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RESUMO

O presente trabalho relata o estudo quimico das cascas da raiz de Croton floribundus
Spreng, coletadas no municipio de Pacoti-CE. A investigacdo fitoquimica do extrato hexanico
de C. floribundus levou ao isolamento de trés diterpenos do tipo caureno, &cido ent-caur-16-
en-19-0ico, ent-caur-16-en-6¢,19-diol e &cido ent-16a-hidroxicaur-11-en-19-6ico, sendo 0s
dois ultimos relatados pela primeira vez para o género Croton. Além destes compostos, foram
isolados quatro diterpenos do tipo traquilobano, identificados como sendo é&cido ent-
traquiloban-19-6ico, &cido ent-154-hidroxitraquiloban-19-6ico, ent-traquiloban-19-ol e o ent-
traquiloban-18,19-diol, que ndo possui registro na literatura. Foram preparados ainda dois
derivados reacionais de carater inédito, obtidos através de reacdes de acetilacdo e oxidacdo do
diterpeno traquilobanico ent-traquiloban-18,19-diol, que foram caracterizados como sendo
ent-18,19-diacetoxitraquilobano e acido ent-18-nortraquiloban-19-6ico. Todos os diterpenos
isolados foram submetidos a testes de atividade citotoxica, utilizando linhagens de células
tumorais de célon (HCT-8), mama (MDAMB-435) e cérebro (SF-295), onde testes
preliminares indicaram que 0s compostos ent-caur-16-en-6¢,19-diol e é&cido ent-18-
nortraquiloban-19-06ico apresentaram moderada atividade. Os metabolitos secundarios foram
isolados através de técnicas cromatograficas usuais, utilizando cromatografia em camada
delgada, cromatografia em coluna e cromatografia liquida de alta eficiéncia. A determinacéo
estrutural foi realizada atraves de métodos fisicos (ponto de fuséo e rotacéo oOptica) e do uso
de técnicas espectrométricas como: infravermelho (1V), espectrometria de massas (EM) e
ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN *H) e carbono-13 (RMN **C), incluindo
experimentos bidimensionais (COSY, HSQC, HMBC, NOESY), além de comparacdo com

dados da literatura.
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ABSTRACT

The present work reports the chemical study of root barks from Croton floribundus
Spreng, collected at Pacoti-CE. The phytochemical investigation of hexane extract lead to the
isolation of three kaurene-type diterpenes, ent-kaur-16-en-19-oic acid, ent-kaur-16-en-6 «,19-
diol and ent-16 a-hydroxykaur-11-en-19-oic acid, reported for the first time to the genus
Croton. In addition, four trachylobane-type diterpenes were isolated and identified as ent-
trachyloban-19-oic acid, ent-154-hydroxytrachyloban-19-oic acid, ent-trachyloban-19-ol and
the ent-trachyloban-18,19-diol, which was described as a new compound. Two derivatives of
ent-trachyloban-18,19-diol were prepared through acetylation and oxidation reactions, and
were characterized as ent-18,19-diacetoxytrachylobane and ent-18-nortrachyloban-19-oic
acid. Each of these isolated diterpenes were submited to cytotoxic activity using colon (HCT-
8), breast (MDAMB-435) and brain (SF-295) cell lines,and the compounds ent-caur-16-en-
6,19-diol and ent-18-nortrachyloban-19-oic acid showed moderated activity in preliminaries
assays. The secondary metabolites were isolated through usual chromatography techniques,
using thin layer chromatography, column chromatography and high performance liquid
chromatography. The structure determination of the isolated compounds was performed
through physical (melting point and optical rotation) and spectrometrical techniques, such as:
infrared (IR), mass spectrometric (MS) and nuclear magnetic resonance (NMR), including

bidimensional experiments, and comparison with the literature data.
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1 INTRODUCAO

As plantas medicinais tém seu uso descrito por praticamente todos os povos desde
0s tempos mais remotos. No Brasil, especialmente na regido nordeste, o uso de plantas
medicinais e preparag0es caseiras assumem importancia fundamental no tratamento de
patologias que afetam as populagdes de baixa renda. Nesse sentido, o uso de plantas
medicinais pode se constituir numa alternativa terapéutica muito util devido a sua efic4cia,
aliada a um baixo custo operacional, a relativa facilidade para aquisicdo das plantas e a
compatibilidade cultural com a populacdo atendida (MACIEL et al., 2002; MATOS, 1994;
MATOS, 2007).

De maneira indireta, este tipo de cultura medicinal desperta o interesse de
pesquisadores em estudos envolvendo areas multidisciplinares, como por exemplo boténica,
farmacologia e fitoquimica, que juntas enriqguecem 0s conhecimentos sobre a inesgotavel
fonte medicinal natural: a flora mundial. (MACIEL et al., 2002).

Dentre as diferentes classes de produtos naturais usados na cura de doencas,
destaca-se a dos diterpenos, por exibir relevante diversidade estrutural e um elevado nimero
de atividades farmacoldgicas. Essas substancias podem ser encontradas em diferentes partes
do vegetal e em representantes de diversas familias de plantas superiores. Dentro do contexto
de plantas bioprodutoras de diterpenos insere-se as espécies da familia Euphorbiaceae, as
quais tem sido alvo de inimeras investigacdes fitoquimicas.

A familia Euphorbiaceae possui cerca de 300 géneros e 7500 espécies dispersas
em toda a superficie terrestre, onde € amplamente distribuida em regides tropicais e
temperadas caracterizando grande parte da flora brasileira. A familia destaca-se ainda por ser
uma das maiores entre as dicotiledéneas, e por isso é dividida em quatro subfamilias
(Phyllanthoideae, Crotoideae, Poranteroideae e Ricinocarpoideae). Os espécimes vdo desde
ervas a trepadeiras e arvores de grande porte, sendo geralmente produtoras de latex. No
Brasil, espécies de Euphorbiaceae sdo bastante representativas em namero e popularidade,
onde se destacam a seringueira (Hevea Brasiliensis Muell Arg.), nativa da regido amazonica
no norte do Brasil, a mani¢coba (Manihot glaziovii Muell Arg.), da regido nordestina; a
mandioca (Manihot esculenta Crantz.); e a mamona (Ricinnus comunis L.) (WEBSTER,
1967; WILSON, 1976; SILVEIRA, 1979).

O género Croton, ¢ um dos maiores da familia Euphorbiaceae, compreendendo

cerca de 1300 espécies de ampla distribuicdo em regides de clima quente, menos freqliente em
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regibes temperadas e raramente em regides frias. E ainda representado por espécimes que
desempenham papel importante na medicina tradicional em diferentes partes do mundo.
Dentre os usos como fonte terapéutica alternativa, pode-se citar o tratamento de cancer,
constipacdo intestinal, diarréia e outros problemas digestivos, diabetes, feridas externas, febre,
hipertensdo, malaria, Ulceras e obesidade (SALATINO et al., 2007).

Diversas espécies do género tiveram suas propriedades quimico-farmacologicas
investigadas, e se mostraram como uma fonte prolifica de metab6litos secundarios com
importantes atividades farmacoldgicas. Como C. celtidifolius que mostrou atividade
antiinflamatéria e antioxidante;C. cajucara que apresentouatividade antinociceptiva e
antiulcerogénica; C. kongensis que possui atividade antimicrobacteriana e antimalarica; C.
lechleri que apresentou atividade anticancer e C. schiedeanus que revelou atividade anti-
hipertensiva e vasorelaxante (SALATINO et al., 2007).

Do ponto de vista quimico, os terpendides sdo os metabolitos secundarios
predominantes no género, principalmente os diterpendides. No entanto, triterpenos,
alcaloides, flavondides, compostos fenolicos e lignanas também tem sido relatados para
espécies do género (SALATINO et al., 2007).

Croton floribundus é uma arvoreta que possui ocorréncia no Nordeste do Brasil,
onde ¢ conhecida popularmente como “capixingui” ou “tapixingui”. As cascas do caule desta
planta tém sido utilizadas na medicina popular no tratamento de sifilis, e as folhas tém
emprego na medicina humana e veterinaria no tratamento de Ulceras (CORREA, 1984).

Desta forma, baseando-se no fato de que o género Croton se mostra como uma
prolifica fonte de diterpenos, o presente trabalho teve como objetivo a investigacdo
fitogquimica desta espécie, visando o isolamento e caracterizacdo estrutural de diterpenos

bioativos.
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2 CONSIDERACOES BOTANICAS
2.1 Considerac6es sobre a familia Euphorbiaceae

Euphorbiaceae ¢ uma familia que compreende cerca de 300 géneros e
aproximadamente 7500 espécies, distribuidas em todo o mundo, principalmente nas regides
tropicais. Os maiores centros de dispersdo encontram-se nas Américas e na Africa, e os
géneros mais representativos sdao o Euphorbia (2.300 espécies), Croton (1.300 espécies) e
Phyllanthus (800 espécies). No Brasil, ocorrem 72 géneros e cerca de 1.100 espécies
difundidas em todos os tipos de vegetacdo (JOLLY, 1998).

Segundo Jolly (1998) a familia Euphorbiaceae é descrita de acordo com a seguinte
transcricao:

Sdo plantas de habitos bastante variados, existindo ervas, arvores, subarbustos e
também trepadeiras, com folhas alternas inteiras ou partidas, em geral com estipulas,
latescentes ou ndo. Flores sempre de sexo separado, em geral com monoclamideas,
ocorrendo também diclamideas, em plantas mondicas, reunidas em inflorescéncias
muito variadas, em geral tipo cacho. As vezes com flores femininas acima (Ricinus)
ou em geral abaixo (Croton) ou inflorescéncia de sexo separado (Euphorbia). Fruto
seco esquizocarpo, separando-se elasticamente em 3 cocos. Este abrindo-se
posteriormente. Sementes ricas em endospermas, muitas vezes oleaginoso, providas
de grande cartncula (JOLLY, 1998).

2.2 Consideracdes sobre o género Croton

O género Croton é o segundo maior da familia Euphorbiaceae, compreendendo
cerca de 1300 espécies de ampla distribuicdo em regiGes quentes, menos freqientemente em
regibes temperadas e raramente em regibes frias, das quais cerca de 300 ocorrem no
Brasil(SALATINOEet al., 2007).

De acordo com Craveiro (1981) as espécies do género Croton apresentam

geralmente,

Folhas com revestimento piloso, inteiras, ou raramente, trilobadas, com estipulas
muitas vezes caracteristicas, principalmente nos ramos jovens e renovos.
Apresentam revestimento piloso, algumas vezes com pélos estrelados, outras, com
péloslepdotos ou escamosos. As flores de ambos 0s sexos sdo pequenas,
esbranquicadas e dispostas em racemos mais ou menos alongados, dispondo-se as
masculinas, geralmente mais numerosas, na parte apical e as femininas na parte

Estudo quimico de Crotfon floribundus Spreng (EUPHORBIACEAE) UCHOA, P. X.S.
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basal. O fruto é uma cépsula triococa, de 2 a 6 mm de didmetro e as sementes sdo
geralmente escuras e oleaginosas. Muitas espécies sdo odoriferas, estando o 6leo
essencial distribuido em todos os 6rgdos da planta, principalmente nas folhas e
cascas do caule (CRAVEIRO et al., 1981).

2.3 Consideracdes sobre CrotonfloribundusSpreng

CrotonfloribundusSpreng (fig. 1, p.5) apresenta crescimento muito rapido e ciclo
de vida curto, muito abundante em formacbes secundarias, repovoando clareiras e
proliferando em bordas de mata. E uma espécie muito empregada em reflorestamentos mistos,
protetivos ou comerciais, com sombreamento de espécies de estagios mais avancados de
sucessdo (DURIGANEet al., 2002). O mel produzido a partir de suas flores € de coloracao
quase branca, de aroma muito diferenciado, saborosissimo e de excelente qualidade. A arvore
também possui propriedades medicinais (LORENZI, 1992; CARVALHO, 2003). Inicia a
frutificacdo precocemente, cerca de trés anos apds o plantio; os frutos sdo do tipo cépsula
tricoca, contendo trés sementes, as quais sdo arredondadas, de cor preta, e que, de acordo com
Lorenzi (1992), apresentam viabilidade que ndo ultrapassa os quatro meses.

Segundo Corréa (1984), Croton floribundus pode ser descrita como:

Arbusto grande, ou &rvore pequena, até 10 m. de altura; ramos cilindricos e
raminhos angulosos-obtusos, revestido de epiderme pardo escura ou violacea,
subverrucosos e com pélos estrelados; folhas alternadas, pecioladas, estipuladas,
oblongo-ovadas ou oblongo-elipticas, agudas, subinteiras, com limbo até 12 cm de
comprimento e 6 cm de largura, escuras e com pélos estrelados e hirto-escabrosos na
pagina superior e argenteo-ochraceos na inferior; flores brancas, mondicas (as
femininas com pétalas pubescentes), dispostas em racimos compridos; fruto capsula
globoso-deprimida. Fornece madeira amarelada e com veios escuros (CORREA,
1984).

Estudo quimico de Crotfon floribundus Spreng (EUPHORBIACEAE) UCHOA, P. X.S.
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Figura 1 — Fotos representando diferentes partes de C. floribundus: (A) frutos, (B) inflorescéncias e (C)
espécimen em seu habitat natural. (Fotos: E. R. Silveira)
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3 LEVANTAMENTO BIBLIOGRAFICO

A investigagdo fitoquimica das cascas da raiz de Croton floribundus levou ao
isolamento de diterpenos de esqueletos caurano e traquilobano. Desta forma, o presente
levantamento apresenta caracteristicas estruturais e biossintéticas destes compostos, e dados
de ocorréncia natural no género Croton através da listagem das espécies estudadas

quimicamente.
3.1 Biossintese de diterpenos cauranos e traquilobanos

Os diterpenos constituem uma vasta classe de produtos naturais isoprenoidais,
biossintetizados a partir do acido meval6nico, cuja sequéncia biossintética leva ao 2E,6E,10E-
pirofosfato de geranilgeranila (GGPP).

Diterpenos ciclicos resultam de diferentes processos biossintéticos de ciclizacdo
do GGPP, sendo o principal o que ocorre sob catalise &cida. A protonacdo do GGPP leva a
uma sequéncia de ciclizagdo sincronizada, terminando com a perda de um proton de um
grupamento metil, levando a formacdo de dois intermediarios biciclicos perhidronaftaleno, o
(+)-copalil PP e o (-)-copalil PP (fig. 2, p. 6). Esses intermediarios levam a duas séries
enantioméricas que se deferenciam pelas configuragdes invertidas dos carbonos C-5, C-9 e C-
10, a série normal e a série enantio (imagem especular da série normal) (DEWICK, 2009;
GARCIA, OLIVEIRA e BATISTA, 2007).

u? H u H .
\_yh N .
| \"( orP [ QPP -
GGPP H
-~ oPp OPP
H@‘j H |l—1 H ;l
GGPP

Figura 2 — Ciclizacdo do GGPP sob catélise acida

Oorp

{~)-copalil PP

OrpP

{+)-copalil PP
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A partir do copalil PP uma sequéncia de ciclizagdes e rearranjos catalisados por
enzimas do levam a formacéo diterpenos de esqueletos, tais como caurano, traquilobano,
pimarano, beirano, labdano, entre outros (fig. 3, p. 7) (DEWICK, 2009).

OPP OPP

H

(+)-copalil PP (-)-copalil PP

beirano labdano ent-beirano ent-labdano

Série NORMAL Série ENANTIO

Figura 3 — Diterpenos de série normal e enantio

3.2 Diterpenos cauranos

Diterpenos cauranos representam um importante grupo de diterpenos tetraciclicos
cujas estruturas apresentam uma unidade perhidrofenantreno (anéis A, B e C) ligada a uma
unidade ciclopentano (anel D), esta Gltima formada por uma ponte entre os carbonos C-8 e C-
13 (fig. 4, p. 8). A maioria dos diterpenos cauranos encontrados na natureza pertencem a série

enantio. Exceto em alguns poucos casos (presenca de dupla ligacéo entre C-9 e C-11), os ent-
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cauranos sdo caracterizados por apresentarem valores negativos de rotacdo Optica [a]p .
(GARCIA, OLIVEIRA e BATISTA, 2007).

Estes compostos podem ser encontrados em diferentes espécies de plantas
superiores, e se encontram distribuidos em varias familias, dentre as quais: Asteraceae
(Wedelia spp., Mikania spp., Oyedaea spp., Baccharis spp., Solidago spp., Vernonia spp.,
Xanthium spp., Eupatorium spp., Espeletias pp.), Annonnaceae (Annonna spp., Xylopia spp.,
Mitrephora spp.), Euphorbiaceae (Beyeria spp., Croton spp., Ricinocarpus spp., Suregada
spp.), Celastraceae (Tripterygium spp.), Apiaceae (Alepidea spp.), Velloziaceae (Vellozia
spp.), Lamiaceae (Rabdosia spp., Isodons pp., Sideritis spp.), Fabaceae (Copaifera spp.),
Rutaceae (Phebalium spp.), Chrysobalanaceae (Parinari spp.), Jungermanniaceae
(Jungermannia spp.), Erythroxylaceae (Erythroxylum spp.) e Rhizophoraceae (Bruguiera
spp.), entre outras (GARCIA, OLIVEIRA e BATISTA, 2007).

Figura 4 — Esqueleto basico de um diterpeno do tipo ent-caurano

3.3 Diterpenos traquilobanos

Diterpenos traquilobanos sdo metabdlitos secundarios de ocorréncia rara na
natureza, tendo sido relatados pela primeira vez em Trachylobium verrucosum
(Leguminosae). Esse tipo de diterpeno é caracterizado por apresentar um esqueleto carbdnico
pentaciclico com sistema triciclo[3.2.1.0]octano nos anéis C, D e E (fig. 5, p. 9). Todos 0s
diterpenos traquilobanos ja isolados a partir de fontes naturais pertencem a série enantio e
apresentam valores de rotacdo Optica negativos. Desde a sua primeira identificacdo, eles tém

sido isolados a partir de algumas familias e géneros de plantas, principalmente de Asteraceae
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(Helianthus), Labiateae (Sideritis), Annonaceae (Xylopia) e Euphorbiaceae (Croton)
(FRAGA, 1994).

[ 5]
[=]

Figura 5 — Esqueleto basico de um diterpeno do tipo ent-traquilobano, com destaque para o sistema
triciclo[3.2.1.0]octano

3.4 Ocorréncia de diterpenos cauranos e traquilobanos no reino vegetal

Uma pesquisa bibliografica foi realizada no Chemical Abstracts
(SciFinder®Scholar™) abrangendo o periodo de 1907 a 2011, acerca da ocorréncia de
diterpenos de esqueletos caurano e traquilobano isolados no género Croton.

Nessa pesquisa foram encontrados um total de 70 compostos, que se mostraram
divididos em 54 diterpenos de esqueleto caurano (tabela 1, p. 10) e 16 de esqueleto
traquilobano (tabela 2, p. 16). A distribuicdo destes compostos no género se mostrou ainda
restrita as espécies: C. argyrophylloides, C. hutchinsonianus, C. insularis, C. kongensis, C.
lacifferus, C. macrostachys, C. oblongifolius, C. robustus, C. tonkinensis e C. zambesicus (fig.
6, p. 10).

A analise dos dados obtidos permitiu ainda observar que normalmente diterpenos
do tipo caurano apresentam a dupla ligacdo entre os carbonos C-16 e C-17. Verificou-se
também que diterpenos cauranos e traquilobanos geralmente apresentam as metilas C-18 ou
C-19 oxidadas, na maioria das vezes por grupamentos hidroxila, acetila e carboxila. Outras
posi¢des, como C-1, C-3, C-7, C-15 e menos frequente C-14, podem se mostrar oxidadas

normalmente ocorrendo na forma de A&lcool, cetona, ou ainda de éster.

Estudo quimico de Crotfon floribundus Spreng (EUPHORBIACEAE) UCHOA, P. K. S.
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Figura 6 — Distribuicdo de diterpenos cauranos e traquilobanos em espécies do género Croton

Tabela 1 — Diterpenos de esqueleto caurano isolados a partir de espécies do género Croton

Composto isolado

Espécie

Parte estudada

Referéncia bibliogréafica

A (1) C. argyrophylloides - MONTE; DANTAS;
Acido ent-caur-16-en-18-6ico - argyrophy BRAZ-FILHO, 1988
i 2 C. oblonaifolius B NGAMROJNAVANICH
Acido ent-caur-16-en-19-6ico ' g et al., 2003b
) @) o GIANG et al., 2005
Acido ent-11 ¢-acetoxicaur-16-en- C. tonkinensis Folhas
18-0ico DAO et al., 2010
4) . .
ent-caur-16-en-18-ol C. tonkinensis Folhas GIANG et al., 2005
(5) . .
ent-caur-16-en-15 18-diol C. tonkinensis Folhas GIANG et al., 2005
. (6) ) ] Folhas GIANG et al., 2005
Acido ent-15-oxo-caur-16-en-18- C. tonkinensis
dico Planta completa KUO et al., 2007
(7 . .
ent-18-hidroxicaur-16-en-15-ona C. tonkinensis Planta completa KUO et al., 2007
(8) Folhas MINH et al., 2004
ent-7,3,18-di-hidroxicaur-16-en-15- C. tonkinensis DAO et al., 2010
ona Planta completa KUO et al., 2007
9)
ent-7/3,14a,18-tri-hidroxicaur-16-en- C. tonkinensis Planta completa KUO et al., 2007
15-ona
. .(10) C. tonkinensis Planta completa KUO et al., 2007
ent-74-hidroxicaur-16-en-15-ona '
(11)
ent-7 f-acetoxi-11 a-hidroxicaur-16- C. tonkinensis Folhas DAO et al., 2010
en-15-ona
(12)
ent-11 -acetoxi-7 g-hidroxicaur-16- C. tonkinensis Folhas GIANG et al., 2005
en-15-ona
(13) Folhas GIANG et al., 2003
ent-74,14a-di-hidroxicaur-16-en-15- C. tonkinensis YANG et al., 2009
ona Planta completa KUO et al., 2007
(14)

ent-11a-acetoxi-74,14 o-di-
hidroxicaur-16-en-15-ona

C. tonkinensis

Folhas

GIANG et al., 2005

Estudo quimico de Crotfon floribundus Spreng (EUPHORBIACEAE) UCHOA, P. K. S.



Levantamento bibliogrdfico I 11

(15)
ent-1q-acetoxi-74,14 o-di-
hidroxicaur-16-en-15-ona

C. tonkinensis

Folhas

Planta completa

MINH et al., 2003

MINH et al., 2004

GIANG et al., 2003
KUO et al., 2007

ent-18-acetoxi((:iﬁ)r-16-en-15-ona C. tonkinensis Planta completa KUO et al., 2007
17 GIANG et al., 2005
ent-18-acetoxi-11e-hidroxicaur-16- C. tonkinensis Folhas
en-15-ona DAO etal., 2010
(18)
ent-7/,18-diacetoxicaur-16-en-15- C. tonkinensis -- PHAN; LE; PHAN, 2007
ona
. . Folhas GIANG et al., 2003
(19) C. tonkinensis Planta intei KUO et al., 2007
t-18-acetoxi-7f-hidroxicaur-16-en- anta Intefra ea,
e 15-ona C ok . Partes aéreas CHEN et al., 2007
. kongensis
Folhas YANG et al., 2009
(20)
ent-11¢,18-diacetoxy-7 - C. tonkinensis Folhas GIANG et al., 2005
hidroxicaur-16-en-15-ona
21 . .
ent—18—acetoxica(ur—iG—en—Y,15—diona C. tonkinensis h PHAN; LE; PHAN, 2007
(22)
ent-18-acetoxy-14 -hidroxicaur-16- C. tonkinensis Folhas GIANG et al., 2003
en-15-ona
(23)
ent-18-acetoxi-74,14 a-di- C. tonkinensis Folhas GIANG et al., 2003
hidroxicaur-16-en-15-ona
(24) C. tonkinensis Folhas MINH et al., 2003
ent-1¢,7B3,14 o-triacetoxicaur-16-en- )
15-ona C. kongensis Partes agreas CHEN et al., 2007
(25)
ent-1a,14 o-diacetoxi-7 - C. tonkinensis Folhas GIANG et al., 2004
hidroxicaur-16-en-15-ona
(26)
ent-1a,75-diacetoxi-14 a- C. tonkinensis Folhas GIANG et al., 2004
hidroxicaur-16-en-15-ona
(27)
ent-74,143-di-hidroxicaur-16-en-15- C. tonkinensis Folhas DAO et al., 2010
ona
(28)
ent-1a-acetoxi-74,145- C. tonkinensis Folhas DAO etal., 2010
dihidroxicaur-16-en-15-ona
(29)
ent-18-acetoxi-74,144-di- C. tonkinensis Folhas DAO etal., 2010
hidroxicaur-16-en-15-ona
(30)
ent-1a,73,14 B-triacetoxicaur-16-en- C. tonkinensis Folhas DAO etal., 2010
15-ona
(31)
ent-1a,145-diacetoxi-75- C. tonkinensis Folhas DAO et al., 2010
hidroxicaur-16-en-15-ona
(32)
ent-1a,75-diacetoxi-144- C. tonkinensis Folhas DAO et al., 2010

hidroxicaur-16-en-15-ona
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(33) . 2 .
ent-caurano C. zambesicus Oleo essencial BLOCK et al., 2006
(34) . .
ent-cauran-163,17-diol C. hutchinsonianus Casca do caule Ll etal., 1990
(35) .
ent-cauran-3/3.16/3,17-triol C. zambesicus Frutos MOHAMED et al., 2009
(36) C. hutchinsonianus Casca do caule Ll etal., 1990
ent-cauran-16,3,17,19-triol C. kongensis Partes aéreas CHEN et al., 2007
(37) . .
Acido 16 a-H-ent-cauran-17-6ico C. lacciferus Raizes BANDARA et al., 1988
(38) . .
16 0-H-ent-cauran-17-ol C. lacciferus Raizes BANDARA et al., 1988
(39) . .
163 H-ent-cauran-17-ol C. lacciferus Raizes BANDARA et al., 1988
(40) . .
ent-cauran-16¢, 17-diol C. lacciferus Raizes BANDARA et al., 1988
(41) . .
16 a-H-ent-cauran-17-oato de metila C. lacciferus Raizes BANDARA et al., 1988
(42) Folhas GIANG et al., 2004
ent-18,7#-diacetoxicaur-16-en-15- C. tonkinensis DAO et al., 2010
ona Planta inteira KUO et al., 2007
(43)
ent-(16S)-1¢,14 o-diacetoxy-7 - C. tonkinensis Folhas GIANG et al., 2005
hidroxi-17-metoxicauran-15-ona
(44) C. argyrophylloides Caule MONTE et al., 1984
(45) .
C. argyrophylloides Caule MONTE et al., 1984
(46) . .
C. lacciferus Raizes BANDARA et al., 1988
ent-caur-15-en-17-ol
47 . .
ent-caur-15-en-3,17-ol C. lacciferus Raizes BANDARA et al., 1988
(48) . .
ent-3#acetoxicaur-15-en-17-ol C. lacciferus Raizes BANDARA et al., 1988
) (49)
Acido 17-nor-15,16-dioxo-ent- C. lacciferus Raizes BANDARA et al., 1988

cauran-18-6ico

(50) C. tonkinensis B PHAN; NGUYEN;
' PHAN, 2007
51 . . PHAN; NGUYEN;
(51) C. tonkinensis - PHAN. 2007
. .(52) C. tonkinensis Planta inteira KUO et al., 2007
14 o-hidroxicaur-16-en-7-ona '
(53)
14 g-acetoxi-17-formil-caur-15-en- C. tonkinensis Planta inteira KUO et al., 2007
18-ol
(54)

ent-154,16-epoxicauran-17-ol

C. lacciferus

Raizes

BANDARA et al., 1988

() ndo informado
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X
K

Qrirnan

R, R

R1 R> Rs R4
(1)  CHs COOH H  H
(2)  COOH CHs H  H

(3)  CH COOH H  OAc
(4)  CHs CHOH  H H
(5)  ChHs CHOH OH H

R: R R R4 Rs Re
(6) CHs COOH H H H H
) CHs CH,0H H H H H
(8) CHs CH,0H H OH H H
(9) CHs CH,0H H OH OH H
(10)  CH CH; H OH H H
(11)  CHs CH; H OH H OAC
(12)  CHs CH; H OAc H OH
(13)  CHs CHs b OH OH H
(14)  CHs CHs b OH OH OAC
(15)  CHs CH; OAc OH OH H
(16)  CHs CH,0Ac H H H H
(17)  CHs CH,0Ac H H H OH
(18)  CHs CH,0AC b OAC H H
(19)  CHs CH,0Ac H OH H H
(20)  CHs CH,0AC 5 OH H OAC
(21)  CHs CH,0Ac H = H H
(22)  CHs CH,0Ac H H OH H
(23)  CHs CH,0AC 5 OH OH H
(24) CH, CH, OAc OAc OAc H
(25)  CH, CHs OAcC OH OAc H
(26)  CHs CH; OAC OAC OH H
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R: R> R3 R4 Rs
(27)  CHs CH; H OH OH
(28)  CHs CH: OAc  OH OH
(29) CH, CH0Ac H  OH OH
(30)  CHs CH;  OAc OAc  OAc
(31)  CH, CH:  OAc  OH OAC
(32)  CHs CH:  OAc  OAc OH

R: R> Rs R4 Rs
(33) CH; CH;, H H H
(34) CHs CHs H CH,OH OH
(35)  CHq CH; OH  CH,OH OH
(36) CH,OH  CHs H CH,OH OH
(37)  CHq CH, H H COOH
(38) CH; CH;, H H CH,OH
(39) CH; CH, H CH,OH H
(40)  CHs CHs H OH CH,OH
(41)  CH; CH;  H H COOCH;
R1 Rz R3 R4 R5 I:QG
(42) CH; CH,OAc H OH H CH;
(43) CH; CH; OAcC OH OAc CH,0OCH;
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R R
(44) COOCH; (46) H
(45) COCH 47) OH
(48) OAc

|||||||b

(54)

(53)
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Tabela 2 — Diterpenos de esqueleto traquilobano isolados a partir de espécies do género Croton

Composto isolado

Espécie

Parte
estudada

Referéncia bibliografica

(55.) C. zambesicus Oleo essencial BLOCK et al., 2006
ent-traquilobano
(56) C. insularis Partes aéreas GRAIKOU et al., 2004
Acido ent-traquiloban-19-6ico C. robustus Casca do caule NGA“Q?SJI\;S‘(\)Q:\NICH
i (57) .
Acido ent-traquiloban-18-6ico C. macrostachys Raizes KAPINGU et al., 2000
(58) . Casca do
Acido ent-7a-acetoxitraquiloban-18-6ico C. zambesicus caule NGADJUI etal., 1999
(59) NGAMROJNAVANICH
ent-traquiloban-19-ol C. robustus Casca do caule et al., 2003a
(60) )
ent-traquiloban-7c,,18-diol C. zambesicus Casca do caule NGADJUIet al., 1999
(61) C. zambesicus Partes aéreas BACCELLI et al., 2007
ent-traquiloban-3p,18-diol C. insularis Partes aéreas GRAIKOU et al., 2004
(62) ]
ent-traquiloban-33,19-diol C. macrostachys Raizes KAPINGU et al., 2000
(63) ]
ent-traquiloban-3p,18-diol C. macrostachys Raizes KAPINGU et al., 2000
BLOCK et al., 2004
Folhas BLOCK et al., 2005

(64)
ent-18-hidroxitraquiloban-3-ona

C. zambesicus

Partes aéreas

MARTINSENet al., 2010
BACCELLI et al., 2007

(65)
ent-traquiloban-3-ona

C. zambesicus

Folhas

Oleo essencial

BLOCK et al., 2004
BLOCK et al., 2005
MARTINSENEet al., 2010
BLOCK et al., 2006

C. insularis

Partes aéreas

GRAIKOU et al., 2004

(66)
ent-traquiloban-3p3-ol

C. zambesicus

Partes aéreas
Folhas

BACCELLI et al., 2007
BLOCK et al., 2005

(67)
acido 17-nor-15,16-dioxo-ent-cauran-18-
oico

C. insularis

Partes aéreas

GRAIKOU et al., 2004

(68)
ent-traquiloban-3a,18-diol

C. zambesicus

Partes aéreas

BACCELLI et al., 2007

(69)
ent-traquiloban-3a-ol

C. zambesicus

Folhas
Oleo essencial

BLOCK et al., 2002
BLOCK et al., 2006

C. insularis

Partes aéreas

GRAIKOU et al., 2004

(70)
ent-traquiloban-14,15-diona

C. zambesicus

Folhas

MARTINSENet al., 2010

() ndo informado
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R: R R R4
(55) CH; CH, H H
(56)  COOH CHg H H
(57) CH; COOH H H
(58) CH; COOH H OAc
(59)  CH,OH CHs H H
(60) CH, CH,OH H OH
(61) H CH,OH OH H
(62)  CH,OH CH, OH H
(63)  CH,OH CH,OH OH H
(64) CH, CH,OH = H
(65) CH, CH, = H
(66) CH;, CH;, OH H
(67)  CH;OAc CHs H H

Qi

o
R
R, Ry
(70)
R R» R3
(68) CHj CH,0H OH
(69) CHj CHg OH
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4 DETERMINAQAO ESTRUTURAL
4.1 Determinacdao estrutural de CF-1

O tratamento cromatografico da fracdo CFHCR-A proveniente do extrato
hexanico das cascas da raiz de Croton floribundus (item 5.5.2.2, p. 122), forneceu um
composto na forma de um solido cristalino incolor, com p.f. 149,3 - 150,7 °C e [a]® =
—66°(c = 0,13; CHCIs), que foi denominado CF-1.

A analise do espectro de absorcéo na regido do infravermelho de CF-1 (fig. 9, p.
25) revelou absorcdes em 1693 cm™ relativa a deformacdo axial de ligacdo C=0, e em 1264
cm™, referente & deformacéo axial da ligagdo C-O; além de uma forte e caracteristica absor¢ao
compreendida entre 3100 e 2600 cm™ resultante da superposicdo das absorcdes do grupo
hidroxila de acido carboxilico e de grupos metil, metileno e metino.

No espectro de RMN *3C - CPD (fig. 13, p. 28) foram observadas 19 linhas
espectrais, destacando-se a absor¢cdo em o 184,9, referente a carbono carbonilico de acido. A
intensa absor¢do em ¢ 20,7 foi relacionada a dois carbonos magneticamente equivalentes. A
comparacdo com o espectro de RMN **C - DEPT 135° (fig. 14, p. 28), permitiu correlacionar
0s carbonos na estrutura de CF-1 com seu respectivo padrdo de hidrogenacdo, os quais foram
identificados como: 3 carbonos metilicos, 8 carbonos metilénicos, 4 carbonos metinicos e 5
carbonos nao-hidrogenados. Os deslocamentos quimicos dos carbonos de CF-1, juntamente
com 0s seus respectivos padroes de hidrogenacdo encontram-se listados na tabela 3 (p. 19).

O espectro de RMN *H de CF-1 (fig. 11, p. 26) revelou absorcdes simples e
intensas em &y 0,88 (3H-20, s), 1,13 (3H-17, s) e 1,21 (3H-18, s), compativeis com
hidrogénios de trés grupamentos metilas. Foram apresentados ainda sinais na regido de
protecdo em oy 0,58 (1H-12, d, J = 7,5 Hz) e 0,83 (1H-13, dd, J = 7,5 e 2,4 Hz),
caracteristicos de sistema ciclopropanico tetrasubstituido.

O espectro de massa, obtido por impacto eletrénico a 70 eV (fig. 10, p. 25),
apresentou o pico do ion molecular com m/z 302, correspondente a férmula molecular
C20H300,. O indice de deficiéncia de hidrogénio (IDH) igual a seis foi compativel com um
esqueleto diterpénico do tipo traquilobano (fig. 7, p. 19). A outra insaturacdo foi relacionada a

uma carbonila de &cido carboxilico. A natureza levorrotatoria de CF-1 foi evidenciada no
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valor obtido para a rotagdo Otica [0]2 = —66°(c = 0,13; CHCl), indicando que esse

composto pertencia a série enantio.

12 17

)

S
-
=y

19 18

Figura 7 — Esqueleto basico de um diterpeno do tipo ent-traquilobano

Tabela 3 — Dados de deslocamentos quimicos (5) de RMN **C e padréo de hidrogenacéo dos carbonos de CF-1

c CH CH, CHs
18.9
19.9
226 "
207
3.1 333 12,6
244
40.9 38.0 207
52.9
438 394 290
184.9 57.2 206
(COOH) :
505
5C 4CH 8 CH, 3CH,

Formula molecular — CyH3,0,

A analise do espectro de RMN bidimensional de correlacdo heteronuclear a uma
ligacdo 'H, *3C - HSQC (fig. 15, p. 29) permitiu assinalar as correlacdes em & 0,58 e 0,83
aos carbonos em & 20,7 (CH-12) e 24,4 (CH-13), respectivamente. Através da analise desse
espectro, foi possivel realizar os assinalamentos inequivocos de cada absorcdo de carbono
com 0s seus respectivos hidrogénios, de acordo com a tabela 5 (p. 24).

No espectro bidimensional de correlacdo homonuclear *H, *H - COSY de CF-1
(fig. 12, p. 27) foram visualizados o acoplamento do hidrogénio metinico em &4 0,58 (H-12)
com os hidrogénios metilénicos em &y 1,86 (H-11a) e 1,67(H-11b), e com o hidrogénio

metinico 4 0,83 (H-13). Nesse mesmo espectro foi possivel observar o acoplamento entre o
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hidrogénio metinico em &y 0,83 (H-13) e o hidrogénio metilénico em &y 1,18 (H-14b),
confirmando, dessa forma, o fragmento ciclopropéanico caracteristico de traquilobanos
(subestrutura A).

Com base nesses dados, realizou-se uma analise mais detalhada a cerca da
estrutura de CF-1, através do espectro de RMN bidimensional de correlagdo heteronuclear a
longa distancia *H, **C - HMBC (fig. 16, p. 30). Esta analise revelou o acoplamento entre os
hidrogénios metilicos em & 1,13 (H-17) com o carbono quaternario em & 22,6 (C-16, 2Jch),
com o carbono metilénico em & 50,5 (CH,-15, Jcn), e com os carbonos metinicos em &c
20,7 (CH-12, 3Jch) e & 24,4 (CH-13, ®Jcn) (subestrutura B). Observou-se também o
acoplamento dos hidrogénios metinicos do anel ciclopropéanico em &y 0,83 (H-13) e &4 0,58
(H-12) com os carbonos em & 40,9 (C-8, *Jcn) € & 52,9 (CH-9, *Jcw), respectivamente

(subestrutura C)

A estrutura da decalina foi confirmada pelas correlacGes, no espectro de HMBC,
entre o hidrogénio metinico em &4 1,09 (H-9) com o carbono metinico em & 57,2 (CH-5,

%JcH) e com o carbono metilico em & 12,6 (CH3-20, 3Jch), e também pelos acoplamentos
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entre 0 hidrogénio metinico em &4 1,01(H-5) com o carbono metilénico em & 39,6 (CH,-1,
%JcH) e com os carbonos ndo-hidrogenados em & 39,1 (C-10, 2Jcn) e em & 43,8 (C-4, *Jch)
(subestrutura D). Além destas, foram também observadas as correlages entre o hidrogénio
metilénico em & 0,78 (H-1b) com o carbono metilico em & 12,6 (CH3-20, Jch), com os
carbonos metilénicos em & 18,9 (CH,-2, 2Jch) e & 38,0 (CH,-3, *Jcn), com o carbono
metinico em & 52,9 (CH-9, %Jch) e com o carbono quaternario em & 39,1 (C-10, 2Jcp)

(subestrutura E).

K
18 19

(E)

Ainda no espectro de HMBC, foi possivel assinalar o acoplamento dos
hidrogénios do grupo metila em &4 1,21 (3H-18) com o carbono carboxilico em & 184,9 (C-
19, *Jen), com o carbono metinico em & 57,2 (CH-5, %Jci) e com o carbono metilénico em &
38,0 (CH2-3, *Jcp), indicando que um dos grupos metilas ligadas ao carbono C-4 encontra-se

oxidada. (subestrutura F).

A partir da analise comparativa dos dados de RMN *C de CF-1, com aqueles
descritos na literatura para o acido ent-traquiloban-18-6ico (LEONG e HARRISON, 1997) e
para 0 acidoent-traquiloban-19-6ico (NGAMROJNAVANICH et al., 2003a), pbde-se
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observar que as principais diferencas entre os dois isdmeros consistem nos deslocamentos

quimicos referentes aos carbonos metilicos C-18 e C-19, conforme tabela 4 (p. 23).

(0]

\
C

/18

HO 7%
C
=0
HO™ 19 CH3 %H3 CHa
20 20
6c28,9 (C-18) & 16,2 (C-19)
(G) (H)

Baseando-se em dados da literatura que relatam as diferengas de deslocamentos
quimicos de grupos metilas em sistema decalina, pdde-se observar que, em geral, quando
esses substituintes se encontram na posicdo axial apresentam menores valores de
deslocamento quimico do que quando se encontra na posicdo equatorial. Esse efeito €
observado devido a interacdo do tipo j-gauche de protecdo, que é consideravelmente
maiorsobre a metila na posicao axial. (ABRAHAM e LOFTUS, 1980).

Portanto, o valor de deslocamento quimico do grupamento metila ligado a C-4 (&
29,0), condizente com o valor esperado para uma metila na posicdo equatorial (C-18),
possibilitou o posicionamento do grupo carboxila em oc 184,9 na posicéo axial (C-19).

A reunido de todos os dados espectroscopicos discutidos permitiu identificar CF-1
como sendo o &cido ent-traquiloban-19-6ico [lit. p.f. 128-131 °C e [a]’ = —73,1°(c = 1,0;
CHCI3)] (fig. 8, p. 23),ja isolado anteriormente no género Crotonnas espéciesCroton robustus
(NGAMROJNAVANICH et al., 2003a) e Croton insularis (GRAIKOUet al., 2004).
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Figura 8 — Estrutura de CF-1 - acidoent-traquiloban-19-6ico

Tabela 4 — Dados de RMN **C de CF-1 em comparac&o com dados da literatura para o 4cido ent-traquiloban-19-
6ico (NGAMROJNAVANICHet al., 2003a) e para o acido ent-traquiloban-18-6ico (LEONG e HARRISON,
1997)

oc
© [ craccon, sy | P Tnig G TG o i 156
1 39,6 39,4 38,4
2 18,9 18,7 17,2
3 38,0 37,8 37,0
4 438 437 47,2
5 57,2 57,0 53,2
6 22,6 21,7 23,0
7 39,4 39,2 38,3
8 40,9 40,7 40,9
9 52,9 52,8 50,9
10 39,1 38,9 37,6
11 19,9 19,7 19,6
12 20,7 20,5 20,5
13 24,4 24,3 24,2
14 33,3 33,1 33,5
15 50,5 50,3 50,3
16 22,6 22,4 22,5
17 20,7 20,5 20,5
18 29,0 28,9 185,0
19 184,9 184,5 16,2
20 12,6 12,4 14,9
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Tabela 5 — Dados de RMN *H, **C e correlacdes de *H, **C - HSQC e *C - HMBC "J (n=2, n=3) de CF-1

HSQC HMBC
- oc’ on° 2Jen *Jew

! 39.6 b- 0?781&5(17, gd; 172,;19eH32,"51I-||-|z),, 1H) - 3H-20; H-5

2 18,9 a- 1,83 (m, 1H); b - 1,38 (m, 1H) 2H-3 -

3 38,0 e gdsé (m1’31’2H5) ) - 3H-18

4 438 - 3H-18; 2H-3 H-5

5 57,2 1,01 (m, 1H) - 3H-20; 3H-18, H-9
6 22,6 1,74 (m, 2H) 2H-7 -

7 39,4 a- 1,47 (m, 1H); b - 1,32 (m, 1H) - 2H-15

8 40,9 - 2H ;: sza;“’ H-13

9 52,9 1,00 (m, 1H) 2H-11 3H-20; H-12; H-15a;
10 39,1 - H-5; 3H-20 2H-11

11 19,9 a-186 (m, 1H); b - 1,67 (m, 1H) - -

12 20,7 0,58 (d, J = 7,5 Hz, 1H)) - 3H-17

13 24,4 0,83 (dd, J = 7,5 € 2,4 Hz, 1H) 2H-14 H-15b; 3H-17

14 33,3 SN (le18= (in”lg)z tH): - 2H-7; H-9; 2H-15
15 50,5 a-1,41 (m, 1H); b - 1,25 (m, 1H) - 2H-14; 3H-17; 2H-7
16 22,6 - 3H-17; H-15a 2H-14; 2H-11

17 20,7 1,13 (s, 3H) - H-12; H-15a

18 29,0 1,21 (s, 3H) - -

19 184,9 - - 3H-18; H-5

20 12,6 0,88 (s, 3H) - H-9

3125 MHz; ® 500 MHz
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Figura 9— Espectro na regido do infravermelho (NaCl) de CF-1

Figura 10 — Espectro de massa (EM-IE, 70 eV) de CF-1
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Figura 11 — Espectro de RMN *H (500 MHz, CDCl5) de CF-1
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Figura 12 — Espectro de RMN bidimensional de correlacido homonuclear *H, *H - COSY (500MHz, CDCl5) de
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Figura 14 — Espectro de RMN *3C - DEPT 135° (125 MHz, CDCl5) de CF-1
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4.2 Determinacéao estrutural de CF-2

Sucessivos fracionamentos cromatograficos da fragio CFHCR-A, obtida a partir
do extrato hexanico das cascas da raiz de Croton floribundus (item 5.5.2.3, p. 122), levaram
ao isolamento de um sélido branco amorfo com p.f. 224,2 - 226,3°,denominado CF-2.

O espectro de infravermelho de CF-2 (fig. 18, p. 37) mostrou banda larga em
3463 cm™ associada a deformacdo axial de ligacdo O-H; bandas em 1053 e 1039 cm™
relativas a deformacges axiais de ligacbes C-O; além de uma banda fina e intensa em 1695
cm™ referente a deformacéo axial de ligacido C=0, que indicaram o carater oxigenado de CF-
2.

No espectro de RMN *3C - CPD (fig. 21, p. 39) foram observadas 20 linhas
espectrais. A analise comparativa entre os espectros de RMN **C - CPD e DEPT 135° (fig.
22, p. 39) mostrou a presencga de 3 carbonos metilicos, 7 carbonos metilénicos, 5 carbonos
metinicos, dos quais o sinal em & 84,6 (CH-15) foi atribuido a um carbono oximetinico, e 5
carbonos ndo-hidrogenados, sendo o sinal em & 183,4 (C-19) referente a uma carbonila de
acido carboxilico. Os deslocamentos quimicos dos carbonos de CF-2, juntamente com 0s seus
respectivos padrdes de hidrogenacdo encontram-se listados na tabela 6 (p. 32).

De maneira analoga a CF-1, o espectro de RMN 'H de CF-2 (fig. 20, p. 38)
também revelou os sinais em &4 0,64 (1H-12,d, J=7,5Hz) e 0,81 (1H-13,dd, J=75¢e 2,9
Hz), caracteristicos de esqueleto traquilobano,além dos sinais referentes a trés grupamentos
metilas em 6y 0,88 (3H-20, s), 1,13 (3H-17, s) e 1,21(3H-18, s).A Unica diferenca encontrada
entre os dois compostos foi a presenca de um sinal adicionalhidrogénio oximetinico em oy
3,28 (H-15, s).

A reunido dos dados descritos acima, juntamente com o espectro de massa (EM -
IE) (fig. 19, p. 37),que forneceu o pico do ion molecular em m/z 318, permitiram sugerir que
CF-2também tratava-se de um diterpeno de esqueleto traquilobano com férmula molecular
C20H300s.
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Tabela 6 — Dados de deslocamentos quimicos () de RMN *C e padréo de hidrogenagéo dos carbonos de CF-2

C CH CH, CH,
19,5
25,9 21,3 20,3
39,6 22,3 23,0 13,8
42,3 43,7 31,6 18,6
452 58,1 37,9 29,9
1834 84,6 39,9
(COOH) (CO)
41,2
5C 5CH 7 CH, 3 CH,

Férmula molecular — CygH3005

A analise detalhada do espectro bidimensional de correlagdo heteronuclear a uma
ligacdo 'H, *C - HSQC (fig. 23, p. 40), possibilitou realizar a inequivoca correlagdo dos
deslocamentos quimicos dos hidrogénios (dy) aos seus respectivos carbonos (d&c) conforme
mostrado na tabela 8(p. 36).

Dentre as conectividades a longa distancia observadas no espectro de HMBC (fig.
24, p. 41),destacam-se as correlacdes dos hidrogénios metilicos em &y 1,15 (3H-18) com os
carbonos em & 39,9 (CH.-3, 2Jc), 45,2 (C-4, 2Jch), 58,1 (C-5, 3Jcn) e 183,4 (C-19, 3Jcn).
Assim como observado para CF-1, a correlacéo do hidrogénio metinico em &4 0,90 (H-5) com
a carboxila em & 183,44 (C-19, 3Jcy), aliado ao valor de deslocamento quimico do
grupamento metila ligado a C-4 em & 29,9,possibilitou estabelecer a posicdo do grupamento

carboxila em C-19. (subestrutura A).
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Ainda no espectro de HMBC, foram observadas importantes correlagfes do
hidrogénio oximetinico em & 3,28 (H-15) com os carbonos em & 18,6 (CHs-17, 3Jcn), 21,3
(CH-12, ®Jch), 25,9 (C-16, 2Jcn), 37,9 (CH,-7, 2Jch), 42,3 (C-8, “Jch) € 43,7 (CH-9, 3Jch). A
partir desta analise foi possivel posicionaro grupo hidroxila em C-15 de forma inequivoca

(subestrutura C).

Comparando-se os valores de RMN *3C descritos na literatura para os epimeros,
acido 15a-hidroxitraquiloban-19-6ico (TAKAHASHIet al., 2001) (subestrutura D) e &cido
15-hidroxitraquiloban-19-6ico (MORRIS, CHARLET e FOSTER, 2009) (subestrutura E)
(tabela 7, p. 35), pode-se verificar que a principal diferenca observada entre os epimeros 15 a-
OH e 154-OH consistia no valor de oc referente a C-9, cujo valor em 6 42,2 encontra-se
deslocado para ambiente de maior protecdo em cerca de 9 ppm quando o grupo hidroxila se

encontra a-orientado, devido ao efeito j~gauche de protecdo (TAKAHASHIet al., 2001).

(D) (E)

Desta forma, o valor de deslocamento quimico apresentado em CF-2 para C-9 (oc

43,2) permitiu estabelecer a estereoquimica 15a-OH para este composto.
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Os dados acima descritos levaram a conclusdo que CF-2 tratava-se do diterpeno
de esqueleto traquilobano, &cido ent-15a-hidroxitraquiloban-19-6ico (fig. 17, p. 34), que
apesar de possuir ocorréncia inédita no género Croton, ja foiisolado anteriormente de Xilopia
aethiopica (HARRIGAN et al., 1994) e Xilopia sericea (TAKAHASHIet al., 2001).

12 17

drvnnp g

Figura 17 — Estrutura de CF-2 - acidoent-15a-hidroxitraquiloban-19-6ico
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Tabela 7 — Dados de RMN “*C de CF-2 em comparagdo com dados da literatura para o acido ent-15¢-hidroxi-
traquiloban-19-6ico (TAKAHASHIet al., 2001) e para o acido ent-154-hidroxi-traquiloban-19-6ico (MORRIS,

CHARLET e FOSTER, 2009)

&

Acido ent-15¢-hidroxi-
traquiloban-19-6ico
(CDCl3, 50 MHz)

Acido ent-158-hidroxi-
traquiloban-19-6ico
(CDCl3, 125 MHz)

C CF-2
(CD40D, 125 MHz)
1 41,2
2 20,3
3 39,9
4 45,2
5 58,1
6 23,0
7 37,9
8 42,3
9 43,7
10 39,6
11 19,5
12 21,3
13 223
14 31,6
15 84,6
16 25,9
17 18,6
18 29,9
19 183,4
20 13,8

39,3
18,2
38,3
43,6
56,2
18,7
36,4
40,9
42,2
37,9
21,3
19,8
21,2
30,3
83,7
25,0
17,9
28,6
1779
12,6

39,5
18,6
37,7
43,3
56,4
19,0
33,7
44,7
51,8
38,6
20,7
23,4
24,9
29,6
86,7
27,7
15,9
28,8
182,3
12,8
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Tabela 8 — Dados de RMN *H, **C e correlacdes de *H, **C - HSQC e *C - HMBC "J (n=2, n=3) de CF-2

HSQC HMBC
- dc’ On" “Jen “Je

1 41,2 a- 1,57 (m, 1H); b - 0,87 (m, 1H) - 3H-20

2 20,3 1,28 (m, 2H) - -

3 39,9 : 269-0 0(%2‘] (;nlli'Hl)Hz)’ - 3H-18

4 45,2 - 3H-18 H-5

5 58,1 0,90 (m, 1H) - 3H-18; 3H-20
6 23,0 1,79 (m, 2H) - -

7 37,9 a- 1,45 (m, 1H); b- 1,20 (m, 1H) - H-15

8 42,3 - H'gg_'i;“a; H-13

9 43,7 1,43 (m, 1H) H-11b H-14a; 3H-20
10 39,6 - H-1a; 3H-20 -

wol s | SR rezore) | :

12 21,3 0,64 (d, J=7,5 Hz, 1H)) H-11b H-15; 3H-17
13 22,3 081 (dd, J=7,6 € 2,9 Hz, 1H) H-14a H-11a; 3H-17
14 31,6 -2t (lelgz (;2(13)2 tH): - H-7a; H-9; H-15
15 84,6 3,28 (s, 1H) - H-14a; 3H-17
16 25,9 - H-15; 3H-17 H-11a; H-14°
17 18,6 1,13 (s, 3H) - H-15

18 29,9 1,15 (s, 3H) - B

19 183,4 - - H-5; 3H-18
20 138 0,95 (s, 3H) - H-5; H-9

3125 MHz; ® 500 MHz
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Figura 18 — Espectro na regido do infravermelho (KBr) de CF-2
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Figura 19 — Espectro de massa (EM — IE, 70 eV) de CF-2
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Figura 22 — Espectro de RMN *3C - DEPT 135° (125 MHz, CD;OD) de CF-3
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4.3 Determinacao estrutural de CF-7

O tratamento cromatografico da fracdo CFHCR-D proveniente do extrato
hexanico das cascas da raiz de Crotonfloribundus (item 5.5.2.9, p. 125), forneceu um
composto na forma de um sélido cristalino branco, com ponto de fuséo (p.f.) 129,3 - 130,4 °C
e [a]¥® = —47°(c = 0,1; CHCls), o qual foi denominado CF-7.

No espectro de infravermelho de CF-7 (fig. 26, p. 46),foram observadas absorcdes
em 29296 e 2852,5 cm™ referentes as deformacdes axiais das ligacdes C-H; além das
absorces em 3333,7 e 1091,3 cm™ associadas as deformagdes axiais das ligacdes O-H e C-O,
respectivamente.

Como ja observado anteriormente para CF-1 e CF-2, o espectro de RMN H (fig.
28, p. 47) mostrou sinais referentes a trés grupamentos metilas em &4 0,92 (H-20, s), 0,93 (H-
18, s) e 1,10 (H-17, s), além dos sinais em 6y 0,57 (H-12, d, J = 7,5 Hz) e 0,80 (H-13, dd, J =
7,5 e 2,4 Hz), fornecendo um indicativo que CF-7 também tratava-se de um diterpeno
traquilobano.

No espectro de RMN *3C - CPD (fig. 29, p. 48) foram observadas 20 linhas
espectrais, destacando-se a absor¢cdo em &c65,6 associada a um carbono oxigenado. A
posterior comparacéo entre os espectros de RMN **C - CPD e DEPT 135° (fig. 30, p. 48) de
CF-7, permitiu indicar o padrdo de hidrogenacdo dos carbonos de CF-7, os quais foram
identificados como sendo: 3 carbonos metilicos, 9 carbonos metilénicos, 4 carbonos metinicos
e 4 carbonos ndo-hidrogenados, conforme tabela 9 (p. 43).

As principais diferencas observadas entre os espectros de RMN *H e **C de CF-7
e CF-1 consistiram no aparecimento dos sinais adicionais em &y 3,72 (H-19a, d, J = 10,9 Hz)
e 3,42 (H-19b, d, J = 10,9 Hz) no espectro de RMN *H de CF-7. No espectro de RMN **C de
CF-7 foi observada a auséncia do sinal da carbonila de &cido em & 184,9, e o surgimento do
sinal referente a um carbono oximetilénico em & 65,6. Estes dados sugeriram uma estrutura
de um diterpeno derivado do acido traquiloban-19-06ico, cuja carbonila em C-19 encontra-se
reduzida.

Esta sugestdo foi confirmada pela analise do espectro de massa (fig. 27, p. 46)que
mostrou o sinal referente ao pico do ion molecular em m/z 288 daltons, edeterminou para CF-

7 a formula molecular CyoH3,0.
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Tabela 9 — Dados de deslocamentos quimicos () de RMN *C e padréo de hidrogenagéo dos carbonos de CF-7

C CH CH, CH;
17,8
19,9
20,4
22,4 20,6
33,4 15,9
38,3 24,3
35,7 20,5
38,3 53,4
39,3 26,8
40,7 56,8
39,5
50,4
65,6
(CO)
4C 4 CH 9 CH, 3 CH;

Férmula molecular — CyoH3,0

Através da analise do espectro de RMN *H, *C - HSQC (fig. 31, p. 49), foi

possivel realizar os assinalamentos inequivocos de cada absor¢do de carbono com o0s seus

respectivos hidrogénios, de acordo com a tabela 10 (p. 45).

No espectro de HMBC (fig. 32, p. 50) foram observadas as correlacbes entre 0s
hidrogénios metilicos em & 0,93 (3H-18) e os carbonos em & 35,7 (CH,-3, *Jcr), 38,3 (C-4,
2Jcn), 56,8 (CH-5, *Jch) e 65,6 (CH,-19, %Jcn) (subestrutura A). Em adicgdo, as correlagdes do
hidrogénio carbindlico em &y 3,42 (H-19b) com o carbono metilico em & 26,8 (CHs-18,

%Jcr) e com o carbono metilénico em & 35,7 (CH2-3, %Jcn) (subestrutura B), além do valor de

deslocamento quimico observado para o grupamento metila em oc 26,8 (C-18), indicaram a

presenca de um grupo oximetilénico na posicdo axial em C-19.

(A)

(B)
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Através das informagdes mencionadas acima, e comparagdo com dados de RMN
3C descrito na literatura (tabela 10, p.45) (NGAMROJNAVANICH et al., 2003a), foi
possivel identificar CF-7 como sendo o diterpeno de esqueleto traquilobano, ent-traquiloban-
19-ol [lit. p.f. 130-131 °C e [a]& = —42,2%(c = 1,0; CHCL)] (fig. 25, p. 44), ja isolado

anteriormente de C. robustus.

12 17

[
[=]

Figura 25 — Estrutura de CF-7 - ent-traquiloban-19-ol
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Tabela 10 — Dados de RMN H, 3C e correlagdes de 'H, *C - HSQC e *C - HMBC "J (n=2, n=3) de CF-7 e
comparacio com dados de RMN *3C da literatura para o ent-traquiloban-19-ol (NGAMROJNAVANICHet al.,

2003a)
HSQC HMBC NGAMROJNA
C > VANICHet al.,
oc’ o’ JeH Jen 2003
a-134(d,J=3,5Hz, 1H);
! 393 b-0,75 (td, J = 13,5 e 3,4 Hz, 1H) B H-2b 39,3
2 17,8 a-1,50 (m, 1H); b - 1,36 (m, 1H) H-3b - 17,8
a-175(d, J=13,75 Hz); )
3 35,7 b- 0,88 (m, 1H) - 3H-18; H-19b 35,7
4 38,3 - 3H-18 38,3
5 56,8 0,89 (sl, 1H) - 3H-20; 3H-18 56,8
6 20,4 a-1,58 (m, 1H); b - 1,55 (m, 1H) - - 20,3
7 39,5 a-1,52 (m, 1H); b - 1,40 (m, 1H) - H-6b 39,4
8 40,7 — H-9; H-15b — 40,7
9 53,4 1,10 (m, 1H) H-11b — 53,4
10 38,3 - 3H-20 - 38,2
a-188(td, J=14,1e2,5Hz, 1H);
11 19,9 b- 164 (m, 1H) - - 19,9
12 20,6 0,57 (d, J = 7,5 Hz, 1H)) H-11b H-15a; 3H-17 20,6
13 24,3 0,80 (dd, J=7,5e 2,4 Hz, 1H) - H-15b 24,2
a-2,02(d,J=11,8 Hz, 1H); )
14 33,4 b- 1,15 (m, 1H) - H-9; H-15b 33,4
15 50,4 a-1,38(m, 1H); b - 1,25 (m, 1H) - H-14a; 3H-17 50,3
16 22,4 - 3H-17 H-14a 22,4
17 20,5 1,10 (s, 3H) - H-15a 20,5
18 26,8 0,93 (s, 3H) - 2H-19 26,8
a-3,72(d,J=10,9 Hz, 1H); )
19 65,6 b-3.42 (d, J = 10,9 Hz, 1H) - H-5; 3H-18 65,6
20 15,1 0,92 (s, 3H) - H-5; H-9 15,1

3125 MHz; ® 500 MHz
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Figura 26 — Espectro na regido do infravermelho (KBr) de CF-7
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Figura 27 — Espectro de massa (EM-IE, 70 eV) de CF-7
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Figura 28 — Espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) de CF-7
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Figura 29 — Espectro de RMN **C - CPD (125 MHz, CDCls) de CF-7
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Figura 30 — Espectro de RMN **C - DEPT 135° (125 MHz, CDCl;) de CF-7
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4.4 Determinacéao estrutural de CF-5

Tratamento cromatogréfico da fracdo CFHCR-A, obtida a partir do extrato
hexanico das cascas da raiz de Croton floribundus (item 5.5.2.6, p. 124), levou ao isolamento
de um sélido cristalino incolor, com p.f. 148,2 - 149,3 °C e [0]¥ = —41°(c 0,1; CHCIls), que
foi denominado CF-5.

O espectro de absorgcdo na regido do infravermelho de CF-5 (fig. 34, p. 55)
apresentou absorcdes em 2923 e 2857 cm™ caracteristicas de deformacdes axiais assimétricas
e simétricas de ligacdo C-H de carbono sp®, respectivamente. O caréter oxigenado de CF-5 foi
observado através das absorcdes em 3332 cm™, associada & deformacéo axial O-H de grupo
hidroxila; e em 1029 cm™, correspondente a deformacao axial de ligacdo C-O de &lcool.

O espectro de RMN **C - CPD de CF-5 (fig. 38, p. 58) apresentou 17 linhas
espectrais. A analise comparativa com o espectro de RMN *C - DEPT 135° (fig. 39, p. 58),
permitiu identificar a presenca de 2 carbonos metilicos, 10 carbonos metilénicos, 4 carbonos
metinicos e 4 carbonos ndo-hidrogenados (tabela 11, p. 52). Pelos valores tabelados, p6de-se
facilmente assinalar os sinais em & 65,0 e 74,0 como sendo referentes a dois carbonos
metilénicos carbinolicos, confirmando o carater oxigenado de CF-5 ja observado no espectro
de IV.

A analise do espectro de RMN 'H de CF-5 (fig. 36, p. 56) mostrou sinais
caracteristicos de sistema ciclopropanico tetrasubstituido em 6y 0,58 (1H-12,d, J =7,5Hz) e
0,83 (1H-13, dd, J = 7,5 e 2,4 Hz) do esqueleto traquilobano. Foram observados ainda dois
sinais relativos a grupamentos metilas em &4 0,90 (3H-20, s) e 1,12 (3H-17, s), além de quatro
sinais na regido de hidrogénios ligados a carbonos oxigenados em &y 3,91 (d, J = 10,5 Hz, H-
19a), 3,88 (d, J = 10,5 Hz, H-18a), 3,71 (d, J = 10,5 Hz, H-19b) e 3,33 (d, J = 10,5 Hz, H-
18b).

O espectro COSY (fig. 37, p. 57) permitiu distinguir os hidrogénios de cada grupo
oximetilénico, através do acoplamento geminal entre os sinais de hidrogénios em &y 3,91 (H-
19a) e 3,71 (H-19b), bem como entre os sinais em &y 3,88 (H-18a) e 3,33 (H-18b),
respectivamente.

A foérmula molecular C»H3,0, para CF-5 foi obtida a partir do pico do aduto
molecular [M + Na]™ em m/z 327,2349 (calculado m/z 327,2295), obtido no espectro de massa

de alta resolucéo (fig. 35, p. 55).
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Tabela 11 — Dados de deslocamentos quimicos () de RMN *3C e padréo de hidrogenagéo dos carbonos de CF-5

C CH CH, CH;

17,39
20,15

20,77
22,65 20,75
30,47
38,28 24,42 15,12
33,56
40,67 53,56 20,74
39,05
41,77 53,59
39,31

50,52

65,04
(CO)

74,04
(CO)

4C 4 CH 10 CH, 2 CH;
Férmula molecular — CygH3,0,

A analise do espectro de RMN bidimensional de correlacdo heteronuclear a uma
ligacdo 'H, °C - HSQC (fig. 40, p. 59) possibilitou realizar as correlagdes inequivocas de
cada absorcdo de carbono com o0s seus respectivos hidrogénios (tabela 12, p. 54). Em
particular, foi possivel associar as absorcées em 6y 3,91 (H-19a) e 3,77 (H-19b) e em &4 3,91
(H-18a) e 3,77 (H-18b) aos carbonos oximetilénicos em ¢ 65,0 (CH,-19) e em & 74,0 (CH»-
18), respectivamente. Pdde-se visualizar ainda que os hidrogénios em &y 0,58 (H-12), 1,12
(3H-17) e 1,60 (2H-6) correlacionavam-se com o mesmo sinal de carbono em & 20,7, de
maneira que este foi relacionado a trés carbonos magneticamente equivalentes. De maneira
analoga, o sinal em o&c 53,5 foi atribuido a dois carbonos magneticamente equivalentes,
devido as correlagdes com os hidrogénios em &4 0,94 (H-5) e 1,14 (H-9).

Uma analise mais detalhada acerca da estrutura de CF-5 foi realizada através do
espectro de RMN bidimensional de correlacdo heteronuclear a longa distancia *H, *3C -
HMBC (fig. 41, p. 60). Esta analise revelou o acoplamento dos hidrogénios oximetilénicos
em &y 3,91 e 3,71 (2H-19) e &4 3,88 e 3,33 (2H-18) com os carbonos carbindlicos em & 74,0
(C-18, ®JcH) e em & 65,0 (C-19, *Jcn), respectivamente. Neste espectro foi observado ainda o
acoplamento concomitante desses hidrogénios com o carbono ndo-hidrogenado em & 41,7

(C-4, “Jcn), com o carbono metinico em & 53,5 (C-5, *Jcn), e com o carbono metilénico em
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& 30,4 (C-3, %Jcn), indicando que as hidroxilas encontram-se ligadas aos carbonos C-18 e C-

19 do sistema decalina (subestruturas A e B).

(A) (B)

Com base em todas as informacdes descritas, alem da natureza levorrotatoria de
CF-5, pode-se sugerir que esse composto também pertence a série enantio (BLOCKet al.,
2004). A partir dessas evidéncias, o composto CF-5 foi identificado como sendo o diterpeno
ent-traquiloban-18,19-diol (fig. 33, p. 53), que esta sendo relatado pela primeira vez na

literatura.

Figura 33 — Estrutura de CF-5 - ent-traquiloban-18,19-diol
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Tabela 12 — Dados de RMN H, *C e correlages de 'H, **C - HSQC e **C - HMBC "J (n=2, n=3) de CF-5

HSQC HMBC
C
ac* o’ 2Jen 3Jen
a-1,52(d, J =11,15 Hz, 1H); _
! 39,0 b-0,78 (td, J = 7,5 e 2,4 Hz, 1H) - 2H-3; 3H-20
2 17,3 a-1,55(m, 1H); b - 1,35 (m, 1H) H-1b -
a-2,00 (d, J = 11,6Hz, 1H) _ _
3 30,4 b- 0,96 (m, 1H) - 2H-1; H-18a; H-19a
H-5; H-
4 417 - 18a; H-19a
2H-1; 2H-3; H-18a; H-
5 53,5 0,94 (m, 1H) H-9 192: 3H20
6 20,7 1,60 (m, 2H) H-5 -
7 39,3 1,35 (m, 2H) 2H-15
H-9; H- _ _
8 40,6 - 14a; 2H-15 2H-6; H-11a; H-13
2H-1; 2H-11; H-12; 2H-
9 53,5 1,14 (m, 1H) 15 311-20
2H-1; H-5;
10 38,2 - 3H.20 -
a-1,88(td, J =13,0e 3,0 Hz, 1H);
1 211 b- 1,64 (ddd, J = 13,6; 6,1 e 1,8 Hz, 1H) H-12 -
12 20,7 0,56 (d, J = 7,55 Hz, 1H) H-13; H'14i;72H'15; 3H-
13 24,4 0,80 (dd, J = 7,5 e 2,4 Hz, 1H) H-14a H-15b; 3H-17
14 335 a-2,02 (m, 1H); b - 1,14 (m, 1H) H-9; H-12; 2H-15
a-136(d,J=112 Hz, 1H);
15 50,5 b-1,23(d, J = 11,2 Hz, 1H) SH-17
2H-15;
16 22,6 - 3H.17 H-14a
17 20,7 1,12 (s, 3H) H-12; H 13; 2H-15
a-3,88(d,J=10,5Hz, 1H); )
18 740 b-3,33 (d, J = 10,5 Hz, 1H) H-5; H-19a
a-3,91(d, J = 10,5 Hz, 1H); .
19 650 b-3,71 (d, J = 10,5 Hz, 1H) B H-3b; H-5; H-182
20 15,1 0,90 (s,3H) - H-1b; H-5; H-9

3125 MHz; ® 500 MHz
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Figura 35 — Espectro de massa de alta resolugdo (EM-IES) de CF-5
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Figura 36 — Espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) de CF-5
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Figura 37 — Espectro de RMN bidimensional de correlagdo homonuclear *H, *H - COSY (500 MHz, CDCls) de
CF-5
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Figura 39 — Espectro de RMN *3C - DEPT 135° (125 MHz, CDCl;) de CF-5
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Figura 40 — Espectro de RMN bidimensional de correlacdo heteronuclear *H, **C - HSQC (500 x 125 MHz,
CDCls3) de CF-5
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Figura 41 — Espectro de RMN bidimensional de correlacdo heteronuclear *H, **C - HMBC (500 x 125 MHz,
CDCly) de CF-5
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4.4.1 Derivados reacionais de CF-5
4.4.1.1Reacdo de acetilagdo — obtencdo de CF5-D1

A reacgdo de acetilagdo do composto CF-5, utilizando piridina e anidrido acético,
levou a obtencéo do derivado acetiladoCF-5D1(item 5.6.1, p. 126), conformefigura42 (p. 61).

Ac,0, piridina
DMAP

CF-5 CF-5D1
30,4 mg 238 mg

Rendimento = 78,3 %

Figura 42 — Esquema reacional da acetilacdo de CF-5

O espectro de absorcdo na regido de infravermelho de CF-5D1 (fig. 44, p. 64)
quando comparado ao de CF-5 (fig. 34, p.55) ndo apresentou a absorcdo em 3332 cm-',
referente a deformacdo axial de ligacdo O-H de grupo hidroxila. No entanto, esse espectro
revelou uma absorcdo adicional intensa em 1737 cm™, caracteristica de deformacdo axial de
ligacdo C=0.

No espectro de RMN *H de CF-5D1 (fig. 45, p.65) foi observada a presenca dos
sinais em &y 2,03 (s, 3H) e 2,05 (s, 3H), caracteristicos de grupamentos metilas ligados a
carbonos carbonilicos.

A anélise comparativa dos espectros de RMN *3C - CPD e DEPT 135° de CF-5D1
(figs. 46 e 47, p.66) com os de CF-5, revelou a presenca dos sinais adicionais, referentes aos
carbonos pertencentes aos grupos acetilas, em & 21,1; 21,2 e 171,2. Onde o sinal em &171,2,
visivelmente mais intenso para um carbono carbonilico, foi atribuido a duas carbonilas

magneticamente equivalentes.
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A atribuicdo dos sinais referentes a cada carbono de CF-5D1 foi realizada pela
comparacdo entre os deslocamentos quimicos dos carbonos de CF-5 com os de CF-5D1, além
da anélise dos espectros de HSQC (fig. 48, p. 67) e HMBC (fig. 49, p. 68), conforme tabela
13 (p. 62).

O produto da reacdo de acetilagdo de CF-5, denominado CF-5D1, foi
caracterizado como sendo o ent-18,19-diacetoxitraquilobano (fig. 43, p. 62) e esta sendo

citado pela primeira vez na literatura.

Figura 43 — Estrutura quimica de CF-5D1 - ent-18,19-diacetoxitraquilobano
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Tabela 13 — Dados de RMN *H, *C e correlages de *H, *C - HSQC e **C - HMBC "J (n=2, n=3) de CF-5D1

HSQC HMBC
C
ac* o’ 2Jen 3Jen
a-1,52 (m, 1H); ) )
! 388 b-0,78 (td, J = 12,0 e 3,4 Hz, 1H) B H-3b; H-5; 3H-20
2 17,3 a-1,55(m, 1H); b - 1,41 (m, 1H) - -
3 31,3 a-1,62 (m, 1H); b - 1,18 (m, 1H) - 2H-18; 2H-19
4 40,0 - 2H-18; 2H-19 -
5 51,1 1,17 (m, 1H) - 2H-18; 2H-19; 3H-20
6 20,8 a-1,50 (m, 1H); b - 1,31 (m, 1H) - -
1,34 (m, 1H);
! 39.4 b-1,28 (d, J = 3,5 Hz, 1H) - H-15
H-9; H-14a;
8 108 - 2H-15 -
9 53,6 1,15 (m, 1H) H-11b 2H-15; 3H-20
10 38,2 - H-11b; 3H-20 -
a-1,89(td, J =129 e 2,5 Hz, 1H);
1 20,1 b- 1,66 (M, 1H) a ;
12 20,7 0,57 (d, J = 7,6 Hz, 1H) H-11b H-15a; 3H-17
13 24,3 0,82 (dd, J = 7,6 € 2,3 Hz, 1H) H-14a H-15b; 3H-17
14 33,4 a-2,00 (m, 1H); b - 1,12 (m, 1H) — H-9; H-15b
15 50,3 a-136 (m, 1H); b - 1,23 (m, 1H) - H-14a; 3H-17
16 22,6 - H-15a; 3H-17 H-11b; H-14a
17 20,7 1,12 (s, 3H) — H-15a
a-3,99(d, J=11,2 Hz, 1H);
18 69.7 b-3,92 (d, J = 11,2 Hz, 1H) a 2H-19
a-4,27(d, J =115 Hz, 1H);
19 64,8 b- 4,02 (d, J = 11,5 Hz, 1H) - 2H-18
20 15,2 0,98 (s,3H) — H-1b; H-5; H-9
(CH5COY’ 21,2 2,05 (s, 3H) — —
(CH;CO)y | 171,22 - 2H-18 2H-19
(CH3CO)” 21,1 2,03 (s,3H) - _
(CH,CO)” | 171,2 - 2H-19 2H-18

3125 MHz; ® 500 MHz
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Figura 44 — Espectro na regido do infravermelho (NaCl) de CF-5D1
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Figura 45 — Espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) de CF-5D1

Estudo quimico de Crotfon floribundus Spreng (EUPHORBIACEAE) UCHOA, P. K. S.



Determinacdo estrutural I 66
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Figura 46 — Espectro de RMN **C - CPD (125 MHz, CDCls) de CF-5D1
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Figura 47 — Espectro de RMN *3C - DEPT 135° (125 MHz, CDCl3) de CF-5D1
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Figura 48 — Espectro de RMN bidimensional de correlacdo heteronuclear *H, **C - HSQC (500 x 125 MHz,
CDCl3) de CF-5D1
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Figura 49 — Espectro de RMN bidimensional de correlacdo heteronuclear *H, **C - HMBC (500 x 125 MHz,

CDCl;) de CF-5D1
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4.4.1.2. Reacéo de oxidacdo — obtencdo de CF-5D2

A reacdo de oxidagdo de CF-5 utilizando PCC (item 5.6.2, p.127) forneceu um
sélido cristalino incolor, com p.f 139,3 - 142,2 °C, que foi denominado de CF-5D2 (fig. 50, p.
69).

12 17 12 17

g 8
Qoowwna 3

PCC
_—
CH,(Cl,
Ho—* 1~0H H . COOH
CF-5 CF-5D2
2000 mg 10,2 mg

Rendimento = 5,1 %

Figura 50 — Esquema reacional da oxidagdo de CF-5

O espectro de IV de CF-5D2(fig. 53, p. 74) mostrou a presenca de uma banda
larga compreendida entre 3400 e 2700 cm™, relativa & superposicdo das absorcdes referentes
as deformacdes axias de ligacdes C-H e ligacdo O-H de grupo hidroxila. Além destas, foi
observada uma forte absorcdo em 1687 cm™, relativa a deformagéo axial de ligagdo C=0.

O espectro de RMN *H de CF-5D2 (fig. 55, p. 75), quando comparado ao de CF-
5, ndo mostrou a presenca dos sinais referentes aos hidrogénios hidroximetilénicos entre oy
3,91 e 3,33, indicando a ocorréncia de transformacdes quimicas nesses grupamentos.

O espectro de RMN *C — CPD (fig. 56, p. 76) e comparacdo com 0 espectro
RMN **C — DEPT 135° (fig. 57, p.76) ratificaram a ocorréncia da reagdo, visto que além de
ndo serem observados sinais na regido de carbonos sp® oxigenados, foi verificada a presenca
de um sinal em & 181,3, referente a carbono carbonilico de &cido. Através da anélise desses
espectros foi identificada a presenga de 19 sinais, sendo 2 carbonos metilicos, 8 carbonos

metilénicos, 5 carbonos metinicos e 4 carbonos ndo-hidrogenados (tabela 14, p. 70).
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Tabela 14 — Dados de deslocamentos quimicos (6) de RMN™C e padréo de hidrogenacao dos carbonos de CF-
5D2

C CH CH, CHs
18,0
19,5
20,5
22,4 26,6
24,3
38,6 28,3 12,4
42,7
40,9 33,1 20,5
49,4
181,3 38,8
(COOH) 52,3
39,1
50,3
4C 5 CH 8 CH, 2 CH,

Férmula molecular — C1gH,50,

O pico do ion quasi-molecular [M-H]® em m/z 287,2082 (calculado m/z
288,4244), obtido no espectro de massa de alta resolucdo (fig. 54, p. 74), compativel com a
formula molecular CygH250,, juntamente com os dados de RMN *H e **C permitiram sugerir
que CF-5D2 tratava-se de um norditerpeno de esqueleto traquilobano.

A atribuicdo dos deslocamentos quimicos dos carbonos e seus respectivos
hidrogénios foi realizada por comparacdo com os dados de CF-5, e atraves da andlise
detalhada do espectro de HSQC (fig. 58, p. 77) e HMBC (fig. 59, p. 78), conforme tabela 15
(p. 73).

No espectro de HMBC de CF4-D2 foram observadas importantes correlacdes
entre o hidrogénio metinico em & 2,46 (H-4) com os carbonos em & 18,0 (CH2-2, *Jch),
28,3 (CH.-3, 2Jcr), 38,6 (C-10, 3Jch), 49,4 (CH-5, Jch) e 181,3 (C-19, Jcr) (subestrutura A),
aléem das correlacbes dos hidrogénios em oy 1,31 (H-3) e 1,40 (H-5) com o carbono
carbonilico em & 181,3 (C-19, 3Jcn) (subestrutura B). Essas correlagdes, além de
confirmarem a presenca de um hidrogénio diretamente ligado a C-4, permitiram ainda

posicionar o grupamento carboxila em C-4.
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O grupamento carboxila pode ser disposto na posicdo axial (C-19) do sistema
decalina, devido a multiplicidade observada para o sinal referente a H-4 (o4 2,46) no espectro
de RMN 'H. Esse sinal mostrou-se como um simpleto largo, sugerindo constantes de
acoplamento pequenas entre H-4 e os hidrogénios H-5 e 2H-3. Como H-5 se encontra em
posicdo axial, uma constante de acoplamento pequena entre H-4 e H-5 sO pode ser

compreendida posicionando H-4 na equatorial, estando S-orientado (subestrutura C).

Com base nos dados de RMN e EM - IES, o derivado reacional CF-5D2 foi
determinado como sendo o norditerpeno de carater inédito na literaturaacidoent-18-

nortraquiloban-19-6ico (fig. 51, p. 72).
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Figura 51 — Estrutura de CF-5D2 - &cido ent-18-nortraquiloban-19-6ico

Um provavel mecanismo que justifica a formacédo do composto CF-5D2 envolve a
oxidagédo de CF-5, ent-traquiloban-18,19-diol, a um intermediario dicarboxilado (I). A partir
desse intermediario, que contem um grupo carboxila ligado a um carbono a-carbonila, uma
reacdo de descarboxilacdo favorece aeliminagdo de COylevando a formagdo do derivado
reacional proposto, conforme figura 52 (p. 72) (BRUICE, 2004).

PCC
CH,Cl,

CF-5

e
—_—

tautomerismo

CF-5D2

Figura52 — Proposta mecanistica para formagao de CF-5D2 - acido ent-18-nortraquiloban-19-6ico
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Tabela 15 — Dados de RMN *H, *C e correlages de *H, *C - HSQC e **C - HMBC "J (n=2, n=3) de CF-5D2

HSQC HMBC
C
ac* o’ 2Jen *Jen
a-156(d, J=12,9 Hz, 1H);
! 39.1 b-0,77 (td, J = 13,2 e 3,8 Hz, 1H) B 3H-20
2 18,0 a-1,86 (m, 1H); b - 1,40 (m, 1H) H1b; H3b H-4
a-211(d,J=12,7 Hz, 1H);
3 28,3 b- 1,31 (m, 1H) H-4 -
4 42,7 2,46 (sl, 1H) H-3b; H-5 H-2b
5 49,4 1,40 (m, 1H) H-4 2H-7; 3H-20
6 26,6 a-1,90 (m, 1H); b - 1,44 (m, 1H) H-5; 2H-7 -
7 38,8 1,40 (m, 2H) - -
2H-7; H-9; H-14a;
8 40,9 - H1oh H-13
_ H-5; H-12; H-143;
9 52,3 1,09 (d, J = 2,0 Hz, 1H) H-11a Sb115: 3H20
10 38,6 - H-1b; H-9; 3H-20 H-4; H-11b
a-191(m, 1H);
1 195 1. 1,66 (ddd, J = 14,5; 7,2 e 2,0 Hz, 1H) H-9 -
12 20,5 0,58 (d, J = 7,6 Hz, 1H) H-11b H-15a; 3H-17
13 24,3 0,82 (dd, J = 7,7 e 3,0 Hz, 1H) H-14a H-15b; 3H-17
a-2,05(d, J=11,7 Hz, 1H); _ _
14 33,1 b-1,48(d, 1= 117 Hz, 1H) - H-9; 2H-15; 3H-17
15 50,3 a- 1,40 (m, 1H); b - 1,24 (m, 1H) - H-14a; 3H-17
16 22,4 - 2H-15; 3H-17 H-11b; H-14a
17 20,5 1,13 (s, 3H) - H-12; H-15a
18 - - - -
19 181,3 - H-4 H-3b; H-5
20 12,4 0,90 (s, 3H) - H-1b; H-5; H-9

3125 MHz; ® 500 MHz
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Figura 53 — Espectro na regido do infravermelho (NaCl) de CF-5D2
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Figura 54 — Espectro de massa de alta resolugdo (EM-IES) de CF-5D2
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Figura 57 — Espectro de RMN *3C - DEPT 135° (125 MHz, CDCl5) de CF-5D2

Estudo quimico de Crotfon floribundus Spreng (EUPHORBIACEAE) UCHOA, P. K. S.



Determinacdo estrutural I 77

ppm

10
~15
00 ED

oo = &} PPy

F25
LTe] Z0

@ - 30

=35
=40

45

=55

- &0

1 ] I T T T T T N ]
2.2 2.0 1.8 1.6 1.4 1.2 1.0 0.8 0.6 ppm

Figura 58 — Espectro de RMN bidimensional de correlacdo heteronuclear *H, *C - HSQC (500 x 125 MHz,

CDCls) de CF-5D2
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Figura 59 — Espectro de RMN bidimensional de correlacdo heteronuclear *H, **C - HMBC (500 x 125 MHz,
CDCls) de CF-5D2
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4.5 Determinacao estrutural de CF-6

Sucessivos fracionamentos cromatogréaficos da fragdo CFHCR-H, utilizando-se
gel de silica (63 - 200 um), possibilitaram o isolamento um s6lido cristalino incolorcom p.f.
161,6 - 163,9 °C e [0]® = —99° (c 0,1; CHCls), o qual foi denominado CF-6 (item 5.5.2.8, p.
125).

O espectro de absorgdo na regido do infravermelho de CF-6 (fig. 62, p. 85)

apresentou absorcdes em 1691 cm™ (Veoo)s 1260 cm™ (ve o) € banda compreendida entre

3100 e 2800 cm™ (v, € Vegr_n) Teferentes a presenca de acido carboxilico; além da banda
fraca em 3071 cm™ (Ve ) € da banda em 1464 cm'l(vC=C ), que evidenciaram a presenca de
uma dupla ligagao.

O espectro de RMN **C - CPD de CF-6 (fig. 66, p. 88) apresentou 20 linhas
espectrais, destacando-se 0s sinais na regido de carbonos olefinicos em &c 103,2 e 156,0 e 0
sinal referente a um carbono carbonilico em & 184,9. Comparando-se os espectros de RMN
3C - CPD e DEPT 135° (fig. 67, p. 88), pode-se deduzir a presenca de dois carbonos
metilicos, dez carbonos metilénicos, trés carbonos metinicos e cinco carbonos ndo-
hidrogenados (tabela 16, p. 80).

No espectro de RMN 'H de CF-6 (fig. 64, p. 86) foi possivel observar sinais
referentes a dois grupos metilas em 6y 0,95 (3H-20, s) e 1,24 (3H-18, s). Esse espectro ainda
revelou sinais em &y 4,80 (1H-17, sl) e 4,74 (1H-17, sl), que foram atribuidos a dois
hidrogénios olefinicos, que mostraram acoplamento alilico com os hidrogénios metilénicos
em &y 2,06 (2H-15) no espectro COSY (fig. 65, p. 87), conforme subestrutura A.

",
',.rl""l 15 16

17

H 7 CH,

(A)

O espectro de massa (IE) (fig. 63, p. 85) de CF-6 apresentou o pico do ion

molecular em m/z 302, o que possibilitou propor a formula molecular CyoH300,. Através do
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indice de deficiéncia de hidrogénio igual a seis, p6de-se sugerir que CF-6 tratava-se de um
diterpeno de esqueleto caureno pertencente a série enantio, de acordo com a natureza

levorrotatdria do composto, [a]Z = —99°(c 0,1; CHCIs) (fig. 60, p. 80).

Figura 60 — Esqueleto basico de um diterpeno do tipo ent-caureno.

Tabela 16 — Dados de deslocamentos quimicos (6) de RMN **C e padréo de hidrogenacéo dos carbonos de CF-6.

C CH CH, CH;,
18,6
19,3
22,0
39,8
33,3
43,9 44,0
37,9 15,8
44,4 55,3
39,9 29,1
156,0 57,2
40,9
184,9
(COOH) 41,5
49,1
103,2
5C 3CH 10 CH, 2 CH;

Formula molecular — CyoH300,

Através do espectro bidimensional de correlacdo heteronuclear a uma ligagdo ‘H,
13C - HSQC (fig. 68, p. 89), pode-se correlacionar inequivocamente os deslocamentos
quimicos dos hidrogénios () e dos seus respectivos carbonos (&) conforme (tabela 17, p.
84). A analise desse espectro mostrou o acoplamento dos hidrogénios em & 4,80 e 4,74 (2H-

17) com o sinal em &c 103,2 (CH,-17), confirmando a presenca da dupla ligacdo exociclica.
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No espectro bidimensional de correlacdo heteronuclear a mais de uma ligacéo *H,
13C - HMBC (fig. 69, p. 90) foi possivel observar as correlacdes do hidrogénio metinico em
& 2,64 (H-13) com os carbonos em & 49,1 (CH-15, 2Jc) e 44,4 (C-8, *Jcn) (subestrutura B),
dos hidrogénios metilénicos em & 2,06 (2H-15) com os carbonos & 44,0 (CH-13, %Jcy), 55,3
(CH-9, %Jcy) e 156,0 (C-16, 2Jcn) (subestrutura C), bem como o acoplamento dos hidrogénios
vinilicos em &, 4,80 e 4,74 (2H-17) com os carbonos em & 156,0 (C-16, 2Jcn), 44,0 (CH-13,
$JcH) € 49,1 (C-15, %Jcn) (subestrutura D).

(B) © (D)

Ainda no espectro de HMBC foram observadas correlages entre os hidrogénios
metilicos em & 0,95 (3H-20) com os sinais em & 39,8 (C-10, 2Jcn), 40,9 (CH,-1, 2Jch), 55,3
(CH-9, *Jch) e 57,2 (CH-5, ®Jcn) (subestrutura E); bem como as correlagdes do hidrogénio
metinico em & 1,00 (H-5) com os sinais de carbono em & 15,8 (CH3-20, 2Jcn), 29,1 (CHs-
18, %Jch), 43,9 (C-4, 2Jcp) e 55,3 (CH-9, Jcy) (subestrutura F). Em adicdo, o acoplamento
dos hidrogénios metilicos em & 1,24 (3H-18) com os sinais em & 37,9 (CH.-3, %Jcn), 43,9
(C-4, %cy) e 57,2 (CH-5, *Jcn) (subestrutura G) permitiram sugerir a presenca de um sistema

do tipo decalina para a estrutura de CF-6.

(E) F (G)
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Os acoplamentos dos hidrogénios em oy 1,24 (3H-18), 1,09 (H-5) e 1,00 (H-3Db)
com o carbono carbonilico em &y 184,9, indicaram que o grupo carboxila encontra-se ligado a
C-4 (subestrutura H).

De acordo com dados de RMN **C da literatura acerca de derivados do &cido
caurendico, pode-se obsevar que, quando o grupo carboxila se encontra na posicao axial (C-
19) e o grupamento metila na posicdo equatorial (C-18), os valores de deslocamentos
quimicos para 0 grupamento metila se apresentam em torno de 6 29,0. Por outro lado, quando
0 grupo carboxila estd na posicdo equatorial (C-18) e o grupamento metila na axial (C-19),
este passa a absorver em aproximadamente 618,0 (ATTA-UR-RAHMAN e AHMAD, 1992).
Desta forma, o valor de deslocamento quimico da metila em 6 29,90bservado no espectro de
RMN *3C de CF-6foi condizente com a estereoquimica do grupo carboxila na posicdo axial

(subestrutura I).

A andlise dos dados, aliada a comparacdo com dados da literatura (MONTE et al.,
1988), permitiu identificar CF-6 como sendo o &cido ent-caur-16-en-19-6ico (fig. 61, p. 83),

um diterpeno ent-caureno ja isolado a partir de Croton argyrophylloides (MONTE et al.,
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1988), que apresenta um amplo espectro de bioatividades como anti-inflamatéria, antifingica,

antiulcerogénica, moluscida, entre outras (GHISALBERT et al., 1997).

18 19'COOH

Figura 61 — Estrutura de CF-6 - acidoent-caur-16-en-19-6ico
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Tabela 17 — Dados de RMN *H, *C e correlacdes de *H, **C - HSQC e **C - HMBC "J (n=2, n=3) de CF-6; e
comparagio com dados de RMN 3C da literatura para o acido ent-caur-16-en-19-6ico (MONTE et al., 1988)

HSQC HMBC MONTE et al.,
c 1988
5c? o’ 2den *Jen (CDCly, 125 MHz)
1 409 | a-1,89(m, 1H);b- 0,81 (m, 1H) - 3H-20; H-9, H-5 39,9
2 19,3 1,44 (m, 2H) H-3b; H-1a - 18,0
3 37,9 S (dl‘(])O: (?715)2 1H): - 3H-18; H-1a 37,0
4 43,9 - 3H-18; H-5 2H-6 47,6
5 57,2 1,09 (m, 1H) 2H-6; 3H-20; ‘LHS? 2H-7; 50,0
6 22,0 1,81 (m, 2H) H-5; H-7b - 233
7 415 | a-1,51(sl,1H); b- 1,46 (m, 1H) - H-5 40,7
8 44,4 - - H-13; 2H-7; 2H-6 44,4
9 55,3 1,06 (m, 1H) - 3H-20; 2H-15; H-1b 56,2
10 30,8 - 3H-20 - 39,8
11 18,6 1,60 (m, 2H) H-12a; H-9 - 18,0
12 333 | a-160(m, 1H); b- 1,42 (m, 1H) - H-9 333
13 44,0 2,64 (sl, 1H) - 2H-17; 2H-15; 2H-11 44,0
14 309 | a-1,99(m, 1H); b- 1,13 (m, 1H) - 2H-12 39,5
15 49,1 2,06 (m, 2H) - H-13; H-14a; H-9 49,1
16 156,0 - 2H-17; 2H-15 H-12a 155,3
17 1032 | a-4,80(sl, 1H); b-4,74 (sl, 1H) - - 103,2
18 20,1 1,24 (3, 3H) - H-3; H-5 29,2
19 184,9 - - 3H-18; H-5; H-3 185,0
20 15,8 0,95 (5,3H) - H-1; H-9 16,1

3125 MHz; ® 500 MHz
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Figura 62 — Espectro na regido do infravermelho (NaCl) de CF-6
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Figura 63 — Espectro de massa (EM — IE, 70 eV) de CF-6
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Figura 67 — Espectro de RMN *3C - DEPT 135° (125 MHz, CDCl;) de CF-6
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4.6 Determinacéao estrutural de CF-3

Sucessivos fracionamentos cromatograficos da fragdo CFHCR-A, utilizando gel
de silica flash, possibilitaram o isolamento de um solido cristalino incolor com p.f. 90,3 - 92,1
°Ce [a]® = —71°(c 0,1; CHCIs), que foi denominado de CF-3. (item 5.5.2.4, p. 123)

O espectro de absorgcdo na regido do infravermelho de CF-3 (fig. 72, p. 97)
apresentou bandas em 2923 e 2858 cm™ caracteristicas de deformacdes axiais de ligacdo C-H
de grupos metilicos e metilénicos. Mostrou também uma absorgdo larga em 3230 cm™,
referente & deformacao axial O-H de grupo hidroxila, além de absor¢ées em 1074 e 1041 cm™
associadas a deformacdes axiais de ligacdo C-O, indicando o carater oxigenado do composto.
A absorcdo fraca em 1658 cm™, caracteristica de deformacdo axial de ligagdo C=C e as
absorcdes intensas em 1014 e 873, referentes a deformacdes angulares fora do plano de
ligacdo =C-H, indicaram a presenga de dupla ligacéo.

O espectro de RMN **C - CPD de CF-3 (fig. 79, p. 100) mostrou 20 linhas
espectrais, sendo duas na regido de carbonos olefinicos e as demais na regido de carbono
saturado. Comparacéo deste espectro com o espectro de RMN *C-DEPT 135° (fig. 80, p.
100) permitiu identificar sinais correspondentes a dois carbonos metilicos, dez carbonos,
metilénicos, quatro carbonos metinicos e quatro carbonos ndo-hidrogenados (tabela 18, p. 92).
Os sinais em & 68,4 e 66,5 foram associados a um carbono oximetilénico e oximetinico,
respectivamente, enquanto que os sinais em ¢c 102,8 (CH,) e & 155,2 (C) foram atribuidos a
uma dupla ligacdo exociclica, corroborando com as informacdes obtidas no espectro de
infravermelho.

A anélise do espectro de RMN *H (fig. 75, p. 98) mostrou absorcdes simples e
intensas em &y 1,43 (3H-20, s) e 1,05 (3H-18, s), relativas a hidrogénios de dois grupos
metilas, e absorc¢des centradas em oy 4,37 (1H-6, sl), o4 4,28 (1H-19, d, J = 11,0 Hz) e em &y
3,16 (1H-19, d, J = 11,0 Hz), que foram relacionadas a trés hidrogénios ligados a carbonos
carbindlicos. De maneira analoga a CF-6, esse espectro ainda revelou sinais caracteristicos de
dois hidrogénios ndo-equivalentes de um grupo metilénico terminal em &y 4,84 (1H-17, sl) e
4,78 (1H-17, sl), fornecendo um indicativo de que CF-3 também se tratava de um diterpeno

de esqueleto caureno.
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A partir dos dados obtidos pbdde-se propor para CF-3 a formula molecular
C20H3202, em acordo com o sinal do ion molecular no espectro de massa em m/z 304 (fig. 74,
p. 97).

Tabela 18 — Dados de deslocamentos quimicos () de RMN **C e padrao de hidrogenagéo dos carbonos de CF-3

C CH CH, CH,
18,3
18,6
33,1
39,1 44,5
40,7
39,2 56,4 18,5
41,0
42,1 57,1 27,9
43,0
155,2 66,5
(CO) 47,1
49,7
68,4
(CO)
102,8
4C 4CH 10 CH, 2 CH,

Formula molecular — CyH3,0,

A atribuicdo inequivoca dos deslocamentos quimicos dos hidrogénios (dy) e dos
seus respectivos carbonos (oc), foi estabelecida através da andlise do espectro de RMN
bidimensional de correlagdo heteronuclear a uma ligacdo ‘H, **C - HSQC (fig. 81, p. 101)
conforme (tabela 19, p. 96). A andlise desse espectro mostrou as correlacdes existentes entre
os hidrogénios em &y 4,84 (H-17a) e 4,78 (H-17b) ao carbono metilénico terminal em o
102,8 (CH,-17); dos hidrogénios em &y 4,28 (H-19a) e 3,16 (H-19b) ao carbono carbindlico
em & 68,4 (CH,-19); e do hidrogénio em &y 4,37 (H-6) ao carbono oximetinico em & 66,5
(CH-6).

No espectro de HMBC (fig. 82, p. 102) foram observadas as correla¢fes a longa
distancia dos hidrogénios metilicos em &y 1,05 (3H-18) com o carbono oximetilénico em o&c
68,4 (CH,-19), e dos hidrogénios oximetilénicos em &y 4,28 e 3,16 (2H-19) com o carbono
metilico em & 27,9 (CHs-18). Nesse espectro verificou-se ainda o acoplamento concomitante

desses hidrogénios com os carbonos em &c 39,2 (C-4, 2Jc), 57,1 (CH-5, *Jcp) € 40,7 (CH,-3,
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%JcH) (subestrutura A), o que permitiu propor a presenca de um substituinte metila e um

oximetilénico geminais localizados em C-4.

(A)

O espectro bidimensional de correlacdo homonuclear 'H, *H - NOESY (fig. 83, p.
103) revelou acoplamentos dipolares entre os hidrogénios hidroximetilénicos oy 4,28 e 3,16
(2H-19) e os hidrogénios metilicos em 64 1,43 (3H-20), e destes ultimos com o hidrogénio em
oy 2,39 (H-14a), indicando que estes se encontram do mesmo lado na molécula. Estes dados
permitiram sugerir o posicionamento do grupo oximetilénico (CH,-19) na posi¢do axial no

sistema decalina (fig. 70, p. 93).

Figura 70 — Acoplamentos dipolares observados no espectro NOESY de CF-3

A posicdo do outro grupamento hidroxila em C-6 foi sugerida devido ao
acoplamento do hidrogénio oximetinico em &y 4,37 (H-6) com os carbonos quaternarios em
& 39,2 (C-4, *Jen), 39,1 (C-10, *Jch) € 42,1 (C-8, *JcH), com o carbono metinico em & 57,1

(CH-5, 2Jch) e com o carbono metilénico em & 47,1 (CHy-7, “Jcn) (subestrutura B). Através
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da anélise do espectro COSY (fig. 77, p. 99) também pode-se visualizar as correlagBes entre
esse mesmo hidrogénio (H-6) com os hidrogénios em o4 1,70 (2H-7) e em oy 1,04 (H-5)

(subestrutura C).

6
S I\\HO  H
HO— 19 \u8
(B)

Para determinacdo da configuracdo relativa do carbono C-6 foram realizados
novos experimentos de RMN *H (fig. 76, p. 98), COSY (fig. 78, p. 99) e NOESY (fig. 84, p.
103). Para tal foi utilizado benzeno como solvente, a fim de se obter melhor resolugdo dos

espectros e consequente separacdo dos sinais referentes a H-5 e 3H-18, sobrepostos nos
experimentos realizados inicialmente em cloroférmio.

No espectro de RMN *H foi observado uma aparente separacéo dos sinais de H-5
(o4 0,71) e 3H-18 (on 0,96), que foi confirmada pelo espectro COSY, onde foi possivel
observar o acoplamento escalar entre o sinal em 6y 0,71 (H-5) e 0 hidrogénio hidroximetinico

em &y 4,21 (H-6) (subestrutura D).

O espectro NOESY revelou o acoplamento dipolar entre o hidrogénio

hidroximetinico em &y 4,21 (H-6) e o simpleto intenso em &4 0,96 (3H-18), 0 que possibilitou
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sugerir que o grupamento hidroxila ligado a C-6 estaria a-orientado, conforme figura 71 (p.
95).

Figura 71 — Acoplamentos dipolares observados no espectro NOESY de CF-3

Diante de todos os dados espectroscopicos discutidos, foi possivel estabelecer que
CF-3 trata-se do diterpeno de esqueleto ent-caureno, denominado ent-caur-16-en-6¢,19-diol
(lit. p.f. 174-175,5 °C) (CROSS, GALT e HANSON, 1963) (fig. 72, p. 95), relatado na
literatura como derivado reacional da 7-hidroxi-caurenolida, sendo portanto inédito como
produto natural. Vale ressaltar ainda que os dados de RMN 'H e C desse metablito

secundario estdo sendo relatados pela primeira vez na literatura.

Figura 72 — Estrutura de CF-3 - ent-caur-16-en-6 ¢,19-diol
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Tabela 19 — Dados de RMN *H, *C e correlages de 'H, **C - HSQC e **C - HMBC "J (n=2, n=3) de CF-3

HSQC HMBC
C
oc’ on’ 2Jen *Jen
a-1,85 (d, J= 13,0 Hz, 1H); _
1 43,0 b-085 (m. 1H) - H-3b; 3H-20
2 18,3 a-1,78 (m, 1H); b - 1,58 (m, 1H) 2H-1; H-3b —
3 40,7 a-1,52 (m, 1H); b - 1,21 (m, 1H) - 3H-18; 2H-19
4 39,2 - 3H-18; 2H-19 H-6
5 57,1 1,04 (m, 1H) H-6 3H-18; 2H-19; 3H-20
6 66,5 4,37 (sl,1H) H-5 -
7 47,1 1,78 - 1,69 (m, 2H) H-6 -
8 42,1 - H-14a; 2H-15 H-6; H-13
H-1b; H-5; H-14a; 2H-15;
9 56,4 1,19 (m, 1H) - 3H-20
2H-1; H-9;
10 39,1 - 3H.20 H-6
11 18,6 a-1,78 (m, 1H); b - 1,58 (m, 1H) — —
12 33,1 a-1,75 (m, 1H); b - 1,55 (m, 1H) — H-14a
13 44,5 2,68 (s, 1H) H-14a H-17a
a-2,39(d,J=115Hz, 1H);
14 41.0 b - 1,28 (m, 1H) a ;
15 49,7 2,12 (m, 2H) — H-13; H-14a; H-17b
H-13; 2H-15;
16 155,2 - H17a H-14a
17 102,2 a-4,84(sl, 1H); b - 4,78 (sl, 1H) — H 13; 2H-15
18 27,9 1,05 (s, 3H) — H-3b; H-5; 2H-19
a-4,28(d, J =115 Hz, 1H);
19 68,4 b- 3,16 (d, J = 11,5 Hz, 1H) a 3H-18
20 18,5 1,43 (s,3H) — H-5; H-9

3125 MHz; ® 500 MHz
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Figura 73 — Espectro na regido do infravermelho (KBr) de CF-3
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Figura 74 — Espectro de massa (EM-IE,70 eV) de CF-3
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Figura 76 — Espectro de RMN *H (500 MHz, CsD¢) de CF-3
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Figura 77 — Espectro de RMN bidimensional de correlacdo homonuclear *H, *H - COSY (500MHz, CDCls) de
CF-3

Figura 78 — Espectro de RMN bidimensional de correlagido homonuclear *H, *H - COSY (500MHz, C¢Ds) de
CF-3
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Figura 79 — Espectro de RMN **C - CPD (125 MHz, CDCls) de CF-3
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Figura 80 — Espectro de RMN **C - DEPT 135° (125 MHz, CDCl;) de CF-3

Estudo quimico de Croton floribundus Spreng (EUPHORBIACEAE) UCHOA, P. K. S.



Determinacdo estrutural I 101

b e

Sates g

PPm

°”

- 25

- 35

L 40

- 45

- 55

- 60

65

- 70

- 75

- 80

- 85

~100

F105

2.0 1.5 1.0 ppm

Figura 81 — Espectro de RMN bidimensional de correlagdo heteronuclear *H, **C - HSQC (500 x 125 MHz,

CDCls) de CF-3

Estudo quimico de Croton floribundus Spreng (EUPHORBIACEAE) UCHOA, P. K. S.



Determinacdo estrutural I 102

i -

e -— — 20
T aeb\: . . - :'a .
E— ! T L. w* “
— /\c AL
— Sx e
—_— e -.__‘ »
_— .
90

J

° [-50
55
ke V. g

h Feo
I-65

e 4
s 70

i
Las
80
-85
koo

T T T T T T T T
4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 ppm

Figura 82 — Espectro de RMN bidimensional de correlacéo heteronuclear'H, **C - HMBC (500 x 125 MHz,
CDCls) de CF-3

Estudo quimico de Croton floribundus Spreng (EUPHORBIACEAE) UCHOA, P. K. S.



Determinacdo estrutural I 103

0 oo

T T T T T T
5:0 4:5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 ppm
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4.7 Determinacéo estrutural de CF-4

A fracdo acetato de etila proveniente do extrato hexanico das cascas da raiz de C.
floribundus, foi submetida a sucessivos fracionamentos cromatogréaficos utilizando-se gel de
silica (item 5.5.2.5, p. 123) para o isolamento de um solido branco amorfo, com p.f. 209,7 -
211,3 °C (dec) e atividade otica [a]® = —83°(c 0,18; CH30H), que foi denominado de CF-4.

A anélise do espectro de absor¢do na regido do infravermelho de CF-4 (fig. 87, p.
111) mostrou uma banda de absorcdo centrada em 3477 cm™, compativel com deformacéo
axial de ligacdo O-H de grupo hidroxila, bem como um banda fina e intensa em 1701 cm™,
referente a deformacdo axial C=0 de carbonila. Este espectro apresentou também uma banda
muito fraca em 3022 cm™, referente & deformacdo axial de ligacdo =C-H e bandas de
absorcdo em 2923 e 2848 cm™, caracteristicas de deformacéo axial C-H de carbono sp*; além
das bandas em 1249 e 1116 cm™, relacionadas a deformagao axial de ligagdo C-O.

O espectro de RMN °C - CPD de CF-4 (fig. 90, p. 113) apresentou sinais
correspondentes a vinte atomos de carbono, revelando a natureza diterpénica do composto. A
posterior analise comparativa com o espectro de RMN *C-DEPT 135° (fig. 91, p. 113),
possibilitou atribuir para a estrutura de CF-4 trés carbonos metilicos, sete carbonos
metilénicos, cinco carbonos metinicos e cinco carbonos ndo-hidrogenados (tabela 20, p. 105),
além de permitir associar o sinal em ¢ 84,5 (C-16) a um carbono quaternario carbindlico e os
sinais em & 133,8 (CH-12) e 128,4 (CH-11) a uma ligacdo dupla dissubstituida.

O espectro de RMN *H de CF-4 (fig. 89, p. 112) mostrou sinais em & 5,91 (1H-
12,t,J =9,7 Hz) e 5,56 (1H-11, dd, J = 9,7 e 3,6 Hz), relativos a hidrogénios olefinicos em
uma dupla ligacao dissubstituida, além de sinais correspondentes a trés grupamentos metilas
em oy 1,27 (3H-17, s), 1,17 (3H-18, s) e 0,88 (3H, s).

O espectro de massa de CF-4 obtido por impacto eletrdnico a 70 eV (fig. 88, p.
111), mostrou sinal referente ao pico do ion molecular em m/z 318 daltons. A partir dos dados
descritos (RMN *H, RMN C - CPD e DEPT 135° e EM) pode-se propor para CF-4 a
formula molecular CyoH3003 (IDH = 6), compativel com uma estrutura diterpénica tetraciclica

contendo uma carbonila e uma ligacdo dupla olefinica.
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Tabela 20 — Dados de deslocamentos quimicos () de RMN **C e padrao de hidrogenagéo dos carbonos de CF-4

C CH CH, CHs
20,5
40,1 51,1 23,4
44,6 57,4 35,0 16,5
453 63,0 39,7 25,9
84,5 128,4 41,5 29,9
(CO)
1338 42,7
184,7
(COOH) 59,6
5C 5 CH 7 CH, 3 CH;,

Férmula molecular — CygH3005

O espectro de correlagdo heteronuclear *H, *C a uma ligagdo - HSQC (fig. 92, p.

114), permitiu associar inequivocamente 0s sinais de cada hidrogénio ao seu respectivo
carbono conforme tabela 22 (p. 110). &; 0,88 (3H-20) e o carbono em & 63,0 (CH-9, *Jcp);

O espectro bidimensional HMBC (fig. 93, p. 115) mostrou correlagdes a longa

distancia entre os hidrogénios metilicos em &4 0,88 (3H-20) com os sinais em & 40,1 (C-10,
2Jen), 57,4 (CH-5, *Jcn) e 63,0 (CH-9, %Jcn); bem como as correlagdes do hidrogénio
metilénico em & 1,00 (H-3b) com os sinais de carbono em & 45,3 (C-4, *Jc), 41,6 (CH2-1,

3Jch) € 57,4 (CH-5, *Jcn) (subestrutura A). Em adicéo, o acoplamento do hidrogénio metinico
&1 1,11 (H-5) com os sinais de carbono & 23,4 (CH.-6, “Jcn), 40,1 (C-10, 2Jch) e 45,3 (C-4,

2Jer) (subestrutura B) permitiram sugerir a presenca de um sistema tipo decalina para a

estrutura de CF-4.
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Os acoplamentos dos hidrogénios metilicos em &4 1,17 (3H-18) com os carbonos
em & 453 (C-4, 2Jcn), 39,7 (CH,-3, 3Jcn), 57,4 (CH-5, %Jcn) e 184,7 (C-19, 3Jcn)

(subestrutura C), indicaram a localizagdo de uma metila e do grupo carboxila em C-4.

©

O valor de deslocamento quimico do carbono metilico, também ligado a C-4,
em & 29,0 (CHs3-18) foi compativel com o valor esperado para um substituinte metila na
posicdo equatorial (C-18) no sistema decalina. Consequentemente o grupo carboxila estaria

substituido na posicdo axial em C-19 (subestrutura D).

As correlacdes observadas no espectro de HMBC entre os hidrogénios metilicos
em & 1,27 (3H-17) com o carbono carbinélico em & 84,5 (C-16, “Jcn), € com os carbonos
em & 51,1 (CH-13, 3Jcn) e 59,6 (CH2-15, Jcn) (subestrutura D), bem como o acoplamento
do hidrogénio metilénico & 1,42 (H-15b) com os sinais em & 44,6 (C-8, %Jcn), 25,9 (CHa-
17, 3Jch) e 35,3 (CH,-14, 2Jcy) (subestrutura E), e do hidrogénio metilénico em & 1,65 (H-
14b) com os sinais em & 44,6 (C-8, “Jcn), 51,1 (CH-13, 2Jch), 63,0 (CH-9, %)) e 133,8

(CH-12, ®Jcy) (subestrutura F) possibilitaram propor para CF-4 o fragmento mostrado abaixo.
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O posicionamento de uma ligacdo dupla entre C-11 e C-12 foi realizado em
funcdo das correlagdes observadas entre o sinal relativo ao hidrogénio olefinico em &4 5,56
(H-11) com os carbonos em & 63,0 (CH-9, %Jc), 44,6 (C-8, *Jc) € 51,1 (CH-13, 3Jcy) e do
hidrogénio metinico também olefinico em &4 5,91 (H-12) com os sinais em &51,1 (CH-13,
2Jcn) € 63,0 (CH-9, ®Jc) (subestrutura G).

A configuracdo relativa do carbono C-16 foi deduzida através do espectro
NOESY (fig. 94, p. 116), o qual revelou acoplamentos dipolares entre os hidrogénios
metilicos em 6y 1,27 (3H-17) e o hidrogénio olefinico em &4 5,91 (H-12), como consequéncia

0 grupo hidroxila deveria estar a—orientado (fig. 85, p. 108) (LEVERRIER et al., 2010).
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Figura 85 — Acoplamentos dipolares observados no espectro NOESY de CF-4

Através das informac6es relacionadas acima, p6de-se concluir que CF-4 trata-se
de um diterpeno de esqueleto ent-caur-11-eno, denominado acido ent-16 a-hidroxicaur-11-en-
19-0ico (fig. 86, p. 109).

A comparacéo com dados de RMN **C registrados na literatura para o ent-16¢-
hidroxicaur-11-en-19-6ico (HERZ, GOVINDAN e WATANABE, 1982) mostrou valores de
deslocamentos quimicos (oc) referentes aos carbonos C-9 e C-13 em o&c 49,2 e 60,7,
respectivamente (tabela 21, p. 109). No entanto, os valores de deslocamentos quimicos de C-9
e C-13 atribuidos para CF-4 encontram-se invertidos, com valores de & 63,0 e 51,1. Estes
dados foram inequivocamente estabelecidos através das correlagcdes observadas no espectro
de HMBC entre o grupo metila em & 0,88 (3H-20) e o carbono em & 63,0 (CH-9, *Jcy), bem
como através do acoplamento entre a metila em &y 1,27 (3H-17) com o carbono em & 51,1
(CH-13, %Jcn) (subestrutura H). Essas observacdes nos permitem corrigir os dados dos

deslocamentos quimicos para C-9 e C-13, em relacdo ao reportados na literatura.
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Figura 86 — Estrutura de CF-4 - acidoent-16 a-hidroxicaur-11-en-19-6ico

Tabela 21 — Dados de RMN **C de CF-4 em comparacao com dados da literatura para o acido ent-16-
hidroxicaur-11-en-19-6ico (HERZ, GOVINDAN e WATANABE, 1982)

&
c CF-4 Acido ent-16a-hidroxi-caur-11-en-19-6ico
(CDs0D, 125 MHz) (DMSO-ds, 67,90 MHZz)
1 41,6 40,9
2 20,5 18,7
3 39,7 37,6
4 453 42,8
5 57,4 54,9
6 23,4 21,6
7 42,7 39,4
8 44,6 42,6
9 63,0 49,2
10 40,1 38,3
11 128,4 126,0
12 133,8 132,8
13 51,1 60,7
14 35,3 33,7
15 59,6 58,2
16 84,5 81,8
17 25,9 25,6
18 29,9 28,5
19 184,7 173,2
20 16,5 15,3
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Tabela 22 — Dados de RMN 'H, *3C e correlagdes de 'H, **C - HSQC e **C - HMBC "J (n=2, n=3) de CF-4

HSQC HMBC
Ny dc* on” “Jen *Jen
1 41,6 a-1,81(m, 1H); b - 1,04 (m, 1H) - H-3b
2 20,5 a-1,90 (m, 1H); b - 1,33 (m, 1H) - -
3 39,7 a-2,13 (m, 1H); b - 1,00 (m, 1H) - 3H-18
4 45,3 - H-3b; H-5; 3H-18 -
5 57,4 1,11 (m, 1H) - 3H-18; H-3b; 3H-20
6 23,4 1,72 (m, 2H) H-5 -
7 42,7 1,51 (m, 2H) - H-15a
8 44,6 - H-9; 2H-14; H-15b H-11; H-13
9 63,0 1,40 (m, 1H) H-11 H-12; 2H-15; 3H-20
10 40,1 - H-5; H-9; 3H-20 -
11 128,4 5,56 (dd, J =9,7 e 3,0 Hz, 1H) H-9 -
12 133,8 5,91 (t, J =9,7 Hz, 1H) - H-9; 2H-14a
13 51,1 2,17 (m, 1H) H-12; H-14b H-11; 3H-17
14 35,3 a-1,82(m, 1H); b - 1,65 (m, 1H); - H-9; H-15b
15 59,6 a-1,48 (m, 1H); b - 1,42 (m, 1H); - 2H-7; H-14a; 3H-17
16 84,5 - 3H-17 H-14a
17 25,9 1,27 (s, 3H) - H-15b
18 29,9 1,17 (s, 3H) - -
19 184,7 - - H-3b; H-5; 3H-18
20 16,5 0,88 (s,3H) - _

3125 MHz; ® 500 MHz
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Figura 87 — Espectro na regido do infravermelho (KBr) de CF-4
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Figura 88 — Espectro de massa (EM-IE, 70 eV) de CF-4
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Figura 89 — Espectro de RMN *H (500 MHz, CD;0D) de CF-4
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Figura 91 — Espectro de RMN *3C - DEPT 135° (125 MHz, CD;OD) de CF-4
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Figura 92 — Espectro de RMN bidimensional de correlagdo heteronuclear *H, **C - HSQC (500 x 125 MHz,

CD;0D) de CF-4
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Figura 93 — Espectro de RMN bidimensional de correlacdo heteronuclear *H, **C - HMBC (500 x 125 MHz,
CD;0D) de CF-4
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Figura 94 — Espectro de RMN bidimensional de correlacdo homonuclear *H, *H - NOESY (500 MHz, CD;0D)
de CF-4
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5 PARTE EXPERIMENTAL
5.1 Material botanico

As cascas da raiz de Croton floribundus foram coletadas na localidade de Pico
alto, no municipio de Pacoti (CE), pelo prof. Edilberto Rocha Silveira, pertencente ao
Departamento de Quimica Organica e Inorganica da Universidade Federal do Ceard. O
material vegetal foi identificado botanicamente pelo prof. Edson de Paula Nunes, do
Departamento de Biologia da Universidade Federal do Ceard. A exsicata correspondente a
coleta encontra-se depositada no Herbario Prisco Bezerra/UFC, com o numero de inscri¢cao
39.851.

5.2 Métodos cromatograficos
5.2.1 Cromatografia de adsorcéo

Nas cromatografias de adsorcdo foi empregada gel de silica 60 da Merck ou da
Vetec, com granulometria de & 63 - 200 um para cromatografia em coluna aberta e & 40 - 63
um para cromatografia sob média pressdo (cromatografia do tipo flash). O comprimento e o
didmetro das colunas variaram de acordo com as aliquotas das amostras e as quantidades de
gel de silica utilizadas. As colunas utilizadas na cromatografia de adsorcdo sob média pressao
(cromatografia flash) foram de vidro resistente a pressdo e continham bulbos no apice, para
armazenamento de solvente. Foi empregada nesta técnica, bomba de ar comprimido modelo
Inalar Compact N° 682403 de Ind. de aparelhos médicos Ltda. Cromatografias em camada
delgada foram efetuadas em cromatoplacas de gel de silica 60 F,s4 sobre aluminio da Merck e
ainda através de cromatoplacas de silica gel 60 G da Vetec cod. 1094 sobre laminas de vidro.
Os eluentes utilizados nos procedimentos cromatograficos foram: hexano, diclorometano,

acetato de etila e metanol da marca Synth®.
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A revelacdo das substancias nas cromatoplacas analiticas foi obtida por exposicao
a luz ultravioleta em dois comprimentos de onda (314 e 366 nm) realizada em aparelho
Spectroline modelo ENF-240 C/F e/ou por aspersdo com solucdo de vanilina (CgHgO3) e
acido perclérico 0,75 mol/L (HCIO4) em etanol (C,HsO), seguido de aquecimento em chapa

elétrica a 100 °C por aproximadamente 3 minutos, ou ainda por exposicao a vapores de iodo.
5.2.2 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) foi realizada em equipamento
constituido de uma bomba ternaria de alta pressio SHIMADZU LC-20AT, detector UV-
Visivel com arranjo de diodo SHIMADZU SPD-M20A e um forno termostatico para
acomodacdo da coluna.

Paras as analises cromatogréaficas utilizou-se uma coluna semi-preparativa de fase
normal Phenomenex (10 x 150 mm, 5 um). Os solventes empregados como fase mdvel foram
hexano e isopropanol com grau de pureza CLAE da marca Tedia Brazil, que foram filtrados
em membrana de nylon com poros de 0,22 um (Phenomenex). As amostras foram dissolvidas
com os solventes usados na fase movel e filtradas num sistema manual de membrana de teflon

com poros de 0,22 um (Phenomenex).
5.3 Métodos espectroscopicos
5.3.1 Espectroscopia na regido do infravermelho (1V)

Os espectros de absorcdo na regidao do infravermelho (1V) foram obtidos a partir
de amostras dispersas em pastilhas de brometo de potassio (KBr) e discos de cloreto de sodio
(NaCl), utilizando espectrémetros:

e ABB BOMEM, modelo FTLA 2000-102, com janela espectral de 400 a 4000 cm™
pertencente ao Laboratdrio de Bioinorganica (DQOI/UFC);
e Perkin Elmer, modelo FT-IR Spectrum 1000 da central analitica do DQOI/UFC,;
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e Perkin Elmer, modelo FT-IR Spectrum 100 do LEMANOR (DQOI/UFC).

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

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN 'H) e de
carbono-13 (RMN *3C) uni e bidimensionais, foram obtidos em espectrometros Bruker,
modelo Avance DPX-500, pertencente ao Centro Nordestino de Aplicacdo e Uso da
Ressonancia Magnética Nuclear (CENAUREMN), operando na frequéncia do hidrogénio a
500,13 MHz e na frequéncia do carbono a 125,75 MHz.

Os solventes utilizados nas dissolucbes das amostras para obtencdo dos espectros
foram benzeno (C¢Ds), cloroférmio (CDCIs) e metanol (CDsOD) deuterados, comercializados
pelas companhias ACROS, Cambridge Isotope Laboratories, Merck ou Aldrich.

Os deslocamentos quimicos () foram expressos em partes por milhdo (ppm) e
referenciados, no caso dos espectros de hidrogénio, pelos picos dos hidrogénios pertencentes
as moléculas residuais ndo deuteradas dos solventes deuterados utilizados: benzeno (&4 7,16),
cloroférmio (o4 7,27) e metanol (o4 3,31). Nos espectros de carbono-13, os deslocamentos
quimicos foram referenciados pelos picos centrais dos carbonos-13 dos solventes: benzeno
(oc 128,39), cloroformio (& 77,23) e metanol (6 49,17).

As multiplicidades dos sinais de hidrogénio nos espectros de RMN *H foram
indicadas segundo a convencao: s (simpleto), sl (simpleto largo), d (dupleto), dd (duplo
dupleto), ddd (duplo dupleto dupleto), t (tripleto), td (triplo dupleto), g (quarteto), m
(multipleto).

O padrao de hidrogenacdo dos carbonos foi determinado atraves da utilizagédo da
técnica DEPT 135° e segundo convencdo: C (carbono ndo hidrogenado), CH (carbono

metinico), CH; (carbono metilénico) e CH3 (carbono metilico).
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5.3.3 Espectrometria de massa (EM)

Os espectros de massa de baixa resolucdo foram registrados num espectrémetro
Shimadzu, modelo QP 5000/DI-50, através de impacto eletrénico a 70 eV (DQOI/UFC).

Os espectros de massa de alta resolugdo foram obtidos por ionizagdo por
electrospray (IES) em espectrometro de massa modelo LCMS - IT - TOF (225-07100-34) -
SHIMADZU, pertencente ao Laboratorio de Espectrometria de Massa do Nordeste
(LEMANOR - DQOI - UFC).

5.4 Métodos fisicos
5.4.1 Ponto de fuséo (p.f.)

Os pontos de fusdo foram obtidos em equipamento de microdeterminacdo digital
da Mettler Toledo, composto por uma placa aquecedora FP82HT e uma unidade de
processamento FP90 pertencente ao DQOI/UFC. As determinagfes foram realizadas a uma

taxa de aquecimento de 3 °C/min e ndo foram corrigidas.
5.4.2 Rotagdo Optica

As rotacBes Opticas foram determinadas em polarimetro Perkin-Elmer, modelo
341, localizado no DQOI/UFC. As medidas foram realizadas a 589 nm (25 °C)
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5.5 Estudo fitoquimico das cascas da raiz de Croton floribundus
5.5.1 Obtencdo dos extratos das cascas da raiz: CFCRH e CFCRE

1,58 kg de cascas da raiz de Croton floribundus, depois secas e moidos, foram
extraidos exaustivamente (3 repeticdes) com hexano a frio. As solugdes foram evaporadas sob
pressdo reduzida em evaporador rotativo, para a obtencdo do extrato denominado CFCRH
(97,1 g; 6,1% de rendimento).

Apo6s a extracdo com hexano a frio, o material vegetal foi submetido a extracdo
com etanol bruto por aproximadamente 72 horas a frio de forma exaustiva (3 extragdes). A
solucgéo etandlica obtida foi destilada em evaporador rotativo sob pressdo reduzida. O extrato
obtido foi denominado CFCRE (134,9 g; 8,5% de rendimento).

5.5.2 Fracionamento cromatografico do extrato hexanico das cascas da raiz de C. floribundus

O extrato CFCRH (60,0 g) foi adsorvido a 60,0 g de gel de silica (& 63 - 200
um), e acondicionado em uma coluna de vidro (i = 7,5 cm) contendo 120,0 g de gel de
silica (@ 63 - 200 um). Para a eluicdo foram utilizados os solventes: hexano (2,5 L),
diclorometano (4,0 L), acetato de etila (1,0 L) e metanol (0,5 L), fornecendo as fracdes

descritas na tabela 23 a seguir.

Tabela 23 — Dados referentes ao fracionamento cromatografico do extrato hexanico da casca da raiz de C.
floribundus (CFCRH)

ELUENTE DENOMINACAO MASSA
Hexano CFCRH-H 554¢
Diclorometano CFCRH-D 38,1¢g
Acetato de etila CFCRH-A 6,6 ¢
Metanol CFCRH-M 109

Total — 51,2 g; Rendimento — 85,3%
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5.5.2.1 Fracionamento cromatografico de CFCRH-A

A fracdo CFCRH-A (6,6 g) foi adsorvida a gel de silica (& = 40 - 63 um),
pulverizada em gral de porcelana e acondicionada sobre 61,0 g de gel de silica (& = 40 - 63
um) numa coluna de vidro (Jin = 3,5 cm). CFCRH-A foi fracionada por elui¢do isocratica
com uma mistura binaria dos solventes hexano/acetato de etila 30%, com a ultima fracdo (f27)
eluida com metanol. Foram obtidas 27 fracfes com aproximadamente 50 mL cada, que foram
reunidas, apés analise em CCD, da seguinte maneira: f1-3 (38,8 mg), f4 (97,2 mg), 5 (335,2
mg), f6-8 (427,7 mg), f9-10 (251,2 mg), f11-14 (1,8 g), f15-16 (329,9 mg), f17-21 (151,3
mg), T 22-23 (136,0 mg), f24-26 (186,4 mg) e 127 (1,4 g).

5.5.2.2 Fracionamento cromatografico de CFCRH-A (4) e isolamento de CF-1

A fracdo 4 (97,2 mg) foi adsorvida a gel de silica (& = 40 - 63 um),
acondicionada em uma coluna de vidro (Jiy = 2 cm) contendo 26,0 g de gel de silica (& =40
- 63 um) e eluida com a mistura binaria hexano/diclorometano 10%, coletando-se fracdes de
50 mL. A andlise em CCD das 24 fracGes obtidas possibilitou a reunido das fracoes
semelhantes: f1-2, f3-6, f7-8, f9-10, f11-17 e f18-19. A fracdo 9-10 (20,2 mg), um sélido
cristalino incolor, solivel em cloroférmio, apresentou-se uniforme em CCD e foi denominada

CF-1. A caracterizacdo estrutural desse composto encontra-se discutida na pagina 18.
5.5.2.3 Fracionamento cromatografico de CFCRH-A (5) e isolamento de CF-2

Numa coluna de vidro (Jin = 2,5 cm) contento 36,0 g de gel de silica (g = 40 -
63 um), acondicionou-se a fragdo CFCRH-A (5) (335,2 mg), previamente adsorvida a gel de
silica (& = 40-63 um). CFCRH-A (5) foi eluida com a mistura binéria hexano/acetato de etila

15%, seguida de adicdo de metanol, coletando-se 16 fracOes de aproximadamente 50 mL.
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Através da andlise por CCD as fragBes semelhantes foram reunidas nos seguintes grupos: f1-
4, 15, 16, f7-9, f10-15 e f16.

A fracdo (5) (65,0 mg) foi adsorvida a gel de silica (& = 63 - 200 um) e
acondicionada sobre 18,6 g de gel de silica (& = 63 - 200 um) em uma coluna de vidro de 2,0
cm de didmetro. Para eluicdo foi utilizada a mistura binaria dos solventes hexano/acetato de
etila 15% levando a obtencdo de 27 fracbes que foram reunidas, de acordo com suas
semelhancas nos seguintes grupos: f1-3, f4-5, f6-25 e f26-27.

Cromatografia em camada delgada preparativa da fracdo f6-25 (28,7 mg),
utilizando como eluente Hex/AcOEt 40%, levou ao isolamento de 13,5 mg de um solido
branco, denominado CF-2. A elucidacdo estrutural desse composto encontra-se discutida na
pagina 31.

5.5.2.4 Fracionamento cromatografico de CFCRH-A (6-8) e isolamento de CF-3

A fracdo CFCRH-A (6-8) (427,7 mg) foi adsorvida com gel de silica (& =40 - 63
um), pulverizada em gral de porcelana e disposta sobre 36,0 g de gel de silica (& = 40 - 63
um) em uma coluna de vidro de 2,5 cm de diametro A utilizacdo da mistura binéria
hexano/acetato de etila 10% para eluicdo, seguida por adicdo de metanol, levou a obtencéo de
29 fracGes com aproximadamente 50 mL. Analise comparativa por CCD permitiu reunir as
fracdes semelhantes: f1-2, f3, f4-8, 19, f10-12, f13-14, f15-22, f23-24, f25-28 e 29. A fracéo
13-14 (32,0 mg) constituida de um sélido cristalino incolor, foi codificado de CF-3 e sua

elucidacéo estrutural encontra-se discutida na pagina 91.
5.5.2.5 Fracionamento cromatografico de CFCRH-A (9-10) e isolamento de CF-4

A fracdo CFCRH-A (9-10) (325,0 mg) foi adsorvida a gel de silica (& = 40 - 63
um) e acondicionada em uma coluna de vidro (Jin: = 2,5 cm) contendo 36,0 g de gel de silica

(2 =40 - 63 um). Para eluicdo foi utilizada a mistura binaria dos solventes hexano/acetato de
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etila 10% e metanol. As 13 fracOes obtidas foram submetidas a analise por CCD, resultando
em 5 grupos de fragdes: f1-3, f4-6, f7-8, f9-11 e f12-13.

A fragdo 9-11 (56,3 mg) foi adsorvida a gel de silica (& = 63 - 200 um) e disposta
sobre 25,5 g gel de silica (& = 63 - 200 um) em uma coluna de vidro de 2,0 cm de diametro.
A utilizacdo da mistura binaria dos solventes hexano/acetato de etila 20% como eluente,
culminou na obtencdo de 14 fragGes, que foram reunidas conforme suas semelhancas: f1-3, 4,
5-6, f7, f8-11, f12-13 e f14. A fracdo 8-11 (15,0 mg) constituida de um sélido amorfo branco,
foi codificada de CF-4 e sua determinac&o estrutural encontra-se descrita na pagina 104.

5.5.2.6 Isolamento de CF-5

A fragdo 11-14 (1,8 g) (item 5.5.2.1, p. 122) apresentou um precipitado levemente
amarelado, que apos adicdo da mistura hexano/acetato de etila 2% e filtracdo simples, levou a
obtencdo de 627,3 mg de um material cristalino branco na forma de agulhas, denominado CF-

5. A caracterizacdo desse composto encontra-se discutida na pagina 51.
5.5.2.7 Fracionamento cromatografico de CFCRH-D

Uma aliquota de 5,0 g da fracdo CFCRH-D foi adsorvida a gel de silica (& = 40 -
63 um) e acondicionada em uma coluna de vidro (i = 2,5 cm) contento 3,5 g de gel de
silica (& = 40 - 63 um). O fracionamento foi realizado utilizando como eluente a mistura
binaria dos solventes hexano/diclorometano em ordem crescente de polaridade (tabela 24, p.
125), levando a obtencdo de 23 fracdes, que apoOs analise comparativa em CCD, foram

reunidas nos seguintes grupos de acordo com suas semelhancas: f1-7, f8, f9-13, f14-17, f18-
19, 120, f21, f22 e f23.
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Tabela 24 — Dados referentes ao fracionamento cromatografico da fragdo CFCRH-D

ELUENTE FRACAO VOLUME
H/D 20% 1-3 50 mL
H/D 30% 4-8 50 mL
H/D 40% 9-13 50 mL
H/D 50% 14-17 50 mL
H/D 75% 18-22 50 mL

MeOH 23 100 mL

5.5.2.8 Fracionamento cromatografico de CFCRH-D (9-13) e isolamento de CF-6

A fracdo CFCRH-D (9-13) (982,1 mg) foi submetida a coluna cromatogréafica
utilizando-se gel de silica (& = 40 - 63 um) e hexano/diclorometano 20% como sistema de
eluicdo. As 33 fracdes obtidas apos comparacdo por CCD foram reunidas, de acordo com suas
semelhancas, em 7 grupos: f1, f2-10, f11-20, f21-24, f25-31, f32 e 33, onde a fracdo f32
(323,5 mg) apresentou-se como um solido branco, homogéneo em CCD, denominado CF-6.

A caracterizacdo estrutural desse composto encontra-se discutida na pagina 79.

5.5.2.9 Fracionamento cromatografico de CFCRH-D (18-19) e isolamento de CF-7

A fracdo CFCRH-D (18-19) (923,3 mg) foi cromatografada em gel de silica (& =
40 - 63 um), utilizando como eluente a mistura binaria hexano/diclorometano em ordem
crescente de polaridade. As 72 fragcdes obtidas foram reunidas, apos analise em CCD, da
seguinte maneira: f1-39, f40-43 e f44-72. Cromatografia em camada delgada preparativa da
fracdo f44-72 (486,3 mg), utilizando como eluente diclorometano, levou a obtencdo de um
50,0 mg de um s6lido cristalino branco. Embora uniforme em CCD, através da analise
espectroscopica desse solido constatou-se que 0 mesmo tratava-se de uma mistura de duas

substancias de mesmo Rf.
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A mistura foi entdo submetida a tratamento cromatografico em CLAE
(cromatografia liquida de alta eficiéncia). Onde o melhor método de separacgdo foi verificado
com utilizacdo de uma coluna semi-preparativade fase normal Phenomenex (10 x 150 mm,5
pm)e sistema de eluicdohexano/isopropanol (99:1) com um fluxo de 3 mL/min, usando loop
de 200 uL para injegdo da amostra. Foram coletadas 2 fragdes, referentes aos dois picos 1 (tr
= 6,3 min) e 2 (tg = 6,8 min), além da purga correspondente.

A anélise de RMN *H das substancias relativas aos picos coletados comprovou a
pureza apenas da substancia referente ao pico 1, que apds evaporacdo do solvente, forneceu
18,7 mg de um soélido cristalino branco, o qual foi denominado CF-7. A caracterizacéo
estrutural desse composto encontra-se discutida na pagina 42.

5.6 Obtencéo dos derivados reacionais
5.6.1 Reacdo de acetilacdo de CF-5 — obtencédo de CF-5D1

Em um baldo de 10 mL foram adicionados 30,4 mg (0,1 mmol) de CF-5, 2 mL
(21,1 mmol) de anidrido acético, 1 mL (12,4 mmol) de piridina e DMAP em quantidades
cataliticas. O sistema foi mantido sob agitacdo magnética a temperatura ambiente e a reagédo
foi acompanhada por CCD até o desaparecimento total do spot relativo ao material de partida.
Apos 3 horas de reacao, adicionou-se 20 ml de solucdo de CuSO,4 5% e a mistura reacional foi
extraida com CHCl, (3 x 20 mL). A fase organica foi adicionada uma solugio de NaHCO3
5% até pH neutro, e a solucdo resultante foi extraida com CH,Cl, (3 x 20 mL). A fase
organica obtida foi lavada com agua destilada e tratada com Na,SO, anidro. Apos evaporagdo
do solvente sob pressdo reduzida, obteve-se 23,8 mg de um liquido viscoso amarelo,
denominado CF-5D1, com rendimento de 78,3 %. A determinacdo estrutural desse derivado

reacional encontra-se discutida na pagina 61.
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5.6.2 Reacéo de oxidagéo de CF-5 — obtencdo de CF-5D2

496,3 mg (2,3 mmol) de PCC foram adsorvidos a 500,0 mg de gel de silica (& =
63 - 200 um) e entdo adicionados a um baldo de 50 mL juntamente com 20 mL de CH,Cl..
200,0 mg (0,32 mmol) do composto CF-5 foi adicionado lentamente & suspensdo sob
agitagdo. Apos 15 minutos de reacdo, verificou-se que todo o material de partida havia sido
consumido através de analise por CCD. Em seguida, aproximadamente 20 mL de éter etilico
foram adicionados lentamente sob agitacdo vigorosa e a solucdo foi filtrada sob vacuo através
de uma camada de 3,5 g de Celite. Todo o material remanescente no baldo foi transferido e
lavado vérias vezes com porgdes de 25 mL de éter etilico O filtrado foi concentrado em
rotaevaporador a temperatura ambiente, resultando em 200,3 mg de um sélido marrom.

O solido marrom foi cromatografado em gel de silica (& =40 - 63 um), utilizando
como eluente a mistura binaria dos solventes hexano/diclorometano 25%. As 87 fracOes
obtidas foram reunidas, ap6s comparacdo por CCD, de acordo com suas semelhancas nos
seguintes grupos: f1-44, f45-56, f57-80, f81-86 e f87.

A fracdo fl1-44 foi submetida a cromatografia em camada delgada preparativa
utilizando como eluente hexano/diclorometano 50%, levando a obtencéo de 10,2 mg de solido
branco uniforme em CCD, que foi codificado CF-5D2 (rendimento = 5,1%). A determinacéo

estrutural de CF-5D2 encontra discutida na pagina 69.
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6 CONCLUSOES

O estudo fitoquimico de Croton floribundus foi realizado através da investigacao
preliminar dos constituintes ndo-volateis do extrato hexanico das cascas da raiz.

Este estudo revelou a predominancia de diterpenos de esqueleto caureno e
traquilobano na espécie e conduziu ao isolamento e caracterizacdo estrutural de sete
diterpenos, sendo trés de esqueleto caureno, acido ent-caur-16-en-19-Gico, ent-caur-16-en-
6a,19-diol e acido ent-16-hidroxi-caur-11-en-19-6ico, e quatro de esqueleto traquilobano,
acido ent-traquiloban-19-6ico, acido ent-15a-hidroxitraquiloban-19-6ico, ent-traquiloban-19-
ol e ent-traquiloban-18,19-diol.

Dentre as substancias isoladas, o composto ent-traquiloban-18,19-diol possui
carater inédito na literatura. Embora ja tenham sido relatados na literatura, os diterpenos &cido
15a-hidroxitraquiloban-19-06ico, acido ent-16a-hidroxi-caur-11-en-19-dico e ent-caur-16-en-
6,19-diol estdo sendo relatado pela primeira vez no género Croton, sendo o ultimo obtido
pela primeira vez como produto natural.

Foram obtidos ainda dois derivados do ent-traquiloban-18-19-diol, produto
natural inédito na literatura. Atraveés de reacdo de acetilacdo foi obtido o ent-18,19-
diacetoxitraquilobano. A reacédo de oxidacéo, utilizando PCC/CH,Cl,, embora tenha fornecido
o diterpeno &cido ent-18-nortraquiloban-19-6ico, ndo se mostrou como um bom método
oxidativo, uma vez que ocorreu a formacao de varios sub-produtos.

Todos os compostos isolados foram submetidos a ensaios de atividade citotoxica
frente as linhagens de células tumorais de c6lon (HCT-8), mama (MDAMB-435) e cérebro
(SF-295). No entanto, os testes preliminares indicaram que apenas 0s compostos ent-caur-16-
en-6¢,19-diol e &cido ent-18-nortraquiloban-19-6ico demostraram potencial citotoxico para a
linhagem HCT-8.

Os resultados aqui descritos confirmam o potencial quimico-farmacolégico de
espécies do género Croton,e em especial dos diterpenos, que se mostram como substancias
bioativas, e ainda como protdtipos importantes na obtencdo de novas moléculas de interesse

do ponto de vista quimico, espectroscépico e farmacolégico.
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7 CONSTANTES FiSICAS E DADOS ESPECTROMETRICOS DAS SUBSTANCIAS
ISOLADAS DE C. floribundus

7.1CF-1

Nome:Acido ent-traquiloban-19-6ico
F. M.: CyoH300;

M.M.:302 daltons

p.f.: 149,3 - 150,7 °C

[a]® = —66°(c = 0,13; CHCly)
Aspecto: Solido cristalino incolor

Solubilidade: Cloroférmio

Espectroscopia na regido do 1V, NaCl (cm™): 2927; 2857; 1693; 1467; 1443; 1264; 1208;
970; 758

Espectroscopia de RMN *H e *C (500 e 125 MHz, CDCls): Ver tabela 5, p. 24

7.2 CF-2

Nome:Acido ent-15a-hidroxitraquiloban-19-6ico
F. M.: CyoH3003

M.M.: 318 daltons

p.f.: 224,2 - 226,3° (dec)

Aspecto: Sélido amorfo branco

Solubilidade: Metanol

Espectroscopia na regido do 1V, filme (cm™): 3463; 2917; 2848; 2565; 1695; 1543; 1466;
1053; 1039; 849; 783

Espectroscopia de RMN *H e *3C (500 e 125 MHz, CDs;OD): Ver tabela 8, p. 36
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7.3 CF-3

Nome: ent-caur-16-en-6¢,19-diol
F. M.: CyoH3,0;

M.M.: 304 daltons

p.f.: 90,3-92,1°C

[@]®® = —71°(c 0,1; CHCly),
Aspecto: Sélido cristalino incolor

Solubilidade: Cloroférmio

Espectroscopia na regido do 1V, KBr (cm™): 3230; 2923; 2858; 1658; 1460; 1361; 1074;
1041; 1014, 873

Espectroscopia de RMN *H e **C (500 e 125 MHz, CDCls): Ver tabela 19, p. 96

7.4 CF-4

Nome: acido ent-16 o-hidroxicaur-11-en-19-0ico
F. M.: CyoH3003

M.M.: 318 daltons

p.f.: 209,7 - 211,3 °C (dec)

[a]® = —83°(c 0,18; CH30H)

Aspecto: Sélido amorfo branco

Solubilidade: Metanol

Espectroscopia na regido do 1V, KBr (cm™): 3447; 3022; 2923; 2848; 1701; 1649; 1440;
1384; 1249; 1116

Espectroscopia de RMN *H e *3C (500 e 125 MHz, CDs;OD): Ver tabela 22, p. 110
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7.5 CF-5

Nome: ent-traquiloban-18,19-ol
F. M.:CyHs3,0,

M.M.: 304 daltons

p.f.: 148,2 - 149,3 °C

[a]3 = —41°(c 0,1; CHCly),
Aspecto: Sélido cristalino incolor

Solubilidade: Cloroférmio

Espectroscopia na regido do 1V, NaCl (cm™): 3332; 2923; 2857; 1698; 1440; 1382; 1029;
841; 736

Espectroscopia de RMN *H e **C (500 e 125 MHz, CDCl;): Ver tabela 12, p. 54

7.6 CF-5D1

Nome:ent-18,19-diacetoxitraquilobano 12 17
F. M.:C24H3604

M.M.: 388 daltons

Aspecto: Solido cristalino incolor

TR

Solubilidade: Cloroférmio

AcO-" 5 19 ~0Ac

Espectroscopia na regido do 1V, filme (cm™): 2925; 2860; 1737; 1444; 1371; 1225; 1032;
844

Espectroscopia de RMN *H e *3C (500 e 125 MHz, CDCls): Ver tabela 13, p. 62
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7.7 CF-5D2

Nome: Acido ent-18-nor-traquiloban-19-6ico 12 17
F. M.:Ci9H250;

M.M.: 388 daltons

p.f.: 139,3-142,2°C

Aspecto: Sélido cristalino incolor

[~

=1
-
-

Solubilidade: Cloroférmio A
H ,,COOH

Espectroscopia na regido do 1V, filme (cm™): 3361; 2919; 2851; 1687; 1452; 1242; 1102;
963; 845; 794

Espectroscopia de RMN *H e **C (500 e 125 MHz, CDCls): Ver tabela 15, p. 73

7.9 CF-6

Nome: Acido ent-caur-16-en-19-6ico
F. M.: CzH300;

M.M.: 302 daltons

p.f.: 161,6 - 163,9 °C

[a]® = —99° (c 0,1; CHCls)
Aspecto: Sélido cristalino incolor

Solubilidade: Cloroférmio

Espectroscopia na regido do 1V, NaCl (cm™): 2934; 1691; 1464; 1260; 1193; 924; 874

Espectroscopia de RMN *H e *3C (500 e 125 MHz, CDCl5): Ver tabela 17, p. 84
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7.10 CF-7

Nome: ent-traquiloban-19-ol 12 17
F. M.: CyH3,0

M.M.: 288 daltons

p.f.: 129,3 - 130,4 °C

[a]® = —47°(c = 0,1; CHCly)
Aspecto: Sélido cristalino incolor

o]
=

Solubilidade: Cloroférmio

Espectroscopia na regido do 1V, KBr (cm™): 3333; 2929; 2852; 1468; 1444; 1382; 1292;
1091; 972; 842; 718

Espectroscopia de RMN *H e *C (500 e 125 MHz, CDCl;): Ver tabela 10, p. 45
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