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LIMONOIDS ISOLATED FROM FRUITS OF Carapa guianensis Aublet (Meliaceae). Six limonoids were isolated in hexane extract
obtained from the seeds and pericarps of Carapa guianensis. The structures of the limonoids were determined based on the analysis
of High Resolution Mass Spectroscopy and Nuclear Magnetic Resonance (uni-and bi-dimensional experiments) data. This is the
first report of isolation of the limonoid 6c-acetoxy-7-deacetilgedunin from the seeds of the C. guianensis species. The limonoid
6-hydroxy-methyl angolensate was also described for the first time in this species.
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INTRODUCAO

A familia Meliaceae € caracterizada pela presenca de substancias
conhecidas como limonoides, metabdlitos que apresentam uma gama
de atividades bioldgicas, principalmente inseticidas.! Duas espécies
dessa familia que apresentam grande actimulo de limonoides sdo a
Carapa guianensis Aublet e a Carapa procera D. C. No Brasil, essas
espécies ocorrem em vdarzeas e terra firme na Floresta Amazonica e
sdo conhecidas popularmente como “andiroba”.!"

Das sementes de ambas as espécies, Carapa guianensis e C. pro-
cera, € extraido o conhecido 6leo de andiroba, frequentemente sem
se certificar de qual espécie de Carapa o 6leo foi extraido. O éleo de
andiroba é amplamente utilizado na medicina popular, principalmente
como analgésico e anti-inflamatério."> Em estudos cientificos, o 6leo
de andiroba apresentou atividade inseticida frente ao Aedes aegypti,*
propriedades repelentes,>® baixo potencial teratogénico,” atividade
acaricida,® atividade antimaldrica frente ao Plasmodium falciparum,’
atividade vermicida, ' efeitos antiedematogénicos,'" atividade antia-
lérgica, analgésica e anti-inflamatéria.'

Esse 6leo pode ser obtido da maneira tradicional, cozinhando
as sementes inteiras, separando as améndoas das cascas e ex-
traindo o 6leo das améndoas ou, através da prensagem mecanica
das améndoas e cascas trituradas juntas.*'* O 6leo de andiroba
¢ constituido principalmente de material saponificdvel, onde se
destacam derivados dos dcidos graxos palmitico, oleico, estedrico
e linoleico. Contudo, o 6leo de andiroba contém normalmente
cerca de 5% de material insaponificdvel, no qual se destacam os
limonoides 17B-hidroxiazadiradiona, xiloccesina k, gedunina,
6-0-acetoxigedunina, 7-desacetoxi-7-oxogedunina, 1,2-di-hidro-3-
-B-hidroxi-7-desacetoxi-7-oxogedunina e angolensato de metila."!"!
Das sementes, dos galhos e do tronco da espécie C. guianensis foram
isolados limonoides, flavonoides, flavanas, cumarinas, triterpenos,
triacilglicerideos, monoacilglicerideos, metilbenzoatos e dcidos
graxos saturados.'"'*1® Das sementes da C. procera também foram
isolados alguns limonoides.!”!

Neste trabalho, o estudo quimico de C. guianensis levou ao
isolamento de limonoides presentes nas améndoas e pericarpos da

*e-mail: sunisilva@ibest.com.br

espécie, sendo que o estudo do pericarpo € inédito. Foram isolados
e identificados os limonoides 60-acetoxigedunina (1), 7-desace-
toxi-7-oxogedunina (2), 7-desacetilgedunina (5) e 60-acetoxi-7-
desacetilgedunina (6) (dcido 16, 17-seco-24-nor-5c., 130, 148,
17a-chola-1, 20, 22-trien-16-oico, 14, 153:21, 23-diepoxi-60., 70,
17-tri-hidroxi-4, 4, 8-trimetil-3-oxo-, 16, 17-lactona, 6-acetato) do
dleo extraido das améndoas e os limonoides angolensato de metila
(3) e 6-hidroxi-angolensato de metila (4) isolados do extrato hexanico
do pericarpo. O limonoide 6 estd sendo descrito pela primeira vez
nas améndoas da espécie C. guianensis e o limonoide 4 foi isolado
pela primeira vez nessa espécie.

PARTE EXPERIMENTAL
Procedimentos experimentais gerais

Os espectros de RMN 'H e *C, uni e bidimensionais foram
obtidos em um espectrometro modelo Unity Inova da marca Varian
Inc., operando na frequéncia de 500 MHz para hidrogénio ('H)
e 125 MHz para carbono-13 (**C). O CDCl, (Cambridge Isotope
Laboratories Inc.) foi utilizado como solvente em todas as aquisi¢des
de RMN. Os espectros de massas de alta resolucéio foram obtidos em
espectrometro da marca Bruker GmbH, modelo MicrOTOF II com
fonte ESI e analisador de alta resolu¢do TOF, no modo positivo. As
andlises em CLAE foram efetuadas em cromatégrafo liquido semipre-
parativo da marca Shimadzu, equipado com duas bombas LC-6AD,
um degaseificador DGU-14A, um detector de UV-visivel com dois
canais SPD-10Avp, um controlador SCL-10Avp e um injetor manual
Rheodyne, modelo 7725i. A aquisicdo dos dados foi feita utilizando o
programa CLASS-VP versdo 6.13 SP2. Uma coluna semipreparativa
da Shimadzu Inc. SHIM-PACK PREP-ODS H (250 mm x 20 mm de
5 um) foi utilizada. Para as separacdes cromatogréficas empregando
coluna flash utilizou-se silica gel 60 (Merck, 230-400 mesh ASTM)
e para cromatografia em coluna (CC) utilizou-se silica gel 60 (Merck,
70-230 mesh ASTM). Nas andlises por cromatografia em camada
delgada (CCD) foram utilizadas placas de silica gel 60 PF,,,. As pla-
cas de CCD foram observadas sob luz UV 254 e 366 nm e reveladas
com vapores de iodo ressublimado e solu¢@o de anisaldeido, seguida
de aquecimento. As placas preparativas (CCDP) foram preparadas
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usando silica gel 60 PF,;, em placas de vidro de 20 x 20 cm e com
1 mm de espessura de silica. As placas foram secas a temperatura
ambiente e ativadas em uma estufa a 100 °C por 3 h.

Material botanico

Os frutos de C. guianensis Aublet. foram coletados em margo de
2008, na Reserva Florestal Adolpho Ducke, que pertence ao Instituto
Nacional de Pesquisas da Amazodnia (INPA), situada no km 26 da
rodovia AM-010, que liga Manaus a Itacoatiara, Amazonas. As exsi-
catas dos individuos coletados encontram-se depositadas no Herbario
do INPA (Manaus, AM), sob catdlogo nimeros 178.658 e 192.616.

Extracao e isolamento

As améndoas descascadas (505 g) e os pericarpos (114 g) reti-
rados e separados cuidadosamente dos frutos foram secos em estufa
a 60 °C e posteriormente triturados. Em seguida, os materiais foram
submetidos separadamente para a extragdo em aparelho de Soxhlet (3
vezes por 8 h), sucessivamente, com hexano, CHCl,, AcOEt e MeOH.
Ap0s as extragdes com hexano, as solugdes hexanicas das améndoas
e do pericarpo, a temperatura ambiente, apresentaram precipitados
(s6lidos amorfos brancos). Esses precipitados foram submetidos se-
paradamente a filtragdo e, posteriormente, recristalizados em MeOH
a frio. Os cristais formados da solucdo metandlica dos precipitados
da extrag@o hexanica das améndoas e os cristais formados da solugio
metandlica dos precipitados da extra¢do hexanica do pericarpo foram
separados por filtragdo e solubilizados em CHCI,. Ap6s a evaporagdo
dos solventes sob pressdo reduzida, obtiveram-se 1,9 g de precipitado
(P1), 223 mg de cristais (C1) (extragdo hexanica das améndoas) e
1,0 g de precipitado (P2), 73 mg de cristais (C2) (extragdo hexanica
do pericarpo).

Os cristais C1 (extrato hexanico das améndoas) foram fra-
cionados em CC de silica gel 60 empregando misturas de CHCl,/
AcOEt (97:3; 95:5; 90:10 e 85:15), CHCl,/i-PrOH (90:10) e com
MeOH puro, gerando 65 fragdes, que apds analisadas por CCD
foram reunidas em 7 fragdes (C1-A a C1-G). Da reunido C1-D foi
isolada uma mistura das substancias 1 e 2 (127 mg), apds purifi-
cacdo por CCDP com o eluente CHCL,/AcOEt (85:15). Os cristais
C2 (extrato hexanico do pericarpo) foram purificados através de
CCDP com o eluente CHCI,/AcOEt (80:20) fornecendo as subs-
tancias 3 (16 mg) e 4 (17 mg). Fracionou-se 1,5 g do precipitado
P1 (oriundo do extrato hexanico das améndoas) em CC de silica gel
60 empregando as misturas CHCL,/Me,CO (95:5; 90:10 e 85:15),
CHCL,/MeOH (95:5) e com MeOH puro, gerando 26 fragdes, que
apds analisadas por CCD foram reunidas em 8 fragdes (P1-A a P1-
H). A reunido P1-D foi submetida a um fracionamento em CC de
silica gel 60 empregando o eluente DCM/Me,CO/MeOH (90:10:6
gotas) e com MeOH puro, gerando 51 fragdes, que foram reunidas
em 8 fragdes (P1-D1 a P1-D8) apds serem analisadas em CCD. A
reunido P1-D2 foi submetida a um fracionamento por cromatogra-
fia em coluna flash de silica gel 60 empregando misturas de Hex/
CHCI, (80:20; 70:30; 60:40 e 50:50) e finalizando com MeOH
puro, gerando 85 fragdes, que apés analisadas em CCD foram
reunidas em 10 fragdes (P1-D2A a P1-D2J). A reunido P1-D2E foi
fracionada através de CCDP com o eluente CHCl,/Me,CO (95:5)
fornecendo a fracdo P1-D2EI, contendo a mistura das substancias
5 e 6 (10 mg). Posteriormente, a fragdo P1-D2EI foi purificada em
CLAE semipreparativo, utilizando como fase mével a mistura dos
solventes MeOH/H,O (68:32), em condicdo isocrética, com fluxo
de 15 mL/min. Para a detec¢do dos picos de interesse foi utilizado
o comprimento de onda de 210 nm para as substancias 5 (tr = 19,6
min;1,3 mg) e 6 (1r = 26,8 min; 1,0 mg).
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Mistura das substdncias 60.-acetoxigedunina (1) e 7-desacetoxi-7-
oxogedunina (2)

Cristais incolores. HR-ESI-MS m/z 563,22535 [valor calculado
para C,)H,,O,Na [M+Na]* foi de 563,22515 para a 60-acetoxigedunina
(1)]. HR-ESI-MS m/z 461,19347 [valor calculado para C,;H, O,Na
[M+Na]* foi de 461,19345 para a 7-desacetoxi-7-oxogedunina (2)].
Os dados de RMN "*C e 'H (CDCl,) foram comparados e estdo de
acordo com os da literatura.?

Angolensato de metila (3)

Sélido amorfo amarelo. HR-ESI-MS m/z 493,21973 (o valor
calculado para C,,H,,0,Na [M+Na]* foi de 493,21967). Os dados
de RMN "C e 'H (CDCl,) foram comparados e estdo de acordo com
os da literatura.?

6-hidroxi-angolensato de metila (4)

Cristais incolores. HR-ESI-MS m/z 509,21502 (o valor calculado
para C,,H;,0,Na [M+Na]* foi de 509,21458). Os dados de RMN "*C
e '"H (CDCl,) sdo apresentados nas Tabelas 1 e 2, foram comparados
e estdo de acordo com os da literatura.”

Tabela 1. Deslocamentos quimicos de RMN "*C (CDCI3) dos limonoides 4 — 6

C 4 5 6
1 78,5 158,1 157,0

2 39.4 126,1 126,8

3 2123 204.0 204,2

4 48,9 44,1 452

5 47,8 45,0 46,9

6 72,6 27.6 72,4

7 176.8 70,0 722

8 1462 440 438

9 51,1 38,3 37,1

10 44,9 40,5 41,0

11 243 153 15,6

12 28,8 26,7 27,0

13 41,6 38,6 39,0

14 80,6 70,2 69,2

15 339 58,1 59,3

16 1702 1687 168.5

17 79,6 78,8 78,9

18 14,0 18,1 17,9

19 23,6 20,1 21.8

20 121,0 119,0 121,0

21 141,0 141,1 1415

2 110,6 110,1 110,3

23 142,9 143,0 1435

28 24,9 21,8 315

29 239 27,5 21,0

30 11,8 18,9 17,9
6-OCOCH, - - 22,0
6-OCOCH, - - 170.1

OCH, 53,7 - -

7-desacetilgedunina (5)

Soélido amorfo branco. HR-ESI-MS m/z 463,20765 (o valor
calculado para C,;H,,0,Na [M+Na]* foi de 463,20910. Os dados de
RMN BC e 'H (CDCI,) foram comparados e estdo de acordo com
os da literatura.'
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Tabela 2. Deslocamentos quimicos de RMN 'H (CDCI3) dos limonoides 4 — 6

No. 4 5 6
1 3,56(dd,5,5; 2,0) 7,11(d, 10,5) 7,06(d, 10,0)
2 02,34(dd, 14,0;2,0)  5,85(d, 10,5) 5,92(d, 10,0)
B 3.11(dd, 14,0; 5,5)
5 2,73(s1) 2,48(dd, 13,0;2,0)  2,73(d, 12,0)
6 4.41(sl) ol1,88m)  531(dd, 12,0; 2,0)
B 1,84(m)
- 3,58(sl) 3,46(sl)
2,31(dd, 5,0;2,0)  2,52(dd, 12,5; 6,0) 2,59(dd, 12.,5; 6,0)
11 1,56(ddd, 14,0;9,0;5,0)  1,96(m) 1,95(m)
2,12(m) 1,74(m) 1,90(m)
12 1,01(dd, 5,0; 1,5) 1,64(m) 1,53(m)
1,72(ddd, 14,0; 14,0; 1,88(m) 1,72(m)
5.0)
15 2,58(d, 18,0) 3,92(s) 3,87(s)
2,90(d, 18,0)
17 5,62(s) 5.61(s) 5.61(s)
18 0.,87(s) 1,24(s) 1,26(s)
19 1,39(s) 1,20(s) 1,18(s)
21 7.46(dl, 0,5) 7.41(m) 7.41(m)
2 6,36(dl, 1,5) 6,36(m) 6,35(m)
23 737(t, 1,5) 7.41(m) 7,41(m)
28 1,05(s) 1,10(s) 1,27(s)
29 1,45(s) 1,15(s) 1,17(s)
30 4.91(s); 5,19(s) 1,09(s) 1,19(s)
6-OCOCH, - - 2,17(s)
OCH, 3,83(s) - -

60-acetoxi-7-desacetilgedunina (6) (dcido 16, 17-seco-24-nor-
50, 130, 14B, 170-chola-1, 20, 22-trien-16-oico, 14, 158:21,
23-diepoxi-60, 70, 17-trihidroxi-4, 4, 8-trimetil-3-oxo-, 16,
17-lactona, 6-acetato)

Sélido amorfo branco. HR-ESI-MS m/z 521,21471 (o valor
calculado para C,H,,0O,Na [M+Na]* foi de 521,21458) . Os dados
de RMN "C e 'H (CDCl,) estdo descritos nas Tabelas 1 e 2, foram
comparados e estdo de acordo com os da literatura.*?

RESULTADOS E DISCUSSAO

O estudo quimico das améndoas (descascadas) dos frutos de
Carapa guianensis permitiu o isolamento de uma mistura dos li-
monoides 6a-acetoxigedunina (1) e 7-desacetoxi-7-oxogedunina
(2) e dos limonoides 7-desacetilgedunina (5) e 60-acetoxi-7-
desacetilgedunina (6). A investigacao fitoquimica inédita do pericarpo
dos frutos conduziu ao isolamento dos limonoides angolensato de
metila (3) e 6-hidroxi-angolensato de metila (4) (Figura 1).

O limonoide 6 ¢ descrito pela primeira vez nas améndoas da
espécie C. guianensis e o limonoide 6-hidroxi-angolensato de metila
(4) € descrito pela primeira vez nessa espécie. As estruturas de 1 a
6 foram determinadas por RMN 'H e 3C, incluindo experimentos
bidimensionais (COSY, HSQC e HMBC). Os experimentos realizados
com espectros de massas de alta resolucdo (HR-ESI-MS) permitiram
confirmar as féormulas moleculares propostas por RMN para todas
as substancias.

Os limonoides 1, 2 e 3 foram identificados com base na compa-
racgdo dos dados espectrais de RMN obtidos com os dados descritos
na literatura.”

As férmulas moleculares C,iH,,0, e C,H,,0, da mistura dos
limonoides 5 e 6, respectivamente, foram determinadas com base
na analise do HR-ESI-MS [M+Na]* m/z 463,20765, calculado m/z

Quim. Nova

1:R; =R, =0Ac; Rz =H.
2:R;=H;R,;=R;3=.0

5:R; =R3= H; R, = OH.

6: R, = OAc; R, = OH; Ry = H.

Figura 1. Estruturas dos limonoides isolados de C. guianensis

463,20910 para 5 e m/z 521,21471, calculado m/z 521,21458 para 6. O
espectro de RMN 'H da mistura de 5 e 6 mostrou sinais caracteristicos
de ligacdo dupla de anéis cicloexenonas do tipo o,3-insaturada [3 7,11
(d), 7,06 (d), 5,92 (d) e 5,85 (d)], sinais de hidrogénios tipicos de
sistemas D-lactonicos [8 3,92 (s) ¢ 3,87 (s)], sinais de grupos metilas
ligados a carbonos sp* [8 1,27 (s), 1,26 (s), 1,24 (s), 1,20 (s), 1,19 (s),
1,18 (s), 1,17 (s), 1,15 (s), 1,10 (s) e 1,09 (s)], um sinal equivalente
a hidrogénios de metila caracteristicos de grupo acetoxi [8 2,17 (s)],
além de sinais tipicos de hidrogénios carbindlicos [ 5,31 (dd), 3,58
(dd) e 3,46 (dl)]. Em adicao, verifica-se no espectro de RMN *C a
presenca de sinais caracteristicos de carbonos de carbonilas cetonicas
e lactonicas [0 204,2,204,0, 168,7 e 168,53, respectivamente], de sinais
de carbonos caracteristicos de dois grupos ep6xidos [8 70,2, 69,2,
59,3 e 58,1], de sinais de carbonos carbindlicos [d 72,4, 72,2 € 70,0]
e de um sinal de carbono tipico de carbonila de éster [6 170,1]. No
espectro de HSQC foi atribuida a correlagdo do sinal do hidrogénio
carbindlico em & 5,31 com o carbono C-6 (6 72,4) e do sinal do
hidrogénio carbindlico em & 3,46 com o carbono C-7 (8 72,2) para
o limonoide 6, assim como a correlagio do sinal do hidrogénio car-
bindlico em 8 3,58 com o carbono C-7 (8 70,0) para o limonoide 5.

Apds a separagdo da mistura dos limonoides 5 e 6 em CLAE
semipreparativo, a estrutura de 5 foi identificada pela andlise dos es-
pectros de RMN uni- e bidimensionais e a comparagado com os dados
da literatura.! Na andlise do espectro de HSQC de 6 foi confirmada
a correlagdo do sinal do hidrogénio carbindlico em & 5,31 com o
carbono C-6 (8 72,4) e do sinal do hidrogénio carbinélico em 8 3,46
com o carbono C-7 (8 72,2). As correlagdes observadas no espectro
de HMBC entre o sinal em 6 2,73 (H-5) € o sinal em 6 72,4 (C-6),
entre o sinal em & 1,19 (H-30) e o sinal em & 72,2 (C-7) e entre o
sinal em & 2,16 (hidrogénios da metila do grupo acetoxi) e o sinal em
8 170,1 (carbono carbonilico do grupo acetoxi) permitiram definir
suas posicoes no limonoide 6. Em adic@o, o sinal em 8 5,31 (H-6)
acopla com os sinais em 6 3,46 (H-7) e em & 2,73 (H-5) no espectro
de COSY, refor¢ando as atribui¢des das posi¢oes desses hidrogénios
e carbonos nesse limonoide. As constantes de acoplamento calculadas
para os sinais dos hidrogénios H-5 (d, 12,0 Hz) e H-6 (dd, 12,0 e 2,0
Hz) e o sinal observado para o hidrogénio H-7 (sl), observados na
Tabela 2, estdo de acordo com os valores de constantes de acoplamen-
to apresentados na literatura para os acoplamentos axial-axial (J 12 e
13 Hz), axial-equatorial e equatorial-equatorial (J 1,5 a 3,5 Hz).%**
Assim, esses dados permitem apresentar a estrutura mostrando a
estereoquimica dos centros quirais C-5, C-6 e C-7 em como descrito
em 6. Desse modo, o grupo hidroxila ligado em C-7 seria o (axial),
o grupo acetoxi ligado em C-6 seria o (equatorial) e o hidrogénio
H-5 seria o (axial, como esperado para uma juncdo dos anéis A/B
trans). A anilise dos demais dados de RMN 'H e '3C (Tabelas 1 e 2),
bidimensionais, resultados obtidos em HR-ESI-MS e a comparacio
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com os dados da literatura permitiram a identificaciio do limonoide
6 como 60.-acetoxi-7-desacetilgedunina.” Este € o primeiro relato do
isolamento de 6 nas améndoas da espécie C. guianensis.

A andlise dos espectros de RMN 'H e de *C do limonoide 4
mostrou grande similaridade estrutural com o limonoide 3. A prin-
cipal diferencga estd na presenca de um sinal em 8 4,41 no espectro
de RMN 'H de 4, atribuido a um hidrogénio carbindlico, claramente
correlacionado com o carbono em & 72,6 no espectro de HSQC.
No experimento de HMBC, a correlacdo observada entre o sinal
em 0 2,73 (H-5) e o sinal em & 72,6 (carbono sp? oxigenado C-6)
permitiu correlacionar este sinal ao carbono C-6 contendo um grupo
hidroxila. Em adigéo, o sinal em 6 2,73 (H-5) acopla com o sinal em
84,41 no espectro de COSY, permitindo correlacionar este dltimo ao
hidrogénio H-6. Outras correlagdes foram observadas, com destaque
para aquelas entre os sinais em 8 51,1 (C-9) e o sinal de hidrogénio em
82,31 (H-9) no espectro de HSQC e entre os sinaisem 8 51,1 (C-9) e
em 05,19 € 6 4,91 (dois hidrogénios metilénicos sp? na posi¢io 30)
no espectro de HMBC. Essas observagdes feitas nos experimentos
de HMBC e COSY indicam a posi¢do do carbono carbindlico na
posicao 6 (Figura 1). A andlise dos dados de RMN 'H e '*C (Tabelas
1 e 2), bidimensionais, os resultados obtidos em HR-ESI-MS e a
comparacdo com a literatura permitiram a identificagio do limonoide
4 como 6-hidroxi-angolensato de metila.”® Este € o primeiro relato da
ocorréncia dessa substancia nos frutos de andiroba.

CONCLUSOES

O 6leo de andiroba € um dos principais produtos extrativistas da
biodiversidade amazdnica. O seu interesse deve-se em grande parte
ao acumulo de limonoides nos frutos, de onde se extrai o 6leo. A
descricéo de dois limonoides isolados pela primeira vez dos frutos
da espécie Carapa guianensis (6-hidroxi-angolensato de metila e
6 -acetoxi-7-desacetilgedunina) ¢ um importante acréscimo ao co-
nhecimento da fitoquimica da espécie.

MATERIAL SUPLEMENTAR

As Tabelas com os dados de RMN 'H e *C para os limonoides
1 - 3, os espectros uni e bidimensionais das substancias isoladas, a
foto dos frutos da espécie C. guianensis e 0 cromatograma para o
isolamento dos limonoides 5 e 6 encontram-se disponiveis em http://
quimicanova.sbq.org.br, na forma de arquivo PDF, com acesso livre.
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