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CHEMICAL CONSTITUENTS AND INSECTICIDAL ACTIVITY FROM FRUITS EXTRACTS OF Trichilia elegans AND T.
catigua (Meliaceae). Phytochemical investigation of the fruits extracts of Trichilia elegans and Trichilia catigua (Meliaceae) has led

to the identification of the limonoids 11f3-acetoxyobacunone, cedrelone, methylangolensate and epimeric mixture of photogedunin

besides known coumarins (scoparone, scopoletin, umbeliferone) and the steroids stigmasterol, -sitosterol, sitostenone and

campesterol. The structures of the compounds were proposed by spectroscopic analysis and comparison with literature data. An
evaluation of the insecticidal activity of the fruits extracts of Trichilia ssp. was carried out and the extracts of T. elegans revealed to
have strong insecticidal activity and the extracts of 7. catigua showed moderate larval mortality on Spodoptera frugiperda.
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INTRODUCAO

O uso de plantas com propriedades inseticidas tem se mostrado
uma promissora ferramenta no controle de insetos, por causar
menor impacto ambiental, o que atende aos anseios da sociedade
moderna.! Dentre as espécies utilizadas como inseticida, o nim,
Azadirachta indica (Meliaceae), é a popularmente mais conhe-
cida e cujo espectro de agdo ¢ bastante amplo, tendo seu efeito
comprovado sobre aproximadamente 400 espécies de insetos.?
A partir dos excelentes resultados verificados com o nim, outras
melidceas também passaram a despertar o interesse de pesquisa-
dores, no intuito de encontrar novas espécies e novas moléculas
com atividade inseticida. Vdrias espécies de Meliaceae se des-
tacam entre as familias botanicas que apresentam ingredientes
ativos com atividade inseticida, proporcionando eficiéncia de seus
extratos.’ O género Trichilia é um deles, pois além de apresentar
compostos com atividade inseticida conhecida (triquilinas),* é
bastante abundante nas regides tropicais da América com mais
de 230 espécies conhecidas.’

Mikolajczak e Reed® realizaram um dos primeiros trabalhos
testando a atividade inseticida de Trichilia sobre S. frugiperda. Os
extratos etandlicos de T. pallida, T. connoroides, T. prieureana, T.
roka e T. triphyllaria testados causaram mortalidade igual ou superior
a 80% das lagartas, sendo que apenas a Ultima espécie ndo afetou a
sobrevivéncia do inseto. Diversos trabalhos comprovando a atividade
inseticida de Trichilia ssp. sobre Spodoptera frugiperda tém sido rea-
lizados."™® A atividade biolGgica sobre insetos de alguns limonoides
isolados de espécies de Trichilia vem sendo investigada, e resultados
promissores foram encontrados.**-!!

A espécie Trichilia elegans ssp. elegans A. Juss, conhecida
popularmente como “Cachud”, produz madeira resistente e durdvel,
ocorre em matas semideciduas e possui ampla dispersdo no pais,
sendo encontrada desde Goids até Santa Catarina, apresenta-se como
uma drvore de 3 a 6 m de altura.'? J4 a espécie Trichilia catigua A.
Juss, sdo arvores com cerca de 10 m de altura e possuem flores de

*e-mail: paulo@dq.ufscar.br

coloracdo branco-amareladas. Popularmente, sdo conhecidas como
catigud, caatigud, cedrinho e angelim-rosa, e tém ocorréncia de Séo
Paulo até o Rio Grande do Sul. Recentemente, ensaios bioldgicos
realizados sobre S. frugiperda com os extratos dos ramos, folhas e
frutos de 7. elegans e T. catigua evidenciaram efeitos significativos
sobre este inseto, o que serviu de estimulo para o estudo quimico
destas espécies.

O presente trabalho descreve o isolamento e a caracterizagio es-
trutural das cumarinas escoporona (1), escopoletina (2), umbeliferona
(3), o limonoide 11B-acetoxiobacunona (4), e a mistura dos esteroides
estigmasterol, B-sitosterol, sitostenona e campesterol para a espécie
T. elegans, e os limonoides cedrelona (5), angolensato de metila (6) e
mistura epimérica de fotogedunina (7 e 8) para a espécie T. catigua.
A presenca de limonoides em sementes de 7. elegans ja havia sido
anteriormente registrada,'® porém o limonoide 4 estd sendo relatado
pela primeira vez no género Trichilia; ja as demais substincias es-
tdo sendo descritas pela primeira vez em suas respectivas espécies.
Encontra-se também neste trabalho o primeiro relato do isolamento
de limonoides na espécie T. catigua.

PARTE EXPERIMENTAL
Procedimentos experimentais gerais

Os espectros de RMN 'H e *C (uni e bidimensionais) foram
obtidos em espectrometro Bruker DRX 400 MHz, utilizando-se
CDCl, e CD,OD como solventes € TMS como padrio interno. Os
espectros de massas forma obtidos em aparelho da Micromass, mo-
delo Micromass Quattro LC.

Para identificagdo dos esteroides foi utilizado cromatégrafo com
fase gasosa acoplado ao espectrometro de massas, marca Shimadzu,
modelo QP-5000, com coluna capilar DB-5 (30 m x 0,25 mm),
utilizando as seguintes condigdes: temperatura do injetor: 250 °C,
gds de arraste: He, temperatura inicial do forno: 150 °C por 1 min,
velocidade de aquecimento a 6 °C/min até 280 °C, permanecendo
nessa temperatura por 15 min. O espectro de massas foi obtido por
impacto de elétrons a 70 eV.
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As separacdes cromatograficas em colunas foram realizadas
utilizando-se gel de silica 60, 70-230, 230-400 mesh e Sephadex LH-
20. As separagdes por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
em condigdes preparativas foram realizadas em coluna Asahipak
GS-3102G (2,15 x 50,0 cm), utilizando equipamento Shimadzu LC-
8A com vdlvula de reciclo, injetor Rheodyne 7123 com loop 500 L
e detector UV/VIS Shimadzu SPD-6AV.

As andlises cromatograficas em camada fina foram realizadas
em cromatoplacas de silica gel F,,, sobre placa de aluminio Merck,
de 0,2 mm de espessura, empregando-se como revelador a solucio
de vanilina/dcido sulftrico.

Material vegetal

Os frutos de T. elegans e T. catigua foram coletados em Piracica-
ba/SP no Campus da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Quei-
roz” (Esalg/USP) e identificados pelo botanico Dr. Ricardo Ribeiro
Rodriguez. Uma exsicata de 7. elegans e outra de T. catigua foram
depositadas sob os nimeros 80407 e 7394, respectivamente.

Preparacio dos extratos

Os frutos secos (84,0 g) e moidos de 7. elegans foram extraidos
a temperatura ambiente e em repouso, com solventes em ordem
crescente de polaridade (hexano, MeOH e MeOH/4agua 1:1). As
solucdes obtidas foram concentradas por destilacdo do solvente em
evaporador rotativo, fornecendo extratos hexanico, metandlico e
hidrometandlico. Os frutos de 7. catigua foram separados em arilo
(3,5 g), semente (8,0 g) e exocarpo (3,0 g) e, posteriormente, secos
e moidos. A extragdo das partes dos frutos de 7. catigua foi reali-
zada utilizando as mesmas condigdes descritas para os frutos de 7.
elegans. Os extratos foram submetidos a ensaios bioldgicos sobre a
lagarta-do-cartucho S. frugiperda e os que apresentaram atividade
foram fracionados.

Isolamento das substincias de T. elegans

O extrato hexanico dos frutos de 7. elegans (4,20 g) foi submetido
a cromatografia em coluna liquida a vacuo empacotada com silica gel
(230-400 mesh), utilizando-se como fases mdveis solventes organicos
de polaridade crescente: hexano; hexano/AcOEt 9:1; AcOEt e MeOH.
Foram obtidas 4 fragdes apés evaporagdo dos solventes organicos:
FH1 = 20 mg; FH2 = 2800 mg; FH3 = 970 mg e FH4 = 245 mg.
A fragdo FH3 foi submetida a vdrios fracionamentos em coluna de
silica gel (70-230 mesh), eluida com CH,CL,/MeOH (CH,Cl,; CH,CL/
MeOH (1,0—50,0%); MeOH), em gradiente de polaridade crescente
fornecendo as substancias 1 (1,0 mg), 2 (1,0 mg), 3 (1,6 mg) e a
mistura dos esteroides (8,0 mg).

O extrato metandlico dos frutos de T. elegans (5,20 g) foi sus-
penso em uma mistura MeOH/H, O e particionado sucessivamente
com CH,Cl,, AcOEt e n-BuOH. Foram obtidas 3 fra¢des apds
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evaporagdo dos solventes: FM1 = 1,40 g; FM2 = 0,30 g e FM3 =
3,5 g. A fracdo FM1 foi fracionada em coluna silica gel (70-230
mesh), eluida com gradiente de CH,Cl/MeOH (CH,Cl,; CH,CL/
MeOH (1,0—50,0%); MeOH), fornecendo apds andlise por CCDA,
a substancia 1 (1,6 mg). A fragdo FM2, apds cromatografia em
silica gel (70-230 mesh) utilizando como eluente CH,Cl,/MeOH
(CH,Cl,; CH,CL/MeOH (1,0—50,0%); MeOH), originou 7 fragdes
(FM2-1 a FM2-7). Da fracao FM2-3 foram obtidas as substancias
2 (10,9 mg) e 3 (3,9 mg), apds cromatografia em silica gel (70-230
mesh), eluida com gradiente de CH,C1,/MeOH. A fragao FM2-4
foi fracionada em silica gel (70-230 mesh) utilizando como eluente
hexano/AcOEt/MeOH (hexano; hexano/AcOEt (10,0—100,0%);
AcOEt/MeOH (10,0~100,0%), em polaridade crescente e, poste-
riormente, via CLAE preparativa (MeOH/CH,Cl, 7:3), fornecendo
a substancia 4 (3,00 mg).

Isolamento das substancias de 7. catigua

O extrato metandlico do arilo dos frutos de T catigua (1,30 g)
foi extraido sucessivamente com CH,Cl, e MeOH. Foram obtidas
2 fracdes apos evaporagdo dos solventes: FCM1 = 0,14 g; FCM2
=0,98 g. A fracdo FCM1 foi submetida a vdrios fracionamentos
em coluna de silica gel (70-230 mesh), eluida com CH,Cl,/MeOH
(CH,CL,; CH,CL/MeOH (1,0—50,0%); MeOH), em gradiente de
polaridade crescente. Apds esses fracionamentos, foi obtida a
substancia 5 (4,4 mg). A fracio FCM2 foi fracionada em coluna de
sephadex LH-20 eluida com CH,C1,/MeOH 1:1, fornecendo ap6s
andlise por CCDA, as fracdes FCM2-1 a 6. A fragdo FCM2-4 foi
submetida a purificagio por cromatografia em silica gel (70-230
mesh) tendo como eluente o gradiente CH,Cl,/ MeOH (CH,CL.;
CH,C1,/MeOH (1,0—50,0%); MeOH), fornecendo o limonoide 6
(1,0 mg). A fracdo FCMC-6 foi submetida ao mesmo processo de
fracionamento cromatogréfico e levou ao isolamento da mistura
contendo 7 e 8 (3,6 mg).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Ensaios bioldgicos realizados com extratos organicos de frutos de
T. elegans e T. catigua sobre S. frugiperda mostraram que os extratos
hexanico, metandlico e hidrometandlico de sementes de 7. catigua
provocaram mortalidades larvais moderadas (= 50,0 %) (Tabela 1).
A mais alta taxa de mortalidade larval (100,0 %) foi obtida com os
extratos hexanico e metandlico de frutos de 7. elegans.

Para os extratos hexanico e metandlico de frutos de 7. elegans
foi observada incapacidade das larvas para empuparem, que pode
estar relacionada com variagdes hormonais nos insetos afetados,
pois elas ndo conseguiram fazer a muda. Os mesmos resultados
foram obtidos para larvas tratadas com azadiractina; além disso,
azadiractina tem se mostrado capaz de interferir com a ecdise.'* Em
estudos anteriores, varios limonoides foram isolados dos frutos de
T. elegans,'®!'> mas suas atividades ainda ndo foram determinadas.

Tabela 1. Mortalidade da fase larval de S. frugiperda alimentada com dieta artificial tratada com extratos de Trichilia spp., a 1000 mg kg™!

Mortalidade da fase larval (%)

Controle Hexanico Metandlico Hidrometandlico
T. catigua Sementes 6,67 56,67 43,33 53,33
Arilo 6,67 NT 10,00 13,33
Exocarpo 6,67 13,33 13,33 23,33
T. elegans Frutos 10,00 100,00 100,00 33,33

NT — Nao testada.
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Os extratos hexénico e metandlico de frutos de 7. elegans apre-
sentaram mortalidade similar ao extrato aquoso das sementes de
Azadirachta indica sobre larvas de S. exempta, demonstrando ser
um poderoso inseticida.'"* Uma alta taxa de mortalidade representa
uma das atividades inseticidas mais eficientes, jd que atua logo nas
primeiras fases da praga, diminuindo seu ataque na cultura e con-
tribuindo para o decréscimo das populagdes subsequentes. Assim, o
estudo deste extrato ¢ de suma importancia, seja na sua forma bruta
ou visando o isolamento de seus constituintes quimicos.

Ao se fracionar o extrato metanélico de frutos de 7. elegans foram
isoladas as cumarinas (1-3) e o limonoide (4), do extrato hexanico
foram isoladas as mesmas cumarinas e os esteroides. Ha na litera-
tura relatos de atividade antialimentar de furanocumarinas sobre S.
exigua'® e S. litura."

Apesar da baixa atividade inseticida do extrato metanélico do
arilo de T. catigua (10%, Tabela 1) este foi fracionado e foi possivel
isolar os limonoides cedrelona (5), angolensato de metila (6) e a
mistura epimérica de fotogedunina (7 e 8).

O estudo quimico do extrato hexanico dos frutos de 7. elegans
resultou no isolamento e identificacdo das cumarinas escoporona
(1), escopoletina (2), umbeliferona (3) e na identificagdo da mistura
dos esteroides: B-sitosterol, estigmasterol, campesterol e sitosteno-
na. As estruturas das cumarinas escoporona (1), escopoletina (2),
umbeliferona (3) foram elucidadas com base nas andlises dos dados
de EM, RMN 'H BC, além da comparagdo com dados publicados
anteriormente.'® A mistura dos esteroides foi identificada através de
andlises por CG-EM, comparando-se os espectros de massas obtidos
com os espectros existentes no banco de dados do equipamento, por
RMN 'H e 1C e também por comparacdo com dados da literatura.'
O cromatograma de fons totais da andlise por CG-EM apresentou 4
picos. O espectro de massas dos picos correspondentes apresentou
fons moleculares em m/z 414, 412, 400 e 412, concordantes com
os espectros de massas do sitosterol, estigmasterol, campesterol e
sitostenona, respectivamente, sendo o esteroide sitosterol o composto
majoritdrio desta mistura.

7H-2300
8 H-23

A fracdo de T. elegans em AcOEt, resultante da parti-
¢do do extrato metandlico dos frutos forneceu o limonoide
11B-acetoxiobacunona (4) cuja estrutura foi caracterizada atra-
vés de dados fornecidos pelo espectros de RMN 'He *C 1D e
2D (HSQC, HMBC, Tabela 2), envolvendo comparagdes com
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dados descritos na literatura'** para compostos com estruturas
semelhantes ao limonoide (4). Esta € a primeira vez que os dados
de RMN 'H e '3C do limonoide 11B-acetoxiobacunona (4) estdo
sendo apresentados. No espectro de RMN 'H da substancia 4 fo-
ram observados sinais em & 7,40-7,42 (m, H-21 e H-23) ¢ 6 6,35
(s, H-22) ppm caracteristicos do anel furano. As atribui¢des dos
C-20 (8 119,5), C-21 (8 141,1), C-22 (5 109,6) e C-23 (5 143,3)
do anel furano foram realizadas através de RMN *C e confirmadas
através do mapa de correlacdes HSQC e HMBC. O espectro de
RMN 'H da substincia 4 mostrou cinco singletos muito intensos
com integragdo para trés hidrogénios em: & 1,08 (CH,-18), 1,45
(CH,-28), 1,50 (CH,-30), 1,53 (CH,-29), 1,60 (CH,-19) ppm
referentes a grupos metila ligados a carbono sp®. Em 8 3,74 ¢ §
5,45 ppm observou-se a presenga de dois sinais caracteristicos
do anel D &-lacténico com ep6xido entre C-14 e C-15, referente
aos hidrogénios ligados aos C-15 e C-17, respectivamente. A pre-
senca de uma dupla ligagc@o conjugada a um carbono carbonilico
no anel A, foi determinada pela presenga de dois dubletos em &
6,01 (H-2,J=12,1Hz)e 66,55 (H-1,J = 12,1 Hz) atribuidos aos
hidrogénios olefinicos e ao sinal em & 166,4 referente ao carbo-
no carbonilico em C-3. O mapa de correlacdes HMBC permitiu
confirmar a formagdo de um anel A e-lactdnico o-f insaturado,
pois se observaram as correlagdes dos dtomos de hidrogénio em
81,45 (s, CH,-28) e 8 1,53 (s, CH,-29) com os dtomos de C-4 (8
83,7) e C-5 (8 56,6). Os sinais dos hidrogénios H-5, H-60. ¢ H-63
foram atribuidos através das constantes de acoplamento observadas
e do mapa de correlacdes HMBC e HSQC. O H-60. apresenta-se
como tripleto largo ( 3,01, J = 14,2 Hz) devido ao acoplamento
geminal com o hidrogénio H-6f e pseudo diaxial com H-5 (dd,
2,56,) =142 e 4,6 Hz).

Através de parti¢des do extrato metandlico do arilo dos frutos de
T. catigua, seguidas de fracionamentos cromatograficos, foram isola-
dos os limonoides 5-8. As estruturas dos limonoides cedrelona (5),'
angolensato de metila (6)*>?* e mistura epimérica de fotogedunina (7
e 8)% foram elucidadas com base nas anélises dos dados de RMN 'H
e BC 1D e 2D (Cosy, HSQC, HMBC), além de comparagdes com
dados publicados anteriormente.

Todos os limonoides isolados do extrato metandlico do arilo de
T. catigua apresentam atividade inseticida relevante, no entanto,
foi observada uma baixa mortalidade larval deste extrato (10%).
Aparentemente esta baixa atividade estd relacionada ao fato de
se ter somente 1,46% de limonoides no extrato. Por outro lado,
tem-se 9,80% de cedrelona (5) no extrato hexanico do arilo de
T. catigua. Infelizmente, toda a massa deste extrato foi utilizada
para o isolamento da cedrelona (5), deste modo ndo pdde ser
ensaiado.

Yajima et al."’ verificaram que a cumarina umbeliferona (3)
apresentou atividade antialimentar sobre Spodoptera litura L. (Le-
pdoptera: Noctuidae) de 45 e 77% a uma concentragdo de 1000 e
100 ppm, respectivamente. J4 o limonoide angolensato de metila
(6) mostrou atividade antialimentar no método de disco de escolha
convencional no terceiro instar larval de Spodoptera littoralis (Boisd.)
(Lepdoptera: Noctuidae) a 500 pg/mL.* A mistura epimérica de fo-
togedunina (7 e 8) apresentou mortalidade larval de 95,83% a 25,0
ppm, ao ser incorporada a dieta artificial para Spodoptera frugiperda
(Lepdoptera: Noctuidae).?

Virios sdo os trabalhos descritos na literatura em que se demons-
tram as atividades inseticida e antialimentar do limonoide cedrelona
(5) sobre diversas espécies de lepddpteras.?’
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Tabela 2. Dados de RMN 'H (400 MHz) e '*C (100 MHz) de 4

(CDCL)*
C/H 8, 8, HMBC
1 6,55 (dl, J=12,1 Hz) 153,3 H-19
2 6,01 (dl, J=12,1 Hz) 1224
3 166,4 H-1
4 83,7 H-28, H-29
5 256 (dd, J=142c 46 Hy) 566 1 2213{’-125??&-}11 19,
600 244(dd,J=142e4,6Hz) 389
6p 3,01 (1, J=14,2 Hz)
7 205.8
8 51,8 H-30
9 2,15 (sl) 49,5 H-30, H-19, H-1
10 43,8 H-19, H-9
11 571(dd,J=6,1e22Hz) 683
12 1,82 (d, J=6,1 Hz) 40,8 H-18
13 36,3 H-18
14 63.9 H-18, H-30
15 3,74 (s) 53,55
16 166,2 H-15
17 545 (s) 78,0 H-18, H-12
18 1,08 (s) 20,3 H-17
19 1,60 (s) 17,9 H-9
20 119,5 H-17
21 7,40-7,42 m 141,1 H-17
22 6,35 (s) 109,6 H-17
23 7.40-7,42 m 1433
28 1,45 (s) 31,8 H-29
29 1,53 (s) 26,3 H-28
30 1,50 (s) 19.4 H-9
Oac 2,19 (s) 214
169,9

* Espectros de 2D 'H-'H-Cosy e 'H-"*C-HSQC também foram
utilizados na atribui¢do dos deslocamentos quimicos.
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