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RESUMO

O presente trabalho relata o estudo dos constituintes quimicos volateis
das folhas, talos e raizes de Croton rhamnifolius (Euphorbiaceae),
popularmente conhecida no nordeste do Brasil por “Quebra-faca”, como
também os constituintes quimicos nado-volateis das raizes. A analise por
CGL/EM do 6leo essencial das folhas de C. rhamnifolius (OEFCR) permitiu a
identificacdo de 21 constituintes quimicos, dos quais 0s componentes
majoritarios foram identificados como sendo o 1,8 — cineol (31,81%) € 0 a—
felandreno (11,84 %). O 6bleo essencial dos talos (OETCR) apresentou 14
constituintes, todos identificados, onde o B-pineno (30,81%) e o B—cariofileno
(12,86 %) foram os componentes principais. No 6leo essencial das raizes
(OERCR), foram identificados 8 constituintes quimicos, sendo majoritarios, o
valenceno (25,97%), e o borneol (20,05%). A analise fitoquimica do extrato
etandlico da raiz resultou no isolamento de um alcaléide inddlico diterpenoidico
de carater inédito que foi denominado rhamnifolina (1), dois diterpenos do tipo
beiereno, denominado de estachenona (2) e 12-oxo-estachenona (3), e de dois
triterpenos pentaciclicos, um da série oleanano, o acido 3-acetil-olean-14-en-
28-0ico (4cido acetil aleuritdlico, AAA) (4) e o lupeol (5) da série lupano. A
determinacao estrutural dos constituintes ndo volateis foi realizada através de
métodos espectrométricos EM, IV e RMN 'H e '3C, inclusive técnicas uni e
bidimensionais (HMBC e HSQC), enquanto a identificacdo da constituicao
volatil foi utilizada cromatografia gas-liquido acoplada a espectrometria de
massa (CGL/EM) e cromatografia gas-liquido com detecgcédo por ionizacao em

chama (CGL/DIC) e comparag¢ao com dados descritos na literatura.
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ABSTRACT

The present work reports the study on the volatile chemical constitution of
the leaves, twigs and roots of Croton rhamnifolius (Euphorbiaceae), popularly
known in the Northeast of Brazil as “quebra-faca” (Port. Lit. = knife breaker) as
well as of the non-volatile constituints of the roots. GC-MS analysis of the
essential oil from leaves of C. rhamnifolius (OEFCR) allowed the identification
of 21 constituents from which 1,8-cineol (31,81%) and a - phelandrene
(11,84%) were the major components. For the essential oil from twigs (OETCR)
all 14 components were identified and B - pinene (30,81%) and B -
cariophyllene (12,86%) were the major ones. For the essential oil from roots
(OERCR) jsut 8 components were identified with valencene (25,97%) and
borneol (20,05%) arising as the chief components. The phytochemical analysis
of the ethanol extract from the roots led to the isolations and characterization of
a diterpenoid incorporating an indol alkaloid moiety that has been named as
rhamnifolin (1), two beierene diterpenes, stachenone (2) and 12-oxo-
stachenone (3), and two pentacyclic triterpenes: one, the 3-acetyl-olean-14-
ene-28-oic acid (aleuritolic acid, AAA) (4) belonging to the oleanane and the
other, lupeol (5), belonging to the lupane series. The structure determination of
all non-volatile constituents was performed by mean of spectroscopic
techniques such as MS, IR, 'H and "*C NMR, including uni and bidimensional
pulse sequences. The identification of the volatile constitution was performed by
GC-MS for the qualitative analysis while GC-FID was used for the quantitative
analysis. Comparison to data published in the literature was also used for

identification wherever the case.
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1. INTRODUCAO

Croton é um dos géneros mais abundantes da familia Euphorbiaceae,
com cerca de 1.900 espécies, distribuidas nas Antilhas, América do Sul e América do
Norte (WEBSTER, 1994; GOVAERTS, 2000). Espécies deste género sao
frequentemente utilizadas na medicina popular como agentes para aliviar a dor e
dentre as propriedades terapéuticas comprovadas podem ser citadas:
antiinflamatéria, antiulcerogénica, analgésica e antihipertensiva, além da expressiva
relevancia econ6mica, alicercada em seu conteudo de 6leos essenciais e diversas
substancias ativas, tais como: alcaldides, flavondides, e principalmente diterpenos de
esqueletos clerodano, labdano, kaurano, trachilobano e pimarano. (HARTWELL,
1969; ABREU, 2001; MACIELL, 2000; RIBEIRO, 1993).

Croton rhamnifolius € uma espécie endémica do Nordeste do Brasil onde é
conhecida como “quebra-faca” ou “catinga-branca”. O primeiro nome é uma alusao a
rigidez de seu tronco, e o outro devido ao seu aroma e coloragdo do caule
(RANDAU, 2001). E utilizada na medicina popular para dores de estdmago, mal-
estar gastrico, vomitos e diarréia, e banhos para atenuar a febre (RANDAU, 2001).

Na literatura, foram verificados apenas dois trabalhos sobre C. rhamnifolius. O
primeiro relacionado ao estudo do extrato hexanico do caule, onde, proporcionou o
isolamento de um triterpeno pentaciclico, o lupeol (1) e trés diterpenos clerodanicos
do tipo furanico: 17-Carboxi-hardwiickiato de metila (2) e 17-carbometoxi-3-hidroxi-
3,4-di-hidro-hardwiickiato de metila (3) e o 7-oxo0-20-acetoxi-anoneno (4) (Fig. 1, p.2)
(FILGUEIRAS, 1994); o segundo, relacionado aos constituintes quimicos volateis da
parte aérea da referida espécie (CRAVEIRO, 1981).
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CH;0,C

CH;0,C

Figura 1 - Substancias ja isoladas de C. rhamnifolius (FILGUEIRAS, 1994)

Este trabalho esta composto de oito capitulos, onde o primeiro € referente a
introducdo, o segundo, as considerac¢des botanicas relacionadas a espécie estudada
e a familia a qual pertence, destacando suas respectivas descricoes morfoldgicas,
distribuicao geografica e caracteristicas gerais. O terceiro capitulo é corresponde a
revisdo bibliografica sobre diterpendides inddlicos. No quarto, encontra-se a
identificacdo dos componentes quimicos provenientes da fracdo volatil dos Oleos
essenciais das folhas, talos e raizes de C. rhamnifolius; no quinto, a determinacao
estrutural das substancias dos constituintes fixos isolados do extrato etandlico da raiz
da referida espécie; no sexto capitulo, temos os procedimentos experimentais
realizados. O capitulo 7 contém as conclusées sobre o trabalho apresentado; o
capitulo 8 apresenta as constantes fisicas e dados espectrométricos das substancias
isoladas de C. rhamnifolius. Por fim, encontram-se as referéncias bibliograficas

utilizadas.
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2. CONSIDERACOES BOTANICAS
2.1. CONSIDERACOES BOTANICAS SOBRE A FAMILIA EUPHORBIACEAE

A familia Euphorbiaceae é uma complexa e diversificada familia com cerca
de 300 géneros (WEBSTER, 1994) e 8.000 espécies (WEBSTER, 1987)
distribuidas especialmente na regido dos trépicos. No Brasil, ocorrem 72 géneros
e aproximadamente 1.100 espécies difundidas em todos os tipos de vegetacoes e
habitats (BARROSO, 1991). Espécies desta familia possuem habito bastante
variado, cujos espécimes vao desde ervas, trepadeiras e arbustos a arvores,
apresentando-se frequentemente com folhas peninérveas ou palmatinérveas,
alternas ou opostas, raramente verticiladas, com limbo inteiro ou lobado, simples
ou compostas (SECCO, 2005). Barroso (1991) considera a disposicao das flores
nas inflorescéncias um carater muito importante para a sistematica dos géneros
desta familia. As inflorescéncias podem ser cimosas ou racemosas, as vezes
reduzidas, formando uma estrutura semelhante a uma unica flor, denominada de
ciatio (SOUZA, 2005), e as flores sao unissexuadas, monoicas ou didicas, com ou
sem vestigio de sexo atrofiado (BARROSO, 1991). O fruto geralmente é uma
capsula com deiscéncia elastica (tricoca), raramente baga, drupa ou séamara;

sementes frequentemente ariladas ou com uma cardncula (SOUZA, 2005) (Fig. 2,
p.4).

Esta é uma familia que inclui muitas plantas uteis ao homem. Na flora
brasileira destacam-se a Mamona (Ricinus) rica em 0Oleo (6leo de ricino) de
reconhecido poder laxante; a seringueira da Amazdnia (Hevea) e a Manicoba
(Manihot) do nordeste; Mandioca aipim e Macaxeira (Manihot) que fornecem
amido e farinha, coroa-de-cristo (Euphorbia) utilizada como planta ornamental e o
Quebra-pedras (Phyllantus) de uso medicinal (Jolly, 1966). Outros exemplos
comuns sdo o Marmeleiro (Croton) e o Pinh&o (Jatropha) (BRAGA, 1960).
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O género Euphorbia se destaca com aproximadamente 2400 espécies
seguido dos géneros Croton (1900 espécies), manihot (160 espécies), jatropha
(150 espécies) e Tragia (140 espécies).

(d) (e)

Figura 2 - Fotografias das flores de: (a) Euphorbia millii (b) Jatropha
integerrima, (c) Fotografia das folhas de Tragia volubilis, (d) e (e)
Representacdao das folhas, inflorescéncias e frutos de Croton eluteria e
Manihot glaziovi, respectivamente.
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2.2. ALGUMAS CONSIDERAGCOES BOTANICAS SOBRE O GENERO Croton

O género Croton, o segundo mais abundante da famila Euphorbiaceae, é
um dos mais importantes da flora nordestina ocorrendo em caatingas, cerrados,
mata dos tabuleiros litoraneos e matas pluviais. Sao representadas por arvores,
arbustos, ervas e lianas, geralmente mondicas, algumas vezes dibdicas, com
tricomas de formas variadas (estrelados, escamiformes, etc.). Em geral, as
inflorescéncias apresentam as flores pistiladas na base e as estaminadas no
apice, os estames dobrados no botao floral e as pétalas das flores pistiladas
reduzidas ou ausentes (Fig. 2d, p. 4). Desde o tratamento de Mduller na Flora
Brasiliensis (1873), as espécies brasileiras ndo foram revisadas e diversos taxons
novos vém sendo propostos, o que tornou confusa a taxonomia do género. Alguns
tratamentos recentes sobre as espécies da América do Sul, como os de Secco
(1992), Murilo (1999) e Webster et al. (1999) ainda sao insuficientes para que se

possam avaliar precisamente os limites especificos deste género.

2.3. ALGUMAS CONSIDERACOES BOTANICAS SOBRE Croton rhamnifolius

Segundo Martius (1873), Croton rhamnifolius apresenta folhas com limbo 3-
6 vezes maior que o comprimento do peciolo, peninérvio na base, sem ou com
obsoletas glandulas, indumento estrelado em ambas as faces; racemos
alongados; bracteas oval-lanceoladas diminutas; flores numerosas em ambos os
sexos, as masculinas com pedicelo delgado; lacinias do calice da flor feminina
pequenas lanceoladas, base lanato-ciliato; receptaculo masculino viloso;
filamentos pilosos na base, anteras um pouco mais compridas que largas; ovario
com indumento aspero; estilo bipartido; capsula aproximadamente elipséide e

semente lisas (Fig. 3, p. 6).



Consideragdes Botdnicas

Figura 3 - Fotografia de um espécime de Croton rhamnifolius, com detalhes
para as flores e frutos. (Fotos: Prof. Edilberto R. Silveira)
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA SOBRE DITERPENOIDES INDOLICOS
ISOLADOS DE FONTES NATURAIS

Este capitulo trata da reviséo bibliografica sobre diterpendides inddlicos
isolados em diversos géneros e espécies de plantas e fungos desde 1907 até
os dias atuais, tendo em vista o isolamento de um diterpendide inddlico,
denominado rhamnifolina (Fig. 4) em Croton rhamnifolius, e auséncia de

representatividade destes compostos no género Croton.

Os diterpendides indolicos obtidos na revisdo mostraram-se bastante
diversificados estruturalmente, sendo predominantes em espécie do reino
Fungi, o que fortalece a possibilidade da substancia rhamnifolina n&o ter sido
originado da raiz de Croton rhamnifolius, e sim de algum fungo endofitico
presente na planta.

O levantamento bibliografico realizado sobre diterpendides inddlicos no
Chemical Abstract utilizando como palavra chave “indol diterpenoids” e refinado
por “natural”’, resultou em 64 referéncias, onde 51 foram obtidas, e apenas 42
foram utilizadas para a revisdo bibliografica. Através deste estudo foram
registrados 53 compostos com seus respectivos dados de origem, referéncias,
estruturas e denominagdes, que foram agrupados na Tabela 1 (p. 10) em

ordem alfabética de espécie.

Figura 4 - Diterpendide inddlico isolado da raiz de Croton rhamnifolius
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3.1 Alcalodides

A definicAo aceita para alcaldide deve-se a Pelletier (1983) que
considera alcaldides as substancias organicas ciclicas que contém nitrogénio e
que sdo metabdlitos secundarios obtidos de fontes naturais. Esta definicdo
exclui as aminas simples e os derivados de aménias aciclicas e ainda os
compostos nitro e nitrosos (uma vez que nos alcaléides o atomo de azoto tem
de possuir estado de oxidagao negativo). Os alcaldides formam um grupo muito
vasto de metabolitos que podem ocorrer tanto em microorganismos como em
plantas superiores e inferiores e ainda em animais, apesar de nestes ultimos

ocorrerem com menor freqiiéncia (SIMOES, 1999).

A biossintese dos alcaldides inclui sempre pelo menos um aminodcido.
Também podem ser incorporadas outras unidades provenientes de piruvato,
malonato ou mevalonato. Com precursores de origem biossintética tdo distinta
e facil entender a complexidade e diversidade estrutural que se encontra
nestes metabdlitos, sendo hoje conhecidos mais de 5 000 alcaldides. De
acordo com os precursores biogenéticos e fungdo da estrutura do metabdlito
final, podemos sistematizar os alcaldides como derivados dos aminoacidos

ornitina, lisina, fenilalanina, tirosina, triptofano e acido artranilico (Fig. 5).

COOH
NH,

COOH
J k ' COOH
m H a? H

HoN NH, HoN NH, R=H Fenilalanina
R R =0H Tirosina

Ornitina Lisina
COOH
| | CO,H
NH,
N
IL NH,
Triptofano Acido artranilico

Figura 5 - Aminoacidos precursores de alcaldides
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3.2 Alcaldides derivados de triptofano

Alcalbides inddlicos sdo derivados do aminoacido triptofano como pode
facilmente ser interpretado por comparagéo do seu nucleo contendo nitrogénio
a estrutura quimica do triptofano. Os alcalbéides que se formam possuem uma
unidade estrutural de indol-CoN proveniente do triptofano (aminoacido
proveniente do 4cido xiquimico) (CARBONEZI, 2004).

Podem considerar-se dois tipos estruturais:

a) alcaldides de estrutura semelhante ao triptofano ou ainda condensada com
outra unidade C, proveniente de piruvato;

b) alcaléides derivados de biossintese mista triptofano/mevalonato, onde os
mais representativos sdo os alcaldides de vinca e os alcaldides de ergot.
Destes metabodlitos sdo exemplos: a) a harmina e b) ajmalicina e acido
lisérgico. Também de biossintese triptofano/mevalonato sdo os alcaldides de
estrutura complexa quinina e estriquinina (CARBONEZI, 2004) (Fig. 6).

g

unidade

H .
triptofano H indole - G2k
~ v
4{ HO,
CH;:
H;Co
H : 4« o
harmina
Acido lisérgica
H
aimalicina
u]
H,C006 3

Figura 6- Resumo da biossintese de alcaloides harmina, ajmalicina, acido
lisérgico a partir do triptofano

Fonte: http://www.dq.fct.unl.pt/qoa/biossin/4i.htm| acessado em 28 de janeiro de 2008
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Tabela 1 - Relacao dos diterpendides indolicos descritos na literatura

Espécie Origem | Diterpendide Referéncias
Inddlico

Acremonium lolii Fungo 14 MUNDAY, 1997
Albophoma yamanashiensis Fungo 18- 29 TOMODA, 1995
Aspergillus flavus Fungo 37 -42 TEPASKE, 1990
Aspergillus nomius Fungo 36 LAAKSO, 1991
Aspergillus sp Fungo 30 - 31 LAAKSO, 1991
Aspergillus sulphureus Fungo 32-35 LAAKSO, 1991
Aspergillus tubingensis Fungo 43 - 44 SINGS, 2000
Emericella desortorum Fungo 1 KOOHEI, 1987
Emericella striata Fungo 2 KOOHEI, 1987
Isolona cauliflora Planta 50 - 53 MAYUNGA H. 2005
Neotyphodium lolii Fungo 15-17 MUNDAY, 1998
Nodulisporium sp Fungo 8 BYRNE, 2001
Penicillium crustosum Fungo 13 GONZALEZ, 2003
Penicillium janthinellum Fungo 9-12 WILKINS, 1992
Penicillium paxilli Fungo 4-7 MUNDAY, 1995
Penicillium thiersii Fungo 45 - 47 CHEN LI, 2003
Penicillium thiersii Fungo 48 - 49 CHEN LI, 2002
Strychnos vanprukii Planta 3 THONGPHASUK, 2003

As estruturas quimicas correspondentes aos diterpendides indélicos

listados na Tabela 1 se encontram agrupados em quadros nas paginas 11 a 15.

10
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CH,OH
OH

OH
H

4 R
5 R

3,4-Dehydropalicoside Paxilline
13-Desoxypaxilline

6 R=Me

7 R=CHO 8
Paspaline Nodulisporic acid A (NAA)
Paspaline B

EH OH

NH™
10 R,=HR,=OH
11 R1=AC, R2=OH
12 Rl =AC, R2=H

Janthitrem B Janthitrem E, Fe G

11
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Penitrem G Lolilline

Lolicine A Lolicine B Lolitrem N

22 R=CHj
23 R=CH,0OH

24 R=CHO

Terpendole E, Fe G Terpendole H

12




Revisdo Bibliogrdfica

Terpendole l e J

Terpendole L

32 R =0H

33 R=H

Radarin A
Radarin C

R=0H

R=H

Radarin B
Radarin D
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Terpendole K

31

Radarin 2
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Nominine

13




Revisdo Bibliogrdfica

40

Aflavazole 4

\ HO ‘

|
H
43

Dihydrotubingensin A
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4. IDENTIFICACAO DOS CONSTITUINTES QUIMICOS VOLATEIS DAS
FOLHAS, TALOS E RAIZES DE Croton rhamnifolius

O estudo dos constituintes quimicos volateis de Croton rhamnifolius foi
realizado a partir dos 6leos essenciais obtidos das folhas, talos e raizes de
espécimes coletados na cidade de Salgueiro-PE, em janeiro de 2006.

Os odleos essenciais foram extraidos através de hidrodestilagdo em
aparelho doseador de 6leo essencial do tipo Clevenger, modificado por Gottlieb
(Gottlieb, 1960), foram analisados por cromatografia gas-liquido acoplada a
espectrometria de massa (CGL/EM). A analise quantitativa foi realizada através
de cromatografia gas-liquido com deteccdo por ionizagdo em chama
(CGL/DIC). Os o6leos essenciais obtidos das folhas, talos e raizes de Croton
rhamnifolius foram denominados de OEFCR, OETCR e OERCR,

respectivamente.

1,10 Kg das folhas foram submetidas ao processo de hidrodestilacao,
levando a obtengéo de 1,94 g (0,18% de rendimento) de um 6leo de coloragao
amarelo claro e odor agradavel denominado OEFCR.

1,38 Kg dos talos e 1,13 Kg das raizes foram submetidas ao mesmo
procedimento anterior. Apds tratamento da fase organica com sulfato de sédio
anidro foram obtidos respectivamente, 3,0 g (0,22 % de rendimento) de um
6leo com coloracao verde clara, denominada OETCR e 2,28 g (0,20 % de

rendimento) de 6leo com coloragdo amarelo claro, denominado OERCR.

Analise por CG/EM de OEFCR revelou 22 picos, dos quais 21
constituintes quimicos foram identificados. A andlise de OETCR forneceu um
cromatograma contendo 14 picos, onde todos os componentes quimicos foram
identificados, enquanto o cromatograma de OERCR forneceu 15 picos, onde
apenas 8 constituintes foram identificados (Tab. 2, p. 19 ). Os cromatogramas
dos Oleos essenciais das folhas, talos e raizes sdo mostrados na fig. 7 a 12 (p.
20 - 22), e os espectros de massas dos constituintes identificados estdo
apresentados nas figuras 13 a 43 (p. 23 - 30).
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A identificacdo dos componentes volateis dos Oleos foi realizada através
do indices de Kovats e comparacdo com espectros de massa de substancias
presentes na literatura (ADAMS, 2001). A correcao dos indices de Kovats foi
efetuada através de regressdo linear utilizando cinco picos obtidos no
cromatograma de OEFCR, OETCR e OERCR, com tempo de retengéo igual a
8,26; 8,72; 11,65; 14,16 e 27,71, relacionados ao a - pineno, eucaliptol, linalol,
borneol e valenceno, respectivamente. A equacao da reta da regressao obtida
no procedimento foi Y= 4,496x + 2,184 e o fator de correcéo foi R?=0,874.

4.1 Analise quantitativa dos constituintes quimicos volateis do odleo
essencial das folhas, talos e raizes de C. rhamnifolius por CGL/DIC

A andlise quantitativa dos componentes quimicos volateis das folhas e
talos de C. rhamnifolius foi realizada através do uso de um espectrOmetro
gas/liquido (CGL) acoplado ao detector de ionizagdo por chama (CGL/DIC).
Foram quantificados 21 constituintes quimicos do 6leo essencial das folhas
(OEFCR) (Tab. 2, p. 19), correspondendo a 97,79% da constituicao do 6leo; 14
constituintes quimicos do 6leo essencial dos talos (OETCR) (Tab. 2, p. 19),
correspondendo a 100% da constituicdo total; e 8 constituintes quimicos do
Oleo essencial das raizes (Tab. 2, p. 19), representando 88,28% da

composicao quimica total do 6leo.

Foram observadas semelhangcas na composicao quimica dos éleos das
folhas e talos. Nestes houve a predominancia de monoterpenos, tanto em
relacdo a quantidade de componentes (18 ao todo), quanto ao teor destes, com
79,26% para 6leo essencial das folhas (OEFCR) e 63,63% para 6leo essencial
dos talos (OETCR). Ja o 6leo essencial da raiz constituiu predominantemente
de sesquiterpenos com teor de 56,45% da composicao total do 6leo, enquanto

as folhas e talos apresentaram teor de 18,83% e 36,38%, respectivamente.

Os constituintes quimicos majoritarios do 6leo essencial das folhas
(OEFCR) foram identificados como o eucaliptol (31,81%), o a—felandreno
(11,84%) e o sabineno (10,19%). Dentre os constituintes majoritarios do 6leo
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essencial dos talos (OETCR), o B-pineno foi o componente principal (30,81%),
seguido pelo B—cariofileno (12,86 %) e a—pineno (11,87%). Para o Oleo
essencial das raizes (OERCR), temos como constituintes quimicos
majoritarios, o valenceno (25,97%), e o borneol (20,05% (Tab. 2, p. 19).

A literatura registra o artigo contendo o estudo da composi¢éao quimica
do dleo essencial das folhas de C. rhamnifolius (OEF) (CRAVEIRO, 1981),
coletada na cidade de Pedra Branca — CE. Neste trabalho, Craveiro et al.
identificou 15 constituintes quimicos, onde os componentes majoritarios foram
p - cimeno (20,3%), eucaliptol (11,0%) e a — felandreno (9,9%). Houve
predominanica de monoterpenos, com teor de 53,80% para o 6leo essencial
das folhas, 22,80% foram referentes a sesquiterpenos e 23,4% da composicao

qguimica do 6leo nao foi identificada (Tab. 2, p. 19).
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Tabela 2 - Constituintes volateis das folhas (OEFCR), talos (OETCR) e
raizes (OERCR) de C. rhamnifolius e comparacao dos constituintes

quimicos volateis das folhas (OEF) obtidos por Craveiro, 1981.

COMPONENTES T.R. LK. OEFCR OEF (%) OETCR OERCR
(%) Craveiro, (%) (%)
1981
Monoterpenos hidrocarbonados
a - Tujeno 8,03 930 1,31 - 0,19 -
a - Pineno 8,26 939 5,71 - 11,87 -
Canfeno 8,72 954 2,21 - 0,97 -
Car-3-eno - 0,6 - -
Sabineno 9,58 975 10,19 6,3 - -
B - Pineno 9,74 979 - - 30,81 -
Mirceno 10,19 991 1,29 - 1,43 -
a - Felandreno 10,67 1003 11,84 9,9 - -
p - Cimeno 11,35 1025 5,84 20,3 - -
Limoneno 11,55 1029 - - 1,31 -
Eucaliptol 11,65 1031 31,81 11,0 2,70 -
Trans- 8 - ocimeno 12,27 1050 0,78 - - -
Total 39,85 - 39,85
Monoterpenos oxigenados
Linalol 14,15 1097 1,38 2,8 4,55 -
Canfora 15,72 1146 - - 6,66 9,65
Borneol 16,62 1169 0,90 - - 20,05
Terpinen — 4 - ol 17,04 1177 1,15 1,1 - -
a —Terpinenol 17,53 1189 3,06 1,6 3,14 -
Acetato de Bornila 20,99 1289 0,81 - - -
Total 39,11 29,70 39,11
Sesquiterpenos
B - Maalieno 24,93 1382 - - - 4,46
Trans-B - Cariofileno | 25,74 1419 6,55 5,3 12,86 8,08
B - Elemeno 26,11 1391 - - - 9,61
Isoledeno 26,47 1376 - - 6,75 -
a - Humuleno 26,84 1455 1,72 2,4 - -
Alloaromadendreno 27,08 1460 1,26 - - -
Aromadendreno - 3,3 - -
y-cadineno - 6,3 - -
a-copaeno - 0,8 - -
a-cubebeno - 1,1 - -
a-elemeno - 3,6 - -
Germacreno - D 27,71 1485 1,32 - 8,12 -
Eremofileno 27,77 1486 - - - 7,25
Valenceno 28,06 1496 - - - 25,97
Biciclogermacreno 28,23 1500 6,32 - - -
Espatulenol 30,70 1578 1,66 - - -
Oxido de Cariofileno | 30,80 1583 - - 8,65 -
Guaiol 31,12 1601 - - 1,08
Total 18,83 22,8 36,38 56,45

T.R. — Tempo de retencéo; I.K. — Indice de Kovats corrigido
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4.2 Espectros de massas dos constituintes quimicos dos 6leos essenciais das
folhas (OEFCR), talos (OETCR) e raizes (OERCR) de C. rhamnifolius listados em

ordem crescente de tempo de retencao.
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5. DETERMINACAO ESTRUTURAL DOS CONSTITUINTES QUIMICOS NAO-
VOLATEIS DO EXTRATO ETANOLICO DA RAIZ DE Croton rhamnifolius
(CRRE)

Uma triagem fitoquimica com os extratos da raiz, caule, talos e folhas de
Croton rhamnifolius foi realizada para verificar com qual parte da planta se iniciaria
o estudo. Extratos hexanicos e etandlicos foram preparados para cada parte da
planta e posteriormente concentrados. Cada material obtido foi submetido a
cromatografia filtrante, originando quatro fracdes para cada fracionamento. As
fracoes foram comparadas por cromatografia em camada delgada (CCD), e as
raizes revelaram uma maior quantidade de substancias com maior probabilidade
de isolamento. A anélise por espectroscopia de RMN 'H das amostras do extrato
etandlico da raiz mostrou a presenca de compostos aromaticos e terpénicos que,
associado ao rendimento consideravel obtido no extrato, tornou-a sujeito de

escolha para iniciar o trabalho fitoquimico.

5.1 Determinacao estrutural de CR-1

A particdo liquido-liquido do extrato etandlico da raiz de Croton rhamnifolius
(CRRE) levou a obtencao de quatro fracdes. A fracao cloroférmica (CRRE-C) foi
submetida a uma cromatografia filtrante, tendo sida a fragdo acetato de etila sujeita
a trés cromatografias do tipo “flash” (p. 103), resultando no isolamento de um sélido
de coloragcao amarelo claro, com faixa de fusdo de 258,6-260,1 °C, denominado de
CR-1.

A anélise do espectro de RMN 'H (500 MHz, CsDsN) de CR-1 (Fig. 54 a 56,
p. 41-42) mostrou a presenca de dois dupletos em & 7,74 (J= 7,1 Hz; H-9’) e 6 7,61
(J= 7,3 Hz; H-12’), além de dois tripletos, um em & 7,27 (J= H-10’) e outro em &
7,31 (J= H-11°). Os deslocamentos quimicos caracteristicos e a multiplicidade dos
sinais indicam a presenca de um anel aromatico 1,2 -disubstituido. Um singleto em
0 11,63 foi relacionado a hidrogénio ligado a nitrogénio. O espectro de CR-1 mostra
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ainda trés singletos intensos em & 0,94 (H-20), 0,97 (H-19) e 1,23 (H-18) que

correspondem a trés grupamentos metilas ligados a carbonos quaternarios.

No espectro de RMN '*C-BB (125 MHz, CsDsN) (Fig. 57, p. 42) foram
observadas 30 linhas espectrais. Os seis sinais em & 111,88 (C-12’), 118,73 (C-9'),
119,38 (C-10’), 121,60 (C-11’), 128,95 (C-8), 137,63 (C-13’) sdo relativos a
carbonos aromaticos. O sinal em & 108,90 (C-7’) e em & 138,07 (C-2’) foram
correlacionados a carbonos insaturados em uma dupla ligacao tetrasubstituida. .

O espectro de massa de CR-1 (Fig. 68, p. 49) revelou o pico do ion
molecular com razdo massa/carga em 444 daltons. A massa par do composto
possibilitou sugeri a presenca de mais um atomo de nitrogénio, além do presente

no sistema indol.

Pela andlise dos dados de RMN 'H e RMN '3C-BB, acima descritos, foi
possivel sugerir a estrutura de um esqueleto de um alcalbide do tipo inddlico para
CR-1 (Fig. 44).

Figura 44 - Estrutura basica de um alcaldéide do tipo inddlico

No espectro de RMN *C-BB (125 MHz, CsDsN) (Fig. 57, p. 42) observou-se
também trés sinais em & 45,09 (C-5’), 58,11 (C-12) e 63,88 (C-17) em regiao mais
desprotegida, correspondentes a trés carbonos metilénicos ligados possivelmente a
atomo de nitrogénio, além do sinal em & 67,70 (C-6) caracteristico de carbono
oxigenado do tipo sp®.

A comparacdo entre os deslocamentos quimicos (5) de RMN '®C do
esqueleto diterpenoidico inddlico de CR-1 com o 3 — isoajamalicina encontram-se
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registrados na Tabela 3 (p. 33) e os deslocamentos quimicos de RMN '*C de CR-1
por padrao de hidrogenacéo na tabela 4 (p. 34).

Tabela 3 - Analise comparativa dos deslocamentos quimicos (5) de RMN *C
do esqueleto diterpenoidico inddlico de CR-1 (125 MHz, C;DsN) com o de 3 -
isoajamalicina (125 MHz, CDCI;) (CARBONEZI, 2004)

#C | 8C (CR-1) | &C (3-isoajamalicina)
2 138.07 132,5
5 45.09 50,9
6’ 16.98 16,8
7 108.90 106,7
8 128.95 127,7
9 118.73 117,9
10’ 119.38 119,3
11 121.60 121,4
12 111.88 111,2
13’ 137.63 135,8

(a) (b)

Figura 45 - Estrutura de: (a) CR-1 e, (b) 3 — isoajamalicina, detalhando a parte

inddlica dos compostos
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Tabela 4 - Deslocamentos quimicos de RMN '*C (125 MHz, CsDsN) de CR-1 por
padrao de hidrogenacao.

C CH CH, CH, Total
138,07 121,60 53,98 34,20
137,63 119,38 45,09 23,10
128,95 118,73 44,45 17,90
108,90 111,88 43,15
41,32 67,70 42,06
37,11 63,88 39,74
34,32 62,54 24,26
58,11 19,47
54,94 16,98
48,65
42,12
C7 C11H11 CSH18 CSHS
TxH(-N), 1 xH (-OH), 1x O (-OH) e 2x N CaoHa00N;

A partir dos dados obtidos péde-se propor a formula molecular C3oH40ON2,
em acordo com o sinal do ion molecular no espectro de massas em m/z 444 (Fig.
68, p. 49), com indice de deficiéncia de hidrogénio (IDH) igual a 12. Como seis
insaturacdes estdo relacionadas ao grupo inddlico, as seis lacunas restantes

podem ser atribuidas a uma estrutura hexaciclica.

A andlise do espectro de absor¢cédo na regidao do infravermelho (Fig. 69, p.
49) de CR-1 mostrou uma banda intensa e larga em 3259,3 cm™ referente a
hidroxila de 4lcool, além da banda em 3449,2 cm™ de grupo —NH de compostos
inddlicos. Foram observadas ainda absor¢des em 2927,2 e 2855,0 cm™' referentes
a grupos de CH alifaticos, e uma banda fina e intensa em 748,9 cm™ caracteristico
de anel aromatico com deformacdao angular de 4H adjacentes (anéis orto-
substituidos).
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O espectro de RMN bidimensional de correlacdo heteronuclear 'H, '*C a
uma ligacao, com detecg¢ao no canal de hidrogénio (HSQC) (Fig. 58, p. 43) permitiu
afirmar a presenca de sete carbonos quartenarios na molécula em & 34,32 (C-4),
41,32 (C-8), 37,11 (C-10), 138,07 (C-2), 108,9 (C-7’), 128,95 (C-8’), 137,63 (C-13’);
como também, associar corretamente todos os sinais dos hidrogénios a seus

respectivos carbonos, como observado na Tabela 5 (p. 40).

O espectro de RMN bidimensional de correlacdo heteronuclear 'H, '*C, com
deteccao no canal de hidrogénio (HMBC) (Fig. 60 a 66, p. 43 - 47) mostrou as

correlagbes a mais de uma ligagéo de hidrogénios e carbonos (*JcH e *Jch).

O acoplamento do hidrogénio do nitrogénio do nucleo indélico em 6 11,63
(NH-1’) é evidenciado pela correlacdo com os carbonos em 6 108,9 (C-7’), 128,95
(C-8’), 137,63 (C-13’) e 138,7 (C-2’) como mostrado por setor na fig. 46, abaixo.

Figura 46 - Sub-estrutura | para CR-1, mostrando as correlacées a mais de
uma ligacao observadas no espectro HMBC

J& as correlacoes referentes aos hidrogénios aromaticos sao verificadas nas
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correlagdes dos hidrogénios em & 7,27 (H-10°), 7,31 (H-11’), 7,61 (H-12’) e 7,74 (H-
9’) com os carbonos em & 111,88 (C-12’), 118,73 (C-9’), 119,38 (C-10’) e 121,60
(C-11’) respectivamente, como mostrado na figura 47, confirmando a parte inddlica
da molécula.

1!
7,31 I|‘I
H
7,61
Figura 47 - Sub-estruturas Il para CR-1, mostrando as correlac6es a mais de
uma ligacao observadas no espectro HMBC

A correlacao dos hidrogénios metilénicos em & 2,53 e 3,12 (2H-6') e 6 3,36 €
3,37 (2H-5’) com um mesmo carbono em & 108,9 definiu (C-7’) (Fig. 49). Observa-
se também, o acoplamento dos 2H-6' com o carbono em & 138,07 (C-2') e o
acoplamento do hidrogénio em & 2,53 (H-6’) com o carbono em & 128,95 (C-8)
(Fig. 49), que em conjunto com os dados anteriormente descritos confirmam a
presenca do esqueleto de alcalbide do tipo inddlico (Tab. 3, p. 33).

Figura 48 - Sub-estrutura lll para CR-1, mostrando as correlacées a mais de
uma ligacao observadas no espectro HMBC

A posicao relativa do grupo metilénico (C-15) presente no anel de cinco

36



Determinagdo Estrutural

membros foi confirmada pelas correlagdées dos hidrogénios em & 2,10 e 2,17 (2H-
15) com os carbonos em 6 41,32 (C-8), 48,65 (C-16) e 63,68 (C-17) (Fig. 49).

Figura 49 - Sub-estrutura IV para CR-1, mostrando as correlacdes a mais de
uma ligacao observadas no espectro HMBC

J& o acoplamento do hidrogénio em 6 3,44 (H-12) com os carbonos em &
4212 (C-13), 54,94 (C-9) é verificado na figura 50.V. Observou-se ainda a
correlagcdo do hidrogénio em & 1,98 (H-9) com os carbonos em & 24,26 (C-11),
33,11 (C-10), 39,74 (C-14), 41,32 (C-8), 58,11 (C-12) e 62,54 (C-5) (Fig. 50.VI)

(V) (VD)
Figura 50 - Sub-estrutura V e VI para CR-1, detalhando as correlacoes a mais

de uma ligacao observadas no espectro HMBC

A localizagdo dos grupamentos metilas foi determinada através da
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correlacao dos hidrogénios em & 1,23 (H-18) com o carbono em & 19,47 (C-2),
23,10 (C-19), 34,32 (C-4), 43,15 (C-3) e 62,54 (C-5), além da correlacao dos
hidrogénios presentes em & 0,97 (H-19) com o carbono em & 34,20 (C-18), 34,32
(C-4), 43,15 (C-3), 62,54 (C-5), e os hidrogénios em & 0,94 (H-20) com o carbono
em & 37,11 (C-10), 42,06 (C-1), 54,94 (C-9), 62,54 (C-5) (Fig. 51).

Figura 51 - Sub-estrutura VIl para CR-1, mostrando as correlacées a mais de
uma ligacao observadas no espectro HMBC

O espectro de correlagdo homonuclear 'H, 'H-NOESY (500 MHz, CsDsN) de
CR-1 (Fig. 67 e 68, p. 48), revelou o acoplamento do hidrogénio em & 4,17 (H-6)
com os hidrogénios em & 1,23 (3H-18) e 0,97 (3H-19) (Fig. 52). O acoplamento do
hidrogénio em & 1,98 (H-9) com os hidrogénios em & 1,34 (H-5) e 2,10 (H-15b), que
por sua vez acopla com o hidrogénio em & 4,42 (H-17) (Fig. 52).

Figura 52 - Sub-estrutura VIl para CR-1, mostrando as correlacoes
observadas no espectro NOESY
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A reunido de todos os dados espectroscépicos obtidos para CR-1 através da
detalhada analise de seus espectros, permitiu definir a estrutura de um alcaléide
associado a um esqueleto diterpénico ind6lico denominado de rhamnifolina (Fig.
53). De acordo com levantamento bibliografico realizado no chemical abstract
durante o periodo de 1950 a 2007, podemos afirmar que este composto esta sendo

descrito pela primeira vez na literatura.

Figura 53 - Estrutura de CR-1: Rhamnifolina

Rhamnifolina foi avaliada quanto a sua atividade tripanocida e leishmania

amazonensis, e o0s testes preliminares indicam uma excelente atividade.
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Tabela 5 - Correlacdo heteronuclear 'H, *C- HSQC e HMBC (500 x 125 MHz,

CstN) de CR-1

HSQC HMBC
#C 3C SH 2Jch ®Jen
1 4206 | 156 (dY), 087 (dt, 12.5, — 3H-20
2 19.47 1 .52;71).39 H-1b; H-3b —
3 4315 139,1.18 H-5; 3H-18; 3H-19; H5a
4 34.32 — H-5; 3H-18; 3H-19 H6
5 62.54 134 (d, 5.3) H6 H-7b; H-9; 3H-18; 3H-19; 3H-
20
6 67.70 417 (m) H-5; H-7b —
7 44.45 218,159 H-14b; H-15a
8 4132 — H-7a; H-9; 2H-15 H-6; H-13
9 54.94 1.98 (dd, 12.0, 5.4) 2H-11 H-12; H-14b; 2H-15; 3H-20
10 3711 — H-1b; H-9; 3H-20 H-11b
11 2426 | 159,105 (dt, 12.5,3.0) H-9; H-12 H13
12 58.11 3.44 (dl, 10.0) H-11a H-9; H-14b; H-16; H-17, 2H5'
13 4212 231 (m) H-14, H-16 H-11b; H-17
14 39.74 | 144 (d, 11.8), 1.01 (dd, — H-7a; H-9
11.8, 3.5)
15 53.98 217 (1 12.1), 210 (dI, H-16 5H-7; H-9; H-13; H-14a; H17
16 48.65 3.102'1(271) 2H-15; HA7 oH-14
17 63.88 4.42 (s)) — 2H-15
18 34.20 123 (s) — H-3b; H-5; 3H-19
19 23.10 0.97 (8) — H-3b; H-5; 3H-18
20 17.90 0.94 () — H5; H9
138.07 — AN-T; H17 2H6; H-16
’ 45.09 3.36,3.17 H-6 H12
’ 16.98 3.12,253 2H5 —
7 108.90 — 2H6 H-17, HN-1; 2H-5; H-9'
£y 128.95 — Ho HN-1’; H-6'b; H-10"; H-12
Y 118.73 774 (dl, 7.1) — HAT
10 119.38 7.27 (1) — H12
1T 121.60 7.31 (1) — Ho
12 111.88 7.61 (dl, 7.3) — H10
13 137.63 HN-T; H-12 Ho HAT
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Figura 55 — Expansdo (7,2 — 7,7 ppm) do espectro de RMN 'H (500 MHz, CsDsN)
de CR-1
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Figura 57 - Espectro de RMN *C — BB (125 MHz, CsDsN) de CR-1
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Figura 58 — Espectro de RMN bidimensional 'H '*C — HSQC (500 x 125 MHz,
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Figura 59 — Espectro de RMN bidimensional 'H *C - HMBC (500 x 125 MHz,

CstN) de CR-1
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Figura 60 — Expansao (11,4 — 11,6 ppm) do espectro de RMN bidimensional
'H, *C — HMBC (500 x 125 MHz, CsDsN) de CR-1

| eo 110
—A;F 7 Cf
;E
: -
— h i ’ 120
__..—ni e 5 L’\\'@D I
—— a 6] @ @)
R 9 @g? pe 130
3
% & o 0
FDDM
T T T T =T
pom 7.6 7.4 1.2

Figura 61 — Expansdo (7,0 — 8,0 ppm) do espectro de RMN bidimensional 'H
3C — HMBC (500 x 125 MHz, CsDsN) de CR-1
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Figura 62 — Expanséo (2,5 — 4,5 ppm) do espectro de RMN bidimensional 'H
3C — HMBC (500 x 125 MHz, CsDsN) de CR-1
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Figura 63 — Expansao (0,8 — 2,5 ppm) do espectro de RMN bidimensional 'H
3¢ — HMBC (500 x 125 MHz, CsDsN) de CR-1
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Figura 64 — Expansao (1,8 — 3,5 ppm) do espectro de RMN bidimensional 'H
3¢ — HMBC (500 x 125 MHz, CsDsN) de CR-1
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Figura 65 — Expansdo (0,7 — 1,7 ppm) do espectro de RMN bidimensional 'H
3C — HMBC (500 x 125 MHz, CsDsN) de CR-1
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Figura 66 - Expansao (3,0 — 4,5 ppm) do espectro de RMN 'H, 'H-NOESY (500
MHz, CsDsN) de CR-1
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Figura 67 - Expanséo (0,8 — 2,5 ppm) do espectro de RMN 'H, 'H-NOESY (500
MHz, CsDsN) de CR-1
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Figura 68 - Espectro de massa (IE, 70 eV) de CR-1
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5.2 Determinacao estrutural de CR-2

Tratamento cromatogréafico da fragdo cloroférmica (CRRE-C) (p. 107),
obtida de particao liquido-liquido do extrato etandlico da raiz de Croton
rhamnifolius, resultou no isolamento de CR-2, na forma de cristais aciculares
brancos com ponto de fusdo na faixa de 284,3 — 286,1 °C.

O espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCl3) de CR-2 (Fig. 75 e 76, p. 57)
revelou seis sinais simples na faixa de & 0,85 - 0,96 que foram relacionados a sete
grupamentos metilas ligados a carbonos quartenarios (s, 6 0,86 (H-23), 0,89 (H-
24), 0,96 (H-25), 0,95 (H-26), 0,92 (H-27), 0,96 (H-29), 0,95 (H-30)), além de um
outro em & 2.0 (s, H-32) relativo a um grupamento acetila. Além disso, foram ainda
visualizados sinais em regido de desprotecdo correspondentes a um hidrogénio
olefinico em & 5,53 (dd, J = 3,2; 7,8 Hz, H-15) e um hidrogénio ligado a carbono
oxigenado em & 4,47 (dd, J=5,7; 10,6 Hz, H-3).

O espectro de RMN '®C — BB (125 MHz, CDCls) de CR-2 (Fig. 77, p. 58)
apresentou 32 linhas espectrais, compativel com um esqueleto triterpénico
acetilado. A anélise comparativa dos espectros de RMN *C e RMN '*C-DEPT 135
(Fig. 79, p. 58) permitiu identificar a presenga de 8 carbonos metilicos, 10
metilénicos e 5 metinicos e 9 carbonos nao-hidrogenados, respectivamente.
Observou-se ainda sinais referentes a dois grupamentos carbonilas em & 184,0 e
171,2, dois carbonos insaturados, um n&o-hidrogenado e outro mono hidrogenado
em 0 160,8 e 117,0, respectivamente, e um carbono oximetinico em & 81,1.
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Tabela 6 - Deslocamentos quimicos de RMN '*C (125 MHz, CDCl;) de CR-2
por padrao de hidrogenacao.

C CH CH, CH; Total
184,01 117,05 41,03 32,12
171,20 81,13 37,64 28,88
160,81 55,85 35,59 28,19
51,66 49,32 33,92 26,40
39,27 41,69 33,56 22,67
38,17 31,58 21,50
37,92 30,97 16,81
37,57 27,70 15,83
29,52 18,96
17,54
CQ CSHS C10H20 C8H24
CH;CO, e -CO,H C32H4904

A partir dos dados obtidos pdde-se propor a formula molecular CzoH904,
com IDH igual a 8 em acordo com o sinal do ion molecular no espectro de massa
em m/z 498 (Fig. 83, p. 62).

A analise comparativa dos dados acima descritos com dados da literatura
relacionados a esqueletos triterpénicos (Tab. 8, p. 56), permitiu sugerir uma
estrutura de triterpeno pentaciciclico do tipo oleanano para CR-2.

Figura 70 - Estrutura basica de um esqueleto triterpénico do tipo oleanano
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O espectro de RMN bidimensional de correlacdo heteronuclear 'H, °C a
uma ligacdo, com deteccédo no canal de hidrogénio (HSQC) (Fig. 79 e 80, p. 59)
permitiu associar inequivocadamente todos os sinais dos hidrogénios a seus

respectivos carbonos, como observado na Tabela 7 (p. 55).

O espectro de RMN bidimensional de correlacdo heteronuclear 'H, C,
com deteccao no canal de hidrogénio (HMBC) (Fig. 81 e 82, p. 60 - 61) mostrou os
acoplamentos a longa distancia entre os hidrogénios e carbonos (3Jch € 3Jcn). A
posicao relativa do grupo funcional éster em C-3 foi confirmada através da
correlacdo do sinal de hidrogénio em & 4,47 (H-3) e 2,05 (H-32) com sinal do
carbono carbonilico em & 171,20 (fig. 71.1), além das correlagdes dos hidrogénios
em & 1,04 (H-1), do hidrogénio metinico em & 0,89 (H-5) e dos dois grupamentos
metilas em & 0,86 e 0,89 (H-23 e H-24) com o carbono oxigenado em & 81,13
(C-3)( fig. 71.11).

SC—0
/ 171,20
H;C
2,05

@ (ID)
Figura 71 - Sub-estruturas | e Il para CR-2, mostrando as correlacoes a mais
de uma ligacao observadas no espectro HMBC

As correlacoes dos hidrogénios em & 1,71 e 1,47 (2H-22), 2,30 (H-18), 1,94
e 1.92 (2H-16) com a carbonila em & 184,0 (C-28) (fig. 72.1ll), além das
correlacées observadas para os hidrogénios dos grupos metilas em & 0,95 e 0,96
(H-30 e H-29) e dos hidrogénios metilénicos em & 1,71 e 1,47 (2H-22) com o
carbono em & 29,52 (C-20), definitivamente estabeleceu a localizacdo do grupo
carboxilico em C-17 (fig. 73.1V).
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0,95 .
Ha CHy

(1D av)
Figura 72 — Sub-estruturas lll e IV para CR-2, mostrando as correlacées a
mais de uma ligacao observadas no espectro HMBC

Por fim, a posicdo da dupla ligacdo trissubstituida em C14-C15 foi
confirmada pelas correlagées do hidrogénio olefinico em & 5,52 (H-15) com os
carbonos em 6 39,27 (C-8), 38,17 (C-13), 31,58 (C-16) e 51,66 (C-17) (fig. 73).

Figura 73 - Sub-estrutura V para CR-2, mostrando as correlacées a mais de
uma ligacao observadas no espectro HMBC
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A detalhada analise de todos os dados espectroscépicos obtidos para CR-
2, bem como a comparagdo com dados registrados na literatura para triterpenos
de esqueleto oleanano (MCLEAN, 1987), aliado a comparacao dos dados fisicos
como ponto de fusdo (302 — 303 °C), permitiram determinar que CR-2 se tratava
do acido 3-acetil-olean-14-en-28-6ico (acido acetil aleuritlico, AAA) (Fig. 74).
Apesar de conhecido na familia Euphorbiaceae, em Croton cajucara e Croton
urucurana (SALATINO, 2007) Jatropha macrorhiza (TORRANCE, 1977) e em
Maprounea guianensis (MCLEAN, 1987), ela se apresenta inédita para Croton
rhamnifolius.

Figura 74 — Estrutura de CR-2: Acido acetil aleuritélico
Dados da literatura revelam as atividades anfilarial (NYASSE, 2006),

antiespasmédica (MACIEL, 2000), antitumoral (TORRANCE, 1977) e

antimicrobiana (PERES, 1997) para o triterpeno acido acetil aleuritélico (AAA).
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Tabela 7 — Correlacdo heteronuclear 'H, *C- HSQC e HMBC (500 x 125 MHz,

CDCI;) de CR-2

“C-BB HSQC HMBC

#C 5C 5H ZJcH *Jou

1 37,64 1,04 1,65 0,89; 0,96; 1,45; 4,47
2 23,71 1,65 1,04 4,47

3 81,13 4,47 (dd) 1,65 0,86; 0,89; 1,04

4 37,57 - 0,86; 0,89; 4,47 1,49;1,60; 1,65

5 55,85 0,89 (dd) 1,49; 1,60 0,86; 0,89; 0,96; 1,31; 2,00; 4,47
6 18,96 1,60; 1,52; 1,50 0,89; 1,31; 2,00 .

7 41,03 2,00; 1,31 1,49; 1,60 0,89

8 39,28 o 0,96; 1,31; 1,45; 2,00 1,49; 1,50; 1,60; 1,63
9 49,32 1,45 1,50; 1,63 0,89; 0,96; 1,04; 1,31; 1,63; 2,00
10 37,92 . 0,89; 0,96; 1,04; 1,45 .

11 17,55 1,63; 1,50 1,45; 1,63 .

12 33,57 1,63 1,50; 1,63 0,93; 1,45; 2,28
13 38,18 o 0,93; 1,63; 2,28 0,93;1,12; 1,26; 5,53
14 160,81 _ 5,53 0,93; 0,96; 1,31; 1,63; 2,00; 2,37
15 117,05 5,53 (dd) 2,37 _

16 31,59 1,94 (dd);1,92(dd) 5,53 1,47;1,71;2,28

17 51,66 . 1,47;1,71; 2,28; 2,37 1,12;1,19; 1,26; 5,53
18 41,69 2,30 1,12; 1,26 0,93;1,47;1,71; 2,37
19 35,59 1,26;1,12 2,28 0,92;0,95; 1,19
20 29,52 . 0,92;0,95; 1,19 1,47;1,71;2,28
21 33,92 1,19 1,47;1,71 0,92; 0,95

22 30,97 1,71;1,47 1,19 2,28;2,37

23 28,19 0,86 (s) . 0,89; 4,47

24 16,81 0,89 (s) _ 0,86; 0,89; 4,47
25 15,83 0,96 (s); 0,95 (s); _ 0,89; 1,04; 1,45

0,89 (s)
26 26,40 0,96 (s); 0,95 (s); . 1,31;1,45; 2,00
0,92 (s)

27 22,67 0,92 (s) . 1,63; 2,28

28 184,01 . . 1,47;1,71; 2,28; 2,37
29 32,12 0,96 (s) . 0,92;1,12;1,19; 1,26
30 28,89 0,95 (s) . 0,95;1,12;1,19; 1,26
31 171,20 o 2,05 4,47

32 21,50 2,05 (s) . _
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Tabela 8 - Comparacdo dos dados de RMN '*C de CR-2 (125 MHz, CDCls) com
os descritos na literatura para o acido acetil aleuritélico (75 MHz, CDCls)

(MCLEAN, 1987)

CR-2 Acido acetil aleuritolico
(McLean, 1987)
#C oC oC
1 37,6 37,3
2 23,7 23,3
3 81,1 80,7
4 376 37,6
5 55,8 55,5
6 18,9 18,7
7 41,0 40,6
8 39,3 38,9
9 49,3 48,9
10 37,9 37,8
11 17,5 17,2
12 33,6 33,2
13 38,2 37,2
14 160,8 160,5
15 117,0 116,8
16 31,6 31,2
17 51,7 51,4
18 41,7 41,3
19 35,6 35,2
20 29,5 29,2
21 33,9 33,6
22 30,9 30,6
23 28,2 27,8
24 16,8 16,5
25 15,8 15,6
26 26,4 26,1
27 22,7 22,4
28 184,0 184,2
29 32,1 31,8
30 28,9 28,6
31 (OCOCHs,) 171,2 170,9
32 (OCOCHj) 215 21,0
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Figura 78 - Espectro de RMN *C-DEPT 1352 (125 MHz, CDCl;) de CR-2
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Figura 79 — Espectro de RMN bidimensional de 'H '*C - HSQC (500 x 125
MHz, CDCl;) de CR-2
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Figura 80 — Expansao (0,8 — 2,5 ppm) do espectro de RMN bidimensional de
'H "*C — HSQC (500 x 125 MHz, CDCl3) de CR-2
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Figura 82 — Expansao (0,9 — 2,5 ppm) do espectro de RMN bidimensional de
'H *c - HMBC (500 x 125 MHz, CDCl;) de CR-2
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5.3 Determinacao estrutural de CR-3

O fracionamento cromatografico do tipo “flash” da fracdo hexanica
CRRECCH seguida de cromatografia preparativa (p. 111) levou a obtengao de
um ébleo incolor denominado de CR-3.

A anélise do espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCl3s) de CR-3 ( Fig. 89 e
90, p. 69) mostrou claramente quatro singletos intensos em & 0,93 (3H-20);
1,03 (3H-17); 1,06 (3H-19) e 1,09 (3H-18), que foram relacionados a grupos
metilas ligados a carbonos quaternarios. Dentre estes sinais, pdde-se concluir
que os sinais em & 1,09 (3H-18) e 1,06 (3H-19), estao relacionados a grupos
metilas adjacentes a carbono oxigenado do tipo sp®. Foram observados ainda
dois dubletos em & 5,53 (d, J = 5,7 Hz, H-16) e 5,74 (d, J= 5,7 Hz, H-15),
respectivamente, evidenciando a presenca de dois hidrogénios olefinicos na

estrutura.

Através da andlise de espectro de RMN '*C-BB (125 MHz, CDCls) (Fig.
91, p. 70) foram observados 20 linhas espectrais, 0 que sugeriu uma estrutura
diterpénica para CR-3. Dentre as absor¢des observadas, uma é referente a um
carbono carbonilico em 6 217,7 (C-3) e, as outras em & 134,7 (C-15) e 137,1
(C-16) foram correlacionadas a carbonos insaturados em uma dupla ligacao

dissubstituida, em acordo com os valores observado no espectro de RMN 'H.

O espectro de absorcao no infravermelho (Fig. 95, p. 72) mostrou a
presenca de uma banda intensa em 1705,52 cm™ referente a grupo carbonila.
Verificou-se ainda bandas em 1450,63 e 1384,67 correspondentes a dupla
ligacdo na molécula e véarias bandas na regido de 1200 a 950 cm™ referentes a

grupamentos metilénicos e metilas.

63



Determinagdo Estrutural

Tabela 9 — Deslocamentos quimicos de RMN '*C (125 MHz, CDCl;) de CR-3

por padrao de hidrogenacao.

(o} CH CH, CH; Total
217,7 137,2 61,1 26,4
49,2 134,7 38,2 25,0
47,8 56,1 37,0 22,1
44 1 52,2 34,7 14,9
37,0 33,2
21,3
20,7
Cs Cu4Hy C7H14 (O PP
1 x O (Carbonila) CooH300

A partir dos dados obtidos pode-se propor a formula molecular CooHz00,
em acordo com o sinal do ion molecular no espectro de massa em m/z 286
(Fig. 95, p. 72). O indice de deficiéncia de hidrogénio (IDH) com seis lacunas
de insaturacdo, pode-se sugerir para CR-3, uma estrutura diterpénica
tetraciclica com a presenga de dois carbonos olefinicos na molécula e grupo

carbonila.

Baseados nos valores dos deslocamentos quimicos e multiplicidade dos
grupamentos metilas e hidrogénio olefinicos no espectro de RMN 'H, além de
comparacao com dados da literatura (Tab. 11, p. 68) foi possivel sugerir a

estrutura de um esqueleto diterpénico do tipo beiereno.

Figura 84— Estrutura basica de um diterpeno do tipo beiereno
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O espectro de RMN bidimensional de correlagdo heteronuclear 'H, '*C a
uma ligacdo, com detecgdo no canal de hidrogénio (HSQC) (Fig. 92, p. 70)
permitiu associar inequivocadamente os sinais de hidrogénios a seus

respectivos carbonos, como observado na tabela 10 (p. 67).

O espectro de correlagdo heteronuclear a longa distancia (3Jch e *Jen)
de RMN 'H, *C — HMBC (125 MHz, CDCls) (Fig. 93, p. 71), mostrou as
correlagdes de ambos grupos metilas geminados em & 1,09 (H-18) e 1,06 (H-
19) com os carbonos em & 47,84 (C-4) e 217,70 (C-3) (fig. 85.1), o que
evidenciou a posicao da funcdo cetona em C-3. Tal sugestao foi confirmada
pelos sinais relativos aos hidrogénios em 6 1,92 (H-1), 2,32 (H-2) e 2,57 (H-2)
que também se correlacionam com o carbono carbonilico em 6 217,7 (C-3) (fig.
85.11).

@D (ID)
Figura 85 — Sub-estruturas | e Il para CR-3, mostrando as correlacoes a
mais de uma ligacao observadas no espectro HMBC

Em adicdo, foi observado também a correlagédo dos hidrogénios em &
0,98 (H-17) e em & 2,32 (H-2) com o carbono em & 38,24 (C-10) (Fig. 86).

Figura 86 — Sub-estrutura lll para CR-3, mostrando as correlacées a mais
de uma ligacao observadas no espectro HMBC
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Ainda analisando este espectro pdde-se visualizar a correlagdo dos
hidrogénios olefinicos em & 5,74 (H-15) e 5,53 (H-16) com o carbono em &
49,24 (C-8) (Fig. 87.IV) e com o carbono em & 44,07 (C-13) (Fig. 87.V). O
espectro apresenta ainda a correlagao dos hidrogénios em & 1,03 (H-17) com
carbono em & 44,07 (C-13) (Fig. 87.V).

12 /17CH5 1,03

/D{ h
15

5,74

(Iv) (V)
Figura 87 — Sub-estruturas IV e V para CR-3, mostrando as correlacoes a
mais de uma ligacao observadas no espectro HMBC

Diante de todos os dados espectroscopicos discutidos foi possivel
propor para CR-3 a estrutura de um diterpeno de esqueleto do tipo beiereno
denominado Estachen-15-en-3-ona (Estachenona). Embora ja isolado
anteriormente em duas espécies do género Excoecaria, E. agallocha
(KONISHI, 2000) e E. parvifolia (GRACE, 2007) da familia Euphorbiaceae, este

composto possui carater inédito para o género Croton.

Figura 88 - Estrutura de CR-3: Estachenona
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Tabela 10 — Correlacdo heteronuclear 'H, *C- HSQC e HMBC (500 x 125

MHz, CDCl;)de CR-3

Determinagdo Estrutural

Hsac HMBC
#C 5C SH “Jen *Jen “Jen
1 38,24 1,38 (); 1,92 2,32; 2,57 o -
2 34,69 2,32; 2,57 1,38 - -
3 217,70 - 2,32;2,57 1,92 -
4 47,84 - 1,06; 1,09 B 1,39; 1,38
5 56,10 1,34 (dd) - 1,39;1,70; 1,92 -
6 20,67 1,11 1,70 - 1,06; 1,09;
1,38;1,92
7 37,01 1,39 (dd) - 1,34 _
49,24 _ _ _ _
52,22 1,04 (1) - 0,93 -
10 37,01 - 0,93 o -
11 21,27 1,54 (dd) 1,04; 1,32 - -
12 33,18 1,32 (dd) 1,54 1,03; 1,06; 5,53 -
13 44,07 - 1,03; 5,53 5,74 -
14 61,13 1,05 (s) o 1,03; 1,04; 1,32; -
5,53
15 | 134,74 5,74 (d) 5,53 1,04; 1,06; 1,39 -
16 | 137,17 5,53 (d) 5,74 1,03; 1,06; 1,32 -
17 25,04 1,03 (s) _ 1,06; 1,32; 5,53 -
18 26,42 1,09 (s) o 1,06; 1,34 _
19 22,14 1,06 (s) - 1,09; 1,34 -
20 14,95 0,93 (s) 1,04;1,34; 1,38
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Tabela 11 - Analise comparativa dos deslocamentos quimicos (5) de RMN
3C de CR-3 (125 MHz, CDCl;) com a stachenona (125 MHz, CDCls)

(GRACE, 2007)

#C &( CR-3) 5(Stachenona)
1 38,24 38,1
2 34,69 34,6
3 217,70 217,9
4 47,84 47,9
5 56,10 56,0
6 20,67 20,6
7 37,01 36,9
8 49,24 48,9
9 52,22 52,1
10 38,24 37,0
11 21,27 21,2
12 33,18 33,1
13 44,07 43,9
14 61,13 61,1
15 134,74 134,7
16 137,17 137,1
17 25,04 25,0
18 26,42 26,3
19 22,14 22,1
20 14,95 14,7
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Figura 92 — Espectro de RMN 'H *C-HSQC (500 x 125 MHz,CDCl;) de CR-3
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Figura 95 - Espectro de Infravermelho de CR-3 (pastilha de KBr)
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5.4 Determinacao estrutural de CR-4

A realizagcdo de dois fracionamentos cromatograficos em coluna do tipo
“flash” da fracdo CRREH (p. 112), obtida a partir do extrato etandlico da raiz de C.
rhamnifolius, permitiu o isolamento de um sdlido em forma de agulhas, na faixa de
fusdo de 172,1 - 173,8 °C, que foi denominado de CR-4.

O espectro de RMN C - BB (Fig. 99 e 100, p. 77) revelou sinais
correspondentes a trinta atomos de carbono, e indicou uma estrutura triterpénica
para CR-4. A andlise comparativa dos espectros de RMN '°C - BB e RMN '°C -
DEPT 1359, (Fig. 99 e 101), possibilitou reconhecer sete carbonos metilicos (CHjs),
onze metilénicos (CH,), seis metinicos (CH), e seis carbonos nao-hidrogenados
(C). Baseado nestes dados, foi observado a presenca de trés sinais, um em & 79,2
referente a um carbono metinico oxigenado, e dois sinais em & 109,5 (CH,) e 151,2

(C), referente a uma ligagao dupla dissubstituida e terminal.

Os deslocamentos quimicos de RMN 'C de CR-4 por padrdo de
hidrogenagao encontram-se listados na Tabela 12 (p. 74).

O espectro de RMN 'H (Fig. 97 e 98, p. 76), revelou seis singletos de metilas
ligados a carbonos quaternarios em & 0,76 (CH3 -24); 0,79 (CH3 -28); 0,83 (CHs -
25); 0,95 (CHz -27); 0,97 (CHj3-23); 1,03 (CH3 -26) e um singleto relativo a metila
ligada a carbono insaturado em & 1,68 (CH3-30). Pdde-se observar ainda neste
espectro um sinal em & 4,57 (dd, H-29, J= 2,3 Hz) e 4,69 (d, H-29, J= 2,3 Hz)
caracterizando a ligagao dupla terminal. J& o sinal de hidrogénio carbindlico em &
3,20 (dd, H-3, J = 5,03, 11,0 Hz), definiu a substituicdo de C-3 por um grupo
hidroxila, que foi disposto em B devido a magnitude das constantes de
acoplamento do hidrogénio carbindlico H-3.

De acordo com os dados acima descritos e a posterior comparagdo com 0s
dados descritos na literatura para triterpenos (Tab. 143, p. 75), foi possivel sugerir
para CR-4 a estrutura do triterpeno pentaciclico de esqueleto lupano contendo uma
insaturacao entre os carbonos 20 e 29, denominado lupeol (Fig. 96, p. 74).
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Tabela 12 - Deslocamentos quimicos de RMN '*C (75 MHz, CDCI;) de CR-4 por
padrao de hidrogenacao

(0 CH CH, CH; Total

151,2 79,2 109,5 28,2
43,2 55,5 40,2 19,5
43,0 50,6 38,9 18,2
41,0 48,5 35,8 16,3
39,0 48,2 34,5 16,2
37,4 38,3 30,0 15,5
27,6 14,7

27,6

25,3

21,1

18,5
Ce CeHs CiiHz2 CrHz;

1 x OH C30Hs500

22

HO

4
~
-
2
Z
-

23

Figura 96 - Estrutura de CR-4: Lupeol

A literatura cita para o lupeol varias atividades antitumorais em células
leucémicas, em carcinomas broncopulmonares e células epiteliais, além das
atividades nefrolitica, antiplasmodial e antiperoxidativa (TOLSTIKOVA, 2006).
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Tabela 13 - Comparacdo entre os dados de RMN '*C-BB de CR-4 (125 MHz,
CDCI3) com os dados descritos na literatura para o Lupeol (125 MHz, CDCl;

(MAHATO, 1994).

#C oH (CR-4) 6C (CR-4) | dC (Lupeol)
1 1,64 (1H, m); 0,91 (1H, m) 38,9 38,7
2 1,60 (1H, m); 1,66 (1H, m) 27,6 27,4
3 3,20 (1H, dd, J= 6,7 - 11,2 Hz) 79,2 78,9
4 - 39,0 38,8
5 0,68 (1H, m) 55,5 55,5
6 1,39 (1H, m); 1,50 (1H, m) 18,5 18,3
7 1,34 (1H, m); 1,39 (1H, m) 34,5 34,3
8 - 41,0 40,8
9 1,29 (1H, m) 50,6 50,4
10 - 374 37,1
11 1,20 (1H, m); 1,37 (1H, m) 21,1 20,9
12 1,08 (1H, m); 1,66 (1H, m) 25,3 25,1
13 1,66 (1H, m) 38,3 38,0
14 - 43,0 42,8
15 0,97(1H, m); 1,66(1H, m) 27,6 27,4
16 1,37 (1H, m); 1,47 (1H, m) 35,8 35,5
17 - 43,2 43,0
18 1,37 (1H, m) 48,5 48,0
19 2,38 (1H, ddd, J= 5,6-11,0- 48,2 47,9
11,0 Hz Hz)

20 - 151,2 150,9
21 1,37 (1H, m); 1,92 (1H, m) 30,0 29,8
22 1,37 (1H, m); 1,20 (1H, m) 40,2 40,0
23 0,97 (1H, m) 28,2 28,0
24 0,76 (3H, s) 15,5 15,4
25 0,83 (3H, s) 16,3 16,1
26 1,03 (3H, s) 16,2 15,9
27 0,95 (3H, s) 14,7 14,5
28 0,79 (3H, s) 18,2 18,0
29 4,57 (1H, s); 4,69 (1H, s) 109,5 109,3
30 1,68 (3H, s) 19,5 19,3
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Figura 101 - Espectro de RMN *C-DEPT 1352 (125 MHz, CDCl;) de CR-4

78




Determinagdo Estrutural

5.5 Determinacao estrutural de CR-5

O fracionamento cromatografico do tipo “flash” da fragao CRREHC
originou 31 fragbes (p. 114). A fragdo CRREHC (31) foi recromatografada,
obtendo-se a fragdo CRREHC (31)-(34-45) que foi submetida a uma nova
cromatografia do tipo “flash”. A fragdo CRREHC (31)-(34-45)-(32-43) levou ao
isolamento de CR-5 que se apresenta na forma de cristais brancos em forma

de agulhas, que tem como faixa de fusdo 88,1-90,6 °C.

A andlise do espectro de RMN "H (500 MHz, CsDsN) de CR-5 ( Fig. 106,
p. 84) mostrou claramente quatro singletos intensos em & 0,82 (3H-20); 1,01
(8H-18); 1,15 (8H-19) e 1,19 (3H-17), que foram relacionados a grupos metilas
ligados a carbonos quartenarios. Foram observados ainda dois dubletos em
regiao de desprotecdao em & 5,60 (d, J = 5,5 Hz, H-16) e 6,08 (d, J= 5,5 Hz, H-
15), respectivamente, evidenciando a presenca de dois hidrogénios olefinicos
na estrutura. A comparacdo dos espectros de RMN 'H de CR-3 e CR-5
baseados nos valores dos deslocamentos quimicos e multiplicidades dos
grupamentos metilas e hidrogénios olefinicos mostraram-se bastante
semelhantes. Logo, a estrutura de um esqueleto diterpénico do tipo beiereno
também foi proposta para CR-5 (Fig. 102).

Figura 102 — Estrutura basica de um diterpeno do tipo beiereno

Através da anélise de espectro de RMN '*C-BB (125 MHz, CsDsN) (Fig.
107, p. 84) foram observados 20 linhas espectrais, o que confirmou a estrutura
diterpénica para CR-5. Dentre as absorgdes observadas, duas séo referentes a
carbonos carbonilicos, uma em & 210,52 (C-12) e outra em & 215,50 (C-3). As
absorcées em & 136,19 (C-16) e 139,79 (C-15) foram correlacionadas a
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carbonos insaturados em uma dupla ligagdo dissubstituida, em acordo com os
valores observado no espectro de RMN 'H.

O espectro de RMN *C-DEPT 135° (125 MHz, CsDsN) (Fig. 108, p. 85)
mostrou a presenca de 4 grupos metilas, 6 grupos metilénicos e 4 grupos
metinicos, que se encontram registrados na tabela 14.

Tabela 14 — Deslocamentos quimicos de RMN '*C (125 MHz, CsDsN) de CR-
5 por padrao de hidrogenacao.

C CH CH, CH; Total
215,50 139,79 58,53 26,45
210,52 136,19 37,39 22,06
57,75 55,23 36,64 17,90
49,66 54,42 36,23 13,68
47,93 34,56
36,64 21,36

Ce C4H,4 CeH1z CsH12

2 x O (Carbonila) CooH2505

A partir dos dados obtidos pode-se propor a férmula molecular CooH2502,
em acordo com o sinal do ion molecular no espectro de massa em m/z 300
(Fig. 115, p. 90). O indice de deficiéncia de hidrogénio (IDH) com sete lacunas
de insaturacdo pode sugerir para CR-5, uma estrutura diterpénica tetraciclica
com a presenca de dois carbonos olefinicos na molécula e dois grupos

carbonila.

O espectro de absor¢cdo no infravermelho (Fig. 116, p. 90) mostrou a
presenca de uma banda intensa em 1704,07 cm™ referente a grupo carbonila.
Verificou-se ainda bandas em 1458,63, 1380,77 e 1112,06 cm’

correspondente a alcenos, e grupamentos metilénicos e metilas.
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O espectro de RMN bidimensional de correlagdo heteronuclear 'H, '*C a
uma ligacdo, com deteccao no canal de hidrogénio (HSQC) (Fig. 109 e 110, p.
85 e 86) permitiu associar inequivocadamente os sinais de hidrogénios a seus

respectivos carbonos, como observado na Tabela 15 (p. 83).

O espectro de correlagdo heteronuclear a longa distancia (3Jch e *Jcn)
de RMN 'H, *C — HMBC (125 MHz, CsDsN) (Fig. 111 - 114, p. 86 - 89),
mostrou as correlacées de ambos grupos metilas geminados em & 1,01 (H-18)
e 1,15 (H-19) com os carbonos em 6 47,93 (C-4), 55,23 (C-5) e 6 215,50 (C-3)
(fig. 108.1), o que evidenciou a posicdo da funcao cetona em C-3. A posicao
relativa do segundo grupo ceténico em & 210,52 (C-12) foi confirmada através
da correlagcao com o hidrogénio em & 1,19 (H-17). Analisando o espectro pdde-
se visualizar ainda a correlacdo dos hidrogénios olefinicos em & 6,08 (H-15) e
5,60 (H-16) com o carbono em & 58,53 (C-14), além do acoplamento do H-15
com o carbono em & 5,60 (C-16) e do H-16 com os carbonos em & 1,19 (C-17)
e 6 6,08 (C-15) (Fig.103.11)

@ (ID)
Figura 103 - Sub-estruturas | e Il para CR-5, mostrando as correlacoes a

mais de uma ligacao observadas no espectro HMBC
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Os acoplamentos referentes aos trés hidrogénios em 6 0,82 (3H-20) com
os carbonos em & 37,39 (C-1); 55,23 (C-5); 54,42 (C-9) e confirmam o
posicionamento do quarto grupo metila (Fig. 104)

Figura 104 - Sub-estrutura lll para CR-5, mostrando as correlacoes a mais
de uma ligacao observadas no espectro HMBC

Os dados de RMN '® C obtidos para CR-5 mostram-se semelhantes
quando comparados com o composto CR-3 (Tab. 15, p. 83), evidenciando o
mesmo esqueleto beiereno, com a presenca em CR-5 de um grupo carbonila
no carbono 12.

A analise dos dados espectrométricos, aliados a comparagcao com dados
obtidos na literatura possibilitou propor para CR-5, uma estrutura de um
diterpeno beiereno, conhecido como 12-oxo-estachenona (Fig. 105). O
levantamento bibliografico realizado mostra que o composto apesar de ja

relatado na literatura, é inédito para C. rhamnifolius.

Figura 105 — Estrutura de CR-5: 12-oxo-estachenona
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Tabela 15 — Correlacdo heteronuclear 'H, *C- HSQC e HMBC (500 x 125

MHz, CsDsN) de CR-5 e analise comparativa dos deslocamentos quimicos

(5) de RMN *C de CR-3 (125 MHz, CDCls) com CR-5.

HSQC HMBC
#C | 5C(CR-3) | 5C (CR-5) 5H “Jeu *Jen e
1 38,24 37,39 1,6 2,33;2,57 0,82; 1,28 -
2 34,69 34,56 2,57;2,33 1,60 - 0,82; 1,28
3 217,70 215,50 - 2,57 - 1,01; 1,15
4 47,84 47,93 - 1,28;1,15; 2,33 - -
5 56,10 55,23 1,28 - 1,15;1,01; 0,82 -
6 20,67 21,36 1,45 - - 1,15
7 37,01 36,23 2,45; 2,58 1,28 -
8 49,24 49,66 - 1,78; 2,45 - 1,28
9 52,22 54,42 1,31 - 2,45;1,78;1,6; _
0,82
10 38,24 36,64 - _ _ _
11 21,27 36,64 1,26 - - 0,82
12 33,18 210,52 - - 1,19 _
13 44,07 57,75 1,31 1,78 - -
14 61,13 58,53 1,78 - 6,08; 5,60 _
15 134,74 139,79 6,08 5,6 - -
16 137,17 136,19 5,60 6,08 1,19 _
17 25,04 17,90 1,19 _ _ _
18 26,42 26,45 1,01 _ _ _
19 22,14 22,06 1,15 _ _ _
20 14,95 13,68 0,82

83



| Determinagdo Estrutural

—7. 2188
Ri::H
077

Ei.

— T

o

g 235705282303502832RR0R0554%0

Figura 106 — Espectro de RMN 'H (500 MHz, CsDsN) de CR-5
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Figura 107 - Espectro de RMN '*C — BB (125 MHz, CsDsN) de CR-5
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Figura 108 - Espectro de RMN *C-DEPT 1352 (125 MHz, CsDsN) de

CR-5
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Figura 109 — Espectro de RMN bidimensional 'H *C — HSQC (500 x 125

MHz, CsDsN) de CR-5
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Figura 110 — Expansao (0,8 - 1,9 ppm) do espectro de RMN bidimensional
'H ¥C — HSQC (500 x 125 MHz, CsD;sN) de CR-5
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Figura 111 — Espectro de RMN bidimensional 'H **C — HMBC (500 x 125

MHz, C5D5N) de CR-5
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Figura 112 — Expansao (0,7 - 3,2 ppm) do espectro de RMN bidimensional
'H, *C — HMBC (500 x 125 MHz, CsDsN) de CR-5
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Figura 113 — Expansao (0,6 - 3,2 ppm) do espectro de RMN bidimensional
'H, *C - HMBC (500 x 125 MHz, CsDsN) de CR-5
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Figura 114 — Expansao (0,9-2,7 ppm) do espectro de RMN bidimensional
'H, *C - HMBC (500 x 125 MHz, CsDsN) de CR-5
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Figura 115 - Espectro de massa (IE, 70 eV) de CR-5
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6. PARTE EXPERIMENTAL
6.1. METODOS CROMATOGRAFICOS

6.1.1. Cromatografia liquida em coluna aberta (CC)

As cromatografias de adsorcdo em coluna foram feitas utilizando
silica gel 60 (® um 63 - 200) como fase estacionaria. O didmetro e o comprimento
da coluna variaram de acordo com a quantidade de amostra submetida a

cromatografia.
6.1.2. Cromatografia em camada delgada (CCD)

Nas cromatografias em camada delgada (CCD) foram utilizadas
cromatoplacas de gel de silica 60 (® um 2 - 25) sobre aluminio, da Merck (com
indicador de fluorescéncia na faixa de 254 nm). As placas preparativas foram
preparadas no laboratério, utilizando-se placas de vidro de dimensdes 20 x 20 cm
com gel de silica 60 (® um 2 - 25).

A revelacdo das substancias nas placas analiticas de silica, foi realizada
por exposicao a irradiacdo na faixa do ultravioleta (UV) em aparelho Spectroline
modelo ENF 240 C/F com dois comprimentos de onda (254 nm e 366 nm), por
contato de vapores de iodo (lo), por pulverizagdo com revelador Dragendorff, e por
aspersao com solucao de vanilina (CgHsO3) em acido perclérico (HCIO,) e etanol
(CoHsOH), seguida de aquecimento em chapa elétrica a 120°C por

aproximadamente 3 minutos.
6.1.3. Cromatografia liquida em Coluna sob Pressao (“Flash”)

Para cromatografias de adsorcao em coluna do tipo “flash” utilizou-se gel de
silica 60 (® um 40-63), da Merck e da Vetec. O didmetro e o comprimento da

coluna variaram de acordo com as quantidades de adsorventes utilizadas. Utilizou-
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se para realizar a eluicao sob pressdo, um sistema adaptado com uma bomba
compressora de ar tipica dos aparelhos hospitalares para aplicacao de aerosol.

Os eluentes utilizados nos procedimentos cromatograficos foram: hexano
(H), diclorometano (D), cloroférmio (C), acetato de etila (A) e metanol (M), puros
ou combinados em propor¢coes de modo a obter um gradiente crescente de
polaridade. Os solventes utilizados possuiam um grau de qualidade PA. Os
eluentes utilizados nos tratamentos por cromatografia de adsorcao sobre pressao
foram escolhidos apos andlise prévia das fragdes por CCD, a fim de permitir ao
constituinte desejado (ou aquele de menor Rf) apresentar Rf proximo de 0,3.

6.2. METODOS ESPECTROSCOPICOS

6.2.1. Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de prétio (RMN 'H)
e de Carbono-13 (RMN '3C)

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN 'H)
e Ressonancia Magnética de Carbono-13 (RMN *C), uni e bidimensionais, foram
obtidos em espectrémetros Brucker, modelo Avance DPX-300 ou modelo Avance
DRX-500, pertencente ao Centro Nordestino de Aplicacdo e Uso da Ressonéancia
Magnética Nuclear, da Universidade Federal do Ceara (CENAUREMN-UFC),
operando na frequéncia do hidrogénio a 300,13 MHz e 500,13 MHz, e na
frequéncia do carbono a 75,47 MHz a 125,75 MHz, respectivamente.

Os solventes deuterados utilizados na dissolugdo das amostras e obtencao
dos espectros foram: cloroférmio (CDCl3), metanol (CD3;OD) e piridina a (CsDsN),
comercializados pela Norell, Merck e Aldrich. A multiplicidade das absorcdes foi
indicada segundo a convencao: s (singleto), d (dupleto), dd (duplo dubleto), t
(tripleto), ddd (duplo dubleto dubleto), hep (hepteto) e m (multipleto).
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Os deslocamentos quimicos foram expressos em parte por milhdao (ppm) e
referenciados, no caso dos espectros de hidrogénio, pelos picos dos hidrogénios
pertencentes as moléculas residuais ndo deuteradas dos solventes deuterados
utilizados: cloroférmio (6 7,27 ppm), metanol (6 3,31 ppm), piridina (& 7,22; 7,58;
8,74). Nos espectros de carbono-13 deuterados, os deslocamentos quimicos
foram referenciados pelos picos centrais dos carbonos - 13 dos solventes:
cloroférmio (6 77,2 ppm), metanol (6 49,1 ppm) e piridina (& 123,8; 135,91; 150,35
ppm).

6.2.2. Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massa (CG/EM) e
com Deteccao por lonizacao em Chama (CG/DIC)

Os espectros de massa dos 6leos essenciais e dos compostos isolados
foram obtidos em um Espectrémetro de Massa Shimadzu, modelo QP 5000/DI-50
através de impacto eletrbnico a 70 eV (DQOI/UFC) A, acoplado a um
cromatografo Gas-Liquido modelo HP A série Il (CGL/EM), provido de coluna
capilar DB-5 (5% fenil / 95% dimetilpolisiloxano) com 30,0 m de comprimento; 0,25
mm de didmetro interno e filme de 0,1 um. A razdo de aquecimento do injetor foi
de 35-180°C/4°C/min e 180°C/35°C/min, utilizando hélio como gas de arraste. A
analise CGL/DIC foi efetuado em um cromatografo Shimadzu GC-172 equipado
com detector FID, usando coluna capilar DB-5 com 30,0 m x 0,25 mm de didmetro
interno e filme de 0,25 um, utilizando razdo de aquecimento do injetor de 35-
180°C/4°C/min e 180-280°C/17°C/min e hidrogénio como gas de arraste.

6.2.3. Ponto de fusao (p.f.)

Os pontos de fusdo foram determinados em um equipamento de
microdeterminacdo Meter, com placa aquecedora modelo FP 90, pertencente ao
Departamento de Quimica Orgéanica e Inorganica da Universidade Federal do
Ceara. As determinacbes foram realizadas com gradiente de aquecimento de
3°C/min.

93



Parte Experimental

6.2.4. Espectroscopia na regiao do Infravermelho (IV)

Os espectros na regiao do infravermelho foram obtidos em espectrémetro
Perkin Elmer, modelo FT-IR Spectrum 1000 da central analitica do Departamento
de Quimica Organica e Inorganica da Universidade Federal do Ceara
(DQOI/UFC), utilizando pastilhas de KBR para analise das amostras.

6.3. ESTUDOS DOS CONSTITUINTES QUIMICOS VOLATEIS DAS FOLHAS,
TALOS E RAIZES DE C. rhamnifolius

6.3.1. Coleta do material vegetal

As folhas e talos de Croton rhamnifolius, foram coletados na cidade de
Salgueiro-PE em marco de 2007, pelo professor Edilberto Rocha Silveira,
pertecente ao Departamento de Quimica Orgéanica e inorganica da Universidade

Federal do Ceara.

6.3.2. Obtencao do 6leo essencial por hidrodestilacao

A obtencdo dos Oleos essenciais das folhas, talos e raizes de Croton
rhamnifolius foi realizada através da técnica de hidrodestilagdo utilizando um

aparelho doseador do tipo clevenger.

645, 0 g de folhas de Croton rhamnifolius foram acondicionados em uma
baldo de 5,0 L com adicdo de 1L de agua destilada. Foram realizadas duas
extragdes, utilizando um total de 1,1 Kg de material de partida. Apds 2,5 h de
refluxo, a mistura éleo/agua foi separada no doseador. Para cada extragdo os
6leos essenciais foram secos com sulfato de sédio anidro e filtrados, resultando
em um total de 1,94 g de um o6leo amarelo claro denominado de OEFCR
(rendimento de 0,18%). Seguindo 0 mesmo procedimento descrito para a extracao
do 6leo essencial das folhas, 1,375 Kg dos talos moidos de Croton rhamnifolius
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foram acondicionados em um baldo de 5,0 L contendo 1,5 L de agua destilada. Ao
final de 2,5 h de refluxo, obteve-se 3,0 g de um déleo com coloragao verde clara,
denominado OETCR (Rendimento de 0,22%). 1,13 Kg das raizes foram
submetidas ao mesmo procedimento anterior. Apds tratamento da fase organica
com sulfato de sédio anidro foi obtido 2,28 g (0,20 % de rendimento) de éleo com
coloragao amarelo claro, denominado OERCR.

6.3.3. Métodos de analise

Os ébleos essenciais extraidos das folhas, talos e raizes de C. rhamnifolius
foram analisados por cromatografia gas-liquido acoplada a espectrometria de
massa (CGL/EM). A andlise quantitativa foi realizada através de cromatografia
gas-liquido acoplada a detector por ionizacdo em chama (CGL/DIC). A
identificagdo dos constituintes quimicos volateis do 6leo essencial foi efetuada
através da determinacao do indice de Kovats simulados, pesquisa em espectoteca
e comparacao com dados da literatura (ADAMS, 2001). Os resultados relativos a
composicao quimica do 6leo essencial encontram-se disponiveis na tabela 2 (p.
19). O fluxograma abaixo mostra as etapas para extracao de 6leo essencial.

Fluxograma 1 — Método de extracao do d6leo essencial das folhas, talos e
raizes de C. rhamnifolius

[ Material vegetal

Folhas ou Talos Extracdo por

| hidrodestilacao
1 1

Decoto _ Mistura
Oleo + hidrolato
Separagao

I 1
[ Fase orgéanica ] [ Fase aquosa ]

1. Secagem ; .
com Na»SO, _[ Oleo essencial ]
2. Filtracao

Analise por

CGL/EM e Identificacdo dos
CGL/DIC constituintes
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6.4. TRIAGEM FITOQUIMICA PRELIMINAR DAS RAiZES, CAULES, TALOS E
FOLHAS DE C. rhamnifolius

6.4.1. MATERIAL VEGETAL

As raizes, caules, talos e folhas da espécie Croton rhamnifolius foram
coletadas nas localidades de Salgueiro — PE em janeiro de 2006, pelo professor
Edilberto Rocha Silveira, do Departamento de Quimica Orgénica e Inorganica da
Universidade Federal do Ceara.

A identificacdo botéanica foi realizada pelo professor Edson de Paula Nunes,
do Departamento de Biologia da Universidade Federal do Ceara. As exsicatas
encontram-se armazenadas no Herbario Prisco Bezerra, no Departamento de

Biologia da Universidade Federal do Ceara.

100,0 g de cada parte da planta triturados foram acondicionados
separadamente em um erlenmeyer de 500 mL contendo 200 mL de hexano por 3
dias. Para cada parte da planta foram realizadas duas extracées. Apds
evaporagao do solvente em rotovaporador rotativo sob pressao reduzida, obteve-

se o0s extratos que se encontram listados na tabela 16.

Tabela 16 — Rendimentos obtidos da extracao hexanica de C. rhamnifolius

Partes da planta | Denominagao Aspecto Peso ()
Raiz CRRH Oleo marrom 0,69
Caule CRCH Oleo marrom claro| 0,42
Talo CRTH Oleo marrom 0,70
Folhas CRFH Oleo esverdeado 1,35
Total 3,16
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A partir dos residuos obtidos apds a extragdo com hexano, foram
preparados os extratos etandlicos, adicionando cerca de 200 mL de etanol bruto
para cada residuo resultante. Para cada extrato também foram realizadas duas
extracoes seguidas destilacdo do solvente sob pressdo reduzida, levando a
obtencao dos resultados mostrados na tabela 17.

Tabela 17 — Rendimentos obtidos da extracao etandlica de C. rhamnifolius

Partes da planta | Denominagao Aspecto Peso (g)
Raiz CRRE Oleo marrom 2,72
Caule CRCE Oleo marrom claro| 2,47
Talos CRTE Oleo marrom 5,03
Folhas CRFE Oleo esverdeado 11
Total 21,22

Foram realizadas cromatografias em colunas filtrantes preliminares a partir
das fracdes obtidas, a fim de verificar a parte da planta que apresentaria melhores
resultados para iniciar seu estudo fitoquimico. Abaixo se encontra o fracionamento
cromatografico realizado durante a triagem fitoquimica da espécie em estudo.

6.4.2. FRACIONAMENTO CROMATOGRAFICO DE CRRE

A fragdo CRRE (2,72 g) foi adsorvida em 3,71 g de silica gel 60 e
acondicionada em uma coluna aberta 30 mm de didmetro contendo 12g de silica
gel. A amostra foi eluida com 200 mL de hexano, 200 mL de cloroférmio, 300 mL
de acetato de etila e 300 mL de metanol, respectivamente, obtendo-se o0s
seguintes resultados:
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Tabela 18 — Resultado final do fracionamento cromatografico de CRRE

Eluente Denominacao Aspecto Peso ()
Hexano CRRE-H Oleo esverdeado 0,05
Cloroférmio CRRE-C | Oleo marrom escuro viscoso| 0,56
Acetato de etila| CRRE-A Oleo marrom 0,41
Metanol CRRE-M Il 1,41
Total 2,43

6.4.3. FRACIONAMENTO CROMATOGRAFICO DE CRCE

A fracdo CRCE (2,47g) foi adsorvida em 3,55 g de silica gel 60 e
empacotada em uma coluna aberta de 30 mm de didmetro contendo com 12 g de
silica gel. A amostra foi eluida com 200 mL de hexano, 200 mL de cloroférmio,
300mL de acetato de etila e 350mL de metanol, respectivamente, obtendo-se os
seguintes resultados:

Tabela 19 — Resultado final do fracionamento cromatografico de CRCE

Eluente Denominacao Aspecto Peso ()
Hexano CRCE-H |Oleo esverdeado| 0,01
Cloroférmio CRCE-C Oleo marrom 0,51
Acetato de etila| CRCE-A Il 0,40
Metanol CRCE-M Il 1,14
Total 2,06

6.4.4. FRACIONAMENTO CROMATOGRAFICO DE CRTE

A fracao CRTE (5,03 g) foi adsorvida em 6,73 g de silica gel 60 e
acondicionada em uma coluna aberta de 35mm de didametro empacotada com 18g
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de silica gel. A amostra foi eluida com 150 mL de hexano, 250 mL de cloroférmio,
125 mL de acetato de etila e 150 mL de metanol, respectivamente, obtendo-se o0s
resultados listados abaixo (Tab. 20).

Tabela 20 — Resultado final do fracionamento cromatografico de CRTE

Eluente Denominacdo| Aspecto |Peso (g)
Hexano CRTE-H . 0
Cloroférmio CRTE-C |Oleo marrom| 0,38
Acetato de etila| CRTE-A Il 0,53

Metanol CRTE-M Il 1,96
Total 2,87

6.4.5. FRACIONAMENTO CROMATOGRAFICO DE CRFE

A fragdo CRFE (11,0 g) foi adsorvida em 14,43 g de silica gel 60 e
acondicionada em uma coluna aberta de 40 mm de didmetro empacotada com
31.0 g de silica gel. Utilizou-se como eluente, 150 mL de hexano, 600 mL de
cloroférmio, 350 mL de acetato de etila e 200 mL de metanol, obtendo-se as
seguintes fragdes:

Tabela 21 — Resultado final do fracionamento cromatografico de CRFE

Eluente Denominacao Aspecto Peso ()
Hexano CRFE-H |Oleo esverdeado| 0,02
Cloroférmio CRFE-C Oleo marrom 0,93
Acetato de etila| CRFE-A Il 0,42
Metanol CRFE-M Il 7,46
Total 8,83
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6.4.6. FRACIONAMENTO CROMATOGRAFICO DE CRRH

A fragdo CRRH (690 mg) foi adsorvida em 0,854 g de silica gel 60 e
acondicionada em uma coluna aberta de 20 mm de didmetro empacotada com
13,0g de silica gel. A amostra foi eluida com 250 mL de hexano, 300 mL de
cloroférmio, 300 mL de acetato de etila e 200 mL de metanol, obtendo-se os

seguintes resultados:

Tabela 22 — Resultado final do fracionamento cromatografico de CRRH

Eluente Denominacao Aspecto Peso (g)
Hexano CRRH-H |Oleo marrom claro| 0,04
Cloroférmio CRRH-C Oleo marrom 0,42
Acetato de etila| CRRH-A Il 0,18
Metanol CRRH-M Il 0,04
Total 0,68

6.4.7. FRACIONAMENTO CROMATOGRAFICO DE CRTH

A fracado CRTH (700 mg) foi adsorvida em 1,67 g de silica gel 60 em grau
de porcelana e posteriormente acondicionada em uma coluna aberta de 30 mm de
didmetro empacotada com 12g de silica gel. A amostra foi eluida com 250 mL de
hexano, 300 mL de cloroférmio, 300 mL de acetato de etila e 200 mL de metanol,

respectivamente, obtendo-se os resultados listados na tabela abaixo.

Tabela 23 — Resultado final do fracionamento cromatografico de CRTH

Eluente Denominacao Aspecto Peso (g)
Hexano CRTH-H Oleo esverdeado | 0,02
Cloroférmio CRTH-C | Oleo marrom claro| 0,41
Acetato de etila| CRTH-A Oleo marrom 0,16
Metanol CRTH-M Il 0,06
Total 0,65
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6.4.8. FRACIONAMENTO CROMATOGRAFICO DE CRCH

A fracdo CRCH (430 mg) foi adsorvida em 1,51 g de silica gel 60 e
acondicionada em uma coluna aberta de 30 mm de didmetro empacotada com
11,0 g de silica gel. O eluente utilizado na cromatografia foi 350 mL de hexano,
250 mL de cloroférmio, 200 mL de acetato de etila e 150 mL de metanol,
originando os seguintes resultados:

Tabela 24 — Resultado final do fracionamento cromatografico de CRCH

Eluente Denominacao Aspecto Peso (g)
Hexano CRCH-H |Oleo esverdeado| 0,07
Clorof6érmio CRCH-C Oleo marrom 0,42
Acetato de etila| CRCH-A Il 0,12
Metanol CRCH-M Il 0,03
Total 0,64

6.4.9. FRACIONAMENTO CROMATOGRAFICO DE CRFH

A fracdo CRFH (1,3502g) foi adsorvida em 1,62 g de silica gel 60 e
acondicionada em uma coluna aberta de 30 mm de didmetro empacotada com
10,4 g de silica gel. A amostra foi eluida com 330 mL de hexano, 250 mL de
cloroférmio, 200 mL de acetato de etila e 150 mL de metanol, respectivamente,
obtendo-se as seguintes fracdes:

Tabela 25— Resultado final do fracionamento cromatografico de CRFH

Eluente Denominacao Aspecto Peso ()
Hexano CRFH-H |Oleo esverdeado| 0,17
Cloroférmio CRFH-C Oleo marrom 0,85
Acetato de etila| CRFH-A Il 0,14
Metanol CRFH-M Il 0,1
Total 1,26

101



| Parte Experimental

Apos a realizagdo das colunas filtrantes, as fragbes foram submetidas a
analise por cromatografia por camada delgada (CCD) e ressonancia magnética
nuclear de hidrogénio (RMN 'H). As amostras do extrato etandlico da raiz mostrou
a presenca de compostos aromaticos e terpénicos, que associado ao rendimento
consideravel obtido no extrato, tornou-a o sujeito de escolha para iniciar o trabalho

fitoquimico.

6.5. ISOLAMENTO DOS METABOLITOS SECUNDARIOS NAO-VOLATEIS DE

Croton rhamnifolius

6.5.1. OBTENCAO DO EXTRATO ETANOLICO DA RAIZ DE Croton

rhamnifolius

3,74 kg da raiz de Croton rhamnifolius, depois de secas e trituradas, foram
submetidas a extracdo exaustiva com 12 L de etanol bruto a frio durante 3 dias. A
solucdo etandlica foi destilada em evaporador rotativo sob pressado reduzida. A
torta resultante foi submetida a duas novas extracoées exaustivas a frio em etanol
por 72 horas cada, fornecendo ao final das trés extracées 124,9 g de um extrato

de coloracdo marrom escura denominado de CRRE.

6.5.2. PARTICAO LiQUIDO-LIQUIDO DO EXTRATO ETANOLICO DA RAIZ DE
Croton rhamnifolius — (CRRE)

60,0 g de CRRE foram solubilizadas em 110 mL de metanol e 50 mL de
agua destilada em um erlemeyer de 2,0 L. A solugéo foi transferida para um funil
de decantagéo de 1,0 L de capacidade, onde foi submetido a uma particéo liquido-
liquido utilizando os solventes hexano, cloroférmio, acetato de etila, para a
obtencao das quatro fragdes correspondentes (Tab. 26).
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Tabela 26 — Fracoes resultantes do fracionamento cromatografico de CRRE

Eluente Volume total (mL) | Denominacao Aspecto Peso (g)
Hexano 100 CRRE-H |Oleo verde escuro| 3,18
Cloroférmio 350 CRRE-C Oleo marrom 32,27
Acetato de etila 200 CRRE-A Il 0,43
Agua 100 CRRE-FA I 6,54
Total 42,42

6.5.3. OBTENCAO DE CR-1
Fracionamento cromatografico de CRRE-C

O fracionamento cromatografico preliminar em coluna filtrante de 15,0 g da
fracdo CRRE-C, foi realizada com adsorcao da amostra em 22,0 g de silica gel 60
e em uma coluna aberta de 55 mm de didmetro, contendo 18,0 g de silica gel 60.
A eluicdo se deu com uso dos solventes: 150 mL de hexano (H), 300 mL de
cloroférmio (C), 350 mL de acetato de etila (A) e 350 mL de metanol (M), levando

a obtencao das fragdes registradas na tabela abaixo.

Tabela 27 - Fragoes resultantes do fracionamento cromatografico de CRRE-
Cc

Eluente Denominacao Aspecto Peso (g)
Hexano CRREC-H |Oleoso, viscoso esverdeado| 0,12
Cloroférmio CRREC-C Oleoso marrom 6,68
Acetato de etila| CRREC-A Il 3,62
Metanol CRREC-M Il 2,28
Total 12,7
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Fracionamento cromatografico de CRREC-A

3,62 g de CRREC-A foi adsorvida em 5,18 g de silica flash. A mistura foi
acondicionada em uma coluna flash de 30 mm de diametro utilizando 39,0 g de
silica flash como fase estacionaria. Para eluicao foram utilizadas os solventes
CHCI3, AcOEt e MeOH em misturas binarias seguindo uma ordem crescente de
polaridade para obtencao de 138 fracdes. As fracoes foram submetidas a andlise

comparativa por CCD e reunidas conforme listado na tabela 28.

Fragdes (10mL) | Eluente | Volume total (mL) | Volume/frasco (mL)

1 C/A 30% 150 150

2a34 C/A 40% 400 12

35 a 54 C/A 50% 200 20

55 a 98 C/A 75% 350 10
99a 120 A 100% 350 16
121 a 127 A/M 50% 100 16
128 a2 138 M 100 10

Tabela 28 - Fracoes resultantes do fracionamento cromatografico de
CRREC-A

Fracbes Aspecto Peso (mg)
reunidas
(1) Soélido amarelo 68,9
(2-34) Sélido branco 854,9
(35-89) Oleo marrom claro 683,6
(90-116) Oleo marrom claro 213
(117-121) Oleo amarelo 70,1
(117-121) solido Sélido branco 3,5
(122-131) Oleo marrom 33
Total 1927
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Fracionamento cromatografico de CRRECA-(35-89)

683,6 mg de CRRECA-(35-89) foram macerados em 1,8g de silica flash. A
mistura foi acondicionada em coluna flash de 30 mm de diametro utilizando 43,50
g de silica flash como adsorvente. Os eluentes cloroférmio e acetato de etila foram
utilizados como misturas binarias em ordem crescente de polaridade. As fracdes
resultantes foram analisadas por CCD e reunidas de acordo com o grau de
similaridade (Tab. 29).

Fracées | Eluente | Volume total (mL) | Volume coletado (mL)
1 C/A 40% 100 100
2 C/A 50% 100 100

3a27 | C/A70% 200 8

27 a33 | C/A 90% 200 30

34 a52 A 100 20

53 a 63 | A/IM 50% 100 10

64 a70 M 50 8

Tabela 29 - Fracoes resultantes do fracionamento cromatografico de
CRRECA-(35-89)

Fracdes reunidas Aspecto Peso (mg)
(1-2) Sélido amarelo 15,2
(3-20) Oleoso marrom claro 42
(21-35) Oleoso marrom 38,2
(27-35) solido Sélido amarelo 5,1
(36-60) Oleoso marrom claro 95,0
(61-70) Oleoso marrom claro 38,7
Total 196,4
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Fracionamento cromatografico de CRRECA - (35-89) - (3-20)

Recromatografia de 176,6 mg de CRRECA-(35-89)-(3-20) em coluna flash

de 20 mm de diametro contendo 8 g de silica flash, foi realizada utilizando 130 mL

da mistura de eluentes cloroférmio/acetato de etila 1:1 de forma isocratica. As

fracoes foram recolhidas em fracos de aproximadamente 12 mL e posteriormente

comparadas em CCD forneceram os seguintes resultados:

Tabela 30 - Fracoes resultantes do fracionamento cromatografico de

CRRECA - (35-89) - (3-20)

Fracoes

reunidas

Aspecto

Peso (mg)

(1)

Oleoso amarelo claro

12,3

(2-4)

Sélido branco

32,1

(5-7)

Oleoso amarelo

42,2

(8-11)

Sélido branco

11,4

(11-14)AM

Oleoso amarelo

10

(12)

4,3

(13-16)

8,1

(17-20)

3,6

(21-25)

4,6

Total

128,6

A fragédo (2-4) forneceu 32,1 mg de um sélido branco de ponto de fusdo
258,6-260,1 °C e foi denominada de CR-1.
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6,68 g de CRREC-C foram adicionadas em coluna aberta de 45 mm de

didmetro e contendo 9,77 g de silica gel (® um 63-200). Para eluicdo foram
utilizados os solventes hexano, cloroformio, acetato de etila e metanol seguindo
uma ordem crescente de polaridade, para a obtencao de quatro fragdes (Tab. 31).

Tabela 31 - Fracoes resultantes do fracionamento cromatografico de

CRREC-C

Eluente Volume (mL) | Denominacao Aspecto Peso ()
Hexano 170 CRRECC-H | Oleo marrom claro 1,07
Cloroférmio 350 CRRECC-C |Oleo marrom escuro| 4,53
Acetato de etila 150 CRRECC-A Il 0,72
Metanol 70 CRRECC-M Il 0,15
Total 6,47

Fracionamento cromatografico de CRRECC-H

1,07 g de CRRECC-H foram acondicionadas sobre uma coluna flash de 20
mm de didmetro juntamente com 11,6 g de silica flash. A eluicao foi realizada de
forma isocratica utilizando cloroférmio como eluente. Foram coletadas 48 fracoes
de 10 mL, que apés a analise comparativa por CCD foram reunidas e agrupadas

na tabela 32.
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Tabela 32 - Fracoes resultantes do fracionamento cromatografico de

CRRECC-H

Fracoes

Aspecto

Peso (mg)

(1) Oleoso amarelo claro

0,02

(2-4) Oleoso verde claro

182,1

()

137,9

(6-13) | Oleoso verde escuro

454,7

14-15

Oleoso amarelo

20,6

16-26

25,0

27-46

12,7

—_ o~~~
—_— = = | —

47-48

5,8

Total

838,82

Fracionamento cromatografico de CRRECCH-(6-13)

A recromatografia de 454,3 mg de CRRECC-H (6-13) foi realizada em uma
coluna flash de 25 mm de didmetro contendo 11,57 g de silica flash como

adsorvente. A eluicdo foi efetuada utilizando mistura de binarias dos solventes

hexano, HCCI;, acetato de etila e metanol, em concentracbes seguindo uma

ordem crescente de polaridade. Apdés comparacado por CCD, as fracbes foram

reunidas, resultando em seis fragdes (Tab. 33).

Fragdes (10mL) | Eluente | Volume (mL)
1 a28 H/C 50% 410
29 a 35 H/C 65% 100
36 a 38 C 100% 50
39a42 C/A 20% 50
43 a 46 C/A 80% 50
47 a 50 A/M 20% 50
51 a 53 M 50
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Tabela 33 - Fracoes resultantes do fracionamento cromatografico de

CRRECCH-(6-13)

Fracdes Aspecto Peso (mg)
(1-3) Oleoso amarelo 25,9
(4-10) | Sélido amarelo claro 54,9
(11-19) Solido branco 66,7
(20-32) Oleoso amarelo 184,4
(33-50) I 53,6
(51-53) I 1,2
Total 386,7

Fracionamento cromatografico de CRRECCH-(6-13)-(20-32)

184,1 mg de CRRECCH-(6-13)-(20-32) foram adsorvidas em 210 mg de
silica flash (® um 40-63) e acondicionada em uma coluna flash de 20 mm de
didmetro contendo 13,26 g de silica flash. A coluna foi realizada de forma
isocratica, utilizando como eluente 510 mL de cloroférmio 100%. Foram coletadas
64 fracoes de aproximadamente 8 mL, que apdés comparacdo por CCD foram
reunidas, obtendo-se 5 fracdes (Tab. 34).

Tabela 34 - Fracoes resultantes do fracionamento cromatografico de

CRRECCH-(6-13)-(20-32)

Fracbes Aspecto Peso (mg)
reunidas
(1-3) | Solido amarelo 50,8
(4-6) I 7,9
(7-14) |Oleoso amarelo 35,1
(15-60) | Sélido amarelo 23,1
(61-64) | Oleoso amarelo 22,0
Total 138,9
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Fracionamento cromatografico de CRRECCH-(6-13)-(20-32)- (1-3)

50,8 mg de CRRECCH-(6-13)-(20-32)(1-3) foram adsorvidos em 96 mg de
silica flash em grau de porcelana e acondicionados em uma coluna flash (® um
40-63) de 20 mm de didmetro contendo 12,43 g de silica flash como adsorvente. A
fase movel utilizada foi a combinacdo bindria de hexano/diclorometano em
concentracdes seguindo uma ordem crescente de polaridade. Foram coletadas

124 fragdes, que foram analisadas por CCD e reunidas de acordo com o grau de
similaridade (Tab. 35).

Fragbes (10mL) | Eluente | Volume (mL) | Volume/frasco (mL)
1 ai16 H/D 30% 230 14
17a75 H/D 60% 500 9
76 a 97 H/D 65% 300 12
98 a 109 H/D 80% 100 8
110 a 123 D 100% 150 10
124 M 100% 50 50

Tabela 35 - Fracoes resultantes do fracionamento cromatografico de
CRRECCH-(6-13)-(20-32)-(1-3)

FragGes reunidas Aspecto Peso (mg)
(1-2) Solido branco 2,1
(3-21) Solido amarelo 1,7

(22-28)

(29-31) solido branco 2,3

(32-59) Oleoso amarelo 10,1

(60-94) Solido branco 5,8

(95-124) Oleoso amarelo 24,9
Total 52,3

Sélido branco 5,4
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A fragcao (60-94) forneceu 5,8 mg de um sdélido branco com ponto de fusao
na faixa entre 284,3-286,1°C e homogéneo em CCD, o qual foi denominado CR-2.

6.5.5. OBTENCAO DE CR-3
Fracionamento cromatografico de CRRECCH-(5)

137,9 mg de CRRECCH-(5) foi acondicionada sobre 24,5 g de gel de silica
para cromatografia “flash”, em uma coluna de 20 mm de diametro. Os solventes
utilizados foram misturas binarias de hexano e diclorometano seguindo uma
ordem crescente de polaridade. As frac6es obtidas foram reunidas apéds
comparacao por CCD e se encontram expressas na tabela 36.

Fragdes | Eluente | Volume (mL) | Volume/frasco (mL)
1a32 | HD 1% 550 16
33a66 | HD 15% 300 10
67 a72 | H/D 25% 300 50
73 a76 | H/D 50% 200 50
77 M 60 60

Tabela 36 — Fracoes resultantes do fracionamento cromatografico de
CRRECCH-(5)

Fragdes Aspecto Peso (mg)
reunidas

1-5 Oleo incolor 10,5
6 —28 | Oleo amarelo claro 31,4
29 — 51 Il 5,7
52 — 66 Oleo incolor 7,8
67 - 76 | Oleo marrom claro 23,0
77 Oleo marrom escuro 19,2
Total 97,6
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Cromatografia (CCD) preparativa de CRRECCH-(5)-(52-66)

A fracado CRRECCH-(5)-(52-66) (7,8 mg) foi solubilizada em 0,5 mL de
metanol e submetida a cromatografia preparativa por eluicio em uma placa
analitica de 5cm de largura x 10 cm de altura. O eluente utilizado foi a mistura
hexano/acetato de etila 10%. A silica correspondente a faixa contendo a amostra
foi transferida para um bécker e extraida com acetato de etila e, em seguida com
metanol, para obtencdo de um éleo incolor, de massa 5,2 mg, ao qual foi
denominado de CR-3.

6.5.6. OBTENCAO DE CR-4 E CR-2
Fracionamento cromatografico de CRRE-H

A fragdo CRRE-H (3,159) foi adsorvida em 16,51 g de silica gel 60 e
empacotada em uma coluna aberta de 45 mm de didmetro contendo com 19,47 g
de silica gel 60. Os eluentes utilizados foram hexano (H), cloroférmio (C), acetato
de etila (A) e metanol (M) puros e combinados, sendo coletadas sete fracoes,

como mostra a tabela abaixo.

Tabela 37 — Fracoes resultantes do fracionamento cromatografico de CRRE-
H

Eluente | Volume (mL) | Denominagéo Aspecto Peso (mg)
H 200 CRREH-H Oleo verde 147,7
H/C 50% 250 CRREH-H/C I 489,6
C 250 CRREH-C Oleo marrom claro 1865,3
C/A 50% 250 CRREH-C/A I 357,0
A 200 CRREH-A | Oleo marrom escuro 68,2
A/M 50% 100 CRREH-A/M I 85,0
M 100 CRREH-M I 22,7
Total 3035,5
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Fracionamento cromatografico de CRREH-C

A fracdo CRREH-C (1,8653 ) foi recromatografada em uma coluna do tipo
“flash”, de 35 mm de diametro contendo 34,68 g de silica flash como fase
estacionaria. A amostra foi adsorvida em 3,01 g e posteriormente eluida em
combinagdes binarias de hexano e diclorometano. Foram coletadas 31 fracdes
com aproximadamente 30 mL cada. As fragbes obtidas foram submetidas a
cromatografia CCD e posteriormente reunidas de acordo com o grau de
semelhanca (Tab. 38).

Fragbes | Eluente | Volume (mL)
1-8 | H/D30% 300
9-12 | H/D 40% 150

13-19 | H/D 50% 200

20—-23 | H/D 70% 100

24 -31 | D100% 300

32 M 100% 80

Tabela 38 — Fracoes resultantes do fracionamento cromatografico de
CRREH-C

Fracdes reunidas Aspecto Peso (mg)
1-17 Oleo incolor 32,2
18 Sélido branco 8,1
19-24 Oleo amarelo 40,8
25 Sélido branco 7,0
26 — 28 Oleo amarelo 365,0
29 -31 Oleo incolor 230,3
32 Oleo marrom 120,4
Total 803.,8
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A fragao (25) forneceu 7,0 mg de um sélido branco com ponto de fusdo na
faixa entre 172,1-173,8 °C e homogéneo em CCD, o qual foi denominado CR-4.
Na fracao (18) foi obtido novamente, 8,1 mg de CR-2.

6.5.7. OBTENCAO DE CR-5
Fracionamento cromatografico de CRREHC (31)

A fragdo CRREH-C (31) (551,4 mg) foi cromatografada em uma coluna do
tipo “flash”, de 30 mm de didmetro contendo 47,80 g de silica flash como fase
estacionaria. A amostra foi adsorvida em 760 mg e posteriormente eluida em
combinacdes binarias de hexano e acetato. Foram coletadas 114 fracées que
foram submetidas a cromatografia CCD e posteriormente reunidas de acordo com
o grau de semelhanca (Tab. 39, p. 115).

Fracdes | Eluente | Volume total (mL) | Volume/frasco (mL)
1a22 | H/A40% 330 15
23a67 | HA50% 440 10
68 a 104 | H/A 60% 300 10
1052 108 | H/A 80% 150 40
109 a 113 | H/A 90% 100 25
114 M 80 80
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Tabela 39 - Fracoes resultantes do fracionamento cromatografico de
CRREHC (31)

Fracbes Aspecto Peso (mg)
reunidas
(1-33) Oleo incolor 3,2
(34-45) Oleo amarelo claro 7,3
(46-60) I 37,6
(61-76) [ 18,4
(77-88) [ 12,2
(89-95) I 22,4
(96-104) | Oleo amarelo escuro 245
(105-106) I 22,3
(107-108) Il 26,1
(109-111) Il 55,1
(112-113) [ 91,7
(114) I 100,5
Total 385,8

Fracionamento cromatografico de CRREHC (31)-(34-45)

74,7 mg de CRREHC (31)-(34-45) foram acondicionadas sobre uma coluna
flash de 20 mm de didmetro juntamente com 12,40 g de silica flash. A eluigao foi
realizada através de combinagdes binarias de hexano e acetato de etila. Foram
coletadas 61 fracoes de 10 mL, que apds a analise comparativa por CCD foram
reunidas conforme listado na tabela 40, p. 116.

Fracdes | Eluente | Volume total (mL) | Volume/frasco (mL)
1a26 | HA5% 370 15
27 a57 | H/A 10% 250 10
58 260 | H/A 15% 100 30
61 M 100% 70 70
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Tabela 40 - Fracoes resultantes do fracionamento cromatografico de
CRREHC (31)-(34-45)

Fracbes Aspecto Peso (mg)
reunidas
(1-25) | Oleo amarelo claro 0,7
(26-31) I 5,0
(32-43) Solido branco 52,1
(44-54) Oleo amarelo 2,3
(55-59) I 1,8
(60-61) | Oleo marrom claro 1,1
(62) Il 9,4
Total 72,4

A fracado (32-43) forneceu 52,1 mg de um so6lido branco com ponto de fusao
na faixa entre e homogéneo em CCD, o qual foi denominado CR-5.
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Fluxuograma 2 - Isolamento dos constituintes nao volateis do extrato
etandlico da raiz de Croton rhamnifolius

[ Croton Rhamnifolius ]
Raiz (3.74 Ka) 1. Secagem
2. Trituragéao

Extrato Etandlico Torta 3. Extragéo com etanol
CRRE (124,94 g)

Particdo liquido-liquido

[CRRE-I-II (3,189)] [CRRE-CI(37,27g)] [CRRE-I:(OASQ)] [CRRE-FIIA (6,549)]

2 C. flash C. Filtrante (159)

CR-4 (7,0mg)
_[CRREC-H (0,129)]
_[CRREC-C (6,689)]

C. filtrante (2g)

3 C. flash
CR-5 (52,1mg)

3 C. flash
CR-2 (5,8mg)

Preparativa
CR-3 (5,2mg)

_[CRREC-A (3,129)]

3 C. flash

CR-1 (32,1 mg)
3 C. flash

CR-5 (26,9 mg)

_[CRREC-M (2,289)]
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Conclusdo

7. CONCLUSAO

A andlise da constituicao quimica volatil das folhas, talos e raizes de
Croton rhamnifolius por CGL/EM permitiu a identificagdo de um total de 21
constituintes quimicos das folhas (OEFCR), 14 constituintes quimicos dos talos
(OETCR) e 8 constituintes no cromatograma das raizes (OERCR).

O eucaliptol e o a—felandreno foram os componentes majoritarios nas
folhas, enquanto que nos talos, o B-pineno foi o constituinte principal, seguido
pelo B—cariofileno; ja nas raizes prevaleceu o valenceno, seguido pelo borneol.
A composicdo quimica dos Oleos mostraram-se semelhantes, exceto pela
presenca das substancias sabineno, a—felandreno, p-cimeno, borneol, terpinol-
4, acetato de bornila, a —humuleno, alloaromadendreno, biciclogermacreno,
espatulenol somente no OEFCR, e pela presenca do B-pineno, limoneno,
canfora, isoledeno, e 6xido de cariofileno somente no OETCR e 8 — maalieno,

B - elemeno , eremofileno, valenceno e guaiol somente nas raizes (OERCR).

O estudo quimico do extrato etandlico da raiz de Croton rhamnifolius,
conduziu ao isolamento e caracterizacao estrutural de um alcaléide de
esqueleto inddlico denominado de rhamnifolina, de dois diterpenos do tipo
beiereno, denominado de estachenona e 12-oxo-estachenona, e de dois
triterpenos pentaciclicos, um da série oleanano, o acido acetil aleuritolico (AAA)
e 0 outro da série lupano amplamente conhecido como lupeol. Embora os
terpendides ja tenham sido descritos na literatura, todas as substancias séo
relatadas pela primeira vez na espécie, sendo o diterpeno estachenona inédito

no género Croton e o alcal6ide rhamnifolina, inédito na literatura.

Dados da literatura revelam as atividades anfilarial (NYASSE, 2006)
antiespasmédica (MACIEL, 2000), antitumoral (TORRANCE, 1977) e
antimicrobiana (PERES, 1997) para o triterpeno acido acetil aleuritolico (AAA).
Para o lupeol séo citadas vérias atividades antitumorais em células leucémicas,
em carcinomas broncopulmonares e células epiteliais, além das atividades
nefrolitica, antiplasmodial e antiperoxidativa (TOLSTIKOVA, 2006).
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Conclusdo

O alcal6ide rhamnifolina foi avaliado quanto a sua atividade tripanocida e

leishmania, e os testes preliminares indicam uma excelente atividade.

Os resultados mostrados até o momento, além de dois terpenos que se
encontram em fase de caracterizagdo, confirmam o grande potencial
fitoquimico de espécies do género Croton e justificam a continuidade dos

estudos fitoquimicos para a espécie Croton rhamnifolius.
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Constantes Fisicas

8. CONSTANTES FiSICAS E DADOS ESPECTROMETRICOS DAS
SUBSTANCIAS ISOLADAS DE Croton rhamnifolius

CR-1

Nome Rhamnifolina

Form. molecular C30H4ON>

MM (g/mol) 444

Aspecto Sélido amarelo
claro

Ponto de fusao 258,6 - 260,1

c)

Espectroscopia na regiao do Infravermelho (IV): KBr (cm™):
3449, 3259, 2855, 1461, 1342, 748

Espectroscopia de RMN 'H (500 MHz, CsD:N) — & (Integracdo, multiplicidade e
constante de acoplamento, correlacao):

1,56 (dt, J=12,5; 2,7 Hz, H-1), 0,87 (dt, J=12,5; 2,7 Hz, H-1), 1,58 (H-2), 1,39 (H-2),
1,39 (H-3), 1,18 (H-3), 1,34 (d, J=5,3 Hz, H-5), 4,17 (m, H-6), 2,18 (H-7), 1,59 (H-7),
1,98 (dd, J=12,0; 5,4 Hz, H-9), 1,59 (dt, J=12,5; 3,0 Hz, H-11), 1,05 (dt, J=12,5; 3,0 Hz,
H-11), 3,44 (dl, J=10,0 Hz, H-12), 2,31 (m, H-13), 1,44 (d, J=11,8 Hz, H-14), 1,01 (dd,
J=11,8; 3,5 Hz, H-14), 2,17 (t, J=12,1 Hz, H-15), 2,10 (dl, J=12,1 Hz, H-15), 3,03 (m
H-16), 4,42 (sl, H-17), 1,23 (s, H-18), 0,97 (s, H-19), 0,94 (s, H-20), 3,36 (H-5), 3,17
(H-5"), 3,12 (H-6"), 2,53 (H-6'), 7,74 (dI, J=7,1 Hz, H-9"), 7,27 (t, H-10"), 7,31 (I, H-11"),
7,61 (dl, J=7,3 Hz, H-12))

Espectroscopia de RMN *C (125 MHz, C;D;N) — & (correlacéo estrutural)
42,06 (C-1), 19,47 (C-2), 43,15 (C-3), 34,32 (C-4), 62,54 (C-5), 67,70 (C-6), 44,45 (C-
7), 41,32 (C-8), 54,94 (C-9), 37,11 (C-10), 24,26 (C-11), 58,11 (C-12), 42,12 (C-13),
39,74 (C-14), 53,98 (C-15), 48,65 (C-16), 63,88 (C-17), 34,20 (C-18), 23,10 (C-19),
17,90 (C-20), 138,07 (C-2), 45,09 (C-5’), 16,98 (C-6’), 108,90 (C-7’), 128,95 (C-8’)
118,73 (C-9'), 119,38 (C-107), 121,60 (C-11’), 111,88 (C-12), 137,63 (C-13))

3

Espectrometria de massas (CG/EM) — m/z : 444, 429, 319, 275, 221, 197, 169, 144
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CR-2

Nome Acido 3-acetil-olean-14-en-28-6ico
Férm. molecular Ca2H4904

MM (g/mol) 498

Aspecto Sélido branco

Ponto de fusdo (°C) | 284,3 — 286,1

Espectroscopia na regido do Infravermelho (IV): KBr (cm™):
3449, 2924, 2852, 1655, 1633, 1095, 802

Espectroscopia de RMN 'H (500 MHz, CDCI;) — & (Integracdo, multiplicidade e
constante de acoplamento, correlacao):

4,47 (dd, J=9,3; 6,3Hz, H-3), 1,03 (dd, J=13,4; 3,5Hz, H-5), 5,52 (dd, J=8,0; 3,3Hz, H-
15), 2,37 (dd, J=14,4; 8,0 Hz, H-16a), 1,92 (dd, J=14,4;3,3Hz, H-16[), 2,27 (dd,J=13,8;
2,8Hz, H-18), 0,95-0,85 (7 x CH;-23-27,29,30) e 2,04 (CH;COOQ)

Espectroscopia de RMN '*C (125 MHz, CDCl;) — & (correlacéo estrutural):
37,64(C-1), 23,71 (C-2), 81,13 (C-3), 37,57 (C-4), 55,85 (C-5), 18,96 (C-6), 41,03 (C-
7), 39,28 (C-8), 49,32 (C-9), 37,92 (C-10), 17,55 (C-11), 33,57 (C-12), 38,18 (C-13),
160,81 (C-14), 117,05 (C-15), 31,59 (C-16), 51,66 (C-17), 41,69 (C-18), 35,59 (C-19),
29,52 (C-20), 33,92 (C-21), 30,97 (C-22), 28,19 (C-23), 16,81 (C-24), 15,83 (C-25)
26,40 (C-26), 22,67 (C-27), 184,01 (C-28), 32,12 (C-29), 28,89 (C-30), 171,20 (C-31),
21,50 (C-32).

’

Espectrometria de massas (CG/EM) — m/z: 498, 423, 269, 248, 234, 203, 190,
135,119, 81, 69, 43
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CR-3

Nome Stachen-15-en-3-ona
Form. molecular | CyH5,0

MM (g/mol) 286

Aspecto Oleo incolor

Espectroscopia na regiao do Infravermelho (IV): KBr (cm™):
2920, 2852, 1705, 1450, 1384, 1217, 1158, 1112, 1057, 1006, 952, 772, 668

Espectroscopia de RMN 'H (500 MHz, CDCI;) — & (Integracdo, multiplicidade e
constante de acoplamento):

1,38 (t, J=1,H-1) 1,34 (dd, J=0,6, H-5), 1,39 (dd, H-7), 1,04 (t, H-9), 1,54 (dd, J=1,7, H-
11), 1,32 (dd, J=2,25, H-12), 1,06 (s, H-14), 5,74 (d, J=5,7, H-15), 5,53 (d, J=5,7, H-
16), 1,03 ( s, H-17), 1,09 (s, H-18), 1,06 (s, H-19), 0,93 (s, H-20)

Espectroscopia de RMN *C (125 MHz, CDCl;) — & (correlacdo estrutural):

38,24 (C-1), 34,69 (C-2), 217,70 (C-3), 47,84 (C-4), 56,10 (C-5), 20,67 (C-6), 37,01 (C-
7), 49,24 (C-8), 52,22 (C-9), 37,01 (C-10), 21,27 (C-11), 33,18 (C-12), 44,07 (C-13),
61,13 (C-14), 134,74 (C-15), 137,17(C-16), 25,04(C-17), 26,42(C-18), 22,14 (C-19),
14,95 (C-20).

Espectrometria de massas (CG/EM) — m/z: 286, 200, 159, 147, 135, 122, 105, 85,
83, 67, 55, 41
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CR-4

Nome Lup-20(29)-en-3-ol,3-beta
Form. molecular C3oH500

MM (g/mol) 426

Aspecto Solido cristalino branco
Ponto de fusdo (°C) | 172,1-173,8

Espectroscopia de RMN 'H (300 MHz, CDCl;) — & (Integracdo, multiplicidade,
constante de acoplamento e correlacao estrutural):

3,20 (1H,dd,H-3), 4,57 (1H,dd, H-29), 4,69 (1H, d, H-29), 3,18-3,11 (1H, s, H-30), 2,41-
2,27(2H, m, H-19), 1,54 (3H, s, H-30), 0,99 (3H, s, H-26), 0,93 (3H, s, H-25), 0,91 (3H,
s, H-24), 0,79 (3H, s, H-27), 0,76 (3H, s, H-23), 0,72 (3H, s, H-28)

Espectroscopia de RMN *C (75 MHz, CDCI;) — & (correlacao estrutural):

38,9 (C-1), 27,6 (C-2), 79,2 (C-3), 39,0 (C-4), 55,5 (C-5), 18,5 (C-6), 34,5 (C-7), 41,0
(C-8), 50,6 (C-9), 37,4 (C-10), 21,1 (C-11), 25,3 (C-12), 38,3 (C-13), 43,0 (C-14), 27,6
(C-15), 35,8 (C-16), 43,2 (C-17), 48,5 (C-18), 48,2 (C-19), 151,2 (C-20), 30,0 (C-21),
40,2 (C-22), 28,2 (C-23), 15,5 (C-24), 16,3 (C-25), 16,2 (C-26), 14,7 (C-27), 18,2 (C-
28), 109,5 (C-29), 19,5 (C-30).
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CR-5
Nome 12-oxo0-estachenona
Form. molecular CooH2802

M.M (g/mol) 300

Aspecto Sélido branco
Ponto de fusdo (°C) | 88,1-90,6

Espectroscopia na regido do Infravermelho (IV): KBr (cm™):
3469, 3415, 2852, 1704, 1458, 1380

Espectrometria de RMN 'H (500 MHz, CDCl;) — & (Integracdo, multiplicidade e
constante de acoplamento, correlagao):

1,6 (H-1, ddd), 2,57 (H-2B, ddd), 2,33 (H-2a, ddd), 1,28 (H-5, dd), 1,45 (H-6), 2,45 (H-
7), 2,57 (H-7), 1,31 (H-9, dd), 1,31 (H-13), 1,78 (H-14, d), 6,08 (H-15, d), 5,60 (H-186,
d), 1,19 (H-1, s), 1,01 (H-18, s), 1,15 (H-19, s), 0,82 (H-20, s)

Espectrometria de RMN '*C (125 MHz, CDCl;) — & (correlacdo estrutural):

37,79 (C-1), 34,56 (C-2), 215,50 (C-3), 47,93 (C-4), 55,23 (C-5), 21,36 (C-6), 36,23 (C-
7), 49,66 (C-8), 54,42 (C-9), 36,64 (C-10), 36,64 (C-11), 210,52 (C-12), 57,75 (C-13),
58,53 (C-14), 139,79 (C-15), 136,19 (C-16), 17,90 (C-17), 26,45 (C-18), 22,06 (C-19),
13,68 (C-20)

Espectrometria de massas (CG/EM) — m/z: 300, 272, 145, 131, 105, 91, 77, 67, 55,
41
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