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Artigo

PHYTOCHEMICAL STUDY OF THE WOOD FROM Guarea macrophylla (MELIACEAE). In the present work, the crude
ethanol extract from wood of G. macrophylla was submitted to liquid/liquid partition between hexane, CH,CI,, EtOAc and
n-BuOH. Each phase was individually chromatographed over silica gel, Sephadex LH-20 or Amberlite XAD-2 to give eight terpene
derivatives, such as five sesquiterpenoids (caryophyllene oxide, guai-6-en-10B-ol, spathulenol, aromadendrane-4f,100.-diol and
aloaromadendrane-40.,10B-diol) as well as three triterpenoids (cicloart-24-ene-3f,23(R*)-diol, cicloart-24-ene-3[3,23(S*)-diol, and
cicloart-23E-ene-3[3,25-diol). Additionally, were isolated three fatty acids (linolenic, linoleic and stearic), two steroids (sitosterol

and stigmasterol) and sacarose. The structures of all these compounds were characterized by spectrometric analysis, mainly mass

spectrometry and NMR and comparison of these data described in the literature.
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INTRODUCAO

Guarea macrophylla Vahl. ssp. tuberculata (Meliaceae) € verna-
culamente conhecida como atatiba e ocorre como uma arvore de 3
a 10 m de altura essencialmente no Sul e Sudeste do Brasil, estando
presente também na Amazdnia peruana.' Do ponto de vista quimico,
nosso grupo de pesquisa realizou um estudo sistematico com essa
espécie, sendo descrita na literatura a ocorréncia de sesquiterpenos,
diterpenos e triterpenos das folhas e cascas do tronco, além dos cons-
tituintes dos respectivos 6leos volateis.2 E digno de nota que o 6leo
oriundo das folhas mostrou resposta eletroantenografica frente a H.
grandella, um lepidoptero causador de grandes danos em cultivos de
espécies de Meliaceae.? Visando contribuir com a fitoquimica de G.
macrophylla, este trabalho descreve, pela primeira vez, os constituin-
tes da madeira desta espécie. Através de sucessivos procedimentos
cromatograficos seguidos de andlise espectrométrica foram isolados
cinco sesquiterpenos: 6xido de cariofileno (1), guai-6-en-10B-ol (2),
espatulenol (3), aromadendrano-4f3,10c.-diol (4) e aloaromadendrano-
40, 10B-diol (5), trés triterpenos: cicloart-24-eno-33,23(R*)-diol (6),
cicloart-24-eno-3f,23(S*)-diol (7) e cicloart-23E-eno-33,25-diol (8),
dois esteroides: sitosterol (9) e estigmasterol (10), trés dcidos graxos:
linolénico (11), linoleico (12) e estedrico (13), além de sacarose (14).
A identificac@io estrutural das substincias foi realizada através da
andlise dos dados espectrométricos, principalmente RMN de 'H, de
BC e de espectrometria de massas.

PARTE EXPERIMENTAL
Instrumentacao e procedimentos gerais

Os espectros de RMN foram registrados em espectrometros
Bruker, modelos DPX-300 e DRX-500 operando, respectivamente,
a 300 e 500 MHz para o nicleo do hidrogénio e a 75 e 125 MHz
para o nucleo do carbono-13. Cloroférmio-d (Aldrich), metanol-d,
e benzeno-d, (Tedia Brazil) foram usados como solventes, sendo o
pico residual do derivado ndo deuterado empregado como padrdo
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interno. Os espectros de massas foram obtidos em um espectrometro
HP 5990/5988A, operando por impacto eletronico (70 eV), via inje-
¢do direta e em um espectrometro HP-5973, operando por impacto
eletronico (70 eV), acoplado a um cromatégrafo HP-6890 (coluna
DB-5, 30 m x 0,25 mm, espessura do filme 0,25 pum), via CG/EM. O
ponto de fusdo foi registrado em um aparelho Electrothermal 9100,
com termdmetro ndo aferido. A medida de rotaga@o 6ptica especifica
foi obtida em polarimetro digital JASCO DIP-370, filtro de Na, em
cela de quartzo com 10 mm de caminho Optico. Para as separacdes
cromatogréficas em coluna foram utilizados gel de silica (Merck, 230-
400 mesh), Sephadex LH-20 (Amersham Biosciences) e Amberlite
XAD-2 (Aldrich), enquanto que para as separagdes por cromatografia
em camada delgada foi utilizado gel de silica 60 PF _, (Merck).
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Material vegetal

O material vegetal foi coletado em outubro de 2000, de um
espécime localizado no bosque do Instituto de Biociéncias da Uni-
versidade de Sdo Paulo (Sao Paulo, capital). A identificag¢@o botanica
foi realizada pelo Prof. Dr. J. R. Pirani, do Herbério do IB-USP, onde
uma exsicata do espécime estudado encontra-se depositada.

Extracio e isolamento das substancias

O tronco de Guarea macrophylla foi coletado e separado, ma-
nualmente, em casca e cerne. Apds secagem em estufa a 40 °C e
moagem, foram obtidos 600 g do cerne que foram extraidos com
EtOH (4 X 2 L) a temperatura ambiente. A destilacdo do solvente
sob pressao reduzida forneceu 20 g do extrato etandlico bruto, que
foi submetido a parti¢do entre EtOH:H,O 1:2 (500 mL) e hexano,
CH,CI, e AcOEt (4 X 300 mL cada solvente), sucessivamente. Apds
adi¢do de 400 mL de solugdo aquosa saturada com NaCl, o restante
da fase hidroalcodlica foi extraida com 3 X 300 mL de n-BuOH. A
fase em hexano (3,6 g), apds fracionamento cromatografico sobre
gel de silica (120 g), resultou nas fragdes I (hexano - 212 mg), 11
(hexano:AcOEt 9:1 - 30 mg), [l e IV (hexano:AcOEt 4:1 — 62 ¢ 42
mg), V e VI (hexano:AcOEt 7:3 - 257 e 151 mg), VII (hexano: AcOEt
1:1-298 mg), VIII (hexano:AcOEt 1:4 — 377 mg) e IX (AcOEt - 89
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mg). Ap6s andlise via CCD, foi observado que as fragdes II, [l e IV
estavam puras e constituidas por 1, 3 e 2, respectivamente.

A fragdo VI foi submetida a separag¢@o em gel de Sephadex LH-20
(2 X 28 c¢m) eluido com hexano:CH.CI, 1:4 e CH,Cl,:Me,CO 3:2*
fornecendo vinte e sete fracdes de 10 mL que, apés monitoramento
por CCD, foram reunidas em 6 grupos (1 — 6). Deste processo, foram
obtidos 16 mg de uma mistura de 9 e 10 do grupo 3 e 12 mg de 3 do
grupo 5. A fase em CH,Cl, (1,1 g) apds fracionamento cromatogréfico
sobre gel de silica (100 g) resultou nas fracdes I (hexano:AcOEt 9:1
- 66 mg), II (hexano:AcOEt 4:1 — 54 mg), Il e IV (hexano:AcOEt
7:3 - 16 e 22 mg), V e VI (hexano:AcOEt 1:1 — 102 e 99 mg), VII
(hexano:AcOEt 1:4 — 101 mg) e VIII (AcOEt — 43 mg).

A fragdo II mostrou-se composta por uma mistura de 11, 12 e
13, os quais foram identificados por CG/EM, sem derivatizacdo. As
fracdes I1I e IV mostraram-se constituidas majoritariamente por 4 e
5, respectivamente.

A fase em AcOEt (1,0 g) foi submetida a separacdo em gel de
Sephadex LH-20 (2 X 60 cm), a qual foi eluida com MeOH puro,
fornecendo oito fragdes de 250 mL (I — VIII). A purificagdo da fragdo
IV (233 mg) através de fracionamento em coluna de gel de silica (90 g)
eluida com misturas de hexano: AcOEt nas proporcdes 9:1 (fracdes 1 —
2),4:1 (fragdes 3-5), 7:3 (fragdo 6), 1:1 (fracdo 7) e AcOEt puro (fragdo
8), forneceu 7 (23 mg) e 6 (56 mg) das fracdes 4 e 5, respectivamente.

A purificagdo da fracao VI (102 mg) em gel de Sephadex LH-20
(2 X 30 cm), eluido com MeOH puro, forneceu trinta e cinco fragdes
de 10 mL, que foram reunidas em 5 grupos (1 — 5) apds andlise por
CCD. Deste processo, foram obtidos 10 mg de 8 do grupo 4. A fase
em n-BuOH (2,0 g) foi submetida a separagdo em Amberlite XAD-2
(2,5 X 30 cm), utilizando-se uma sequéncia de solventes composta
por H,O (fragdes I — II), H,O:MeOH 9:1 (fragdes III - V), 8:2 (fra-
¢des VI — VIII), 7:3 (fragdes IX — XI), 1:1 (fragdes XII - XIV), 3:7
(fragoes XV — XVI) e, finalmente, com MeOH puro (fragio XVII).
Desta forma, foi possivel obter 221 mg de 14 da fracédo III.

Guai-6-en-10B-0l (2): Oleo incolor, [a],* + 13,0 (CHCl,; conc. 0,20).
RMN 'H (300 MHz, CDCL,) &, (mult.; / em Hz; H): 5,48 (d; 3,3;
H-6), 0,95* (d; 6,9; H-12), 0,97* (d; 6,9; H-13), 0,84 (d; 7,5, H-14),
1,18 (s; H-15). RMN “C (75 MHz, CDCL,) 6.: 51,3 (C-1), 23,9
(C-2), 33,1 (C-3), 37,2 (C-4), 43,8 (C-5), 124,0 (C-6), 148,3 (C-7),
25,1(C-8),42,6(C-9),75,6 (C-10),37,6 (C-11),21,2*(C-12),21,3*
(C-13), 15,2 (C-14), 21,5 (C-15) (*valores intercambeaveis). EMIE
(70 eV) m/z (intensidade relativa): [M]* 222 (2), 204 (36), 161 (100),
121 (63), 105 (84), 81 (68), 55 (48).

Aromadendrano-4, 100-diol (4): S6lido branco amorfo. RMN 'H (300
MHz, CDCL,) §,, (mult.; / em Hz; H): 0,42 (dd; 10,9 e 9.,4; H-6), 0,64
(m; H-7), 1,03 (s; H-12), 1,03 (s; H-13), 1,25 (s, H-14), 1,17 (s, H-15).
RMN "C (75 MHz, CDCL,) §.: 56,5 (C-1), 23,8 (C-2), 41,2 (C-3),
80,4 (C-4), 48,5 (C-5), 28,4 (C-6), 26,7 (C-7), 20,1 (C-8), 44,5 (C-9),
75,1 (C-10), 19,6 (C-11), 28,7 (C-12), 16,5 (C-13), 24,5 (C-14), 20,4
(C-15). EMIE (70 eV) m/z (intensidade relativa): [M]* 238 (2), 220
(11), 205 (23), 202 (23), 187 (24), 177 (22), 162 (60), 159 (59), 147
(54), 134 (33), 119 (73), 107 (75), 93 (100), 79 (84), 67 (63), 55 (75).

Aloaromadendrano-4o, 10B-diol (5): S6lido branco amorfo. RMN 'H
(300 MHz, CDCl,) SH (mult.; Jem Hz; H): 0,01 (¢, 9,7; H-6), 0,64 (m;
H-7), 1,03 (s; H-12), 1,04 (s; H-13), 1,34 (s, H-14), 1,20 (s, H-15).
RMN "C (75 MHz, CDCl,) 6. 54,0 (C-1), 25,2 (C-2), 37.4 (C-3),
82,2 (C-4),47,8 (C-5),25,3 (C-6), 28,8 (C-7), 18,8 (C-8), 38,0 (C-9),
74,5 (C-10), 18,7 (C-11), 28,6 (C-12), 16,4 (C-13), 25,6 (C-14), 32,1
(C-15). EMIE (70 eV) m/z (intensidade relativa): [M]* 238 (3), 220
(17), 205 (12), 202 (29), 187 (25), 162 (45), 159 (63), 147 (44), 134
(47), 121 (30), 119 (66), 107 (66), 93 (100), 79 (66), 67 (51), 55 (55).

Quim. Nova

Cicloart-24-eno-3p,23(R*)-diol (6): Sélido branco amorfo. RMN
'H (500 MHz, CDCL,) §, (mult.; J em Hz; H): 3,28 (dd; 11,5 e 4,4;
H-3), 0,55 (d; 4,0; H-19a), 0,32 (d; 4,0; H-19b); 0,94 (d; 6,5; H-21),
4,46 (1d; 9,3 e 4,2, H-23), 5,10 (dt, 9,0 e 1,3; H-24), 1,74 (s, H-26),
1,71 (s, H-27), 0,89 (s, H-28); 0,81 (s, H-29); 0,96 (s, H-30). RMN
BC (125 MHz, CDCL,) §.: 32,0 (C-1), 30,3 (C-2), 78,9 (C-3), 40,5
(C-4),47,1(C-5),21,1(C-6),28,4(C-7),47,9 (C-8),20,0(C-9),25,9
(C-10), 26,0 (C-11), 35,5 (C-12), 45,3 (C-13), 48,9 (C-14), 32,9 (C-
15),26,4 (C-16),52,9 (C-17), 18,0 (C-18), 29,9 (C-19), 33,5 (C-20),
19,1 (C-21), 44,5 (C-22), 67,3 (C-23), 128,4 (C-24), 135,6 (C-25),
25,4 (C-26), 18,3 (C-27), 19,3 (C-28), 26,1 (C-29), 14,0 (C-30).

Cicloart-24-eno-3P,23(S*)-diol (7): S6lido branco amorfo. RMN 'H
(500 MHz, CDCL,) 8, (mult.; J em Hz; H): 3,27 (dd; 11,1 e 4,4; H-3),
0,55 (d; 4,1; H-19a), 0,33 (d; 4,1; H-19b); 0,89 (d; 6,5; H-21), 4,47
(td; 9,0 e 3,1, H-23), 5,20 (dt, 8,7 e 1,3; H-24), 1,71 (s, H-26), 1,68
(s, H-27), 0,88 (s, H-28); 0,80 (s, H-29); 0,96 (s, H-30). RMN BC
(125 MHz, CDCl,) §: 32,0 (C-1), 30,4 (C-2), 78,9 (C-3),40.,5 (C-4),
47,1 (C-5), 21,1 (C-6), 28,3 (C-7), 47,9 (C-8), 20,0 (C-9), 25,7 (C-
10), 26,0 (C-11), 35,5 (C-12),45,4 (C-13),48,9 (C-14), 32,7 (C-15),
26,5 (C-16),52,9 (C-17), 18,1 (C-18), 29,9 (C-19), 33,0 (C-20), 18,1
(C-21), 44,5 (C-22), 66,1 (C-23), 129,1 (C-24), 133,8 (C-25), 25,4
(C-20), 18,3 (C-27), 19,3 (C-28), 26,1 (C-29), 14,0 (C-30).

Cicloart-23E-eno-3,25-diol (8): Sélido branco amorfo. RMN 'H
(300 MHz, CDCl,) BH (mult.; Jem Hz; H): 3,28 (dd; 11,1 e 4,5; H-3),
0,55 (d; 4,2; H-19a), 0,33 (d; 4,2; H-19b); 0,87 (d; 6,3; H-21), 5,59
(m; H-23 e H-24), 1,32 (s, H-26), 1,32 (s, H-27), 0,81 (s, H-28); 0,97
(s, H-29); 0,97 (s, H-30). RMN 'H (300 MHz, benzeno-d,) SH (mult.;
Jem Hz; H): 5,67 (ddd; 15,6, 7,9 ¢ 5,6; H-23), 5,60 (d, 15,6; H-24).
RMN "C (75 MHz, CDCL,) 6..: 32,0 (C-1), 30,4 (C-2), 78,8 (C-3),
40,5 (C-4), 47,1 (C-5), 21,1 (C-6), 28,1 (C-7), 48,0 (C-8), 20,0 (C-
9), 26,1 (C-10), 26,0 (C-11), 35,6 (C-12), 45,3 (C-13), 48,8 (C-14),
32,8 (C-15),26,5(C-16),52,0 (C-17), 18,3 (C-18),29,9 (C-19), 36,4
(C-20), 18,1 (C-21),39,0(C-22), 139,4 (C-23), 125,6 (C-24),70,8 (C-
25), 30,0 (C-26), 29,9 (C-27), 19,3 (C-28), 25,4 (C-29), 14,0 (C-30).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A comparagio dos dados de RMN de *C e de massas com valores
descritos na literatura,” mostrou que a substéncia 1 corresponde ao
oxido de cariofileno, o qual pode ser considerado como um produto
da oxidacdo do carofileno na presenca de luz e oxigénio.

Os espectros de RMN de "*C e DEPT 135° de 2 mostraram a
presenca de quinze sinais sendo referentes a quatro grupos metili-
cos, quatro metilénicos, cinco metinicos, sendo um deles sp?, e dois
carbonos nio hidrogenados, sendo um olefinico e um oxigenado. A
andlise do espectro de massas, o qual mostrou o pico do fon molecular
em m/z 222, permitiu inferir a férmula molecular C H, O, com trés
deficiéncias de hidrogénio, sendo uma ligacdo dupla e dois aneis. Tais
informagdes, associadas a presenga de um grupo isopropilico devido
aos dupletos relativos a H-12/H-13 em §, 0,95 ¢ 0,97 (J = 6,9 Hz),
permitiram inferir o esqueleto guaiano.® A comparagdo dos dados
espectrais obtidos para 2 com aqueles descritos na literatura, permitiu
identificar esse sesquiterpeno como guai-6-en-10B3-ol, cuja ocorréncia
foi descrita exclusivamente em Guarea macrophylla® e em G. guidonia.”

O composto 3 foi identificado como espatulenol pela comparacio
dos dados espectrais descritos na literatura.® Os espectros de RMN
de 'H das substéncias 4 e 5 mostraram sinais caracteristicos de anel
ciclopropanico entre SH 0,0-0,1 e entre SH 0,5-0,7, os quais sdo indi-
cativos da ocorréncia de sesquiterpenos de esqueleto aromadendrano
e alo-aromadendrano, respectivamente.® Nos espectros de RMN de
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Figura 1. Estrutura dos metabdlitos isolados da madeira de Guarea ma-
crophylla

13C e DEPT 135° dos compostos 4 ¢ 5 foram detectados sinais de
carbonos carbindlicos em 3 80,4/82,2, atribuidos a C-4, ¢ em J_
75,1/74,5, atribuidos a C-10. Tal informacdo sugere que ambos sdo
derivados di-hidroxilados, fato que foi confirmado através da analise
dos respectivos espectros de massas, que indicam a férmula molecu-
lar C ;H,,O, devido aos picos dos fons moleculares em m/z 238. A
estereoquimica relativa de C-4 foi definida com base nos dados de
RMN de "*C de C-6 visto que a literatura® descreve que o sinal deste
carbono ¢ observado entre §_, 28-30 quando o grupo hidroxilico estd
em f3, ocorrendo em torno de 8. 25 quando em o. A comparagdo dos
dados espectrométricos destes sesquiterpenos com aqueles descritos
na literatura,® permite identificar 4 como aromadendrano-43,100-diol
e 5 como aloaromadendrano-4o.,10B-diol. Este € o segundo relato de
derivados de aromadendrano-4,10-diois em espécies de Guarea,” sendo
significativo o potencial fungitéxico apresentado por esses compostos.’

Os espectros de RMN de 'H de 6 — 8 mostraram dois dubletos
em SH 0,3-0,5 (J = 4,0 Hz) os quais foram atribuidos ao H-19 de
triterpenos da classe dos cicloartan-3f3-ois.!° De acordo com o evi-
denciado nos espectros de RMN de *C ¢ DEPT 135°, a estrutura
planar da cadeia lateral dos triterpenos 6 e 7 € idéntica, visto que
foram observados sinais referentes ao carbonos carbinélicos C-23
em O 67,3/66,1 e os carbonos alifiticos sp* em . 128,4/129,1
(C-24) e em 135,6/133,8 (C-25). Tais informagdes, associadas
ao fato de que a oxidagdo de ambos com MnO, gera um mesmo
derivado, o cicloart-24-eno-3,23-diona,!* permitem sugerir que a
unica diferenga entre os dois triterpenos consiste na configuracio
de C-23. Finalmente, a comparagdo dos dados espectrais obtidos
com aqueles descritos na literatura para compostos contendo a
mesma cadeia lateral com a configuragdo relativa de C-23 defi-
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nida,>!!" permitiu inferir que os triterpenos 6 e 7 correspondem a
cicloart-24-eno-3f,23(R*)-diol e cicloart-24-eno-3f3,23(5*)-diol,
respectivamente. O espectro de RMN de 'H de 8 em CDCI, mostrou
o par de dupletos atribuidos a H-19 em 8, 0,33 (J=4,2 Hz) eem §,
0,55 (J = 4,2 Hz), o dupleto atribuido a H-21 em SH 0,87 (J=6,3
Hz) e os hidrogénios oleffnicos em H-23 e H-24 em & 5,59 (m).
Como a multiplicidade desse sinal ndo permitiu definir o valor da
constante de acoplamento e, consequentemente, a configuracio da
ligagdo dupla, foi registrado um outro espectro de RMN de 'H em
benzeno-d,. Neste, foram observados os sinais relativos a H-23 em
8, 5.,67 (ddd, J=15,6;7,9¢ 5,6 Hz) eaH-24 em §,, 5,60 (/= 15,6
Hz), o que permitiu definir a configuracio da ligacdo dupla como
E. O espectro de RMN de *C de 8 mostrou dois sinais referentes a
carbonos metinicos olefinicos em SC 125,6 e 139,4, os quais foram
atribuidos, respectivamente, a C-23 e C-24. A presenga de um car-
bono carbindlico adicional em §. 70,8 (C), o qual foi atribuido a
C-25, seguido da comparagdo com dados descritos na literatura®!°
permitiram a identificagdo de 8 como cicloart-23E-eno-3f3,25-diol.

As estruturas dos esteroides 9 e 10 foram caracterizadas pelas
andlises dos espectros de RMN de 'H e de *C seguidas pela com-
paragdo dos dados descritos na literatura'? para o sitosterol e estig-
masterol, respectivamente. As estruturas dos dcidos graxos livres
11 - 13 obtidos em mistura foram definidas por CG/EM, os quais
apresentaram os respectivos fons moleculares em m/z 278 (acido
linoleico), 280 (4cido linolénico) e 284 (dcido estedrico). O espectro
de RMN de “C de 14 mostrou doze sinais dos quais dez na faixa
entre 5, 62 — 84 e dois em &, 105,3 (CH) e 93,6 (CH), atribuidos a
carbonos anoméricos de um carboidrato. A comparacdo dos dados
espectrais obtidos com aqueles descritos na literatura'® permitiu a
identificacdo de 14 como a sacarose.

A investigacdo fitoquimica da madeira de G. macrophylla resultou
no isolamento de diversos derivados terpenoidicos, especialmente
sesquiterpenos de esqueleto aromadendrano, guaiano e cariofilano
além de triterpenos de esqueleto cicloartano, os quais sdo comuns no
taxon Guarea.>'** A auséncia de limonoides nas fases mais polares,
tanto da madeira quanto das folhas, parece sugerir que as espécies de
Guarea que produzem e acumulam derivados do cicloartano mostram
um caminho biossintético preferencial na ciclizag@o do 6xido de es-
qualeno na conformac@o cadeira/barco/cadeira/barco em comparacio
aquelas espécies nas quais derivados de esqueleto tirucalano/eufano
e, consequentemente, limonoides sdo predominantes,'*!” uma vez que
esses compostos sdo formados exclusivamente a partir da ciclizacio
na conformac@o cadeira/cadeira/cadeira/barco.'®

MATERIAL SUPLEMENTAR

Os espectros de RMN de 'H e de '3C das substancias 2, 6,7 ¢ 8,
estdo disponiveis gratuitamente em http://quimicanova.sbq.org.br,
na forma de arquivo PDF.
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Figura 1S. Espectro de RMN de 'H de 2 (CDCI,, 300 MHz)
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Figura 3S. Espectro de RMN de 'H de mistura contendo majoritariamente de 6 (CDCL,, 500 MHz)
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Figura 5S. Espectro de RMN de 'H de 7 (CDCIJ, 500 MHz)
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