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CHEMICAL STUDY OF LEAVES OF Trichilia silvatica Meliaceae. From the leaves of a specimen of Trichilia silvatica
Meliaceae, eight known compounds were isolated, namely, two pregnanes, 20,,3,43-trihydroxypregnan-16-one (1) and 28,33,4p-

trihydroxypregnan-16-one (2), three diterpenes, cneorubine X (3), kolavelool (4) and kolavenol (5), in addition to y-tocopherol,
3-O-B-D-glucopyranosyl-B-sitosterol and 3-O-B-D-glucopyranosyl-stigmasterol. This is the first reported occurrence of pregnane 1,
diterpenes 3-5 and p-tocopherol in the genus Trichilia. The structures of the isolated compounds were determined on the basis of

their spectral data.
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INTRODUCAO

Plantas da familia Meliaceae tém sido motivo de estudos fito-
quimicos, por apresentarem metaboélitos secunddrios com estruturas
diversificadas e com atividades bioldgicas significativas, principal-
mente os pertencentes a classe dos limonoides.' Nesta familia, o
género Trichilia, constituido por aproximadamente 70 espécies, € um
dos mais importantes. Estudos quimicos realizados com este grupo de
plantas levaram a caracterizacio de compostos pertencentes a varias
classes,’ tais como: sesquiterpenos, diterpenos do tipo dolabelano,
esteroides dos tipos pregnano e androstano, flavalignanas, triterpenos
e 4cidos fenilalcanoicos, fenilpropanoides, y-lactonas, limonoides,
protolimonoides. Entre as atividades de substancias e/ou extratos
obtidos de plantas do género Trichilia, destacam-se propriedades “an-
tifeedant” e inseticida,’ encontrando-se, também, referéncias a outras
atividades bioldgicas.* Trichilia silvatica, popularmente conhecida
como catigud-branco, é uma arvore de porte médio, endémica no
Brasil,’ cujos extratos de folhas apresentaram toxicidade para larvas de
Spodoptera frugiperda.® O presente trabalho relata o estudo fitoquimi-
co de folhas de um espécime de 7. silvatica coletado em Mato Grosso
do Sul, que levou ao isolamento de oito compostos, destacando-se
esteroides do tipo pregnano e diterpenos com esqueletos clerodano
e do tipo cneorubina. Um estudo anterior de folhas e galhos de um
espécime de T. silvatica coletado no estado do Espirito Santo levou
ao isolamento de um sesquiterpeno (ambrosanoli-10,11-diol), da
cumarina escopoletina e dos esteroides B-sitosterol e estigmasterol.”

PARTE EXPERIMENTAL
Instrumentacao e procedimentos gerais

Para cromatografia em camada fina foram utilizadas placas de
gel de silica (Whatman), com indicador de fluorescéncia UV ,, em
camadas de 0,25 mm de espessura, empregando-se como revelador
uma solugdo saturada de sulfato de cério IV em 4cido sulftrico
36%. As separagdes cromatograficas em colunas foram realizadas
utilizando-se gel de silica [70-230 e 200-400 mesh (Acros Organics)]
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e Sephadex® LH-20, sendo que as quantidades de fase estaciondria
sdo explicitadas em cada coluna como o didmetro e altura do leito. Os
experimentos de RMN 'H e *C (uni- e bidimensionais) foram obtidos
em espectrometro Bruker DPX-300 (300/75 MHz), utilizando-se
CDCl, como solvente e o sinal do CHCI, residual como referéncia.
As medidas de rotacdo Optica foram determinadas em polarimetro
Perkin-Elmer 341.

Material vegetal

O material vegetal foi coletado no municipio de Dois Irmaos do
Buriti-MS em maio de 2007 e a identificacdo botanica foi realizada
pela MSc. Ubirazilda Maria Resende, sendo uma exsicata (nimero
11218) depositada no Herbdrio CGMS, da UFMS.

Extracao e isolamento das substancias

As folhas foram secas, moidas (1050,0 g) e submetidas a extragio
com etanol, a temperatura ambiente, por cinco dias. A solugdo resul-
tante apos filtrac@o foi concentrada sob pressdo reduzida, fornecendo
o extrato etandlico bruto (130,2 g). Este foi submetido a particoes
liquido-liquido entre metanol/agua (9:1) e hexano, seguido por acetato
de etila, dando origem a trés fases: hexanica (36,3 g), acetato de etila
(29,9 g) e hidrometandlica (53,4 g).

O material obtido na fase hexanica foi submetido a cromatografia
em coluna de gel de silica 70-230 mesh (10,0 x 60,0 cm), eluida
com misturas de Hex:AcOEt em gradiente de polaridade crescente
(10:0, 9:1, 8:2, 7:3, 5:5, 0:10), originando 14 fracdes (1TS a 14TS)
de 200 mL cada. Parte da fracdo 5TS (1,00 g), obtida do sistema
eluente Hex:AcOEt 5:5, foi submetida a cromatografia em coluna
com Sephadex LH-20 (5,0 x 30,0 cm), eluida com cloroférmio,
dando origem a 36 fracdes (5TS1 a 5TS36) de 10 mL cada. Destas, a
fracdo STS8 (180,0 mg) foi submetida a cromatografia em coluna de
gel de silica 200-400 mesh (3,0 x 40,0 cm), eluida com Hex:AcOEt
em gradiente de polaridade crescente (95:5 a 80:20 e depois 0:100),
originando 80 fra¢des de 10 mL cada. Este processo resultou no
isolamento das substancias 4 (10,7 mg; 92:8) e 3 (4,2 mg; 90:10).
Na fragdo 5TS10 (44,5 mg) a substancia majoritdria foi identificada
como 5. A fracdo 5TS11 (12,92 mg) foi submetida a cromatografia
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em coluna de gel de silica 200-400 mesh (3,5 x 50,0 cm), eluida
com CHCI;:MeOH (99,9:0,1), originando 72 fracdes de 10 mL
cada, resultando no isolamento da substincia 6 (4,2 mg). A fracéo
10TS (1,0 g; AcOE) foi submetida a cromatografia em coluna com
Sephadex LH-20/CHCI;:MeOH (1:1) (5,0 x 30,0 cm), originando
42 fragdes de 20 mL cada, as quais, apds andlise por CCDA, foram
reunidas em 7 fracdes (1A a 7A). Na fragdo 5A (266,7 mg) foram
identificadas em mistura as substincias 7 e 8. A fracdo 6A (63,2 mg)
foi submetida a cromatografia em coluna de gel de silica 200-400
mesh (5,0 X 35,0 cm), eluida com CHCI;:MeOH em gradiente de
polaridade crescente (95:5 a 70:30), originando 130 fracdes de 10
mL cada. Este processo resultou no isolamento das substancias 1 (4,6
mg; 94:6) e 2 (3,6 mg; 92:8).

20,3p,4p-tri-hidroxipregnan-16-ona (1): Sélido branco, [o],*
-80,0 (MeOH; ¢ 0,046). RMN 'H (Pyr-d,, 300 MHz) §,, (mult.; J em
Hz; H): 2,38 (dd; 12,1 e 4,0; H-1a), 4,58 (ddd; 9,4, 9,1 ¢ 4,0; H-2),
3,87 (dd; 9,1 e 3,4; H-3), 4,24 (sl; H-4), 1,29 (m; H-5), 2,08 (m; H-6a),
1,49 (m; H-6b), 0,87 (m; H-7a), 1,60 (m; H-7b), 0,58 (s; H-18), 1,41
(s; H-19), 1,05 (¢; 7,5; H-21). RMN 3C: Tabela 1.

2p,3,4f-tri-hidroxipregnan-16-ona (2): Sélido branco, [o],*
-35,0 (MeOH; ¢ 0,036). RMN 'H (Pyr-d,, 300 MHz) §,, (mult.; J em
Hz; H): 2,36 (dd; 14,4 ¢ 2,4; H-1B), 1,31 (m; H-10v), 4,58 (si; H-2),
3,88 (t; 3,3; H-3), 4,21 (sl; H-4), 1,26 (m; H-5), 1,52 (m; H-6), 1,59
(sl; H-7), 2,19 (m; H-11), 2,21 (dd; 18,0 e 7,2; H-15), 0,60 (s; H-18),
1,64 (s; H-19), 1,82 (m; H-20), 1,06 (t; 7,4; H-21). RMN *C: Tabela 1.

Cneorubina X (3): Sélido branco, [a],* -19,0 (CHCL,; ¢ 0,042).
RMN 'H (CDCl,, 300 MHz) 3, (mult.; J em Hz; H): 2,20 (¢d; 10,0 e
6,4; H-1), 1,31 (; 10,0; H-5), 0,48 (dd; 11,0 e 10,0; H-6), 0,70 (ddd,
11,0, 10,0 e 6,1; H-7), 0,82 (dddd; 13,0, 10,0, 7,0 e 6,1; H-8a), 2,02
(t1; 13,0; H-8b), 2,41 (ddd; 13,2, 6,5 ¢ 1,2; H-9), 1,01 (s; H-13), 4,65
(dd; 2,1 e 1,4; H-14a), 4,68 (dd; 2,1 e 1,8; H-14b), 1,28 (s; H-15),
5,08 (thept; 6,8 ¢ 1,3; H-17), 1,58 (sl; H-19), 1,66 (s/; H-20). RMN
13C: Tabela 1.

Kolavelool (4): Sélido branco, [a] ,* - 33,0 (CHCL,; ¢ 0,1), RMN
'H (CDCl,, 300 MHz) &, (mult.; J em Hz; H): 1,67 (dr; 12,8 ¢ 3,6;
H-1,), 1,32 (m; H-1,)), 1,97 (m; H-2), 5,15 (m; H-3), 1,67 (dt; 12,8
e 3,6; H-6eq), 1,41 (m; H-6, ), 1,30 (m; H-7), 1,50 (m; H-8), 1,40 (m;
H-10), 1,17 (m; H-11), 1,37 (m; H-12), 5,86 (dd; 17,2 ¢ 10,8; H-14),
5,17 (dd; 17,2 e 1,2; H-15a), 5,03 (dd; 10,8 ¢ 1,2; H-15b), 1,25 (s;
H-16), 0,76 (d; 5,9; H-17), 0,69 (s; H-18), 0,96 (s; H-19), 1,55 (d;
1,4; H-20). RMN 3C: Tabela 1.

Kolavenol (5): Sélido branco, RMN 'H (CDCL,, 300 MHz) 9§,
(mult.; J em Hz; H): 2,05 (m; H-2), 5,16 (m; H-3), 1,69 (m; H-8),
1,17-1,30 (m; H-11), 1,82 (¢d; 12,5 ¢ 6,4; H-12a), 1,71 (¢d; 12,5 ¢
6,0; H-12b), 5,37 (ddd; 6,5, 5,3 e 1,2; H-14), 4,12 (dd; 6,3 ¢ 4,6;
H-15), 1,64 (si; H-16), 0,84 (d; 6,7; H-17), 1,56 (d; 2,0; H-18), 0,97
(s; H-19), 0,69 (s; H-20). RMN *C: Tabela 1.

y-tocoferol (6): Sélido branco. RMN 'H (CDCl,, 300 MHz) 9§,
(mult.; J em Hz; H): 1,66 (m; H-3), 2,65 (t; 7,3; H-4), 6,35(s; H-5),
1,23-1,28 (m; H-117), 0,84 (d; 6,7, H-13"), 1,22 (s; H-2), 2,11 (s;
H-7), 2,09 (s; H-8), 0,84 (d; 6,7, H-4"), 0,82 (d; 6,7; H-8"), 0,84 (d;
6,7;H-12"),4,21 (s; OH). RMN "*C (75 MHz, CDCl,) §.: 75,5 (C-2),
31,4(C-3), 22,3 (C-4), 112,1 (C-5), 146,2 (C-6), 121,6 (C-7), 125,8
(C-8), 145,8 (C-9), 118,3 (C-10), 40,0 (C-1"), 21,0 (C-2), 37,5 (C-
3%), 32,7 (C-4%), 37,3 (C-5"), 24,5 (C-6"), 37,3 (C-7°), 32,8 (C-8’),
37,4 (C-9%), 24,8 (C-10"), 39,4 (C-117), 28,0 (C-12"), 22,6 (C-13"),
24,1 (CH;-C-2), 11,9 (CH,-C-7), 11,9 (CH;-C-8) 19,6 (CH,-C-4"),
19,8 (CH,-C-8), 22,7 (CH,-C-12’).

3-0-B-D-glucopiranosil-f-sitosterol (7): RMN BC (75 MHz,
Pyr-d,), &.: 36,9 (C-1), 30,2 (C-2), 78,5 (C-3), 39,3 (C-4), 140,9
(C-5), 121,8 (C-6), 32,0 (C-7), 32,1 (C-8), 50,3 (C-9), 37,4 (C-10),
21,2 (C-11), 39,8 (C-12), 42,4 (C-13), 56,8 (C-14), 24,4 (C-15),
28,5 (C-16),56,2 (C-17), 12,1 (C-18), 19,4 (C-19), 36,2 (C-20), 19,0
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(C-21), 34,1 (C-22), 25,6 (C-23), 45,7 (C-24), 29,2 (C-25), 19,9 (C-
26), 19,0 (C-27), 23,3 (C-28), 11,9 (C-29), 102,5 (C-1), 75,2 (C-2"),
78,4 (C-3%), 71,6 (C-4"), 78,5 (C-5"), 62,7 (C-6")

3-0-f-D-glucopiranosil-estigmasterol (8): RMN *C (75 MHz,
Pyr-d;), 8.: 39,3 (C-1), 32,0 (C-2), 78,5 (C-3), 42,4 (C-4), 140,9 (C-
5), 121,8 (C-6), 32,0 (C-7), 32,1 (C-8), 50,3 (C-9), 36,8 (C-10), 21,2
(C-11), 39,8 (C-11), 42,3 (C-13), 56,9 (C-14), 24,4 (C-15), 29,4 (C-
16), 56,0 (C-17), 12,1 (C-13), 19,2 (C-19), 40,0 (C-20), 21,2 (C-21),
138,8 (C-22), 129,4 (C-23), 51,3 (C-24), 32,0 (C-25), 21,4 (C-26),
19,0 (C-27), 24,4 (C-28), 12,5 (C-29), 102,5 (C-17),75,2 (C-2"), 78,4
(C-37),71,6 (C-4"), 78,5 (C-5"), 62,7 (C-6").

RESULTADOS E DISCUSSAO

A substancia 1 apresentou-se como um sélido branco e seu
espectro de RMN 'H apresentou um conjunto de sinais entre 8 0,50
e 2,90, caracteristicos de substancias de natureza terpénica. Neste,
foi possivel observar dois singletos a & 1,41 e 0,58 ¢ um tripleto a
8 1,05, referentes a trés metilas, e sinais de hidrogénios ligados a
carbonos oxigenados (hidroxilas) a & 4,58 (ddd, J =94, 9,1 ¢ 4,0
Hz), 3,87 (dd, J = 9,1 e 3,4Hz) e 4,24 (sl). Estes dados indicam que
os dois primeiros hidrogénios (8 4,58 e 3,87) podem ser vicinais (J
=9,1 Hz), sendo as hidroxilas orientadas equatorialmente, enquanto
a terceira encontra-se em posi¢do axial. O espectro de RMN de "*C
de 1 apresentou sinais referentes a vinte e um carbonos, os quais,
com auxilio do DEPT 135, foram definidos como sendo correspon-
dentes a trés metilas, sete metilenos, oito metinos e trés carbonos
ndo ligados a hidrogénios. Entre estes, se destacam o sinal relativo a
um carbono de carbonila cetonica a § 219,0 e trés sinais atribuidos a
carbonos oximetinicos a 6 68,7, 76,0 e 78,7 (Tabela 1). Estes dados
sdo compativeis com a férmula molecular C, H,,0, e, portanto, com
um esqueleto carbonico tetraciclico. Esta constatagio, aliada a pre-
senca de vinte e um carbonos na estrutura de 1 e a consideracdes de
ordem quimiossistemadtica, sugeriram que 1 poderia se tratar de um
esteroide tipo pregnano tri-hidroxilado, contendo um grupo cetdnico.
A presenca de um grupo etila, verificada no espectro de RMN 'H
pelo sinal de metila como tripleto a § 1,05, eliminou a possibilidade
desta carbonila se encontrar em C-20. Com base nestas observagdes,
verificou-se que hd uma boa correlag@o entre os dados de RMN de 'H
e de °C de 1 e os do esteroide 20,33,4p-tri-hidroxipregnan-16-ona
(Figura 1), levando a conclusdo de que 1 se trata do mesmo composto.
Esta substancia foi relatada na literatura uma tnica vez, tendo sido
obtida do cerne de Azadirachta indica (Meliaceae).®

O composto 2 apresentou caracteristicas espectroscépicas se-
melhantes as de 1, sendo que a andlise dos dados, principalmente
de RMN BC (Tabela 1), levou a concluséo de que se tratam de subs-
tancias isoméricas. Diferencas significativas foram observadas nos
deslocamentos quimicos dos carbonos do anel A, principalmente nos
oximetinicos (8 72,4, 72,5 € 76,9) e nas multiplicidades dos respecti-
vos hidrogénios no espectro de RMN 'H. Os valores das constantes
de acoplamento dos hidrogénios oximetinicos indicam a auséncia
de relacdo trans-diaxial entre eles, cujas multiplicidades aparecem
como dois singletos largos e um tripleto de 3,30 Hz. Os dados de
RMN 'H e BC de 2 mostraram-se compativeis com os do esteroide
2B,3B,4B-tri-hidroxipregnan-16-ona, que difere de 1 apenas pela
configuracdo de C-2. Em 2 as hidroxilas se orientam em axial (C-2
e C-4) e equatorial (C-3), o que é compativel com as multiplicidades
observadas para os respectivos hidrogénios. Este composto foi isolado
inicialmente, em 1991, de Trichilia schomburgkii® e, posteriormente,
de Trichilia claussenii,’ Azadirachta indica," Cipadessa bacifera,"
Munronia henryi'? e de Trichilia quadrijuga,” todas pertencentes a
familia Meliaceae.

A substancia 3 apresentou-se como um sélido branco e seu
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Figura 1.

Tabela 1. Dados de RMN “C (CDCl,, 75 MHz) de 1,2,3,4¢ 5

Estruturas das substdncias 1-8
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Glic

C S
1 2 3 4 5

1 46,8 44,1 52,9 18,1 18,3
2 68,7 724 26,3 277 26,9
3 78,7 72,5 41,6 120,3 1204
4 76,0 76,9 81,1 1444 144.,5
5 49,7 49,8 53,8 38,3 382
6 26,1 26,2 29,1 36,1 36,8
7 33,0 32,3 26,8 26,8 27,5
8 34,3 337 24,8 36,8 36,2
9 55.8 56,3 38,9 38,1 38,6
10 38,0 353 153,5 46,3 46,4
11 20,7 20,0 243 31,8 36,7
12 38,4 378 433 352 328
13 42,4 41,9 13,7 733 141,0
14 50,7 50,1 106,2 145,1 122,8
15 38,8 38,2 25,7 11,9 59,5
16 219,0 218,8 253 274 16,5
17 654 64.8 1248 15,8 16,0
18 13,7 13,2 131,2 18,3 18,4
19 16,5 17,1 17,6 19,2 19,9
20 18,2 17,7 25,9 17,8 18,0
21 13,9 13.3 - - -

espectro de RMN de 'H apresentou caracteristicas de sesquiterpeno
do tipo aromadendrano. No entanto, foram observados no espectro de
RMN de "*C vinte sinais (Tabela 1), incluindo um relativo a carbono
quaterndrio em 8 24,3, caracteristico de carbono de anel ciclopropa-
nico. A andlise dos dados de RMN "3C mostrou boa correlagéo com
os sinais do sesquiterpeno espatulenol,' e os cinco sinais restantes
indicaram uma unidade isoprénica adicional, a qual seria uma conti-
nuidade da cadeia e, portanto, conectada ao anel ciclopropanico. Esta
estrutura corresponde a de um composto isolado anteriormente das
folhas de Guarea guidonia® (Meliaceae), denominado cneorubina X,
cujos dados de RMN 'H e *C apresentam boa correlagdo com os de 3.

Os espectros de RMN 'H e "*C (Tabela 1) do composto 4 in-
dicaram que se tratava de um diterpeno biciclico, possuindo duas
ligagdes duplas, sendo uma delas vinilica, e um carbono tercidrio
oxigenado. A consideracdo das possibilidades iniciais de esqueletos
labdano e clerodano levou a identificacdo do composto 4 como sendo
o diterpeno tipo clerodano denominado kolavelool.'® Este composto
ocorre em vdarias plantas, porém, foi isolado de uma tnica espécie
de Meliaceae, Guarea kunthiana."”

A substincia 5 apresentou dados de RMN 'H e *C (Tabela 1)
muito semelhantes aos do composto 4, diferindo deste pela ausén-
cia do grupo vinila e pela presenca de um grupo hidroximetilénico
em posi¢do alilica. Estas consideracdes levaram a identificacio do
composto 5 como sendo o diterpeno kolavenol.'* Da mesma maneira
que o composto 4, o diterpeno 5 ocorre em vérios grupos de plantas,
tendo sido caracterizado em duas espécies de Meliaceae, Guarea
guidonia® e G. kunthiana."
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As substancias 6, 7 e 8 (Figura 1) foram identificadas, a partir das
andlises dos espectros de RMN 'H e '*C e comparagio com amostras
auténticas, como sendo o y-tocoferol (6),' 3-O-B-D-glucopiranosil-
[-sitosterol (7)* e 3-O-B-D-glucopiranosil-estigmasterol (8).!

CONCLUSAO

O estudo quimico das folhas de um espécime de Trichilia sil-
vatica coletado no municipio de Dois Irmaos do Buriti — MS levou
ao isolamento de oito substancias (1-8). Dentre estas, destacam-se
os esteroides do tipo pregnano 2a.,33,4B-tri-hidroxipregnan-16-ona
(1) e 2B 3pB,4B-tri-hidroxipregnan-16-ona (2). Os compostos 1 e 2 ja
haviam sido caracterizados anteriormente, porém apenas em plantas
da familia Meliaceae, sendo 1 isolado de Azadirachta indica e 2 de
plantas de vérios géneros. Os diterpenos cneorubina X (3), kolavelool
(4) e kolavenol (5) j4 haviam sido isolados de Meliaceae, porém este
se constitui no primeiro relato da ocorréncia destes compostos em
plantas do género Trichilia. Diterpenos com esqueleto clerodano sdo
considerados potencialmente inseticidas® e, portanto, as substincias
4 e 5, juntamente com os esteroides 1 e 2, sdo candidatos a responsa-
veis pela acdo larvicida do extrato etandlico das folhas de Trichilia
silvatica previamente mencionada. O estudo anterior das folhas e
galhos desta espécie, coletada em outra regido do Pais, levou ao
isolamento de constituintes diferentes. Este fato ndao ¢ incomum em
Meliaceae, como demonstraram, por exemplo, os estudos realizados
com Guarea guidonia.”

MATERIAL SUPLEMENTAR

Espectros de RMN 'H e "*C das substancias isoladas de folhas
de Trichilia silvatica estdo disponiveis gratuitamente em http://qui-
micanova.sbq.org.br, na forma de arquivo PDF.
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