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CONSTITUINTES QUIMICOS DO CAULE DE Spathelia excelsa (RUTACEAE) E ATIVIDADE FRENTE A Aedes aegypti
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CHEMICAL CONSTITUENTS OF THE STEMS OF Spathelia excelsa (RUTACEAE) AND ACTIVITY AGAINST Aedes aegypti.
Phytochemical investigation from the stems of Spathelia excelsa (Rutaceae) collected in Amazonas yielded deacetylspathelin (1),
7,8-dimethoxyflindersine (2), new glabretal-type triterpenoid 3B-angeloyl-21,24-epoxy-7a.,2 10,230, 25-tetrahydroxy-4o.,43,83,108-
tetramethyl-25-dimethyl-14,18-cyclo-5a, 130, 1401, 1 7a-cholestane (3), in addition to the known steroids B-sitosterol and stigmasterol.

Their structures were established on the basis of spectral data. The compounds 1 and 3 were assayed on Aedes aegypti (larvicidal and

adulticidal activities and compound 3 exhibited larvicidal properties with LC, of 4,8 pg/mL.
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INTRODUCAO

Spathelia é o Ginico género da subfamilia Spatheliodeae (Ruta-
ceae), representado por 15 espécies distribuidas principalmente no
Norte da América do Sul.! Investigagdes fitoquimicas sdo reporta-
das para as espécies Spathelia sp.,> S. sorbifolia,>® S. wrightii,* S.
glabrencens® e S. excelsa,’ descrevendo o isolamento de piranocro-
monas, alcaloides derivados do acido antranilico e limonoides com
aneis A/D seco. No Brasil, este género estd representado pela espécie
Spathelia excelsa (Krause) Cowan & Brizicky [sin. Sohnroyia ex-
celsa K.], conhecida como Surucucumird, uma planta hapaxanta ou
monocdrpica que ocorre no Amazonas.® A ocorréncia de limonoides
em membros de Spathelia nos motivou a investiga¢do em S. excelsa
na busca de atividade frente a Aedes aegypti.

Os limonoides, de forma geral, sdo relatados pelo potencial
inseticida principalmente para o controle de pragas,’ apresentando
poucos registros de ensaios com insetos vetores de doencgas. Entre
os insetos de importancia epidemioldgica destaca-se o Aedes ae-
gypti (Diptera: Culicidae); vetor responsavel pela transmissdo do
virus da febre amarela e de quatro sorotipos de dengue.® No Brasil,
este vetor foi erradicado e reintroduzido varias vezes e, assim, 0o
dengue tornou-se um dos principais problemas de sadde ptblica
nos Gltimos anos.’ A transmisséo ocorre principalmente pela picada
da fémea infectada e este vetor tem desenvolvido resisténcia aos
inseticidas quimicos utilizados, estimulando assim a busca por
inseticidas naturais, com baixa toxicidade. Algumas substancias
oriundas da flora brasileira, tais como amidas isoladas de Piper
nigrum,'® terpenos e fenilpropanoides de Myroxylon balsamum,"!
saponinas triterpénicas de Pentaclethra macroloba'? e diterpenos
de Copaifera reticulata" foram relatadas pelo potencial larvicida
em A. aegypti.

Neste trabalho reportamos a investigagdo quimica do caule de
S. excelsa e avaliamos a atividade inseticida (larva e adulto) dos
limonoides em Aedes aegypti.

*e-mail: mdapaz @inpa.gov.br

RESULTADOS E DISCUSSAO

O extrato metandlico do caule de S. excelsa foi submetido a
fracionamento cromatogréfico fornecendo uma mistura de esteroides
(B-sitosterol e estigmasterol), o limonoide desacetilspathelina (1), o
alcaloide 7,8-dimetoxiflindersina (2) e o novo triterpeno glabretal ou
protolimonoide (3). As estruturas destas substancias foram identifica-
das pelas andlises dos dados espectroscopicos obtidos e comparacgio
com os previamente descritos na literatura.

Figura 1. Substancias obtidas do caule de Spathelia excelsa

A substancia 1 foi identificada como desacetilspathelina por compa-
ragdo dos seus dados espectrais obtidos para este limonoide previamente
descritos nas folhas de S. excelsa.'* O espectro de IV do alcaloide 2 apre-
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sentou bandas de estiramento para grupos N-H (3135 cm™) e carbonila
de amida (1644 cm™). O espectro de RMN 'H mostrou dois sinais para
hidrogénios aromadticos em relacdo de acoplamento orto (J = 8,8 Hz)
em 8 6,84 e 7,57. Adicionalmente, dois dubletos em & 5,50 e 6,68 com
J=10,0 Hz foram atribuidos a uma ligagio dupla e a presenca de sinais
relativos a duas metilas [1,53 (s), 1,49 (s)] indicou a existéncia do anel
pirano. As atribui¢des dos dados de RMN para esta substancia (Tabela 1)
foram realizadas pela andlise dos mapas de contorno de HSQC e HMBC.
O experimento de HSQC ndo mostrou correla¢do do hidrogénio em d
8,73 (s), sugerindo a sua ligagdo com o dtomo de nitrogénio. Os derivados
de flindersina ocorrem em espécies de Rutaceae e sdo relatados como
7-metoxiflindersina®® e 8-metoxiflindersina,'®!” sendo este o primeiro
registro do isolamento de 7,8-dimetoxiflindersina.

O espectro de IV de 3 apresentou bandas de absorcdo caracteristicas
de hidroxila (3410 cm™) e de éster o, B-insaturado (1705 cm). A férmula
molecular C,.H, O, foi proposta com base no espectro de massas (ESI-
EM) pela presenca do fon m/z 611 [M + Na]*, aliado aos dados de RMN.
No espectro de RMN 'H, a presenca de sinais relativos a seis metilas na
regido entre 6 1,54-0,86 em adigo aos dubletos observados em & 0,87 (J
=5,2Hz) e 0,63 (J=5,2 Hz) caracteristicos de ciclopropano foi indicativo
de triterpeno do tipo glabretal. De fato, o experimento de HSQC mostrou a
correlag@o destes hidrogénios em dubletos com o carbono metileno em &
15,01. No espectro de RMN 'H a ocorréncia de 7a-OH foi indicada pelo
presenga de um singleto largo em & 3,92 (H-P) e a cadeia lateral eviden-
ciada pelos sinais observados em 8 5,86 (sl, H-21), 4,49 (sl, H-23) e 4,10
(sl, H-24), além de suas correlagdes com os deslocamentos quimicos dos
carbonos em & 94,71; 66,87 e 73,70, respectivamente, no mapa de con-
torno de HSQC. O experimento de correlagdo a longa distancia (HMBC)
mostrou correlagdes que justificaram a presenga de 21,24-epoxi-21,23,25-
tri-hidroxi na cadeia lateral: hidrogénio em 8 5,86 (H-21) com os carbonos
em 31,99 (J,C-22) e 73,70 (3J, C-24), hidrogénio em 6 4,10 (H-24) com
os carbonos em 6 66,87 (3J, C-23), 73,80 (3J, C-25), 27,61 (\J, C-26) e
94,71 (J, C-21) e em & 4,49 (C-23) com & 73,70 (J, C-24) e 31,99 (%,

Tabela 1. Dados de RMN (CDCl,) da 7,8-dimetoxiflindersina (2)
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C-22) (Tabela 2). A presenga do grupo angeloil em C-3 foi evidenciada
pelos sinais de hidrogénios em & 5,98; 2,06 e 1,95 cujos deslocamentos
dos carbonos foram observados em 6 137,76 (C-3’), 15,74 (Me-5), 21,41
(Me-4’), além da carbonila em & 168,08 (C-1").

Triterpenos ou protolimonoides do tipo 14,18-cicloapoeufano,
com a presenca de 21,24-epoxi-23,25-di-hidroxi na cadeia lateral
foram identificados previamente nas espécies de Meliaceae, Dyso-
xylum muelleri'® e Aglaia crassinerva.' Por comparagio dos dados
espectrais, o triterpeno 3 distingue-se de aglaiaglabretol A" pela
presenca do grupo angeloil ao invés de carbonila e de uma hidroxila
extra na cadeia lateral (C-21) com deslocamento quimico de carbo-
no hemiacetal em & 94,71, compativel para orientagdo o do grupo
hidroxi. Assim, os dados permitem caracterizar o triterpeno como
3B-angeloil-21,24-epoxi-7o,2 10,23 01,25-tetra-hidroxi-40.,4B3,8[3,10B-
tetrametil-25-dimetil-14,18-ciclo-50, 130, 140, 1 70-colestano, descri-
to pela primeira vez na literatura.

Nos ensaios frente larvas e insetos adultos do A. aegypti, o triter-
peno 3 apresentou alta toxicidade para larvas do 3° estddio (CL, 4,8 +
1,0 pg/mL) e ndo causou mortalidade e nem alterou o comportamento
dos insetos na fase adulta, durante os 90 min de experimento. Em-
bora os limonoides sejam frequentemente reportados pelo potencial
inseticida, o limonoide 1 mostrou-se menos ativo (CL,; 69,0 £ 1,0
ug/mL) quando comparado ao triterpeno glabretal.

PARTE EXPERIMENTAL
Procedimentos experimentais gerais

Os espectros de absor¢ao na regido do infravermelho (IV) foram
obtidos em espectrometro Spectrum-2000 da Perkim Elmer, utilizando
pastilhas de KBr. Os espectros de RMN foram obtidos em espectrome-
tro Bruker DRX-400, utilizando-se solventes deuterados na dissolucao
das amostras e tetrametilsilano (TMS) como padrdo interno. O espectro

C HSQC HMBC
S 8, (Y ey (Y ) 8, ) 8y (V)

2 79,08 H-3, 2a-Me, 2b-Me H-4

125,32 5,50 (d; 10 Hz) 2a-Me, 2b-Me
4 117,29 6,68 (d; 10 Hz) 2a-Me, 2b-Me
4a 104,32 H-3
5 161,13 H-4
6 132,03 H-10
7 133,60 H-9, 7-OMe H-10
8 153,19 H-9 H-10, 8-OMe
9 107,40 6,84 (d; 8,8 Hz)
10 118,51 7,57 (d; 8,8 Hz)
10a 110,15 H-9
10b 157,14 H-4, H-10 H-3
7-OMe 56,23 3,93 (s)
8-OMe 60,96 3,95 (s)
2a-Me 28,26 1,53 (s) H-3, 2b-Me H-4
2b-Me 28,26 1,49 (s) H-3, 2a-Me H-4

NH 8,37 (s)
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Tabela 2. Dados de RMN (C,D,N ) do triterpeno 3
C HSQC HMBC

5. 8, ¢, 840 1) 8,0 ey 8, ¢y
1 38,23 1,48 (m) H-3, Me-19
2 28,07 2,48 (m); 1,60 (m) H-3
3 81,34 4,85(dd; 11,2 e 4,8 Hz) H-2 H-1, Me-28
4 37,78 H-3, Me-28, Me-29 H-6
5 39,81 2,51 (m) H-6 H-3, Me-28, Me-29
6 24,58 1,74 (m); 1,68 (m) H-3
7 74,58 3,92 (sl) H-6 Me-30
8 39,02 H-9, Me-30 H-15, H-6, H-18a
9 44,99 1,44 (m) H-7, Me-30, Me-19
10 37,82 H-1, H-9
11 16,63 1,31 (m) H-12, H-9
12 26,05 1,86 (m); 1,63 (m) H-11 H-9, H-18a
13 28,19 H-12, H-18a H-15 H-9
14 39,42 H-18a
15 28,58 1,93 (m); 1,68 (m) H-16 H-18a
16 28,88 1,74 (m) H-15
17 46,69 1,93 (m); 1,74 (m) H-15, H-18b
18 15,01 0,63 (d; 5,2 Hz) H-15

0,87 (d; 5,2 Hz)

19 17,81 0,95 (s) H-1,H-9
20 48,32 2,30 (m) H-21, H-17
21 94,71 5,86 (sl) H-24, H-17
22 31,99 2,13 (m); 1,93 (m) H-20 H-21, H-24
23 66,87 4,49 (sl) H-24, H-22
24 73,70 4,10 (sl) H-23 H-21
25 73,80 H-24, Me-26,27
26 27,61 1,54 (s) H-24
27 28,58 1,54 (s) H-24, Me-26
28 26,90 0,99 (s) Me-29
29 16,42 0,86 (s) H-3, Me-28
30 20,66 1,05 () H-9
I 168,08 H-3’, H-3, H-5 H-4
2 129,42 H-5
3 137,76 5,98 (m) H-4 H-5
4 21,41 1,95 (dl) H-3’ H-5’
5 15,74 2,06 (dg; 7,2 ¢ 1,6 Hz) H-3’
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de massas foi obtido em espectrdmetro de massas de baixa resolugio
da Waters, modelo Quattro LC, com ionizacdo por electrospray. Para
as cromatografias em coluna utilizou-se gel de silica (70-230 e 230-400
mesh, Merck), celulose microcristalina Avicel (Merck) e Sephadex
LH-20 (Sigma). Nas andlises em camada delgada (CCD) utilizaram-se
cromatofolhas de aluminio com silica gel 60 (Merck), reveladas com
luz UV e solugio alcodlica de vanilina/dcido sulfirico. Para os ensaios
bioldgicos utilizou-se crondmetro Herweg, micropipetas automaticas
(Eppendorf) e frascos (Schott, drea do cilindro 264,4 cm?).

Material vegetal

O material vegetal (caule) de Spathelia excelsa foi coletado na
Reserva Adolfo Ducke, no km-26 da Rodovia AM-010 (Manaus-
Itacoatiara). Esta espécie foi previamente mapeada e identificada pelo
Prof. J. R. Pirani, da Universidade de Sdo Paulo, durante a execucio
do Projeto Flora da Reserva Adolfo Ducke. A exsicata de ndimero
4227 utilizada na comparag@o encontra-se depositada no Herbério do
Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA), Manaus-AM.

Extracao e isolamento

Partes do caule (2,8 kg) de S. excelsa foram secos em estufa de
circulacdo de ar (40 °C), moidos e submetidos a maceracao sucessiva
em hexano, diclorometano e metanol. O extrato metandlico (16,6 g)
foi inicialmente fracionado em coluna (h x @ = 23,0 x 4,5 cm), utili-
zando-se gel de silica (70-230 mesh), eluida em hexano, Hex:CH,Cl,
(1:1), CH,Cl,, CH,Cl,:MeOH (8:2—1:1) e MeOH, fornecendo 18
fragoes. As fragdes 6 (TSM-6) eluidas com CH,Cl,:MeOH (7:3), 8
(TSM-8) e 11 (TSM-11), eluidas com CH,Cl:MeOH (6:4—1:1),
foram submetidas a novos fracionamentos cromatograficos.

A fragdo TSM-6 (472 mg), foi filtrada em coluna (h x ® =18 x 2,5
cm) de celulose (microcristalina), eluida em hexano (subft. 1-9) e CH,CI,
(subfr. 9-16). As subfragdes agrupadas 2-4 (174,0 mg) forneceram a
mistura de B-sitosterol e estigmasterol (18 mg) e as subfragdes 6-9 (176
mg) apds tratamento com etanol resultaram no isolamento de 1 (22 mg).

A fragdo TSM-8 (690 mg) foi fracionada em coluna (h x ® =
39,0 x 1,5 cm) de gel de silica (230-400 mesh), eluida com CH,CI,,
CH,C1,:MeOH e MeOH para fornecer 33 subfragdes. O fracionamen-
to das subfracdes 12-17 (254 mg) foi efetuado em coluna (h x ® =
30,0 x 2,0 cm) de gel de silica (230-400 mesh); eluida com hexano,
hex:AcOEt (95:5 — 1:1), CH,Cl, e MeOH para fornecer 43 subfra-
¢des sendo a subfragdo 15 (30 mg), refracionada em coluna de gel
de silica [230-400 mesh; CHzCIz, CH,CL,:AcOEt (99:1 — AcOE)],
para resultar no isolamento de 2 (3 mg).

A fracao TSM-11 (6,5 g) foi fracionada em coluna (h x ®=21,0 x
3,0 cm) de gel de silica (230-400 mesh), utilizando-se como eluentes
CH,CL,, CH,CI,:Acetona e MeOH para fornecer 37 subfragdes. Das
subfracoes agrupadas 11-24 (109 mg) foi isolado 3 (20 mg) através de
filtragdo em Sephadex (LH-20) com elui¢do em CH,Cl,:MeOH (1:1).

Bioensaio de atividade larvicida e adulticida frente a Aedes aegypti

Mosquitos

Os ovos de Aedes aegypti foram eclodidos em dgua potével,
com temperatura (23-27 °C) e umidade (50-70%) controladas e as
larvas mantidas na colOnia estabelecida no Laboratdrio de Dengue e
Maldria do INPA, alimentadas com um composto de farinha de peixe
e pé de figado bovino.?

Ensaio larvicida
Amostras das substincias 1 e 3 foram dissolvidas em DMSO (3 e
4 mg/mL, respectivamente). Retiraram-se aliquotas da soluc@o estoque
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em quantidades apropriadas para diferentes concentracdes (25 a 150
pug/mL de 1 e 1,63 a 100 ug/mL de 3) para o volume final de 5,0 mL.
Utilizaram-se copos descartdveis com capacidade para 50 mL contendo
as amostras dissolvidas em DMSO e a cada solucgio adicionaram-se
10 larvas de 3° estddio, alimento e dgua destilada (volume final 5,0
mL). Em todos os ensaios foram mantidos os grupos controles (larvas
em DMSO e dgua destilada). Os ensaios foram feitos em triplicata
e a leitura realizada apds 24 h, verificando-se o nimero de larvas
mortas.”! Os dados obtidos foram langados em gréfico de probitos da
mortalidade x concentracdo através de programa estatistico StatsDirect
2.6.6. StatsDirect Limited para determinagdo das concentracdes letais.

Ensaio adulticida

Os testes com insetos na fase adulta foram realizados segundo
metodologia da WHO,* adaptada. A amostra da substincia 3 foi
dissolvida em acetona (250 pg/mL) e impregnada em garrafas de
vidro. Apés a eliminag@o do solvente a temperatura ambiente, 15
fémeas adultas de A. aegypti foram introduzidas nas garrafas, com
auxilio de um capturador. Para avaliacio da letalidade, a contagem
dos insetos mortos foi verificada a cada 15 min, durante 90 min. Os
ensaios foram feitos em triplicata e com experimento controle.

Desacetilspathelina (1)

RMN 'H (400 MHz, CDCL,): 7,40 (m; H-21), 7,39 (m; H-23),
6,37 (m; H-22), 6,21 (d; J = 12,4 Hz; H-1), 5.82 (d; J = 12,4 Hz;
H-2), 5,48 (s; H-17), 5,01 (sl; H-7), 4,15 (s; H-15), 3,12 (dl; H-9),
1,86-1,62 (m; H-11/H12), 1,30 (s; H-29), 1,25 (s; H-19), 1,24 (s;
H-18), 1,21 (s; H-28), 0,68 (s; H-30), 3,66 (s; OMe); RMN *C (100
MHz, CDCL,): 208,04 (C-6), 167,33 (C-16), 165,98 (C-3), 163,00
(C-1), 142,98 (C-23 ), 140,98 (C-21), 120,35 (C-20), 118,81 (C-2),
109,98 (C-22), 81,16 (C-7), 70,81 (C-5), 78,08 (C-17), 69,39 (C-4),
67,00 (C-14), 51,82 (OMe), 51,40 (C-15), 45,75 (C-9), 45,02 (C-10),
44,57 (C-8), 37,79 (C-13), 32,82 (C-12), 28,98 (C-28), 22,62 (C-19),
21,36 (C-11), 20,25 (C-18), 19,69 (C-29), 12,45 (C-30).

7,8-Dimetoxiflindersina (2)

IVv_, (cm™): 3135, 2979, 2939, 1644, 1613, 1501, 1492, 1409,
1362, 1286, 1115, 1089, 1061, 888, 791, 690; RMN (‘H: 400 MHz; 3C:
100 MHz, CDCl,); HSQC e HMBC (400/100 MHz, CDCl,), Tabela 1.

3B-Angeloil-21,24-epoxi-70,210,2301,25-tetra-hidroxi-
40.,43,803,10B-tetrametil-25-dimetil-14,18-ciclo-
5a,13a,140,170-colestano (3)

Sélido amorfo: [o] ; + 23,47° (piridina); IV v . (cm™): 3410,
3273, 2939, 1710, 1696, 1435, 1391, 1267, 1152, 1024, 983, 775,
636; EM (ESI) 611 [M + NaJ*, 571 [M + H - H,0]*; COSY (400
MHz, C.D,N): 5,98 (H-3") = 2,06 (H-5") e 1,95 (H-4"), 5,86 (H-21)
— 7,81 (OH), 4,49 (H-23) — 4,10 (H-24), 0,87 (H-18a) — 0,63 (H-
18b); RMN ('H: 400 MHz, '*C: 100 MHz, C,D,N), HSQC e HMBC
(400/100 MHz, C.D,N), Tabela 2.
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