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RESUMO

O presente trabalho descreve o primeiro estudo quimico das folhas de Croton
pedicellatus Kunth. (Euphorbiaceae), um arbusto, nativo da América do Sul,
popularmente conhecido como velame, nome dado a vérias espécies de Croton. O
extrato etandlico das folhas foi submetido a procedimentos classicos de
cromatografia, incluindo Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), resultando
no isolamento, de 15 metabdlitos secundarios: dois sesquiterpenos conhecidos
como blumenol A e roseosideo; cinco diterpenos clerodanos furanicos: 12,20:15,16-
diepoxi-3-hidroxi-7,20-dioxocleroda-13(16),14-dien-18,2-olideo; 12,20:15,16-diepoxi-
2,8-dihidroxi-3-acetoxi-7,20-dioxocleroda-13(16),14-dien-18-oato de metila; 12,20:15,
16-diepoxi-2-hidroxi-3-acetoxi-7,20-dioxocleroda-13(16),14-dien-18-oato de metila;
12,20:15,16-diepoxi-3,8-dihidroxi-2-acetoxi-7,20-dioxocleroda-13(16),14-dien-18-
oato de metila e 12,20:15,16-diepoxi-3-hidroxi-2-acetoxi-7,20-dioxocleroda-13(16),
14-dien-18-oato de metila; seis flavonoides: alpinumisoflavona; canferol; 3-O-
glicopiranosilquercetina; 6”-O-p-cumaroil-B-glicopiranosilcanferol (tilirosideo), 6”-O-
p-cumaroil-B-galactopiranosilcanferol e 6”-O-p-cumaroil-B-galactopiranosil-3’-metoxi
canferol, além dos esterdides f-sitosterol e seu derivado 3-O-glicosilado. A
determinacado estrutural de todos os metabdlitos secundarios isolados foi realizada
através do emprego de técnicas espectrométricas como ressonancia magnética
nuclear de hidrogénio-1 e carbono-13 (RMN de *H e de **C uni e bidimensionais),
espectroscopia na regiao do infravermelho (IV), espectrometria de massas de alta
resolucdo, obtida com ionizacdo por electrospray e comparacdo com dados da
literatura.

Palavras-chave: Croton pedicellatus Kunth., Euphorbiaceae, diterpenos clerodanos,
flavonoides.



ABSTRACT

The present work describes for the first time the chemical investigation from leaves of
Croton pedicellatus Kunth. (Euphorbiaceae), a shrub, native to South America and
popularly known as “velame”, name given to several Croton species. The ethanol
extract from leaves was subjected to classical chromatographic procedures including
high performance liquid chromatography (HPLC), resulting in the isolation of 15
secondary metabolites: two sesquiterpenes known as blumenol A and roseosideo;
five clerodane furan diterpenes: 12,20:15,16-diepoxy-3-hydroxy-7,20-dioxocleroda-
13(16),14-dien-18,2-olide; methyl-12,20: 15,16-diepoxy-2,8-dihydroxy-3-acetoxy-
7,20-dioxocleroda-13(16),14-dien-18-oate; methyl-12.20:15,16-diepoxy-2-hydroxy-3-
acetoxy-7,20-dioxocleroda-13 (16),14-dien-18-oate; methyl-12,20:15,16-diepoxy-3,8-
dihydroxy-2-acetoxy-7,20 -dioxocleroda-13(16),14-dien-18-oate; methyl-12,20:15,16-
diepoxy-3-hydroxy-2-acetoxy-7,20-dioxocleroda-13(16),14-dien-18-oate, and  six
flavonoids: alpinumisoflavone, kaempferol, quercetin-3-glucoside, Kaempferol-3-3-D-
(6-trans-p-coumaroyl)glucopyranoside  (tiliroside), kaempferol-3-B-D-(6-trans-p-
coumaroyl)galactopyranoside and kaempferol-3’-methoxy-3-6-D-(6-trans-p-
coumaroyl)glucopyranoside, besides the steroids B-sitosterol and its derivative 3-O-
glucosylated. The structure determination of all secondary metabolites isolated was
performed by spectrometric techniques such as hydrogen-1 and carbon-13 nuclear
magnetic resonance (*H NMR and *3C one/two- dimensional), infrared spectrometry
(IR), high resolution mass spectrometry and comparison with literature data.

Keywords: Croton pedicellatus Kunth., Euphorbiaceae, clerodane diterpenes,
flavonoids.
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1. INTRODUCAO

A familia Euphorbiaceae, pertencente as angiospermas, € um dos mais
importantes grupos de plantas com importancia econémica, politica e social. Essa
afirmacéo se justifica ao considerarmos algumas espécies integrantes dessa familia
como: Hevea brasiliensis a “seringueira” que mudou drasticamente a vida humana
no mundo em apenas um seéculo, por ser fonte natural de borracha; Manihot
esculenta, a “mandioca”, fonte da farinha de mandioca e da fécula ou goma,
considerada entre os 12 ou 13 alimentos mais importantes da humanidade
(GUIMARAES et al., 2006); Ricinus communis, a mamona, cujo 6leo é utilizado
como laxante natural e como matéria prima na producdo de biodiesel. Contribuindo
para a importancia desta familia destacam-se também as plantas do género Croton,
amplamente utilizadas na medicina popular em regides como o Nordeste brasileiro e

a Africa.

A familia Euprorbiaceae apresenta cerca de 300 géneros e 8000 espécies
amplamente distribuidas em todo o mundo, com concentracdo significativa nas
Américas e Africa (MACIEL et al., 2006). Compreende cinco subfamilias:
Phyllanthoideae, Oldfieldioideae, Acalyphoideae, Crotonoideae e Euphorbioideae
(LIMA et al., 2003). A subfamilia Crotonoideae, consiste de cerca de 2400 espécies
agrupadas em 67 géneros e 12 tribos. Do total de espécies pertencente a subfamilia
Crotonoideae, mais da metade pertencem ao género Croton, seguido, em tamanho,
por Jatropha (x185 espécies) e Manihot (+100 espécies) (LIMA et al., 2006 e 2008).
O género Croton, representado por cerca de 1200 espécies, possui um grande
namero de espécies genericamente conhecidas como marmeleiros e velames,

especialmente no Nordeste do Brasil.

Muitas espécies de Croton crescem predominantemente em locais
perturbados tais como margens de estradas, rios e clareiras de matas. Essas e
outras caracteristicas ecolédgicas, como a producdo massiva de flores e frutos
durante a maior parte do ano, fazem dos membros deste género candidatos ideais
para a restauracdo de florestas degradadas. Por exemplo, Croton urucurana

Spreng., foi usado na recuperacado de matas ciliares no Sul do Brasil e de varias
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outras regides (CARRENHO et al., 1997). Vale ressaltar que a madeira de varias
espécies de Croton € utilizada na construcdo de casas e botes, em diversos

trabalhos de carpintaria e como lenha (SMITH et al., 2002).

O género Croton € considerado de importancia etnofarmacolégica, haja
vista que varias de suas espécies sdo utilizadas no tratamento de doencas, tais
como: cancer, constipacdo intestinal, diarreia, diabetes, febre, hipertenséo,
inflamacédo, maléria, dor e Ulceras, dentre outras. Em virtude de seus beneficios
terapéuticos as plantas do género Croton ocupam papel de destague nos sistemas
tradicionais de plantas medicinais, particularmente das Américas, Africa e Asia
(SALATINO et al., 2007).

A grande diversidade de atividades biologicas descritas reflete a alta
diversidade quimica desse grupo de plantas. Os terpendides sdo os metabdlitos
secundarios predominantes, principalmente os diterpendides que podem apresentar
esqueletos dos tipos: cembrandide, clerodano, neoclerodano, halimano,
isopimarano, caurano, secokaurano, labdano, phorbol e trachilobano. Os diterpenos
clerodanos formam um grupo de terpendides extremamente diversificados, com mais
de 800 compostos conhecidos (MACIEL et al., 2003). Oleos volateis contendo mono-
e sesquiterpenos e algumas vezes compostos derivados do chiquimato sao
relatados. Muitas espécies tém sido descritas como fontes de diferentes classes de
alcaldéides, um fato que aumenta consideravelmente a importancia do género sob o
ponto de vista farmacolégico. Substancias fendlicas também tém sido
frequentemente registradas, predominando entre estas os flavondides, ligndides e
proantocianidinas (SALATINO et al., 2007).

Apesar do grande numero de substanciasja isoladas de plantas do género
Croton e também do grande numero de atividades bioldgicas relatadas para as
mesmas, ainda é muito pequeno o numero de espécies estudadas. Desta forma,
investigacbes quimicas envolvendo espécies de Croton visando o isolamento e
caracterizacdo de seus metabdlitos micromoleculares é de extrema importancia para

um melhor conhecimento do género.

Véarias espécies de Croton ja foram estudadas no Departamento de

Quimica da Universidade Federal do Ceara, merecendo destaque os trabalhos do
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Prof. Dr. Edilberto Rocha Silveira, que se dedica a quimica de Croton a mais de trés
décadas, tendo realizados estudos de pelo menos 10 espécies: C. sonderianus, C.
argyrophyllus, C. regelianus, C. cajucara, C. lundianus, C. glandulosus, C.
urucarana, C. rhamnifolius, C. adenocalyx e C. nepetaefolius (CRAVEIRO et al.,
1981, 1982; PALMEIRA-JUNIOR et al., 2005, 2006; SILVEIRA et al., 1985, 2005).

O objetivo desse trabalho foi realizar o estudo quimico de Croton
pedicellatus Kunth, buscando isolar novos compostos, contribuindo para o
conhecimento quimiotaxonémico do género. C. pedicellatus € uma espécie com
ocorréncia em varios paises da América do Sul, inclusive no Brasil, principalmente

na regido Nordeste.
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2. CONSIDERACOES BOTANICAS

As plantas do género Croton tem distribuicdo pantropical, e segundo

Guimaraes et al., 2006, sao descritas como:

[...]'suas espécies sado 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 botéo floral e as pétalas das flores pistiladas reduzidas ou ausentes.’]...]

A grande diversidade morfolégica observada para as plantas do género
Croton pode ser evidenciada nos tricomas foliares, que sdo apéndices da epiderme
presentes em diversos o6rgdos das plantas, constituindo seuindumento. Os estudos
dos tricomas na familia Euphorbiaceae sédo antigos e considerados importantes para
a taxionomia do género, haja vista que cada espécie mantém um tipo constante
(LUCENA et al., 2006). Na familia Euphorbiaceae os tricomas se apresentam nas
formas: simples, predominantes nas subfamilias Crotonoideae, Phyllanthoideae,
Oldfieldioideae e Euphorbioideae; estrelados, comuns nas subfamilias Crotonoideae

e Acalyphoideae; dentriticos e lepidotos, observados em Crotonoideae (Figura 01).



http://pt.wikipedia.org/wiki/Plantae
http://pt.wikipedia.org/wiki/Indumento
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Figura 01 — Tricomas foliares: A-simples (C. lobatus); B-estrelados (C.
jacobinensis); C-dendriticos (C.glandulosus ) e D-lepidotos (C. sellowii)

De acordo com tratamento encontrado no Flora Brasiliensis, o género

Croton possui 287 representantes no Brasil, entre estes, C. pedicellatus Kunth. o
qual é classificado como segue:

e Familia Euphorbiaceae

e Tribo Crotoneae (Blume) Mill.Arg.

e SubTribo Eucrotoneae Griseb.

e Género Croton (L.) MUll.Arg.

e Secédo Eucroton Mull.Arg.

e Secéo Cleodora Mull.Arg.

e Seérie Medea Mull.Arg.

Croton pedicellatus Kunth (Figura 02) é uma planta de porte arbustivo,
bastante ramificado com folhas pequenas e aromaticas conhecido popularmente
como velame, que é o nome dado a varias espécies deste género. Esta espécie é

encontrada na regido nordeste nos Estados do Cear4, Maranh&o, Piaui, Bahia e por



http://florabrasiliensis.cria.org.br/search?taxon_id=172
http://florabrasiliensis.cria.org.br/search?taxon_id=318
http://florabrasiliensis.cria.org.br/search?taxon_id=319
http://florabrasiliensis.cria.org.br/search?taxon_id=5240
http://florabrasiliensis.cria.org.br/search?taxon_id=8929
http://florabrasiliensis.cria.org.br/search?taxon_id=8947
http://florabrasiliensis.cria.org.br/search?taxon_id=8966
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altimo no Rio Grande do Norte. Também existem relatos de sua ocorréncia fora do
Brasil, em regides da Colombia. De acordo com o melhor do nosso conhecimento

ndo existe qualquer relato de estudo quimico envolvendo esta espécie.

Figura 02 — Figura de Croton pedicellatus
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Figura 03 - Fotografia de C. pedicellatus Kunth.
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3. LEVANTAMENTO BIBLIOGRAFICO

3.1.Diterpenos clerodanos em Croton

Os diterpenos de esqueleto clerodano formam um grupo de terpendides
extremamente diversificados, com mais de 800 compostos conhecidos (MACIEL et
al., 2003). E uma das classes de terpenos mais frequentes em Croton, tendo sido

isolados mais de cem compostos de aproximadamente 30 espécies.

O nome clerodano foi dado em alusdo a substéncia chamada de
clerodina, isolada pela primeira vez de Clerodendrun infortunatum (Lamiaceae)
(Figura 04) (MACIEL et al., 2006).

Figura 04 — Estrutura do esqueleto clerodano e da clerodina

N
N
Ky

6Ac
OAc

Clerodina Clerodano (esqueleto bdsico)

Os diterpenos sdo metabdlitos secundarios com 20 atomos de carbono,
biogeneticamente derivados do acetato. Formam-se a partir de 04 unidades de
isopreno, formando seu precursor biogenético chamado de pirofosfato de geranil
geranila (SIMOESv 2004). Os clerodanos se formam por rearranjo concertado do
esqueleto labdano, e podem existir na forma de cis-clerodanos, pela migracdo da

metila 18, ou trans-clerodanos por migracao da metila 19 (Esquema 01).
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Esquema 01 — llustracdo de formacdo biogenética dos diterpenos de esqueleto

clerodano.

orp orp opp

oPP orp

oppP orp opp

Embora as formas cis e trans possam existir, ambas formadas pela
migracdo de uma das metilas ligadas ao C-4, para o C-5 (figura 05), o ultimo é
observado na maioria dos compostos isolados. Adicionalmente, observa-se que
todos os diterpenos clerodanos registrados na literatura apresentam configuragcao
relativa trans para os carbonos C-9 e C-10 (MACIEL et al., 2006).
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Figura 05 — Estruturas das formas cis e trans clerodanos

cis-clerodano trans- clerodano

Uma revisdo sobre diterpenos clerodanos obtidos de Croton abrangendo
o periodo de 1965 até 2005 foi publicada em 2006, na qual foi relatado a presenca
de 105 compostos. De acordo com o trabalho, as espécies das quais foram isolados
o maior niamero de compostos foram: C. eleuteria (24); C. cajucara (10); C.
schiedeanus (10) e C. sonderianus (8). (PALMEIRA JUNIOR et al., 2006). E
conforme pode ser observado, os trabalhos envolvendo isolamento de diterpenos

clerodanos em Croton foram impulsionadas na década de 1990 (Gréfico 01).

Gréfico 01 — Publicacdes referentes ao isolamento de clerodanos de Croton
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A partir da andlise da revisdo de Palmeira Junior (2006), e com o objetivo
de atualizar os dados sobre a presenca de clerodanos em espécies de Croton
realizou-se um levantamento bibliografico no Scifinder scholar usando o termo
“Croton” e posterior refinamento da pesquisa com o termo “clerodane”, para o
periodo de 2006 a 2012. A pesquisa revelou 28 trabalhos relacionados a diterpenos
clerodanos de Croton, incluindo atividade biologica, sintese, isolamento e

caracterizacao.

No periodo analisado, isto é, a partir de janeiro de 2006, foram isoladas
apenas seis novos compostos, sendo um de C. laevigatus (1), trés de C.
oblongifolius (2, 7 e 8), um de C. palanostigma (3) e um de C. glabellus (6). Com
base no levantamento observaram-se cinco substancias que foram relatadas pela
primeira vez em Croton, das espécies C. lechleri (4), C. palanostigma (5) e C.
oblongifolius (9 a 11). Também se verificou trés novos compostos (12 a 14), isolados
de C. insularis, que embora estejam em publicacdo de 2005, periodo de abrangéncia
da revisdo de Palmeira-Junior, ndo estdo citados na revisdo publicada em 2006
(Tabela 01).

Neste trabalho s&o apresentados cinco novos diterpenos clerodanos,
isolados das folhas de C. pedicellatus Kunth (15 a 19).
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Tabela 01 — Diterpenos clerodanos isolados de Croton no periodo de 2005 a 2011

PARTE DA

ESPECIE COMPOSTO PLANTA REFERENCIA ‘
C. laevigatus laevigatbenzoato (1) folhas Z0U et al., 2011
3,4,15,16-diepoxi-
C. oblongifolius  cleroda-13(16),14- (2) cascas PUDHON et al., 2011
diene-12,17-olideo
C. palanostigma 8-epicordatina (3) cascas docaule BRASIL etal., 2010
C. lechleri glicosideo do acido 4y |5tex DE MARINO et al., 2008
floribundico
C. palanostigma cordatina (5) cascas BRASIL et al., 2008
C. glabellus marrubiagenina (6) folhas GARCIA et al., 2006
dimetil 15,16-
epoxi-12-oxo-
C. oblongifolius  3,13(16),14-ent- 7)
clerodatrien-17,18-
dicarboxilato
metil 15,16-epoxi-
3,13(16),14-ent- o YOUNGSA-AD et al.,
C. oblongifolius clerodatrien-18,19-  (8) 2007
olideo-17-
carboxilato
C. oblongifolius  nasimaluna A 9)
C. oblongifolius nasimaluna B (20)
C. oblongifolius cis-colavenol (11)
C.insularis furocrotinsulolida A (12)
C. insularis furocrotinsulolida B (13) parte aérea GRAIKOU et al., 2005
C.insularis crotinsulactona (14)
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A seguir (Figura 06) sdo apresentadas as estruturas dos diterpenos
clerodanos isolados de espécies de Croton no periodo de 2005 a 2011 incluindo os
dados de RMN de *C. Também estdo presentes os compostos isolados de C.
pedicellatus que estdo sendo apresentados pela primeira vez neste trabalho. Os
dados de RMN foram obtidos em CDCl;, com excegédo dos compostos 12, 13, 14 e

15, que foram analisadas em CD3;OD.

Figura 06 —Estrutura dos diterpenos clerodanos isolados de Croton entre 2005 e 2011

MeOOC™ =
53,2 1755 OH

MeOOC™ =
53,4 1759 OH
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Figura 06 — Estrutura dos diterpenos clerodanos isolados de Croton de 2005 a 2011
(continuacéo)
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4. DETERMINACAO ESTRUTURAL DOS COMPOSTOS ISOLADOS DE C.

pedicellatus

4.1. Determinacdo estrutural de CP-1

Fracionamento cromatografico, utilizando CLAE semi-preparativa em fase
reversa, da fracdo diclorometano do extrato etanodlico das folhas de C. pedicellatus
resultou no isolamento de um composto incolor {[a]o?° - 7,5°, (c 0,08, CH3OH) tg =
6,05 min; H,O/CH30H 5,2:4,8; 4,72 mL/13 min}, denominado CP-1 (10,8 mg).

O espectro de massas de alta resolugdo obtido com ionizagdo por
electrospray (EMAR-IES) (Figura 11) mostrou um pico correspondente ao ion com
m/z 397,1263, relativo ao aduto de sodio ([M + Na]*) indicando a formula molecular
CoH2207Na (massa calculada = 397,1258, erro=7,05 ppm), a qual permite sugerir
indice de deficiéncia de hidrogénio (IDH) igual a 10.

O espectro de absor¢cdo na regido do infravermelho (Figura 12)
apresentou bandas caracteristicas de: deformacao axial de grupo hidroxila (em 3500
cm™); grupo carbonila de cetona (em 1680 cm™) e uma banda intensa em 1758 cm™

relativa a deformacao axial de carbonila de é-lactona (SILVERSTEIN et al., 2007).

O espectro de RMN de *H (acetona-ds, 500 MHz) (Figura 13), apresentou
sinais em & 6,54 (m, H-14), 7,61 (m, H-15) e 7,71 (m, H-16) revelando a presenca de
um anel furénico (SHIROTA et al.,, 2006). Neste experimento também foram
observados sinais em 6 5,59 (dd, J = 9,9 e 7,3 Hz, H-12), 4,79 (dd, J = 5,1 e 0,9 Hz,
H-2) e 4,50 (s, H-3) correspondentes a hidrogénios ligados a carbonos oxigenados,
assim como sinais para dois grupos metilicos em 6 1,17 (s, 3H-19) e 1,11 (d, J =
6,5Hz, 3H-17). Além dos sinais descritos, também foram verificados uma série de

sinais na faixa de 6 2,84 a 1,90 relativos a hidrogénios metinicos e metilénicos.

No espectro de correlacdo homonuclear *H,'H-COSY (Figura 14), foram
observados os acoplamentos vicinais entre os sinais em 6 6,54 (m, H-14) e 7,61 (m,
H-15); 5,59 (dd, J =9,9 e 7,3 Hz, H-12) € 2,83 (dd, J = 14,3 e 7,3 Hz, H-11a) e 2,62
(dd, J=14,3 e 9,9 Hz, H-11b); 2,78 (9, J = 6,5 Hz, H-8) e 1,11 (d, J = 6,5Hz, 3H-17);
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4,79 (dd, J = 5,1 e 0,9 Hz, H-2)/ 2,40 (dd, J = 15,0 e 5,0 Hz, H-10) e 2,66 [(dd, J =
15,0 e 5,0 Hz), 1,91 (t, J = 15,0 Hz) 2H-1] além de 4,50 (s, H-3) e 2,20 (s, H-4).

O espectro de RMN de ®C-BB (125 MHz, acetona-dgs) (Figura 15)
apresentou sinais correspondentes a 20 carbonos, indicando que a estrutura em
discusséo tratava-se de um diterpeno. A subtracdo dos sinais do espectro de RMN
13C-BB com o DEPT 135° (Figura 16) permitiu definir o padrdo de hidrogenac&o
relativo a cada carbono presente no espectro: 9 carbonos metinicos, 3 carbonos
metilénicos, 2 metilicos e 6 carbonos nao hidrogenados (Tabela 02).Com base na
teoria de deslocamento quimico, entre os carbonos metinicos, os sinais em 6 145,4
(C-15), 141,6 (C-16) e 109,2 (C-14) correspondem a carbonos sp?, enquanto os
sinais em & 83,2 (C-2) 73,3 (C-3) e 72,2 (C-12), referem-se a carbonos oxigenados.
Entre os carbonos ndo hidrogenados destacam-se os sinais em 6 206,9; 176,6 e
175,5 os quais sdo compativeis com carbonos carbonilicos de cetona (C-7) e
lactonas (C-18 e C-20), (PAVIA et al., 2010).

O espectro de correlacdo heteronuclear a uma ligacdo *H,**C-HSQC,
(Figura 17) mostrou as correlacées dos hidrogénios diastereotdpicos em: 6 2,83 (dd,
J=143 e 7,3Hz) e 2,62 (dd, J = 14,3 e 9,9 Hz) com o carbono em ¢ 44,5 (C-11); 6
2,75 (dl, J = 15,0) e 2,19 (dl, J = 15,0) com o carbono em & 52,6 (C-6); 6 2,66 (dd, J
=15,0e 50 Hz) e 1,91 (t, J = 15,0 Hz) com o carbono em & 27,8 (C-1), além de
permitir a correlacao direta de todos os hidrogénios metinicos e metilicos com seus

respectivos carbonos (Tabela 01).

Considerando os 20 sinais de carbono, incluindo aqueles caracteristicos
de anel furénico, e do sinal de carbono quaternario em 6 55,4 (C-9), pode-se sugerir
gue o metabdlito secundario em discussao trata-se de um diterpeno furanico de
esqueleto clerodano (Figura 07) contendo em sua estrutura um sistema espiro
(ATTA-UR-RAHMAR, 1992). Conforme levantamento bibliografico sobre os
constituintes quimicos isolados de espécies de Croton, estes compostos sdo
comuns no género (SILVEIRA et al., 1985, 2005).




DETERMINAGAO ESTRUTURAL 35

Figura 07 — Esqueleto furanoclerodano
o X

A presenca de um esqueleto clerodano furanico espiro aliado aos 3 sinais
de carbonilas no espectro de RMN de *C-BB justificaram 9 dos 10 graus de
insaturacdo do composto, devendo entédo, possuir mais um anel em sua estrutura

para satisfazer o IDH = 10, conforme observado através da formula molecular.

Através do espectro de correlacdo heteronuclear a longa distancia *H,**C-
HMBC (Figura 18) foi possivel confirmar a presenca do anel lacténico justificando o
altimo grau de insaturacdo pelas correlacdes observadas entre os hidrogénios H-4 (6
2,20, sl), H-3 (6 4,50, s) e H-2 (6 4,79, dd, J = 5,1 e 0,9 Hz) com o carbono C-18 (&
176,5), além do H-2 com C-10 (6 47,3). A posicado das duas outras carbonilas foi
determinada pelas correlagdes observadas entre os hidrogénios 2H-6 [(6 2,19, d, J =
15 Hz), (6 2,75, d, J =15 Hz)] e 3H-17 (6 1,11, d, J = 6,5 Hz) com o carbono C-7 (&
206,9); 2H-11 [(6 2,83, dd, J= 14,3 e 7,3 Hz) e (6 2,62, dd, J=14,3, 9,9 Hz)] com C-8
(6 50,5), C-9 (6 55,4), C-12 (6 72,2) e C-13 (6 126,3), alem dos hidrogénios H-12 (&
5,59,dd,J=9,9 e 7,3 Hz) e H-10 (6 2,40, dd, J = 15,0 e 5,0 Hz) com o carbono C-20
(6 175,5) (Figura 08).

Figura 08 — Estrutura de CP-1 com correlagbes de HMBC
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Por fim, a estereoquimica relativa de CP-1 foi determinada apo0s analise
do seu espectro de correlagdo espacial 'H,'H-NOESY (Figura 19). A correlacdo
entre o sinal dos hidrogénios do grupo metila (CH3-19), a-posicionado em C-5, com
H-3 e H-4 indicam uma B-orientacdo para a hidroxila em C-3, bem como para o anel
lacténico em C-2/C-4. A a-orientacdo do grupo metila CH3-17 foi definida através da
correlacdo entre os sinais de hidrogénio H-8 e H-10, enquanto, a estereoquimica da
Y-lactona foi estabelecida pela correlagcéo entre os sinais de CH3-17 e 2H-11 (Figura
09).

Figura 09 - Estrutura de CP-1 com correlacdes de *H,'"H-NOESY

Apoés detalhada analise dos dados espectrais de CP-1, sua estrutura foi
completamente determinada (Figura 10), e denominada 12,20:15,16-diepoxi-3-
hidroxi-7,20-dioxocleroda-13(16),14-dien-18,2-olideo (15). As plantas do género
Croton séo conhecidas como fontes de diterpenos dos mais diversos tipos de
esqueletos, entre os quais, 0s clerodanos. Estes compostos apresentam grande
diversidade estrutural, ja tendo sido isolados mais de 800 compostos (LEAL et al.,
2008). Apesar dos diterpenos com esqueleto clerodano serem muito comuns em
espécies do género Croton, uma detalhada pesquisa bibliografica mostrou que este

composto esta sendo relatado pela primeira vez.
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Figura 10 — Estrutura de CP-1

15

Tabela 02 - Deslocamentos quimicos de RMN de 'H e de *C-BB (500/125 MHz,
acetona-dg) de CP-1

C Joéc J& P | ]

2,66 (dd, 15,0; 5,0)

1 (278 |7or iae; H-10

2 832 479(dd 51:09) | H-la: H-3 H-4

3 733 450 (s) H-2: H-4 2H-1

4 |61l | 2.20(sl) H-2: 2H-6: 3H-19

5 409 |- 2H-6; H-10; 3H-19 | H-12
2,75 (dl, 15,0)

6 526 |510(4 150) 3H-19

7 2069 |- 2H-6 3H-17

8 |505 |2,78(q, 6.5) 3H-17 H-6b: H-11b

9 554 |- H-10; 2H-11 H-1b: 3H-17

H-2; 2H-6; H-8;

10 | 473 | 2,40 (dd, 15,0:5,0) | 2H-1 AT
2,83 (dd, 14,3: 7.3)

L 1445 1562 (dd. 14.3; 9.9) e

12 722 |559(dd, 9,9:73) |H-11b

13 |1263 |- H-14: H-16 H-11b; H-15

14 1092 | 6,54 (m) H-12: H-16

15 1454 | 7.61(m) H-14 H-16

16 | 1416 | 7.71(m) H-12

17 96 | 111(d,65)

18 1766 |- H-2: H-3

19 207 | 117(s) 2H-6; H-10

20 | 1755 | - H-10: H-112

* Multiplicidade e valor de constantes de acoplamentos sao informados entre parénteses
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Figura 11 — Espectro de massas de alta resolugédo (EMAR-IES) de CP-1
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Figura 13 — Espectro de RMN de *H (500 MHz, acetona-dg) de CP-1
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Figura 15 — Espectro de RMN de *C-BB (125 MHz, acetona-dg) de CP-1
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Figura 16 — Espectro de RMN de *C — DEPT 135 (125 MHz, acetona-dg) de CP-1
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Figura 17 — Espectro de *H,”*C-HSQC (500/125 MHz, acetona-ds) de CP-1
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Figura 18 — Espectro de *H,"*C-HMBC (500/125 MHz, acetona-dg) de CP-1
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Figura 19 — Espectro de *H,"H-NOESY (500 MHz, acetona-ds) de CP-1
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4.2 Determinacédo estrutural de CP-2

O composto CP-2 {[a]p?° = 10,5°, (c 0,12, CH3OH), 38,2 mg, PF 200,1-
202,3 °C tg = 10,04 min; H,O/CH30H 5,2:4,8; 4,72 mL/13 min}, cristais em forma de
agulhas, foi isolado utilizando CLAE semi-preparativa em coluna de fase reversa, a
partir da fracéo diclorometano do extrato etandlico das folhas de C. pedicellatus.

O espectro de massas de alta resolucdo obtido com ionizacdo por
electrospray (EMAR-IES) (Figura 24) mostrou um pico com m/z 487,1581,
correspondente ao aduto de sédio (M + Na]*), revelando a férmula molecular
Ca3H28010Na (massa calculada = 487,1575, erro=1,23 ppm), indicando IDH = 10.

O espectro de absor¢cdo na regido do infravermelho (Figura 25)
apresentou uma banda larga em 3382 cm™, caracteristica de deformacdo axial de
hidroxila, além de absorcdes intensas relativas a deformacédo axial de carbonilas em
1755 e 1724 cm™ (SILVERSTEIN et al., 2007).

O espectro de RMN de *H (500 MHz, CDCls) (Figura 26) apresentou
sinais em 6 6,39 (1H, d, J = 0,8 Hz), 7,44 (1H, m) e 7,48 (1H, m) revelando a
presenca de um anel furano; sinais referentes a hidrogénios oximetinicos em 6 5,50
(t, J = 8,4 Hz, H-12), 5,11 (dd, J = 6,4 e 4,5 Hz, H-3) e 4,22 (m, H-2), bem como
hidrogénios caracteristicos de metilas ligadas a carbono nao hidrogenado em ¢ 2,77
(s), 2,08 (s), 1,32 (s) e 1,31 (s). Outros sinais foram observados na faixa de 6 3,10 a
1,80 revelando a presenca de hidrogénios de grupos metinicos e metilénicos,

evidenciando a natureza terpénica de CP-2.

No espectro de RMN de *C-BB (125 MHz, CDCls), (Figura 27) foram
observados sinais correspondentes a 23 carbonos, que apds compara¢cdo com 0
DEPT 135 (Figura 28) foi definido o padrao de hidrogenagéo dos carbonos de CP-2:
8 carbonos metinicos, 3 carbonos metilénicos, 4 metilicos e 8 carbonos né&o
hidrogenados (Tabela 03).

A andlise dos dados espectrais e comparacdo com os dados de CP-1 (p.

36) permitiram sugerir que CP-2 tratava-se de um diterpeno furanico com estrutura
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semelhante a de CP-1. Os trés sinais de carbono adicionais foram atribuidos a um
grupo acetoxila e uma metoxila, justificados pelos sinais em 6 2,08 (3H, s)/21,1 (C-
2') e 170,1 (C-1’) e em 3,77 (3H, s)/53,0 nos espectros de RMN de *H e de *C-BB,
respectivamente. A posicdo do grupo acetoxila em C-3 foi determinada pelas
correlacbes observadas no espectro *H,"*C-HMBC (Figura 29) entre o hidrogénio H-
3(65,11;dd, J=6,4 e 4,5 Hz) e os carbonos C-4 (6 57,8), C-1" (6 170,1) e C-18 (&
175,6). De forma semelhante, as correlaces entre os hidrogénios da metoxila (3,77,
s), H-4 (6 2,85; d, J = 6,5Hz) e H-3 (6 5,11; dd, J = 6,5 e 4,5Hz) com C-18
confirmaram a posicao da metoxila. Outras correlacdes importantes para a definicao

completa da estrutura de CP-2 estdo sumarizadas no fragmento abaixo (Figura 20).

Figura 20 — Fragmento de CP-2 com correlacdes de HMBC
PR A
A
: \’%g :s 19 J.r"rrr
N
)"

Observou-se também diferenca na mutiplicidade do sinal correspondente
a metila-17 que passou de dupleto para simpleto, o que pode ser explicado pela
hidroxilagdo de C-8. A atribuicdo do sinal de C-8 foi confirmada pelas correlagbes
dos hidrogénios H-11 [(6 2,77, dd, J= 15,0 e 8,9Hz) e (6 2,59, dd, J=15,0, 8,2Hz)]
com C-8 e C-9, e de 3H-17 (1,31, s) com C-7 (6 206,4), C-8 (6 77,1) e C-9 (6 59,8)
(Figura 21).

Figura 21 — Fragmento 2 de CP-2 com correlagbes de HMBC
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A estereoquimica B para os grupos acetoxila e metil éster foi estabelecida
através do NOE (Figura 30) entre os hidrogénios 3H-19 com H-4 e H-3, e entre H-2 e
H-4. Os grupos hidroxila em C-2 e C-8 também foram B-posicionados com base na
interacdo espacial entre HO-2 e H-10, H-11a e 3H-17. A correlacdo NOE entre os
hidrogénios 3H-19 e H-4, 3H3-19 e H-3, H-11a e 3H-17 indicam que os hidrogénios
CHs3-19, H-4, H-3, e 3H-17 seguem orientacdo a. E ainda a interacdo espacial entre

OH-2 e H-10 mostra que estes estdo em orientacéo S (Figura 22).

Figura 22 — CP-2 com correlacdes de *H,'H-NOESY

A andlise dos dados de CP-2 aliado a comparacdo com CP-1, possibilitou
a sua completa elucidacao estrutural, cuja estrutura foi denominada 12,20:15,16-
Diepoxi-2,8-dihidroxi-3-acetoxi-7,20-dioxocleroda-13(16),14-dien-18-oato de metila
(16) (Figura 23). Pesquisa bibliografica nas bases de dados Scifinder scholar e
Science direct ndo resultaram em nenhuma ocorréncia para o composto supracitado,

o gque indica que este, a exemplo de CP-1, esta sendo descrito pela primeira vez.
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Figura 23 — Estrutura de CP-2

Tabela 03 - Deslocamentos quimicos de RMN de 'H e de *C-BB (500/125 MHz,
CDCls) de CP-2

[ Cc & & Py |¥ew
MeO-18 53,0 | 3,77 (s)

T 1701 | - H-3

2,07
1 |309 |185(dt 13829 |H1O
> 667 | 4.22(m) HO-2 H-4
2 211 | 2.08(s)
3 685 |511(dd, 64e45) | H-2; H-4 HO-3; H-1
4 578 | 2.85(d 65) H-3 H-2; H-6a; 3H-19
5 415 | - H-6b: 3H-19

3,01 (d, 12,1)
6 488 541 (d 121) Eride
7 2064 |- 2H-6 3H-17
8 771 - 3H-17 2H-11; H-6b
o |598 | - 2H-11; H-10 3H-17

H-2; 2H-11; H-4: H-

10 371 | 3,07(dd, 13,8;2,2) | 3H-19 b 3H-19

2,77 (dd, 15,0; 8,9)
111409 1 559(dd 150:82) |12
12 729 550 8,4) 2H-11
13 | 1253 |- H-12; H-14: H-16 | 2H-11: H-15
14 1082 | 6,39 (d, 0,8) H-15 H-12; H-16
15 | 1445 |7.44 (m) H-16
16 1392 | 7.48(s) H-12; H-14; H-15
17 191 | 1.31(s)
18 1756 | - H-4 MeO-18; H-3
19 218 |1,32(s) H-4; H-6b; H-10
20 1760 @ - H-12: 2H-11; H-10

* Multiplicidade e valor de constantes de acoplamentos sao informados entre parénteses
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Figura 24 — Espectro de massas de alta resolucédo (EMAR-IES) de CP-2
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Figura 26 — Espectro de RMN de *H (500 MHz, CDCl;) de CP-2
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Figura 28 — Espectro de RMN de **C — DEPT 135 (125 MHz, CDCls) de CP-2
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Figura 30 — Espectro de *H,"H-NOESY (500 MHz, CDCls) de CP-2
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4.3 Determinacéao estrutural de CP-3

O composto denominado CP-3 {[a]p?° - -21,7°, (c 0,12, CH;OH), 26,3 mg,
PF 201,8-204,1 °C, tgr = 12,39 min; H,O/CH3OH 5,2:4,8; 4,72 mL/13 min}, um s6lido
cristalino, foi isolado utilizando CLAE semi-preparativa em coluna de fase reversa a

partir da fracao diclorometano do extrato etandlico das folhas de C. pedicellatus.

A formula molecular C,3H2309Na (massa calculada = 471,1626, erro=0,85
ppm) foi determinada através do espectro de massa de alta resolugdo obtido com
ionizacao por electrospray (EMAR-IES) (Figura 33), através do pico correspondente
ao aduto de sodio (M + Na]*) com m/z 471,1630. Como pode ser observada, a
férmula molecular de CP-3 difere em apenas um atomo de oxigénio em relacdo a
CP-2 (FM= Cy3H25010 p. 42).

Os espectros de IV(Figura 34), RMN de 'H e de *C-BB de CP-3 (Figuras
35-37) mostraram-se semelhantes aos de CP-2, indicando que estes compostos séo
analogos. As principais diferencas entre estes dois compostos se deram pela
auséncia do sinal com deslocamento quimico em 6 77,1 (C-8) e surgimento do sinal
em 06 50,4, pela protecdo do grupo metila CH3-17, que passou de 6 19,1 em CP-2,
para & 9,5 em CP-3, e no espectro de RMN de *H o sinal correspondente a este

grupo metilico passou de simpleto para dupleto (Tabela 04).

As correlacdes a longa distancia entre o sinal de hidrogénio em & 2,46 (q,
J = 7,0 Hz, H-8) com os sinais de carbonos em 6 205,5 (C-7), 55,9 (C-9), 45,2 (C-
11), 9,5 (C-17) e 175,3 (C-20) (Figura 38), corroboram com a estrutura proposta, ou
seja, uma estrutura semelhante a de CP-2, mas sem o grupo hidroxila em C-8.
Outras correlagcdes que confirmaram a proposta estdo mostradas na sub-estrutura

abaixo (Figura 31).
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Figura 31 — Fragmento de CP-3 com correlacdes observadas no HMBC

A analise dos dados espectrais de CP-3, bem como a comparacao destes
com os de CP-2, permitiram concluir que CP-3 trata-se do 12,20:15,16-diepoxi-2-
hidroxi-3-acetoxi-7,20-dioxocleroda-13(16),14-dien-18-oato de metila (17) (Figura
32). A exemplo de CP-1 e CP-2, este metabdlito secundario esta sendo relatado
pela primeira vez.




Figura 32 — Estrutura de CP-3
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Tabela 04 - Deslocamentos quimicos de RMN de 'H e de **C-BB (500/125 MHz,
CDCls) de CP-3 e CP-2.

<
®
=00
=
%)

OCoooo~N O abhwdNpN -

=
o

11

12
13
14
15
16
17
18
19
20

CP-3
Oc OH
530 | 3,77 (s)
169,9 | -
a1, | 215(d,140,27)
2| 188 (dt, 14.0; 3,0)
66,7 | 425 (m)
211 | 2,08 (s)
68.4  5.15(dd, 10,5: 4,0)
575 | 2,88 (d, 6,5)
421 -
2,33 (d, 12,0)
923 1520(d, 12.0)
2055 | -
50,4 | 2,46 (q,7,0)
55,9 -
412 | 2,86 (dd, 13,0; 2,0)
4o, | 279(dd,14585)
452 1550 (dd, 14,5; 9.0)
722 | 547t 85)
1252 |-
1080 | 6,37 (sl)
1445 | 7.43
139.8 | 7.44
95 | 1,11(d, 7,0)
1758 | -
216 | 1,33(s)
1753 |-

CP-2
5c 51
53,0 3,77 (s)
170,1 }
2,07
30.9 1.85 (dt, 13,8; 2,9)
66,7 4.22 (m)
21.1 2.08 (s)
68.5 5.11 (dd, 6,4; 4,5)
57.8 2.85 (d, 6,5)
415 i
3,01 (d, 12,1)
40.8 2.11 (d, 12.1)
206,4 i
771 -
59,8 -
a7l 3,07 (dd, 13.8: 2,2)
2.77 (dd, 15.0; 8.9)
40.9 259 (dd. 15.0: 8.2)
72,9 5.50 (t, 8,4)
125,3 i
108.2 6,39 (d, 0,8)
1445 7.44 (m)
1392 7.48 (s)
19,1 1,31 (s)
175.6 i
21,8 1,32 (s)
176.,0 :

* Multiplicidade e valor de constantes de acoplamentos sdo informados entre parénteses
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Figura 33 — Espectro de massas de alta resolucédo (EMAR-IES) de CP-3
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1
Figura 35 — Espectro de RMN de "H (500 MHz, CDCl3) de CP-3
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Flgura 36 — Espectro de RMN de C-BB (125 MHz, CDCI3) de CP-3
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Figura 37 — Espectro de RMN de **C — DEPT 135 (125 MHz, CDCl;) de CP-3
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4.4 Determinacao estrutural de CP-4

O fracionamento cromatografico da fracdo diclorometano do extrato
etandlico de C. pedicellatus resultou no isolamento de um sdélido incolor codificado
de CP-4 {[a]p® - 2,1°, (c 0,45, CH30H), 9,8 mg, tr = 6,22 min, H,O/CH3;OH 1:1; 4,72
mL/12 min}. O isolamento de CP-4 foi realizado por CLAE utilizando coluna semi-

preparativa de fase reversa.

O espectro de massas de alta resolucdo obtido com ionizacdo por
electrospray (EMAR-IES) (Figura 41) mostrou um pico com m/z 487,1574,
correspondente ao aduto de sodio (M + Na]*) indicando a férmula molecular
Co3Hzs010Na (massa calculada = 487,1575, erro= -0,21 ppm), portanto,

apresentando a mesma composi¢ao molecular de CP-2 (FM= Cy3H2010, p. 42).

A comparacdo dos dados RMN de 'H e de *C-BB de CP-4 (Figuras 42-
44) com os de CP-2 somados aos observados no espectro de massas confirmou

que estes metabdlitos secundarios tinham estruturas muito semelhantes (Tabela 05).

No espectro 'H,'*C-HMBC (Figura 45) observou-se correlaces do
hidrogénio em 6 5,26 (g, J = 2,9 Hz, H-2) com os carbonos C-10 (6 37,5), C-1’ (&
170,7), C-4 (6 55,8), C-3 (6 67,1) e C-1 (6 27,3), indicando que, ao contrario de CP-
2, em CP-4 o grupo acetoxila encontra-se localizado em C-2 enquanto o grupo

hidroxila encontra-se em C-3 (Figura 39).

Figura 39 — Fragmento de CP-4 com correla¢cdes do HMBC
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A interpretacédo dos dados espectrais de CP-4 combinado a comparacao
com os de CP-2 foram suficientes para concluir que o composto em discusséo trata-
se de 12,20:15,16-Diepoxi-3,8-dihidroxi-2-acetoxi-7,20-dioxocleroda-13(16),14-dien-

18-oato de metila (18)(Figura 40), mais um diterpeno clerodano furanico inédito.




Figura 40 — Estrutura de CP-4
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Tabela 05 - Deslocamentos quimicos de RMN de *H e de **C-BB (500/125 MHz,

3__

=
@D

=00
'_\
(o]

©ooo~N o abhwNND P

[EEN
o

11

12
13
14
15
16
17
18
19
20

CDCl3) de CP-4 e CP-2.

Oc
52,1
170,7

27,3

72,8
21,2
67,1
55,8
40,7

46,2

206,7
77,4
59,5
37,5

40,9

72,5
125,2
108,2
1445
140,0
19,2
175,8
22,7
1722

CP-4
O

3,80 (s)

2,16 (td, 14,5; 3,0)
1,84 (dt, 14,5; 2,5)
5,26 (q, 3,0)

2,09 (s)

4,24 (m)

2,54 (d, 5,0)

3,93 (d, 13,0)

2,03 (d, 13,0)

3,53 (dd, 13,5; 3,0)
2,83 (dd, 15,0; 9,0)
2,36, (dd,15,0; 8,0)
5,42 (t, 8,5)

6,40 (d, 1,5)
7,45 (t, 1,5)
7,49 (m)
1,35 (s)

1,26 (s)

CH
53,0
170,1

30,9

66,7
21,1
68,5
57,8
41,5

46,8

206,4
77,1
59,8
371

40,9

72,9
125,3
108,2
144,5
139,2
191
175,6
21,8
176,0

JchH
3,77 (S)

2,07

1,85 (dt, 13,8; 2,9)
4,22 (m)

2,08 (s)

5,11 (dd, 6,4; 4,5)
2,85 (d, 6,5)

3,01 (d, 12,1)
2,11 (d, 12,1)

3,07 (dd, 13,8: 2,2)
2,77 (dd, 15,0; 8,9)
2,59 (dd, 15,0; 8,2)
5,50 (t, 8,4)

6,39 (d, 0,8)
7,44 (m)
7,48 (s)
1,31 (s)

-1,32 (s)

* Multiplicidade e valor de constantes de acoplamentos sdo informados entre parénteses
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Figura 41 — Espectro de massas de alta resolu¢gédo (EMAR-IES) de CP-4
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Figura 43 — Espectro de RMN de **C-BB (125 MHz, CDCl;) de CP-4
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Figura 44 — Espectro de RMN de **C — DEPT 135 (125 MHz, CDCl;) de CP-4
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Figura 45 — Espectro de *H,"*C-HMBC (500/125 MHz, CDCl;) de CP-4
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4.5 Determinacgéo estrutural de CP-5

A substancia CP-5 {[a]p® - 15,9° (c 0,10, CH3;OH), 17,2 mg, PF 165,0-
167,1 °C, tr = 9,33 min, H,O/CH3OH 1:1; 4,72 mL/12 min} apresentou-se como um
sOlido amorfo amarelado. Este foi isolado por CLAE, utlizando coluna semi-
preparativa de fase reversa, a partir da fracdo diclorometano do extrato etandlico das

folhas de C. pedicellatus.

O espectro de massa de alta resolucdo obtido com ionizacdo por
electrospray (EMAR-IES) (Figura 48) mostrou um pico com m/z 471,1637,
correspondente ao aduto de sodio (M + Na]’), indicando a férmula molecular
Co3H2809 (massa calculada = 471,1626, erro= 2,33 ppm), consequentemente um
isdbmero de CP-3 (p. 50), haja vista que ambos apresentam a mesma férmula

molecular.

Os dados de espectrometria de massa, IV(Figura 49) e RMN de 'H e de
13C-BB (Figuras 50-52) de CP-5 quando comparados aos de CP-3, revelaram uma
estreita semelhanca entre os dois compostos, permitindo inferir que estes

compostos sdo isébmeros (Tabela 06).

A diferenca entre CP-5 e CP-3 foi confirmada pelas correlacbes
observadas no espectro *H,**C-HMBC (Figura 53) entre o hidrogénio H-2 (5 5,27, q,
J = 3,0 Hz) com os carbonos C-10 (6 41,3), C-1’ (6 170,7), C-4 (6 55,6), C-3 (6 67,1)
e C-1 (6 27,5), indicando que CP-5 foi acetilado no carbono 2 diferindo de CP-3,

onde o grupo acetilado reside em C-3 (Figura 46).

Figura 46 — Fragmento de CP-5 com correlagdes observadas no HMBC
Z@Ao
0 3
HO
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Com base nos dados expostos, pode-se concluir que o composto CP-5 é
o 12,20:15,16-Diepoxi-3-hidroxi-2-acetoxi-7,20-dioxocleroda-13(16),14-dien-18-oato
de metila (19) (Figura 47), mais um diterpeno analogo aos descritos anteriormente e
que, como aqueles, também teve seu ineditismo confirmado pela auséncia de

registros nas bases de dados de referéncias bibliograficas para sua estrutura.
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Figura 47 — Estrutura de CP-5

19

Tabela 06 - Deslocamentos quimicos de RMN de 'H e de **C-BB (500/125 MHz,
CDCl3) de CP-5 e CP-3

WW

C
MeO-18
1’

[EEN

O©OoOo~N O obhwdNN

=
Bk O

12
13
14
15
16
17
18
19
20

c
52,0
170,7

27,5

12,7
21,1
67,1
55,6
41,5

51,2

206,9
50,3
55,7
41,3

44,9

71,8
1251
108,1
144.6
140,0
9,6
172,0
22,4
175,5

3,78 ()

2,23 (td, 14,5; 3,0)
1,86 (dt, 14,5; 3,0)
5,27 (t, 3,0)

2,10 (s)

4,25 (sl)

2,54 (d, 6,0)

2,24 (d, 12,5)
2,17 (d, 12,5)

2,58 (q, 6,0)

3,36 (dd, 14,5; 3,0)
2,82

2,56 (d, 8,5)

5,40 (t, 8,5)

6,39 (d, 1,0)
7,45 (d, 1,5)
7,48 (sl)

1,13 (d, 6,5)

-1,24 (s)

c
53,0
169,9

31,2

66,7
21,1
68,4
57,5
42,1

52,3

205,5
50,4
55,9
41,2

45,2

72,2
125,2
108,0
1445
139,8
9,5
175,8
21,6
175,3

H
3,77 (s)

2,15 (dd, 14,0,)
1,88 (dt, 14,0; 3,0)
4,25 (m)

2,08 (s)

5,15 (dd, 10,5; 4,0)
2,88 (d, 6,5)

2,33 (d, 12,0)
2,20 (d, 12,0)

2,46 (q, 7,0)

2,86 (dd, 13,0; 2,0)
2,79 (dd, 14,5; 8,5)
2,50 (dd, 14,5; 9,0)
5,47 (t, 8,5)

6,37 (sl)
7,43

7,44

1,11 (d, 7,0)

-1,33 (s)

* Multiplicidade e valor de constantes de acoplamentos sdo informados entre parénteses
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Figura 48 — Espectro de massas de alta resolu¢cédo (EMAR-IES) de CP-5
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Figura 49 — Espectro na regiéo do Infravermelho (FT-IR) de CP-5
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Figura 50 — Espectro de RMN de 'H (500 MHz CDCI3) de CP-5
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Figura 52 — Espectro de RMN de **C — DEPT 135 (125 MHz, CDCls) de CP-5
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Figura 53 — Espectro de *H,"*C-HMBC (500/125 MHz, CDCl;) de CP-5
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4.6 Determinacédo estrutural de CP-6

O fracionamento cromatogréfico, utilizando CLAE, da fracdo acetato de
etila (CPFE-Ac4) do extrato etandlico das folhas de C. pedicellatus levou ao
isolamento de um soélido amorfo amarelo (tr = 15,61 min, H,O/CH3CN 7,3:2,7; 4,72
mL/20 min), com faixa de fusdo entre 218,1-219,4 °C denominado CP-6 (100,9 mg).

O espectro de massa de alta resolugdo obtido com ionizacdo por
electrospray (EMAR-IES) (Figura 57) mostrou um pico com m/z 617,1223,
correspondente ao aduto de sodio (M + Na]*) indicando a férmula molecular

C3oH26013Na (massa calculada = 617,1266, erro=-6,97 ppm).

O espectro de absorgdo na regiao do infravermelho (V) (Figura 58)
apresentou bandas caracteristicas de deformacgéo axial de grupo hidroxila (3461 cm’
1) e carbonilas (1710 / 1606 cm™) (SILVERSTEIN et al., 2007).

O espectro de RMN de **C-BB (125 MHz, CDs0D) (Figura 59) apresentou
20 sinais para carbonos aromaticos e carbonilicos, além de 6 sinais em regido
caracteristica de carbonos sp® oxigenados (Tabela 07), sugerindo que o composto

CP-6 tratava-se de um heterosideo flavonoidico.

O espectro de RMN de *H (500 MHz, CD;0D) (Figura 61) apresentou um
par de dupletos em 6 7,97 (2H, J = 8,9 Hz) e 6,80 (2H, J = 8,9 Hz), indicando a
presenca de um anel aromatico com padréo de substituicdo para, bem como outro
par em ¢ 6,28 (1H, J = 1,8 Hz) e 6,12 (1H, J = 1,8 Hz), indicando a presenca de
hidrogénios meta posicionados de um esqueleto flavonoidico (PARK et al., 2007).
Foram observados também sinais em 6 5,24 (1H, d, J =7,6 Hz), 4,30 (1H, dd, J =
11,9, 2,1 Hz), 4,19 (1H, dd, J = 11,9, 6,7 Hz), 3,49 (3H, m) e 3,34 (1H, m)
confirmando a presenca de uma unidade $-glicosidica. Adicionalmente, observou-se
também dois pares de dupletos em 6 7,28 (2H, J = 8,6 Hz) e 6,78 (2H, J = 8,6 Hz),
sugerindo a presenca de um segundo anel aromatico para-substituido, bem como
sinais em 6 7,39 (1H, J = 15,9 Hz) e 6,07 (1H, J = 15,9 Hz), atribuidos a uma dupla
ligacdo com configuracdo trans. A unido desses dados permitem sugerir a presenca

de um grupo p-cumaroil na molécula. (ZHANG et al., 2007)
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Os deslocamentos quimicos da aglicona flavonoidica foram confirmados
pelas correlacdes observadas no espectro 'H,**C-HMBC (Figura 63) entre os
hidrogénios H-2’ (6 7,97, d, J = 8,9 Hz) com os carbonos C-2 (6 161,6), C-3’ (0
116,2) e C-4’ (6 159,5), H-6 (6 6,12, d, J = 1,8 Hz) com C-5 (6 163,1), C-7 (6 166,0),
C-8 (6 95,0) e C-10 (6 105,7) e H-8 (6 6,28, d, J = 1,8 Hz) com C-4 (6 179,5), C-6 (&
100,2), C-7 (6 166,0), C-9 (6 158,5) e C-10 (6 105,7), como mostrado abaixo (Figura
54).

Figura 54 — Fragmento de CP-6 com correla¢des observadas no HMBC

A andlise do espectro HMBC de CP-6 também permitiu confirmar os
deslocamentos quimicos referentes ao grupo p-cumaroil, bem como a posi¢cao onde
este se encontrava ligado, através das correlacées entre os hidrogénios H-2""/6"" (&
7,28, 2H, d, J = 8,6 Hz) com C-3"” (6 116,9), C-4” (6 161,3) e C-7"" (6 146,7), H-7"”
(67,39, 1H, d, J = 15,9 Hz) com C-1"" (6 127,2), C-2"” (6 131,3), C-8” (6 114,9) e C-
9 (6 168,9) e entre 2H-6” (4,30, dd, J = 11,9, 2,1 Hz) e (4,19, dd, J = 11,9, 6,7 Hz)

com o carbono carbonilico C-9" (5 168,9).

Figura 55 — Fragmento 2 de CP-6 com correlacdes observadas no HMBC

. f\wmﬁ

Por fim, a correlacdo entre o hidrogénio anomérico H-1" (6 5,24, d, J =7,6
Hz) com o carbono-3 (6 135,4) da aglicona permitiu detrminar a posi¢éo da unidade

de acucar.
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ApOs andlise espectral e comparagdo com dados obtidos da literatura
(SILVA et al., 2005), pode-se concluir que CP-6 se tratava do flavonoide 6”-O-p-
cumaroil-B-glicopiranosilcanferol, comumente conhecido como tilirosideo (20), ja
isolado anteriormente de outras espécies de Croton gnaphalii (LENCINA et al., 2001)
(Figura 56).




Figura 56 — Estrutura de CP-6
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20

Tabela 07 - Deslocamentos quimicos de RMN de 'H e de **C-BB (500/125 MHz,
CD30D) de CP-6 e tilirosideo (200/50 MHz, CDzOD) (SILVA, 2005).

Tilirosideo

] AC4-2

C ] 13C 51H

2 161,6 -

3 135,4 -

4 179,5 -

5 163,1 -

6 100,2 |6,12(d, 1,8)

7 166,0 -

8 95,0 6,28 (d, 1,8)

9 158,5 -

10 105,7 -

1’ 122,8 -
2/6° | 132,4 |7,97(d, 8,9)
3/5 | 116,2 |6,80(d, 8,9)
4 159,5 -

17 104,2 | 5,24 (d, 8,3)
2" 75,9 3,48

3" 78,2 3,46 (t, 9,6)
4” 71,9 3,39 (d, 9,6)
5" 75,9 3,50 (m)

6” 64,5 4,30 (dd, 11,9; 2,1)

4,19 (dd, 11,8; 6,7)
1" 127,2 -
2”/6™ | 131,3 |7,28(d, 8,6)
37/5” 1 116,9 | 6,78 (d, 8,6)

4 161,3 -

7” 146,7 7,39 (d, 15,9)
8” 114,9 | 6,07 (d, 15,9)
9 168,9 -

55
159,2
135,2
179,2
162,7
99,9
165,7
94,9
158,2
105,0
122,6
132,2
116,7
161,4
104,1
75,7
78,0
71,7
75,7
64,3

127,0
131,1
116,0
161,0
146,5
1147

o

6,11 (d, 2,0)

6,27 (d, 2,0)

7,96 (d, 9,0)
6,79 (d, 9,0)

5,23, (d, 7,6)
3,34-3,38 (M)
3,34-3,38 (m)
3,34-3,38 (m)
3,16-3,25 (m)
4,19 (dd, 11,8; 2,2)
4,06 (dd, 11,6 6,4)

7,25 (d, 8,6)
6,77 (d, 8,6)

7,38 (d, 16,0)
6,05 (d, 16,0)

*Multiplicidade e valor de constantes de acoplamentos sao informados entre parénteses
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Figura 57 — Espectro de massas de alta resolucédo (EMAR-IES) de CP-6
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Figura 59 — Espectro de RMN de **C-BB (125 MHz, CDs0D) de CP-6
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Figura 60 — Espectro de RMN de **C — DEPT 135 (125 MHz, CD3;OD) de CP-6
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Figura 61 — Espectro de RMN de *H (500 MHz, CDs0D) de CP-6
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Figura 62 — Espectro de *H,"*C-HSQC (500/125 MHz, CD;0D) de CP-6
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Figura 63 — Espectro de *H,"*C-HMBC (500/125 MHz, CDsOD) de CP-6
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4.7 Determinacao estrutural de CP-7

O fracionamento por CLAE da fracdo acetato de etila do extrato etanolico
das folhas de C. pedicellatus (CPFE-Ac4) culminou no isolamento de um sdélido
amorfo amarelo (tg = 14,9 min, H,O/CH3CN 7,3:2,7; 4,72 mL/20 min) com faixa de
fuséo 208,6-209,4 °C, denominado CP-7 (12,3 mg).

O ion observado no espectro de massas de alta resolucao (electrospray)
(EMAR-IES) (Figura 65), apresentou m/z 617,1226 correspondente ao aduto de
sédio ([M + NaJ%), indicando a férmula molecular CzH»013Na (massa calculada =
617,1266, erro= -6,48 ppm), coincidindo com a férmula molecular observado para
CP-6 (p. 68).

O espectro de absorcdo na regidao do infravermelho (IV) (Figura 66)
apresentou-se muito semelhante ao de CP-6, com bandas caracteristicas de
deformacdo axial de hidroxilas e carbonilas em 3390 e 1717/1604 cm™
(SILVERSTEIN et al., 2007).

Analogamente a CP-6, o espectro de RMN de *H (500 MHz, piridina-ds)
(Figura 67) apresentou sinais que confirmam o mesmo padrao de substituicido para o
anel A, com sinais para H-6 em 6 6,71 e para o H-8 em 6 6,73. O sinal em 6 13,19
(1H, s) foi atribuido a hidroxila ligada ao carbono C-5 formando ligacédo de hidrogénio
com o carbono carbonilico. A presencga do sistema AA’BB’ no anel B foi confirmada
pelo espectro de RMN de *H, através dos dupletos correspondentes aos hidrogénios
H2'/6’ em 6 8,48 (J = 8,6 Hz) e H3’/5’ 6 7,19 (J = 8,6 Hz) indicando que a aglicona

tratava-se do canferol.

A presenca do grupo cumaroil foi evidenciada pela observacdo no
espectro de RMN de *H dos sinais relativos a H2"’/6"” em & 7,52 (2H, d, J = 8,9 Hz)
e H3”/5” em 6 7,16 (2H, d, J = 8,9 Hz), bem como de hidrogénios relativos a

insaturacdo com configuracao trans: H7’” em o6 7,84 (1H, d, J = 15,8 Hz) e H8” &
6,48 (1H, d, J = 15,8 Hz).
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Os sinais observados no espectro de RMN de **C-BB (125 MHz, piridina-
ds) (Figura 68) em 6 105,5 (C-1), 73,6 (C-2), 75,6 (C-3), 70,3 (C-4), 75,2 (C-5) e 64,8
(C-6) denotam a presenca de uma unidade piranosidica, cuja comparacdo com 0s
dados de CP-6 mostrou que este ndo se tratava da glicose, mas de uma unidade
galactopiranosidica (VEGA et al., 2007).

A andlise dos dados de RMN, EMAR-IES, IV e comparagcdo com CP-6 e
ainda com dados da literatura permitiram concluir que o composto CP-7 é o
flavondide 6”-O-p-cumaroil-B-galactopiranosilcanferol (21), descrito pela primeira vez

no género Croton (Figura 64).
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Figura 64 — Estrutura de CP-7

Tabela 08 - Deslocamentos quimicos de RMN de *H e de **C-BB de CP-7 (500/125

MHz, piridina-ds), CP-6 (500/125 MHz, CD30D) e 6”-O-p-cumaroil-3-

galactopiranosilcanferol (100 MHz, CD3;0D, VEGA, 2007).
6”’-O-p-cumaroil-B-

galactopiranosilcanferol

C ¢ 3 3¢ 8
2 1623 |- 161,6 159,1
3 1357 - 135,4 135,5
4 1793 | - 179,5 179,7
5 1632 - 163,1 161,6
6 | 1004 | 6,71 100,2 100,1
7 1665 | - 166,0 166,1
8 |951 |6,73 95,0 94,8
9 1581 - 158,5 158,4
10 | 105,7 | - 105,7 105,5
17 1223 - 1228 122.,6
2'/6' | 132,5 | 8,48 (d, 8,6) 132,4 132,2
3/5 | 116,6 | 7,19 (d, 8,6) 116,2 116,0
4 1584 | - 159,5 161,2
1”7 1055 | 6,12 (d, 7,7) 104,2 105,0
2 736 |4,81(m) 75,9 72,9
3" 756 | 4,33 (m) 78,2 74,9
4" 70,3 |4,43(s) 71,9 70,6
5" 752 | 4,32 (m) 75,9 74,8
6" 64,8 |4,95(dd, 10,9;7,7) |64,5 64,4
4,83 (dd, 10,9; 4,5)
1 126,6 | - 127,2 127,1
2716 | 131,2 | 7,52 (d, 8,9) 131,3 131,1
3”/5” | 117,3 | 7,16 (d, 8,9) 116,9 116,7
4” 1619 | - 161,3 161,2
7" 1458 7,84 (d, 15,8) 146,7 146,6
8” | 1154 | 6,48 (d, 15,8) 114,9 114,7
9" | 1677 - 168,9 168,7
HO-5 | - 13,19 (s)

* Multiplicidade e valor de constantes de acoplamentos sdo informados entre parénteses
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Figura 65 — Espectro de massas de alta resolugdo (EMAR-IES) de CP-7
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Figura 66 — Espectro na regido do Infravermelho (FT-IR) de CP-7
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Figura 67 — Espectro de RMN de *H (500 MHz, piridina-ds) de CP-7
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Figura 69 — Espectro de RMN de **C — DEPT 135 (500 MHz, piridina-ds) de CP-7
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4.8 Determinacao Estrutural de CP-8

O composto denominado CP-8 (PF 203-205 °C, tg = 17,79 min,
H,O/CH3CN 7,3:2,7; 4,72 mL/20 min) foi obtido por CLAE a partir da fragéo acetato
de etila do extrato etandlico de C. pedicellatus. Este foi isolado como um sélido

amorfo amarelo (23,2 mg).

O espectro de massas de alta resolu¢cdo com ionizacao por electrospray
(EMAR-IES) (Figura 73) de CP-8 apresentou o0 pico com m/z 647,1330,
correspondente ao aduto de sédio (M + Na]®) revelando a férmula molecular
Cs1H28014Na (massa calculada = 647,1371, erro= -6,34 ppm), a qual difere 30 Da
guando comparado a CP-6 (CzoH26013Na, p. 68), permitindo sugerir que pode ter

havido a substituicdo de um hidrogénio por um grupo metoxila.

O espectro de RMN de *H (500 MHz, CDsOD) (Figura 74) de CP-8
apresentou sinais para dois hidrogénios meta posicionados, com sinais para H-6 em
606,11 (d, J=1,7 Hz) e para H-8 em & 6,27 (d, J = 1,7 Hz), confirmando o padréo de
substituicdo para o anel A. No entanto, para o anel B foram observados 3 sinais, em
6785(d,J=19Hz H-2); 7,54 (dd, J=1,9 e 8,4 Hz, H-6’) € 6,82 (d, J = 8,4 Hz, H-
5’), indicando um padrao de substituicdo do tipo AMX, o que foi confirmado pelo
espectro *H,'H-COSY («) (Figura 77) através do acoplamento de H-6’ com H-5" (J =
8,4 Hz) e com H-2’ (J = 1,9 Hz) (Figura 70).

Figura 70 — Fragmento de CP-8

O sinal presente no espectro de RMN de *H em & 3,90 (3H, s) foi atribuido
a um grupo metoxila, que foi posicionado no anel B da aglicona, através do

acoplamento observado no espectro *H,"H-NOESY («) entre H-2’ e 3H-CH30, e das
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correlacées observadas no espectro de 'H,”*C-HMBC (—) (Figura 78) entre os
hidrogénios da metoxila com o carbono C-2’ (6 114,4) e de H-2' com C-3’ (6 148,4).
No HMBC foi possivel ainda confirmar a posicédo dos hidrogénios aromaticos atraves
das correlagdes de H-2° com C-1’ (6 123,1), C-2 (6 151,0) e C-4’ (6 158,9) bem como
entre H-6’ com C-2 e C-4’ (Figura 71).

Figura 71 - Fragmento de CP-8 com correlagdes observadas no HMBC

Foram observados ainda sinais relativos ao grupo cumaroil no espectro
de RMN *H: H2"’/6™” em & 7,52 (2H, d, J = 8,9 Hz) e H3"/5” em &6 7,16 (2H, d, J =
8,9 Hz), além de hidrogénios H7”” em 6 7,84 (1H, d, J = 15,8 Hz) e H8"” 6 6,48 (1H,
d, J = 15,8 Hz).

Os sinais observados no espectro de RMN de **C-BB (125 MHz, CDs0D)
(Figura 75) para o carbono anomérico C-1"(6 104,1), C-2” (6 76,0), C-3” (6 78,2), C-
4” (6 72,0), C-5” (6 76,0) e C-6” (6 64,4), bem como a comparacdo destes com 0s
dados de CP-6 evidenciaram a presenca da unidade glicosidica (Tabela 09). Através
das correlagbes de H-1" com C-3 e 2H-6" com C-9”, observadas no HMBC foi
possivel determinar a posigdo do grupo cumaroil ligado ao carbono 6” da

glicopiranose, bem como desta ao carbono C-3 da aglicona flavonoidica.

A analise dos dados de RMN, EMAR-IES, e comparacdo com os dados
de CP-6 e referéncias, permitiram concluir que o composto CP-8 tratava-se do

flavondide 6”-O-p-cumaroil-B-D-glicopiranosil-3’-metoxicanferol (22) (Figura 72).




Figura 72 — Estrutura de CP-8
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Tabela 09 - Deslocamentos quimicos de RMN de 'H e de *C-BB (500/125 MHz,

CD:OD) de CP-8 e CP-6.

OEUI-ECQI\E—‘:'SQOOO\IOU‘IAOOI\)OI

O abhwN =

2’6
37/5”
4
7
8"
9
CH30

-

5 !!c G!H 5 !!C
151,0 ) 161,6
135.4 i 135.4
179.4 i 179.5
163.1 i 163.1
100,3 6,11 (d, 1,6) 1002
166.7 : 166.0
95,1 6,27 (d, 1.6) 95,0
1585 } 1585
105.6 i 105.7
123.1 i 1228
114.4 7,85 (d, 1,9) 132.4
148.4 i 116.2
158.9 i 159.5
116.1 6,82 (d, 8.4) 116.2
124.0 753 (dd, 1,9 e 8,4) 132.4
1041 5.33, (d, 7.4) 1042
76,0 3,52 (m) 75,9
78.2 3.48 (m) 78.2
72.0 3.34 (m) 71.9
76.0 3,52 (m) 75.9
429 (dd, 2.4 e 11,8)

64.4 4.25 (dd. 6.3 e 11.8) 64.5
127,2 i 127,2
131.3 7,28 (d, 8,6) 1313
116.9 6.78 (d. 8.6) 116.9
161.4 i 1613
146.8 7,37 (d, 15,9) 146.7
114,7 6.05 (d. 15.9) 114, 9
168.9 i 169,0
56,8 3,90 (s)

* Multiplicidade e valor de constantes de acoplamentos sdo informados entre parénteses
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Figura 73 — Espectro de massas de alta resolucédo (EMAR-IES) de CP-8
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Figura 75 — Espectro de RMN de **C-BB (125 MHz, CD;0D) de CP-8
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Figura 76 — Espectro de RMN de **C — DEPT 135 (125 MHz, CD3;0OD) de CP-8
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Figura 77 — Espectro de *H,"H-COSY (500 MHz, CD;0D) de CP-8
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Figura 78 — Espectro de *H,*C-HMBC (500/125 MHz, CDsOD) de CP-8
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4.9 Determinacéao estrutural de CP-9

Sucessivos fracionamentos comatograficos da fracdo diclorometano
(CPFE-D2) do extrato etandlico de C. pedicellatus, possibilitou o isolamento de um
composto cristalino denominado CP-9 (12,3 mg),com faixa de fusdo entre 207,9-
209,1 °C.

O espectro de massas EMAR-IES no modo negativo (Figura 81) exibiu
pico do ion com m/z 335,0930, relativo a molécula desprotonada (M - HJ])
implicando na formula molecular CoH160s (massa calculada= 335,0925, erro = 1,49

ppm), a qual apresenta IDH = 13.

O espectro de absorcdo na regido do infravermelho (IV) (Figura 82)
apresentou bandas relativas & carbonila (1670 cm™) e deformacdo axial de grupo
hidroxila, em 3475 cm™. Foi observada também banda relativa a estiramento de
ligag&io Csps-H, (2975 cm™) (SILVERSTEIN et al., 2007).

O espectro de RMN de *H (500 MHz, CDCls) (Figura 83) apresentou um
par de dupletos em 6 7,37 (2H, J = 8,4 Hz, H2'/6’) e 6,87 (2H, J = 8,4 Hz H3'/5’),
indicando a presenca de um anel para- substituido, bem como um sinal
caracteristico de isoflavona em & 7,82 (s, H-2). O sinal em 6 6,35 (1H, s, H-8),
caracteristico do anel A, além de sinais em 6 5,63 (d, J = 10,0 Hz, H-3") € 6,73 (d, J
= 10,0 Hz, H-4") e 1,48 (s, 6H), indicando a presenca de um grupo prenila (MAXIMO
et al., 2002). Foi observado também um sinal referente a hidroxila quelada em &
13,12 (s, OH-5).

O espectro de RMN de **C-BB (125 MHz, CDCls) (Figura 84) apresentou
17 sinais , dos quais trés dobrados, correspondentes a 20 carbonos. A subtracéo
dos sinais do espectro de RMN de **C-BB com o DEPT 135 (Figura 85) permitiu
definir o padréo de hidrogenacdo dos carbonos de CP-9: 6 carbonos metinicos,
sendo dois deles dobrados, 1 metilico (x2) e 10 carbonos ndo hidrogenados (Tabela
10).

O espectro *H,**C-HMBC (Figura 86) foi importante para confirmar que o

composto tratava-se de uma isoflavona, através das correlacdes observadas entre o
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hidrogénio em 6 7,82 (s, H-2) com os carbonos 6 157,6 (C-9), 123,4 (C-1’) e 181,2
(C-4). Este experimento também mostrou correlagdes que contribuiram para
posicionar o grupo prenila entre os carbonos C-6 e C-7, através das correlacbes
entre o hidrogénio em 6 6,35 (s, H-8) e os carbonos em & 157,6 (C-9) e 6 181,2 (C-
4), além de H-4” (6,73, d, J = 10,0 Hz) com C-2” (6 78,3) e C-5 (6 157,2) (Figura 79).

Figura 79 — Estrutura de CP-9 com correlagdes observadas no HMBC

A analise dos dados espectrais e posterior comparacdo com a literatura
(EL-MASRY et al., 2002) levou a conclusdo de que CP-9 tratava-se de uma
isoflavona prenilada comhecida como alpinumisoflavona (23) (Figura 80), a qual esta

sendo relatada pela primeira vez no género Croton.
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Figura 80 — Estrutura de CP-9

Tabela 10 - Deslocamentos quimicos de RMN de *H e de **C (500/125 MHz, CDCls) de
CP-9 e alpinumisoflavona (100 MHz, CD3;OD, EL-MASRY, 2002).

]
C 5 3 5 ¢
2 152,8 7,82 (s) 152,5
3 123,9 - 123,5
4 181,2 - 180,9
5 157,2 - 157
6 106,4 - 105,8
7 159,9 - 159,3
8 95,1 6,35 () 94,8
9 157,6 - 157,1
10 105,9 - 105,3
1 123,4 - 121,6
2'/6 130,6 7,37 (d, 8,4) 130
3/5 115,9 6,87 (d, 8,4) 115,3
4 156,2 - 156,2
2" 78,3 - 77,8
3" 128,4 5,63 (d, 10,0) 115,1
4” 115,7 6,73 (d, 10,0) 128,1
5"/6” | 28,6 1,48 (s) 27,9

* Multiplicidade e valor de constantes de acoplamentos sao informados entre parénteses
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Figura 81 — Espectro de massas de alta resolucdo (EMAR-IES) de CP-9
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Figura 83 — Espectro de RMN de *H (500 MHz, CDCl;) de CP-9
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Figura 84 — Espectro de RMN de *C-BB (125 MHz, CDCls) de CP-9
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Figura 85 — Espectro de RMN de **C — DEPT 135 (125 MHz, CDCls) de CP-9
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Figura 86 — Espectro de H,”*C-HMBC (500/125 MHz, CDCls) de CP-9
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4.10 Determinagéo estrutural de CP-10

O fracionamento cromatografico da fracdo acetato de etila do extrato
etandlico das folhas de C. pedicellatus, em coluna aberta e usando gel de silica
como adsorvente, levou ao isolamento de um sélido amorfo amarelo com faixa de
fusdo em 207-208 °C, denominado CP-10 (8,6 mg)

No espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDs;OD) (Figura 88) foram
observados dois pares de dupletos em & 8,09 (2H, d, J =8,9 Hz) € 6,90 (2H, d, J =
8,9 Hz), caracteristicos de hidrogénios aromaticos do tipo AA'BB’, e em & 6,39 (1H,
d, J=1,8 Hz) e 6,18 (1H, d, J = 1,8 Hz) também para hidrogénios aromaticos, mas
desta vez em posicdo meta, indicando que o composto pertence a classe dos

flavondides. (Tabela 11)

O espectro de RMN de *C-BB (125 MHz, CDsOD) (Figura 89) exibiu 13
linhas espectrais, corroborando os dados de hidrogénio e confirmando a natureza
flavonoidica do composto. Merecem destaque, entre outros, a presenca de uma
carbonila de cetona conjugada (177,5) e dos sinais com deslocamento quimico em
130,8 e 116,4, para dois carbonos cada um, que aliados aos carbonos em 162,6 e
123,8 confirmam a presenca do anel B para-substituido. Adicionalmente, observa-se
a presenca de dois carbonos hidrogenados (99,4 e 94,6) e trés oxigenados em
160,7; 165,7 e 158,4 que juntamente com os dados de RMN de *H permitem sugerir

a estrutura de anel A com hidrogénios meta- posicionados.

A anélise dos dados de RMN de *H e de *C-BB e o confronto com dados
de referéncia bibliografica levaram a conclusdo que o composto CP-10 tratava-se do
canferol, um metabdlito secundario bastante conhecido e que ja foi previamente
isolado de Croton sparsiflorus (MEHMOOD et al., 2010) e Croton caudatus. (ZOU et
al., 2010) (Figura 87).
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Figura 87 — Estrutura de CP-10

Tabela 11 - Deslocamentos quimicos de RMN de 'H e de **C-BB (500/125 MHz,
CD30D) de CP-10 e canferol (VEGA et al., 2007).

CP-10 Canferol
dc OH dc OH

2 148,2 - 148,1

3 137,3 - 137,1

4 1775 - 178,0

5 160,7 - 160,6

6 99,4 6,18 (d, 1,8) 99,3 6,2 (d, 2,1)

7 165,7 165,7

8 94.6 6,39 (d, 1,8) 94,5 6,4 (d, 2,1)

9 158,4 158,3

10 104,6 104,5

1 123.8 123,8
2’/6° 130.8 8,09 (d, 8,9) 130,7 8,1 (d, 8,9)
3/5 116,4 6,90 (d, 8,9) 116,3 6,9 (d, 8,9)
4 162,6 - 162,5

* Multiplicidade e valor de constantes de acoplamentos sdo informados entre parénteses
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Figura 88 — Espectro de RMN de 'H (500 MHz, CD;0D) de CP-10
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Figura 89 — Espectro de RMN de **C-BB (125 MHz, CDs;OD) de CP-10
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Figura 90 — Espectro de RMN de *C — DEPT 135 (125 MHz, CD3;0D) de CP-10
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4.11 Determinacgéo estrutural de CP-11

O fracionamento cromatografico, utilizando CLAE, da fracdo acetato de
etila (CPFE-Ac5) do extrato etandlico das folhas de C. pedicellatus levou ao
isolamento de um sdélido amarelo (tg 4,64 min; H,O/CH3CN 7,3:2,7; 4,72 mL/10 min),
denominado CP-11 (6,4 mg).

O espectro de massas EMAR-IES no modo negativo (Figura 92) exibiu
pico do ion com m/z 463,0895, relativo & molécula desprotonada (M - HJ)

implicando na formula molecular C;1H20012 (massa calculada= 463,0882, erro = 2,81
ppm).

O espectro de RMN de *H (500 MHz, CDs;0OD) (Figura 93) apresentou dois
sinais em & 6,36 (1H, sl) e 6,18 (1H, sl), com deslocamentos caracteristicos de
hidrogénios flavonoidicos meta posicionados (anel A), além de 3 sinais, em 6 7,72
(1H, sl); 7,60 (d, J = e 8,4 Hz) e 6,88 (d, J = 8,4 Hz), que forma atribuidos ao anel B,
indicando um padréo de substituicdo do tipo ABX. Foram observados também sinais
em & 5,20 (1H, d, J =7,5 Hz), 3,72 (1H, d, J = 12,0 e 1,9), 3,58 (1H, dd, J=12,0 e 5,1
Hz), 3,50 (1H, m), 3,44 (1H, m), 3,36 (1H, m) e 3,24 (1H, m), indicando a presenca
de uma unidade B-glicosidica.

O espectro de RMN de *C-BB (125 MHz, CDsOD) (Figura 94) exibiu 21
linhas espectrais, corroborando com os dados de hidrogénio e confirmando a
natureza flavonoidica do composto. Merecem destaque, entre outros, a presenca de
uma carbonila de cetona conjugada (5179,3) e dos sinais com deslocamento
quimico em & 104,7; 78,5; 78,3; 75,9; 71,4 e 62,7, que confirmam a presenca da -

glicose.

A analise espectral e comparacdo com dados obtidos da literatura
(STARK et al., 2005), permitiram concluir que CP-11 trata-se do flavondéide 3-O-
glicopiranosilquercetina (Tabela 12), um composto bastante recorrente em espécies

vegetais e previamente isolado de plantas do género Croton (Figura 91).




DETERMINAGAO ESTRUTURAL 100

Figura 91 — Estrutura de CP-11

Tabela 12 - Deslocamentos quimicos de RMN de 'H e de *C-BB (500/125 MHz,
CD30D) de CP-11 e 3-O-glicopiranosilquercetina (125 MHz, DMSO-dg)

CP-11

C ‘ 8c S 8¢

1
> 1588 156,5
3 |1357 133.9
4 1793 1775
5 | 1633 161,2
6 | 1009 6,18 (sl) 99,1
7 1686 165,1
8 955 6,36 (sl) 94,0
9 |1589 156,8
10 | 1051 1039
11233 122.9
> |11756 7,72 (sl) 116,4
3 | 1461 144.9
4 1501 1488
5 | 1162 6,88 (d, 8,4) 1155
6 |1232 7.60 (d. 8.4) 1218
1" | 1047 5.20 (d. 7.5) 101,2
o | 75,9 3,50 (M) 74,3
3" 783 3.44 (m) 76.7
4" 714 3,36 (M) 70,2
5" | 785 3.24 (m) 77.8

, 3,72 (dd, 12,0 e 1,9)
67 | 627 359 (dd, 12.0 e 5.1) | 040

* Multiplicidade e valor de constantes de acoplamentos sdo informados entre parénteses
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Figura 92 — Espectro de massas de alta resolugdo (EMAR-IES) de CP-11

8000000-

463.0895

70000004

60000005

50000003

40000004

3000000

2()()0(“)_2 385.1848 4311936

10000004

421.1678

445.1709

283.2615 325.1842 3391970 475.2181

269.2468 367.1504 397.1161

353.1970

275 300 325 350 375 400 425 450 475
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Figura 94 — Espectro de RMN de *C-BB (125 M
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Figura 95 — Espectro de RMN de **C — DEPT 135 (125 MHz, CD3;0OD) de CP-11
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4.12 Determinacgéo estrutural de CP-12

O fracionamento cromatografico, utilizando CLAE semipreparativa de fase
reversa, da fracdo diclorometano do extrato etandlico das folhas de C. pedicellatus
levou ao isolamento de um composto cristalino incolor (tg = 6,05 min, H,O/CH3;OH
5,2:4,8; 4,72 mL/13 min), denominado CP-12 (21,7 mg) com faixa de fusdo de 110-
112 °C.

O espectro de massas de alta resolucdo obtido com ionizacdo por
electrospray (EMAR-IES) (Figura 99) mostrou um pico correspondente ao ion
desprotonado [M-H]" com m/z 223,1339, indicando a formula molecular Ci3H2003

(massa calculada = 223,1340, erro= 0,45 ppm), que apresenta IDH = 04.

No espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCl;) (Figura 100) foram
observados trés sinais de hidrogénios olefinicos em & 5,89 (sl), 5,78 (d, J = 15,5 Hz)
e 5,84 (dd, J = 15,5 e 5,5 Hz), sugerindo a presenca de duas ligacdes duplas, sendo
uma dissubstituida com configuracdo trans, e outra trissubstituida. Quatro grupos
metilicos em 1,28 (d, J = 6,5 Hz),1,89 (s), 1,07 (s) e 1,01 (s), dois prétons
metilénicos em 2,48 e 2,23 (d, J = 17,4 Hz) e um hidrogénio ligado a carbono

oxigenado em 4,39 (g, J = 6,5 Hz).

O espectro de RMN de **C-BB (125 MHz, CDCls) (Figura 101) exibiu 13
linhas espectrais, corroborando os dados de hidrogénio e destacando, entre outros,
a presenca de uma carbonila de cetona conjugada (198,4) e dos carbonos
oxigenados com deslocamento quimico em 79,2 e 68,2, além dos carbonos
olefinicos em 163,4; 136,0; 129,2 e 127,0 e dos metilicos com deslocamento
quimico 24,2; 23,92; 23,11 e 19,15 (Tabela 13).

Considerando os dados analisados, e confrontando com o IDH, podemos
sugerir que o composto em questdo possui um anel em sua estrutura, como forma
de satisfazer a regra do calculo do indice de Deficiéncia de Hidrogénio. E isso se
confirma pela verificacdo das correlacdes observadas no espectro *H,**C-HMBC
(Figura 104) entre o H-2 (5,89) com os carbonos C-4 (79,2), C-6 (49,9) e C-11 (19,2)
e entre os hidrogénios 2H-6 com os carbonos C-1 (198,5), C-2 (127,0), C-4 (79,2) e
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C-5 (41,4) que, somados aos dados observados acima, permitem propor a sub-
estrutura a seguir (Figura 96):

Figura 96 — Fragmento de CP-12 com correlagdes do HMBC

12 13

No espectro de correlacdo heteronuclear *H,*C-HSQC, (Figura 103)
observam-se, entre outras, as correlacdes entre os hidrogénios olefinicos em 5,84
(dd, J =15,5e 5,5 Hz) e 5,78 (d, J = 15,5 Hz) com os carbonos em 136,0 e 129,2,
respectivamente, e dos hidrogénios metilicos em 1,28 com carbono em 23,9. Aliando
estas informagbes com as correlagdes observadas no HMBC de H-7 (5,78) com os
carbonos C-3 (163,4),C-4 (79,2), C-8 (136,0) e C-9 (68,2) e entre os hidrogénios 3H-
10 com os carbonos C-8 (136,0) e C-9 (68,2), podemos sugerir a presenca da

ramificacdo contendo insaturagdo com configuracéo trans (Figura 97).

Figura 97 — Fragmento 2 de CP-12 com correla¢cdes do HMBC

Uma detalhada andlise dos dados de RMN e comparagdo com
informacdes de referéncias bibliograficas levaram a conclusédo de que o composto
tratava-se do sesquiterpeno blumenol A (EROSA-REJON et al., 2009), previamente
isolado de Perrottetia multiflora (Celastraceae) e C. tiglium.(GONZALEZ et al., 1994).
(Figura 98).
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Figura 98 — Estrutura de CP-12

12 13

Tabela 13 - Deslocamentos quimicos de RMN de 'H e de **C-BB (500/125 MHz,
CDCl3) de CP-12 e Blumenol A (400/100 MHz, CDCl3)

8(: 8H 8(: 8H
1 1985 |- 197.9 i
2 127.0 | 589 (sl) 127.0 5,91
3 1634 |- 162.,6 i
4 1792 |- 79,1 i
5 414 |- 41.1 i

2,43 (d, 17,4) 2,45 (d, 16,8)

6 1499 15934 17.4) BT 2.25 (d. 16.8)
7 11292 |578(d, 155) 135,7 5.79 (d, 15.7)
8 1360 | 584(dd 155,55) | 129.0 5.87 (dd, 15,7, 5,1)
9 682 | 439(qu 6.5) 68,1 4.42 (m)
10 239 | 1.28(d,65) 23.8 1,30 (d, 6,3)
11 192 | 1.89(s) 18.9 1,90 (s)
12 242  1.01(s) 22.9 1,02 (s)
13 231 | 1,07 (s) 24.0 1,11 (s)

* Multiplicidade e valor de constantes de acoplamentos sdo informados entre parénteses
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Figura 99 — Espectro de massas de alta resolugdo (EMAR-IES) de CP-12
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Figura 101 — Espectro de RMN de **C-BB (125 MHz, CDCls) de CP-12
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Figura 103 — Espectro de *H,"*C-HSQC (500/125 MHz, CDCls) de CP-12
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Figura 104 — Espectro de *H,"*C-HMBC (500/125 MHz, CDCl;) de CP-12
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4.13 Determinagéo estrutural de CP-13

O fracionamento cromatografico da fracdo acetato de etila do extrato
etandlico das folhas de C. pedicellatus, utilizando cromatografia em couna aberta, e
posteriormente CLAE semipreparativa de fase reversa, levou ao isolamento de um
sélido resinoso amarelo (tr = 7,18 min, H,O/CH3OH 8,5:1,5; 4,72 mL/10 min),
denominado CP-13 (8,8 mg).

A férmula molecular foi deduzida através do espectro de massa de alta
resolucdo obtido com ionizacdo por electrospray (EMAR-IES) (Figura 106) que
mostrou um pico correspondente ao ion [M-H] com m/z 385,1868, compativel com a
férmula molecular C,9H300g (massa calculada = 385,1868, erro= 0,0 ppm), que

apresenta IDH = 05.

O espectro de RMN de *H (500 MHz, CDsOD) (Figura 107) apresentou
sinaisem 4,34 (d, J=7,8 Hz), 3,85 (dd, J=11,7e 1,4 Hz) e 3,63 (dd, J=11,7 e 5,2
Hz), além de multipletos em 3,17 - 3,34, correspondentes a uma unidade de glicose,
além de sinais semelhantes ao do composto blumenol A (CP-12, p. 104) (Tabela
14).

Corroborando com os dados de RMN *H, no espectro de RMN de *C-BB
(125 MHZ, CD3;0D) (Figura 108), foram observadas 13 linhas espectrais compativeis
com a substancia blumenol A, além de seis sinais referentes a unidade glicosidica
em 102,9; 78,3; 78,2; 75,4; 71,8 e 63,0.

A estrutura do sesquiterpeno, bem como a inequivoca localizacdo da
unidade de glicose podem ser confirmadas pela observacéo no espectro de *H,**C-
HMBC (Figura 110) das seguintes correlacdes: 2H-6 (2,15 e 2,52) com os carbonos
C-1(201,4), C-2 (127,3), C-4 (80,15) e C-5 (42,4); H-8 (5,86) com os carbonos C-4
(80,15), C-7 (131,7) e C-9 (77,4); 3H-10 (1,29) com C-8 (135,4)e C-9 (77,4); e H-1’
(4,34) com o carbono C-9 (77,4).

Estes dados conduziram a estrutura de um derivado glicosilado do

blumenol A, conhecido como roseosideo, o qual foi previamente isolado de Tapirira
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guianensis (Anacardiaceae) (CORREIA et al., 2006) e Macaranga tanarius
(Euphorbiaceae) (MATSUNAMI et al., 2009). A estereoquimica relativa do composto
foi confirmada como 6S, 9R pela comparacdo dos dados de **C (80,1 e 77,4,
respectivamente) com referéncia bibliografica (CORREIA et al., 2006), que
estabelece esta relacdo entre o deslocamentos dos carbonos 6 e 9 com a
configuracéo absoluta para estes centros estereogénicos (Figura 105).
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Figura 105 — Estrutura de CP-13
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Tabela 14 - Deslocamentos quimicos de RMN de 'H e de **C-BB (500/125 MHz,
CD30D) de CP-13 e Blumenol A.

Blumenol A (CP-12) CP-13 (Roseosideo)

5 5 5 y
1 1985 |- 201,4 i
> 1270 | 589(s)) 127.3 5,87 (m)
3 1634 | - 1674 }
4 792 - 80,2 i
5 424 |- 42,6 i
2,48 (d, 17,4) 2,52 (d, 16,9)

6 1499 |323(d 17.4) S0 2.15 (d, 16.9)
7 1292 |5.78(d. 15.5) 131,7 5.86 (m)
8 1360 | 584(dd, 155,55) 1354 5.86 (M)
9 682 |439(qu,65) 77,4 4.42 (qui, 5,4)
10 239  1.28(d, 6,5) 21.3 1,29 (d, 6,3)
11 (192 | 1.89 (s) 19,7 1,92 (s)
12 242  1.01(s) 24.8 1,03 (s)
13 231 | 1.07(s) 23.6 1,04 (s)
1 102,9 434 (d, 7.8)
> 75,4 3.17 (m)
3 78.3 3,25 (m)
& 71.8 3.24 (m)
5 78.2 3,34 (m)

, 3.85 (m)
6 63,0 363 (dd, 11,7 € 5,2)

* Multiplicidade e valor de constantes de acoplamentos sao informados entre parénteses
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Figura 106 — Espectro de massas de alta resolugédo (EMAR-IES) de CP-13
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Figura 108 — Espectro de RMN de *C-BB (125 MHz, CDs;0OD) de CP-13

a 2 s 3 gmuste 9 asamdg w @wmn

] 5 a9 s BEERER 8 FRE¥FT ¢ LARS

| I AN | SN 5 I NPT
————— ]
210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
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Figura 110 — Espectro de *H,**C-HMBC (500/125 MHz, CDs0OD) de CP-13
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4.14 Determinacédo estrutural de CP-14

O fracionamento cromatografico da fracdo hexanica proveniente do
extrato etanodlico das folhas de C. pedicellatus, levou ao isolamento de um sdlido,

cristalino denominado de CP-14 (15,6 mg).

No espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCl;) de CP-15 (Figura 112),
verificou-se a presenga de um multipleto em & 3,53 (m, H-3) caracteristico de
hidrogénio ligado a carbono sp® oxigenado; além de sinal de hidrogénio olefinico em
6 5,35 (d, J = 5,0 Hz, H-6). Os sinais observados na faixa & 0,50-2,00 foram
atribuidos a hidrogénios alifaticos, caracteristicos de esqueletos de terpenos ou
esterdides (SILVERSTEIN et al., 2007).

O espectro de RMN de **C-BB (125 MHz, CDCls) (Figura 113) apresentou
27 linhas espectrais, das quais destacam-se: sinal em & 72,0 referente a carbono
oxigenado, além das absorcdes relacionadas a carbonos olefinicos em & 121,9; e

141,0, em acordo com os dados ja observados no espectro de RMN *H.

A andlise espectral e comparacdo com dados obtidos da literatura
(MACARI et al., 1990), permitiram concluir que CP-14 trata-se do esteréide
estigmast-5-en-3-ol (sitosterol) (tabela 15), um composto bastante recorrente em

espécies vegetais e previamente isolado de plantas do género Croton (Figura 111).
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Figura 111 — Estrutura de CP-14

28

Tabela 15 - Deslocamentos quimicos de RMN de *C-BB (125 MHz, CDCls) de
CP-14 e sitosterol (20 MHz, CDCly3)

5 c (CP-14)
1 37,5 37,2
2 31,9 31,6
3 72,0 71,7
4 425 42,3
5 141,0 140,7
6 121,9 121,6
7 32,1 31,8
8 31,9 31,8
9 50,4 50,1
10 36,4 36,4
11 21,3 21,1
12 40,0 39,7
13 425 42,3
14 57,0 56,7
15 24,5 24,2
16 28,5 28,1
17 56,3 56,1
18 12,2 11,9
19 20,0 19,3

20 36,4 36,0
21 19,2 18,7
22 34,2 33,9
23 26,3 26,1
24 46,1 45,8
25 29,4 29,1
26 19,6 19,6
27 18,9 18,9
28 23,3 23,0
29 12,1 11,9

* Multiplicidade e valor de constantes de acoplamentos sao informados entre parénteses
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Figura 112 — Espectro de RMN de *H (500 MHz, CDCls) de CP-14
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Figura 113 — Espectro de RMN de **C-BB (125 MHz, CDCl;) de CP-14
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Figura 114 — Espectro de RMN de **C — DEPT 135 (125 MHz, CDCls) de CP-14
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4.15 Determinacgéo estrutural de CP-15

O fracionamento cromatogréafico da fracdo acetato de etila proveniente do
extrato etanolico de C. pedicellatus levou ao isolamento de um sdlido amorfo branco
denominado de CP-15 (8,6 mg).

O espectro de RMN de *H (500 MHz, piridina-ds) (figura 116), apresentou
sinal em & 5,38 (m, H-6) de hidrogénio olefinico, além de sinais de hidrogénios
ligados a carbonos oxigenados na regido de 6 5,09-3,94, caracteristicos de unidade
glicosidica. Foram observados ainda sinais no intervalo & 0,6-2,8 tipicos de

esteroides.

O espectro de RMN de *C-BB (125 MHz, piridina-ds) (figura 117),
apresentou sinais em 6 141,4 (C-5) e 122,4 (C-6) referentes a carbonos olefinicos,
denotando semelhanca com CP-14. Adicionalmente, foram observados sinais que
confirmam a presenca da unidade glicosidica: & 103,1 caracteristico de carbono

anomeérico, e 5 carbonos oxigenados em 663,3; 72,2; 75,8; 78,6 e 79,1.

A analise dos dados de RMN e comparacdo com CP-14 e ainda com
dados da literatura (VOUTQUENNE et al., 1999) permitiram concluir que 0 composto
CP-15 é um esteroide glicosilado (Tabela 16), conhecido como estigmast-5-en-3-O-

glicopiranosideo (B-sitosterol glicosilado) (figura 115).

Figura 115 — Estrutura de CP-15
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Tabela 16 - Deslocamentos quimicos de RMN de *C-BB (125 MHz, CDCls) de CP-15,
CP14 e p-sitosterol glicosilado (75 MHz, CsDsN)

CP-15 CP-14 B-sitosterol glicosilado

1 38,0 37,5 37,0
2 30,8 31,9 31,6
3 79,0 72,0 79,0
4 40,5 42,5 39,5
5 141,4 141,0 141,4
6 122,4 1219 122,2
7 32,6 32,1 31,6
8 32,7 31,9 31,7
9 50,9 50,4 50,0
10 37,4 36,4 36,5
11 21,8 21,3 20,8
12 39,8 40,0 38,5
13 42,9 42,5 42,1
14 57,3 57,0 56,5
15 25,0 24,5 24,5
16 29,0 28,5 28,7
17 56,8 56,3 55,8
18 12,7 12,2 12,0
19 19,9 20,0 19,0
20 36,9 36,4 36,0
21 19,5 19,2 18,5
22 34,7 34,2 34,0
23 26,7 26,3 28,0
24 46,5 46,1 45,7
25 30,0 29,4 28,9
26 20,5 19,6 19,5
27 19,7 18,9 18,7
28 23,9 23,3 22,8
29 12,5 12,1 12,0
1 103,1 100,9
2 75,8 73,3
3’ 79,1 76,2
4 72,2 70,0
5 78,6 75,4
6’ 63,3 61,7

* Multiplicidade e valor de constantes de acoplamentos sao informados entre parénteses
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Figura 116 — Espectro de RMN de *H (500 MHz, piridina-ds) de CP-15
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5. EXPERIMENTAL

5.1. Métodos Cromatograficos:

5.1.1. Cromatografia de Adsorcéo

As colunas cromatograficas por adsorcdo foram realizadas utilizando-se
gel de silica 60 (g 63-200um) para coluna normal e (g 40-63 um) para cromatografia
do tipo “flash” da Merck. O comprimento e o didmetro das colunas utilizadas variam
de acordo com as aliquotas das amostras a serem cromatografadas. As colunas
utilizadas na cromatografia de adsorcdo sob pressdo média (cromatografia flash)
foram de vidro resistente a pressdo e apresentando bulbo na parte superior, para
armazenamento do solvente. Foi empregada nesta técnica, bomba de ar comprimido

modelo Inalar Compact 4724059.

Na cromatografia em camada delgada (CCD) utilizou-se cromatoplacas de
gel de silica 60 Fzss (8 02-25 pum) em plastico da Merck, com indicador de

fluorescéncia com absor¢cdo em 254 nm.

Os eluentes utilizados nos procedimentos cromatogréaficos foram: hexano,
diclorometano, cloroférmio, acetato de etila, acetona, n-butanol , etanol e metanol,
puros ou combinados em proporcbes crescentes de polaridade. Para o0s
procedimentos de cromatografia de adsorcdo sob pressdo meédia os eluentes foram
escolhidos apds andlise da amostra por CCD, sendo considerado bom o eluente que
proporciona um Rf préximo de 0,3 para a mancha de interesse. Os eluentes
escolhidos foram utilizados no acondicionamento da silica na coluna e como eluente

de partida no procedimento cromatografico.

Na revelagéo das substancias nas cromatoplacas analiticas utilizaram-se
lampadas ultravioletas com comprimento de onda de 254 e 365 nm em equipamento
Vilber-Lourmat VL-8.LC e solucdo de vanilina (CgHgO3) e acido perclérico (HCIO,)
em etanol (C,HsOH), seguido de aquecimento por exposicdo ao ar quente de

soprador serigrafico Steinel HL 500.
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5.1.2. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

As fracdes de C. pedicellatus foram cromatografadas em equipamento
CLAE SHIMADZU equipado com duas bombas de duplo pistdo (LC-20AT), um
detector Ultravioleta (DAD) e um forno para acomodacédo das colunas (CTO-20A),
além de sistema de degaseificacdo de solventes (DGU-20As) em linha. Foram
utilizados loops e seringas de injecdo de 20uL e 200uL para sistema analitico e
semi-preparativo, respectivamente. As separagOes foram realizadas em colunas
Phenomenex® RP 18 analitica (4,6 x 250 mm, 5um) e semi-preparativa (10 x 250

mm, 5um).

As eluicGes foram realizadas empregando solventes com grau de pureza

recomendado para CLAE, e submetidos a filtragdo sob vacuo.

As amostras analisadas foram solubilizadas na fase movel empregada em
cada andlise e filtradas sob membrana de PTFE (Politetrafluoretileno) com poros de
0,45 pm.

5.2. Métodos Espectroscopicos e Espectrométricos

5.2.1. Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN *H) e
de Carbono-13 (RMN *3C)

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN de
'H) e Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono-13 (RMN de *3C), Uni e
Bidimensionais (COSY, HSQC, HMBC E NOESY), foram obtidos em espectrometro
Bruker, modelo Avance DRX-500 equipado com sonda de 5mm, instalados no
Centro Nordestino de Aplicacdo e Uso de Ressonancia Magnética Nuclear
(CENAUREMN), da Universidade Federal do Ceara. O equipamento citado opera na
freqiéncia de 500 MHz para nucleos de hidrogénio e 125 MHz para nudcleos de

carbono-13 e os espectros foram obtidos a temperatura de 300K.
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Para realizacdo das analises por RMN foram utilizados os seguintes
solventes deuterados: cloroférmio (CDCI3), acetona [(CD3),CO], metanol (CDsOD) e
piridina (CsDsN).

Os deslocamentos quimicos (&) foram expressos em partes por milhdo
(ppm) e referenciados, no caso dos espectros de hidrogénio, pelos sinais dos
hidrogénios pertencentes as moléculas residuais ndo deuteradas, dos solventes
utilizados na andlise. Nos espectros de carbono-13, os deslocamentos quimicos

foram referenciados pelos picos dos carbonos do solvente utilizado na analise.

As multiplicidades dos sinais nos espectros de RMN de 'H foram
indicadas segundo a convencdo s (simpleto), d (dupleto), dd (duplo dupleto), t

(tripleto), g (quarteto), gt (quinteto), m (multipleto).

A técnica DEPT (Distortionless Enhancement by Polarization Transfer), foi
utilizada na determinacédo do padrdo de hidrogenacédo dos carbonos na RMN 13C,
descrito segundo a convengdo: C (carbono n&o hidrogenado), CH (carbono

metinico), CH, (carbono metilénico) e CH; (carbono metilico).

5.2.2. Espectroscopia na regido do Infravermelho (1V)

Os espectros na regido do infravermelho foram obtidos em equipamento
Perkin-Elmer, modelo FT-IR Spectrum 1000 utilizando pastilhas de KBr para analise
das amostras. Para a analise dos resultados, os dados obtidos na forma de tabela
(.txt) foram processados para construgdo de grafico de linha utilizando software com

licenca gratuita Origin 5.0.

5.2.3. Espectrometria de massas de alta resolucao

Os espectros de massas de alta resolucéo foram obtidos em equipamento
SHIMADZU LC/MS-IT-TOF. Trata-se de um equipamento de cromatografia liquida
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acoplado a espectrébmetro de massas tendo como analisador de massas: ion trap
(IT) e tempo de voo (TOF).

As amostras foram analisadas por injecdo direta de 5uL utilizando como fase
movel a mistura metanol:agua 9:1 e foram ionizadas utilizando uma fonte

electrospray (IES).

5.3. Estudo Fitoquimico de Croton pedicellatus Kunth.

5.3.1. Material Botanico

As folhas de Croton pedicellatus Kunth. foram coletadas pelo Prof. Dr.
Manoel Andrade Neto em agosto de 2008 na cidade de Natal, no Rio Grande do
norte. Coordenadas geograficas: 06°05° 19,7” S e 35°07" 33,0” W.

A identificacdo botanica foi realizada pelos professores Manoel Andrade
Neto (DQOI) e Edson de Paula Nunes, do Departamento de Biologia da
Universidade Federal do Ceara. A exsicata foi depositada no Herbéario Prisco
Bezerra, também no Departamento de Biologia da Universidade Federal do Ceara

sob o nUmero 44459.

5.3.2. Extrato etandlico de C. pedicellatus

As folhas foram expostas ao sol para secagem e em seguida trituradas
para serem submetidas a extragcdo exaustiva com etanol bruto. Foram realizadas
trés extragbes utilizando 10 L de solvente com 1 Kg de folhas. ApOs destilagdo do
solvente sob pressao reduzida em equipamento de evaporagdo rotativa, obteve-se

um extrato de coloracdo marrom viscoso, denominado CPFE (80,2 g).
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5.3.3. Fracionamento de CPFE em coluna filtrante (dessorcéo seletiva)

Uma aliquota de 6 g do extrato foi fracionada sobre 56,5 g de gel de silica
60 (63-200 um) utilizando como fase movel os eluentes: hexano, CH,Cl,, AcOEt e
MeOH, puros ou em misturas binarias na proporcdo de 1:1, seguindo ordem
crescente de polaridade. A fragdo hexéanica (CPFE-H, 350 mg) foi submetida a
cromatografia em coluna aberta (@ = 2,0 cm) utilizando 30,5g de gel de silica 60
como fase estacionaria. Foram coletadas 98 fracfes de 10 mL que apés analisadas
por CCD foram reunidas em grupos baseadas na semelhanca apresentada sob luz
ultravioleta e revelagdo com solugao de vanilina. A fragdo CPFE-H (70-84) (15,6 mg)
apresentou-se como uma uUnica mancha em CCD, foi analisada por RMN e

caracterizada como a o esteroide $-sitosterol (CP-14).

A fracdo CPFE-Ac apresentou um precipitado amarelo que depois de
separado por filtragdo (410 mg) foi submetido a cromatografia flash (40-63 um),
empregando como eluente AcOEt/MeOH (97:3), sendo coletadas 120 fracdes.
Baseando-se em andlise por CCD, as fracBes foram reunidas em seis grupos: 1-23;
24-33; 34-68; 69-83 e 84 a 120. Apds obtencdo e analise dos espectros de RMN, a
fracdo CPFE-Ac (24-33) (6,4 mg) foi caracterizada como um flavonoide conhecido
como canferol (CP-10), enquanto CPFE-Ac(69-83) (8,6 mg) foi identificada como

esteroide B-sitosterol glicosilado (CP-15).

5.3.4. Fracionamento de CPFE com parti¢cdo liquido-liquido

Uma aliquota de CPFE (40 g) foi dissolvida com uma mistura de
metanol/agua 1:1 (200 mL) para posteriormente ser submetido a particdo liquido-
liguido em baldo de 2L com os solventes: hexano, diclorometano, acetato de etila e
n-butanol (Tabela 17). Este procedimento resultou na obtencédo de cinco fracdes

com rendimento total de 84%. (Fluxograma 01)




Tabela 17 - Fracionamento de CPFE

SOLVENTE
Hexano
Diclorometano

Butanol

OB N

Acetato de etila

VOLUME

50 mL (4x)
50 mL (4x)
50 mL (4x)
30 mL (2x)

5.3.5. Fracionamento de CPFE-D

FRACAO
CPFE-H
CPFE-D
CPFE-Ac
CPFE-B
CPFE-Aq

EXPERIMENTAL

MASSA (g

2,83
6,52
6,98
2,22
15,06
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A fracdo obtida com diclorometano (6,52g) da particdo liquido-liquido de

CPFE foi submetida a fracionamento preliminar utilizando gel de silica como fase

estacionaria e o0s solventes hexano, acetato de etila e metanol, puros ou em

misturas binarias, obedecendo a uma ordem crescente de polaridade, como fase

moével. Para tanto, a fracdo foi pulverizada em 5,1 g de silica, e posteriormente

depositada sobre 50,0 g de silica em coluna de vidro que apresentava 6,0 cm de

diametro. O fracionamento resultou em sete fragbes denominadas CPFE-D1-7 e

rendimento de 98%. (Fluxograma 01).

Fluxograma 01- Obtencédo do extrato de C. pedicellatus e filtrante de CPFE-D.

[ Folhas - 1000 g ]

CPFE-H
2,83g

Extragdo com etanol
[ CPFE-80g ]
Particdo liquido-liquido
Hexano Diclorometano Acetado de etila n-Butanol
CPFE-D CPFE-Ac [ CPFE-B J [ CPFE-Aq J
6,52g 6,98 g 2,22¢ 15,06 g
Filtrante

[

33 mg

CPFE-D1 J CPFE-D2

476 mg

|

CPFE-D3
1,18 g

1,04 ¢

CPFE-D4 CPFE-D5
507 mg

CPFE-D6
3,05g

I

CPFE-D7
130 mg

1
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5.3.6. Fracionamento de CPFE-D2

Em uma coluna de vidro que apresentava 2,5 cm de diametro preenchida
com 65 g de silica do tipo flash (g 40-63 um) foi acondicionada a fragcdo CPFE-D2
(476 mg), previamente pulverizada em 0,5 g da mesma silica. A amostra foi eluida
com uma mistura de hexano/acetato 7:3, resultando na coleta de 70 fracdes de 10
mL. Através de analise por Cromatografia em Camada Delgada (CCD) as fracdes

semelhantes foram reunidas. (Tabela 18)

Tabela 18 - Fracionamento de CPFE-D2.

FRACAO MASSA (mg)

1  CPFE-D2 (1-17) 7,2

2  CPFE-D2 (18-20) 24,1
3  CPFE-D2 (21-48) 180,6
4  CPFE-D2 (49-65) 63,2
5  CPFE-D2 (66-70) 133,4

A fracdo CPFE D2 (18-20) (24,0 mg) foi recromatografada sobre 21,2 g de
silica flash em coluna de 1,5 cm de didmetro. Foi utilizada como fase mével uma
mistura isocratica de hexano/acetato de etila (8,5:0,15). Foram coletadas 49 fracdes
com o volume de 5 mL que apds analise por CCD foram reunidas em trés grupos: 1-
13; 14-23 e 24-49. O grupo 14-23 foi ainda lavado com hexano para resultar em um
soélido cristalino branco que revelou uma mancha verde-amarela com vanilina em
CCD. Foi a partir de entdo denominado CP-9 (12,3 mg) e a analise de seus dados
de RMN e IV permitiram caracterizd-la como o isoflavondéide alpinumisoflavona.

(Fluxograma 02)
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Fluxograma 02 - Isolamento de CP-9

CPFE-D2
476 mg

Flash

D2 (1-17) D2(18-20) D2 (21-48) D2 (49-65) D2 (66-70)
7,2mg 24,1 mg 180,6 mg 63,2 mg 133,4 mg

Flash

Demais
fracdes

5.3.7. Fracionamento de CPFE-D4

A fracdo CPFE-D4 (1,049) foi submetida a cromatografia flash em coluna
de 2,9 cm de didmetro. A amostra foi pulverizada com 1,3 g de silica flash e
depositada sobre 70 g da fase estacionéaria citada. A coluna foi eluida com os
solventes hexano, acetato de etila e metanol, puros ou em misturas binarias, em
ordem de polaridade crescente. Foram coletadas 92 fracdes de 10 mL cada, que,
seguindo a analise por CCD reuniu-se em quatro grupos: 1-26; 27-48; 49-86 e 87-
92.
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5.3.7.1. Fracionamento de CPFE-D4 (27-48)

A fracdo 27-48 (315 mg) foi submetida a cromatografia utilizando CLAE
semi preparativa isocratica de fase reversa, utilizando a mistura 4gua/metanol 48%
como fase movel e empregando um fluxo de 4,72 mL/min. O cromatograma mostrou
quatro picos bem definidos com um tempo total de corrida de 13,0 min e canal de

observacédo de 215-400nm (Figura 118), os quais foram coletados.

Figura 118 - Cromatograma de CPFE-D4 (27-48).
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O pico 1 (33,8 mg, tr = 6,05 min) foi submetido a lavagem com
diclorometano, resultando em um precipitado cristalino na forma de agulhas, incolor
denominado 12,20:15,16-Diepoxi-3-hidroxi-7,20-dioxocleroda-13(16),14-dien-18,2-
olideo, CP-1 (10,8 mg), um diterpeno de esqueleto clerodano furanico e um sadlido
amorfo denominado CP-12 (21,7 mg) caracterizado como 0 nor-sesquiterpeno

blumenol A.

Os picos 2 (tg= 10,04 min) e 4 (tg=12,39 min), soélidos com aspecto
cristalino incolor e branco, respectivamente, passaram a ser denominados
12,20:15,16-Diepoxi-2,8-dihidroxi-3-acetoxi-7,20-dioxocleroda-13(16),14-dien-18-
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oato de metila, CP-2 (38,2 mg) e 12,20:15,16-Diepoxi-2-hidroxi-3-acetoxi-7,20-
dioxocleroda-13(16),14-dien-18-oato de metila, CP-3 (26,3 mg) e tiveram suas
estruturas completamente elucidadas através da andalise dos seus dados

espectroscopicos e espectromeétricos. (Fluxograma 03)

Fluxograma 03 - Isolamento de CP-1, 2, 3 e 12

CPFE-D4
1,04 g
Flash
D4-(1-26) D4-(27-48) D4-(49-86) D4-(87-92)
53,2 mg 315 mg 210 mg 387,8mg

HPLC

D4(27-48)-1 CP-2 D4(27-48)-3 CP- 3
33.8mg 38.2 mg 8.2 mg 26.3 mg

Lavagem com DCM

CP-1 CP-12
10,8 mqg 21.7 mg

5.3.7.2. Fracionamento de CPFE-D4 (49-86)
A fracdo 49-86 (210 mg) foi fracionada utilizando CLAE semi-preparativa
com coluna de fase reversa e fluxo da fase movel (Agua/metanol 1:1) de 4,72
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mL/min. Foram coletados cinco picos com tempo de retencao de 5,49 min (1), 6,22
min (2), 7,75 min (3), 9,33 min (4) e 10,53 min (5) e o tempo total da corrida foi de 12
minutos. (Figura 119)

Figura 119 - Cromatograma de CPFE-D4 (49-86).
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Os picos 2 e 4 foram denominados de CP-4 (9,8 mg) e CP-5 (17,2 mg),
respectivamente, foram caracterizados através de dados de RMN, EMAR-ESI e IV
como diterpenos clerodanos furéanicos, 12,20:15,16-diepoxi-3,8-dihidroxi-2-acetoxi-
7,20-dioxocleroda-13(16),14-dien-18-oato de metila e 12,20:15,16-Diepoxi-3-hidroxi-
2-acetoxi-7,20-dioxocleroda-13(16),14-dien-18-oato de metila.

Fluxograma 04 - Isolamento de CP-3, 4, 5.

D4-(49-86)
210 mg

HPLC

D4(49-86)-1 CP-4 D4(49-86)-3 CP-5 CP- 3
4.5 mg 9.2 mg 8.5mg 17.8 mg 24.5mg
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5.3.8. Fracionamento de CPFE-Ac

A fracdo acetato de etila do extrato etanolico (CPFE-Ac, 6,98 g) foi
submetida a tratamento cromatografico utilizando silica desativada. Para tanto, a
silica a ser utilizada foi imersa em etanol por 4 horas e em seguida foi realizada uma
filtracdo a vacuo, para eliminar o etanol, seguida de sucessivas lavagens com

acetato de etila.

A amostra foi pulverizada em 9,2 g de silica e acondicionada em coluna
de vidro com 5,8 cm de diametro e contendo 60 g da silica desativada. A fase movel
usada para eluicdo da coluna foi composta de hexano, acetato de etila e metanol

originando oito sub-fracées como descrito na tabela 19.

Tabela 19 - Fracionamento de CPFE-Ac

ELUENTE VOLUME (mL) FRACAO MASSA (mg)
1  Hex/Ac 20% 300 CPFE-Acl 6,2
2 Hex/Ac 50% 300 CPFE-AC2
3 Hex/Ac 80% 500 CPFE-Ac3 61.7
4 Ac 100% 500 CPFE-Ac4 880,3
5 Ac/MeOH 5% 500 CPFE-Ac5 1200,0
6 Ac/MeOH 15% 500 CPFE-AC6 1500,0
7 Ac/MeOH 30% 500 CPFE-Ac7 1650,0
8 Ac/MeOH 50% 500 CPFE-AC8

5.3.8.1. Fracionamento de CPFE-Ac3

A fracdo CPFE-Ac3 (60 mg) foi submetida a CLAE semi-preparativa de
fase reversa utilizando dgua/metanol 47 % como fase mével e fluxo de 4,72 mL/min.
O método desenvolvido permitiu que fossem coletados dois picos com tempo total
de corrida de 08 minutos. As fracdes coletadas foram denominadas de CP-16 (ir
4,67 min; 7,2 mg) e CP-12 (tg 6,27 min; 5,6 mg), respectivamente, e este ultimo

identificado como blumenol A. (Figura 120)
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Figura 120 - Cromatograma de CPFE-Ac3
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5.3.8.2. Fracionamento de CPFE-Ac4

Uma aliquota de CPFE-Ac4 (200 mg) foi submetida a CLAE semi-
preparativa de fase reversa utilizando agua/acetonitrila 27% como fase movel e fluxo
de 4,72 mL/min. O método desenvolvido permitiu que fossem coletados quatro picos

com tempo total de corrida de 20 minutos. (Figura 121)

Figura 121 - Cromatograma de CPFE-Ac4.
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Os picos 1 (tg=14,87 min), 2 (tg=15,61 min) e 3 (tg=17,79 min), passaram
a ser denominados como CP-7 (12,3 mg), CP-6 (100,9 mg) e CP-8 (23,2 mg)
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(Fluxograma 05) e através dos dados de RMN, EMAR-IES e IV suas estruturas
foram caracterizadas como heterosideos flavonoidicos, 6”’-O-p-cumaroil-g-
galactopiranosil-canferol, 6”-O-p-cumaroil-B-glicopiranosilcanferol (tilirosideo); e 6”-

O-p-cumaroil-B-glicopiranosil-3’-metoxicanferol, respectivamente.

Fluxograma 05 - Isolamento de CP-6, 7, 8, 12 e 16.

CPFE-Ac
6,98 g

Coluna

CPFE-Ac(1-2) Ac-3 Ac-4 CPFE-Ac(5-8)
5mg 60 mg 300 mg

CLAE
CP- 16 CP-12
7,2 mg 5,6 mg

5.3.8.3. Fracionamento de CPFE-Ac5

A fracdo CPFE-Ac5 (1,2 g) foi submetida a tratamento cromatografico
utilizando silica desativada em etanol por 4 horas e lavagem com acetato de etila
sob vacuo. A amostra foi pulverizada em 1,3 g de silica e acondicionada em coluna

de vidro com 3,9 cm de didametro e 8,0 cm de altura. A fase movel usada para
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eluicdo da coluna foi composta de hexano, acetato de etila e metanol originando oito
sub-fragbes como descrito na tabela 20.

Tabela 20 - Fracionamento de CPFE-Ac5

FRACAO ELUENTE VOLUME “MASSA (mg |

1 H/Ac 1:1 300 mL 15,8

2 H / Ac 80% 300 mL 28,6

3 Ac 500 mL 567,1

4 Ac/MeOH 5% 300 mL 357,2

5 Ac/MeOH 10% 300 mL 83,2

6 Ac/MeOH 20% 300 mL 40,1

7 Ac/MeOH (1:1) 200 mL 39,5

8 MeOH 200 mL 9,8

5.3.8.3.1. Fracionamento de CPFE-Ac5 (3-4)

As fracdes 3 e 4 (924,3 mg) apos reunidas foram submetidas a tratamento
cromatografico utilizando silica desativada. A amostra foi pulverizada em 900 mg de
silica e acondicionada em coluna de vidro com 2,3 cm de didametro e 13,0 cm de
altura. A fase movel usada para eluicdo da coluna foi composta de hexano, acetato
de etila e metanol originando oito sub-fracdes como descrito na tabela 21.

Tabela 21 - Fracionamento de CPFE-Ac5(3-4)

ELUENTE VOLUME MASSA (mg)

CPFE-Ac5(3-4)1 H/Ac 1:1 100 mL 5,7

CPFE-AC5(3-4)2 H / Ac 80% 100 mL 13,2
CPFE-AC5(3-4)3 Ac 200 mL 89,2
CPFE-Ac5(3-4)4 Ac/MeOH 5% 200mL 78,7
CPFE-AC5(3-4)5 Ac/MeOH 10% 100mL 137,2
CPFE-AC5(3-4)6 Ac/MeOH 20% 100mL 179,3
CPFE-Ac5(3-4)7 Ac/MeOH (1:1) 100mL 94,8
CPFE-AC5(3-4)8 MeOH 100mL 35,9

A fracdo CPFE-Ac5(3-4)3 (89,2 mg) foi submetida a CLAE semi-
preparativa de fase reversa utilizando agua/acetonitrila 27 % como fase mével e
fluxo de 4,72 mL/min. Foram coletados quatro picos com tempo total de corrida de
10 minutos. A fracdo correspondente ao pico 01 (tg 4,64 min; 6,4 mg)foi denominada

de CP-11 e posteriormente caracterizado 3-O-glicopiranosilquercetina. (Figura 122)
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Figura 122 - Cromatograma de CPFE-Ac5(3-4)3.
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A fracdo CPFE-Ac5(3-4)4 (78,7 mg) foi submetida a CLAE semi-
preparativa de fase reversa utilizando agua/acetonitrila 15 % como fase movel e
fluxo de 4,72 mL/min. Foram coletados trés picos com tempo total de corrida de 10
minutos. A fracdo correspondente ao pico 02 (tr 7,18 min; 8,8 mg)foi denominada de

CP-13 e posteriormente caracterizado roseosideo. (Figura 123)

Figura 123 - Cromatograma de CPFE-Ac5(3-4)4
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Fluxograma 06 - Isolamento de CP-11e 13

CPFE-Ac5
1,2¢g

Flash

EXPERIMENTAL

Ac5(3-4)1-2 Ac5(3-4)3
18,9 mg 89,2 mg

CLAE

Ac5(3-4)4

78,7 mg

‘ CLAE

[

CP-13
8,8 mg

J

6.4 ma

CP-11 ]

Ac5(3-4)5-8
440 mg
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6. CONCLUSAO

O estudo quimico do extrato etandlico das folhas de Croton pedicellatus
Kunth. (Euphorbiaceae) culminou no isolamento de esteroides, terpendides
(sesquiterpenos e diterpenos) e flavonoides, classes de compostos conhecidas no

género Croton.

Todos os diterpenos isolados sdo de esqueleto clerodano e suas
estruturas foram  estabelecidas como: 12,20:15,16-diepoxi-3-hidroxi-7,20-
dioxocleroda-13(16),14-dien-18,2-olideo; 12,20:15,16-diepoxi-2,8-dihidroxi-3-acetoxi
-7,20-dioxocleroda-13(16),14-dien-18-oato de metila; 12,20:15,16-diepoxi-2-hidroxi-
3-acetoxi-7,20-dioxocleroda-13(16),14-dien-18-oato de metila; 12,20:15,16-diepoxi-3,
8-dihidroxi-2-acetoxi-7,20-dioxocleroda-13(16),14-dien-18-oato de metila e 12,20:15,
16-diepoxi-3-hidroxi-2-acetoxi-7,20-dioxocleroda-13(16),14-dien-18-oato de metila. O
isolamento de diterpenos clerodanos reforca a importancia destes compostos como
marcadores quimiotaxiondmicos para o género, notadamente para a espécie em

estudo, visto que todos os diterpenos isolados sdo inéditos na literatura.

Assim como os diterpenos, compostos sesquiterpénicos também sé&o
comuns no género, entretanto, foram isolados os bisnor-sesquitespenos blumenol A

e roseosideo, onde o Ultimo esta sendo relatado pela primeira vez em Croton.

Os flavonoides canferol, 3-O-glicopiranosilquercetina, alpinumisoflavona,
6”-O-p-cumaroil-B-glicopiranosilcanferol  (tilirosideo);  6”-O-p-cumaroil-B-galacto-
piranosilcanferol e 6”-O-p-cumaroil-B-glicopiranosil-3’-metoxicanferol também foram
isolados, e apesar de serem bem conhecidos em plantas superiores de um modo
geral, a isoflavona alpinumisoflavona e o0s heterosideos flanonoidicos
6”-O-p-cumaroil-B-galacto-piranosilcanferol e 6”-O-p-cumaroil-g-glicopiranosil-3’-

metoxicanferol, foram isolados pela primeira vez no género.

Croton pedicellatus mostrou ser uma prolifica fonte de terpendides,
incitando a continuidade do estudo desta, bem como de espécies congéneres por
compostos desta grande classe.
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Figura 124 - Estruturas dos diterpenos isolados de Croton pedicellatus Kunth
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Figura 125 - Estruturas dos flavondides isolados de Croton pedicellatus Kunth




CONCLUSAO 142

Figura 126 - Estruturas dos sesquiterpenos e esteroéides isolados de Croton
pedicellatus Kunth
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