., 1997; 2. PUPO et al., 2002

Legenda: R*= CO(CH,),,CH;
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1.4. Género Guarea

O género Guarea apresenta cerca de 50 espécies, o que corresponde a 9% de todas as
espécies da familia Meliaceae, sendo ocorrentes nas regides da America tropical e Africa.

A espécie G. trichilioides popularmente conhecida como carrapeta-verdadeira produz
latex amargo utilizado como adstringente, vermifugo, purgativo, febrifugo e dependendo da dose
¢ abortivo. O cozimento das cascas das raizes € utilizada no amazonas no tratamento de
hidropsia, gota e artrite (CORREA, 1926).

Os estudos quimicos sdo relatados em 10 espécies, no entanto tem sido concentrados
principalmente em G. macrophylla e G. guidonia, sendo os relatos de G. guidonia também
encontrados para as espécies com as sinonimias G. glandiflora, G. trichiliodes e Samyda
guidonia. Quanto aos metabolitos secunddrios, com os estudos quimicos com diversas espécies
ficou evidenciada a predominancia de terpenos tais como sesquiterpenos, diterpenos e triterpenos
incluido os degradados.

Os sesquiterpenos sdo principalmente dos tipos eudesmano em G. guidonia (LAGO et al.,
2002) (Quadro 1), aromadendrano, entre outros (Quadros 2 e 3) de G. macrophylla (LAGO et al.,
2000), G. kunthiana (GARCEZ et al., 2004) e G. guidonia (RAMOS et al., 2000; LAGO et al.,
2002). Os diterpenos com esqueleto isopimarano (Quadro 4) sdo encontrados em G. macrophylla
(LAGO et al., 2005) e com esqueleto labdano (Quadro 5) em G. macrophylla e G. trichilioides:
(LAGO et al.,, 2005; 2000; FURLAN et al., 1996). Conforme mostra o quadro 6, outros
diterpenos encontrados no género sdo dos tipos clerodano, sandocopiramarano e derivados

manoila.
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Os triterpenos encontrados sdo cicloartano, tirucalano, lanostano e apotirucalano
(glabretal), conforme mostram os quadros 7-9. Os triterpenos cicloartano com diferentes cadeias
laterais foram relatados em G. macrophylla (LAGO et al., 2000; LAGO & ROQUE, 2002) e G.
guidonia (LAGO et al., 2002). Os triterpenos com esqueleto tirucalano e lanostano tem pouca
ocorréncia em Guarea (Quadro 8); 3 tirucalano foram identificados em G. glandiflora JIMENEZ
et al.,, 1998) e G. Guidonia (LINS et al., 1992) e 2 do tipo lanostano isolados de G.
rhophalocarpa [sin. G. tuisana], estes foram testados em Leishmania donovani e Trypanosoma
brucei (CAMACHO et al., 2001). Os triterpenos do tipo conhecido como glabretal (apotirucalano
e ciclopropano em C-18) com diferentes substituintes em C-3 (Quadro 9) foram encontrados em
G. glabra (FERGURSON et al., 1973), G. carinata (PEREIRA-JUNIOR et al., 2003) e G.
Jjamaicensis (HARDING et al., 2001a).

Os derivados da gedunina (Quadro 10) foram identificados na espécie G. guidonia
(LUKACOVA et al., 1982) e suas sinonimias G. glandiflora JIMENEZ et al., 1998; BEVAN et
al., 1963; HOUSTLEY et al 1962) e G. trichiliodes (WOLTER et al., 1993). Nesta espécie
também sao relatados limondides prieurinina (61) e 14,15-epoxiprieurianina (62) que apresentam
clivagens complexas nos anéis A e B, cujos estudos farmacoldgicos comprovam atividade

citotoxica significante em células leucémicas (P-388) (LUSCOVA et al., 1982).

Outros constituintes identificados no género Guarea foram os esterdides B-sitosterol e
estigmasterol em G. guidonia, G. macrophylla, G. rhophalocarpa e G. cedrata (LAGO et al.,
2000; 2002; CAMACHO et al., 2001; BEVAN et al., 1963). Com relacdo aos metabdlitos nao
terpenoidico apenas uma cumarina conhecida como escopoletina foi identificada em G.

rhophalocarpa (CAMACHO et al., 2001).
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Apesar da ocorréncia de aproximadamente 30 espécies de Guarea no Amazonas existem
poucos relatos sobre estudos quimicos e/ou farmacolégicos o que nos estimula a escolha de uma

espécie ocorrente na regido para estudo fitoquimico.

Quadro 1. Sesquiterpenos do tipo eudesmano de Guarea guidonia

=
<" "oH
(1) Eudesm-6-en-4p-ol (2) Eudesma-5,7 dieno (3) Eudesma-4,11 dieno
HO,,
(4) Eudesma-5,7-dien-2-ol (5) 50,60,70,80-Diepoxi-eudesmano (6) B-Selineno
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Quadro 2. Sesquiterpenos aromadendrano de G. macrophylla, G. kunthiana e G. guidonia

HO :

OH

(8) Espatuygol'? 9) Palustl@lH

(10) 3-Ox0-1OB-allo-aromadendranol3 (11) 3-Ox0-9 B,1OB-aromadendrandiol3 12) 4[3,10(1—Aromadendrandiol3

1)G. macrophylla, 2)G. kunthiana 3)G. guidonia

Quadro 3. Outros sesquiterpenos de G. macrophylla, G. guidonia e G. kunthiana

(13) Guai-6-en-10B-ol"? (14) Alismol® (15) Alisméxido®

1) G. macrophylla, 2) G.guidonia, 3) G. kunthiana
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Quadro 4. Diterpenos isopimaranos de G. macrophylla

(17) R=0 Isopimara-7,15-dien-3-ona
(18) R=0OH Isopimara-7,15-dien-3-ol

(20) 19-Nor-isopimara7,15,4 (18)-
trien-3-ona

(16) Isopimara-7,15-dien-2a-ol

(19) 7a-Hidroperoxi-isopimara-8(14),15-
dieno-2 a,3B-diol

Quadro 5. Diterpenos labdanos de G. macrophylla e G. trichilioides:

T

OH .

(21) R= Labda-8,14-dien-13-ol' (23) R=OH B 3[3—Hidroxi—1abd—8(17),12Z,14—triene2
“ (24) R=OH «a 3a-Hidroxi-labd-8(17),122,14-trien02

(22) R= , OH Labda-8,13E-dien-15-ol" (25) R=0 3 — Oxo-labd-8(17),12Z,14-trieno*

1) G. macrophylla 2) G. trichilioides
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Quadro 6. Diterpenos clerodano, sandocopiramarano e derivados manoila de Guarea spp

/ p
0) HO.
I
HO
(26) Oxido de manoila'* (27) 19-Hidr6xi-6xido de manoila'” y
(28) Fitol ™
OH
OH
(29) R=0 (-)2-Ox0-13-hidroxi-3- 14-clerodandieno® -_CH20H
(30) R=H 13-Hidr6xi-3-14-clerodandiene® (31) Ent-8,15-sandacopimaradieno-2,18-diol®

1) G. macrophylla (LAGO et al., 2000; 2005) 2)G. carinata (PEREIRA-JUNIOR et al., 1990) 3)G. trichilioides
(GARCEZ et al., 2004; FURLAN et al., 1996) 4)G. guidonia (LAGO et al., 2002) 5) G. rhophalocarpa
(CAMACHO et al., 2001)
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Quadro 7. Triterpenos cicloartano de G. macrophylla e G. guidonia

=

(32) Cicloarta-23,25-dien-3 -ona! R =§/\/W/

K
33) 25-Hidroxicicloart-23-en-3-ona’ R= OH

X

(34) 23 Hidroxicicloart-24-en-3-ona’ R=W

M
(35) Cicloarta-23-en-3p,25-diol" R= = o

M
(36) 22,25 Dihidrocicloart-23E-en-3-ona' R= OH

(37) (23)- Cicloarta-24- eno-3p,23-diol'?

(39) 3B-Hidroxicicloart-24-en-23-one'”?

1) G.macrophylla 2) G. guidonia

42



Quadro 8. Triterpenos do tipo tirucalano de G. glandiflora e G. guidonia e do tipo lanostano de

G. rhophalarcarpa

>&f
(41) R=0OH,OH ; R, = Melianona’

(42) R=OH ; R;=

Melianodiol*

(43) R=0 23-Hidroxi-50-lanosta-7,9(11), 24-trieno-3-ona’
(44) R=0OH 5-Lanosta-7,9, 24-trien0-3oc,23-diol3

>&\)
(40) R=AcO,H; R;= 210-Acetilmelianona!

1) G. glandiflora 2) G. Guidonia 3) G. rhophalarcarpa
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Quadro 9.Triterpenos glabretal de G. glabra, G. carinata e G. jamaicensis

45)R=0 Tiglato

(46) R= OH Glabretal'

OH

%

@47)R= © Cetona glablretal1

3

48 R= © a-Hidroxiisovalerato'

+

49)R= © Acrilato!

T

SO)R= © Angelatol

. (52) 21,23-epoxi,3a,70,21,24,25-pentacetoxi-
(51) 7-0-Acetilchisocheton’ hidroxi-4a,4,8p-trimetil-14,18-ciclo-5a-13
o,140,17a-cole stano’

1) G. glabra 2) G. carinata 3) G. jamaicensis



Quadro 10. Limonéides de G. thompsonii, G. kunthiana, G. guidonia e de suas sinonimias

(53) R= AcO, R,=Me Gedunina'
(54) R=0, R,=Me 7—Deacetoxi—7—oxo—gedunina2

(56) R=0, R,=H 7—0x0—gedu1‘1ina2

(57) R=AcO 6a—acetoxigeduninal
(58) R=H Dihidrogedunina’

(59) 7-oxodeacetoxidihidro-a-gedunol®

(55) R=0OH , R,=Me 7-Desacetoxi-7-hidroxiazadirona®

CO,Me

(60) Metil 60,1 2a—diacet0xiangolensat04

(62) 14,15-epoxiprieurianina’

(61) Prieurinina C/ o

AcO

COOMe

(63) Ecuadorina®

1)G. glandiflora 2) G. guidonia 3) G. trichiliodes: 4)G. thompsonii 5)G. kunthiana
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2. OBJETIVOS
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2.1 Geral

Realizar o estudo fitoquimico da espécie Guarea convergens (Meliaceae), com intuito de
isolar e identificar os metabdlitos secundarios visando utilizar métodos cientificos classicos na

busca do conhecimento quimico.
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3. EXPERIMENTAL
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Os estudos quimicos foram desenvolvidos no Laboratério de Quimica de Produtos
Naturais (LQPN) da Coordenacdo de Pesquisas em Produtos Naturais (CPPN) do Instituto

Nacional de Pesquisas do Amazonas (INPA),
3.1 Material

Solventes: Nas andlises cromatograficas foram utilizados solventes comerciais destilados no
LQPN-INPA e nos experimentos de RMN utilizaram solventes deuterados.

Cromatografia em Camada Delgada (CCD): Foram utilizadas cromatofolhas de aluminio de
silica gel 60 (0,2 mm de espessura) com indicadores de fluorescéncia em 254 nm.

Reveladores: Vanilina sulftrica

Cromatografia em Coluna (CC): Para fracionamentos pela polaridade utilizou-se silica gel 60
(70-230 e 230-400 mesh) de marca Merck, por adsor¢do Sephadex LH-20 e particionamentos em

meio solido foi empregado a celulose microcristalina Avicel (Merck)
Equipamentos e Acessérios

v" Reotaevaporador: Yamato modelo RE500 com banho BM200

v Balanc¢a: Shimadzu modelo-BL320H.

v" Chapa de aquecimento- Fisatom, modelo 743A

v Moinho: Tipo 4 facas

v" Ponto de fusio: Fisaton 430D

v" RMN: Bruker DRX-400, Departamento de Quimica da Universidade Federal de Sdo

Carlos (UFSCar)
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3.2 Coleta do material vegetal

Galhos e folhas de Guarea convergens (figura 5) foram coletados de um espécime
identificado por especialistas e mapeado durante a execu¢cdo do Projeto Flora na Reserva

Adolpho Ducke (AM-010, KM 26; Manaus-Itacoatiara).

Figura 5. Guarea convergens coletada na Reserva Florestal Adolpho Ducke

3.3 Obtengdes dos extratos vegetais

Os materiais coletados, apds a secagem a temperatura ambiente sob a presenca de luz,
foram pulverizados e submetidos a maceracdo em temperatura ambiente com solventes organico
por ordem crescente de polaridade (hexano, diclorometano e metanol) durante 7 dias em cada
solvente, e os extratos obtidos apds a evaporacdo dos solventes (rotaevaporador). As massas

obtidas dos extratos organicos estdo apresentadas nos esquema 4.
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Avaliacao por Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

Para avaliacdo prévia do nimero e tipos de substincias, pequenas aliquotas dos extratos
das folhas e dos galhos foram avaliadas em placas de silica gel 60 sob radiacdo de luz
Ultravioleta (UV) posteriormente utilizando reveladores quimicos como vanilina sulfdrica. Com
base em CCD, os extratos das folhas selecionados para estudos foram apenas o diclorometano
(DGC) e metandlico, isentos de graxas. Dos galhos apenas o extrato hexdnico (HGGC) foi
estudado, pois apresentou menor quantidade de pigmentos além de grandes similaridades com o

extrato diclorometanico.

Esquema 4. Obtencao dos extratos brutos das folhas e galhos de G. convergens

Folhas - 0,97 kg
Galhos - 1,29 kg

Maceracéo Secagem
Moagem

Hexano (3,5L)

[ A

Folhas (HGC; 9,50 g) Torta
Galhos (HGGC; 6,34 g)

Diclorometano (3 L)

4 A\

Torta Folhas (DGC; 31,00 g)
Galhos (DGGC; 10,98 g)
Descartada /\ Metanol (3 L)

Torta Folhas (MGC; 46,37 g)
Galhos (MGGC; 26,04 g)
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3.4 Estudo quimico dos extratos de folhas de &. convergens

Fracionamento cromatografico do extrato (DGC) e purificacao das substancias 1-3

Parte do extrato diclorometano (20 g) foi fracionada por cromatografia em coluna de silica
gel (tipo filtrante), utilizando como eluentes, solventes em ordem crescente de polaridade de
hexano a metanol, conforme mostra o esquema 5. As fragdes obtidas dessa coluna foram reunidas
com base nas andlises em CCD, as massas das fracOes sdo apresentadas no grafico 1. As fragdes
reunidas 20-22 (DGC-20), 23 (DGC-23) e 24 (DGC-24) e 32 (DGC-32) foram as mais
promissoras nas andlises em CCD foram submetidas a novos fracionamentos e ou quando
apresentaram solidos foram tratadas para purificagdo das substancias.

As fragdes 17-19 (DGC-17) e 20-22 (DGC-20) apresentaram semelhangas em CCD,
porém optou-se pelo fracionamento de DGC-20 devido a menor quantidade de pigmentos. Assim,
o fracionamento de DGC-20 (esquema 5) em coluna de silica gel (70-230 mesh), eluida em
hexano, Hex:AcOEt, AcOEt e MeOH resultou em 31 fracdes que foram agrupadas com base em
CCD (grafico 2). A fracdo 27 (DGC-20.27) foi submetida a tratamento utilizando-se
hexanoA:DCM, forneceu um sélido cristalino, codificada como DGC-20.27, substancia 1 ( 455
mg).

As fracdes 23 (DGC-23) e 24 (DGC-24) com presenca de cristais foram submetidas a
tratamento em metanol em pequena quantidade, formando uma solu¢des saturada obtendo-se
cristais semi-puros como corpo de fundo, estes cristais foram purificados em hexano 184 mg da
substancia 2 conforme mostram o esquema 5.

A fracdo 32 (DGC-32), contendo 590 mg mostrou a presenca de solido que ap0s filtragdo

e tratamento em éter etilico resultou no isolamento da substancia 3 DGC-32 (7 mg).

52



Esquema 5. Fracionamento do extrato DGC e purificacao das substancias 1-3

DGC
(20 g)
Coluna de silica gel (70-230 mesh)
h=20cm @=2cm
/ Fracdes reunidas (Grafico 1)
B Hex Hex:DCM DCM  DCM:AcOEt AcOEt AcOEt:MeOH MeOH
uente:
O:1) (7:3) a:1) @7 O:1) (8:2)  (1:1)
N° das 1-3 4-7 89 10-11 12-13 § 14-20 21-22 25-27 2829 | 30-34
Fracoes
[—
Fragdes de 20-22 ‘
(DGC-20; 1,6 g)
Fragio 32 (0,59 g) w
Fragdo 23 (1,09 g)
Fracdo 24 (2,06 g)
Fracdo 23 Fracao 24 Tratamentos
. Tratamento Tratamento 1. MeOH
Coluna de silica gel 1.MeOH 1. MeOH 2. Eter etilico
(70-230 mesh) 2. Hexano 2. AcOEt
h= 30 cm Q= 2 cm .
Fracdes reunidas Substancia 2

v

Substéncia 3
DCG-32 (7 mg)

(Grafico 2) DGC-24 (139 mg)
DGC-23 (45 mg)
Tratamento
Substéincia 2 1. Eter etilico
*DGC-20.1(250 mg)
v
Hex Hex:AcOEt
Eluente:
95:5) (9:1) (85:15) (8:2) (7:3) (6:4)
. 2 3 4 5 69 | 10-17
racoes :

18-20

Substéncia 1
(DCG-20.17; 460 mg)

Tratamento

DCM/HexanoA

<

MeOH

29-31

(Fragdo 27, 465 mg)
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5,61

[ T e Y . S ¥ 1 B =)

M massas (g)

Grifico 1. Codificacdo e massa das fragoes de DGC.

0,5 0,46
0,4
03 0,28 0,28
0,2 0,14
0,1 0,06 0,06 0,06 0 04
0 o i L
0 —
B 9 © 9 N WD O A AV A Ao N
~ NN A P e P M
RSN '\',\ W
H Massas(g)

Grafico 2. Massas (g) das fragdes reunidas de DGC-20
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3.4.1 Fracionamento cromatografico do extrato obtido em metanol (MGC)

Particao liquido-liquido do extrato obtido em metanol

O extrato metandlico foi solubilizado na mistura de MeOH:H,O (6:2) em funil de

separacdo. Esta solucdo foi submetida a extracdes sucessiva em hexano, diclorometano e acetato

de etila, obtendo-se suas respectivas fases conforme mostra o esquema 6. Na avaliacdo em CCD

das fases organicas obtidas da particdo observou-se a fase diclorometano (Fase 2) como a mais

promissora para o fracionamento cromatografico. A fase em AcOEt (Fase 3) mostrou

predominéncia de pigmentos.

Esquema 6. Particdo do extrato metandlico de G. convergens

MGC
19.80¢

Hexano 450ml (2 vezes)

”

Fase 1
(MGCH 3,09 g)

N

Fase H,O:MeOH
(6:4)

A CH,CI, 450ml (2 vezes)

-

N

Fase H,O:MeOH
(6:4)

Fase 2
(MGCD; 2,20 g)

AcOEt 450ml (2 vezes)

-

Fase H,O:MeOH
(6:4)

\

Fase 3
(MGCA* 0,62 g)
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A fase obtida em diclometano (MGCD) foi fracionada em coluna de silica gel (70-230
mesh), fornecendo 47 fracdes que foram reunidas com base em CCD (gréfico 3). As fracdes 36-
41 (MGCD-36) ap6s a filtragdo em coluna de celulose forneceu na subfracao 3 (MGCD-36.3) um

solido puro (65 mg), substancia 4 (esquema 7).

Esquema 7. Fracionamento cromatografico de MGCD e isolamento da substancia 4

MGCD
2,20 g

Coluna de silica gel (70-230 mesh)
h=40cm 0= 1,8 cm
/ Fragdes reunidas no Grafico 3

Eluente:  Hex Hex:DCM @ DCM DCM:AcOEt AcOEt AcOEt:MeOH @ MeOH
(7:3) (1:1) 9D 82) (7:3) (1:1) 9:1)  (1:1)

N° das 1 2 3 4 5-10 11-20 21-26 27-30§ 31-41 41-45 46-48 49-53

Fracdes :

Fracdes 36-41, 300 mg

Coluna de celulose microcristalina
h=30cm O=1,5cm

Eluente:. Hex = Hex:DCM « DCM AcOEt MeOH
(1:1)
N° das 1 2-4 5.8 9 10
Fracoes :
Fracao 3 —— Substancia 4
(MGCD-36.3; 65 mg)
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800
700
600
500
400
300
200
100

MGCD

M masszas (mg)

Grafico 3. Massas (mg) das fragdes de MGCD
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3.5 Estudo quimico do extrato dos galhos de &. convergens

3.5.1 Fracionamento cromatogrdfico do extrato obtido em hexano (HGGC)

O extrato hexanico (HGGC) foi fracionado por cromatografia em coluna de silica gel
(tipo filtrante), utilizando como eluentes, solventes em ordem crescente de polaridade, conforme
mostra o esquema 8. As fracdes obtidas desta coluna foram reunidas com base nas andlises em
CCD, as massas e das fra¢des sdo observados no grafico 4. A fracao 11 (HGGC-11), similar a
fracdo 12 (HGGC-12), apresentou apenas uma mancha de cor violeta com o mesmo rf do B-
sitosterol (substancia 5, 400 mg). Nas fragdes 17 (HGGC-17) e 22 (HGGC-22), apds tratamento

em solventes organicos foram obtidas as substancias 6 ¢ 7 com 132 mg e 75 mg, respectivamente.
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Esquema 8. Fracionamento cromatografico de HGGC e purificacdo das substancias 5-7

HGGC
6,34 ¢
l Coluna de silica gel (70-230 mesh)
h=30cm O=2cm
/

o Hex Hex:AcOEt AcOEt AcOEt: MeOH MeOH
uente:
95:5) O:1) (82 (7:3) (L) ©:1) 82 (L:1)
N° das
Fracies : 1 2-9 11-13 j14-15 19-21 22 23 24-26 29-31
racoes :
\e—
Fracdo 11 ] — Fracao 22
Fracao 17 }
Tratamento em
Tratamento em Metanol
A 4 Acetona v

HGGC-11, 400 mg HGGC-22, 75 mg

Substancia 5 v Substancia 7
Substancia 6

HGGC-17, 132 mg

1.6 15
1.4
1.2

0.8
0.6
0.4
0.2

H massa(g)

Grafico 4. Massas (g) das fracdes de HGGC



4. RESULTADOS E DISCUSSAO
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As substancias isoladas apresentaram-se como solidos brancos, cristalinos e em andlise
por CCD mostraram mancha violeta apés revelagdo em vanilina sulfurica. A caracterizagdo das
substancias foi realizada através de técnicas de RMN e comparacdo com a literatura, as quais
indicaram sinais caracteristicos de esterdides (2, 3 e 5), triterpenos dos tipos apotirucalano (1 e 4)

e tirucalano (6a, 6b e 7) (quadro 14).

DGC-20.17 DGC-24 DGC-32

6ae 6b 7
HGGC-17 HGGC-22

Quadro 11. Estruturas das substancias isoladas de G. convergens
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4.1. Identificacdo dos esterdides: Substancias 2 (DG6C-24), 3 (D6C-32) e 5 (HGGC-
11)

O espectro de RMN de 'H de 2 (figura 6, tabela 18) mostrou sinais caracteristicos de
esteréide com esqueleto do tipo ergostano devido a presenca de dupla ligacdo endociclica em o
5,63 (dd; 5,2 e 2,0 Hz), duas metilas como singletos (& 0,75 e 1,19) e trés como dubletos (6 1,06-
0,97). Sinais de trés hidrogénios ligados a carbindlicos foram verificados em 6 4,05 (d), 3,83
(ddd) e 3,46 (dt), atribuidos a H-4, H-22 e H-3, respectivamente. O espectro mostrou ainda sinal
tipico de metileno terminal em 4,83 como um singleto largo. No experimento COSY (figura 7)
ficou evidenciado o acoplamento entre os hidrogénios oximetinicos ¢ 4,05 (H-4) e 3,46 (H-3) e
entre o hidrogénio da dupla endociclica 6 5,63 (H-6) com o grupo metilénico 6 2,11 e 1,60 H-7.

O espectro de RMN de "°C (figura 8, tabela 19) confirmou a presenca dos carbinlicos
devido os deslocamentos em & 73,8, 8 78,5 e & 72,4. No experimento de HSQC (figura 9, tabela
20), observou-se as correlacdes entre os hidrogénios ligados aos carbonos carbindlicos o
3,46—73,8; 4,05—78,5 e 3,82—72,4; metilas em singletos & 0,75—12,3; 1,19—21,5 e em
dubletos 0,97—12,9; 1,05 —22,6 e 1,06 — 22,1; metileno terminal em & 4,83 —109,0 e para
dupla ligacdo a correlagdo entre & 5,63—128,5.

Com o auxilio do mapa de correlacio HMBC (figura 10, tabela 20), uma hidroxila
posicionada em C-4 ¢ justificada pela correlagdo a J? entre H-6 (6 5,63) e C-4 (6 78,5). Outras
correlagdes de hidrogénios oximetinicos foram verificadas entre 6 4,05 (H-4) com & 144.,4 (C-5),
o 128,5 (C-6) e 73,8 (C-3) e na cadeia lateral o posicionamento foi justificado pela correlagdo

entre 8 0,97 ( Me-21) com os carbonos em & 43,7 (C-20; J?), 72,4 (C-22: J*) e 54,6 (C-17; )
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A estereoquimica dos dois grupos hidroxilicos no anel A foi deduzido pela constante de
acoplamento grande de H-3, sugerindo a hidroxila em C-3, em equatorial (B), no entanto o
hidrogénio 4 com J = 3,2 Hz justifica a hidroxila 4 em axial (). Ou seja, as constantes de
acoplamento entre hidrogénios axial-equatorial em anéis de 6 membros sdo em torno 2 a 3 Hz.
Com relacdo a disposi¢do da hidroxila da cadeia lateral, os dados foram comparados com
derivado ergostano, 22S-5a-ergostano-3a,22diol (BARRERO et al., 1993) cujo deslocamento de
C-23 foi similar (8 39,4). LETOURNEUX et al., (1974) mostram que a magnitude dos efeitos 3 é
totalmente diferente entre os esterdides 22S e 22R e que a diferenca de deslocamento quimicos de
C-23 ¢ mais pronunciada nas duas séries, para os compostos S o deslocamento e de & 30,5-34,20
e R em 0 25,4-27,6. Neste contexto a substancia 2 foi identificada como Ergosta-5,24-dieno-
3B,4B,22S-triol.

Esse esterdide foi identificado apenas em 2 espécies de Meliaceae, Trichilia reticulata e
T. pallida. Na primeira espécie o esterdide apresenta configuracdo 22R (HARDING et al., 2001b)
em T. pallida a configuracao nao foi atribuida (ROCHA, 2004).

A anilise do espectro de RMN de 'H (figura 11, tabela 18) de 3 mostrou similaridade com
o espectro da substancia 2 no entanto indicou a auséncia de uma metila em dubleto. Esta
informacdo associada com a presenga de 2 sinais em 6 3,72 dl e 3,56 dd (10,8 e 5,2 Hz) sugeriu
que a substancia possui um dlcool primério em C-21. Os demais hidrogénios oximetinicos foram
detectados em o 3,50 como multipleto e em o 3,76 dd (5,2 e 3,6 Hz). No espectro de COSY
(figura 12), o acoplamento entre esse ultimo hidrogénio com o da dupla endociclica 6 5,54 (H-6)

¢ compativel com a presenca de hidroxila na posi¢do 7. Quanto a estereoquimica em C-7, o H-8 é
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B-axial (baseado na biogenética), assim a constante pequena de H-8 com H-7 (Juxeq= 3,6 Hz),
indicou a presenca de um grupo o-hidroxi em C-7.

Os deslocamentos do RMN de °C dos anéis (figura 13, tabela 19) foram comparados com
o 7a-hidroxisitosterol, modelo II cujo deslocamento em & 65,9 confirma o grupo 7o-hidroxi.
(GUERRIEIRO et al., 1993), de acordo com esses autores o deslocamento quimico de C-7 para o
7B-hidroxisitosterol é & 73,3. Com relacdo a cadeia lateral de 3 os dados foram similares aos
relatados para estereéide (20R)-24-metilenocolest-5-eno-3f3,21-diol (D’ AURIA et al., 1984).

No experimento de HSQC (figura 14, tabela 21), a presenca de dois hidrogénios
correlacionado com o mesmo carbono foram verificadas em 6 3,56 dd e 3,72 com o carbono
carbindlico em & 63,1 e dos hidrogénios 6 4,72 e 4,69 com o carbono do metileno terminal &
106,8. Correlagdes importantes para a confirmacao da cadeia lateral foram observadas no HMBC
(figura 15, tabela 21) entre os hidrogénios das metilas em dubleto 6 1,02 e 1,04 com o carbono
olefinico em ¢ 157,9. Os hidrogénios do metileno terminal 6 4,72 e 4,69 correlacionaram com J
157,9 (C-24), 34,9 (C-25) € 32,5 (C-23) e os oximetilénicos (6 3,56 e 3,72) com os carbonos em o
51,7 (C-17), 43,5 (C-20) e 29,3 (C-22).

Os dados espectrais da substancia 3 permitiu propor a estrutura como Ergosta-5,24-dieno-
3B,7a,21-triol. Com base na busca efetuada no Banco de Dados do Scifinder Scholar, ndo ha
relatos prévios sobre esse esterdide. Esse também € o primeiro registro de esterdide C-21
oxigenado em Meliaceae.

O espectro de RMN de 'H de 5 mostrou sinais compativeis para mistura dos esteréides -
sitosterol (5a) e estigmasterol (5b), devido a presenca de sinais de hidrogénio de dupla ligacdo

endociclica em 6 5,35 como dubleto largo (H-5 ) presente nos 2 esterdides, além dos sinais com
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menores intensidades em & 5,18 (dd, 15,2 e 8,0 Hz) e 5,04 (dd, 15,2 e 8,4 Hz) referente aos
hidrogénios da dupla ligagdo em H-23 e H-22 do estigmasterol (figura 16). O hidrogénio
oxometinico foi verificado em & 3,56 como multipleto (H-3). A mistura desses fitoesterdides &

comum em Meliaceae e outras familias da ordem Rutales.

27

Modelo I

"™OH  Modelo II




Tabela 18. Dados de RMN 'H (400 MHz, MeOD) das substancias 2 ¢ 3

Posicao 2 3
1 1,85e 1,08 m 1,87e 1,15 m
2 1,99 e 1,57 m 2,02e 1,54 m
3 3,46 dt (11,6; 4,0 Hz) 3,50 m
4 4,05 d (3,2 Hz) 2,27e2,24 m
6 5,63 dd (5,2 e 2,0 Hz) 5,54d (5,2 Hz)
7 2,11e 1,60 m 3,76 dd (5,2 e 3,6 Hz)
18 0,75 s 0,78 s
19 1,19 s 1,00 s
20 1.72 m 1.57 m
’1 0.97 d (6.8 H2) 3,56 dd (10,8 e 5,2 Hz; H-21a)
3,72 dl (H-21b)
22 3,82 ddd (10,8; 3,2 ¢ 2,0 Hz) 1,64 e 1,44 m
23 2.16,1.94 m 2.18,1.79 m
24° 4,83 sl 4,72 e 4,69 sl
25 2,28 hept 2,27 m
26 1,05 d (6,8 Hz) 1,02 d (6,8 Hz)
27 1,06 d (6,8 Hz) 1,04 d (6,8 Hz)
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Tabela 19. Dados de RMN *C (100 MHz, MeOD) das substancias 2, 3 e dados da literatura

Modelo I * Modelo IT**
Posigao 2 3 (100 MHz, CDCl;) (75 MHz, CDCl)
1 38,6 38,1 36,9 37,0
2 25,8 31,9 25,3 31,3
3 73,8 72,0 72,9 71,3
4 78,5 434 77,2 42,0
5 144.4 146,7 142,8 146,2
6 128,5 125,0 128,6 123,8
7 33,3 65,9 32,0 65,3
8 32,2 38,5 31,8 37,5
9 51,9 42,1 50,2 42,2
10 37,3 40,0 36,0 37,4
11 21,7 21,5 20,5 20,7
12 41,1 39,0 35,9 39,1
13 43,8 43,1 42,7 42,1
14 58,0 50,6 56,5 49,4
15 25,4 25,0 243 243
16 28,7 28,5 27,4 28,2
17 54,6 51,7 52,9 55,6
18 12,3 12,4 11,8 11,6
19 21,5 18,6 21,0 18,2
20 43,7 435 40,5 36,2
21 12,9 63,1 12,4 18,8
22 72,4 29,3 69,9 33,9
23 36,3 32,5 39,6 26,1
24 154,8 157,9 153,3 46,0
24 109,0 106,8 109,7 29,0
25 34,5 34,9 33,1 19,6
26 22,6 22,5 22,5 19,0
27 22,1 22,0 22,4 23,0
28 - - - 12,3

*ROCHA (2004); **(GUERRIERO ET AL.1993)
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Tabela 20. Dados de HSQC e HMBC (400/100 MHz, MeOD) da substancia 2

HSQC HMBC
Posicio on dc J J
3 3,46 73,8 78,5; 25,8
4 4,05 78,5 144.4; 73,8  128,5;37,3;25,8
6 5,63 128.5 144.4;33,3  78,5;33,2;37,3
7 2,11¢ 1,60 33,3 128,5;32,2  144,4;51,9;58,0
18 0,75 12,3 43,8 58,0; 41,1; 54,6
19 1,19 21,5 37,1 51,9; 38,6; 1444
21 0,97 12,9 43,7 54,6; 72,4
22 3,82 72,4 12,9
24 4,83 109,0 154,8 34,5; 36,3
25 2,28 34,5 1548;22.6; 109,0
22,1
26 1,05 22,6 34,5 154,8; 22,1
27 1,06 22,1 34,5 154,8; 22,6
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Tabela 21. Dados de HSQC e HMBC (400/100 MHz, MeOD) da substancia 3

HSQC HMBC
Posi¢io on éc J J
18,6; 38,5; 72,0 ¢

1 1,87 1,15 38,1 31,9 1467

3 3,50 72,0

6 5,54 125,0 65,9 434 ¢ 38,5

7 3,76 65,9 125,0 146,7

18 0,78 12,4 43,1 51,7; 50,6 € 39,0
19 1,00 18,6 40,0 146,7 ¢ 42,1
21 3,72 ¢ 3,56 63,1 43,5 29,3 ¢51,7
24" 472¢4,69 106,8 157.9 34,9 32,5
25 2,27 34,9 1579225 32,5

e 22,0
26 1,02 22,5 34,9 157.9
27 1,04 22,0 34,9 157.9
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Figura 6. Espectro de RMN de 'H (400MHz, MeOD) da substincia 2 e ampliacdo do espectro nas

regides de 9 5,65-0,90
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2
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F2 - Acquisition Parameters
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DE 10.00 usec
TE 300.0 K
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DELTA 0.00010000 sec
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CHANNEL f£1
NUC1 13c
Pl 6.63 usec
PL1 -3.00 dB
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CHANNEL f£2
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NUC2 1H
PCPD2 120.00 usec
PL2 0.00 dB
PL12 17.00 dB
PL13 17.00 dB
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F2 - Processing parameters
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SSB 0
LB 3.00 Hz
GB 0
BC 1.00
T u T T T T T T T
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Figura 8. Espectro de RMN de *C (100MHz, MeOD) da substincia 2 e ampliacdo do

espectro na regidao de 6 60-10 72
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F2 - Acquisition Parameters

Date_ 20090512

Time 19.34

INSTRUM spect

PROBHD 5 mm BBO BB-1H
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TD 65536

SOLVENT MeOD

NS 8

DS 0
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AQ 7.7595124 sec

RG 143.7

DW 118.400 usec

DE 6.00 usec

TE 298.0 K

D1 1.00000000 sec
L+ d12 0.00002000 sec

TDO 1

55.00
SFO1 40p.2113453 MHz
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0.C F2 - Processinf parameters
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/
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Figura 11. Espectro de RMN de 'H (400 MHz, MeOD) e da substincia 3 e ampliacio do

espectro nas regides de 6 4,75- 3,40 e 5 1,05-1,0
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DGC-32p

Current Data Parameters
NAME

51.71
50.63
49.67
49.46
49.25
49.03
48.82

—157.94
——146.71
—125.02
—106.89
72.07
65.93
63.33
63.13
4861
48.39
47.57
43.98
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43.46
4317
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38.13
3497
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30.38
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25.03
24.14

DaPaz_DGC-32p
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F2 - Acquisition Parameters

/ \ Date_ 20090618
Time 0.23
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm BBO BB-1H
PULPROG 2gpg30
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SOLVENT CcDC13
NS 30353
DS 0
SWH 23980.814 Hz
FIDRES 0.731836 Hz
aQ 0.6832628 sec
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oW 20.850 usec
DE 10.00 usec
TE 300.0 K
D1 0.10010000 sec
dil 0.03000000 sec
DELTA 0.00010000 sec
TDO i
CHANNEL £1

NUC1 3c
P1 6.63 usec
PL1 -3.00 dB
SFO1 100.6429474 MHz
======== CHANNEL f2 ========
CPDPRG2 waltz16
NUC2 1H
PCPD2 120.00 usec
PL2 0.00 dB
PL12 17.00 dB
PL13 17.00 dB
SFO2 400.2116008 MHz
F2 - Processing parameters
ST 32768
SF 100.6331378 MHz
WDW
ssB 0
LB 3.00 Hz
GB 0
BC 1.40

e T T T T T T T T T
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Figura 13. Espectro de RMN de °C (100 MHz, MeOD) e ampliacdo do espectro na regido de
0 40-12 da substancia 3
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Figura 16. Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) da mistura de substancias 5a,b

e ampliagcdo do espectro nas regides de 6 5,36-4,98
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4.2. Identificagdo dos triterpenos do tipo apotirucalano: Substancias 1 (DGC-20.17)

e 4 (MGCD-36.7)

No espectro de RMN de 'H da substancia 1 (figura 17, tabela 22) mostrou sinal de dupla
olefinica em o 5,86 ( J = 2,4 Hz) como dubleto largo atribuido a H-15, sete metilas em singletos
na regido mais blindada do espectro (61,38-0,99) além de uma metila de grupo acetoxila em o
2,17, dois hidrogénios metinicos oxigenados em ¢ 4,78 ddd (10,0, 6,0 e 3,2 Hz) e 6 4,88 d (3,2
Hz), atribuidos a H-23 e H-24, respectivamente.

O espectro de COSY (figura 18) mostrou os acoplamentos entre esse dois hidrogénios
metinicos oxigenados e entre o hidrogénio olefinico em & 5,86 (H-15) e os hidrogénios
metilénicos em 6 2,23 ¢ 2,12 (H-16).

Os dados observados no espectro de RMN de BC de 1 (figura 19, tabela 23) sdo
caracteristicos de triterpeno do tipo apotirucalano devido a ligagdo dupla endociclica em 6 152,0
(C-14) e 6 125,7 (C-15). Quatros carbonos carbonilico, carcateristicos de cetona 6 215,1 (C-3) e
210,4 (C-7), lactona 6 177,2 (C-21) e de acetoxila 6 170,7 foram detectados no espectro.

Nos mapas de contorno HSQC (figura 20, tabela 24) mostrou as correlagdes dos
hidrogénios metinicos oxigenados da cadeia lateral 6 4,78 = 75,6 e 6 4,88 = 76,7. No espectro
de HMBC dessa substancia (figura 21, tabela 24) as seguintes correlagdes foram importantes para
elucidacdo da cadeia lateral: os hidrogénios oximetinico em 6 4,78 (H-23) com & 76,7 (C-24),
72,2 (C-25), 30,7 (C-22) e 6 4,78 com 6 170,7 (OAc), 72,2 (C-25), 30,7 (C-22) e 27,3 (Me-27).
Os hidrogénios metilénicos em & 2,36 e 1,89 (H-22) e os metinicos 6 2,21 H-17) e 2,76 (H-20)

mostraram correlagdes com & 177,2 (carbono da lactona de 5 membros).
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Com relacio a configuragdio de C-24, a literatura tem mostrado com base em
experimentos ROESY e NOESY que triterpenos com cadeia lateral similar a 1 apresentam
constante de acoplamento pequena entre H-23 e H-24, indicativo de H-24 B-orientado (XIE et al.,
2007; OMOBUWAJO et al., 1996). Para configuracdo C-24-S, J 3,4 sdo relatadas em torno de
6,6 a 10,0 Hz (MULHOLLAND et al.,, 1999; SU et al., 2006) Assim, os dados espectrais
permitiram elucidar a substancia 1, relatada pela primeira vez como 24R-Acetoxi,25-hidroxi-3,7-
dioxo-apotirucala-14-en-21,23-olideo.

O espectros de RMN de 'H das substincias 4 (figura 22, tabela 22) apresentou sinais
similares aos da substancia 1, apresentando sinais tipicos de dupla ligacdo endociclica (H-15)
como dubleto em & 5,51 (J = 2,8 Hz), sete metilas na regidao entre 6 1,31-1,02 e hidrogénios
oximetinicos em o 4,65 (ddd), 3,28 (sl) e 3,97 (tl) atribuidos a H-23, H-24 e H-7,
respectivamente. No COSY (figura 23) mostra os acoplamentos entre 6 4,65 (H-23) e 3,28 (H-24)
e com 0 2,43 e 2,30 (H-22). O sinal em 6 3,97 (H-7) acopla com os dois hidrogénios de H-6 (&
1,80 e 1,61).

A principal diferenga entre os espectros de RMN de "°C de 4 (figura 24, tabela 23) e da
substancia 1 foi no carbono 7 devido a auséncia de um carbono carbonilico e a presenca de
carbindlico em & 72,1. O experimento HSQC de 4 (figura 25) mostra a correlacio desse carbono
com o hidrogénio em 6 3,97. As correlagdes das metilas a longa distancia no HMBC (figura 26,
tabela 24) foram verificadas entre 6 1,10 (Me-28) e 1,05 (Me-29) com o carbono carbonilico em
0 217,3 (C-3); 6 1,05 (Me-18) com o carbono olefinico 6 160,9 (C-14); e entre 6 1,12 (Me-30) e o

carbono olefinico (& 160,9; C-14), carbindlico (6 72,1; C-7) e metinico (5 44,2; C-8).
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Os triterpenos com esqueleto 7o-hidroxi apotirucala-1-en-3-ona apresentando a cadeia
lateral proposta para a substincia 4 ndo foi previamente relatada, sendo essa substancia nomeada

como 70, 24R,25-trihidroxi-3-oxo-apotirucala-14-en-21,23-olideo.
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Tabela 22. Dados RMN 'H (100 MHz, CDCls) das substancias 1 e 4

Posicao 1 4
1 202el42m 1,88 ¢ 1,55 m
2 gflg glcid(l({lg,)o, 6432 Hz Hp) 2>0¢24m
5 1,82 m 2,05 m
6 ;gg ;flé}g H-a) 1.80 ¢ 1,61 m
7 3,97 t (2,8 Hz)
9  1,89m 2,05 m
11 1,72e¢1,75m 1,72 1,60 m
12 204e1,55m 149 ¢ 1,44 m
15  5,86dl (2,4 Hz) 5,51 d (2,8 Hz)
16 223e2,12m 2,30e2,15m
17 22Im 2,30 m
18 0,995 1,05 s
19 1245 1,02's
20 2,76 ddd (13,6; 8,8 e 3,2 Hz) 2,76 m
22 236e1,.89m 243e230m
23 4,78 ddd (10,0; 6,0 e 3,2 Hz) 4,65 ddd (10,0; 6,0 e 2,0 Hz)
24 4,88d (32 Hz) 3,28 s
26 128s 131s
27 131s 1355
28 1,085 1,10's
29 1,08s 1,05 s
30 1,38s 1,12
OAc 2,175 ]
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Tabela 23. Dados de RMN °C (100 MHz, CDCl5) das substancias 1 e 4

Posicao 1 4
1 38,1 38,5
2 33,6 33,9
3 215,1 2173
4 47,5 46,9
5 55,4 46,5
6 36,6 24.8
7 2104 72,1
8 52,3 442
9 49,3 41,1
10 37,0 37,2
11 17,6 16,2
12 33,8 32,7
13 47,1 46,8
14 152,0 160,9
15 125,7 119,5
16 32,7 32,3
17 54,2 54,1
18 21,8 20,2
19 15,0 14,9
20 39,6 39,6
21 177,2 177,6
22 30,7 29,6
23 75,6 77,5
24 76,7 76,0
25 72,2 72,5
26 26,3 26,6
27 27,3 26,5
28 25,6 26,1
29 20,8 21,1
30 274 27,2
OCOCH;3; 170,7

OCOCH3 20,8




Tabela 24. Dados de HSQC e HMBC (400/100 MHz, CDCls) da substancia 1

Posicio HSQC 2 HMBC 3
on dc J J

1 2,02¢ 1,42 38,1 215,1

2 2,40 e 2,64 33,6 215,1 47,5 37,1

5 1,82 554 - 2104 ¢ 15,1

6 2,93 ¢2,32 36,6 210,4 ¢ 55,4 47,5 37,1

9 1,89 49,3 52,3 210,4; 152,0; 15,0; 27,4
11 1,75¢ 1,72 17,6 49,3 52,3

12 2,04¢ 1,55 33,8 493¢21,8 152,0 e 54,2
15 5,86 125,7 152,0 210,4; 54,2 ¢ 47,1
16 2,23¢2,12 32,7 125,7 152,0 e 47,1

17 2,21 54,2 32,7 177,2; 152,0 ¢ 1257
18 0,99 21,8 47,1 152,2 ¢ 54,2
19 1,24 15,0 37,1 554 ¢ 38,1
20 2,76 39,6 1772542 ¢

30,7

22 2,36 ¢ 1,89 30,7 39,6 177,2 ¢ 54,2
23 4,78 75,6 76,7 € 30,7 72,2
24 4,88 76,7 72,2 170,7; 30,7 ¢ 27,3
26 1,28 26,3 72,2 76,7 ¢ 27,3
27 1,31 27,3 72,2 76,7 ¢ 26,3
28 1,08 25,6 475 215,1¢20.8
29 1,08 20,8 47,5 215,1 ¢ 25,6
30 1,38 274 2104 ¢ 152,0
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Tabela 25. Dados de HSQC ¢ HMBC (400/100 MHz, CDCl;) da substéncia 4

HSQC HMBC
Posicao 5 .
on o c J J

1 1,88 e 1,55 38,5 37,2e 33,9 217,3; 46,5 ¢ 14,9;
2 2,53e245 339 217,3 e 38,5 46,9 ¢ 37,2

5 2,05 46,5 46,9 e 37,2 38.,5; 26,1 e 21,1;
6 1,80 e 1,61 24,8 46,5 46,9; 44,2 e 38,2;
7 3,96 72,1 442 ¢ 24,8 46,5 e 41,1

9 2,05 41,1 442¢ 372 72,1, 46,5; 38,5; 27,2 ¢ 14,9
11 1,72 ¢ 1,60 16,2 44,2 ¢ 37,2

15 5,51 119,5 160,9 e 32,3 54,1; 46,8 e 44,2
16 2,30e2,15 32,3 119,5 e 54,1 160,9 e 46,8

17 2,30 54,1 46,8;39,6 32,3  160,9; 119,5; 32,7; 29,6 ¢ 20,2
18 1,05 20,2 160,9; 54,1 ¢ 32,7
19 1,02 14,9 442 160,9; 72,1 e 41,1
20 2,76 39,6 177,6; 54,1 29,6 46,8 ¢ 32,3
22 2,43¢2,30 29,6 39,6 177,6 e 54,1
23 4,65 77,5 76,0
24 3,28 76,0 72,5 26,5 ¢ 26,6
26 1,35 26,6 72,5 26,5
27 1,31 26,5 72,5 26,6
28 1,10 26,1 46,9 217,3 e 21,1
29 1,05 21,1 46,9 217,3 e 26,1

30 1,12 27,2 442 160,9; 72,1 e 41,1

87



528 58 & g3 g23388835558E388 g
N~~~ w o el oo~ Frrrrr- 000000000 hd e
\! \\\/ | td = 256K
\/ /// \\\v Current Data Parameters
. L NAME DaPaz_DGC-20-17
EXPNO 13
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20090825
Time 18.28
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm Multinucl
PULPROG zg
TD 65536
SOLVENT CcDC13
NS 8
DS 0
SWH 5144.033 Hz
EIDRES 0.078492 Hz
AQ 6.3701491 sec
RG 35.9
DW 97.200 usec
DE 6.00 usec
TE 298.0 K
D1 1.00000000 sec
TDO L
PL1 .00 dB
SFO1 400.2119513 MHz
—
F2 - Processing parameters
sI 2144
SF 400.2100089 MHz
WDW EM
SsB 0
LB 0.00 Hz
GB 0
PC 1.00
; ;Jll—/ ; .
=1 O (1O |~ |||~ O ||~ = |~ (o NS fe3(=23r=1
[8} ls‘a Sl RN A R
|~ | I~ ™ NI
) T T T T T T T T T T T T T
7.0 6. 6.0 55 5.0 4.5 4.0 35 3.0 25 2.0 1.5 1.0 0.5 ppm
Scale: 0.3724 ppm/cm, 149 Hz/cm
4 e
) )
g8 o3 ez =g
g8 g2 §8 8§ g 3§
l | ‘R] ‘_\] E‘/— B
1
1
1
v
1
‘ ¢
1
o =] | N | o o ~ =
3 55| | ©
o o jgf ji‘—’.m&’r jéﬁ“ﬁﬁ?ﬂ&h@f & 2 5 5 RIEE 1B 8
| 0] 7 ki S| = o~ | s | = ~ by < B[] o I e S
B 8 T r ¥ . - : ; ; ; ’ : / : ik < sl e Sl el e
T T
e 2 20°Fion. D7 Bios | ZEiiioe, ime | Rmle BN 200 hr DRV A e ) RIS A qD ppr‘n
T T T Scale: 0.09936 ppm/cm, 39.76 Hz/cm
\7 49 48 47 ) \
J/

Figura 17. Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) da substincia 1 e ampliacio do
espectro nas regides de 6 5,0-4,7 e 3,0-1,0 88



T erougsqns ep (0D “ZHIN 00+) ASOD dp ondadsy ‘g eanSig

89

wd pol 5°1 Bz 5z [ 57K ) 50 05 7% L]
i i i i i i i - — i 1 i
o
24000 h—m a‘L .
]
el A
THIM THP00LE 0V 5
L] e S |
.nill:.-w.r!nt Il
_"__"_. ﬂ P
0o [1]
[ S5 - L
G AR,
THIL B0E0E DO 15 ‘g
!
o o - 15
AL
58Tk L]
o T Lo
(=] 0l = L]
i [T Gy
seaiun ] vogenboy - |4
=N 00 ik audd
= OBl 249
s, OO B Fr F
o TR TN
ool AN HAY R
messs TINMVHD LNIIOVHD s=sess
THNTLGALIE OO LOHS ik
a0 oo "]
29 g0 B [
. L ]
Wi |5y ]
EEEFET W TIRRHD s====ass
0EE (L OO0 T (]
o DO o
G (00 [1T]
o (OOOREH | 1] e
] [
W 0 il ]
SN 0001 L]
e paL L8 L]
£ B b ]
% ILRLINC'D ov
T (SGGGT | FE e
TH E00 LS HAT
7 [
[ N
T
hdlism  EOM W
LGRS A S MGk
ANHLEN
1) _uny | —
Rl rny U ErSby - Py
OO0 bk
Bk, Ciicd



DGC-20.17

o~ © o © ©
s NS N & BRETERCRIBICBRSBIGININRINBYS
bt LS 2 b RRRCEN SN e5Y38588383RNERIRESS ieenbata partierers,
EXPNO 7 )
! PROCNO i
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20090812
Time 20.00
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm BBO BB-1H
PULPROG 2gpg30
TD 32768
' \ SOLVENT CDC13
NS 6191
DS 0
SWH 23980.814 Hz
FIDRES 0.731836 Hz
AQ 0.6832628 sec
RG 8192
DW 20.850 usec
DE 10.00 usec
TE 300.0 K
D1 0.10010000 sec
di1 0.03000000 sec
DELTA 0.00010000 sec
TDO 1
-3.00 d
SFO1 100.6429474 MHz
= CHANNEL f£2
CPDPRG2 waltzl6
NUC2 1H
PCPD2 120.00 usec
' PL2 0.00 dB
PL12 17.00 dB
PL13 17.00 dB
SFO2 400.2116008 MHz
F2 - Processing parameters
SI 32768
SF 100.6328856 MHz
WDW EM
SSB 0
LB 3.00 Hz
GB 0
BC 1.40
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 9C\ 8. - 70: B0 -50 40 30 20 9 0 ppm
Ve =8 832 82583 R I 88 8 3
TR A
y 75 70 65 60 55 s0 40 35 30 25 20 15 ppm

J
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4.3. Identificagdo dos triterpenos do tipo tirucalano: Substancia 6a,b (HGGC-17) e

7 (H66C-22)

O espectro de RMN de 'H de 6 (figura 27, tabela 25) mostra sinais caracteristicos de
triterpeno devido presenca de sete metilas em singletos na regido entre d 1,32 e 0,85 e a presenga
de dupla olefinica em 6 5,32 como dubleto largo (2,8 Hz). Os sinais em 5,32 d (3,2 Hz) e 5,38 sl
com intensidade 1:1/2 sdo tipicos mistura epimérica em anel tetrahidrofurano contendo
hemiacetal. No experimento de COSY (figura 28) foram verificados os acoplamentos entre & 5,32
(H-7 e H-21) com 6 2,27 (H-6) e 2,10 m (H-20); entre os sinais 6 3,89 e¢ 3,97 (H-23) com 6 2,87 e
2,72 (H-24).

O espectro de RMN de Bc (figura 29, tabela 26) confirmam a presenca da mistura
epimérica apresentando duplicidade de sinais incluindo os sinais tipicos de dupla ligacdo de
triterpeno com esqueleto tirucalano & 145,7/145,5 (C-7) e & 118,2/118,0 (C-8). Na cadeia lateral a
presenca do grupo hemiacetal foi evidenciado pelos sinais em ¢ 97,8 e 101,8 (C-21), e o epdxido
devido os sinais em & 67,7/65,3 (C-24) e 58,0/57,20 (C-25).

O espectro de HSQC (figura 30) mostrou a correlacdo direta entre os hidrogénios em 0
5,32 com os carbonos em 6 118,0/118,2 (C-7) e 6 97,8 (C-21). O sinal em 6 5,38 correlacionou
com o 101,8 (C-21). No mapa de contorno HMBC (figura 31) foram observadas as correlacdes a
J entre os hidrogénios das metilas em 6 1,04 e 1,11 com os carbonos carbonilicos em o
216,9/216,8. Na cadeia lateral as correlagdes a J das metilas (d 1,31 e 1,32) foram verificadas
com os carbonos em o 67,7/65,3.

Esses dados foram compativeis para a substancia conhecida como melianona em mistura

epimérica no qual deslocamento quimico menor de C-21 € atribuido a OH-a, enquanto o
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deslocamento maior € relatado para OH-f. Essa mistura tem sido identificada em Meliaceae nas
espécies Guarea grandiflora (JIMENEZ et al., 1998), Trichilia reticulata (HARDING et al.,
2001a), Melia toosendan (NAKANISHI et al., 1986) e M. azedarach (NTALLI et al., 2010).

No espectro de RMN de 'H de 7 (figura 32, tabela 25) as principais diferengas espectrais
em relacdo a substancia 6 referem-se a cadeia lateral com a presenca de apenas um hidrogénio
oximetinico em campo baixo (6 5,24). Os outros oximetinicos da cadeia lateral foram verificados
em 0 3,61 como dubleto largo e 6 4,51 como dubleto (7,6 Hz). Essa ultima constante de
acoplamento sugeriu a presenga de grupo OH B-orientado em C-24.

No espectro de RMN de "°C (figura 33) o deslocamento em & 96,8 confirma que o grupo
hidroxilico de C-21 encontra-se na posicao a. Outros carbonos oxigenados foram verificados em
o 78,7 (C-23), 73,7 (C-24) e 74,8 (C-25). Os deslocamentos do sistema tetraciclico foram
similares aos verificados para a substancia 6. nesse contexto, os dados permitiram identificar a
substancia 7 como melianodiol, previamente identificada em Guarea grandiflora JIMENEZ et

al., 1998), Trichilia reticulata (HARDING et al., 2001).

27

26 26

6a e 6b Melianodiol

Melianona 99



Tabela 26. Dados RMN 'H (100 MHz, CDCls) das substancias 6 ¢ 7

Posicao 6a e 6b 7

2 2,27dt (13,2 e 3,2 Hz) 2,27 dt (14.4 ¢ 3,2 Hz)

7 5,32 d1 (2,8 Hz) 5,32 d1 (3,6 Hz)

18 0,85 0,83 s

19 1,01s 1,01s

. 5,38 s1 (B-OH) .

5,32 d (3,2 Hz; a-OH)

’ 3,97 m (B-OH) 3,61 dl (B-OH)
3,89 m (a-OH)

” 2,87 d (8,0 Hz) 4,51 d (7,6 Hz)
2,72d (5,2 Hz)

26 1,31s 1,25 s

27 1,32 1,28 s

28 1,04 s 1,03 s

29 I,L11s I,L11s

30 1,05s 1,04 s

Dados de H metilénicos e metinicos da substancia 6 obtidos com base no HSQC: H-1
(1,46 e 1,49), H-5 (1,74), H-9 (2,32), H-11 (1,32), H-12 (2,80 e 1,56), H-15 (1,54), H-
16 (1,90), H-17 (2,32), H-20 (2,10)
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Tabela 27. Dados de RMN *C (100 MHz, CDCls) das substancias 6 ¢ 7

Posicio 6ae 6b 7 Melianona
C-21 (o/B-OH) (Ntalli et al., 2010)

1 38,5 38,5 38,5

2 35,1 35,1 35,1

3 216,9/216,8 217,0 216,8/216,7
4 49,6/50,4 48,3 47,8

5 52,4/52,3 52,5 52,4/52,4
6 25,05 24,3 23,2

7 118,0/118,2 118,1 118,1/118,0
8 145,7/145,5 145,7 145,7/145,6
9 48.4/48,3 47,9 49,6/48,4
10 34,9 34,2 34,9

11 17,7 17,6 17,7

12 35,1 34,9 35,1

13 43,5/43,7 45,3 43,8/43,5
14 50,8/51,0 50,7 50,8/50,4
15 34,2 34,2 343

16 27,2/27,3 27,2 27,4/27,3
17 47,0/47,8 43,5 47,1/45,2
18 12,7 12,7 12,7

19 24.5 23,2 24,0
20 45.2/47,8 46,3 33,9/31,9
21 97,8/ 101,8 96,8 97,7/101,8
22 31,5/31,3 31,6 31,5/31,3
23 78,4/ 77,0 78,7 77,0/78,4
24 67,7/65,3 73,7 67,7/65,3
25 58,0/57,2 74,8 57,9/57,2
26 24.5 26,7 25,0/24.,9
27 21,6/19,2 26,7 19,4/19,2
28 24,3 243 24,1
29 23,2 21,5 21,5
30 27,3 27,8 22,6
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5. CONSIDERACOES FINAIS
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A presenca de triterpenos do tipo apotirucalano em G. convergens reforga a afinidade
entre Meliaceae, Rutaceae e Simaroubaceae, pois esses metabolitos sdo restritos nessas trés
familias. Em contraste, os triterpenos com esqueleto tirucalano t€m distribuicdo mais ampla em
familias de Rutales e outras familias afins. Quanto aos esterdides do tipo ergostano identificados
em G. convergens, houve uma grande contribuicdo visto que existem poucos relatos em
Meliaceae, esses em espécies da subfamilia Melioideae a que pertence o género Guarea.

Os resultados obtidos no estudo fitoquimico realizado pela primeira vez com Guarea
convergens é de grande importancia para o conhecimento do metabolismo secundario da flora da
Reserva Florestal Adolpho Ducke. Os metabdlitos conhecidos e inéditos identificados nesse
estudo pertencem a classes quimicas com importancia sobre os aspectos quimiossistematico e

farmacologico.
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