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CONSTITUINTES QUIMICOS DE Melaleuca alternifolia (MYRTACEAE)#
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CHEMICAL CONSTITUENTS FROM Melaleuca alternifolia (MYRTACEAE). The first chemical study of non-volatile
constituents from the bark and stem of Melaleuca alternifolia (Myrtaceae) led to the isolation and identification of 3,3’-O-
dimethylellagic acid (1) and five pentacyclic triterpenes: 2a,33,23-trihydroxyolean-12-en-28-oic acid (arjunolic acid, 2), 33-
hydroxylup-20(29)-en-27,28-dioic acid (melaleucic acid, 3), betulinic acid (4), betuline (5), 3p-O-acetylurs-12-en-28-oic acid
(6), a mixture of fatty acids and esters, and several hydrocarbons. For 2a,3f,23-trihydroxyolean-12-en-28-oic acid (2) and 3B-O-
acetylurs-12-en-28-oic acid (6) a first detailed assignment of 'H NMR is presented.
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INTRODUCAO

Espécies da familia Myrtaceae encontram-se distribuidas em re-
gides tropicais e subtropicais', sendo divididas em duas subfamilias:
Mpyrtoidea, de ampla ocorréncia na Ameérica tropical e Leptosper-
moideae, que ocorre, principalmente, na Austrdlia, Malasia e
Polinésia. O género Melaleuca, pertencente a subfamilia Leptosper-
moideae, inclui aproximadamente 100 espécies nativas da Austrdlia
e Ilhas do Oceano Indico®. Melaleuca alternifolia Cheel é comumente
conhecida na Austrdlia como “drvore de chd”, florescendo principal-
mente em dreas de pantano, préximas de rios®.

A constitui¢do quimica do 6leo essencial das folhas de M.
alternifolia é bem conhecida®’, sendo este rico em terpinen-4-ol,
principal responsdvel por suas propriedades medicinais, principal-
mente antifiingicas e antibacterianas, garantindo-lhe importancia
comercial hd mais de 60 anos®.

Embora virios trabalhos relatando a composi¢ao quimica de 6leos
essenciais de folhas de M. alternifolia sejam encontrados na literatu-
ra, nenhum estudo quimico de outras partes desta planta foi ainda
descrito. Entretanto, para outras espécies deste género, tais como M.
rhapiophylla®, M. leucadendron®">, M. quinquenervea'®'’ ¢ M.
huegelii®®, vérios estudos foram descritos, nos quais observou-se uma
predominancia de flavondides e triterpenos.

O presente trabalho relata o primeiro estudo quimico do caule e
da casca de M. alternifolia, que levou ao isolamento de um derivado
metilado do 4cido eldgico e cinco triterpenos pentaciclicos, dentre
eles o 4cido 2a,3f,23-triidroxiolean- 12-en-28-6ico (4cido arjundlico,
2) e o dcido 3B-O-acetilurs-12-en-28-6ico (6). Para estes dois dcidos
foram feitas as atribuicdes detalhadas dos espectros de RMN de 'H.
Foram também identificados por CG-EM onze outros compostos,
além de vdrios 4cidos e ésteres graxos.

*e-mail: lcab@ufv.br
* Parte da dissertacdo de Mestrado apresentada pelo primeiro autor ao
Departamento de Botanica da UFV em 2002.

PARTE EXPERIMENTAL
Instrumentacfo e procedimentos gerais

Para as separacOes cromatograficas em coluna, foram utilizadas
silicas gel 70 a 230 Mesh e 230 a 400 Mesh. Nas andlises por
cromatografia em camada delgada (CCD) foram utilizadas placas de
silica gel 60 F,,,, com 0,25 mm de espessura®. As temperaturas de
fusdo, ndo corrigidas, foram determinadas em um aparelho
Microquimica MQAPF-301. Os espectros no Infravermelho (IV)
foram registrados em espectrometro Perkin Elmer, utilizando-se pas-
tilhas de KBr. Os espectros de RMN de 'H e de *C foram obtidos em
aparelho Bruker WM 400 (400 MHz), Bruker WM 500 (500 MHz)
e Varian Mercury 300 (300 MHz). Os espectros de massas foram
registrados em espectrometro V.G. Analytical ZAB-IF a 70 eV. As
andlises dos dcidos graxos e triacilglicerideos por cromatografia em
fase gasosa foram realizadas em cromatégrafo Shimadzu GC 17-A,
acoplado a um registrador C-R7A Chromatopac. As andlises por CG-
EM foram realizadas em cromatégrafo Shimadzu GC 17-A, com
detector seletivo de massas, modelo QP 5050 (Shimadzu).

Material vegetal, extraco e isolamento das substancias

O caule e a casca de M. alternifolia Cheel foram coletados no
Setor de Dendrologia do Departamento de Engenharia Florestal da
Universidade Federal de Vigosa. A exsicata correspondente ao mate-
rial coletado foi depositada no Herbdrio VIC, da mesma Institui¢ao,
sob o nimero 26046.

O caule (3.250 g) e a casca (700 g), apds secagem a temperatura
ambiente, foram moidos e submetidos a extragdes com hexano (cas-
ca) e etanol (casca e caule) em aparelho do tipo Soxhlet. A destilagdo
dos solventes foi realizada sob pressdo reduzida em evaporador rota-
tério, fornecendo 10,5 g de extrato hexanico e 71,0 g de extrato
etandlico da casca e 81,0 g de extrato etandlico do caule.

O extrato etandlico do caule de M. alternifolia foi fracionado
por cromatografia em coluna (CC) de silica gel, utilizando-se ini-
cialmente uma mistura hexano/acetato de etila (4:1) como eluente,
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sendo a polaridade desta mistura aumentada gradativamente. Este
fracionamento resultou em 240 fragdes de 200 mL cada, que foram
reunidas em dezoito grupos apds andlise por cromatografia em ca-
mada delgada (CCD). Sucessivos fracionamentos por CC dos gru-
pos 4,7, 11 e 14 levaram a obtengao dos compostos 4+5 (0,28 g), 3
(1,65 g), 1 (0,02 g) e 2 (0,39 g), respectivamente. Do grupo 1 foi
obtido um 6leo (1,58 g) e do grupo 2, um material sélido (3,5 g), os
quais foram submetidos a transesterificacio com MeOH/MeONa e
esterificagdo com BF3.MeOH, respectivamente, de acordo com as
metodologias descritas por Christie*. Os ésteres metilicos obtidos
foram analisados por cromatografia em fase gasosa (CG), nas condi-
¢des experimentais descritas na literatura®'. Do grupo 6 foi obtido
um 6leo (0,42 g), o qual foi submetido a andlise por CG-EM, nas
condigdes descritas na literatura®.

O extrato hexanico da casca foi submetido a CC de silica gel,
utilizando-se inicialmente uma mistura de hexano/éter dietilico (3:1),
sendo a polaridade desta mistura aumentada gradativamente. Foram
coletadas 400 fragdes, as quais foram reunidas em 8 grupos. Apds
sucessivos fracionamentos dos grupos 3 e 6, por CC de silica gel,
obteve-se 0 composto 6 (1,04 g), uma mistura dos compostos 4 e 5
(1,85 g), na propor¢ao aproximada de 95:5, de acordo com a andlise
do espectro de RMN de 'H, e um material oleoso (Grupo 6.1, 0,76 g),
o qual foi analisado por CG, nas condigdes descritas na literatura®..

Acido 3,3’-0O-dimetileldgico (1). Sélido branco amorfo,
T, > 300 °C (lit.?: 332-335 °C). Dados de RMN de 'H e de “C em
concordancia com os descritos na literatura®.

Acido 2a,3,23-triidroxiolean-12-en-28-dico (dcido arjundlico,
2). Sélido branco, T, 240-242 °C (lit.**: 245-247 °C). RMN de 'H:
Tabela 1.

Acido 3B-hidroxilup-20(29)-en-27,28-didico (dcido melaléucico,
3). Sélido branco amorfo, T, > 300 °C (lit.*: 363-364 °C). Os dados
de RMN de “C foram compativeis com aqueles da literatura® para o
seu éster dimetilico.

Acido 3B-hidroxilup-20(29)-en-28-6ico (dcido betulinico, 4).
Sélido branco, T, 310-315 °C (lit.*: 315-321 °C). Os dados de RMN
de 3C foram compativeis com aqueles da literatura®.

Acido 3B-O-acetilurs-12-en-28-dico (6). S6lido branco, T, 214-
217 °C. IV v, (cm™): 3300-2500, 2918, 2849, 1734, 1692, 1463,
1367, 1250, 1039. EM m/z (%): 498.2932 (M*, 28, C, H, O, requer
498.3696), 480 (30), 455(42), 452(100), 438(60). Dados de RMN
de 'H: Tabelas 1.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O estudo quimico do caule de Melaleuca alternifolia resultou
no isolamento e identificagdo do acido 3,3’-O-dimetileldgico (1)
(Figura 1), trés triterpenos pentaciclicos, (dcido 2a,3f,23-
triidroxiolean-12-en-28-6ico (4cido arjundlico, 2), acido 3f3-
hidroxilup-20(29)-en-27,28-didico (dcido melaléucico, 3) e 4cido
betulinico (4), além de alguns 4cidos e ésteres graxos. Da casca fo-
ram isolados os triterpenos pentaciclicos dcido betulinico (4), betulina
(5) e acido 3B-0O-acetilurs-12-en-28-6ico (6), além de varios

(~—") umBC
(~_~7) nOe

Figura 1. Correlagoes C-H e H-H observadas por meio de experimentos
HMBC e nOe, respectivamente, para o composto 1
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hidrocarbonetos e outros compostos conhecidos. Dentre os compos-
tos 1-6, apenas 2, 3 e 4 ja haviam sido isolados a partir de uma tnica

espécie deste género (Melaleuca leucadendron)''.

3 R;=R,=COOH
4 R, = CHj; Ry = COOH
5 R, = CHj; Ry = CH,OH

6

O composto 1 apresentou em seu espectro no infravermelho,
bandas em 3391 e 3185 cm™ (O-H), em 1729 e 1695 cm™! (C=0), em
1604, 1580 e 1490 cm™! (C=C aromaitico). O espectro de RMN de 'H
de 1 apresentou simpletos em o = 7,18 (2H, H-5/H-5"), 8 = 6,37 (2 x
OH) e em 6 = 4,04 (6H, 2 x OCH3), caracteristicos de um acido O-
dimetileldgico”. O espectro de RMN de "*C apresentou um sinal em
4 = 60,89, confirmando a presenca de metoxila, ¢ em & =158,45
atribuido a carbonila, conforme observado no espectro no infraver-
melho. Apresentou, ainda, outros seis sinais na regido de carbonos
aromaticos observados em & = 152,43 (C4/C4’); 141,09 (C2/C2’);
140,27 (C3/C3%); 111,97 (C6/C6’); 111,49 (C1/C1’) e 111,41
(C5/C5’). Pela andlise do espectro DEPT verificou-se que dos seis
carbonos aromaticos, apenas um (& = 111,97) referia-se a carbono
hidrogenado. Com base nestas informagdes, foi proposta a estrutura
do 4cido 3,3’-O-dimetileldgico para o composto 1, sendo que o pa-
drdo de substitui¢do no anel aromético foi determinado por HMBC e
as posigdes da metoxila e da hidroxila determinadas por experimen-
tos de nOe, conforme mostrado na Figura 1. Para confirmacgio da
estrutura proposta, os dados de RMN de *C foram comparados com
valores da literatura® e apresentaram-se de acordo com aqueles ob-
tidos para o acido 3,3’-O-dimetilelagico.

A andlise detalhada dos espectros de massas, IV, RMN de 'H e
de "*C (uni- e bidimensionais), além de compara¢do com dados da
literatura, permitiram a identificagdo dos triterpenos 2-6 como dcido
2a,3,23-triidroxiolean-12-en-28-6ico (4cido arjunélico)'**?, dci-
do 3B-hidroxilup-20(29)-en-27,28-didico (dcido melaléucico)', 3f3-
hidroxilup-20(29)-en-28-6ico (dcido betulinico)®, betulina® e &ci-
do 3B-0-acetilurs-12-en-28-6ico®, respectivamente. As atribuigdes
completas dos sinais de RMN de 'H para o composto 2 e 6 sdo apre-
sentadas na Tabela 1.

O espectro no infravermelho da fragdo denominada grupo 1 su-
geriu que esta era constituida de uma mistura de triacilglicerideos,
devido as bandas de absor¢do observadas em 3015 (=C-H), em 2955,
2924 e 2853 (-C-H), em 1738 (C=0, éster) e em 723 cm™ ([CH,]n,
n>6). Ap6s transesterificacdo da mesma com MeOH/MeONa, foram
identificados, por cromatografia gasosa, os seguintes ésteres metilicos:
palmitato (Tr = 3,34 min; 24,1%), estearato (Tr = 4,90, 2,1%), oleato
(Tr =5,19; 21,9%), linoleato (Tr=5,81; 35,3%) e linolenato
(Tr=6,77; 4,0%).

O espectro no infravermelho da fragdo denominada grupo 2 apre-
sentou-se caracteristico de uma mistura de dcidos graxos, sendo a
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Tabela 1. Dados de RMN de 'H (500 MHz) dos Compostos 2 (MeOH-d,) e 6 (CDCl,)

2 6
H 8 'H Mult./ J(Hz) Acoplamentos 8 'H Mult./ J(Hz) Acoplamentos
(COSY H-H) (COSY H-H)

1 0,89(ct) m 1B.2 1,60-1,52 m —
1,90(B) la,2 1,14-1,08

2 3,70 ddd/J =J,= 9,7, 3, la, 1B 1,55(B) m —

J=33 1,00(ct)

3 3,35 m 2B 4,40 tl/J=10 —

5 1,15 m 60, 6 0,76 m —

6 1,30(B) m S5a, 5B, 60 1,30-1,35 mm —
1.41(00) S0, 56, 6B 1,41-1,50

7 1,27(c) m 60, 6B, 7B 1,41-1,50 m —
1,52(B) 60, 6, 7o

9 1,64 m — 1,53 m —

11 1,89(B) m 1la, 12 1,41- m —
1,93(ct) 11p, 12 1,50(ct) ddiJ =9,1; 1o, 12

1,85(B) J,=34

12 5,25 t/J=3,2 11a, 1183, 18 5,19 m 11, 18

15 1,70(B) J=12,9; 160, 16p, 150 1,09(ct) m dv J =/ =13,9; 15p, 160, 16B
1,05(ct) J=] =4 160, 16B, 156 1.81(B) J=34 150, 160, 168

16 1,59(ct) m 150, 158, 168 1,68(ct) m 150, 15, 168
1,96(B) 15a, 158, 160 1,94(B) dv J=J,=13,9; 15a, 15B, 16B

J=34
18 2,82 dd/J =12; 12, 190,198 2,21 d/Jj=11,3 12, 19
1=3.6

19 1,13(B) m 18, 19a 1,33 m 18, 20, 29
1,61(c)

20 — — — 0,87 m —

21 1,18(B) m 22a, 220, 210 1,46-1,41 m —
1,34(ct) 22a, 22B, 21B

22 1,54(a) m 2la, 218, 228 1,74-1,65 m —
1,72(B) 210, 21B, 220,

23 3,32(a) d/J=11,6 233 0,81 S —
3,51(B) d/J=11,6 23a

24 0,75 S — 0,78 S —

25 1,00 S — 0,89 S —

26 0,78 S — 0,69 S —

27 1,14 S — 1,03 S —

29 0,90 S — 0,79 d/Jj=6,1 —

30 0,92 S — 0,88 d/J=6,1 —

32 — — — 1,97 S —

mesma, entdo, esterificada por tratamento com BF,. MeOH. A anli-
se, por cromatografia gasosa, dos respectivos €steres metilicos per-
mitiu as suas identificagdes: palmitato (Tr = 3,33 min; 33,7% em
area), estearato (Tr =4,77; 23,6%) e linolenato (Tr = 6,70; 2,2%).

A fragdo denominada grupo 6 do extrato etandlico do caule, cuja
andlise por CCD revelou apenas uma mancha, ao ser submetida a
andlise por cromatografia gasosa acoplada a um detector de massas
(CG-EM), nas condi¢des descritas por Silva et al.”?, mostrou-se bas-
tante complexa, sendo constituida por mais de 30 componentes. Des-
ses, foram identificados por meio da comparacio dos respectivos
espectros de massas com aqueles do banco de dados do aparelho os
seguintes compostos: 4-metileptan-3-ona (Tr = 31,67 min; 7,5 %),
undecan-2-ona (Tr = 36,08; 5,0%), 3,4,5-trimetoxifenol (Tr = 40,55;
32,7 %), hepta-2,4-dien-6-inal (Tr =52,92; 4,7%) e 6-hidroxiexanoato
de metila (Tr = 52,60; 5%).

A fracdo correspondente ao grupo 6.1 do extrato hexanico da
casca também foi submetida a anélise por CG-EM?*, e revelou a pre-

senca de nove compostos, sendo identificados os seguintes
hidrocarbonetos: decano (Tr = 13,52 min; 12,3 %), 6-metildec-4-
eno (Tr = 16,71; 2,0%), undecano (Tr = 17,32; 19,5 %), dodecano
(Tr =22,23; 12,9 %), tridecano (Tr = 27,05; 3,2 %), tetradecano (Tr
=31,68; 3,8 %).
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