UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
CENTRO DE CIENCIAS
DEPARTAMENTO DE QUIMICA ORGANICA E INORGANICA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA

JOAO VITO BARROSO DE FREITAS

ESTUDO QUIMICO DE CROTON MUSCICARPA MULL. ARG.
(EUPHORBIACEAE)

FORTALEZA-CEARA
2012



JOAO VITO BARROSO DE FREITAS

ESTUDO QUIMICO DE CROTON MUSCICARPA MULL. ARG.
(EUPHORBIACEAE)

Dissertacdo submetida a Coordenagao do
Curso de Pés-Graduagdo em Quimica, da
Universidade Federal do Ceard, como
requisito parcial para a obten¢do do grau

de Mestre em Quimica.

Area de concentragdo: Quimica Organica.

Orientadora: Profa. Dra. Nilce Viana

Gramosa Pompeu de Sousa Brasil.

FORTALEZA — CEARA
2012



Dados Internacionais de Catalogacdo na Publicacio
Universidade Federal do Ceara
Biblioteca de Ciéncias e Tecnologia

F936e Freitas. Jodo Vito Barroso de.
Estudo quimico de Croton imuscicarpa Miill. Arg. (Euphorbiaceae) / Jodo Vito Barroso de Freitas.
—2012.
115 f. - 1l. color., enc. ; 30 cm.

Dissertacao (mestrado) — Universidade Federal do Ceara. Centro de Ciéncias, Departamento de
Quimica Orgdnica e Inorganica. Programa de Pos-Graduagao em Quimica. Fortaleza, 2012.

Area de Concentracio: Quimica Organica.

Orientacdo: Prof'. Dr*. Nilce Viana Gramosa Pompeu de Sousa Brasil

1. Croton (Botanica). 2. Euphorbiaceae. 3. Terpenos. 4. Crofon — Quimica. I. Titulo.
CDD 547




JOAO VITO BARROSO DE FREITAS

ESTUDO QUIMICO DE CROTON MUSCICARPA MULL. ARG.
(EUPHORBIACEAE)

Dissertagao submetida a Coordenacdo do
Curso de Pés-Graduagdo em Quimica, da
Universidade Federal do Ceara, como
requisito parcial para a obten¢do do grau
de Mestre em Quimica Area de
concentracdo Quimica Organica.

Aprovadaem:_ 26 / 01 / 2012

) DS D

Profa. Dra. Nilce Viana Gramosa Pompeu de Sousa Brasil
Universidade Federal do Ceara — UFC

TMWQW

Prof. Dr. Fr fnclsco José¢ Queiroz Monte
Universidade Federaldo Ceara — UFC

Dr. Kirley Mafques Canuto
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria —- EMBRAPA




“Melhor é serem dois do que um, por que
tém melhor paga do seu trabalho. Porque
se um cair, o outro levanta o seu
companheiro; mas ai do que estiver so;
pois, caindo, ndo haverd outro que o

levante.”

Eclesiastes 4: 9-10.

Agradeco a Deus por todas as
oportunidades e por guiar meus caminhos.
Dedico este trabalho a minha mae
Aldenise, aos meus avos D’deusa e Pedro
Batista (in memoriam), a minha irma
Aldejane. A minha namorada, Neily, pelo

incentivo, amor e paciéncia.



AGRADECIMENTOS

Neste momento especial da minha vida, quero em primeiro lugar agradecer a
Deus, por iluminar e guiar meus caminhos.

A minha mde, Maria Aldenise por sempre ter primado pela minha educacdo, por
seu amor, e pela referéncia de grande ser humano que €.

A minha avé, Francisca Barroso (D’deusa), que sempre me coloca em suas
oragdes, e € para mim uma segunda mae.

Ao meu avd, Pedro Batista - o meu velho e indivisivel “avohai” - que me deixou
grandes ligdes e exemplos que norteardo minha vida para sempre.

A minha namorada, Neily Tavares, pelo seu amor, companheirismo, dedicagcdo e
carinho. Vocé me completa.

A minha irmi, Aldejane que sempre comemorou comigo as minhas conquistas e
me apoiou nos momentos dificeis.

Aos meus amigos, Batista Filho, Angélica, Ney, Liana, Eder e Athus que sempre
me estimulam e incentivam.

A Professora, Nilce Viana Gramosa Pompeu de Sousa Brasil, que hé seis anos me
deu a oportunidade de trabalhar ao seu lado, me ensinando os caminhos da vida
académica. Também por sua compreensdo, atencdo e amizade, que a tornam uma
orientadora singular.

Ao professor Francisco José Queiroz Monte, pelas aulas e explicacdes que
ajudaram muito durante a realizacdo deste trabalho; e por aceitar prontamente o convite
para participar da banca examinadora.

Ao pesquisador Dr. Kirley Marques Canuto, por aceitar o convite para contribuir
com este trabalho. Estou certo de suas valiosas contribuicdes.

Ao professor Edilberto Rocha Silveira, que fez a coleta do material botanico e
forneceu as fotos da espécie em estudo.

Aos professores Mary Anne Souza Lima, Otilia Deusdénia Loiola Pessoa, Daniel
Esdras de A. Uchoa, Marcos Carlos de Matos, Telma Leda G. Lemos por terem
alicercado os fundamentos tedricos essenciais para um bom rendimento académico,

colaborando com meu desenvolvimento intelectual.



Aos amigos antigos do LAFIPLAM, Artur, Henrique, Rudi e Flavio que me
ensinaram bastante, com dicas preciosas sobre pratica no laboratério, no periodo em que
comecei na pesquisa de produtos naturais.

Aos amigos dos LAFIPLAMs 1, 2 e 3: Patricia, Karisia, Naiara, Karine, Isabel,
Ceica, Ticiana, Paulo, Paula, Honério, Regivaldo, Daniel, Milton, Antonia e Chaguinha.
Espero ter lembrado de todos.

Aos meus amigos de grupo: Duvilardo, Mariano, Antonio Neto e Paulo Vitor pela
O6tima convivéncia sempre divertida. Em especial, ao Mariano e ao Duvilardo, pelas
sugestdes, auxilio nos experimentos, € pela grande ajuda nos momentos finais do
desenvolvimento deste trabalho. A vocés muito obrigado!

Aos meus amigos da turma antigos e novos: Max, grande amigo e companheiro,
Felipe, Juliana, Carlos, Elaine, Irvila e Jeison, pela atencado, apoio e momentos divertidos
que passamos juntos.

A todos os demais colegas do Curso de Pds-Graduacdo em Quimica Organica.

Aos funciondrios da UFC, Raimunda, Aurilana, Sr. Paulo e Célia que forneceram
condi¢des adequadas para o desenvolvimento deste trabalho.

Aos 6rgaos financiadores CAPES, FUNCAP e CNPq.

A todos que por ventura ndo foram citados, mas que contribuiram de uma forma

ou de outra para a execuc¢do deste trabalho.



“O correr da vida embrulha tudo. A vida é
assim: esquenta e esfria, aperta e dai
afrouxa, sossega e depois inquieta. O que

ela quer da gente € coragem.”

Guimaries Rosa



RESUMO

Este trabalho descreve o estudo quimico de Croton muscicarpa (Euphorbiaceae),
planta nativa do Nordeste do Brasil, popularmente conhecida como “velame-de-cheiro”.
A espécie foi coletada na Chapada Diamantina no estado da Bahia, e sua investigacdo
quimica foi realizada através do isolamento e caracterizacdo de metabdlitos secundérios
presentes nos extratos etandlico dos talos e hexanico das raizes. Foram isolados dos talos
0s sesquiterpenos, espatulenol e 6a-metéxi-cipereno, este dltimo de descri¢ao inédita na
literatura. Das raizes foram isolados o triterpeno, 4cido acetil aleurit6lico (AAA) e uma
polimetoxiflavona, a 5-hidroxi-3,6,7,3’,4’-pentametoxiflavona (artemetina). O isolamento
dos constituintes quimicos foi realizado por métodos cromatograficos convencionais € a
determinagdo estrutural das substancias isoladas realizada através do uso de técnicas
espectrométricas como: Infravermelho (IV), Espectrometria de Massa (EM) e
Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN 1H) e Carbono-13 (RMN 13C),
incluindo técnicas bidimensionais (COSY, HSQC, HMBC e NOESY) e comparacido com

os dados descritos na literatura.

Palavras-chave: Croton muscicarpa. Sesquiterpeno. Flavondide. Triterpeno.



ABSTRACT

This work describes the chemical composition of Crofon muscicarpa
(Euphorbiacea), a native plant to Northeastern Brazil, popularly known as “velame-de-
cheiro”. The species was collected in the Chapada Diamantina, Bahia, and its
phytochemical investigation was carried out through the isolation and characterization of
secondary metabolites present in the ethanol extract from stems and hexane extract from
roots. The sesquiterpenes, spathulenol and 6a-methoxy-cyperene, this latter is reported
for the first time in the literature, were isolated from the stems. From roots, the triterpene,
acetyl aleuritolic acid (AAA) and the polimethoxyflavone, 5-hydroxy-3,6,7,3'4'-
pentamethoxyflavone (artemetin) were isolated. The isolation of chemical constituents
was performed by conventional chromatographic methods and structural determination of
the isolated substances accomplished through the use of spectrometric techniques such as
Infrared (IR), Mass Spectrometry (MS) and Nuclear Magnetic Resonance Hydrogen (‘H
NMR) and Carbon-13 (*C NMR), including two-dimensional techniques (COSY,
HSQC, HMBC and NOESY) and comparison with the data described in the literature.

Keywords: Croton muscicarpa. Sesquiterpene. Flavonoid. Triterpene.
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INTRODUCAO

Utilizadas desde a antiguidade como fonte de novos farmacos, as plantas ainda
sao alvos de interesse nas pesquisas de produtos naturais. Pois, o estudo dos
constituintes quimicos produzidos pelo metabolismo secunddrio destes organismos
continua proporcionando a descoberta de diversas substincias bioativas (Moraes e Braz-
Filho, 2007).

O género Croton, um dos maiores da familia Euphorbiaceae, € representado por
espécies que hd muito tempo desempenham papel importante na medicina tradicional
em diferentes partes do mundo. Tais usos incluem tratamento de cancer, constipacdao
intestinal, diarréia e outros problemas digestivos, diabetes, feridas externas, febre,
hipertensdo, inflamacdo, maldria, dor, ulceras e obesidade (Salatino et al., 2007).
Comprovando os usos tradicionais, extratos, 6leos essenciais e substancias puras obtidas
de espécies de Croton t€m demonstrado ampla faixa de propriedades bioldgicas
(Bezerra et al., 1986; Eisenreich et al., 2003; Magalhaes et al., 2004; Sylvestre et al.,
2006), o que torna este género uma fonte promissora de compostos bioativos.

Nas plantas da familia Euphorbiaceae, t€ém sido relatados indmeros compostos
pertencentes a diferentes classes quimicas. Dentre elas, as principais sdo diterpenos,
alcalédides, flavondides e triterpendides, contudo cumarinas, glicosideos cianogénicos e
taninos também sdo relatados (Torres, 2008).

Segundo Salatino et al. (2007), a quimica do género Croton é consideravelmente
diversa, predominando como metabdlitos secunddrios os terpendides, principalmente os
diterpenos, que podem pertencer aos esqueletos clerodano, cembrano, halimano,
isopimarano, caurano, labdano, forbol e traquilobano (Figura 1). Triterpendides
pentaciclicos ou esteroidais tém sido freqiientemente relatados em espécies de Croton
(Salatino et al, 2007). Também tém sido reportados os isolamentos de alcaldides
inddlicos e principalmente derivados isoquinolinicos (Barbosa-Filho er al., 2005;
Milanowski et al., 2002), bem como flavondides, lignanas, benzendides e poliprendides
(Palmeira Junior el al., 2006). Muitas espécies sao produtoras de 6leo essencial cuja
composi¢do quimica € rica em monoterpendides, sesquiterpendides e fenilpropandides

(Palmeira Junior et al., 2006).
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Figura 1 — Esqueletos dos principais diterpenos isolados do género Croton.

Clerodano Cembrano Halimano Isopimarano

Caurano Labdano

Traquilobano

A espécie Croton muscicarpa Miill Arg., conhecida popularmente como
“velame-de-cheiro”, € um arbusto nativo do nordeste do Brasil (Barbosa-Filho er al.,
2005). Trabalhos anteriores referentes a espécie C. muscicarpa relatam o isolamento de
trés alcaldides sesquiterpénicos do tipo guaiano, muscicapinas A (1), B (2) e C (3), e um
derivado da nicotina, a anabasina (4), obtidos das raizes (Barbosa-Filho et al., 2005). A
partir do exsudato dos talos foram isolados os flavondides retusina (5), pachipodol (6),
ombuina (7), 5-hidroxi-3,7,4’-trimetoxicanferol (8) e o triterpeno damaradienol (9)
(Barreto, 2008). Também foram isolados os flavondides canferol (10), casticina (11) e
5-hidroxi-3,6,7,4’-tetrametoxiflavona (12), e o triterpeno esqualeno (13) das folhas de
C. muscicarpa (Gomes, 2010). (Quadro 1)

Embora ndo existam relatos sobre a utilizacdo na medicina popular de C.
muscicarpa, o presente trabalho foi motivado pelo grande nimero de atividades
comprovadas por estudos cientificos em espécies deste género, e por contribuir para o
conhecimento quimico do género Croton. Este trabalho relata o isolamento e
caracterizacdo dos metabdlitos secunddrios presentes nos talos e raizes de Croton

muscicarpa coletados na Chapada Diamantina no estado da Bahia.
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Quadro 1 - Substancias isoladas de Croton muscicarpa em trabalhos anteriores

H,C0,

HO,

13

Este trabalho encontra-se dividido em Introducdo; Consideracdes Botanicas —
Capitulo 1; Revis@o bibliografica de sesquiterpenos encontrados no género Croton —
Capitulo 2; Determinagdo Estrutural — Capitulo 3; Procedimentos Experimentais —
Capitulo 4; Conclusio — Capitulo 5 e Referéncias Bibliograficas.

No primeiro capitulo, sdo relatadas informacdes botanicas sobre Croton

muscicarpa, o género Croton e a familia Euphorbiaceae.
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O segundo capitulo aborda uma visdo geral sobre sesquiterpenos € a revisao
bibliografica de sesquiterpenos encontrados em espécies do género Crofon.

O terceiro capitulo trata das determinacdes estruturais dos compostos isolados,
utilizando técnicas como Espectroscopia na regidao do Infravermelho (IV),
Espectrometria de Massas (EM) e Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio-1
(RMN 'H) e de Carbono-13 (RMN '*C), incluindo técnicas bidimensionais como
COSY, HSQC, HMBC e NOESY.

No quarto capitulo, sdo descritas as técnicas utilizadas para o isolamento dos
constituintes fixos de C. muscicarpa, dentre elas, a cromatografia cldssica, como a

cromatografia gravitacional e sob pressdo, utilizando gel de silica.
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CAPITULO 1 - CONSIDERACOES BOTANICAS

1.1 Consideracdes botanicas sobre a familia Euphorbiaceae

A familia Euphorbiaceae esta representada nas regides tropicais e temperadas de
todo o planeta por um total de 8.000 espécies, distribuidas em 317 géneros. Estes estdo
agrupados em 49 tribos, segundo o sistema de classificacdo proposto por Webster
(Satiro e Roque, 2008).

Pertencente a ordem Malpighiales, a familia Euphorbiaceae € dividida em cinco
subfamilias: Acalyphoideae Kostel, Cheilosoideae K. Wurdack, Crotonoideae Burmeist,
Euphorbioideae L. e Peroideae K. Wurdack (Souza, 2011).

Segundo Satiro e Roque (2008), levantamentos floristicos para o Brasil revelam
que a familia é uma das mais ricas em nimero de espécies, cerca de 1.000, distribuidas
em cerca de 80 géneros. Sua distribui¢do € ampla, possuindo representantes em todos os
diferentes tipos de vegetacdo do pais.

Entre todas as familias de Malpighiales, Euphorbiaceae se sobressai em relacdo
a riqueza de espécies, diversidade morfoldgica e fitoquimica e importancia econdmica.
Merecem destaque, a seringueira (Hevea brasiliensis (Wiild. ex. A. Juss) Muell Arg.),
pela produgcdo da borracha; a mandioca (Manihot esculenta Crantz), usada na
alimentacdo; a mamona (Ricinus communis L.), pela extracdo do 6leo da semente para a
fabricagdo de combustivel e pela sua aplicacdo na medicina popular, o rabo-de-gato
(Acalypha reptans Sw.), pelo uso ornamental, entre outras (Bigio, 2009; Souza, 2011).

A familia Euphorbiaceae compreende plantas de hédbito bastante variado, desde
ervas, subarbustos, arvores, até trepadeiras (Souza, 2011), com folhas alternas inteiras
ou partidas, em geral com estipulas, latentes ou nao. Flores sempre de sexo separado,
em geral monoclamideas, ocorrendo também diclamideas em plantas mondicas,
reunidas em inflorescéncias muito variadas, em geral do tipo cacho (Joly, 1998). O fruto
¢ geralmente capsular com deiscéncia explosiva, abrindo-se em trés mericarpos, sendo
conhecido como cédpsula tricoca (Satiro e Roque, 2008). Sementes ricas em

endospermas, muitas vezes oleaginosas, providas de grande cartincula (Joly, 1998).
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1.2 Consideracoes botanicas sobre o género Croton

A subfamilia Crotonoideae ¢ formada por cerca de 2.400 espécies agrupadas em
67 géneros e 12 tribos. O género Croton L. é o segundo maior e mais diverso, somando
mais da metade das espécies da subfamilia, cerca de 1.200, distribuidas
predominantemente no continente americano. O Brasil € um dos principais centros de
diversidade do género, com cerca de 300 espécies, que estd representado nos mais
variados ambientes e tipos vegetacionais (Oliveira, 2011). O género é muito comum em
areas perturbadas e de vegetacdo secunddria, estando entre os dez mais abundantes
(aproximadamente 750) na América do Sul (Caruzo, 2010).

Espécies de Croton tém sido tteis para reflorestamento de dreas degradadas (C.
floribundus Spreng., C. piptocalyx Mill. Arg., C. salutaris Casar. e C. urucurana
Baill.); outras, como C. glandulosus L. e C. lundianus (Didr.) Miill. Arg., sdo invasoras
de culturas e pastagens. Algumas espécies conhecidas vulgarmente como marmeleiros
na regido nordeste do Brasil t€ém importincia em virtude dos 6leos volateis medicinais
presentes em altas concentragdes em suas folhas (Caruzo, 2010).

As espécies deste género sdo:
[...] arvores, arbustos ou subarbustos mondicos, latescentes, com tricomas
simples, estrelados ou escamiformes, sem tricomas urticantes. Folhas
simples, alternas, membrandceas a carticeas, concolores ou discolores;
lamina foliar eliptica a ovada, dpice agudo a abtuso-mucronulado, margem
inteira, base cuneada a cordada, simétrica, glabrescente a pubescente,
peciolada; glandulas ausentes na juncdo do peciolo com a lamina foliar,
estipelas ausentes; estipulas ndo interpeciolares, livres, glandulares ou ndo.
Inflorescéncias racemosas ou pseudo-racemosas, terminais, bricteas
presentes ou ausentes, 1 flor por brictea, bractéolas ausentes. Flores
estaminadas apicais, em nés distais da raquis, pediceladas, diclamideas, em
geral dialissépalas, glabrescentes a pubescentes; estames em nimero variado,
em 1 verticilo, livres, anteras com tecas ndo divergentes, estaminddios
ausentes, disco nectarifero segmentado em glandulas opostas as sépalas.
Flores pistiladas em ndés proximais da riquis, curtamente pediceladas a
sésseis, em geral monoclamideas, se diclamideas, com pétalas muito
reduzidas, cdlice em geral dialissépalo, glabrescente a pubescente; ovério
globdide, pubescente, 1 6évulo/léculo; estiletes 3, geralmente ramificados na
porcdo superior, livres ou unidos em tubo, disco nectarifero segmentado em

glandulas opostas as sépalas. Fruto cdpsula tricoca, oblongo a globdide,

pubescente; sementes oblongas, carunculadas.” (Satiro e Roque, 2008)

Capitulo 1 — Consideragées Botdnicas



26

1.3 Consideracdes botanicas sobre a espécie Croton muscicarpa Miill Arg.

Arbusto de Im de altura, ereto, com caule, folhas jovens e inflorescéncias
bastante viscosas; o peciolo e limbo sdo subiguais, sendo o limbo palmatinérvio de 3 a 5
cm de comprimento, sem glandulas na base; as estipulas sdo suborbicular, com
inflorescéncias longas de 5 a 8 cm de comprimento; as flores femininas sdao longas
pediceladas, lacinia do célice feminina linear-lanceolada, de ambos os lados glanduloso;
pétala masculina € longa obovata, com a base interna pubescente, margem liciada com
ambas as faces sem pélo; as bracteas, de 2,5 mm de comprimento, sdo linear-lanceolada
em ambas faces, com glandulas pequenas. Os frutos de 8 mm de comprimento sdo
escuros e brilhantes, contendo sementes de 6 mm de comprimento e 3,5 mm de largura

(Barreto, 2008). (Figura 2)

Figura 2 — Fotos de Croton muscicarpa Miill. Arg: (A) planta em seu habitat natural;

(B) e (C) detalhe para as folhas e inflorescéncias.

Fonte: Prof. Edilberto Rocha Silveira
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CAPITULO 2 - LEVANTAMENTO BIBLIOGRAFICO

Neste levantamento bibliografico sdo apresentadas as espécies do género Croton
estudadas quimicamente nas quais foram identificadas a presenca de sesquiterpenos,
seja por isolamento ou por identificacdo nos 6leos essenciais. Os dados foram coletados
de artigos publicados até janeiro de 2012, através de pesquisas realizadas no Scifinder e

nos sites cientificos http://www.sciencedirect.com e http://www.webofscience.com.

2.1 Terpendides e Sesquiterpenos — Definicao

Os terpendides constituem uma grande variedade de substancias vegetais, sendo
que esse termo € empregado para designar todas as substancias cuja origem biossintética
deriva de unidades do isopreno (Figura 3). A unidade isoprénica, por sua vez, origina-se
a partir do dcido mevalonico (Figura 3). Os esqueletos carbonados dos terpendides sdao
formados pela condensacdo de um numero varidvel de unidades pentacarbonadas
(unidades isoprénicas) (Simdes et al., 2004). Mas segundo Sonwa (2004), a melhor
definicao de terpeno € que sdao compostos cujo esqueleto carbonico € teoricamente
construido a partir de unidades isopénicas, ou tem seu esqueleto construido sobre essas
unidades em algum estdgio de sua biosintese. Os terpenos sdo classificados de acordo
com o nimero de unidades Cs em: monoterpenos (Cip); sesquiterpenos (Cjs); diterpenos
(Cyp); sesterpenos (Cys); triterpenos (Csp) e tetraterpenos (Cao).

Os sesquiterpenos sdo, em sua grande maioria, compostos formados por trés
unidades isoprénicas ligadas umas as outras por condensacao cabeca-cauda (Figura 3).
O grupamento isopropila do 2-metilbutano € a cabeca e o grupo etila constitui a cauda.
O ndmero de ciclizagdes e modificagdes secunddrias imagindveis dentro deste grupo é
impressionante. Mais de 300 hidrocarbonetos sesquiterpénicos t€ém sido isolados de

extratos de plantas de diversas origens (Sonwa, 2004).
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Figura 3 — Formagao cabeca-cauda dos esqueletos carbonados dos compostos mono- e

sesquiterpendides.
)\/\
OPP
HO O OH Difosfato de Isopentenila
Acido Mevalonico
Monoterpenos Sesquiterpenos Diterpenos Triterpenos

O Cabeca
O Cauda

2.2 Relato de Sesquiterpedides no género Croton

Embora a prospec¢do quimica do género Croton seja ampla, a quantidade de
trabalhos referentes ao isolamento de sesquiterpenos em espécies deste género € muito
restrita. A maior parte dos relatos desta classe de substincias € limitada a identificacdo
dos constituintes quimicos dos 6leos essenciais destas espécies por comparagdo dos
dados obtidos por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometro de Massa (CG-EM)
com dados da literatura.

Dentre os relatos envolvendo o isolamento de sesquiterpenos em Croton, estd o
isolamento de eudesmano (1) da casca de C. eluteria (Campagnuolo et al., 2005);
também o isolamento do sesquiterpeno do tipo guaino rel-(1R,4S,6R,7S,8aR)-
decahidro-1-hidroximetil-5,9,9-trimetil-4,7-(epoximetano)azulen-6-ol ~ (2) de C.
regelianus (Torres et al., 2010); e o isolamento de crocaudatol (3) e oplopanona (4) de
C. caudatus (Wang et al., 2008) (Quadro 1).

Aguilar-Guadarrama (2004) e colaboradores relataram o isolamento de Sa-
7a,10BH-3-patchoulen-2-ona (5), Sa-70,108H-4(14)- patchoulen-2a-ol (6), 9a,10B-
dihidroxi-2p,4B-peroxi-1a,5p,7aH-guaino (7), 5a,10B-4(15)-eudesmen-1p,6a-diol (8),
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espatulenol (9), 5a,10B-3-eudesmen-1a,6B-diol (10), teuclatriol (11), epiteuclatriol (12)
e zedoarondiol (13) de C. arboreous. (Quadro 2)

Também foram isolados o cis-7-hidroxicalameneno (14) de C. cajucara (Pereira
et al., 2011); de C. hieronymi foram isolados epicubenol (15) e t-cadinol (16) (Catalan
et al., 2003). e de C. crassifolius foi isolado o 4&cido ciperendico (17)
(Boonyarathanakornkit ez al., 1988). (Quadro 2)

Os sesquiterpenos encontrados nos O6leos essenciais de espécies do género

Croton sdo descritos na tabela 1.

Quadro 2 - Sesquiterpenos isolados de espécies do género Croton
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Quadro 3 - Sesquiterpenos isolados de espécies do género Croton

14) (15)

HO,C
a7

(16)
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Tabela 1 — Sesquiterpenos encontrados nos 6leos essenciais de Croton

C. cajucara;
C. zambesicus
C. sellowii

C. flavens

C. sonderianus

C. stipuliformis

Souza et al., 2006

Block et al., 2006
Palmeira-Jr et al., 2004
Woerdenbag et al., 2000
McChesney et al., 1984

Franco et al., 2011

a-gurjuneno (19)

C. flavens

C. sonderianus

Woerdenbag et al., 2000
McChesney et al., 1984a

7

X

o-humuleno (20)

C. flavens
C. sellowii
C. zambesicus
C. sonderianus

C. gossypiifolius

C. argyrophylloides

Woerdenbag et al., 2000
Palmeira-Jr et al., 2004
Block et al., 2006
Craveiro et al., 1978a
Suarez et al., 2011
Craveiro et al., 1978b

C. sellowi Palmeira-Jr et al., 2004
O Iy
C. draco Setzer et al., 2007
a-epoxi-2-humuleno (21)
C. cajucara Souza et al., 2006

alo-aromadendreno (22)

C. zambesicus

C. flavens

Block et al., 2006
Woerdenbag et al., 2000
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H

o-muuroleno (23)

C. cajucara
C. zambesicus

C. gossypiifolius

Souza et al., 2006
Block et al., 2006

Suarez et al., 2011

H

H

B-cariofileno (24)

C. sonderianus

C. argyrophylloides
C. sonderianus

C. flavens

C. sellowii

C. gossypiifolius

C. cajucara

Craveiro et al., 1978a
Craveiro et al., 1978b
McChesney et al., 1984
Woerdenbag et al., 2000
Palmeira-Jr et al., 2004
Suarez et al., 2011
Souza et al., 2006

C. sellowii

Palmeira-Jr et al., 2004

B-elemeno (26)

C. sonderianus

C. argyrophylloides
C. flavens

C. nepetifolius

McChesney et al., 1984
Craveiro et al., 1978b
Woerdenbag et al., 2000

Craveiro et al., 1980

cis-calameneno (27)

C. sellowii

C. flavens

Palmeira-Jr et al., 2004
Woerdenbag et al., 2000
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C. zambesicus

C. sellowii

Block et al., 2006
Palmeira-Jr et al., 2004

Ciclosativeno (29)

C. zambesicus

C. sellowii

Block et al., 2006
Palmeira-Jr et al., 2004

cipereno (30)

C. zambesicus
C. sellowii
C. flavens

C. sonderianus

Block et al., 2006
Palmeira-Jr et al., 2004
Woerdenbag et al., 2000
McChesney et al., 1984

o-cadineno (31)

C. sellowii

C. cajucara

C. zambesicus
C. sonderianus

C. stipuliformis

Palmeira-Jr et al., 2004
Souza et al., 2006
Block et al., 2006
McChesney et al., 1984
Franco et al., 2011

m<

|

y-cadineno (32)

C. sellowii
C. flavens

C. sonderianus

Palmeira-Jr et al., 2004
Woerdenbag et al., 2000
McChesney et al., 1984
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v-elemeno (33)

C. sellowii

C. sonderianus

C. argyrophylloides
C. nepetifolius

Palmeira-Jr et al., 2004
Craveiro et al., 1978a
Craveiro et al., 1978b

Craveiro et al., 1980

C. sellowii

C. zambesicus
C. flavens

C. gossypiifolius

C. draco

Palmeira-Jr et al., 2004
Block et al., 2006
Woerdenbag et al., 2000
Suarez et al., 2011
Setzer et al., 2007

C. sellowii
C. zambesicus
C. sonderianus

C. stipuliformis

Palmeira-Jr et al., 2004
Block et al., 2006
McChesney et al., 1984
Franco et al., 2011

C. cajucara

C. gossypiifolius

Souza et al., 2006
Suarez et al., 2011

Longicicleno (37)

C. gossypiifolius
C. flavens

C. draco

Suarez et al., 2011
Woerdenbag et al., 2000
Setzer et al., 2007
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C. eluteria Hagedorn et al., 1991

1,2-dehidro-4,8-dimetil-6-
(1-metiletil)-naftaleno (38)

C. eluteria Hagedorn et al., 1991

1,2,6,7,8,80-hexahidro-
5,8a-dimetil-3-(1-
metiletil)-2-naftalenol (39)
OH

C. eluteria

Hagedorn et al., 1991

1a,2,3,5,60,7,8,8a-
octahidro-4,8a-dimetil-6-
(1-metiletil)-1-naftalenol
(40)

H C. eluteria Hagedorn et al., 1991

1,2,3,4-tetrahidro-5-metil-
1-metileno-7-(1-metiletil)-

naftaleno (41)
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C. eluteria

1,2,3,4-tetrahidro-7-
isopropil-1,5-dimetil-
naftaleno, (42)

Hagedorn et al., 1991

C. eluteria

C@A

1,2,3,4-tetrahidro-1,5-
dimetil-7-(1-metiletenil)-

naftaleno, (43)

Hagedorn et al., 1991

E E C. eluteria

1,2,3,4-tetrahidro-1,5-
dimetil-8-(1-metiletil)-
naftaleno (44)

Hagedorn et al., 1991

\E ; C. eluteria

1,2,3,4-tetrahidro-1,5-
dimetil-8-(1-metiletenil)-

naftaleno (45)

Hagedorn et al., 1991
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C. eluteria Hagedorn et al., 1991
OH
5,6,7,8-tetrahidro-4,8-dimetil-1-
(1-metiletil)- 2-naftalenol (46)
C. cajucara Souza et al., 2006

espatulenol (47)

C. gossypiifolius

Suarez et al., 2011

N~
S |

X
H

o-amorfeno (48)

C. gossypiifolius

Suarez et al., 2011

o-cadinol (49)

C. gossypiifolius

Suarez et al., 2011

HO

agarospirol (50)

C. gossypiifolius

Suarez et al., 2011
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o-himachaleno (51)

C. gossypiifolius

Suarez et al., 2011

a-ylangeno (52)

C. gossypiifolius

Suarez et al., 2011

Jomas

cis-o-bisaboleno (53)

C. gossypiifolius

Suarez et al., 2011

valenceno (54)

C. gossypiifolius

Suarez et al., 2011

(-)-cis-calameneno (55)

C. sonderianus

Craveiro et al., 1978a
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C. zambesicus Block et al., 2006
y-cadineno (56)
>\/@( C. cajucara Souza et al., 2006
a-bergamoteno (57)
C. flavens Woerdenbag et al., 2000
C. nepetifolius Craveiro et al., 1980
- H
N
a-cubebeno (58)
C. sonderianus Craveiro et al., 1978a
o-elemeno (59)
C. sellowii Palmeira-Jr et al., 2004

H OH

a-eudesmol (60)
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C. cajucara Souza et al., 2006
C. flavens Woerdenbag et al.,
2000
a-longipineno (61)
H C. flavens Woerdenbag et al.,
: 2000
I u
-bourboneno (62)
C. flavens Woerdenbag et al.,
— 2000
. H
" H
N
B-cubebeno (63)
C. sellowii Palmeira-Jr et al.,

v Lo
CIC

B-eudesmol (64)

2004

=

B-farneseno (65)

C. sonderianus

McChesney et al.,
1984

Capitulo 2 — Levantamento Bibliogrdfico



41

C. cajucara Souza et al., 2006
cadaleno (66)
C. eluteria Hagedorn et al., 1991
OH

cendr-8(15)-en-10-o0l (67)

/& C. sellowii Palmeira-Jr et al., 2004
AN

cis-B-guaieno (68)

C. sellowii Palmeira-Jr et al., 2004
- OH
cubenol (69)
AN C. flavens Woerdenbag et al., 2000
C. draco Setzer et al., 2007

d-elemeno (70)
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C. cajucara Souza et al., 2006
d-guaieno (71)
C. sellowii Palmeira-Jr et al.,
2004
epi-a-cadinol (72)
C. sellowii Palmeira-Jr et al.,
2004
OH
y-eudesmol (73)
OH C. zambesicus Block et al., 2006
guaiol (74)
/\)i)i C. cajucara Souza et al., 2006
nerolidol (75)
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C. sonderianus McChesney et al,
1984
palustrol (76)
C. sonderianus McChesney et al,
1984

tujopseno (77)

= = . G flavens Woerdenbag et al.,
HO 2000

trans-nerolidol (78)

C. cajucara Souza et al., 2006
viridiflorol (79)
> C. sellowii Palmeira-Jr et al.,
2004
X
@)

zerumbono (80)
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CAPITULO 3 - DETERMINACAO ESTRUTURAL

3.1 Determinacao estrutural de CM-1

O tratamento cromatografico da fracdo hexanica (CMET-H), obtida a partir do
extrato etandlico dos talos de Croton muscicarpa, utilizando cromatografia em coluna,
levou a obtencdo de um 6leo amarelado (15,8 mg), solivel em cloroférmio denominado

CM-1 (Procedimento Experimental p. 92).

O espectro de absor¢do na regido do infravermelho (Figura 5, p. 50) apresentou
uma banda em 2925 cm' referente a deformacio axial de ligacdo C-H de carbono sp’ e
outra em 1449 cm™ referente a deformacdo angular assimétrica de CHs. Ainda no
mesmo espectro, foi observada uma banda em 1107 cm’! referente a deformacao axial
de ligacdo C-O e outra banda em 1462 cm™ compativel com deformacdo angular
simétrica no plano de CHy,

A andlise do espectro de RMN Bc-.cpD (125 MHz, CDCl3) de CM-1 (Figura 6,
p- 50) mostrou a presenca de 16 linhas espectrais que ao serem comparadas com o
espectro de RMN "“C-DEPT (0=135) (125 MHz, CDCls) (Figura 7, p. 51) possibilitou
determinar para a estrutura de CM-1 a presenca de 3 carbonos metinicos (CH), um
relacionado a carbono oxigenado (¢ 78,1), 4 carbonos metilénicos (CH;) e 5 carbonos
metilicos (CH3), dos quais uma linha referente a carbono de grupo metoxila em d¢c 57,9.
Além de 4 carbonos ndo hidrogenados, em que os 2 sinais em Jd¢c 142,5 e 136,5 foram
atribuidos a carbonos sp”, indicando a presenca de uma dupla ligacdo tetrassubstituida

(Tabela 2).

Tabela 2 — Deslocamentos quimicos de RMN BC-CPD de CM-1 com padrdao de
hidrogenagdo [(RMN "*C-CPD e DEPT (0 = 135), §, CDCls, 125 MHz)]

C CH CH; CH3
142,5 (C=C) 78,1 (C-O) 42,5 57,9 (C-0O)
136,5 (C=C) 51,2 28,9 26,4

65,0 35,7 27,3 20,6
41,4 22,3 18,3

14,7
4C 3CH 4CH, 5CH3

Formula molecular: C;sH,cO
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A andlise do espectro de RMN 'H (CDCls, 500 MHz) de CM-1 (Figura 8 ¢ 9, p.
51 e 52), revelou a presenca de 4 sinais caracteristicos de hidrogénios metilicos em Jyg
0,77 (s, 3H); 0,82 (d, 7,2 Hz, 3H); 0,96 (s, 3H) e 1,76 (s, 3H), este dltimo atribuido a
hidrogénios de metila ligada a carbono sp e outro (dy 0,82) relativo hidrogénios de
grupamento metila ligado a carbono metinico. Observou-se a presenca de um simpleto
largo em oy 4,15 (sl, 1H) relacionado a hidrogénio ligado a carbono oxigenado. Além
de um sinal em Jy 3,37 (s, 3H) de hidrogénios de grupo metoxila. Os dados de RMN Bc
e RMN 'H mostraram-se compativeis com esqueleto sesquiterpénico.

A férmula molecular C;gHysO foi proposta a partir da unido dos dados
espectroscopicos e estd de acordo com o pico do fon-molecular m/z 234 Daltons
observado no espectro de massas (Figura 10, p. 52), apresentando grau de insaturacdo
igual a 4, um desses justificado pela presenca de dupla ligacdo, e os outros graus
referentes a 3 anéis.

Através do espectro RMN 2D 'H, C-HSQC (500 x 125 MHz, CDCl3) (Figuras
11 e 12, p. 53) foi possivel atribuir os sinais de hidrogénio aos seus respectivos
carbonos. Neste espectro foram observados os acoplamentos do sinal do hidrogénio em
ou 4,15 (sl, 1H) com o sinal do carbono oximetinico em d¢c 78,1 (C-6), bem como 0s
hidrogénios metilicos em oy 0,77 (s, 3H); 0,82 (d, 7,2 Hz, 3H); 0,96 (s, 3H) e 1,76 (s,
3H) com os carbonos oJc 26,4 (C-13); 18,3 (C-14); 20,6 (C-12) e 14,7 (C-15)
respectivamente. Também foi possivel observar o acoplamento dos hidrogénios dy 2,68
(m) e 2,18 (dd, 16,0 Hz; 10,0 Hz) ao carbono metilénico em Jc 42,5 (C-2), e dos
hidrogénios dy 1,69 (m) e 1,56 (m) com o carbono metilénico em Jc 22,3 (C-8). Os
acoplamentos dos outros sinais de hidrogénio com seus respectivos carbonos podem ser
observados na Tabela 3.

Segundo o espectro de RMN 2D IH, '"H-coSsY (500 MHz, CDCl5) (Figura 13, p.
54) foram observados acoplamentos vicinais entre os hidrogénios em oy 2,68 (H-2a) e
2,18 (H-2b) com os hidrogénios em dy 1,45 (H-3b) e 1,63 (H-3a) respectivamente.
Além do acoplamento vicinal do hidrogénio em oy 1,56 (H-8b) com os hidrogénios em
oy 1,37 (2H-9). Com estas informagdes foram estabelecidas as conectividades entre os
carbonos C-2 (dc 42,5) com C-3 (d¢ 27,3) e C-8 (oc 22,3) com C-9 (Jc 28,9).

O espectro RMN 2D 'H, *C-HMBC (500 x 125 MHz, CDCls) (Figuras 14 ¢ 15,
p. 54 e 55) mostrou as correlagdes dos hidrogénios com os carbonos a duas CJ), trés
CJ) e quatro (*J) ligagdes. Desse modo, puderam-se observar algumas correlacdes

importantes para o assinalamento inequivoco dos deslocamentos de 'H e '>C para o
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CM-1, como a correlagdo dos hidrogénios metilicos em oy 0,96 (s, 3H-12) acoplando
com os carbonos em d¢c 26,4 (C-13); 41,4 (C-11); 51,2 (C-7) € 65,0 (C-4); e em oy 0,77
(s, 3H-13) acoplando com os carbonos em d¢ 20,6 (C-12); 41,4 (C-11); 51,2 (C-7) e
65,0 (C-4) (sub-estrutura I).

O espectro de HMBC ainda exibiu correlagdes dos outros dois sinais referentes a
hidrogénios metilicos em oy 0,82 (d, 7,2 Hz, 3H-14) com os carbonos em d¢ 28,9 (C-9);
35,7 (C-10) e 65,0 (C-4), e em oy 1,76 (s, 3H-15) com os carbonos em doc 42,5 (C-2);
65,0 (C-4); 78,1 (C-6); 136,5 (C-1) e 142,5 (C-5) (sub-estrutura II e estrutura III).

A reunido dos dados acima descritos possibilitaram deduzir que CM-1 tratava-se
de um sesquiterpeno de esqueleto patchoulano (Erman e Stone, 1971), visualizado na

estrutura I'V, que contém estrutura basica de 15 d&tomos de carbono.
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Através da andlise do espectro HMBC foi possivel determinar com seguranca a
posicdo do substituinte metoxila no carbono C-6 do nucleo pacthoulano, em fun¢do da
correlacdo observada entre o sinal de hidrogénio em Jy 3,37 com o carbono metinico
em oc 78,1 (C-6) (estrutura V). A posicdo da dupla ligagado C=C foi deduzida a partir
dos acoplamentos observados dos hidrogénios em dy 1,76 (s, 3H-15), observados
anteriormente na sub-estutura III, das correlacdes entre o sinal de hidrogénio em Jy
4,15 (sl, H-6) com os carbonos em d¢c 22,3 (C-8); 57,9 (CH30-) e 136,5 (C-1) (estrutura

VI), além da analise dos dados citados anteriormente.

A\ VI

A configuracdo relativa inferida para os centros estereogé€nicos existentes na
molécula foi deduzida através do espectro RMN 2D 'H, '"H-NOESY (Figura 16, p. 55),
o qual revelou interagdes espaciais entre os hidrogénios em Jy 3,37 (s, -OCH3) com os
hidrogénios metilicos em Jy 0,82 (3H-14), o que sugere que ambos estio do mesmo
lado (sin) na molécula. Observou-se interagdes dos hidrogénios metilicos em dy 0,77 (s,
3H-13) com os hidrogénios em dy 4,15 (s, H-6) e 1,63 (td, H-3a), bem como dos
hidrogénios em dy 0,96 (s, 3H-12) com os hidrogénios em dy 1,98 (m, H-10) e 1,69 (m,

H-8a). Também foi possivel visualizar as interagdes dos hidrogénios metilicos em Jy
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0,82 (3H-14) com os hidrogénios metilénicos em Jy 1,45 (m, H-3b) e 2,68 (m, H-2a)
(estruturas VII e VIII).

A reunido de todos os dados analisados permitiu afirmar indubitavelmente que
CM-1 tratava-se de um sesquiterpeno de esqueleto patchoulano, denominado 6a-
metoxi-cipereno (Figura 4). O referido composto teve seus dados de RMN de "°C
comparados com os do sesquiterpeno cipereno (Havlik er al., 2009) isolado de
Rhaponticum carthamoides (Asteraceae) (Tabela 3). Pela comparacdo dos dados de
RMN "°C de CM-1 com cipereno, pdde-se observar significativas diferencas entre os
valores de dc dos carbonos C-1, C-6 e C-8, onde o deslocamento em Jc 22,3 atribuido
ao carbono C-8 estd relacionado ao efeito y-gauche de protecdo do grupamento

metoxila. Esta é a primeira vez que ele estd sendo relatado na literatura.

Figura 4 — Estrutura de CM-1.
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Tabela 3 — Dados de RMN 'H, °C e correlacdes de HSQC e HMBC (*J, *J e *J) (500 x
125 MHz, CDCl3) de CM-1 (1), comparado com os valores da literatura de RMN B

(125 MHz, CDCl;) para o sesquiterpeno cipereno (2) (Havlik et al., 2009).

HSQC HMBC Cipereno
C oc n i 7 7 oc
1 136,5 - H-2a; H-2b; 3H-15 H-6; H-3b 127,6
2 42,5 a: 2,68 (m) - 3H-15 - 42,3
b: 2,18 (dd, 16,0 Hz; 10,0 Hz)
3 27,3 a: 1,63 (td, 10,0 Hz; 2,5 Hz) H-2b - - 26,3
b: 1,45 (m)
4 65,0 - H-10; H-3a; H-3b | H-2b; 2H-9; 3H-14; | 3H-15 65,8
3H-12; 3H-13
5 142,5 - H-6 H-2a; H-2b; H-10; H-3b 142,2
3H-15
6 78,1 4,15 (s - H-8a; 3H(-OMe) 3H-15 27,5
7 51,2 2,04 (m) - 2H-9; 3H-12; 3H-13 - 48,7
8 22,3 a: 1,69 (m) 2H-9 H-6 - 27,9
b: 1,56 (m)
9 28,9 1,37 (m; 2H) H-10 3H-14 - 28,3
10 35,7 1,98 (m) 2H-9; 3H-14 H-3a; H-3b - 35,2
11 41,4 - 3H-12; 3H-13 H-10; H-3b - 41,4
12 20,6 0,96 (s) - 3H-13 - 194
13 26,4 0,77 (s) - 3H-12 - 26,1
14 18,3 0,82 (d, 7,2 Hz) H-10 2H-9 - 18,0
15 14,7 1,76 (s) - H-2b; H-3a 14,2
OMe | 57,9 3,37 (s) - H-6 - -
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Figura 5 — Espectro de absor¢ao na regido do Infravermelho de CM-1 em filme de KBr
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Figura 7 — Espectro de RMN "C-DEPT (6=135) (125 MHz, CDCl3) de CM-1
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Figura 8 — Espectro de RMN 'H (CDCl3, 500 MHz) de CM-1
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Figura 9 — Espectro de RMN 'H (CDCls, 500 MHz) de CM-1
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Figura 11 — Espectro de RMN 2D 'H, *C-HSQC (500 x 125 MHz, CDCls) de CM-1
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Figura 12 — Espectro RMN 2D 'H, *C-HSQC (500 x 125 MHz, CDCl3) de CM-1
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Figura 13 - Espectro de RMN 2D 'H, 'H-COSY (500 MHz, CDCl3) de CM-1
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Figura 15 — Espectro de RMN 2D 'H, *C-HMBC (500 x 125 MHz, CDCl;) de CM-1
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3.2 Determinacao estrutural de CM-2

O tratamento cromatografico da fracdo hexanica (CMET-H), obtida a partir do
extrato etandlico dos talos de Croton muscicarpa, utilizando cromatografia em coluna,
levou a obtencdo de um O6leo amarelado (15,6 mg), solivel em cloroférmio e

homogéneo em CCD, denominado CM-2 (Procedimento Experimental p. 94).

O espectro de absorcao na regidao do infravermelho (Figura 18, p. 61) de CM-2
apresentou uma banda larga em 3428 cm™ referente 2 deformagdo axial da ligacdo O-H,
uma banda em 2926 cm™' referente a deformagcio axial de ligacdo C-H de carbono sp’ e
outra em 1455 cm™ referente a deformacio angular assimétrica de CHs. Ainda no
mesmo espectro, foi observada uma banda em 1275 cm’! referente a deformacao axial
de ligacdo C-O e outra banda em 888 cm’ compativel com deformacao angular de C-H

fora do plano de alceno 1,1-dissubstituido.

O espectro de RMN "*C-CPD (125 MHz, CDCl3) de CM-2 (Figura 19, p. 61)
mostrou a presenca de 15 linhas espectrais, ressaltando a natureza sesquiterpénica de
CM-2. A comparacio dos espectros de RMN BC-CPD (125 MHz, CDCl5) e de RMN
BC-DEPT (6=135) (125 MHz, CDCl3) (Figura 20, p. 62) possibilitou identificar a
presenca de 4 carbonos metinicos (CH), 5 carbonos metilénicos (CH), sendo um de
grupo metilénico terminal (d¢ 106,2), e 3 carbonos metilicos (CH3). Além de 3 carbonos
nao hidrogenados, um relacionado a carbono carbinélico (dc 81,0), e outro em Jc 153,4

o qual foi atribuido a carbono sp®.(Tabela 4)

Tabela 4 — Deslocamentos quimicos de RMN BC-CPD de CM-2 com padrdao de
hidrogenagdo [(RMN "*C-CPD e DEPT (0 = 135), §, CDCls, 125 MHz)]

C CH CH; CH3
153.,4 (C=C) 54,3 106,2 (C=C) 28,6
81,0 (C-0O) 53,3 41,7 26,0
20,1 29,9 38,8 16,3
27.4 26,7
24,7
3C 4CH 5CH, 3CH3

Formula molecular: C;sH,,0
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A andlise do espectro de RMN 'H (CDCl3, 500 MHz) de CM-2 (Figuras 21 e 22,
p- 62 e 63), revelou a presenca de 3 sinais caracteristicos de hidrogénios metilicos em Jy
1,04 (s, 3H-13); 1,05 (s, 3H-12); 1,28 (s, 3H-15), sendo o ultimo atribuido a hidrogénios
de metila ligada a carbono oxigenado. Também foram observados dois sinais em campo
alto em oy 0,46 (dd, 9,8 Hz; 11,3 Hz, H-6) e 0,71 (m, 6,4 Hz; 9,8 Hz; 11,2 Hz, H-7)
caracteristicos de hidrogénios de anel ciclopropanico, atribuidos a H-6 e H-7 de
sesquiterpeno de esqueleto aromadendrano (Moreira, et al., 2003). Revelou ainda dois
simpletos largos em oy 4,66 (s, H-14a) e 4,69 (s, H-14b), com deslocamentos quimicos
caracteristicos de hidrogénios exometilénicos.

A férmula molecular C;sHy4O foi proposta a partir da unido dos dados
espectroscopicos e estd de acordo com o pico do fon-molecular m/z 220 Daltons
observado no espectro de massas (Figura 23, p. 63), apresentando grau de insaturagao
igual a 4, um desses justificado pela presenca de dupla ligacdo, e os outros graus
referentes a 3 anéis.

Através do espectro RMN 2D 'H, C-HSQC (500 x 125 MHz, CDCl3) (Figuras
24 e 25, p. 64) foi possivel atribuir os sinais de hidrogénio aos seus respectivos
carbonos. Neste espectro foram observados os acoplamentos do sinal dos hidrogénios
em oy 4,66 (s, H-14a) e 4,69 (s, H-14b) com o sinal do carbono metilénico terminal em
oc 106,2 (C-14), bem como os hidrogénios metilicos em Jy 1,04 (s, 3H-13); 1,05 (s, 3H-
12) e 1,28 (s, 3H-15) com os carbonos dc 16,3 (C-13); 28,6 (C-12); 26,0 (C-15)
respectivamente. Também foi possivel observar o acoplamento dos hidrogénios dy 0,46
(dd, 9,8 Hz; 11,3 Hz, H-6), 0,71 (m, 6,4 Hz; 9,8 Hz; 11,2 Hz, H-7) aos carbonos
metinicos em d¢ 29,9 (C-6) e 27,4 (C-7). Além dos hidrogénios dy 1,32 (m, 10,6 Hz, H-
5) e 2,20 (dd, 10,5 Hz; 15,8 Hz, H-1) com os carbonos metinicos em oc 54,3 (C-5) e
53,3 (C-1). Os acoplamentos dos demais sinais de hidrogénio com seus respectivos
carbonos podem ser observados na Tabela 5.

Segundo o espectro de RMN 2D 'H, '"H-COSY (500 MHz, CDCls) (Figura 26 e
27, p. 65) foram observados acoplamentos vicinais entre os hidrogénios em Jy 1,64 (H-
2a) e 1,91 (H-2b) com os hidrogénios em dy 1,78 (H-3b) e 2,20 (H-1) respectivamente.
Ainda foram observados acoplamentos vicinais entre o hidrogénio em ody 1,02 (H-8a)
com os hidrogénios em dy 0,71 (H-7) e 2,04 (H-9a). Além do acoplamentos vicinais do
hidrogénio em Jy 1,32 (H-5) com os hidrogénios em dy 0,46 (H-6) e 2,20 (H-1).

O espectro RMN 2D 'H, *C-HMBC (500 x 125 MHz, CDCl3) (Figuras 28 e 29,

p. 66) mostrou as correlagcdes dos hidrogénios com os carbonos a duas (ZJ) e trés (31)
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ligacdes. Desse modo, puderam-se observar algumas correlacdes importantes para o
assinalamento inequivoco dos deslocamentos de 'H e “C para o CM-2, como a
correlacdo dos hidrogénios metilénicos em oy 2,04 (H-9a) e 2,42 (s, H-9b) acoplando
com os carbonos em d¢ 53,3 (C-1); 153,4 (C-10); 106,2 (C-14); 24,7 (C-8); 27,4 (C-7);
e em oy 1,98 (H-8b) acoplando com os carbonos em o¢ 38,8 (C-9); 27,4 (C-7); 29,9 (C-
6) (sub-estruturas I e II).

No espectro de HMBC foram observadas correlacdes de outros dois sinais
referentes a hidrogénios metilicos em dy 1,04 (3H-13) com os carbonos em oJ¢ 20,1 (C-
11); 27,4 (C-7) € 29,9 (C-6), € em oy 1,05 (3H-12) com os carbonos em d¢c 16,3 (C-13);
20,1 (C-11); 27,4 (C-7) e 29,9 (C-6), posicionando o anel ciclopropano nos carbonos

metinicos C-6 e C-7 na estrutura. (sub-estruturas III, IV).

6 y H
H
75
12
111 v
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O espectro HMBC ainda exibiu correlagcdes dos hidrogénios metilicos oy 1,28
(3H-15) com os carbonos em d¢ 41,7 (C-3); 81,0 (C-4) e 54,3 (C-5) e dos hidrogénios
metilénicos em Joy 1,64 (H-2a) e 1,91 (H-2b) com os carbonos em d¢c 41,7 (C-3); 54,3
(C-5) e 81,0 (C-4) (sub-estrutura V).

A andlise comparativa dos dados acima descritos com dados da literatura
(Inagaki et al., 1985) possibilitaram deduzir que CM-2 tratava-se de um sesquiterpeno
de esqueleto aromadendrano (Goldsby, et al., 1987; Calancea, et al., 2009; Moreira, et
al., 2003) denominado espatulenol (Figura 17), comum nos dleos essenciais de espécies
do género Croton (Meccia, et al., 2000; Boyom, et al., 2002; Suarez, et al., 2011), e
isolado anteriormente de Croton caracasana (Suirez et al., 2008). O referido composto
apresenta relatos na literatura de atividades espasmolitica (Perez-Hernandez, et al.,
2008) e antibacteriana contra Staphylococcus aureus e Proteus mirabilis (Ulubelen, et

al., 1994) além de efeito imunoinibitério (Ziaei, et al., 2011).

Figura 17 — Estrutura do Espatulenol
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Tabela 5 — Dados de RMN 'H, "°C e correlacdes de HSQC e HMBC (%J, *J) (500 x 125
MHz, CDCl3) de CM-2 (Figura 18), comparado com os valores da literatura de RMN
'H e "*C (400 x 100 MHz, CDCl;) para o sesquiterpeno espatulenol (Inagaki er al.,

1985).

CM-2 HSQC HMBC Espatulenol

C | oc ou 7 J Jc on
1 533 2,20 (dd, 10,5 Hz; 15,8 Hz) H-2b H-9b; H-14b; H-14a 53,4 2,20
2 26,7 a: 1,64 (m) H-3a - 26,7 1,64;
b:1,91 (m, 6,4 Hz; 5,7 Hz) 1,91
3 41,7 a: 1,55 (m) H-2b 3H-15 41,7 1,54;
b: 1,78 (m, 7,0 Hz) 1,77

4 81,0 - H-3b; 3H-15 H-2a 80,9 -
5 54,3 1,32 (m, 10,6 Hz) H-2a; 3H-15 54,3 1,31
6 29,9 0,46 (dd, 9,8 Hz; 11,3 Hz) H-8b; 3H-12; 3H-13 29,8 0,46
7 274 | 0,71 (m, 6,4 Hz; 9,8 Hz; 11,2 Hz) H-8b H-9b; H-9a; 3H-12; 27,5 0,71

3H-13

8 24,7 a: 1,02 H-9b; H-9a - 24.8 1,01;
b: 1,98 (m; 7,0 Hz; 7,0 Hz) 1,96
9 38,8 a: 2,04 (t, 13,2 Hz; 13,2 Hz) H-8b H-14b; H-14a 38,9 2,04;
b: 2,42 (dd, 7,05 Hz; 12,3 Hz) 2,42

10 | 1534 - H-9b; H-9a H-5 1534 -

11 20,1 - 3H-12; 3H-13 H-5 20,2 -
12 28,6 1,05 (s, 3H) - - 28,7 1,05
13 16,3 1,04 (s, 3H) - 3H-12 16,3 1,04
14 | 106,2 a: 4,66 (s, 1H) - H-9b; H-9a 106,3 4,606;
b: 4,69 (s, 1H) 4,69
15 26,0 1,28 (s, 3H) - - 26,1 1,28
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Figura 18- Espectro de absorcao na regido do Infravermelho de CM-2 em filme de KBr
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Figura 20 — Espectro de RMN "“C-DEPT (6=135) (125 MHz, CDCl3) de CM-2
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Figura 22 — Espectro de RMN 'H (CDCl3, 500 MHz) de CM-2 (Expansao)
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Figura 24 — Espectro RMN 2D 'H, *C-HSQC (500 x 125 MHz, CDCl3) de CM-2
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Figura 26 — Espectro de RMN 2D 'H, 'H-COSY (500 MHz, CDCl3) de CM-2
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Figura 28 — Espectro RMN 2D 'H, *C-HMBC (500 x 125 MHz, CDCl;) de CM-2
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3.3 Determinacao estrutural de CM-3

O tratamento cromatografico da fracdo CMHR-2 (Procedimento Experimental p.
97), obtida a partir do extrato hexanico das raizes de Croton muscicarpa, resultou no
isolamento de 8,9 mg de um soélido branco, em forma de agulhas, solivel em
cloroférmio, homogéneo em CCD, com ponto de fusdo na faixa de 298,6-300,2 °C,
denominado CM-3.

O espectro de absorcao na regiao do infravermelho (IV) (Figura 32, p. 72) de
CM-3 apresentou duas absorcdes intensas em 1686 e 1731 cm™ relacionadas a
deformacao axial de ligacdo C=0, sugerindo a presenca de duas carbonilas. Também foi
observado uma banda larga em 3403 cm™' referente 4 deformacdo axial da ligagdo O-H.
Além disso, foram observadas bandas de deformagdes axiais de ligacdo C-H de carbono
sp° em 2856 e 2934 cm’. Mostrou ainda, absorcio em 1467 cm™ de deformagdo
angular de CH, no plano, absor¢io em 1376 cm™ de deformagio angular simétrica de

CH3, e em 1241 cm™ uma banda intensa referente a deformacdo axial de ligagdo C-O.

O espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCl;5 ) de CM-3 (Figura 33 e 34, p. 72 e
73) revelou seis simpletos na faixa de dy 0,85 a 0,96 , que foram relacionados a sete
grupamentos metila ligados a carbono quaterndrios [0y 0,85 (s, 3H-23); 0,88 (s, 3H-24);
0,92 (s, 3H-30); 0,93 (s, 3H-27); 0,94 (s, 3H-29) e 0,96 (s, 6H, 3H-26 e 3H-25)], além
de um outro em oJy 2,04 (s, 3H-32) relativo a hidrogénios metilicos de grupamento
acetila. Além disso, foram ainda visualizados sinais em regido de desprotecdao
correspondentes a um hidrogénio olefinico em oy 5,52 (d, 4,85 Hz, H-15) e um
hidrogénio ligado a carbono oxigenado em 4,47 (dd, 4,7 Hz; 10,0 Hz; H-3).

Observando o espectro de RMN Bc.cpDp (125 MHz, CDCls) (Figuras 35 e 36,
p. 73 e 74) verificou-se a presenca de 32 linhas espectrais, sendo dois sinais referentes a
grupamentos carbonilas em Jc 184,0 e 171,2; compativeis com um esqueleto
triterpénico acetilado. Observou-se também dois sinais em oJc 160,8 e 117,0; que
juntamente com o sinal Jdy 5,52 observado no espectro de RMN lH, indicaram a
presenca uma dupla ligacao trissubstituida.

A andlise comparativa dos espectros de RMN *C-CPD com o espectro de RMN
BC-DEPT (6 =135) (125 MHz, CDCls) (Figura 37, p. 74) de CM-3, permitiu identificar
a presenca de 8 carbonos metilicos, 10 metilénicos, 5 metinicos e 9 carbonos ndo-

hidrogenados, respectivamente. Observou-se ainda dois sinais referentes a carbonos
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insaturados, um nao-hidrogenado e outro mono hidrogenado em J¢ 160,8 (C-14) e 117,0

(C-15), respectivamente, e um carbono oximetinico em Jc¢ 81,1 (C-3). (Tabela 6).

Tabela 6 — Deslocamentos quimicos de RMN "“C-CPD de CM-3 com padrio de
hidrogenagdo [(RMN 3C.CPD e DEPT (6 =135), 0, CDCl3, 125 MHz)]

C CH CH; CH;3;
184,1 117,0 41,0 32,1
171,2 81,1 37,6 28,9
160,8 55,8 35,6 28,2
51,7 493 33,9 26,4
39,3 41,7 33,6 22,7
38,2 31,6 21,5
37,9 31,0 16,8
37,6 23,7 15,8
29,5 18,9

17,5
Co CsHs CioHzo CsHos

CH3C02 € —CO2H

Formula molecular: C;,H4904

A partir dos dados obtidos pdde-se propor a férmula molecular C3,H4904, com

indice de deficiéncia de hidrogénio igual a 8.
Andlise comparativa dos dados acima descritos com dados da literatura

relacionados a esqueletos triterpénicos (Tabela 7) permitiu sugerir uma estrutura de

triterpeno pentaciclico do tipo oleanano para CM-3 (Figura 30).
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Figura 30 - Estrutura bésica de um esqueleto triterpénico do tipo oleanano

O espectro RMN 2D 'H, *C-HSQC (500 x 125 MHz, CDCls) (Figuras 38 e 39,
p. 75) permitiu associar inequivocamente todos os sinais dos hidrogénios a seus
respectivos carbonos, como observado na Tabela 7.

A andlise do espectro de correlacdo heteronuclear (IH, 13 C) HMBC (500 x 125
MHz, CDCl3) (Figuras 40, 41 e 42, p. 76 e 77) permitiu verificar o acoplamento do sinal
de hidrogénio em oy 4,47 (H-3) e 2,04 (H-32) com o sinal do carbono carbonilico em dy
171,2 (C-31) (Sub-estrutura I). Também foi observado o acoplamento dos hidrogénios
em oy 0,85 (3H-23) com os sinais dos carbonos em dc 55,8 (C-5) e 81,1(C-3) (sub-

estrutura II).

A posi¢do da dupla ligagdo trissubstituida nos carbonos C-14 e C-15, foi
determinada pela presenca dos sinais em oc 160,8 e 117,0 observados no espectro de
RMN “C, que de acordo com dados da literatura sdo caracteristicos de esqueleto da
subclasse taraxerano (dc 158-162 e dc 115-118) (Mahato et al., 1994). A posicio
também foi confirmada pelos acoplamentos do hidrogénio metilénico em oy 2,36 (H-

16a) com os sinais referentes aos carbonos em Jc 160,8 (C-14); 117,0 (C-15); 51,7 (C-
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17) e 41,7 (C-18) observados no espectro de RMN 2D 'H, *C-HMBC (sub-estutura
III).

I

Através da andlise dos dados espectroscopicos obtidos para CM-3, bem como a
comparacao com dados da literatura para triterpenos de esqueleto oleanano da subclasse
taraxerano (D-fridoleanano) (Ahmad et al., 1994 e Mahato et al., 1994), juntamente
com a comparacdo do ponto de fusdo (298,6-300,2 °C) com os das literatura
(Prachayasittikul et al., 2009; San Gil et al., 2008), concluiu-se que CM-3 tratava-se do
acido 3-acetil-olean-14-en-28-6ico (4cido acetil aleuritélico, AAA) (Figura 31). Este
triterpeno comum em espécies do género Croton, isolado anteriormente de C. cajucara
e C. urucurana (Salatino et al, 2007), apresenta relatos sobre atividades citotdxica
(Reyes, et al., 2010), antiinflamatéria (Mavar-Manga, et al., 2008), gastroprotetora
(Pertino, et al., 2007), contra Trypanosoma cruzi (Campos, et al., 2010) e
antimicrobiana contra Staphylococcus aureus, Salmonella typhy, Vibrio cholera,

Escherichia coli e Shigella dysentery (Mathabe, et al., 2008).

Figura 31 - Estrutura do Acido Acetil-Aleuritélico (AAA)

32
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Tabela 7 — Dados de RMN 'H, "°C e correlacdes de HSQC (500 x 125 MHz, CDCls) de
CM-3 (1), comparado com os valores de RMN 'H, °C da literatura (125 MHz, CDCL)

para o dcido acetil-aleuritélico (AAA).

CM-3 HSQC AAA

C dc oy oc” oy’

1 37,6 1,62; 1,04 37,4 1,61; 1,04
2 23,7 1,63; 1,60 23,4 1,66; 1,61
3 81,1 4,47 (dd, 10,0 e 4,7 Hz) 80,8 4.47

4 37,6 - 37,6 -

5 55,8 0,88 55,5 0,88

6 18,9 1,60; 1,49 18,7 1,62; 1,49
7 41,0 1,97 (d, 13,1 Hz); 1,30 40,7 1,97; 1,30
8 39,3 - 39,0 -

9 493 1,43 49,0 1,42
10 37,9 - 37,9 -

11 17,5 1,63; 1,49 17,2 1,69; 1,48
12 33,6 1,77 (t, 9,0 Hz); 1,62 33,2 1,78; 1,60
13 38,2 - 37,2 -

14 160,8 - 160,5 -

15 117,0 5,52(d, 4,9 Hz) 116,8 5,52
16 31,6 2,36 (dd, 19,3 ¢ 7,9 Hz); 1,93 (d, 17,4 Hz) 31,3 2,37, 1,93
17 51,7 - 51,4 -

18 41,7 2,28 (d, 13.4) 41,3 2,28
19 35,6 1,26; 1,11 35,2 1,24; 1,09
20 29,5 - 29,2 -

21 33,9 1,17; 1,07 33,6 1,16; 1,05
22 31,0 1,70; 1,44 30,6 1,69; 1,44
23 28,2 0,85 (s) 27.9 0,85
24 16,8 0,88 (s) 16,5 0,88
25 15,9 0,96 (s) 15,6 0,95
26 26,4 0,96 (s) 26,1 0,95
27 22,7 0,93 (s) 22,4 0,92
28 184,1 - 184,2 -

29 32,1 0,94 (s) 31,8 0,94
30 28,9 0,92 (s) 28,6 0,91

31 1712 - 170,9° -

32 21,5 2,04 (s) 21,2° 2,03

*Ahmad et al., 1994; "Mahato et al., 1994
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Figura 32— Espectro de absor¢do na regidao do Infravermelho de CM-3 em filme de KBr
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Figura 34 — Espectro de RMN 'H (CDCl3, 500 MHz) de CM-3 (Expansao)
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Figura 35 — Espectro de RMN "“C-CPD (125 MHz, CDCl3) de CM-3
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Figura 36 — Espectro de RMN 13C CPD (125 MHz, CDC13) de CM-3 (Expansao)
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Figura 38 — Espectro de RMN 2D 'H, *C-HSQC (500 x 125 MHz, CDCl3) de CM-3
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Figura 39: Espectro RMN 2D 'H, *C-HSQC (500 x 125 MHz, CDCl;) de CM-3
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Figura 40 — Espectro RMN 2D 'H, *C-HMBC (500 x 125 MHz, CDCl3) de CM-3
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Figura 41 — Espectro de RMN 2D 'H, "C-HMBC (500 x 125 MHz, CDCl3) de CM-3
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Figura 42 — Espectro de RMN 2D 'H, "C-HMBC (500 x 125 MHz, CDCl;) de CM-3
(Expansao)
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3.4 Determinacao estrutural de CM-4

O tratamento cromatografico das fracdes diclorometano (CMHR-[4-5] e CMHR-
[3]), obtidas a partir do extrato hexanico das raizes de Croton muscicarpa, utilizando
cromatografia em coluna, levou a obtencao de um sélido amarelo (11,5 mg), solivel em
cloroférmio, denominado de CM-4, com faixa de fusdo 162,2-163,0 °C (Procedimento
Experimental, p. 100).

O espectro de absorcao no IV (Figura 45, p. 83) apresentou duas bandas em
2918 e 2833 cm’ referentes 2 deformacio axial de ligacdo C-H de carbono sp’ e outra
em 1353 cm™ referente 4 deformacdo angular simétrica de ligagdo C-H de CHj. Ainda
no mesmo espectro, foi observada uma banda em 1664 cm™ referente a deformacio
axial de ligacdio C=O conjugada, bandas em 1587, 1508 e 1471 cm™ referentes a
deformacdo axial de ligacdo C=C de aromatico. As bandas em 1263 e 1150 cm™ sdo
compativeis com as deformacdes axiais assimétrica e simétrica de ligacao C-O-C.

A andlise do espectro de RMN "“C-CPD (125 MHz, CDCl3) de CM-4 (Figura
46, p. 83) mostrou a presenca de 20 linhas espectrais que ao serem comparadas com o
espectro de RMN BC-DEPT (6=135) (125 MHz, CDCls) (Figura 47, p. 84) possibilitou
a identificac@o do sinal relacionado ao carbono carbonilico conjugado em d¢ 179,1 (C-
4), confirmado pelo espectro no infravermelho em 1664 cm™. Apresentou também 14
linhas espectrais entre dc 159,0 e 90,5 referentes a carbonos spz, dos quais 8 foram
atribuidos a carbonos aromaticos oxigenados em d¢ 159,0 (C-7); 156,1 (C-2); 153,0 (C-
9); 152,5 (C-5); 151,6 (C-4’); 149,0 (C-3); 139,0 (C-3); 132,5 (C-6), 4 sinais de
carbonos arométicos hidrogenados em d¢c 122,4 (C-6'); 111,5 (C-2"); 111,1 (C-5"); 90,5
(C-8) e 2 sinais de carbonos arométicos ndo oxigenados em Jc 123,1 (C-1") e 106,8 (C-
10). Os 5 sinais entre oc 61,1 e 56,2 foram relacionados a cinco carbonos metilicos

oxigenados (Tabela 8).
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Tabela 8 — Deslocamento quimico de RMN "“C-CPD de CM-4 com padrio de
hidrogenagdo [(RMN 3C-CPD e DEPT (6 =135), 0, CDCls, 125 MHz)]

C CH CH;
179,1 (C=0) 122,4 61,1 (C-0O)
159,0 (C-O) 111,5 60,4 (C-0O)
156,1 (C-O) 111,1 56,5 (C-0)
153,0 (C-0O) 90,5 56,3 (C-0O)
152,5 (C-0O) 56,2 (C-0O)
151,6 (C-O)

149,0 (C-0O)
139,0 (C-O)
132,5 (C-0O)
123,1
106,8
11C 4CH 5CH3

Formula molecular: CooH,00s

A andlise do espectro de RMN 'H (CDCls, 500 MHz) de CM-4 (Figura 48, p.

84) revelou 4 sinais caracteristicos de hidrogénios aromaticos em dy 7,73 (dd, 1,8 Hz;

8,5 Hz, H-6’); 7,68 (d, 1,8 Hz, H-2"); 6,99 (d, 8,5 Hz, H-5") e 6,50 (s, H-8). Observou-

se a presenc¢a de cinco sinais caracteristicos de metoxila em dy 3,86 (s, 3H); 3,92 (s,

3H); 3,96 (s, 3H); 3,96 (s, 3H); 3,96 (s, 3H) e ainda uma hidroxila quelada em oy 12,60.

A formula molecular Cy)H0Os foi proposta a partir da unido dos dados

espectroscopicos e estd de acordo com o pico do fon-molecular m/z 388 Daltons

observado no espectro de massas (Figura 49, p. 85), apresentando IDH igual a 11, um

desses justificado pela presenca de uma carbonila, oito referentes a dois anéis

aromaéticos, e os outros dois a uma ligacdo dupla e um anel. Desta forma, foi possivel

correlacionar a estrutura de CM-4 a um flavondéide do tipo flavona, contendo a estrutura

basica de 15 atomos de carbono num padrao Cg-C3-Ce. (Figura 43).
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Figura 43 — Esqueleto base de uma flavona

Através do espectro RMN 2D 'H, C-HSQC (500 x 125 MHz, CDCl3) (Figuras
50 e 51, p. 85 e 86) foi possivel atribuir os sinais de hidrogénio aos seus respectivos
carbonos. Neste espectro foram observados os acoplamentos do sinal dos hidrogénios
em oy 7,73 (H-6'); 7,68 (H-2'); 6,99 (H-5") e 6,50 (H-8) com os sinais dos carbonos em
oc 122,4 (C-6"); 111,5 (C-2"); 111,1 (C-5") e 90,5 (C-8) respectivamente (Tabela 9).

No espectro de RMN 2D lH, '"H-cOSY (500 MHz, CDCls) (Figura 52, p. 86) foi
observado um acoplamento do tipo orto entre o hidrogénio em oy 7,73 (dd, 1H, 1,8 Hz;
8,5 Hz, H-6’) com o hidrogénio em 6,99 (d, 1H, 8,5 Hz, H-5"). Esta informacado
juntamente com a anélise dos espectros de RMN de 'H e "*C, nos levaram a supor a
existéncia de um sistema ABX de anel aromadtico trissubstituido na estrutura de CM-4.

O espectro RMN 2D 'H, *C-HMBC (500 x 125 MHz, CDCls) (Figuras 53, 54 ¢
55, p. 87 e 88) mostrou as correlagdes dos hidrogénios com os carbonos a duas D,
trés CJ) e quatro ) ligacdes. Desse modo, puderam-se observar algumas correlagdes
importantes para o assinalamento inequivoco dos deslocamentos de 'H e >C para o
CM-4, como a correlagdo do hidrogénio em dy 6,50 (H-8) com os carbonos em d¢ 179,1

(C-4); 159,0 (C-7); 152,5 (C-5); 132,5 (C-6) e 106,8 (C-10) (sub-estrutura I).
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O espectro HMBC também exibiu correlagdes do hidrogénio da hidroxila em dy
12,60 (5-OH) com os carbonos em Jc 152,5 (C-5); 132,5 (C-6) e 106,8 (C-10). Além
das correlagdes dos hidrogénios em dy 6,99 (H-5) com os carbonos em d¢ 123,1 (C-17);
149,0 (C-3); em oy 7,68 (H-2’) com os carbonos em Jc 156,1 (C-2); 149,0 (C-3");
151,6 (C-4’); 122,4 (C-6’); e em oy 7,73 (H-6") com os carbonos em o¢c 111,5 (C-2") e
151,6 (C-4’) (sub-estruturas II, III e IV).

O espectro HMBC de CM-4, ainda exibiu correlacdes entre os hidrogénios de
duas metoxilas em dy 3,86 (3-OMe) e 3,92 (6-OMe) com os carbonos em Jc 139,0 (C-
3) e 132,5 (C-6) respectivamente. As posicoes das metoxilas referentes aos hidrogénios
7-OMe, 3’-OMe e 4'-OMe foram feitas por comparacdo dos seus deslocamentos
quimicos com os dados descritos na literatura (Tabela 9).

Levando em consideragdo as informagdes acima discutidas e comparando-as
com os dados da literatura de RMN 'H e '*C de artemetina (Martinez et al., 1987),
aliado a comparacgdo dos dados fisicos como ponto de fusdo (162,2-163,0 °C) (Singh et
al., 2003; Wang et al., 1989), conclui-se que o referido composto tratava-se do
flavon6ide denominado 5-hidroxi-3,6,7,3',4'-pentametoxiflavona (Artemetina) (Figura
44), isolado anteriormente de Croton brasiliensis e Croton sellowii (Palmeira Junior et
al., 2005; 2006). Na literatura sdo relatadas para artemetina atividades antioxidante
(Dugas, et al., 2000), antiinflamatéria (Michielin, et al., 2009), contra Plasmodium
falciparum (Ortet, et al., 2011) e hipotensiva (Sousa, et al., 2011).
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Tabela 9 — Dados de RMN 'H, °C e correlacdes de HSQC e HMBC (*J, *J e *J) (500 x
125 MHz, CDCl3) de CM-4, comparado com os valores da literatura de RMN He BC
(200 x 50 MHz, CDCls) para a 3-metoxiflavona flavona Artemetina (Martinez et al.,

1987).
HSQC HMBC Artemetina

C e ou 7 7 T | 4c on

2 156,1 - - H-2 - | 1559 -

3 139,0 - - 3-OMe - | 1388 -

4 179,1 - - - H-8 | 178,9 -

5 152,5 - 5-OH - H-8 | 1523 -

6 132,5 - - 5-OH; H-8; 6-OMe | - | 1323 -

7 159,0 - H-8 7-OMe - | 1588 -

8 90,5 6,50 (s, 1H) - - - 90,4 6,47 (s)

9 153,0 - - - - | 1528 -

10 106,8 - - 5-OH; H-8 - | 106,6 -

I 123,1 - - H-5 - 1229 -

2' 111,5 7,68 (d, 1H, 1,8 Hz) - H-6’ - | 1109 7,65 (d, 2,1 Hz)

3 149,0 - H-2’ H-5’; 3°’-OMe - | 148,8 -

4 151,6 - - H-6’; H-2’;4-OMe | - | 151,5 -

5 111,1 6,99 (d, 1H, 8,5 Hz) - - - | 1114 6,96 (d, 8,5 Hz)

6' 1224 | 7,73 (dd, 1H, 1,8 Hz; 8,5 Hz) - H-2’ - | 1222 | 7,69 (dd, 8,5 Hz; 2,1 Hz)
3-OMe | 604 3,86 (s; 3H) - - - 60,1 -
6-OMe | 61,1 3,92 (s; 3H) - - - 60,8 -
7-OMe | 56,2 3,96 (s; 3H) - - - 56,0 -
3-OMe | 56,5 3,96 (s; 3H) - - - 56,3 -
4-OMe | 56,3 3,96 (s; 3H) - - - 56,1 -
5-OH 12,60 (s, 1H) - - - - 12,5 (s)
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Figura 45 — Espectro de absor¢c@o na regido do Infravermelho de CM-4 em filme de

KBr
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Figura 46 — Espectro de RMN “C-CPD (125 MHz, CDCl;) de CM-4

TT—111.08

e 108,18
T——122.35
111,52

Ce' s
c2'

3-OMe
C8 6-OMe

T T T T
140 130 120 110

T
100 9C 80 70 60 50 40 30 20 10

Capitulo 3 — Determinagdo Estrutural



84

Figura 47 - Espectro de RMN "°C-DEPT (6=135) (125 MHz, CDCl;) de CM-4
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Figura 48 — Espectro de RMN 'H (CDCl;, 500 MHz) de CM-4
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Figura 49 — Espectro de Massas de CM-4 (IE, 70 eV)
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Figura 51 — Espectro de RMN 2D 'H,

(Expansao)
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Figura 53 — Espectro RMN 2D 'H, *C-HMBC (500 x 125 MHz, CDCl;) de CM-4
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Figura 54 — Espectro RMN 2D 'H, *C-HMBC (500 x 125 MHz,
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Figura 55 — Espectro RMN 2D 'H, *C-HMBC (500 x 125 MHz, CDCl;3) de CM-4
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CAPITULO 4 - PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.1 Coleta do Material

Os talos e raizes de Croton muscicarpa, selecionados para o estudo, foram
coletados na Chapada Diamantina-Bahia em dezembro de 2009, pelo Prof. Edilberto R.
Silveira. A identificacdo botanica foi realizada pela Profa. Daniela Santos Carneiro-
Torres do Departamento de Ciéncias Bioldgicas Jequié da Universidade Estadual do
Sudoeste da Bahia (UESB). A exsicata da planta referente a coleta encontra-se
depositada no Herbdrio Prisco Bezerra, do Departamento de Biologia da UFC, sob o

registro de nimero 38.644.

4.2 Métodos Cromatograficos
4.2.1 Cromatografia Liquida em Coluna (CC)

As cromatografias de adsorcdo foram realizadas utilizando-se gel de silica 60 (®
63-200 um), da Vetec para a cromatografia em coluna e gel silica 60 (® 40-63 um) da
Merck para cromatografia sob média pressao (cromatografia flash). Os comprimentos e
os diametros das colunas variaram de acordo com as aliquotas das amostras e as
quantidades de silica a serem utilizadas. Para a elui¢do foram utilizados os solventes:
hexano, diclorometano, cloroféormio, acetato de etila e metanol assim como misturas
bindrias desses solventes em ordem crescente de polaridade. Todos os solventes eram de

qualidade P.A. ou destilados.

4.2.2 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

Foram utilizadas cromatoplacas de gel de silica 60 (& um 2 — 25 um) sobre
aluminio da Merck (com indicador de fluorescéncia na faixa de 254 nm). As placas de

vidro empregadas de dimensdes 10 cm x 5 cm foram feitas utilizando-se gel de silica

60 (® 2 —25 um).

A revelacdo das substincias, foi feita por exposi¢do a irradiacdo na faixa do
ultravioleta (UV) em aparelho Spectroline modelo ENF 240 C/F, com dois

comprimentos de onda (365 e 312 nm) e por aspersdo com solu¢do de vanilina
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(CgHgO3) em acido perclérico (HCIOy) e etanol (C,HsOH), seguida de aquecimento em

chapa elétrica a 100°C por aproximadamente 5 minutos.
4.3 Métodos Espectroscopicosos
4.3.1 Espectroscopia na Regiao do Infravermelho (IV)

Os espectros na regido do IV foram obtidos em Espectrometro Perkin Elmer
modelo FT-IR Spectrum 100 no Laboratério de Espectrometria de Massa do Nordeste
(LEMANOR) do Departamento de Quimica Organica e Inorganica da Universidade
Federal do Cear4, utilizando filme de KBr para anélise de amostras liquidas e acessorio

de refletancia total atenuada (ATR) para amostras solidas.

4.3.2 Espectrometria de Massas (EM)

O espectro de massas de CM-1 foi obtido em espectrometro Shimadzu, modelo
QP 5000/DI-50 através de impacto eletronico a 70 eV, da Central Analitica do
Departamento de Quimica Organica e Inorganica da Universidade Federal do Ceara. Os
espectros de massas de CM-2 e CM-4 foram obtidos em cromatégrafo gasoso acoplado
a espectrometro de massa (CG-EM) Shimadzu, modelo QP 2010 através de impacto
eletronico a 70 eV, do Laboratério de Bioinorganica do Departamento de Quimica

Organica e Inorganica da Universidade Federal do Ceara.

4.3.3 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN 'H) e
Carbono-13 (RMN 13C) uni e bidimensionais, foram obtidos a temperatura ambiente,
em espectrometros Bruker, modelos Avance DPX-300 ou modelo Avance DRX-500,
pertencentes ao Centro Nordestino de Aplicagdo e Uso de Ressonancia Magnética
Nuclear (CENAUREMN), operando na freqiiéncia do hidrogénio a 300,13 MHz e
499,80 MHz, e na freqiiéncia do carbono a 75,47 MHz e 125,67 MHz, respectivamente.

Os espectros unidimensionais de RMN BC-CPD foram efetuados sob
desacoplamento total de hidrogénios. Quantidades variadas de amostra foram
dissolvidas em 0,6 mL de CDCl; e acondicionadas em tubos de RMN de 5 mm. Os

deslocamentos quimicos (6) foram expressos em partes por milhdo (ppm) e foram
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referenciados para o RMN 'H pelo picos dos hidrogénios pertencentes as moléculas
residuais ndo deuteradas do solvente cloroférmio (6 7,27) e para RMN Be pelo pico

central do tripleto a 6 77,23 do clorofémio deuterado.

As multiplicidades dos sinais exibidos nos espectros de RMN 'H foram

indicadas segundo a convengdo: s (simpleto), d (dupleto) e m (multipleto).

O padrdo de hidrogenagdo dos carbonos em RMN BC foi determinado a partir
da utilizacdo da técnica DEPT, variando o angulo de nutagdo (0) de 135° descrito
segundo a convengdo: C (carbono ndo hidrogenado), CH (carbono metinico), CH,
(carbono metilénico) e CH3 (carbono metilico). Os carbonos ndo hidrogenados foram
caracterizados pela subtracao do espectro DEPT 135° do espectro de BC-CPD.

Os experimentos bidimensionais de correlagio homonuclear (COSY) e
heteronuclear (HSQC e HMBC) foram efetuados em sonda multinuclear de 5Smm, com
deteccdo inversa, empregando-se gradiente de campo, posicionado no eixo z e

magnitude de 10A.

4.4 Métodos Fisicos

4.4.1 Ponto de Fusao

Os pontos de fusio foram determinados em um equipamento de
microdeterminacdo Marconi modelo MA 381, utilizando capilar de vidro em placa
aquecedora e uma central de processamento N4800, localizado no Laboratério de
Andlise Fitoquimica de Plantas Medicinais (LAFIPLAM) do Departamento de Quimica
Organica e Inorgadnica da Universidade Federal do Ceard. As determinagdes foram

realizadas a uma taxa de aquecimento de 2° C/min e ndo foram corrigidos.

4.5 Obtencao do extrato etandlico dos talos de C. muscicarpa - CMET

Os talos de Croton muscicarpa foram secos a temperatura ambiente, moidos e
extraidos por maceragdo, utilizando hexano, seguido por trés extragdes utilizando
etanol. Foram 7 dias, os intervalos entre cada extracdo. O extrato bruto foi obtido a
partir da remo¢ao do solvente em rota-evaporador sob pressdo reduzida, obtendo-se

91,83 g (4,5%) de um material marrom escuro, viscoso denominado CMET.
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4.5.1 Tratamento cromatografico de CMET

Uma aliquota de 80,0 g do extrato etandlico dos talos de Croton muscicarpa foi
retirada e submetida a cromatografia de particdo. A particdo foi realizada solubilizando
o extrato em 500 mL da mistura metanol/dgua 30% v/v. Durante o procedimento
observou-se que parte do extrato ndo se dissolveu, sendo separado e denominado
CMET-FIns. A fracdo soluvel foi entdo submetida a extracdo utilizando: hexano,
diclorometano, acetato de etila e n-butanol. Foram obtidas 6 fracdes, concentradas em
rota-evaporador sob pressao reduzida. Ao concentrar a fracdo n-butanol, foi observada a
formacdo de um precipitado, insoliivel em metanol e solivel em dgua. O precipitado foi
entdo separado por filtracao utilizando papel de filtro em funil de vidro comum. As
fracdes obtidas foram denominadas CMET-H, CMET-D, CMET-Ac, CMET-Aq,
CMET-Bu e CMET-Bu-ppt (Tabela 10). Todas forma analisadas por CCD.

Tabela 10 — Particionamento do extrato etandlico CMET

FRA(;AO ELUENTE PESO (g) Rendimento(%)
CMET-FIns - 28,82 36,03
CMET-H Hexano 3,11 3,89
CMET-D Diclorometano 23,95 29,94
CMET-Ac Acetato de Etila 7,70 9,63
CMET-Aq Agua 8,35 10,44
CMET-Bu n-Butanol 1,23 1,54
CMET-Bu-ppt n-Butanol 2,11 2,64
TOTAL - 75,27 94,11

4.5.2 Fracionamento cromatografico de CMET-H e isolamento de CM-1

Uma aliquota de 2,6 g de CMET-H foi adsorvida em 5,0 g de gel de silica e
acondicionada em uma coluna de didmetro interno de 6,0 cm sobre 70,21 g de gel de
silica. A eluicdo foi realizada pelos solventes hexano, diclorometano, acetato de etila e
metanol, bem como, suas misturas bindrias em ordem crescente de polaridade, de

acordo com a Tabela 11. Foram obtidas 97 fracdes que foram concentradas sob pressao
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reduzida em rota-evaporador e comparadas por CCD e reunidas de acordo com suas

semelhancgas.

Tabela 11 — Fragdes da coluna cromatografica de CMET-H

FRACAO ELUENTE PESO (mg)
1-44 Hexano 100% a Hex/CH,Cl, 35% 1,0
45-46 Hex/CH,Cl, 50% 16,6
47 Hex/CH,Cl, 50% 2,7
48-49 Hex/CH,Cl, 50% 15,8
50-53 Hex/CH,Cl, 50% 15,0

54-55 Hex/CH,Cl, 65% 59
56-57 Hex/CH,Cl, 65% 10,1
58-59 Hex/CH,Cl, 65% 12,1
60-64 Hex/CH,Cl, 70% 40,3
65 Hex/CH,Cl, 70% 13,3
66-69 Hex/CH,Cl, 85% 111,2
70-71 CH,Cl, 100% 173,1
72-74 CH,Cl, 100% 175.4
75 CH,Cl, 100% 63,9
76 CH,Cl, 100% 64,7
77 AcOEt 100% 58,8
78-79 AcOEt 100% 97,2
80-81 AcOEt 100% 72,4
82-84 AcOEt 100% 1000,17
85-86 AcOEt 100% 102,6
87 AcOEt 100% 24,8
88-95 AcOEt 100% 55,8
96-97 MeOH 100% 43,9
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A fracdo [48-49] (15,8 mg) denominada CM-1 (Fluxograma 1) apresentou-se
como um Oleo amarelado, solivel em cloroférmio e homogéneo em CCD. Andlise por
RMN 'H e Bc (unidimensionais), EM, IV e comparacio com dados obtidos da
literatura permitiu identificd-la como o hidrocarboneto sesquiterpénico denominado 6a-

metoxi-cipereno.

Fluxograma 1 — Isolamento de CM-1

CMET
(80,0 g)

Particao

CMET-FIns CMET-D CMET-Aq CMET-Bu-ppt
(28,82 g) (23,95¢) (8,35g) (2,11¢g)

CMET-H CMET-Ac CMET-Bu

(3,11 ¢g) (7,70 g)

(1,23 g)

Cromatografia em Coluna

CM-1 Demais
(15,8 mg) FracGes

4.5.3 Isolamento de CM-2

Uma aliquota de 161,9 mg da fracdo [72-74], obtida do fracionamento de
CMET-H (Tabela 11), foi adsorvida em 400,0 mg de gel de silica e acondicionada em
uma coluna do tipo “flash” de didmetro interno de 2,0 cm sobre 20 g de gel de silica 60
(® 40-63 um) da Merck. A elui¢ao foi realizada utilizando como eluentes a mistura
hexano/diclorometano 55% V/V (600 mL), diclorometano 100% (100 mL) e metanol

100% (100 mL), em ordem crescente de polaridade. Foram obtidas 49 fracdes que apds
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andlise comparativa por CCD foram reunidas em 4 fra¢des, conforme suas semelhangas

(Tabela 12).

Tabela 12 — Fracoes da coluna cromatografica de CMET-H-[72-74]

FRACAO PESO (mg)
1-12 3,0
13-23 90,1
24-41 5,1
42-49 48,9

A fracdo [13-23] (90,1 mg) foi adsorvida em 170,0 mg de gel de silica e
acondicionada em uma coluna de didmetro interno de 0,7 cm sobre 2,0 g de gel de
silica. A elui¢do foi realizada pelos solventes hexano e diclorometano, assim como as
misturas bindrias destes solventes em ordem crescente de polaridade. Foram obtidas 9
fracdes que apds concentradas sob pressdo reduzida em evaporador rotatério e
analisadas por CCD, foram reunidas conforme suas semelhancas em 5 fragdes, de

acordo com a Tabela 13.

Tabela 13 — Fracdes da coluna cromatografica de CMET-H-[72-74]-[13-23]

FRACAO ELUENTE PESO (mg)
1-2 Hexano 100% 1,0
3 Hex/CH,Cl, 50% 15,6
4 Hex/CH,Cl, 50% 1,7
5-6 Hex/CH,Cl, 50% 2.4
7-9 CH»Cl, 100% 59,0
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A fracdo 3 (15,6 mg), denominada CM-2 (Fluxograma 2), apresentou-se como
um Oleo amarelado, solivel em cloroférmio e homogéneo em CCD. Os dados de RMN

1 13 ~ . . . ~
He C, IV estdo sendo analisados visando sua determinacao estrutural.

Fluxograma 2 - Isolamento de CM-2

CMET-H
(3,11¢g)

Cromatografia em Coluna

Demais Fracdo [72-74]
FracGes (161,9 mg)

Cromatografia em Coluna

Demais [13-23]
Fragoes (90,1 mg)

Cromatografia em Coluna

Demais CM-2
FragOes (15,6 mg)

4.6 Obtencao do extrato hexanico das raizes de C. muscicarpa - CMHR

As raizes de Croton muscicarpa foram secas a temperatura ambiente, moidas e
extraidas por maceragdo, utilizando hexano em 3 extracdes, com intervalos de 7 dias
entre cada extragdo. O extrato bruto foi obtido a partir da remog¢do do solvente em rota-
evaporador sob pressdao reduzida, obtendo-se 8,84 g (0,58 %) de um material

esverdeado, viscoso denominado CMHR.
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4.6.1 Fracionamento cromatografico de CMHR

Uma aliquota do extrato CMHR (8,69 g) foi submetida a cromatografia em
coluna filtrante, sendo adsorvida em 19,4 de gel de silica e disposta em uma coluna de
diametro interno de 5,5 cm sobre 29,2 g de gel de silica. A elui¢@o foi realizada pelos
solventes hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol, em ordem crescente de
polaridade, de acordo com a Tabela 14. Foram obtidas 7 fracdoes que foram

concentradas sob pressdo reduzida em evaporador rotatdrio e analisadas por CCD.

Tabela 14 — Fracdes da coluna filtrante de CMHR

FRACAO ELUENTE PESO (g)
1 Hexano 100% 0,47
2 CH,Cl, 100% 2,85
3 CH,Cl, 100% 1,10
4 CH,Cl, 100% 0,36
5 CH,Cl, 100% 0,17
6 AcOEt 100% 3,24
7 MeOH 100% 0,46

4.6.2 — Isolamento de CM-3

Uma aliquota da fracdo 2 (2,64 g) obtida do fracionamento de CMHR (Tabela
14) foi adsorvida em 6,15 g de gel de silica e acondicionada em uma coluna de didmetro
interno de 6,0 cm sobre 80,0 g de gel de silica. A elui¢do foi realizada pelos solventes
hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol, bem como, suas misturas binarias em
ordem crescente de polaridade, de acordo com a Tabela 15. Foram obtidas 141 fracdes
que foram comparadas por CCD, e reunidas de acordo com suas semelhancas em 18

fracdes.
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Tabela 15 — Fracdes da coluna cromatografica de CMHR-[2]

FRACAO ELUENTE PESO
(mg)
1-52 Hexano 100% a Hex/CH,Cl, 50% 66,5
53-56 Hex/CH,Cl, 50% 75,1
57-59 Hex/CH,Cl, 50% 75,7
60-65 Hex/CH,Cl, 50% 123,1
66-69 Hex/CH,Cl, 70% 51,1
70-74 Hex/CH,Cl, 70% 28,9
75-86 CH,Cl, 100% 236,2
87-97 CH,Cl,/AcOEt 5% 3784
98-101 CH,Cl,/AcOEt 5% 130,8
102-108 CH,Cl,/AcOEt 25% 3493
109-111 CH,Cly/AcOEt 50% 276,0
112-114 CH,Cly/AcOEt 50% 243.9
115-119 CH,Cly/AcOEt 50% 303,3
120-126 AcOEt 100% 233,1
127-136 AcOEt 100% 79,3
137-139 MeOH 100% 9,2
140 MeOH 100% 8,1
141 MeOH 100% 9,3

Uma aliquota da fracdo [87-97] (356,9 mg) foi adsorvida em 0,75 g de gel de
silica e acondicionada em uma coluna flash de 2,0 cm de didmetro interno sobre 30,12 g
de gel de silica. A eluicao foi realizada pelos solventes hexano, diclorometano e acetato
de etila, assim como por misturas bindrias destes solventes em ordem crescente de
polaridade. Foram obtidas 67 fracdes que apds serem concentradas sob pressao reduzida
em rota-evaporador, foram comparadas por CCD, resultando em 10 fracdes, conforme

as suas semelhancgas (Tabela 16).

Capitulo 4 — Procedimento Experimental



Tabela 16 — Fracdes da coluna flash de CMHR-[2]-[87-97]

FRACAO ELUENTE PESO (mg)

2 Hex/CH,Cl, 90% 20,2

3 Hex/CH,Cl, 90% 110,3

4 Hex/CH,Cl, 90% 116,3

5-22 Hex/CH,Cl, 90% 71,4
23-29 Hex/CH,Cl, 90% 14,8
30-36 Hex/CH,Cl, 90% 8,9
37-39 Hex/CH,Cl, 90% 3,2
40-50 CH,Cl, 100% 6,0
51-61 CH,Cl, 100% 3,0
62-67 CH,Cl/AcOEt 10% 0,6

99

A fragdo [30-36] (8,9 mg) apresentou-se como um sélido branco, em forma de

agulhas, com ponto de fusdo na faixa de 298,6-300,2 °C, denominado como CM-3,

como pode ser observado no Fluxograma 3.

Anilises por RMN 'H e >C, EM, IV e comparacdo com dados obtidos da

literatura permitiram identificar CM-3 como sendo o triterpeno dcido acetil aleuritélico

(AAA).
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Fluxograma 3 — Isolamento de CM-3

CMHR
(8,69¢g)

Cromatografia em Coluna Filtrante

Demais
FragOes

Fragdo [2]
(2,64 g)

Cromatografia em Coluna

Demais
Fracdes

[87-97]
(356,9 mg)

4.6.3 Isolamento de CM-4

Cromatografia em Coluna

CM-3
(8,9 mg)

Demais
Fragoes

As fracoes 4 (0,36 g) e 5 (0,17 g) obtidas do fracionamento de CMHR (Tabela

14) foram reunidas e adsorvidas 1,12 g de gel de silica e acondicionadas em uma coluna

de diametro interno de 3,0 cm sobre 55,8 g de gel de silica. A elui¢ao foi realizada pelos

solventes hexano, acetato de etila e metanol, bem como, suas misturas bindrias em

ordem crescente de polaridade, de acordo com a Tabela 17. Foram obtidas 53 fragdes,

as quais foram comparadas por CCD, e reunidas de acordo com suas semelhancas em

13 fragdes.
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Tabela 17 — Fra¢des da coluna cromatografica de CMHR-[4-5]

FRACAO ELUENTE PESO

(mg)

1 Hexano/ AcOEt 25% 6,7

2 Hexano/ AcOEt 25% 11,8

3 Hexano/ AcOEt 25% 30,2
4-5 Hexano/ AcOEt 25% 72,7
6-11 Hexano/ AcOEt 25% 60,3
12-17 Hexano/ AcOEt 25% 61,2
18-20 Hexano/ AcOEt 25% 27,8
21-32 Hexano/ AcOEt 25% 70,9
33-43 Hexano/ AcOEt 40% 36,6
44-47 Hexano/ AcOEt 40% 15,2
48-49 Hexano/ AcOEt 40% 8,6
50-51 AcOEt 100% 11,3
52-53 AcOEt/ MeOH 50% 89,0

Uma aliquota da fracao 3 (1,00 g) obtida do fracionamento de CMHR (Tabela
14) foi adsorvida 4,11 g de gel de silica e acondicionada em uma coluna flash de
diametro interno de 3,0 cm sobre 70,0 g de gel de silica. A eluicdo foi realizada pelos
solventes hexano, acetato de etila e metanol, bem como, suas misturas binarias em
ordem crescente de polaridade, de acordo com a Tabela 18. Foram obtidas 49 fracdes
que foram comparadas por CCD, e reunidas de acordo com suas semelhancas em 16

fracdes.
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Tabela 18 — Fracdes da coluna flash de CMHR-[3]

FRACAO ELUENTE PESO
(mg)
3-5 Hexano/ AcOEt 15% 23,9
6 Hexano/ AcOEt 15% 5,8
7 Hexano/ AcOEt 15% 8,1
8 Hexano/ AcOEt 15% 19.4
9-10 Hexano/ AcOEt 15% 67,6
11-13 Hexano/ AcOEt 15% 135,7
14-16 Hexano/ AcOEt 15% 121,4
17-19 Hexano/ AcOEt 15% 109,1
20-26 Hexano/ AcOEt 15% 141,2
27-35 Hexano/ AcOEt 15% 95,8
36-40 Hexano/ AcOEt 30% 90,4
41-44 Hexano/ AcOEt 30% 42,2
45-46 Hexano/ AcOEt 30% 32,5
47 AcOEt 100% 9,1
48 AcOEt 100% 83,2
49 MeOH 100% 12,2

As fragdoes CMHR-[4-5]-[52-53] (89,0 mg) e CMHR-[3]-[48] (83,2 mg) foram
reunidas devido suas semelhancas em origem e observagdes em CCD. Em seguida a
fracao reunida (172,2 mg) foi adsorvida em 0,30 g de gel de silica e acondicionada em
uma coluna flash de 1,0 cm de didmetro interno sobre 12,3 g de gel de silica. A eluicao
foi realizada pelos solventes diclorometano e acetato de etila e metanol, assim como por
misturas bindrias destes solventes em ordem crescente de polaridade. Foram obtidas 27
fracdes que apds comparadas por CCD, foram reunidas, resultando em 8 fragdes,

conforme as suas semelhangas (Tabela 19).
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Tabela 19 — Fracoes da coluna flash de CMHR-[4-5]-[52-53] + CMHR-[3]-[48]

FRACAO ELUENTE PESO (mg)
6-9 CH,Cl, 100% 1,1
10 CH,Cl,/AcOEt 5% 1.9
11 CH,Cl,/AcOEt 5% 3.4
12-13 CH,Cl/AcOEt 5% 49,6
14 CH,Cl,/AcOEt 5% 11,1
15-18 CH,Cl,/MeOH 5% 3,0
21-23 CH,Cl,/MeOH 5% 66,4
24-27 MeOH 100% 8,7

A fragdo [12-13] (49,6 mg), solivel em diclorometano, apds andlise por RMN

1 . 2 .-
H, apresentou-se como uma mistura de flavondides. Ao testar a sua solubilidade frente

ao metanol, observou-se a formacdo de um precipitado amarelo. A fim de separé-lo da

amostra, este foi lavado com metanol repetidas vezes, resultando em 11,5 mg de um

solido amarelo, soldvel em cloroférmio, com ponto de fusdao na faixa de 162,2-163,0

°C, denomidado CM-4, como pode ser observado no Fluxograma 4.

Andlises por RMN 'He C, EM, IV ¢ comparacdo com dados obtidos da

literatura permitiram identificar CM-4 como sendo o flavonol 5-hidroxi-3,6,7,3",4’-

pentametoxiflavona (artemetina).
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Fluxograma 4 — Isolamento de CM-4

CMHR
(8,69 8)
Cromatografia em Coluna Filtrante
Fragdo [4-5] Fracao [3]
(0,53 g) (1,0g)
Cromatografia em Coluna Cromatografia em Coluna
| -
Demais [52-53] [48] Demais
FragcOes (89,0 mg) (83,2 mg) FragOes
J
Coluna Flash
Demais [12-13]
FracGes (49,6 mg)
I
‘ Lavagem com MeOH
|
[12-13] CM-4
Sobrenadante (11,5 mg)
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CAPITULO 5 - CONCLUSAO

O estudo quimico dos extratos etandlico dos talos e hexanico das raizes de
Croton muscicarpa Miill. Arg. utilizando métodos cromatograficos cldssicos, resultou
no isolamento de quatro metabdlitos secunddrios.

Os constituintes isolados que tiveram suas estruturas quimicas determinadas
foram os sesquiterpenos, espatulenol e 6a-metdxi-cipereno, isolados dos talos. Das
raizes foram isolados o triterpeno, dacido acetil aleuritélico (AAA) e uma
polimetoxiflavona, a 5-hidroxi-3,6,7,3’,4’-pentametoxiflavona (artemetina). Os
resultados confirmam a presenca de terpendides e flavondides no género Croton e
sugerem C. muscicarpa como fonte promissora destes metabdlitos secundarios.

Foram relatadas na literatura, diversas atividades bioldgicas dos constituintes
isolados neste trabalho, indicando que a espécie C. muscicarpa apresenta potencial para
estudos bioldgicos de seus extratos ou fragdes, embora ndo seja relatado seu uso na
medicina popular.

Também foi verificado que o sesquiterpeno 6a-metdxi-cipereno ndo apresentava
descricdo na literatura, sendo relatado pela primeira vez neste trabalho.

Além dos resultados mostrados até o momento, outras partes da planta, extratos
e fracOes ainda estdo em fase de prospeccdo de seus constituintes, impulsionando a
continuacdo do estudo fitoquimico de C. muscicarpa e a investigacdo de atividades
farmacoldgicas dos constituintes isolados, visto que muitas plantas que ndo sao

conhecidas quimicamente podem ser de grande importancia na quimica medicinal.
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