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RESUMO

O presente trabalho relata o estudo quimico do caule e das raizes de Croton limae, coletado no
municipio de Andarai-BA. A investigacdo fitoquimica do extrato etanolico do caule levou ao
isolamento de dois diterpenos do tipo caurano, acido ent-caur-16-en-18-oico e acido ent-caur-
16-en-15-0x0-18-o0ico, dois diterpenos do tipo clerodano, 3,12-dioxo-15,16-epoxi-4a-
hidroxicleroda-13(16),14-dieno e acido 3-oxo-4a-hidroxi-13,14,15,16-tetranorclerodan-12-
oico, e do flavonoide 3-O-p-D-glicopiranosilquercetina. A investigacdo do extrato hexanico
das raizes levou ao isolamento de um triterpeno, acido acetilaleuritdlico, do dimero inédito
acido ent-17(a-pinen-10’-il)-15-oxocauran-18-oico, de dois novos diterpenos clerodanos, 3-
0x0-15,16-epoxi-4a,12-dihidroxicleroda-13(16),14-dieno e 15,16-epoxi-3a,4a,12-
trihidroxicleroda-13(16),14-dieno, um diterpeno do tipo halimano, 15,16-epoxi-3a,12-
dihidroxihalima-5(10),13(16),14-trieno, e da mistura dos esteroides p-sitosterol e
estigmasterol. Do extrato etandlico das raizes foram isolados dois flavonoides, 3-O-j-D-
glicopiranosilcanferol e ombuina-3-O-g-rutinosideo, e trés diterpenos clerodanos inéditos,
3a,4a,15,16-tetrahidroxicleroda-13-eno,  6-(5-D-glicopiranosil)-3,12-dioxo-15,16-epoxi-4a-
hidroxicleroda-13(16),14-dieno e acido 3-oxo0-4a,12-dihidroxi-14,15,16-trinorclerodan-13-
oico. Foram preparadas quatro amidas aromaticas derivadas do acido ent-caur-16-en-18-oico
e 0s respectivos ésteres metilicos dos acidos ent-caur-16-en-18-oico e ent-caur-16-en-15-o0xo-
18-oico. Foram preparados dois derivados reacionais obtidos atraves de reacdes de redugdo do
diterpeno clerodano 3,12-dioxo-15,16-epoxi-4a-hidroxicleroda-13(16),14-dieno e outro
através da biotransformacdo deste diterpeno pelo fungo Rhizopus stolonifer. Alguns
compostos isolados e derivados foram submetidos a testes de atividade citotdxica, utilizando
linhagens de células tumorais de ovério (OVCAR-8), glioblastoma (SF-295) e col6n (HCT-
116), onde testes preliminares indicaram que 0S compostos ent-caur-16-en-15-0x0-18-o0ico e
acido ent-17(a-pinen-10’-il)-15-oxocauran-18-oico apresentaram atividade. Os metabolitos
secundarios foram isolados através de técnicas cromatograficas usuais, utilizando
cromatografia em camada delgada, cromatografia em coluna, cromatografia por exclusao
molecular e cromatografia liquida de alta eficiéncia. A determinacdo estrutural foi realizada
através de métodos fisicos (ponto de fusdo e rotacdo Optica) e do uso de técnicas
espectroscopicas e espectrométricas como infravermelho (IV), espectrometria de massas de
alta resolucéo e ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN *H) e carbono-13 (RMN
13¢), incluindo experimentos bidimensionais, além de comparacdo com dados da literatura.

Palavras-chave: Diterpenos cauranos. Diterpenos clerodanos. Atividade citotoxica.



ABSTRACT

The present work reports the chemical study related to the stem and the roots of Croton limae,
collected in Andarai/BA. The phytochemical investigation of ethanol extract from the stem
lead to the isolation of two kaurane-type diterpenes, ent-kaur-16-en-18-oic acid and ent-kaur-
16-en-15-0x0-18-o0ic acid, two clerodane-type diterpenes, 3,12-dioxo-15,16-epoxy-4a-
hydroxycleroda-13(16),14-diene and 3-oxo-4a-hydroxy-13,14,15,16-tetranorclerodan-12-oic
acid, and the flavonoid quercetin 3-O-f-D-glucopyranoside. The investigation of the hexane
extract from the roots lead to the isolation of one triterpene, acetyl aleuritolic acid, the new
dimer ent-17(a-pinen-10’-yl)-15-oxokauran-18-oic acid, two news clerodane diterpenes, 3-
0X0-15,16-epoxy-4a,12-dihydroxycleroda-13(16),14-diene and  15,16-epoxy-3a,4a,12-
trihydroxycleroda-13(16),14-diene, one halimane-type diterpene, 15,16-epoxy-3a,12-
dihydroxyhalima-5(10),13(16),14-triene and the mixture of steroids p-sitosterol and
stigmasterol. From the ethanol extract of the roots, it was possible to isolate the flavonoids
kaempferol 3-O-p-glucopyranoside and ombuine 3-O-g-rutinoside and the three new
clerodane diterpenes 3a,40,15,16-tetrahydroxyclerod-13-ene, 6-(5-D-glucopyranosyl)-3,12-
dioxo-15,16-epoxi-4a-hydroxycleroda-13(16),14-dieno and 3-0xo-4a,12-dihydroxy-14,15,16-
trinorclerodan-13-oic acid. Four aromatic derivatives amides from ent-kaur-16-en-18-oic acid
were prepared through nucleophilic substitutive reactions. The corresponding methyl esters
from the ent-kaur-16-en-18-oic acid and ent-kaur-16-en-15-0x0-18-oic acid were also
obtained. Two new derivatives from 3,12-dioxo-15,16-epoxi-4a-hidroxicleroda-13(16),14-
dieno were prepared through reduction reaction and another one by the biotransformation of
diterpene, made by the fungus Rhizopus stolonifer. Some isolated compounds and derivatives
were submited to cytotoxic activity using ovarian (OVCAR-8), glioblastoma (SF-295) and
colon (HCT-116) cell lines, and the compounds ent-kaur-16-en-15-0x0-18-oic acid and ent-
17(a-pinen-10-yl)-15-oxokauran-18-oic acid registered activity during preliminaries assays.
The secondary metabolites were isolated through usual chromatography techniques, using thin
layer chromatography, column chromatography, size exclusion chromatography and high
performance liquid chromatography. The determination of the structure of the isolated
compounds was performed through physical (melting point and optical rotation) and
spectrometric techniques, such infrared (IR), high resolution mass spectrometry and nuclear
magnetic resonance (NMR), including bidimensional experiments, and comparison with
literature data.

Keywords: Kaurane diterpenes. Clerodane diterpenes. Cytotoxic activity.
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1 INTRODUCAO

O conhecimento do homem sobre as propriedades toxicas ou curativas das plantas
confunde-se com sua prépria historia. Certamente foi descobrindo & medida que buscava sua
sobrevivéncia, atraves de tentativas e casualidades, uma vez que dependia, basicamente, das

plantas medicinais para tratar-se.

As pesquisas com plantas que apresentam algum emprego medicinal apresenta-se
como um caminho para a descoberta de novas drogas, orientando os estudos de laboratério no
direcionamento de uma determinada acdo terapéutica, o que pode reduzir significativamente

0s investimentos em tempo e dinheiro (ALMEIDA, 2011).

Apesar do potencial para a busca de novos fitofarmacos ser inegavel, estima-se que
menos de 10% da flora nacional foi estudada com fins fitoquimicos e farmacolégicos, visando

a avaliacdo das propriedades terapéuticas (ALMEIDA, 2011).

Além do estudo de plantas ja utilizadas na medicina popular, é interessante o estudo de
outras espécies dos géneros que ja desempenham algum papel nos usos tradicionais como, por

exemplo, as representantes do género Croton.

O género Croton é representado por espécimes que desempenham papel importante na
medicina tradicional em diferentes partes do mundo. Algumas de suas espécies sdo utilizadas
no tratamento de cancer, constipacdo intestinal, diarreia e outros problemas digestivos,
diabetes, feridas externas, febre, hipertensdo, maldria, Ulceras e obesidade. Desta forma, as
plantas do género Croton ocupam papel de destaque nos sistemas tradicionais de plantas
medicinais, particularmente das Américas, Africa e Asia (SALATINO; SALATINO; NEGRI,
2007).

Os estudos relatam que a quimica do género Croton é diversificada. Na literatura,
estdo descritos o isolamento de alcaloides, flavonoides, terpenoides, lignanas, benzenoides,
poliprenoides, quinoides e um grande namero de diterpenoides (SALATINO; SALATINO;
NEGRI, 2007).

Assim, o género Croton constitui um género altamente promissor para estudos de
prospeccdo de metabolitos farmacologicamente ativos, sendo, por este motivo, alvo de

pesquisas em estudos fitoquimicos.

Diante deste contexto, 0 nosso grupo de pesquisa vem desenvolvendo ao longo dos

anos estudos fitoquimicos relacionados a espécies de Croton, objetivando contribuir para a
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ampliacdo do conhecimento do potencial quimico e biol6gico dessas espécies na regido
Nordeste do Brasil.

Desta forma, o presente trabalho descreve a investigacdo quimica de Croton limae A.
P. Gomes, M. F. Sales e P. E. Berry (GOMES; SALES; BERRY, 2010), uma espécie ainda
sem estudos descritos na literatura, e tem como objetivo principal o isolamento e a
caracterizagdo estrutural de novos metabolitos secundarios, bem como a realizagdo de reacGes
de modificacGes estruturais e biotransformacGes nos compostos isolados, na busca de

moléculas bioativas.

2 CONSIDERACOES BOTANICAS

2.1 Familia Euphorbiaceae

A familia Euphorbiaceae ¢ uma das mais complexas e diversificadas dentre as
Angiospermae, sendo classificada como a sexta maior familia depois das Asteraceae,
Poaceae, Fabaceae, Orchidaceae e Rubiaceae (LIMA; PIRANI, 2008).

Os representantes desta familia distribuem-se amplamente nas regides tropicais e
subtropicais, principalmente nos continentes americano e africano, com poucos representantes
extratropicais (OLIVEIRA, 2013).

Devido ao grande nimero de espécies, essa familia pode ainda ser subdividida em
cinco subfamilias - Phyllanthoideae, Oldfieldioideae, Acalyphoideae, Crotonoideae e
Euphorbioideae. De acordo com dados da literatura, a familia é constituida por cerca de 300
géneros e 7500 espécies com ampla distribuicdo em regides tropicais e temperadas,
caracterizando grande parte da flora brasileira (OLIVEIRA; OLIVEIRA, 2009; MATOS,
2011).

Algumas espécies de Euphorbiaceae apresentam destacada importancia econdmica,
compreendendo desde plantas ornamentais como Euphorbia milii (coroa-de-cristo) até
especies de valor histérico e econdmico na cultura brasileira como Manihot esculenta
(mandioca) e Hevea brasiliensis (seringueira). Outras espécies sdo conhecidas, em diferentes
partes do mundo, como tdxicas e/ou medicinais, onde a grande diversidade destes efeitos pode
ser considerada um reflexo da alta diversidade quimica desse grupo de plantas (SALATINO;
SALATINO; NEGRI, 2007).
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Apesar de ser objeto de varios estudos envolvendo pesquisas em taxonomia,
morfologia, anatomia, fitoquimica, filogenia e boténica, o conhecimento da familia ainda
apresenta lacunas consideraveis (LIMA; PIRANI, 2008).

2.2 O Género Croton

O género Croton, pertencente a familia Euphorbiaceae, é subdividido em 40 sec¢Bes
possuindo mais de 1300 espécies de distribuicdo, principalmente, pantropical. No Brasil, é 0
género com maior nimero de espécies da familia, com 350 espécies distribuidas em 29
seccOes. Na regido Nordeste estima-se um total de 52 espécies distribuidas em 18 seccles
(PORTO, 2007).

Os metabolitos secundarios predominantes no género Croton sdo os diterpenos,
principalmente clerodanos, neoclerodanos, cembranoides, halimanos, cauranos, isopimaranos,
traquilobanos e labdanos. Outros metabolitos frequentemente relatados sdo os triterpenos
pentaciclicos, alcaloides, flavonoides, saponinas e fenilpropanoides (BARRETO, 2013).

Apesar do grande nimero de substancias ja isoladas de plantas do género Croton e
também do grande namero de atividades bioldgicas relatadas para as mesmas, ainda € muito
pequeno o nimero de espécies estudadas. Desta forma, investigacdes quimicas envolvendo
espécies de Croton visando o isolamento e caracterizacdo de seus metabolitos

micromoleculares é de extrema importancia para um melhor conhecimento do género.

Muitas espécies de Croton crescem em locais como beira de estradas, margem de rios
e clareiras de matas. Essas e outras caracteristicas ecoldgicas, como a producdo massiva de
flores e frutos durante a maior parte do ano, fazem dos membros do género candidatos ideais
para a restauracdo de florestas degradadas. A madeira de varias espécies € utilizada na
construcdo de casas e botes, como lenha e em diversos trabalhos de carpintaria (LIMA,;
PIRANI, 2008).
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2.3 Croton limae A. P. S. GOMES, M. F. SALES & P. E. BERRY

Croton limae (fig. 01, p. 28) pertence a subfamilia Crotonoideae, tribo Crotoneae. A
espécie apresenta habito que varia entre arbustivo e arbéreo com 1-8 m de altura e
ramificacdo monopodial (GOMES; SALES; BERRY, 2010).

Gomes, Sales e Berry (2010) expde a seguinte descricdo boténica de Croton limae:

O indumento é do tipo dentado lepidoto a lepidoto, prateado a amarelo-alaranjado,
recobrindo ramos, estipulas, peciolos, superficies foliares adaxial, inflorescéncias,
sépalas e, por vezes as pétalas, ovario e frutos. Folhas alternas, dispostas ao longo
dos ramos; estipulas geralmente deciduas, estreitamente triangulares. Limbo foliar
oblongo-eliptico a oblongo, membranaceo com nervacdo broquidédroma. Racemos
terminal e subterminal, relaxado; 1-3 bracteas por flor, inteiro ou trifurcarda, forma
oval a triangular, botBes estaminados globosos, levemente estriadas; botbes
pistilados ovoides a subglobosos. Flores estaminadas, com cinco sépalas, livres,
triangulares, cinco pétalas, estreitamente elipticas a oblongo-elipticas, 10-15
estames, anteras elipticas; disco nectarifero elipsoide, com uma sutura horizontal no
veértice. As flores pistiladas sdo sésseis ou subsésseis com cinco sépalas, lobos
triangulares ligeiramente valvares reduplicados, geralmente ndo abrangendo o
ovario; as pétalas geralmente sdo ausentes ou rudimentares, quando presentes sdo
filiformes; disco nectarifero glabro com segmentos elipsoides, achatados
dorsalmente; ovario globoso, amarelo-claro a dourado; pistilos multifido. Frutos do
tipo capsulas globosas, indumento amarelo-alaranjado, com sépalas persistentes;
sementes obovada, lisa, castanha a cinza, com pequena cartncula apical.

Aparentemente Croton limae estd limitado as montanhas de arenito, cordilheiras e
planaltos, geralmente em areas acima de 700 m de altitude, na regido Nordeste do Brasil,
ocorrendo nos estados da Bahia (Chapada Diamantina), Ceara (Aiuaba, Planalto da Ibiapaba,
Serra do Araripe), Paraiba (Pico do Jabre), Pernambuco (complexo de montanhas da Bacia do
Jatobd) e Piaui (Serra das Confusdes) (GOMES; SALES; BERRY, 2010).

Ocorre em solos arenosos profundos, associado com o0s tipos de vegetacdo de
Caatinga-de-areia (vegetacdo sazonal espinhosa decidua na areia) e carrasco (vegetacao
sazonal decidua ndo-espinhoso). As plantas florescem de novembro a maio e frutifica de
janeiro a julho (GOMES; SALES; BERRY, 2010).
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Figura 01 - Fotografias de um espécime de Croton limae com destaque para folhas e frutos
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Figura 02 - Metabdlitos isolados de Croton limae
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3 LEVANTAMENTO BIBLIOGRAFICO

3.1 Diterpenos cauranos e clerodanos

O presente trabalho levou ao isolamento de varios diterpenos com esqueleto caurano e
clerodano. Devido ao grande numero de revisdes bibliograficas na literatura acerca da
ocorréncia destas classes de diterpenos no género Croton, e ainda baseados no grande
interesse dentro do nosso grupo de pesquisas na biotransformacdo destes diterpenos
abundantes na espécie, o presente levantamento bibliografico apresenta um panorama das
reacOes de biotransformacdes em diterpenos clerodanos e cauranos em trabalhos envolvendo a

acédo de fungos.

Os diterpenos caurénicos apresentam-se como alvos interessantes para
biotransformacfes, uma vez que estes constituem uma classe de substancias ricas em
atividades biologicas reportadas, tais como: antimicrobiana, antitumoral, tripanossomicida,
antiinflamatdria, analgésica e anti-HIV (GARCIA; OLIVEIRA; BATISTA, 2007).

Os diterpenos cauranos representam um importante grupo de diterpenos tetraciclicos,
cujas estruturas apresentam uma unidade de perhidrofenantreno (anéis A, B e C) ligada a uma
unidade ciclopentano (anel D), esta ultima formada por uma ponte entre os carbonos C-8 e C-
13 (fig. 03).

Figura 03 - Esqueleto basico de um diterpeno com esqueleto ent-caurano

A maioria dos diterpenos cauranos encontrados na natureza pertencem a série enantio,
exceto em alguns poucos casos (presenca de dupla ligacdo entre C-9 e C-11). Os diterpenos
pertencentes a série ent (ent-cauranos) sao caracterizados por apresentarem valores negativos
de rotagdo Optica (GARCIA; OLIVEIRA; BATISTA, 2007).

Os diterpenos com esqueleto do tipo clerodano tem seu nome derivado da (-)-
clerodina, primeiro diterpeno desta classe isolado a partir de Clerodendron infortunatum
(Lamiaceae) (fig. 04, p. 31) (MACIEL; CORTEZ; GOMES, 2006).
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Os clerodanos sdo originados do esqueleto labdano por rearranjo concertado,
envolvendo migragdes consecutivas de hidreto e metila (MACIEL; CORTEZ; GOMES,

2006). Podem ser classificados em trans e cis, com relacdo a configuracdo da fusdo dos anéis

A e B. Os trans-clerodanos sdo obtidos por migracdo da metila 19 e os cis por migracdo da

metila 18 (fig. 05).

Figura 05 - Esquema da formacao de diterpenos do tipo clerodano

Pirofosfato de Pirofosfato de Pirofosfato de
labdienila geranil geranila labdienila

trans e cis-clerodanos
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A maioria dos diterpenos com esqueleto clerodano apresenta juncdo trans entre os
anéis A e B (5a, 108), com configuracédo relativa cis para os substituintes nos carbonos C-5,
C-8 e C-9. Existem poucos relatos para diterpenos clerodanos com juncdo A/B cis (5, 10a)
que apresentam orientacdo S para os substituintes das posi¢es C-8 e C-9. Em adicdo, os trans
e cis-clerodanos que possuem configuracéo relativa diferente nos carbonos C-8 e C-9 sdo
raros. Praticamente, todos os cis e trans clerodanos reportados na literatura, possuem
configuracdo relativa trans para os carbonos C-9 e C-10 (fig. 05, p. 31) (MACIEL; CORTEZ;
GOMES, 2006).

Os neo-clerodanos estdo relacionados com os ent-labdanos, nos quais a cadeia
carbonica ligada a C-9 est4 a-orientada, enquanto os ent-neo-clerodanos séo biogeneticamente
relacionados aos labdanos da série normal, os de maior ocorréncia no reino vegetal, onde a
cadeia carbonica ligada ao carbono C-9, encontra-se f-orientada (fig. 05, p. 31) (MACIEL;
CORTEZ; GOMES, 2006).

3.2 Biotransformacdes de diterpenos clerodanos e cauranos utilizando fungos

A biotransformacao pode ser definida como a utilizacdo de sistemas bioldgicos para a
producdo de compostos quimicos ou substratos ndo naturais, e atualmente apresenta-se como
uma ferramenta alternativa de grande potencial, especialmente para o desenvolvimento de
tecnologias sustentaveis e para a producdo de novos produtos quimicos e drogas (BORGES et
al., 2009).

Os fungos mostram-se como um dos sistemas mais estudados para as reacdes de
biotransformacdo. A incidéncia de fungos nas plantas ocorre por infeccdo natural no
ambiente, favorecido por climas Umidos, e seu isolamento pode ser considerado como um
primeiro passo para a compreensdo da origem de alguns metabdlitos secundarios em plantas
(BORGES et al., 2009).

A pesquisa realizada na literatura, na base de dados SciFinder (CAS — Chemical
Abstract Service) abrangeu o periodo de 1968 até maio de 2014 e mostrou uma grande
diversidade de diterpenos cauranicos biotransformados por fungos. A Tabela 01 (p. 35)
resume as reacOes de biotransformacéo utilizando estes diterpenos, os fungos utilizados e 0s
produtos obtidos. A Tabela 02 (p. 67) apresenta 0s nomes dos compostos descritos na Tabela
01 (p. 35).
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Nesta pesquisa foi contabilizado um total de 17 espécies de fungos, pertencentes a 12
géneros diferentes, utilizados para a modificacdo estrutural de diterpenos com esqueletos do
tipo caurano e clerodano. Os fungos reportados na literatura sdo: Absidia blakesleeana,
Aspergillus niger, Aspergillus ochraceous, Calonectria decora, Cephalosporium aphidicola,
Cunninghamella blakesleeana, Curvularia lunata, Fusarium fujikuroi, Fusarium
proliferatum, Gibberella fujikuroi, Mucor plumbeus, Mucor recurvatus, Psilocybe cubensis,

Rhizopus nigricans, Rhizopus oligosporus, Rhizopus stolonifer e Verticillium lecanii.

O género Rhizopus apresentou maior nimero de espécies utilizadas em processos de
biotransformacdo (R. nigricans, R. oligosporus e R. stolonifer), seguido pelos géneros
Aspergillus (A. niger e A. ochraceous), Fusarium (F. fujikuroi e F. proliferatum) e Mucor (M.
plumbeus e M. recurvatus) cada um com duas espécies utilizadas. No entanto, a espécie que
apresentou maior potencial para realizar modificacdes estruturais em diterpenos de esqueleto

caurano foi Gibberella fujikuroi, correspondendo a 53% dos experimentos relatados.

Diante dos dados obtidos foi ainda possivel verificar que, apesar da grande variedade
de diterpenos com esqueletos clerodanos, estes ainda sdo pouco utilizados em processos de
biotransformacdo utilizando fungos. Apenas dois artigos apresentaram diterpenos com
esqueleto do tipo clerodano como substrato (HOFFMANN; FRAGA, 1993; CHOUDHARY
et al., 2013). A maioria dos artigos relata modificacOes estruturais realizadas em diterpenos
do tipo caurano.

Para as reacdes de biotransformacdo utilizando diterpenos de esqueleto clerodano
foram utilizados os fungos Mucor plumbeus e Rhizopus stolonifer. Nestes processos foram
observadas reagdes de hidroxilagGes nas posicoes 2, 3, 4, 13 e 18, bem como a clivagem de
anéis furano e lactdnico em sua estrutura (tab. 01, p. 35).

Com relacdo ao esqueleto caurano, os fungos utilizados na literatura foram capazes de
realizar epoxidacdes, descarboxilacdes, formacdo de anidrido, formacéo de lactonas, hidrolise
de grupos acetato, rearranjos de esqueleto e, principalmente, reacdes de hidroxilagdes. A
Figura 06 (p. 34) mostra as posi¢cdes mais hidroxiladas em carbonos metilénicos e metinicos
de quase toda a extensdo da cadeia promovidas pelos diversos fungos, porém, ndo foram

observadas hidroxila¢6es nas posi¢des C-5 e C-20.

Antonio Honorio de Sousa - Estudo Quimico de Croton limae A. P. S. Gomes, M. F. Sales & P. E. Berry (Euphorbiaceae)
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Figura 06 - Posigdes onde foram observadas hidroxilagGes no esqueleto basico dos cauranos e fungos utilizados

H M, N,P
ABEJKLMQ

A B K OP

A, B, D, J L, N N v &~
~a ~ EFGHJIKLMNP

A B,C.D,F.HJ K NO,PQ

EHJ .7 \.
M H,J KN

A Absidia blakesleeana J  Gibberella fujikuroi
B Aspergillus niger K Mucor plumbeus
C Aspergillus ochraceous L Mucor recurvatus
D Calonectria decora M Psilocybe cubensis
E Cephalosporium aphidicola N Rhizopus nigricans
F Cunninghamella blakesleeana O Rhizopus oligosporus
G Curvularia lunata P Rhizopus stolonifer
H Fusarium fujikuroi Q Verticillium lecanii

Fusarium proliferatum
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Tabela 01 - Diterpenos clerodanos e cauranos biotransformados, fungos utilizados e produtos obtidos.

Diterpeno Fungo Produtos de Biotransformacao Referéncia
OH
OH R
Mucor N HOFFMANN;
plumbeus FRAGA, 1993
(4) R =OH
(5) R = OAc
Rhizopus CHOUDHARY
stolonifer etal., 2013
Rhizopus CHOUDHARY
stolonifer etal., 2013
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Diterpeno Fungo Produtos Biotransformados Referéncia
(15 R, =R,=R;=R,=H
Absidia (16)R, =OH; R, =R, =R, =H TAVEEPANICH
blakesleeana (17)R,=H;R,=0OH;R;=R,=H etal., 2010
(18)R;=R,=H;R;=0OH; R,=H
(199 R, =R, =R;=H; R,=OH
Aspergillus “HR -—OHR = MARQUINA
niger (17) R, =H; R, = OH; R, = OH et al., 2009
(18) R, =0OH; R,=0OH; R, = H
ANDERSON;
Aspergillus MCCRINDLE;
niger TURNBULL,
1973
ANDERSON;
Aspergillus MCCRINDLE;
niger TURNBULL,

1973
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Diterpeno Fungo Produtos Biotransformados Referéncia
Aspergillus GHISALBERTI
ochraceous etal., 1977
Qgﬁfggégﬁz GHISALBERT]I

etal., 1977
(15 R, =OH; R, =H
Calonectria GHISALBERTI
decora (31) R, = H; R, = OH etal., 1977
(32) R, =0OH; R, =0OH
(33)R;=H;R,=a-0OH
i - P - GHISALBERTI
Caéggg(r:;rla (34) Rl = OH; Rz =H etal., 1977

(35) R, = H; R, = f—OH
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Diterpeno Fungo Produtos Biotransformados Referéncia
R
! —O0
Calonectria (29) R, =H; R, = OH GHISALBERTI
decora etal., 1977
(36) R, =OH; R, =H
ROCHA,;
Cephalosporium TAKAHASHI,
aphidicola BOAVENTURA,
2009
HANSON;
Cephalosporium HITCHCOCK;
aphidicola TAKAHASHI,
1995
OLIVEIRA,;
Cephalosporium HANSON;
aphidicola TAKAHASHI,

1995
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Diterpeno Fungo Produtos Biotransformados Referéncia
R

5 OLIVEIRA,

Cephalosporium ‘OH HANSON;
aphidicola TAKAHASHI,

Ry

‘OH (51) R, = CH,; R, = H EL-EMARY;

Cunninghamella KUSANO;
blakesleeana (52) R,=CH,OH; R, =H | TAKEMOTO,

1976
(53) R, =CH4;; R, = OH

GARCIA-
Curvularia GRANADOS
et al., 1990b

lunata
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Diterpeno Fungo Produtos Biotransformados Referéncia
. GARCIA-
Curvuiaria GRANADOS
et al., 1990b
Curvularia GARCIA-
lunata GRANADOS
et al., 1990b
Fusarium FRAGA et al.,
fujikuroi

2013
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Diterpeno Fungo Produtos Biotransformados Referéncia
3 (74)R=H
Fusarium H(,) (76) R = OH OH (77)R=OH FRAGA et al.,
fujikuroi 2013
(75) R, =OH; R, =H; R, =H
; (78)R;,=H;R,=0OH; R, =H
OH
(799 R, =H;R,=H; R, =OH
Fusarium ROCHA et al.,
proliferatum 2010
Gibberella ' (87) R, =H; R, = CH, FRAGA et al.,
fujikuroi OAC 2012
R, COH (88) R, = OH; R, = CH,
(85) R = CHO
(89) R, =H; R, = CO,H
(86) R = CO,H ' ? ?
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HO

Diterpeno Fungo Produtos Biotransformados Referéncia
(91) R, = CO,H; R, = CH,
Gibberella FRAGA et al.,
fujikuroi 1= Ry;=CH,0H 2012
R, R, (93) R, = CH,OH; R, = CO,H
(94) R, = CO,H; R, = CH,OH
Gibberella FRAGA et al.,
fujikuroi 2007
Gibberella FRAGA et al.,
fujikuroi 2007
17
: Gibberella FRASAetal.
.. . 2007
fujikuroi
6

18

“OH
A9 (101)
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Diterpeno Fungo Produtos Biotransformados Referéncia

Gibberella FRAGA et al.;
fujikuroi “—OH (105) 2005
(104) R, = CH,OH; R, = H
(106) R, = CH; R, = OH
Ry
—
N .
O (108) R,= H; R,= CH,OH h,
HO (109) R,= f—OH; R,= CH, HO (112) R,= H; R,= OH

Gibberella (110) R;= & -OH;R,= CH, (114) R;= OH; R,=H FRAGA et al.;

fujikuroi 2005
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Diterpeno Fungo Produtos Biotransformados Referéncia
Rl
Gibberella FRAGA et al,;
fujikuroi (117) R, =H R, = OH 2005
HO™ (118)R, = OH; R, = H
HO R,
HO
_ (120)R=H (122)R = H FRAGA,;
Gibberella 121) R = OH GUILLERMO;
fujikuroi (121)R= (123)R= - OH | HERNANDEZ,
2004
FRAGA,
Gibberella GUILLERMO;
fujikuroi HERNANDEZ,

2004
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Diterpeno Fungo Produtos Biotransformados Referéncia

Gibberella BARRERO

fujikuroi etal., 1999
W " 132)

Gibberella BARRERO
fujikuroi et al., 2001

Gibberella BARRERO
fujikuroi etal., 2001

18 ',/CllgOzH (31)
> (141)R,=R,=R,=H

. RZ

Glpperel[a (142) R, = OH; R, = OH FRAGA et al.,
fujikuroi 1996

HO

(144) R, =R, = H; R, = OH

(145)R,=R,=OH;R,=H HO

(143) R=H
(146) R = OH
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Diterpeno Fungo Produtos Biotransformados Referéncia
. .II“”O
=
=
O OH (150)
(1499 R,=R,=R;=R,=H
(153)R,=R,=R,=H; R, =0OH
(155)R;=R,=H;R;=a-0OH; R, =H
(156) R;,=R,=H; R;=3-0OH; R, =H
Gibberella (157) R,=OH;R,=R,=H; R, =H FRAGA et al.,
fujikuroi 1996

(159) R,=H; R, = OH; R, =H; R, = H

” (148)R,=H; R, = #—OH
(151) R, = H; R, = o - OH (160) R, = H; R, = OH

(154) R,= OH; R, = H (161) R,= OH; R, = H
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Diterpeno Fungo Produtos Biotransformados Referéncia

0 .
\ v
N\ ‘),

HO OH o)

(168) R, =H FRAGA;
Gibberella HERNANDEZ;
fujikuroi R (173) R, = OH GUILLERMO,
1 1996
(163) R, = H; R, = OH
Ho oH (164) R, =OH;R,=H
(165) R, = R, = OH
R
(168) R, =R, =H; R, = OH
- . = - = = HO
HO o N (169) R, =OH; R, =R, =H FRAGA.
Gibberella S R, - . HERNANDEZ;
fujikuroi R3 170'R. =R. = OH: R. = H : K GUILLERMO,
(170)R, =R, = OH; R, OH 1996

(171) R, = H; R, = R,= OH

(173) R, =R, = OH; R, = H
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Diterpeno Fungo Produtos Biotransformados Referéncia
(176) R;= H; R,= CH,; R,= CO,H
(177) R;=H; R,= CO,H; R,= CO,H
(178) R;= H; R,=CHO; R,= CO,H
) (179) R;= OH; R,= CH,; R,= CHO
Gibberella FRAGA et al.,
fujikuroi 1995
HO,C
(181) o)
(183)R; =H; R, =H
Gibberella FRAGA et al.,
fujikuroi (184)R, =OH; R, =H 1994
(185) R, =H; R, = OH
Gibberella FRAGA et al.,
fujikuroi 1994
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Diterpeno Fungo Produtos Biotransformados Referéncia
(189)R=H
Gibberella FRAGA et al,;
fujikuroi (190) R = g -OH 1993b
(191) R=a-OH
Gibberella FRAGA et al.;
fujikuroi 1993b




50

Diterpeno Fungo Produtos Biotransformados Referéncia
(203) R, =CH,OH; R, =H
(205) R, =CO,H; R, =H
(207) R, =CO,H; R, = OH
Gibberella FRAGA et al.,
fujikuroi 1993a

(202) R, = CH,0H; R, = H
(204) R, = CO,H; R, = H

(209) R, = COH; R, = OH
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Diterpeno Fungo Produtos Biotransformados Referéncia
FRAGA,;
Gibberella HERNANDEZ;
fujikuroi GONZALEZ,
1992
(212) R, =0OH; R, =H; R; = H
(213) R=H; R, =0OH; R; =H
(215)R=H; R, =H; R; = OH
HO
FRAGA,;
Gibberella HERNANDEZ;
fujikuroi GONZALEZ,

1992
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Diterpeno Fungo Produtos Biotransformados Referéncia
Gibberella FRAGA et al.,
fujikuroi 1992
(223) R, = CO,H; R,=OH
(224) R, =CH,OH; R,=H
Gibberella ALAM;
fujikuroi HANSON;
(227)R; =R, =H SARAH,1991
(228) R, =H; R, = OH
Gibberella ALAM;
fujikuroi HANSON;
SARAH,1991

oc—oO

(226)
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Diterpeno Fungo Produtos Biotransformados Referéncia
Gibberella ALAM;
fujikuroi HANSON;
SARAH,1991
Gibberella ALAM;
fujikuroi HANSON;
SARAH,1991
FRAGA,;
Gibberella HERNANDEZ;
fujikuroi GONZALEZ,

1991
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Diterpeno Fungo Produtos Biotransformados Referéncia
(238) R; = CH,; R, = OH
(239) R, =CH,OH; R, =H
FRAGA,
Gibberella HERNANDEZ;
fujikuroi GONZALEZ,
1991
OH
. HANSON;
Tiuror
J 1990
Y "Con (242)
OH
o T
Gibberella FRAGA et al.;
fujikuroi HO 1987
(245) CO,CH; (246) CO,CH,
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Diterpeno Fungo Produtos Biotransformados Referéncia

Gibberella FRAGA et al.;
fujikuroi 1987

Gibberella FRAGA et al,;
fujikuroi 1987

CO,CHj4
HO

Gibberella FRAGA et al.,

fujikuroi 1986

HO
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Diterpeno Fungo Produtos Biotransformados Referéncia
LOH T2 LOH
'~ (257)R,=H;R,=H
OH RS . _
= (258) R, =OH; R,=H
Gibberella GASKIN et al.,
fujikuroi 1984
(261)R=H
OH
262) R= OH
CO,H R (262)
OH
(267) R, =H;R,=H
~1 (268)R,=OH;R,=H
Gibberella (266) R=H (271) R, =OH;R,=CHO | GASKINetal.,
fujikuroi 1984

(273)
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Diterpeno Fungo Produtos Biotransformados Referéncia
F;;z O(275) R,=H;R,=H
(276) R, = OH; R,= CO,H
(277) R, =OH; R,=H
(279) R=H CO,H
) (280) R = OH
Gibberella GASKIN et al.,
fujikuroi 1984
Gibberella FRAGA et al,;
fujikuroi 1983
Gibberella FRAGA et al,;
fujikuroi 1983
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Diterpeno Fungo Produtos Biotransformados Referéncia
Gibberella FRAGA et al.;
fujikuroi 1983
SHIGEMATSU;
Gibberella MUROFUSHI,
fujikuroi TAKAHASHI,
(291) R = o OH (293) R, =Hi R, =H 1982
(292) R = f— OH (294) R, =OH; R, =H
(295) R, =H; R, = OH
Gibberella FRAGA et al.,
fujikuroi 1981
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Diterpeno Fungo Produtos Biotransformados Referéncia
Gibberella FRAGA et al.,
fujikuroi 1981
JOH
. WADA,
Ci:inblfurfcl)lia YAMASHITA,
J N 1980
(257) R, =H;R,=CH,
(301) R, =R, =CO,H
Gibberella WADA; IMAI;
fujikuroi SHIBATA, 1970
Gibberella HANSON;
fujikuroi WHITE, 1968
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18

Diterpeno Fungo Produtos Biotransformados Referéncia
Mucor . FRAGA et al.;
plumbeus _' “OH 2010
“ (306) R = a- OH
OH  (217)R=OH HO (308)R=p-OH OH (309)
R1
Ry AN “oH g
1 R, BL)R,=R,=R,=H;R,=OH i OH
OH o_HO OH
(312)R, =R, =R, =H; R, = OH 0
OH
= . = = = (315)
Mucor (214) R, =OH; R, =R;=R,=H FRAGA et al.;
plumbeus 2010

(310)

(813)R, =R, =R, = H; R, = OH
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Diterpeno Fungo Produtos Biotransformados Referéncia
Mucor FRAGA,
Iurl1J1beus ALVAREZ;

P SUAREZ, 2003
Mucor FRAGA,;
lumbeus ALVAREZ,

P SUAREZ, 2003

(B20) R, =OH; R, =H
(321)
(101) R, =H; R, =OH
Mucor BOAVENTURA
plumbeus etal., 1995
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Diterpeno Fungo Produtos Biotransformados Referéncia
. OH R OH
‘ l
CO,H (320)R = OH con (32IR=/-OH
- 2
(327)R=H (330) R = a— OH
Mucor YANG et al.,
recurvatus 2007
OH
Psilocybe -p = PECHWANG
cubensis (52)R, =R, = H etal., 2010

(331) R, = H; R,= OH

(332) R, = OH; R, = H




63

Diterpeno Fungo Produtos Biotransformados Referéncia
Ry (834)R;=H;R,=Ac;R;=0OH; R, =H
=~ (335)R, = Ac; R, = H; R, = OH; R, = H
.""’O (B36)R,=H;R,=H;R;,=H; R, =H
R,0"
i o) (B837)R,=H;R,=H; R, =H; R, = OH GARCIA-
Eih':i‘ég‘ri OR; ‘ GRANADOS
g etal., 1990a
Rhizopus CARCIA
ni riczns CRANADOS
g etal., 1990a
Rhizopus GARCIA
Nizop GRANADOS
nigricans

et al., 1990a
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Diterpeno Fungo Produtos Biotransformados Referéncia
Rhizopus ARIAS et al.,
nigricans 1984
Rhizopus ARIAS et al.,
nigricans 1984
Rhizopus GHISALBERTI
nigricans etal., 1977
B3)R,=H; R, = a—-0OH

Rhizopus (B4R, =a-OH;R,=H GHISALBERTI
nigricans etal., 1977

(35 R, =H; R, = -OH
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Diterpeno Fungo Produtos Biotransformados Referéncia
Rhizopus (299 R, =H;R,=0H GHISALBERTI
nigricans etal., 1977

(36) R, =OH; R, =H

Rhizopus (15) R = H TAVEEPANICH

oligosporus etal., 2010
(16) R = OH

Rhizopus SILVA etal.,

stolonifer 1999

Rhizopus BOAVENTURA

stolonifer etal., 1995
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Diterpeno Fungo Produtos Biotransformados Referéncia
OH
Rhizopus SS\N/E?RI\,IA
stolonifer ’
1990
(292)
CO,CH4
Ry
OH VIEIRA;
Verticillium — . — TAKAHASHI,
353)R, =0OH; R, =H ’
lecanii (353) R, 12 BOAVENTURA,
(354)R,=H;R,=p3-0OH 2002

(355) R, = H; R, = & — OH
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Tabela 02 - Diterpenos clerodanos e cauranos biotransformados e seus produtos de biotransformagao

Diterpenos

Produtos

(1) 17-hidroxi-kolavenol

(2) 17,18-dihidroxikolavenol

(3) 3a.,4p,17-trihidroxikolavenol

(4) 13,17,18-trihidroxicleroda-14,15-eno

(5) 17,18-diacetoxi-13-hidroxicleroda-14,15-eno

(6) clerodano lactona

(7) 15,16-dihidroxiclerodano lactona
(8) 2a-hidroxiclerodano lactona

(9)
15,16-epoxi-6-hidroxicleroda
-3,13(16),14-trien-18-o0ato de
metila

(10) 6-hidroxicleroda-3,13-dien-15,16-epoxi-16-0x0-18-oato de
metila
(11) 6-hidroxicleroda-3,13-dien-15,16-epoxi-15-0x0-18-oato de
metila
(12) acido 6,15-dihidroxicleroda-3,13-dien-18-metoxi-18-oxo-
16-oico
(13) 4cido 6,15-dihidroxicleroda-3,13-dien-18-metoxi-18-oxo-
15-oico

(14)
acido ent-caur-16-en-19-oico

(15) &cido ent-7p-hidroxicaur-16-en-19-oico

(16) &cido ent-7,94-dihidroxicaur-16-en-19-oico
(17) &cido ent-78,11a-dihidroxicaur-16-en-19-oico
(18) &cido ent-1a,74-dihidroxicaur-16-en-19-oico
(19) &cido ent-7p,13-dihidroxicaur-16-en-19-oico

(14) éacido ent-caur-16-en-19-
oico

(17) &cido ent-78,11a-dihidroxicaur-16-en-19-oico
(18) &cido ent-1a,74-dihidroxicaur-16-en-19-oico

(20) (-)-17-nor-cauran-16-ona

(21) 3a-hidroxi-17-nor-cauran-16-ona

(22) (+)-17-nor-filocladan-16-
ona

(23) 3p-hidroxi-17-nor-filocladan-16-ona
(24) 17-nor-filocladan-3,16-diona

(25) acido ent-16-ox0-17-nor-
cauran-19-oico

(26) acido ent-13-hidroxi-16-0x0-17-nor-cauran-19-oico
(27) &cido ent-13,160-dihidroxi-17-nor-cauran-19-oico

(28)  ent-19-hidroxi-16-oxo-
17-nor-caurano

(29) ent-7,19-dihidroxi-16-0x0-17-nor-caurano
(30) ent-164,19-dihidroxi-17-nor-caurano

(14)
acido ent-caur-16-en-19-oico

(15) &cido ent-7p-hidroxicaur-16-en-19-oico
(31) &cido ent-154-hidroxicaur-16-en-19-oico
(32) &cido ent-7,154-dihidroxicaur-16-en-19-oico

(24) écido ent-16-0xo0-17-nor-
cauran-19-oico

(33) acido ent-7a-hidroxi-16-0xo-17-nor-cauran-19-oico
(34) &cido ent-1p-hidroxi-16-0x0-17-nor-cauran-19-oico
(35) &cido ent-7-hidroxi-16-0x0-17-nor-cauran-19-oico

(27)  ent-19-hidroxi-16-oxo0-
17-nor-caurano

(29) ent-7,19-dihidroxi-16-0x0-17-nor-caurano
(36) ent-15,19-dihidroxi-16-0x0-17-nor-caurano

(37) ent-caur-16-en-19-ol

(38) ent-cauran-16¢,19-diol
(39) ent-cauran-16a,17,19-triol

(40) ent-16¢,19-
dihidroxicaurano

(41) ent-115,160,19-trihidroxicaurano
(42) ent-19-hidroxi-11,16p-epoxicaurano

(43) acido ent-15-oxocaur-16-
en-19-oico

(44) é&cido ent-16a-hidroxi-15-oxocauran-19-oico
(45) &cido ent-114-hidroxi-15-oxocauran-19-oico
(46) acido ent-16a,17-hidroxi-15-oxocauran-19-oico
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(47)  ent-15-oxocaur-16-en-
19-oato de metila

(48) ent-16a-hidroxi-15-oxocauran-19-oato de metila
(49) ent-11p,16a-dihidroxi-15-oxocauran-19-oato de metila
(50) ent-16a,18-dihidroxi-15-oxocauran-19-oato de metila

(14)
acido ent-caur-16-en-19-oico

(15) &cido ent-7p-hidroxicaur-16-en-19-oico
(51) &cido ent-16a-hidroxicauran-19-oico

(52) &cido ent-16a,17-dihidroxicauran-19-oico
(53) &cido ent-7p,160-dihidroxicauran-19-oico

(54)
ent-18-acetoxicaur-16-en-3,7-
diona

(55) ent-18-hidroxicaur-16-en-3,7-diona

(56) ent-18-hidroxi-16a,17-epoxicaur-3,7-diona
(57) ent-7,18-dihidroxicaur-16-en-3-ona

(58) ent-16a,17,18-trihidroxicaur-3,7-diona
(59) ent-164,17,18-trihidroxicaur-3,7-diona

(60)  ent-18-acetoxicaur-15- | (61) ent-18-hidroxicaur-15-en-3,7-diona
en-3,7-diona (62) ent-17,18-dihidroxicaur-15-en-3,7-diona
(63) ent-18-acetoxicaur-15- | (64) ent-18-hidroxicaur-15-en-7-ona
en-7-ona (65) ent-17,18-dihidroxicaur-15-en-7-ona
(67) ent-3a,15a-dihidroxicaur-9(11),16-dien-19,6-olideo
(68) é&cido ent-34,150-dihidroxi-64,7/-epoxicaur-9(11),16-dien-
(66) i
; . . 19-oico
acido  ent-15a-hidroxicaur-

9(11),16-dien-19-o0ico

(69) &cido ent-34,6p,15a-trihidroxicaur-9(11),16-dien-19-oico

(70) &cido ent-34,150-dihidroxi-6-oxocaur-9(11),16-dien-19-oico

(71) ent-34,64,150-trihidroxi-19-nor-caur-(18),9(11),16-trieno

(72)
ent-15¢,19-dihidroxicaur-
9(11),16-dieno

(73) ent-15a,19-dihidroxi-164,17-epoxicaur-9(11)-eno
(74) ent-150,164,17,19-tetrahidroxicaur-9(11)-eno

(75) ent-124,15a,19-trihidroxicaur-9(11),16-dieno

(76) ent-124,15a,19-trihidroxi-16/,17-epoxicaur-9(11)-eno
(77) ent-124,15a,16,17,19-pentahidroxicaur-9(11)-eno
(78) ent-7a,15a,19-trihidroxicaur-9(11),16-dieno

(79) ent-34,15¢,19-trihidroxicaur-9(11),16-dieno

(80) ent-64,15a,19-trihidroxicaur-9(11),16-dieno

(81) ent-64,15¢,18,19-tetrahidroxicaur-9(11),16-dieno

(24) é&cido ent-16-o0x0-17-nor-
cauran-19-oico

(82) acido ent-2p-hidroxi-16-0x0-17-nor-cauran-19-oico

(83)
ent-7p-acetoxicaur-16-eno

(84) ent-7p-acetoxi-19-hidroxicaur-16-eno

(85) ent-7p-acetoxicaur-16-en-19-al

(86) &cido ent-7p-acetoxicaur-16-en-19-oico

(87) acido ent-7/-acetoxi-34-hidroxicaur-16-en-19-oico

(88) &cido ent-7p-acetoxi-24,3p-dihidroxicaur-16-en-19-oico
(89) acido ent-7/-acetoxi-34,18-dihidroxicaur-16-en-19-oico

(90)
ent-7p-acetoxi-18-
hidroxicaur-16-eno.

(91) acido ent-7/-acetoxicaur-16-en-18-oico

(92) ent-7p-acetoxi-18,19-dihidroxicaur-16-eno

(93) &cido ent-7p-acetoxi-18-hidroxicaur-16-en-19-oico

(94) acido ent-7p-acetoxi-19-hidroxicaur-16-en-18-oico

(95) &cido ent-7p-acetoxi-34,18-dihidroxicaur-16-en-19-oico

(96) ent-7a-hidroxicaur-16-

(97) ent-7a,160,17-trihidroxicaurano
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€no

(98) &cido fujenoico

(99) ent-7a,18-dihidroxicaur-
16-eno

(100) ent-7a,18,19-trihidroxicaur-16-eno

(101) ent-7a,15a,18-
trihidroxicaur-16-eno

(102) ent-7a,1143,15a,18-tetrahidroxicaur-16-eno

(103) ent-7-oxocaur-16-eno

(104) ent-11p,19-dihidroxi-7-oxocaur-16-eno

(105) ent-17,19-dihidroxi-11/,164-epoxi-7-oxocaurano
(106) ent-11p,13-dihidroxi-7-oxocaur-16-eno

(98) acido fujenoico

(107)
ent-18-hidroxi-7-oxocaur-16-
eno

(108) ent-18,19-dihidroxi-7-oxocaur-16-eno

(109) ent-114,18-dihidroxi-7-oxocaur-16-eno

(110) ent-11¢,18-dihidroxi-7-oxocaur-16-eno

(111) ent-18-hidroxi-114,16-epoxi-7-oxocaur-16-eno
(112) ent-64,18-dihidroxi-7-oxocaur-16-eno

(113) ent-18-hidroxi-16a,17-epoxi-7-0xocaurano
(114) ent-1a,18-dihidroxi-7-oxocaur-16-eno

(115) 7-oxocaur-16-en-18,64-olideo

(116) ent-3p,18-dihidroxi-7-
oxocaur-16-eno

(117) ent-3a,6/4,18-trihidroxi-7-oxocaur-16-eno
(118) ent-3a,114,18-trihidroxi-7-oxocaur-16-eno

(119)
ent-154-hidroxi-3-oxocaur-
16-eno

(120) ent-114-hidroxi-3,15-dioxocaurano

(121) ent-7a,114-dihidroxi-3,15-dioxocaurano
(122) ent-11p,15p-dihidroxi-3-oxocaur-16-eno
(123) ent-74,11p,15p4-trihidroxi-3-oxocaur-16-eno
(124) ent-70,115,154-trihidroxi-3-oxocaur-16-eno

(125)
ent-154-hidroxicaur-2,16-
dieno

(126) ent-7a,114-dihidroxi-15-oxocaur-2-eno

(127) ent-7a,114,154-trihidroxicaur-2,16-dieno

(128) 7p,15p4-dihidroxicaur-2,16-dien-19,6-olideo

(129) &cido ent-14,74,154-trihidroxicaur-2,16-dien-19-oico
(130) ent-7a,114,16a-trihidroxi-15-oxocaur-2-eno

(131) ent-70,114,17-trihidroxi-114,16/-epoxicaur-2-eno

(132) acido ent-34-
hidroxicaur-16-en-19-oico

(133) 4cido ent-34,7p-dihidroxicaur-16-en-19-oico
(134) 34,15p4-dihidroxicaur-16-en-19,6-olideo

(135) 4cido ent-15a- | (136) 78,15a-dihidroxicaur-16-en-19,6-olideo
hidroxicaur-16-en-19-oico (137) &cido ent-74,15a-dihidroxicaur-16-en-19-oico
(31) acido ent-15p- | (138) éacido ent-74,154-dihidroxicaur-16-en-19-oico

hidroxicaur-16-en-19-oico

(139) 7p,15p4-dihidroxicaur-16-en-19,6-olideo

(140)
ent-18-hidroxi-15-oxocaur-
16-eno

(141) ent-18-hidroxi-15-oxocaurano

(142) ent-11p,18-dihidroxi-15-oxocaurano
(143) ent-18,19-dihidroxi-15-oxocaurano
(144) ent-7a,18-dihidroxi-15-oxocaurano
(145) ent-11p,160,18-trihidroxi-15-oxocaurano
(146) ent-16p,18,19-trihidroxi-15-oxocaurano
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(147)
ent-15a,16a-epoxi-3-oxocaur-
1-eno

(148) ent-7p,15a-dihidroxi-3-oxocaur-1,16-dieno

(149) ent-15a-hidroxi-11/,16-epoxi-3-oxocaur-1-eno
(150) ent-7p-hidroxi-15a,16a-epoxi-3-oxocaur-1-eno

(151) ent-7a,150-dihidroxi-3-oxocaur-1,16-dieno

(152) ent-15¢,164-dihidroxi-3-oxocaur-1-eno

(153) ent-6a,15a-dihidroxi-114,165-epoxi-3-0xocaur-1-eno
(154) ent-11p,15a-dihidroxi-3-oxocaur-1,16-dieno

(155) ent-7a,150-dihidroxi-114,16/5-epoxi-3-oxocaur-1-eno
(156) ent-7p,15a-dihidroxi-115,16-epoxi-3-oxocaur-1-eno
(157) ent-13,15a-dihidroxi-11/,165-epoxi-3-oxocaur-1-eno
(158) ent-7p,14a,16-trihidroxi-3-oxobeier-1-eno

(159) ent-15¢,17-dihidroxi-11/,165-epoxi-3-oxocaur-1-eno
(160) ent-7p,15a-dihidroxi-164-hidroxi-3-oxocaur-1-eno
(161) ent-11p,15a-dihidroxi-164-hidroxi-3-oxocaur-1-eno

(162)
ent-3a,15p-dihidroxicaur-16-
eno

(163) ent-3a,7a,154-trihidroxicaur-16-eno

(164) ent-3a,114,154-trihidroxicaur-16-eno

(165) ent-3a,7a,11,154-tetrahidroxicaur-16-eno
(166) ent-3a,154-dihidroxi-115,16/-epoxicaurano
(168) ent-3a,7a-dihidroxi-15-oxocaurano

(173) ent-3a,7a,11p-trihidroxi-15-oxocaurano

(167)
ent-3a-hidroxi-15-oxocaurano

(168) ent-3a,7a-dihidroxi-15-oxocaurano
(169) ent-3a,114-dihidroxi-15-oxocaurano
(170) ent-3a,6a,115-trihidroxi-15-oxocaurano
(171) ent-3a,6p,7a-trihidroxi-15-oxocaurano
(172) ent-3a,11p,160-trinidroxi-15-oxocaurano
(173) ent-3a,7a,11p-trihidroxi-15-oxocaurano

(174)
ent-15-oxocaur-16-eno

(175) 16a,17-dihidro-74-hidroxi-15-oxocauran-19,6-olideo
(176) 16a,17-dihidro-15-0x0-GA;,

(177) 16a,17-dihidro-15-0x0-GAs

(178) 16a,17-dihidro-15-0x0-GAy4

(179) 7-formil-16a,17-dihidro-15-0x0-GA14

(180) &cido ent-34,75-dihidroxi-15-oxocauran-19-oico
(181) 16a,17-dihidro-15-0x0-GA;

(182) ent-7p-hidroxi-16a,17-
epoxicaurano

(183) ent-7p,16a,17-trihidroxicaurano
(184) ent-7p,98,16a,17-tetrahidroxicaurano
(185) ent-74,115,16a,17-tetrahidroxicaurano

(186) acido  ent-16a,17-
epoxicauran-19-oico

(52) &cido ent-16a,17-dihidroxicauran-19-oico
(187) 7-formil-16a,17-dihidroxigiberelina A;,

(188) ent-144-hidroxi-
150,16a-epoxicaurano

(189) ent-14p,15a-dihidroxi-114,16-epoxicaurano
(190) ent-7p,14p,150-trihidroxi-11/,16-epoxicaurano
(191) ent-7a,14p,15a-trinidroxi-114,16/-epoxicaurano
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(192)
ent-74,18-dihidroxi-150,16a-
epoxicaurano

(193) ent-7p,15a,18-trihidroxi-11/,16-epoxicaurano
(194) ent-7p,13,18-trihidroxi-15a,16a-epoxicaurano
(195) ent-7p,15a,18-trihidroxicaur-16-eno (eubotriol)
(196) ent-74,14a,18-trihidroxicaur-15-eno (pusilatriol)
(197) ent-7p,150,16/,18-tetrahidroxicaurano

(198) ent-7p,140,16,18-tetrahidroxibeierano

(199)
ent-144,19-dihidroxicaur-15-
eno

(200) ent-14p,15a,19-trihidroxicaur-16-eno

(201) ent-145,150,19-trihidroxi-114,16-epoxicaurano
(202) ent-7p,14,19-trihidroxi-15a,16a-epoxicaurano
(203) ent-74,14p,19-trihidroxicaur-15-eno

(204) acido ent-7p4,144-dihidroxi-15a,16a-epoxicauran-19-oico

(205) &cido ent-7p,14p-dihidroxicaur-15-en-19-oico
(206) 14a-hidroxi-154,1645-epoxi-GAss
(207) &cido ent-64,74,145-trihidroxicaur-15-en-19-oico

(208) &cido ent-64,7,1453,150-tetrahidroxicaur-16-en-19-oico

(209) acido ent-6,7p,145-trihidroxi-15a,16a-epoxicauran-19-

oico

(210)
ent-15¢-hidroxicaur-16-eno

(211) ent-11p,15a-dihidroxicaur-16-eno
(212) ent-7a,114,15a-trihidroxicaur-16-eno
(213) ent-11p,13,15¢-trihidroxicaur-16-eno
(214) ent-114,15a,19-trihidroxicaur-16-eno
(215) ent-114,14p,15a-trihidroxicaur-16-eno

(216)
ent-15¢,18-dihidroxicaur-16-
eno

(217) ent-11,15a,18-trihidroxicaur-16-eno

(218) ent-11¢,15¢,18-trihidroxicaur-16-eno

(102) ent-7a,11,15a,18-tetrahidroxicaur-16-eno

(219) ent-15¢,17,18-trihidroxicaur-114,1/-epoxicaurano

(220) ent-145,19-
dihidroxicaur-16-eno

(221) 14a-hidroxi-GA;

(222) 14a-hidroxi-GAy,

(223) &cido ent-64,74,145-trihidroxicaur-16-en-19-oico
(224) ent-74,145,19-trihidroxicaur-16-eno

(225)
ent-6¢,19-dihidroxicaur-16-
eno

(226) Fujenal
(227) caur-16-en-19,6a-olideo
(228) 7p-hidroxicauren-19,6-olideo

(229) ent-6a,74,19-
trihidroxicaur-16-eno

(226) Fujenal
(230) 7,18-dihidroxicaur-16-en-19,6a-olideo

(231) ent-6,19-dioxocaur-16-
eno

(226) Fujenal

(232) acido ent-6-oxocaur-16-
en-19-oico

(226) Fujenal

(233)
ent-74,150-dihidroxicaur-16-
eno

(234) ent-7p,150,19-trihidroxicaur-16-eno

(235) ent-7p,11p,150-trihidroxicaur-16-eno

(236) ent-74,115,150,160,17-pentahidroxicaurano
(237) ent-7p,115,13,15a-tetrahidroxicaur-16-eno

(195) ent-74,15¢,18-
trihidroxicaur-16-eno

(238) ent-7p,11p,15a,18-tetrahidroxicaur-16-eno
(239) ent-7p,150,18,19-tetrahidroxicaur-16-eno
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(240) ent-7p,17,18-trihidroxi-15a,16a-epoxicaurano
(241) ent-7p4,17,18,19-tetrahidroxicaur-15-eno

(242) 4cido  ent-13,150-
dihidroxicaur-16-en-19-oico

(243) 4cido ent-7p,13,15a-trihidroxicaur-16-en-19-oico

(244)
ent-7p-hidroxicaur-15-eno

(245) isogiberelina A; metil éster
(246) isogiberelina A3
(247) ent-74-hidroxi-15a,16a-epoxicaurano

(248)
ent-18-hidroxicaur-15-eno

(249) ent-7p,18-dihidroxicaur-15-en-19-oato de metila
(250) 7,18-dihidroxicaur-15-en-19,6a-olideo

(251) ent-caur-15-eno

(252) isofujenal metil éster

(253) isogiberelina Az

(254) isogiberelina Asg

(250) 7,18-dihidroxicaur-15-en-19,6a-olideo

(216) ent-15a,18-
dihidroxicaur-16-eno

(255) ent-11,15a,18-dihidroxicaur-16-eno

(256)
acido ent-12a-hidroxicaur-16-
en-19-oico

(257) 120-hidroxi-GA;,

(258) 120-hidroxi-GAy4

(259) GA3g

(260) 128-hidroxi-GA,

(261) &cido ent-78,12a-dihidroxicaur-16-en-19-oico
(262) 4cido ent-64,74,12a-trihidroxicaur-16-en-19-oico
(263) 7a,12p-dihidroxicauren-19,6a-olideo

(264)
acido ent-124-hidroxicaur-16-
en-19-oico

(265) 12p-hidroxi-GA

(266) 12p-hidroxi-GAg

(267) 124-hidroxi-GAs;

(268) 12p-hidroxi-GAy4

(269) 124-hidroxi-GAss

(270) 128-hidroxi-GAz4

(271) 12p-hidroxi-GAss

(272) &4cido ent-64,74,12f-trihidroxicaur-16-en-19-oico
(273) 7p,12p-dihidroxicauren-19,6a-olideo

(274)
acido ent-12-oxocaurenoico

(275) 12-0x0-GAy,

(276) 12-0x0-GAy3

(277) 12-OXO-GA14

(278) 12-0x0-GAy4

(279) 12-0x0-GAg

(280) 12-0x0-GA,4

(281) &cido ent-64,74-dihidroxi-12-oxocaur-16-en-19-oico
(282) 7p-hidroxi-12-oxocauren-19,6a-olideo

(283) acido ent-7-formil-12-oxocaur-16-en-6,19-dioico

(284) ent-caur-6,16-dieno

(285) 7p-hidroxicauren-19,6a-olideo
(286) 7,18-dihidroxicauren-19,6a-olideo

(287) ent-3a,18-
dihidroxicaur-6,16-dieno

(288) ent-3a,18-dihidroxi-6,7/-epoxicaur-16-eno
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(289) ent-18-hidroxicaur-

6,16-dieno

(286) 7,18-dihidroxicauren-19,6a-olideo
(287) ent-3a,18-dihidroxicaur-6,16-dieno
(288) ent-3a,18-dihidroxi-6,7/-epoxicaur-16-eno

(290) ent-13-hidroxicaur-16-
en-19-oato de metila

(291) ent-7a,13-dihidroxicaur-16-en-19-oato de metila

(292) ent-7p,13-dihidroxicaur-16-en-19-oato de metila

(293) ent-11p,13-dihidroxicaur-16-en-19-oato de metila

(294) ent-7a,11p,13-trihidroxicaur-16-en-19-oato de metila
(295) ent-11p,13,15a-trihidroxicaur-16-en-19-oato de metila
(296) ent-13,15a-dihidroxi-11-oxocaur-16-en-19-oato de metila

éziﬁigroxicaur-16-engnt-3a’18- (298) ent-3a,7p,18-trihidroxicaur-16-eno
(298) ent-3a,74,18-

trihidroxicaur-16-eno

(299) ent-3a,7p,16a,18-tetrahidroxicaurano

(300)
ent-12¢-hidroxicaur-16-eno

(257) 120-hidroxi-GA;,

(301) lza-hidrOXi-GAz5

(261) &cido ent-7p,12a-dihidroxicaur-16-en-19-oico
(262) 4cido ent-64,74,12a-trihidroxicaur-16-en-19-oico

(20)
(-)-17-nor-cauran-16-ona

(302) 16-0x0-17-nor-GAs;
(303) 16-0x0-17-nor-GAy,4
(35) &cido ent-74-hidroxi-16-0x0-17-nor-cauran-19-oico

(304) acido ent-13-
hidroxicaur-16-en-19-oico

(305) 7,13-dihidroxicaur-16-en-19,6a-olideo

(216)
ent-15¢,18-dihidroxicaur-16-
eno

(306) ent-3a,15a,18-trihidroxicaur-16-eno

(307) ent-6a,15a,18-trihidroxicaur-16-eno

(308) ent-34,15a,18-trihidroxicaur-16-eno

(217) ent-114,15a,18-trihidroxicaur-16-eno

(309) ent-15¢,17,18-trihidroxi-11/,16/-epoxicaurano

(310)
ent-15¢,19-dihidroxicaur-16-
eno

(311) ent-94,15a,19-trihidroxicaur-16-eno

(312) ent-3a,15a,19-trihidroxicaur-16-eno

(214) ent-114,15a,19-trihidroxicaur-16-eno

(313) ent-6a,15a,19-trihidroxicaur-16-eno

(314) ent-15¢,17,19-trihidroxi-114,16/-epoxicaurano
(315) ent-19-(5-D-glicopiranosil)-15a-hidroxicaur-16-eno
(316) ent-19-(p-D-glicopiranosil)-15-oxocaur-16-eno

(317) ent-74,18-
dihidroxicaur-16-eno

(298) ent-3a,7,18-trihidroxicaur-16-eno
(317) ent-74,17-dihidroxicaur-15-eno
(319) ent-74,16a,17,18-tetrahidroxicaurano

(99) ent-7¢,18-dihidroxicaur-
16-eno candicandiol

(320) ent-7a,94,18-trihidroxicaur-16-eno
(101) ent-7a,15a,18-trihidroxicaur-16-eno
(321) ent-7a,16a,17,18-tetrahidroxicaurano

(47)  ent-15-oxocaur-16-en-
19-o0ato de metila

(322) ent-7a,16a-dihidroxi-15-oxocauran-19-oato de metila

(323) acido ent-13-hidroxi-
16a,17-epoxicauran-19-oico

(324) acido ent-13,16a,17-trihidroxicauran-19-oico
(325) 4cido ent-11p,13,164,17-tetrahidroxicauran-19-oico
(326) acido ent-1a,17-dihidroxi-16-cetobeieran-19-oico

Antonio Honorio de Sousa - Estudo Quimico de Croton limae A. P. S. Gomes, M. F. Sales & P. E. Berry (Euphorbiaceae)



74

(327) &cido ent-7p,17-dihidroxi-16-cetobeieran-19-oico

(328) 4cido ent-17-acetoxi-13,16a-dihidroxicauran-19-oico
(329) &cido ent-11a,13-dihidroxi-16a,17-epoxicauran-19-oico
(330) acido ent-11,13,16a,17-tetrahidroxicauran-19-oico

(14)
acido ent-caur-16-en-19-oico

(52) &cido ent-16a,17-dihidroxicauran-19-oico
(331) acido ent-128,16a,17-trihidroxicauran-19-oico
(332) &cido ent-11p,16a,17-trihidroxicauran-19-oico

(333)
ent-18-acetoxi-3a-hidroxi-
78,150-
isopropilidenodioxicaur-16-
ene

(334) ent-18-acetoxi-3a,13-dihidroxi-74,15a-
isopropilidenodioxicaur-16-eno

(335) ent-3a-acetoxi-13,18-dihidroxi-74,15a-
isopropilidenodioxicaur-16-eno

(336) ent-3a,18-dihidroxi-74,15a-isopropilidenodioxicaur-16-eno
(337) ent-3¢,124,18-trihidroxi-7,15a-isopropilidenodioxicaur-
16-eno

(338) ent-3a,78,13,15a,18-pentahidroxicaur-16-eno

(339) ent-32,164,17,18-dihidroxi-74,15a-
isopropilidenodioxicaur-16-eno

(60) ent-18-acetoxicaur-15- | (62) ent-17,18-dihidroxicaur-15-en-3,7-diona
en-3,7-diona (340) ent-13,18-dihidroxicaur-15-en-3,7-diona
(63) ent-18-acetoxicaur-15- | (341) ent-13,18-dihidroxicaur-15-en-7-ona
en-7-ona (342) ent-3a,13,18-trihidroxicaur-15-en-7-ona
(343) ent-18-acetoxi-3a,75- | (299) ent-3a,7p,16a,18-tetrahidroxicaurano

dihidroxicaurano

(345) ent-3-acetoxi-16a,18-dihidroxicauran-7-ona

g3;f_4d)i0n:nt—18—acetoxmauran— (346) ent-18-acetoxi-34,16a-dihidroxicauran-7-ona
' (347) ent-18-acetoxi-16a-hidroxicauran-3,7-diona
(14)

acido ent-caur-16-en-19-oico

(348) acido ent-6a-hidroxicaur-16-en-19-oico

(25) acido ent-16-ox0-17-nor-
cauran-19-oico

(33) acido ent-7a-hidroxi-16-0x0-17-nor-cauran-19-oico
(34) acido ent-1p-hidroxi-16-0x0-17-nor-cauran-19-oico
(35) &cido ent-74-hidroxi-16-0x0-17-nor-cauran-19-oico

(28)  ent-19-hidroxi-16-oxo-
17-nor-caurano

(29) ent-78,19-dihidroxi-16-0x0-17-nor-caurano
(36) ent-14,19-dihidroxi-16-0x0-17-nor-caurano

(14)
acido ent-caur-16-en-19-oico

(15) &cido ent-7p-hidroxicaur-16-en-19-oico
(16) acido ent-7,94-dihidroxicaur-16-en-19-oico

(14)
acido ent-caur-16-en-19-oico

(15) &cido ent-7p-hidroxicaur-16-en-19-oico
(349) acido ent-12a-hidroxicaur-9(11),16-dien-19-oico
(52) &cido ent-16a,17-dihidroxicauran-19-oico

(47)  ent-15-oxocaur-16-en-
19-oato de metila

(350) ent-7a,115-dihidroxi-15-oxocauran-19-oato de metila

(290) ent-13-hidroxicaur-16-
en-19-oato de metila

(351) ent-94,13-dihidroxicaur-16-en-19-oato de metila
(292) ent-7p,13-dihidroxicaur-16-en-19-oato de metila

(352)
ent-17,19-dihidroxicaurano

(353) ent-11,17,19-trihidroxicaurano
(354) ent-7p4,17,19-trihidroxicaurano
(355) ent-7a,17,19-trihidroxicaurano
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4 DETERMINACAO ESTRUTURAL

4.1 Determinacéo Estrutural de CA-1

O fracionamento cromatografico da fragdo CLH-4, utilizando-se gel de silica (Di: 63
— 200 pm) possibilitou o isolamento de um sélido cristalino, [«]3® = -105,0° (¢ = 0,1;
CHCl3), p.f=178,6 — 179,6 °C, denominado de CA-1 (item 5.5.2.2, p. 250).

O espectro de absor¢do na regido do infravermelho de CA-1 (fig. 11, p. 79) apresentou
uma banda larga de deformacéo axial de ligacdo O-H compreendida entre 3200 e 2800 cm™,
caracteristica de acido carboxilico, superposta a banda de deformacao axial de ligagago C—H
de alcanos, além de absor¢do intensa referente a deformacéo axial de ligagdo C=0 em 1686
cm™.

O espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) de CA-1 (fig. 12, p. 79) mostrou dois
sinais referentes a grupos metilas ligados a carbonos ndo-hidrogenados em 6y 1,17 (3H-19, s)
e 1,06 (3H-20, s), além de sinais atribuidos a dois hidrogénios olefinicos em 6y 4,80 (1H-17,
sl) e 4,75 (1H-17, sl), caracteristicos de dupla ligagdo exociclica, e outros sinais referentes a

hidrogénio ligados a carbonos saturados na faixa entre 4 0,80 a 2,30.

O espectro de RMN C-BB (125 MHz, CDCl;) de CA-1 (fig. 13, p. 80) apresentou 20
linhas espectrais, sugerindo uma possivel estrutura diterpénica. A comparagdo com as
informag®es fornecidas pelo espectro de RMN *C-DEPT 135° (125 MHz, CDCls) (fig. 14, p.
80), indicou a presenca de dois carbonos metilicos, dez carbonos metilénicos, trés carbonos
metinicos e cinco carbonos ndo-hidrogenados, dentre os quais foi possivel assinalar a

presenga de uma carbonila em d¢ 186,1.

O diagrama de contorno do espectro de correlagdo heteronuclear (*H, *C) a uma
ligacdo (HSQC) de CA-1 (fig. 15, p. 81), permitiu correlacionar, inequivocamente, 0S
deslocamentos quimicos dos hidrogénios (*H) a seus respectivos carbonos (*3C) (tab. 03, p.
78). A anélise mostrou ainda as correlacdes dos hidrogénios em 6y 4,80 € 4,75 (2H-17) com 0
carbono metilénico com hibridacdo sp?m 8¢ 103,3 (C-17), confirmando a presenca de uma

dupla ligacdo exociclica e a sugestdo de um esqueleto diterpénico do tipo caureno.

No espectro bidimensional de correlagdo heteronuclear & longa distancia *H, B¢ -
HMBC (fig. 16, p. 81) foram observados as correlagdes do hidrogénio metinico em dy 2,65
(H-13) com os carbonos em d¢ 155,9 (C-16), 49,2 (C-15), 40,0 (C-14), 33,4 (C-12), 18,0 (C-
11) e 44,5 (C-8), dos hidrogénios metilénicos em oy 2,11 e 2,03 (2H-15) com os carbonos em
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dc 155,9 (C-16), 40,0 (C-14), 56,2 (C-9), 44,5 (C-8) e 40,8 (C-7), bem como as correlagdes
dos hidrogénios vinilicos em oy 4,80 e 4,75 (2H-17) com os carbonos em d¢c 155,9 (C-16),
44,1 (C-13) e 49,2 (C-15) (fig. 07).

Figura 07 - Correlagdes relevantes observadas no espectro de HMBC de CA-1 para o posicionamento da ligacdo
dupla

Neste espectro, foram ainda observadas as correlacfes entre os hidrogénios metilicos
em dy 1,06 (3H-20) com os sinais em 6c 38,8 (C-10), 56,2 (C-9), 50,3 (C-5) e 39,7 (C-1), e
dos hidrogénios metilicos em oy 1,17 (3H-19) com os sinais em ¢ 37,2 (C-3), 47,8 (C-4) e
50,3 (C-5) (fig. 08).

Figura 08 - Correla¢des dos hidrogénios metilicos observadas no espectro de HMBC de CA-1

A analise dos dados discutidos, aliada a comparacdo com dados da literatura, permitiu
identificar CA-1 como sendo o acido caurenoico (fig. 10, p. 77) (MONTE; DANTAS; BRAZ-
FILHO, 1988).

O 4cido caurenoico possui ocorréncia natural em duas formas isomericas acido ent-
caur-16-en-19-oico e acido ent-caur-16-en-18-oico, que podem ser caracterizadas através dos
deslocamentos quimicos referentes aos carbonos C-18 e C-19 no espectro de RMN *3C.
Dados da literatura revelam que quando o grupo carboxila esta na posicao equatorial (C-18) e
grupo metila na axial (C-19), o grupo metil passa a absorver em aproximadamente em Jy

18,0. Por outro lado, quando o grupo carboxila se encontra na posi¢éo axial (C-19), e o metila
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na posi¢do equatorial (C-18), os valores de deslocamentos quimicos para o0 grupamento metila
se apresentam préximos de 64 29,0 (ATTA-UR-RAHMAN; AHMAD, 1992a). Esse efeito é
observado devido a interacdo do tipo y-gauche de protecdo, que é consideravelmente maior
sobre a metila na posicdo axial (fig. 09) (ABRAHAM; LOFTUS, 1985).

Figura 09 - Diferenga nos valores de deslocamento quimico dos carbonos metilicos em sistema decalina

O ~ 17 ppm (C-19) dc ~ 29 ppm (C-18)

O valor de deslocamento quimico da metila observado no espectro de RMN *C em 8¢

17,9 no espectro de CA-1, determinou o grupo carboxila na posicao equatorial (C-18).

Grande parte dos diterpenos cauranos encontrados na natureza pertencem a Ssérie
enantio. Com poucas exce¢des (presenca de dupla ligacdo entre C-9 e C-11), os ent-cauranos
sdo caracterizados por apresentarem valores negativos de rotacdo Optica [a]p, desviam a luz
plano-polarizada para a esquerda (GARCIA; OLIVEIRA; BATISTA, 2007). Desta forma,
CA-1 foi classificado como pertencente a série enantio, devido o valor negativo de sua
rotagdo dptica em [a]3° = -105,0°, sendo caracterizado como o &cido ent-caur-16-en-18-0ico
(fig. 10).

Figura 10 - Estrutura de CA-1 (&cido ent-caur-16-en-18-0ico)

HOOC 18 K 19

Apesar da larga ocorréncia no reino vegetal do &cido caurenoico nas duas formas
isoméricas, 0 acido ent-caur-16-en-18-oico foi isolado no género Croton apenas em espécie
Croton argyrophylloides (MONTE; DANTAS; BRAZ-FILHO, 1988) e Croton
antisyphiliticus (PEREIRA et al., 2012).
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Tabela 03 - Dados de RMN H, *C e correlagdes de *H, **C - HSQC e HMBC (500 x 125 MHz, CDCls) de CA-
1 e comparagéo com dados de RMN **C da literatura para o 4cido ent-caur-16-en-18-oico (MONTE; DANTAS;

BRAZ-FILHO, 1988)

HSQC HMBC MONTIE.
DANTAS:
C , , BRAZ-
dc (ppm) SH (ppm; J = Hz) Jer Jen FILHO,
1988*
1,84 (d; 12,8; 1H
1 39,7 ( ) 1H-2a 3H-20; 1H-3a 39,9
0,86 (M)
1,65 (m; 1H)
2 18,2 1H-3a - 18,0
1,56 (m; 1H)
1,75 (m; 1H) 1H-1a; 1H-5:
3 37,2 - 37,0
1,57 (m; 1H) 3H-19
4 478 ; 1H-3a; H-5; ; 476
3H-19
3H-20; 3H-19;
5 50,3 1,66 (m: 1H) - ot 1H-3a 50,0
1,52 (m; 1H
6 235 ( ) 1H-7b: 1H-5 - 233
1,15 (m; 1H)
1,62 (m: 1H
7 408 62 (m; 1H) 1H-6a 1H-15b: 1H-5 40,7
1,45 (m; 1H)
8 445 - 1H-15b; 1H-7b 1H-6b; 1H-13 44,4
2H-15: 2H-14:
9 562 1,17 (m: 1H 1H-11b ’ ’ 56,2
! 7 (m; 1H) 3H-20: 1H-7b: 1H-5 !
10 38,8 - 1H-5; 1H-20 1H-2b 39,8
11 180 1,73 (m; 1H) ; ; 18,0
1,52 (m; 1H)
1,64 (m: 1H
12 334 ( ) 1H-13; 2H-11 1H-14a 33,3
1,57 (m; 1H)
13 441 2,65 (sl; 1H) 1H-14b 2H-17: 1H-11b 44,0
1 -11,3: 1H
14 40,0 96 (d; 11,3; 1H) 1H-13 1H-15a 39,5
1,11 (dd; 11,4 e 4,7; 1H)
15 49,2 2,11 (m; 1H) 1H-14a: 1H-13: 2H-17 49,1
’ 2,03 (m; 1H) ’ ’ ’
2H-17; 1H-13;
16 1559 - 1H15a 1H-14a 155,3
4 I 1H
17 1033 B0 (sl 1H) ; ; 103.2
4,75 (sl; 1H)
18 186,1 - - 1H-3a: 1H-5: 3H-19 185,0
19 16,3 1,17 (s; 3H) - 1H-3a; 1H-5 17.8
20 181 1,06 (s; 3H) - - 16,1

*CDCl3, 125 MHz
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Figura 11 - Espectro de absorcéo na regido do infravermelho de CA-1
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Figura 13 - Espectro de RMN "*C-BB (125 MHz, CDCls) de CA-1
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Figura 15 - Espectro de RMN bidimensional de correlagéo heteronuclear *H, **C - HSQC (500 x 125 MHz,

CDCly) de CA-1
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4.1.1 Derivados Reacionais de CA-1

CA-1 foi utilizado como substrato em reacdes de substituicdo nucleofilica para a
preparacdo de amidas, atraves do uso de uma série de aminas aromaticas para posteriores
estudos farmacoldgicos e avaliacdo da relacdo estrutura-atividade. Foram utilizadas as aminas
p-toluidina (p-metilanilina), p-cloroanilina, anilina e p-anisidina (p-metoxianilina) (fig. 17)
(item 5.6.1, p. 264). O procedimento empregado foi a reagdo de Apple que utiliza
trifenilfosfina e tetracloreto de carbono (VIEIRA et al., 2002).

Figura 17 - Esquema reacional geral para a preparacdo de amidas a partir de CA-1

1. (Ph),P/ CCl,

NH,
e 1T
R

R = H, CH,, OCH,, CI

\4

O mecanismo da reacao envolve, primeiramente, a formacdo do sal de Appel através

da reacdo entre trifenilfosfina e tetracloreto de carbono. O tratamento de alcoois e acidos
carboxilicos com o sal de Appel da origem aos haletos correspondentes. Os cloretos de acila
reagem com aminas mono ou dissubstituidas, através de uma reacdo de substituicdo

nucleofilica aciclica, obtendo-se amidas (fig. 18).

Figura 18 - Proposta mecanistica para formagdo do haleto de acila através da Reacdo de Appel

Cl +
Ph.P- o = PhpP-ClLCCl, (Sal de Appel)

: vc@%
: Phj-@

CO (0]
R/U\’(,)\—H/\'Ccls —> HCCl, + R/g\/‘ —

(0]

+ +
o-PPhs \ PPh,

/'\ o o . le]
cl RA/O) R)Vga - R/U\ + Ph,P=0

Cl

o)
o R
T L
R Cl R R @H R,

(AMIDA)

AR

O &cido ent-caur-16-en-18-oico (CA-1) também foi submetido a reagdo de metilagdo

para a obtencdo de seu respectivo éster metilico (CA1-ME) (item 5.6.2, p. 264).
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4.1.1.1 Reacdo de Substituicdo Nucleofilica utilizando a p-toluidina - Determinagéo
Estrutural de R1CAl

A analise do espectro de absorcéo na regido de infravermelho de R1CA1 (fig. 19, p.
85), quando comparado ao de CA-1 (fig. 11, p. 79), ndo apresentou a absorcdo referente a
deformacéo axial de ligacdo O-H de acido carboxilico entre 3200 e 2800 cm™. No entanto, o
espectro revelou uma absorcdo em 3266 cm™, de deformacéo axial da ligacdo N—H de amidas,
além de uma banda em 1516 cm™ de deformacéo angular da ligacdo N—H, bem como bandas
entre 900 cm™ e 700 cm™ referentes a deformacéo angular fora do plano das ligacdes C—H de

anel aromético.

No espectro de RMN 'H (300 MHz, (CD3),CO) de R1CAL1 (fig. 20, p. 85), foram
observados os sinais referentes a hidrogénios ligados a carbonos aromaticos centrados em dy
7,52 (H-2’ ¢ H-6") e em 8y 7,07 (H-3" ¢ H-5), relacionados a hidrogénios de anéis aromaticos
para substituidos, além de um simpleto largo em 6y 8,53 relacionado a hidrogénio ligado a
nitrogénio. O espectro apresentou ainda um sinal simples em oy 2,25 (3H-17, s), relacionado

aos hidrogénios da metila ligada ao anel aromatico.

A anélise conjunta dos espectros de RMN *C-BB (75 MHz, (CDs),CO) de R1CAl
(fig. 21, p. 86) e de RMN "*C-BB (CDCls, 125 MHz) de CA-1 (fig. 13, p. 80) mostrou 0s
sinais adicionais, referentes aos carbonos pertencentes ao anel aromatico, em d¢ 121,5 (C-2’ e
C-6%), 129,8 (C-3* ¢ C-57), 133,5 (C-4’) e 138,0 (C-17), além de um sinal em &¢ 20,9 (C-17),

associado ao grupo metila ligado diretamente ao anel aromatico.

A atribuicdo dos sinais de hidrogénios aos respectivos carbonos de R1CAL foi
realizada através da comparacdo entre os deslocamentos quimicos dos carbonos de CA-1 e da
analise do diagrama de contorno do espectro de correlacdo heteronuclear (*H, *C) a uma
ligacdo (HSQC) de R1CAL (fig. 22, p. 86), conforme a Tabela 04 (p. 84).

O produto da reagdo denominado
R1CALl, foi entdo caracterizado como sendo o
ent-caur-16-en-18-N-(4-metilfenil)amida,  que

esta sendo relatado pela primeira vez na

literatura.

R1CAl
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Tabela 04 - Dados de RMN *H, *C e correlagdes de H, **C - HSQC (300 x 75 MHz, (CD,),CO) de R1ICALl e
comparacio com dados de RMN **C para CA-1

C HSQC de R1CAl CA-1
¢ (ppm) OH (ppm) (CDCls, 125 MHz)

1,85

1 40,3 0.94 39,7
1,64

2 18,9 1’56 18,2
1,92

3 37,8 154 37.2

4 49,0 - 478

5 51,7 1,80 50,3
1,53

6 23,5 124 235
1,58

7 41,7 140 408

8 45,2 - 44.5

9 57,1 1,23 56,2

10 39,8 - 38.8
1,64

11 18,8 160 18,0
1,70

12 34,1 147 33.4

13 45,0 2,62 (sl) 44.1
2,03

14 40,5 108 40,0
2,10

16 156,4 - 155.9

4,78 (sl)

17 103,7 471 (sl) 103,3

18 177,5 - 186,1

19 17,1 1,29 (s) 16.3

20 18,6 1,13 (s) 18,1

I’ 138,0 - -

2 1215 7,52 )

3’ 129,8 7,07 )

4 133,5 - )

5’ 129,8 7,07 )

6’ 1215 7.52 )

1 20,9 2,25 )
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Figura 19 - Espectro de absorgdo na regido do infravermelho de R1ICA1
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Figura 21 - Espectro de RMN "*C-BB (75 MHz, (CD;),CO) de R1ICA1
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Figura 22 - Espectro de RMN bidimensional de correlacio heteronuclear a uma ligagéo *H, **C - HSQC (300 x

75 MHz, (CD5),CO) de R1CA1
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4.1.1.2 Reacdo de Substituicdo Nucleofilica utilizando a p-cloroanilina - Determinagéo
Estrutural de R2CA1

O espectro de absorcdo na regido de infravermelho de R2CA1 (fig. 23, p. 89), quando
comparado ao de CA-1 (fig. 11, p. 79), ndo apresentou a absorcdo entre 3200 e 2800 cm™
referente a deformacdo axial de ligagdo O-H de acido carboxilico. No entanto, esse espectro
revelou uma absorcdo adicional em 3264 cm™, de deformacdo axial da ligacdo N-H de
amidas, além de uma banda em 1514 cm™ de deformacéo angular da ligagdo N—H, bem como
bandas entre 900 cm™ e 680 cm™ referentes a deformacéo angular fora do plano das ligacdes

C—H de anel aromético.

No espectro de RMN 'H (300 MHz, (CD3),CO) de R2CAL1 (fig. 24, p. 89), foram
observados sinais em oy 7,28 (H-3> ¢ H-5") e 7,68 (H-2’ e H-6’), caracteristicos de
hidrogénios ligados a carbonos aromaticos de anéis para substituidos, além de um sinal em dy

8,76 (sl), associado a hidrogénio ligado a nitrogénio.

A analise comparativa dos espectros de RMN *C-BB (75 MHz, (CD;),CO) de
R2CAL1 (fig. 25, p. 90) e de RMN **C-BB (125 MHz, CDCls) de CA-1 (fig. 13, p. 80),
revelou a presenga dos sinais referentes aos carbonos pertencentes ao anel aromatico, em 0¢
122,8 (C-2’ ¢ C-6") e 129,3 (C-3’ ¢ 5’), ambos associados a dois carbonos magneticamente
equivalentes, além dos sinais de carbonos ndo-hidrogenados em &y 139,4 (C-1°) e d¢c 128,6

(C-4’) totalizando, juntamente com os outros sinais, 26 &tomos de carbono.

A atribuicdo dos sinais referentes aos hidrogénios a cada carbono de R2CAL foi
realizada pela comparacdo entre os deslocamentos quimicos dos carbonos de CA-1 e da
analise do diagrama de contorno do espectro de correlacdo heteronuclear (*H, *C) a uma
ligacdo (HSQC) de R2CAL (fig. 26, p. 90), conforme a Tabela 05 (p. 88).

O produto obtido denominado de R2CAL, foi
caracterizado como sendo o ent-caur-16-en-18-N-(4-
clorofenil)amida, que estd sendo relatado pela

primeira vez na literatura.

2 Z z R2CA1

Antonio Honorio de Sousa - Estudo Quimico de Croton limae A. P. S. Gomes, M. F. Sales & P. E. Berry (Euphorbiaceae)



88

Tabela 05 - Dados de RMN *H, *C e correlagdes de H, **C - HSQC (300 x 75 MHz, (CD,),CO) de R2CALl e
comparacio com dados de RMN **C para CA-1

C HSQC de R2CA1l CA-1
8C (ppm) SH (ppm) (CDC|3, 125 MHZ)

1 40,2 1,84

0,95 39,7
2 18,8 1,64

1,56 18,2
3 37,7 1,92

1,54 31,2
4 49,1 - 478
5 51,6 1,80 50.3
6 23,5 1,54

1,24 235
7 41,6 1,59

1.44 40,8
8 45,2 - 145
9 57,1 1,22 56.2
10 39,8 - 388
11 18,7 1,62

1,60 18,0
12 34,0 1,69

1,46 33,4
13 44,9 2,61 (sl) 441
14 41,0 2,03

1,08 40,0
15 49,9 211

1,98 49,2
16 156,3 - 1550
17 103,7 4,78 (sl)

4,71 (sl) 103,3

18 177,9 - 186.1
19 17,0 1,29 (s) 163
20 18,6 1,12 (s) 181
I’ 139,4 - 3
2 122,8 7,68 )
3 129,3 7,28 -
4 128,6 - 3
5’ 129,3 7,28 i}
6’ 122,8 7,68 )
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Figura 23 - Espectro de absorgdo na regido do infravermelho de R2CA1
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Figura 25 - Espectro de RMN "*C-BB (75 MHz, (CD;),CO) de R2CA1
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Figura 26 - Espectro de RMN bidimensional de correlacio heteronuclear a uma ligacdo 'H, **C - HSQC (300 x
75 MHz, (CD3),CO) de R2CA1
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4.1.1.3 Reacdo de Substituicdo Nucleofilica utilizando a anilina - Determinacao
Estrutural de R3CA1l

O espectro de absorcdo na regido de infravermelho de R3CA1 (fig. 27, p. 93), assim
como R1CAL e R2CA1, ndo apresentou a absorcéo referente a deformacéo axial de ligacédo
O-H de acido carboxilico. Este espectro revelou ainda uma absorcdo em 3267 cm™ de
deformacdo axial da ligacgdo N-H de amidas, além de uma banda em 1526 cm™ de
deformac&o angular da ligagdo N—H, bem como o surgimento de bandas entre 900 cm™ e 680

cm’ referentes a deformacdo angular fora do plano das ligagdes C—H de anel aromatico.

O espectro de RMN *H (300 MHz, (CD3),CO) de R3CAL (fig. 28, p. 93), mostrou
sinais em oy 7,67 (H-2’ e H-6%), 7,27 (H-3* ¢ H-5") e 7,03 (H-4’), caracteristicos de
hidrogénios ligados a anel aromatico monossubstituido, além de um sinal em 6y 8,61 (1H, sl),

associado a hidrogénio ligado a nitrogénio.

A comparacdo realizada entre os espectros de RMN **C-BB (75 MHz, (CD3),CO) de
R3CAL (fig. 29, p. 94) e RMN *C-BB (125 MHz, CDCls) de CA-1 (fig. 13, p. 80), revelou a
presenca dos sinais referentes aos carbonos pertencentes ao anel aromatico em 8¢ 121,4 (C-2’
e C-6%), 124,3 (C-4’), 129,3 (C-3’ ¢ C-5’) e em 6y 140,6 (C-1").

A anélise detalhada do diagrama de contorno do espectro de correlagdo heteronuclear
(*H, **C) a uma ligacéo (HSQC) de R3CAL (fig. 30, p. 94), juntamente com a comparagio
entre os deslocamentos quimicos dos carbonos de CA-1, possibilitou realizar a inequivoca
correlacdo dos deslocamentos quimicos dos hidrogénios (*H) aos seus respectivos carbonos
(**C) conforme mostrado na Tabela 06 (p. 92).

O produto da reacdo de substituicdo
nucleofilica denominado R3CAL, foi caracterizado
como sendo o ent-caur-16-en-18-N-fenilamida, que

esta sendo relatado pela primeira vez na literatura.
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Tabela 06 - Dados de RMN H, *C e correlagdes de 'H, **C - HSQC (300 x 75 MHz, (CD,),CO) de R3CALl e
comparacio com dados de RMN **C para CA-1

HSQC de R3CA1l

CA-1

C
Sc (ppm) SH (pom) (CDCl3, 125 MHz)

1,87

1 40,3 0,94 39,7
1,64

2 18,9 1 54 18.2
1,91

3 37,8 i 37.2

4 49,1 - 478

51,7 1,82 50,3

1,56

6 23,5 25 235
1,62

7 41,6 } 45 40,8

8 45,2 - 445

9 57,1 1,23 56,2

10 39,9 - 38.8
1,62

11 18,8 159 18,0
1,69

12 34,1 ! 48 33,4

13 450 2,62 (sl) 44.1
2,01

14 40,5 108 40,0
2,12

15 50,0 108 49.2

16 156,4 - 155.9

4,79 (sl)

17 103,7 472 (s) 103.3

18 177,7 - 186,1

19 17,1 1,30 (s) 16,3

20 18,6 1,14 (s) 18,1

1’ 140,6 - i

2 121,4 7,67 )

3’ 129,3 7.27 )

4 124,3 7.03 i

5 129,3 7.27 i

6’ 121,4 7,67 )
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Figura 27 - Espectro de absorgdo na regido do infravermelho de R3CA1
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Figura 29 - Espectro de RMN *C-BB (75 MHz, (CD3),CO) de R3CA1
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Figura 30 - Espectro de RMN bidimensional de correlacio heteronuclear a uma ligacdo 'H, **C - HSQC (300 x
75 MHz, (CD3),CO) de R3CA1
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4.1.1.4 Reacdo de Substituicdo Nucleofilica utilizando a p-anisidina - Determinagéo
Estrutural de R4CA1l

O espectro de absor¢do na regido de infravermelho de R4CAL (fig. 31, p. 97) ndo
apresentou a absorcdo referente a deformacdo axial de ligacdo O-H de acido carboxilico,
porém, apresentou absorcdo em 3277 cm™ de deformacéo axial da ligagdo N—H de amidas. De
maneira analoga aos outros derivados, foram observadas bandas em 1509 cm™ de deformagéo
angular da ligacdo N—H, e entre 900 cm™ e 680 cm™ referentes a deformacao angular fora do

plano das ligacdes C—H de anel aromatico.

A analise do espectro de RMN *H (300 MHz, (CD3),CO) de R4CAL (fig. 32, p. 97),
revelou a presenca dos sinais caracteristicos de hidrogénios ligados a anel aromético para
substituido em oy 7,53 (H-2’ ¢ H-6) ¢ 6,84 (H-3" ¢ H-5"). O espectro apresentou ainda um
sinal em 6y 8,51 (sl), associado a hidrogénio ligado a nitrogénio, além de um sinal em dy 3,75

(3H-17, s), relacionado a hidrogénios de um grupo metoxila.

A comparacao entre o espectro de RMN **C-BB (75 MHz, (CD3),CO) de R4CAL (fig.
33, p. 98), com os dados de carbono-13 de CA-1, revelou a presenca dos sinais adicionais
referentes aos carbonos pertencentes ao anel aromatico em d¢ 113,5 (C-3” e C-5), 122,2 (C-
2’ e C-6%), 132,6 (C-1°) ¢ 156,0 (C-1°). O espectro de RMN **C-BB mostrou ainda um sinal
em o¢ 54,76, referente a carbono metilico oxigenado.

Através da anélise do espectro de RMN *H, **C a uma ligacdo (HSQC) de R4CA1
(fig. 34, p. 98), em conjunto com os dados obtidos para CA-1, foi possivel realizar os
assinalamentos inequivocos de cada absorcdo de carbono com o0s Seus respectivos

hidrogénios, de acordo com a Tabela 07 (p. 96).

A amida obtida denominada R4CA1, foi
caracterizada como sendo o ent-caur-16-en-18- N-
(4-metoxifenil)amida, que esta sendo relatada pela

primeira vez na literatura

1 4 2 R4ACAl
H,CO 5
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Tabela 07 - Dados de RMN *H, *C e correlagdes de 'H, **C - HSQC (300 x 75 MHz, (CD5),CO) de R4CAL e
comparacio com dados de RMN **C para CA-1

c HSQC de R4CAl CA-1
SC (ppm) 8H (ppm) (CDC|3, 125 MHZ)

1,86

1 39,4 092 39,7
1,65

2 17,9 1’56 18,2
1,91

3 36,8 1’53 37.2

4 47,9 - 47.8

S 50,7 1,80 50,3
1,52

6 22,5 124 235
1,58

7 40,7 143 40,8

8 44,2 - 445

9 56,2 1,22 56,2

10 359 - 38.8
1,62

11 17,8 160 18,0
1,70

12 331 146 33.4

13 440 2,62 (sl) 441
2,02

14 39,5 108 40,0
2,11

15 49,0 108 49.2

16 1554 - 155,9

4,79 (sl)

17 102,7 4.72 (sl) 103,3

18 176,4 - 186,1

19 16,1 1,29 (s) 16,3

20 17,6 1,13 (s) 18,1

I’ 1326 - i

2 1222 7,53 i

3> 1135 6,84 i

4> 156,0 - i

57 1135 6,84 i

6 122,2 7,53 i

1” 54,8 3,75 (8) )
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Figura 31 - Espectro de absorgdo na regido do infravermelho de R4CA1
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Figura 33 - Espectro de RMN *C- BB (75 MHz, (CD3),CO) de R4CA1
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Figura 34 - Espectro de RMN bidimensional de correlagio heteronuclear a uma ligacéo 'H, **C - HSQC (300 x

75 MHz, (CD5),CO) de R4CA1
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4.1.1.5 Reacao de Metilacdo de CA-1 - Determinagéo Estrutural de CA1-ME

A reacdo de metilagdo de CA-1 levou a obtencdo de um solido cristalino com p.f =
126,0 — 128,1 °C, denominado de CA1-ME (item 5.6.2, p. 264).

Comparagdo dos espectros de RMN *H (300 MHz, CDCls) de CA1-ME (fig. 35, p.
101) e CA-1 (fig. 12, p. 79), revelou um sinal intenso em oy 3,65 (3H, s) associado aos
hidrogénios de grupo metoxila. Os demais sinais apresentaram similaridade com os

deslocamentos quimicos obtidos para CA-1.

A analise comparativa dos espectros de RMN **C - BB (CDCls;, 75 MHz) (fig. 36 p.
101) e DEPT 135° de CA1-ME (fig. 37 p. 102) com os de CA-1, revelou a presenca do sinal
adicional, referente ao carbono sp® ligado a oxigénio de grupo metoxila, em 8¢ 52,0. Os
demais sinais apresentaram similaridade com os deslocamentos quimicos obtidos para o

espectro de CA-1.

A atribuicdo dos sinais referentes a cada carbono de CA1-ME foi realizada pela
comparacao entre os deslocamentos quimicos dos carbonos de CA-1 com os de CA1-ME,
além da analise dos espectros de HSQC (fig. 38, p. 102) conforme Tabela 08 (p. 100).

O produto da reacdo de metilacdo de CA-1,
denominado CA1-ME, foi -caracterizado como

sendo o ent-caur-16-en-18-oato de metila.
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Tabela 08 - Dados de RMN H, *C e correlagdes de *H, **C - HSQC e HMBC (300 x 75 MHz, CDCl;) de CA1-
ME e comparagéo com dados de RMN **C para CA-1

c HSQC de CA1-ME CA-1
8(: (ppm) SH (ppm; J= Hz) (CDCIs, 125 MHZ)

1,83 (m; 1H)

1 39,7
39,8 0,87 (m; 1H)
1,62 (m; 1H)

2 18,2
18,2 1,58 (m; 1H)
1,71 (m; 1H)

3 37,2
37,1 1,53 (m; 1H)

4 48,1 - 47.8

50,8 1,68 (m; 1H) 50,3
1,51 (m; 1H)

6 23,5
23,5 1,02 (m; 1H)
1,58 (m; 1H)

7 40,8
40,9 1,44 (m; 1H)

8 446 - 445

9 56,3 1,18 (m; 1H) 56,2

10 38,9 - 38,8
1,64 (m; 1H)

11 18,0
18,0 1,55 (m; 1H)
1,66 (m; 1H)

12 33,4
33,4 1,48 (m; 1H)

13 442 2,64 (sl; 1H) 441
1,97 (m; 1H)

14 40,0
40,0 1,10 (m; 1H)
2,09 (m; 1H)

15 49,2
49,3 2,05 (m; 1H)

16 156,0 - 155,9
4,80 (sl; 1H)

17 103,3
103,2 4,74 (sl; 1H)

18 179,8 - 186,1

19 16,7 1,17 (s; 3H) 16,3

20 18,1 1,06 (s; 3H) 18,1

HsCO— 52,0 3,65 (s; 3H) -

*CDCls;, 125 MHz
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Figura 35 - Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCls;) de CA1-ME

65980
6880
SLOO'L
9800° L
82€0’L
€LE0°L
S960°L
S/80°L
80L°L
34303
sGel'L
LLOL' L
8loc’t
8GLv'L
0ser' L
0csy' L
638G
Leov'L
9LLY'L
SG8Y° L
T
0€0S"L
EVISL
681G°L
32504
V6ES' L
8vvs'L
cLSS’)
90.S°L
0265+
£909°L
S619°L
60€9°L
G8EY'L
S0S9'L
Slo9'L
1299}
¥8.9°L
Sv89'L
9689'L
6LLL
C9EL’L
8rig’L
G868’
€8Y6'L
2GS6' L
€986'L
9266 |
L200¢
20s0C
0650C
8/90¢C
2s80¢
vi60¢C
09v9'¢
2969t
6EVLY
166LY
6108V
002,

—

A WWL

|

i

[Te)
n
<o

o
o<}
o

E

0|

E

i

W

12'e

|

60°¢C

6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 35 3.0 25 20 1.5 1.0 ppm|

7.0

7.5

Figura 36 - Espectro de RMN *C-BB (75 MHz, CDCls) de CA1-ME
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Figura 37 - Espectro de RMN 3C - DEPT 135° (75 MHz, CDC
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Figura 38 - Espectro de RMN bidimensional de correlacdo heteronuclear *H, **C - HSQC (300 x 75 MHz,
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4.2 Determinacéo Estrutural de CA-2

O fracionamento cromatogréfico da fracdo CLH-4, utilizando-se gel de silica (Din; 63-
200 pm), possibilitou o isolamento de um sélido cristalino incolor, com [a]3® = — 87,0° (c =
0,1; CHCIy), p.f =202,3 — 204,5 °C, denominado CA-2 (item 5.5.2.2, p. 250).

O espectro de absorcdo na regido do infravermelho de CA-2 (fig. 41, p. 106)
apresentou absorcdes em 1696 cm™ (vc-o), 1277 cm™ (vc.o) e bandas compreendida entre

3200 e 2800 cm™ (vo_n e v c5p3_H) indicando a presenca de um &cido carboxilico.

O espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) de CA-2 (fig. 42, p. 106) mostrou dois
sinais referentes a grupos metilas ligados a carbonos ndo-hidrogenados em 6y 1,15 (3H-19, s)
e 1,11 (3H-20, s), além de sinais em oy 5,94 (1H-17, sl) e 5,24 (1H-17, sl) na regido de
hidrogénios olefinicos de uma dupla ligacdo dissubstituida, e hidrogénios ligados a carbonos
saturados na faixa de 640,79 a 3,05.

De maneira anéloga a CA-1, o espectro de RMN **C-BB (125 MHz, CDCls) de CA-2
(fig. 43, p. 107) também apresentou 20 linhas espectrais, sugerindo um esqueleto diterpénico
para este composto. Os deslocamentos quimicos dos sinais relativos a estes dois compostos
também foram semelhantes, onde a principal diferenca observada no espectro de CA-2 foi a
auséncia de um grupo metilénico e a presenca de um grupo carbonila adicional em ¢ 210,5,
de acordo com as informag6es fornecidas pelo espectro de RMN *C-DEPT 135° de CA-2
(fig. 44, p. 107).

O diagrama de contorno do espectro de correlagdo heteronuclear (*H, *C) a uma
ligacdo (HSQC) de CA-2 (fig. 45, p. 108), possibilitou correlacionar, inequivocamente, 0s
deslocamentos quimicos dos hidrogénios (*H) a seus respectivos carbonos (*3C) (tab. 09, p.
105). Nesta analise observou-se as correlagdes dos hidrogénios em oy 5,94 e 5,25 (2H-17)
com o sinal em &¢ 114,2 (C-17), confirmando a prensenca de uma dupla ligagdo exociclica,

caracteristica de certos esqueletos cauranos, ja observado para CA-1.

No espectro bidimensional de correlagdo heteronuclear a longa distancia *H, *C -
HMBC (fig. 46, p. 108), destacaram-se as correlagoes dos hidrogénios vinilicos em 6y 5,94 e
5,24 (2H-17) com os carbonos em oc 149,5 (C-16), 210,5 (C-15) e 38,2 (C-13) e dos
hidrogénios metilénicos centrados em oy 2,38 e 1,36 com os carbonos em d¢c 210,5 (C-15),
149,5 (C-16) e 38,2 (C-13), o0 que determinou a posi¢édo da carbonila cetdnica em 6¢ 210,5 no
carbono C-15 (fig. 39, p. 104).
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Figura 39 - CorrelacBes relevantes observadas no espectro de HMBC de CA-2 para o posicionamento da
carbonila no carbono C-15

As diferencas observadas nos deslocamentos quimicos dos carbonos da dupla ligacédo
C16-C17, quando comparados as respectivas posi¢cdes de CA-1, puderam ser justificadas pela
conjugacao desta ligagcdo com a carbonila em C-15 presente em CA-2. Em CA-1 os carbonos
C-16 e C-17 apresentaram deslocamentos quimicos de dc 155,9 e 103,3, respectivamente,
enquanto que em CA-2 estes carbonos passaram a absorver em oc 1495 e 1149,

respectivamente.

A andlise de todos os dados espectroscopicos obtidos de CA-2, bem como a
comparagdo com dados da literatura, possibilitou identificar CA-2 como o acido ent-caur-16-
en-15-0xo0-18-oico (fig. 40), ja isolado de C. argyrophylloides (MONTE; DANTAS; BRAZ-
FILHO, 1988) e C. tonkinensis (GIANG et al., 2005) para 0 género. De forma analoga a CA-1,
CA-2 também apresentou valor negativo de rotagdo dptica em [a]3° = -87,0° e, desta forma,

também foi classificado na série enantio.

Figura 40 - Estrutura de CA-2 (acido ent-caur-16-en-15-0x0-18-0ico0)

A literatura relata para o acido ent-caur-16-en-15-0x0-18-oico atividade citotdxica
frente as células HL-60 (leucemia), MDA-MB-435 (melanoma), SF-295 (glioblastoma), e
HCT-8 (carcinoma) (SANTOS et al., 2009).
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Tabela 09 - Dados de RMN H, *C e correlagdes de *H, **C - HSQC e HMBC (500 x 125 MHz, CDCls) de CA-
2 e comparacéo com dados de RMN *C da literatura para o acido ent-caur-16-en-15-0x0-18-0oico (MONTE;
DANTAS; BRAZ-FILHO, 1988)

HSQC HMBC MONTE;
C DANTAS;
6C (ppm) OH (ppm; J = Hz) 2\]CH 3JCH BRAlZg-SFSI_L_HO'
1,80 (m; 1H)
1 389 1H-2b 3H-20 38,7
0,88 (m; 1H)
1,66 (m; 1H)
2 182 2H-1; 1H-3b - 18,0
1,48 (m; 1H)
1,79 (m; 1H)
3 369 - 3H-19 36,8
1,58 (m; 1H)
1H-5
4 476 - - 47,6
5 495 1,78 (m; 1H) - - 49,3
1,44 (m; 1H)
6 21,7 1H-7a; 1H-5 - 21,7
1,27 (m; 1H)
2,05 (td; 14,15 e 4,6; 1H)
7 332 - 1H-9; 1H-5 33,0
1,24 (m; 1H)
8 52,7 - 2H-14 1H-11a 52,7
9 526 1,33 (m; 1H) 1H-11a 2H-14 52,4
10 395 - 1H-9 - 39,5
1,64 (m; 1H)
11 17,8 - - 17,8
1,53 (m; 1H)
1,88 (m; 1H)
12 325 - 1H-14b 32,3
1,67 (m; 1H)
13 383 3,03 (sl; 1H) 1H-14 2H-17; 1H-11b 38,1
2,38 (d; 11,8; 1H)
14 36,8 - - 36,6
1,36 (dd; 11,0 e 3,85; 1H)
2H-14a;
15 210,6 - - 210,4
2H-17
16 1495 - 2H-17 1H-14b; 1H-12a 149,3
5,94 (sl; 1H)
17 1149 - - 114,8
5,25 (sl; 1H)
18 185,2 - - 3H-19 185,0
19 16,3 1,15 (s; 3H) - 1H-5 17,5
20 18,0 1,11 (s; 3H) - - 16,1

* (CDCl,, 125 MHz)
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Figura 41 - Espectro de absorcéo na regido do infravermelho de CA-2
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Figura 43 - Espectro de RMN "*C-BB (125 MHz, CDCls) de CA-2
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Figura 45 - Espectro de RMN bidimensional de correlagéo heteronuclear *H, **C - HSQC (500 x 125 MHz,

CDCly) de CA-2
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4.2.1 Reacdo de Metilagcdo de CA-2 - Determinacéo Estrutural de CA2-ME

A reacdo de metilagdo do composto CA-2, utilizando iodometano e carbonato de
potassio em propanona, levou a obtencdo do derivado metilado CA2-ME na forma de um
solido cristalino (item 5.6.2, p. 264).

O espectro de RMN *H (300 MHz, CDCls) de CA2-ME (fig. 47, p. 111), quando
comparado ao espectro de RMN *H (500 MHz, CDCl;) de CA-2 (fig. 42, p. 106), apresentou
um sinal adicional intenso em 6y 3,67 (3H, s) associado aos hidrogénios de grupo metoxila.
Os demais sinais apresentaram similaridade com os deslocamentos quimicos obtidos para
CA-2.

A anélise comparativa dos espectros de RMN **C - BB (75 MHz, CDCly) (fig. 48, p.
111) e DEPT 135° de CA2-ME (fig. 49, p. 112) com os de CA-2, revelou a presenca do sinal
adicional, referente ao carbono sp® ligado a oxigénio de grupo metoxila, em 8¢ 52,5. Os
demais sinais apresentaram similaridade com os deslocamentos quimicos obtidos para o

espectro de CA-2.

A atribuicdo dos sinais referentes a cada carbono de CA2-ME foi realizada pela
comparacdo entre os deslocamentos quimicos dos carbonos de CA-2 com os de CA2-ME,
além da analise dos espectros de HSQC (fig. 50, p. 112) conforme Tabela 10 (p. 110).

O produto da reacdo de metilacdo de CA-
2, denominado CA2-ME, foi caracterizado como

sendo o ent-caur-16-en-15-0x0-18-o0ato de metila.
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Tabela 10 - Dados de RMN H, **C e correlacdes de 'H, **C - HSQC e HMBC (500 x 125 MHz, CDCl;) de
CA2-ME e comparacéo com dados de RMN **C de CA-2

c HSQC CA-2
- SV (CDCly, 125 MHz)

1,84 (m; 1H)

1 39,0 38,9
0,88 (m; 1H)
1,65 (m; 1H)

2 18,2 18,2
1,55 (m; 1H)
1,73 (m; 1H)

3 36,8 36,9
1,53 (m; 1H)

4 47,9 - 47,6
5 49,7 1,81 (m; 1H) 49,5
1,46 (m; 1H)

6 21,7 21,7
1,05 (m; 1H)

2,02 (td; 13,5 e 4,4; 1H)

7 33,2 33,2
1,26 (m; 1H)

8 52,7 - 52,7
9 52,7 1,33 (m; 1H) 52,6
10 39,6 - 39,5
1,61 (m; 1H)

11 17,8 17,8
1,51 (m; 1H)

1,89 (m; 1H)

12 32,5 32,5
1,70 (m; 1H)

13 38,3 3,05 (sl; 1H) 38,3
2,39 (d; 11,9; 1H)

14 36,8 36,8
1,37 (m; 1H)

15 210,5 - 210,6
16 149,6 - 149,5
17 1148 5,95 (sl; 1H); 5,26 (sl; 1H) 1149
18 179,22 - 185,2
19 16,6 1,17 (s; 3H) 16,3
20 18,0 1,15 (s; 3H) 18,0

HsC- 525 3,67 (s; 3H) -
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Figura 49 - Espectro de RMN *3C - DEPT 135° (75 MHz, CDCl;) de CA2-ME
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Figura 50 - Espectro de RMN bidimensional de correlacéo heteronuclear *H, **C - HSQC (300 x 75 MHz,
CDCls) de CA2-ME
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4.3 Determinacéo Estrutural de CA-3

O tratamento cromatografico da fragdo CLH-4, proveniente do extrato hexanico do
caule de Croton limae, forneceu um composto na forma de um soélido cristalino incolor, com
[a]d® = +51,3° (¢ = 0,1; CHCly), p.f = 122,5 — 124,1 °C, denominado CA-3 (item 5.5.2.2, p.
250).

A anélise do espectro de absorcdo na regido do infravermelho de CA-3 (fig. 57, p.
118) revelou absorcées em 1663 cm™ e em 1701 cm™, referentes as deformacdes axiais das
ligacBes C=0, além de uma banda de deformacdo axial de ligagdo O—H em 3469 cm™. Este
espectro também apresentou outras bandas em 1164 e 1153 cm™ relativas as deformagdes
axiais de ligagBes C—O, além de bandas fracas em 3146 e 3126 cm™, referentes a deformacéo

axial de ligacdo =C-H.

O espectro de RMN *'H (500 MHz, CDCls) de CA-3 (fig. 58, p. 118) revelou
absor¢oes em oy 0,80 (3H-19, s), 0,82 (3H-20, s) e 1,35 (3H-18, s) de hidrogénios de grupos
metilas ligados a carbonos ndo-hidrogenados, além de um dupleto em 64 0,88 (3H-17, d, J =
6,7 Hz) referente a um grupo metila ligado a carbono mono-hidrogenado. Foram observados
ainda sinais em &y 8,02 (1H-16, sl), 7,42 (1H-15, d, J = 1,2 Hz) e 6,75 (1H-14, sl), tipicos de
um anel furnico monossubstituido, e uma série de sinais na regido de dy 1,30 - 3,00, relativos

a hidrogénios de grupos metinicos e metilénicos.

No espectro de RMN **C-BB (125 MHz, CDCl;) de CA-3 (fig. 60, p. 119), foram
observadas 20 linhas espectrais, 0 que sugeriu um esqueleto diterpénico para o composto.
Neste espectro foram observados sinais em o¢ 215,3 (C-3) e 195,2 (C-12) referentes a dois
grupos carbonilas, um sinal em 3¢ 81,7 (C-4) referente a um carbono oxigenado, além dos
sinais em d¢ 147,0 (C-16), 144,5 (C-15), 129,7 (C-13) e 108,8 (C-14) relativos aos carbonos

sp® do anel furanico, como ja sugerido no espectro de RMN *H.

A comparacdo com o espectro de RMN *C-DEPT 135° (fig. 61, p. 120), permitiu
correlacionar os carbonos na estrutura de CA-3 com seu respectivo padréo de hidrogenagéo,
os quais foram identificados como 4 carbonos metilicos, 5 carbonos metilénicos, 5 carbonos
metinicos e 6 carbonos ndo-hidrogenados, sugerindo a formula molecular CyoH,304 (IDH = 7)

para 0 composto.

O diagrama de contorno do espectro de correlagdo heteronuclear (*H, *C) a uma
ligagdo (HSQC) de CA-3 (fig. 62, p. 120) permitiu assinalar de forma inequivoca cada
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absorcdo de carbono com os seus respectivos hidrogénios, de acordo com a Tabela 11 (p.
117).

A analise dos dados até entdo apresentados sugeriu que CA-3 poderia trata-se de
diterpeno com esqueleto do tipo clerodano, de larga ocorréncia em espécies de Croton.
Segundo Palmeira-Junior, Conserva e Barbosa Filho (2006) existem mais de uma centena de
diterpenos clerodanos relatados na literatura para o género, porém estes compostos
apresentam-se em pelo menos quatro tipos esqueletais, distinguidos através da cadeia ligada
ao carbono C-9 (fig. 51).

Figura 51 - Modelos estruturais de esqueletos clerodanos encontrados no género Croton
15

18 18

Fonte: PALMEIRA-JUNIOR; CONSERVA; BARBOSA FILHO, 2006

Com base nesses dados, realizou-se uma analise mais detalhada a cerca da estrutura de
CA-3, através do espectro de RMN bidimensional de correlacdo heteronuclear a longa
distancia *H, *C - HMBC (fig. 63, p. 121).

Esta analise revelou as correlagdes dos hidrogénios metilicos em &y 1,35 (H-18) com o
carbono oxigenado em oc 81,7 (C-4), o carbono ndo-hidrogenado em &¢c 45,3 (C-5) e 0
carbono carbonilico em 3¢ 215,3, determinando sua posi¢cdo no carbono C-3. O espectro
revelou as correlaces dos hidrogénios metilénicos em 6y 2,51 e 2,38 (2H-2) com os carbonos
em o¢c 23,8 (C-1), 41,6 (C-10), 81,7 (C-4) e 215,3 (C-3), e dos hidrogénios metilénicos em oy
1,38 e 1,35 (2H-7) com os carbonos em 6¢ 45,3 (C-5), 31,2 (C-6), 37,5 (C-8) e 16,7 (C-17),

respectivamente. Tais dados possibilitaram posicionar a hidroxila no carbono C-4 (fig. 52).

Figura 52 - Correlagdes relevantes observadas no espectro de HMBC de CA-3
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O posicionamento da carbonila em d¢ 195,2, no carbono C-12, foi confirmada pelas
correlagdes dos hidrogénios metilénicos em oy 2,81 e 2,70 (2H-11) com os carbonos em ¢
17,7 (C-20), 37,4 (C-8), 41,6 (C-10) e 195,2 (C-12) e das correlacbes dos hidrogénios
metilicos em 6y 0,88 (3H-17) com os carbonos em &¢ 26,8 (C-7), 37,4 (C-8) e 41,6 (C-10)
(fig. 53).

Figura 53 - CorrelacBes relevantes observadas no espectro de HMBC de CA-3 para o posicionamento da
carbonila em C-12

YWW

(H\\
H—1

Em adicdo, a posicdo do anel furénico, ligado ao carbono carbonilico (C-12), foi
confirmado pelas correla¢Ges entre os sinais dos hidrogénios em 6y 2,81 e 2,70 (2H-11) com
o carbono em ¢ 129,7 (C-13). O espectro de HMBC apresentou também as correlagdes entre
o0 hidrogénio em &y 6,75 (H-14) com os carbonos em &¢ 129,7 (C-13), 144,5 (C-15) e 147,0
(C-16), correlagdes do hidrogénio em oy 7,42 (H-15) com os carbonos em d¢ 108,8 (C-14),
129,7 (C-13) e 147,0 (C-16) e do hidrogénio em oy 8,02 (H-16) com os carbonos em d¢ 108,8
(C-14), 129,7 (C-13) e 144,5 (C-15) (fig. 54).

Figura 54 - Correlagdes observadas no espectro de HMBC de CA-3 envolvendo o anel furanico

A analise do espectro bidimensional de NOESY de CA-3 (fig. 64, p. 121) apresentou
correlagfes espaciais entre o hidrogénio H-10 (64 2,69) com os hidrogénios H-18 (o4 1,35),
confirmando a posigdo axial para a metila C-18. O espectro revelou ainda o acoplamento
homonuclear dipolar entre os hidrogénios H-20 (34 0,82) com o hidrogénio H-1, (dn 1,72) €

com os hidrogénios H-11 (64 2,81 e 2,70). Desta forma, foi possivel propor, em comparagao
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com os dados de outros diterpenos clerodanos ja isolados (PALMEIRA-JUNIOR,;
CONSERVA; BARBOSA FILHO, 2006), a estereoquimica relativa da molécula de CA-3,

representada na Figura 55.

Figura 55 - Correlagdes relevantes observadas no espectro de NOESY de CA-3, evidenciando a posiagéo axial
para a metila C-18

A reunido de todos os dados espectroscopicos discutidos e a comparacdo com dados
de RMN 3C descritos na literatura (tab. 11, p. 117), possibilitou identificar CA-3 como sendo
0 3,12-diox0-15,16-epoxi-4a-hidroxicleroda-13(16),14-dieno (fig. 56), um ent-neo-clerodano
cujo o epimero, 3,12-dioxo-15,16-epoxi-44-hidroxicleroda-13(16),14-dieno, ja foi isolado de
Croton argyrophylloides (MONTE; DANTAS; BRAZ-FILHO, 1988) e Croton hovarum
(KREBS; RAMIARANTSOA, 1996).

Figura 56 - Estrutura de CA-3 (3,12-dioxo0-15,16-epoxi-4a-hidroxicleroda-13(16),14-dieno)
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Tabela 11 - Dados de RMN *H, *3C e correlagées de *H, *C - HSQC e HMBC (500 x 125 MHz, CDCls) de CA-
3 e comparacdo com dados de RMN **C da literatura para o 3,12-dioxo-15,16-epoxi-4a-hidroxicleroda-
13(16),14-dieno (MONTE; DANTAS; BRAZ-FILHO, 1988)

HSQC HMBC MONTE;
DANTAS;
C BRAZ-
6C (ppm) 8H (ppm; J = Hz) 2JCH 3\JCH F“_HO,
1988*
2,00 (m; 1H)
1 23,8 2H-2; 1H-10 23,7

1,72 (qd; 13,1 e 5,2; 1H)

2,51 (td; 14,0e 7,3; 1H)
2 36,2 2H-1 36,1
2,38 (ddd; 14,2e5,0e 1,7; 1H)

3 2153 - 2H-2 2H-1; 3H-18 215,0
1H-2b; H-10;
4 81,7 - 3H-18 81,5
3H-18
5 45,3 - 2H-6 2H-6; 1H-7a 45,2

1,63 (td; 13,0 e 4,1; 1H)
6 312 1H-7a 3H-19 31,1
1,46 (dt; 13,0 e 3,1; 1H)

1,38 (m; 1H)
7 26,9 2H-6; 1H-8 3H-17 26,8
1,35 (m; 1H)
8 37,5 1,85 (m; 1H) 1H-7a; 3H-17 2H-6; 3H-20 37,4
9 42,0 - 1H-1b; 3H-17 42,0
1H-2b; 1H-8;
10 41,6 2,69 (m; 1H) 2H-1 425
2H-11

2,81 (d; 15,9; 1H)
11 473 3H-20 47,0
2,70 (d, 15,7; 1H)

12 19572 - 2H-11 195,0
13 1297 - 1H-14; 1H-16  2H-11; 1H-15 129,7
14 1088 6,75 (sl; 1H) 1H-16 108,7
15 1445 7,42 (d; 1,2; 1H) 1H-14 1H-16 144.4
16 1470 8,02 (sl; 1H) 1H-15; 1H-14 146,8
17 16,7 0,88 (d; 6,7; 3H) 14,9
18 219 1,35 (s; 3H) 21,8
19 150 0,80 (s; 3H) 1H-6a 16,5
20 178 0,82 (s; 3H) 1H-8 178

* (CDCl,, 125 MHz)
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Figura 57 - Espectro de absorgdo na regido do infravermelho de CA-3
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Figura 59 - Espectro de *H,"H-COSY (500 MHz, CDCls) de CA-3
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Figura 60 - Espectro de RMN *C-BB (125 MHz, CDCl;) de CA-3
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Figura 61 - Espectro de RMN *C-DEPT 135° (125 MHz, CDCls) de CA-3
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Figura 62 - Espectro de RMN bidimensional de correlacdo heteronuclear *H, **C - HSQC (500 x 125 MHz,
CDCly) de CA-3
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Figura 63 - Espectro de correlagéo heteronuclear *H, *C a longa distancia - HMBC (500 x 125 MHz, CDCl;) de
CA-3
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4.3.1 Derivados Reacionais e Biotransformacéo de CA-3

A reacdo de reducdo de CA-3, utilizando boroidreto de sédio (NaBH;) em metanol
(item 5.6.3, p. 265), levou a obtencdo de dois derivados reacionais denominados
CA3RED(A) e CASRED(B) (fig. 65).

O acompanhamento da reacdo em CCD revelou CA3RED(A) como o Unico produto
gerado durante os primeiro 40 minutos de reacdo. O segundo produto formado, CA3RED(B),
¢ observado decorridos este tempo reacional. Apds 80 minutos de reagdo o “spot” associado a
CA3RED(B) vai aumentando a intensidade de sua coloracdo em detrimento do “spot”
associado a CA3RED(A).

Figura 65 - Esquema reacional das redu¢des das carbonilas de CA-3
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O composto CA-3 tambem foi submetido a um processo de biotransformacdo,
utilizando o fungo Rhizopus stolonifer (item 6, p. 266), o que levou a obtencdo de um produto
denominado de CA3-BIO (fig. 66).

Figura 66 — Esquema da reacdo de biotransformacéo de CA-3 por Rhizopus stolonifer

R. stolonifer

CA3-BIO
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4.3.1.1 Determinacéo Estrutural de CASRED(A)

O espectro de RMN *H (300 MHz, CDCls) de CA3RED(A) (fig. 68, p. 125), diferente
do espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCls) de CA-3 (fig. 58, p. 118), mostrou um sinal
referente ao hidrogénio carbinolico em &y 3,63 (1H-3, m). A multiplicidade observada para
este sinal foi associada ao acoplamento entre hidrogénios equatorial-equatorial e equatorial-
axial. Desta forma, foram fixadas a posi¢éo equatorial para o hidrogénio H-3 e a posicdo axial
para a hidroxila resultante da reducdo da carbonila C-3 (fig. 67) (SILVERSTEIN;
WEBSTER; KIEMLE, 2007).

A anélise conjunta dos espectros de RMN **C-BB (75 MHz, CDCls) (fig. 69, p. 125) e
DEPT 135 (75 MHz, CDCl3) de CA3RED(A) (fig. 70, p. 126) em comparacdo com 0
espectro de RMN *C-BB (125 MHz, CDCls) de CA-3 (fig. 60, p. 119) mostrou o sinal
referente ao carbono carbindlico em d¢c 77,2 (C-3) em detrimento do sinal do carbono
carbonilico em d¢ 215,3 (C-3) presente em CA-3.

A atribuicdo dos sinais de hidrogénios aos respectivos carbonos de CASRED(A) foi
realizada através da comparacao entre os deslocamentos quimicos dos carbonos de CA-3 e
analise do espectro de correlacdo heteronuclear a uma ligacdo ‘H, *C (HSQC) de
CA3RED(A) (fig. 71, p. 126), conforme a Tabela 12 (p. 124).

O produto da reacéo de reducdo de CA-3, denominado CA3RED(A), foi caracterizado
como sendo 0 12-0x0-15,16-epoxi-3a,4a-dihidroxicleroda-13(16),14-dieno (fig. 67).

Figura 67 - Estrutura de CA3RED(A) (12-0x0-15,16-epoxi-3a,4a-dihidroxicleroda-13(16),14-dieno)
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Tabela 12 - Dados de RMN *H, **C e correlagées de *H, **C - HSQC (300 x 75 MHz, CDCl;) de CA3RED(A) e
comparacéo com dados de RMN *C de CA-3

C HSQC CA-3
S S . (CDCls, 125 MHz)
1,69 (dd; 8,8 e 3,4; 1H)
1 17,9 238
1,44 (m; 1H)
1,80 (m; 1H)
2 29,8 36,2
1,52 (m; 1H)
3 77,2 3,63 (m; 1H) 215,3
4 76,6 - 81,7
5 42,5 - 45,3
6 32,7 1,42 (m; 2H) 31,2
7 26,7 1,40 (m; 2H) 26,9
8 37,4 1,87 (m; 1H) 37,5
9 42,2 - 42,0
10 437 1,98 (dd; 12,2 e 2,0; 1H) 41,6
2,78 (d; 15,5; 1H)
11 477 41,3
2,68 (d; 15,5; 1H)
12 1956 - 195,2
13 1299 - 129,7
14 1089 6,74 (dd; 1,8 € 0,7; 1H) 108,8
15 1444 7,42 (m; 1H) 1445
16 1469 7,99 (d; 0,8; 1H) 147,0
17 169 0,87 (d; 6,7; 3H) 16,7
18 237 1,21 (s; 3H) 21,9
19 158 1,17 (s; 3H) 15,0
20 17,9 0,84 (s; 3H) 178
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Figura 68 - Espectro de RMN "H (300 MHz, CDCl;) de CA3RED(A)
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Figura 69 - Espectro de RMN *C-BB (75 MHz, CDCl;) de CA3RED(A)
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Figura 70 - Espectro de RMN **C - DEPT 135° (75 MHz, CDCl;) de CA3RED(A)
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Figura 71 - Espectro de RMN bidimensional de correlagdo heteronuclear *H, **C - HSQC (300 x 75 MHz,
CDCly) de CA3RED(A)
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4.3.1.2 Determinacgéo Estrutural de CASRED(B)

O espectro de RMN *'H (300 MHz, CDCls) de CA3RED(B) (fig. 73, p. 129) em
comparagdo com o espectro de RMN *H de CA3RED(A), apresentou dois sinais adicionais
referentes a hidrogénio carbindélicos em 6y 3,69 (H-3, m) ¢ 64 4,82 (H-12; dd; J=8,1¢e 2,5
Hz) resultado da reducéo das duas carbonilas presentes em CA-3.

Assim como observado em CA3RED(A), a multiplicidade observada para o sinal
referente ao hidrogénio H-3 foi atribuida ao acoplamento entre hidrogénios equatorial-
equatorial e equatorial-axial. Desta forma, foram fixadas a posicdo equatorial para o
hidrogénio H-3 e a posicdo axial para a hidroxila resultante da redugdo da carbonila C-3
(SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2007).

A anélise conjunta dos espectros de RMN **C-BB (CDCls, 75 MHz) (fig. 74, p. 129) e
DEPT 135 (CDCls, 75 MHz) de CA3RED(B) (fig. 75, p. 130) e de RMN **C-BB (CDCl;,
125 MHz) de CA-3 (fig. 60, p. 119) mostrou os sinais referentes aos novos carbonos
oxigenados em ¢ 77,3 (C-3) e em 6¢c 63,7 (C-12) em substituicdo aos sinais dos carbonos

carbonilicos presentes no espectro de RMN **C-BB CA-3.

A atribuicdo dos sinais de hidrogénios aos respectivos carbonos de CA3RED(B) foi
realizada através da comparacdo entre os deslocamentos quimicos dos carbonos de CA-3 e
analise do espectro de correlacdo heteronuclear a uma ligacdo ‘H, *C (HSQC) de
CA3RED(B) (fig. 76, p. 130), conforme a Tabela 13 (p. 128).

O segundo produto obtido da reacdo de reducdo de CA-3, denominado CA3RED(B),
foi caracterizado como sendo o 15,16-epoxi-3a,4a,12-trihidroxicleroda-13(16),14-dieno (fig.
72).

Figura 72 - Estrutura de CA3RED(B) (15,16-epoxi-3a,4a,12-trihidroxicleroda-13(16),14-dieno)
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Tabela 13 - Dados de RMN *H, *C e correlagdes de 'H, *C - HSQC (300 x 75 MHz, (CD3),CO) de
CA3RED(B) e comparagdo com dados de RMN *C de CA-3

C HSQC CA-3
8¢ (ppm) SH (ppm: J = Ha) (CDCl;, 125 MHz)
1 17,4 1,64 (m; 2H) 23,8
2 30,0 1,84 (m; 1H) 36,2
1,66 (m; 1H)
3 773 3,69 (m; 1H) 215,3
4 76,6 - 81,7
5 42,5 - 453
6 33,1 1,46 (m; 2H) 31,2
7 26,7 143 (m; 1H) 26,9
1,35 (m; 1H)
8 37,3 1,48 (m; 1H) 375
9 39,7 - 42,0
10 441 1,81 (m; 1H) 41,6
" 162 1,95 (dd; 15,6 e 8,2; 1H); 73
1,63 (m; 1H)
12 63,7 4,82 (dd; 8,1 e 2,5; 1H) 195,2
13 131,5 - 129,7
14 108,6 6,39 (m; 1H) 108,8
15 1437 7,38 (m; 1H) 1445
16 138,4 7,36 (m; 1H) 147,0
17 16,3 0,76 (m; 3H) 16,7
18 23,6 1,27 (s; 3H) 21,9
19 16,0 1,18 (s; 3H) 15,0
20 18,1 0,76 (s; 3H) 17,8
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Figura 73 - Espectro de RMN *H (300 MHz, CDCIl;) de CA3RED(B)
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Figura 74 - Espectro de RMN "*C-BB (75 MHz, CDCl,) de CA3RED(B)
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Figura 75 - Espectro de RMN *3C - DEPT 135° (75 MHz, CDCl,) de CA3RED(B)

L]
(SR

o

14
14
— 138.
——108.63
—7132
——63.76
—— 4623
— 404
—3734
— 3312
——30.02
—26.75

17.48
16.32
16.05

18.10

A
N

T T T T T T T T T T T T T T
160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30

T T
20 ppm

130

Figura 76 - Espectro de RMN bidimensional de correlagdo heteronuclear *H, **C - HSQC (300 x 75 MHz,
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4.3.1.3 Determinagéo Estrutural de CA3-BIO

A Dbiotransformacgéo do substrato CA-3 pelo fungo Rhizopus stolonifer resultou no
isolamento de um composto na forma de um solido branco denominado CA3-BIO (item 6, p.
266).

A comparacdo dos espectros de RMN *H (500 MHz, CDCls) de CA3-BIO (fig. 78, p.
133), e de CA-3 (fig. 58, p. 118), revelou um sinal adicional referente ao hidrogénio
carbinolicos centrado em oy 3,82 (1H-3, dd, J = 12 e 4,9 Hz), resultado da reducdo da

carbonila presente no carbono C-3 do substrato inicial.

De acordo com a multiplicidade observada para o hidrogénio H-3, foi possivel sugerir
0 acoplamento entre hidrogénios nas posi¢des axial-axial e axial-equatorial. Desta forma,
foram fixadas a posi¢do axial para o hidrogénio H-3 e equatorial para a hidroxila resultante da
reducdo da carbonila C-3 (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2007).

A anélise conjunta dos espectros de RMN **C-BB (75 MHz, CDCls) (fig. 79, p. 133) e
DEPT 135 (CDCl3, 75 MHz) (fig. 80, p. 134) de CA3-BIO em comparagdo com o espectro de
RMN C-BB (125 MHz, CDCl;) de CA-3 (fig. 60, p. 119) mostrou o sinal referente ao
carbono carbindlico em d¢c 72,4 (C-3) em detrimento do sinal do carbono carbonilico em ¢
215,3 (C-3) presente em CA-3. Os demais sinais se mostraram semelhantes ao substrato
original, conforme mostra a Tabela 14 (p. 132).

O produto da biotransformacdo de CA-3 pelo fungo R. stolonifer foi caracterizado
como 0 composto 12-o0x0-15,16-epoxi-3f,4a-dihidroxicleroda-13(16),14-dieno (fig. 77).
Curiosamente foi observado que o produto de reducdo da carbonila do carbono C-3 de CA-3
por métodos quimicos apresentou uma estereoquimica diferente do produto reduzido via

biotransformacao pelo fungo R. stolonifer.

Figura 77 - Estrutura de CA3-B10O (12-0x0-15,16-epoxi-34,4a -dihidroxicleroda-13(16),14-dieno)
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Tabela 14 - Dados de RMN “3C (125 MHz, CDCl5) de CA3-BI1O e comparagio com dados de RMN *C de CA-

3

c HSQC CA-3
¢ (ppm) OH (ppm: J = Hz) (CDCls, 125 MHz)
1,63 (m; 1H)
1 21,3 23,8
1,48 (m; 1H)
1,82 (m; 1H)
2 30,2 36,2
1,16 (m; 1H)
3 72,5 3,77 (dd; 12,1 e 4,9; 1H) 215,3
4 79,4 - 81,7
5 42,5 ; 453
6 31,4 1,48 (m; 2H) 31,2
7 26,9 1,42 (m; 2H) 26,9
8 37,3 1,89 (m; 1H) 37,5
9 41,9 - 42,0
10 42,5 2,10 (dd; 12,5 2,9; 1H) 41,6
2,74 (d; 15,9; 1H)
11 473 473
2,68 (d; 15,9; 1H)
12 1953 - 195,2
13 1297 - 129,7
14 1088 6,74 (sl; 1H) 108,8
15 1444 7,42 (sl; 1H) 144,5
16  146,8 7,99 (sl; 1H) 147,0
17 16,8 0,87 (d; 6,7; 3H) 16,7
18 16,1 1,1 (s; 3H) 21,9
19 14,7 1,0 (s; 3H) 15,0
20 17,6 0,87 (s; 3H) 17,8
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Figura 78 - Espectro de RMN *H (500 MHz, CDCl;) de CA3-BIO
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Figura 79 - Espectro de RMN *C-BB (75 MHz, CDCl;) de CA3-BIO
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Figura 80 - Espectro de RMN *3C - DEPT 135° (75 MHz, CDCl;) de CA3-BIO
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Figura 81 - Espectro de RMN bidimensional de correlacdo heteronuclear *H, **C - HSQC (300 x 75 MHz,

CDCl,) de CA3-BIO
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4.4 Determinacéo Estrutural de CA-4

O tratamento cromatografico da fragdo CLH-4, proveniente do extrato hexanico do
caule de Croton limae, forneceu um composto na forma de um soélido cristalino incolor, com
[a]d® = + 2,8° (¢ = 0,1; CHCl5), com p.f 104,2 — 105,4 °C, que foi denominado CA-4 (item
5.5.2.2, p. 250).

A anélise do espectro de absor¢cdo na regido do infravermelho de CA-4 (fig. 86, p.
139) revelou absorcdes em 1696 cm™e em 1727 cm™ relativas a deformacéo axial de ligacdes
C=0 e em 1228 cm™ referente a deformacéo axial da ligagdo C-O. Foi observada ainda uma
absorcéo larga compreendida entre 3407 e 2600 cm™ resultante da superposic&o das absorcdes
de deformacao axial de ligacdo O-H de grupo hidroxila de acido carboxilico e de grupos C-H

de grupos metil, metileno e metino.

O espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) de CA-4 (fig. 87, p. 139) revelou uma
absor¢ao intensa em 6y 0,82 (3H-20 e 3H-19, s) referente a dois grupamentos metilas ligados
a carbonos nédo-hidrogenados, além de outros dois sinais em oy 1,34 (3H-18, s) e 0,93 (3H-17,
d, J = 6,6 Hz). Foram observados ainda sinais na regido de 6y 1,30 a 2,70 relativos a

hidrogénios de grupos CH e CH,.

Observou-se uma grande similaridade nos valores de deslocamentos quimicos entre 0s
sinais dos compostos CA-3 e CA-4 nos respectivos espectros de RMN **C-BB (125 MHz,
CDCly) (fig. 89, p. 140). A principal diferenca observada foi a auséncia dos quatro sinais de
carbonos insaturados relativos ao anel furanico de CA-3, em adicdo a 16 linhas espectrais,
destacando-se os sinais referentes a duas carbonilas em d¢ 215,2 (C-3) e 177,7 (C-12) e um
sinal em &¢c 81,7 (C-4) referente a um carbono oxigenado. A comparagdo com o0 espectro de
RMN C-DEPT 135° (fig. 90, p. 141) permitiu correlacionar os carbonos com seu respectivo
padrdo de hidrogenacéo, os quais foram identificados como 4 carbonos metilicos, 5 carbonos

metilénicos, 2 carbonos metinicos e 5 carbonos ndo-hidrogenados.

O espectro de massas de alta resolugdo obtido com ionizacdo por electrospray
(EMAR-IES) de CA-4 (fig. 95, p. 143) mostrou um pico correspondente ao ion com m/z
305.1696, relativo ao aduto de sodio ([M + Na]*). Assim pode-se sugerir a formula molecular

C16H2604, com indice de deficiéncia de hidrogénio (IDH) igual a 4, para CA-4.

A anélise do diagrama de contorno do espectro de correlacio heteronuclear (*H, *C) a
uma ligagdo (HSQC) de CA-4 (fig. 91, p. 141) permitiu assinalar, de forma inequivoca, cada
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absorcdo de carbono com os seus respectivos hidrogénios, de acordo com a Tabela 15 (p.
138).

Com base nesses dados, realizou-se uma anélise mais detalhada a cerca da estrutura de
CA-4, através do espectro de RMN bidimensional de correlacdo heteronuclear a longa
distancia H, *C - HMBC (fig. 92 e 93, p. 142). A analise confirmou a estrutura de um
sistema decalina contendo um grupo carbonila em C-3 e hidroxila em C-4 através das
correlagdes dos hidrogénios metilicos em 6y 1,34 (H-18) com os carbonos em 6¢ 81,7 (C-4),
45,4 (C-5) e 215,2 (C-3). O espectro mostrou ainda as correlacdes dos hidrogénios
metilénicos em oy 2,59 e 2,47 (2H-2) com os carbonos em d¢ 23,6 (C-1), 215,2 (C-3), 81,7
(C-4) e 42,9 (C-10), além das correlagdes dos hidrogénios em oy 1,44 e 1,39 (2H-7) com 0s
carbonos em ¢ 45,4 (C-5), 31,3 (C-6) e 38,3 (C-8) (fig. 82).

Figura 82 - CorrelagBes relevantes observadas no espectro de HMBC que auxiliaram a confirmar o sistema
decalina de CA-4

O espectro de HMBC apresentou também correlacdes entre os hidrogénios metilicos
em &y 0,93 (3H-17) com os carbonos em &¢ 26,7 (C-7), 38,3 (C-8) e 41,2 (C-9) e dos
hidrogénios metilicos em &y 0,82 (3H-20) com os carbonos em 38,3 (C-8), 41,2 (C-9) e 43,2
(C-11). O posicionamento da carbonila em 8¢ 177,7 (C-12) foi confirmada através das
correlagfes dos hidrogénios metilénicos em oy 2,43 (2H-11) com os carbonos em &¢ 17,4 (C-
20), 38,3 (C-8), 41,2 (C-9), 42,9 (C-10) e com a carboxilaem 177,7 (C-12) (fig. 83).

Figura 83 - Correlagdes relevantes no espectro de HMBC de CA-4
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O espectro bidimensional de NOESY de CA-4 (fig. 94, p. 143) apresentou correlacfes
espaciais entre os hidrogénios H-18 (64 1,34) com o hidrogénio H-10 (64 2,26) e com
hidrogénio H-2,« (84 2,59), entre os hidrogénios H-20 (64 0,82) com os hidrogénios H-11 (6y
2,43) e H-7ax (64 1,39), os hidrogénios H-11 (64 2,43) também apresentaram correlacdo com
os hidrogénios H-17 (84 0,93). Desta forma, foi possivel propor, a estereoquimica relativa da

molécula, representada na Figura 84.

Figura 84 - Correlagdes relevantes observadas no espectro de NOESY de CA-4 para o posicionamento da metila
C-18 na posicdo axial

A andlise de todos os dados espectroscdpicos obtidos, bem como a comparacdo com
dados obtidos para CA-3, permitiu caracterizar CA-4 como o acido 3-oxo-4a-hidroxi-13,14,
15,16-tetranorclerodan-12-oico (fig. 85), que estd sendo relatado pela primeira vez na
literatura.

Figura 85 - Estrutura de CA-4 (&cido 3-oxo-4a-hidroxi-13,14,15,16-tetranorclerodan-12-0ico)
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Tabela 15 - Dados de RMN 'H, *C e correlagdes de *H, **C - HSQC e HMBC (500 x 125 MHz, CDCls) de CA-

4 e comparagdo com os valores obtidos para CA-3

HSQC HMBC
C > g CA-3
dc (ppm) OH (ppm; J = Hz) Jen Jen
2,13 (m; 1H)
1 236 2H-2; 1H-10 23,8
1,74 (m; 1H)
2,59 (td; 14,0 e 7,3; 1H)
2 36,2 2H-1 36,2
2,47 (m; 1H)
3 21572 - 2H-2 1H-1a; 3H-18 215,3
4 817 - 3H-18 1H-2b; H-10 81,7
5 454 - 3H-19; 1H-10 2H-1; 3H-18 45,3
1,62 (td; 13,0 e 3,7; 1H)
6 313 2H-7 3H-19; 1H-8 31,2
1,51 (m; 1H)
1,44 (td; 13,8 € 3,2; 1H)
7 26,7 2H-6; 1H-8 3H-17 26,9
1,39 (d; 13,4; 1H)
8 383 1,74 (m; 1H) 3H-17 2H-11; 3H-20 37,5
9 412 - 1H-10; 2H-11 3H-17 42,0
10 429 2,26 (dd; 12,8 € 3,1; 1H) 2H-1 2H-2; 2H-11; 3H-20 41,6
11 43,2 2,43 (g; 13,7; 2H) 3H-20 47,3
12 1777 - 2H-11 195,2
17 16,3 0,93 (d; 6,6; 3H) 1H-8 16,7
18 218 1,34 (s; 3H) 21,9
19 150 0,82 (s; 3H) 1H-6a; 1H-10 15,0
20 174 0,82 (s; 3H) 1H-8; 1H-10; 2H-11 17,8
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Figura 86 - Espectro de absorcéo na regido do infravermelho de CA-4
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Figura 88 - Espectro de *H,"H-COSY (500 MHz, CDCls) de CA-4

Figura 89 - Espectro de RMN *C-BB (125 MHz, CDCl;) de CA-4
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Figura 90 - Espectro de RMN *C-DEPT 135° (125 MHz, CDCl;) de CA-4
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Figura 91 - Espectro de RMN bidimensional de correlagéo heteronuclear *H, **C - HSQC (500 x 125 MHz,
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Figura 92 - Espectro de correlag&o heteronuclear *H, **C a longa distancia - HMBC (500 x 125 MHz, CDCls) de
CA-4
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Figura 93 - Expansdes do espectro de correlacéo heteronuclear *H, *C a longa distancia - HMBC (500 x 125
MHz, CDCls) de CA-4
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Figura 94 - Espectro de *H,"H-NOESY (500 x 500 MHz , CDCl,) de CA-4
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Figura 95 - Espectro de massas de alta resolugdo (EMAR-IES) de CA-4

7.000e6
6.000e6]
5.000e6|
4.000e6]
3.000e6

305.1696

306.1720

2.000e6]
1.000e6

274.2723

Lo

301.1409

286.1414
Ll s

L

)

O
200.0 210.0

12200 2300 2400 2500 260.0 2700 28

0.0

290.0

13000

3100

FUTINL VO T N T L
3200 3300 340.0

Antonio Honorio de Sousa - Estudo Quimico de Croton limae A. P. S. Gomes, M. F. Sales & P. E. Berry (Euphorbiaceae)




144

4.5 Determinacéo Estrutural de CA-5

O tratamento cromatografico da fragdo CLH-4, proveniente do extrato hexanico do
caule de Croton limae, forneceu um composto na forma de um sélido amarelo, com p. f.
233,5 — 235,1 °C, que foi denominado CA-5 (item 5.5.2.3, p. 252).

A andlise do espectro de absorcdo na regido do infravermelho de CA-5 (fig. 100, p.
148) mostrou uma banda larga em 3353 cm™ referente a deformacéo axial de ligacdo O-H
(von), uma banda de absorcio em 1657 cm™ relacionada a deformacéo axial da ligacdo C=0
de carbonila, além de uma banda de intensidade média em 1615 cm™ correspondente a

deformacéo axial da ligacdo C=C de alqueno.

A anélise do espectro de RMN 'H (500 MHz, CD3;0OD) de CA-5 (fig. 101, p. 148)
mostrou a presenca de doze sinais, dos quais cinco encontram-se na regido de hidrogénios
ligados a carbonos aromaticos em &y 6,19 (1H, d, J = 1,2 Hz), 6,38 (1H, s), 6,86 (1H, d, J =
8,4 Hz), 7,58 (1H,dd, J=8,5e 2,1 Hz) e 7,71 (1H, d, J = 2,1 Hz). Os sete sinais na regido de
hidrogénios ligados a carbonos carbindlicos foram sugestivos da presenca de uma unidade de
S-glicose, confirmada pela presenca de um dupleto em &y 5,24 (H-17, d, J = 7,6 H2z),

caracteristico de hidrogénio ligado a carbono anomérico em posic¢éo axial.

A anélise do espectro de RMN *C-BB (125 MHz, CD;0D) de CA-5 (fig. 102, p. 149)
mostrou a presenga de 21 linhas espectrais. A absor¢do em 6c 179,5 (C-4) foi associada a
carbonila de cetona conjugada. A comparacdo com o espectro de RMN **C-DEPT 135° (fig.
103, p. 149), permitiu correlacionar os carbonos com seu respectivo padrdo de hidrogenacdo,
os quais foram identificados um carbono metilénico, 10 carbonos metinicos e 10 carbonos

nédo-hidrogenados.

Pdde-se propor ainda que os sete sinais em d¢c 166,5 (C-7), 163,1 (C-5), 159,1 (C-2),
158,6 (C-9), 150,0 (C-4°), 146,1 (C-3’) e 135,8 (C-3) tratavam-se de carbonos insaturados e
oxigenados. Apods a unido destes dados, aliados ao nimero de carbonos insaturados presentes
na estrutura do composto, pdde-se concluir que CA-5 tratava-se de um composto de esqueleto
flavonoidico do tipo flavonol (AGRAWAL, 1989).

O diagrama de contorno do espectro de correlagdo heteronuclear (*H, 3C) a uma
ligacdo (HSQC) de CA-5 (fig. 104, p. 150), permitiu correlacionar, inequivocamente, oS
deslocamentos quimicos dos hidrogénios (*H) a seus respectivos carbonos (*3C) (tab. 16, p.
147). A analise permitiu associar os sinais em oy 6,38 e 6,19 com 0s sinais de carbono em ¢
95,0 (C-8) e 99,9 (C-6) respectivamente. Os sinais dos hidrogénios em 34 6,86 (H-5"), 7,58
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(H-6") e 7,71 (H-2") foram correlacionados com os carbonos em o¢c 116,2 (C-5”), 123,3 (C-6")
e 117,7 (C-2’), respectivamente.

A porcdo p-piranosidica da glicose localizada no carbono C-3 (6¢ 135,8), foi
confirmada através do espectro de RMN bidimensional de correlacdo heteronuclear a longa
distancia *H, **C (HMBC) (fig. 105, p. 150), que mostrou a correlagdo, entre o hidrogénio H-
1” com C-3 da aglicona (fig. 96).

Figura 96 - Correlacdo do hidrogénio anomérico da porcdo glicosidica ao carbono C-3 da aglicona

O espectro de HMBC mostrou também as correla¢bes do hidrogénio em 6y 6,19 (H-6)
com os carbonos em &¢c 95,0 (C-8), 163,1 (C-5), 166,5 (C-7) e 105,7 (C-10) e do sinal de
hidrogénio em dy 6,38 (H-8) com os carbonos em &¢ 99,9 (C-6), 105,7 (C-10), 158,6 (C-9),
166,5 (C-7) e a quatro ligagdes com a carbonila em 6c 179,6 (C-4). Estes dados permitiram

atribuir para estes hidrogénios as posicoes 6 e 8 no anel A, respectivamente (fig. 97).

Figura 97 - Correlagdes relevantes para o posicionamento dos hidrogénios no anel A

O padrdo de hidrogenacdo do anel B foi determinado pelas correlagdes do hidrogénio
em oy 7,58 (H-6") com os carbonos em 6¢c 117,7 (C-27), 159,1 (C-2) e 150,0 (C-4°), e do
hidrogénio em 8y 7,71 (H-2”) com os carbonos em 8¢ 123,3 (C-6"), 159,1 (C-2), 146,1 (C-3°)
e 150,0 (C-4°) (fig. 98, p. 146).
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Figura 98 - Correlagdes relevantes observadas no espectro de HMBC de CA-5

De acordo com a discussao apresentada e analise com dados da literatura (ROSA et
al., 2010) foi possivel identificar CA-5 como sendo a 3-O-$-D-glicopiranosilquercetina (fig.
98), também conhecida como isoquercitrina, ja isolada anteriormente de C. pedicellatus
(LOPES et al., 2012) e C. antisyphiliticus (REIS et al., 2014).

Figura 98 - Estrutura de CA-5 (3-O-$-D-glicopiranosilquercetina)
OH
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Tabela 16 - Dados de RMN *H, 3C e correlagdes de 'H, *C - HSQC e HMBC de CA-5 (500 x 125 MHz,
CD;0D) e comparacéo com dados de RMN **C da literatura para a 3-O-s-D-glicopiranosilquercetina (ROSA et

al., 2010)
HSQC HMBC ROSA
y Sc(ppm) OH(ppm; 3 = Hz) “Jon Jox Jen ;(t)fcl)*
2 1591 - 1H-2’; 1H-6’ 158,4
3 1358 - 1H-1” 135,6
4 179,6 - 1H-8 179,5
5 1631 - 1H-6 163,0
6 99,9 6,19 (d; 1,2; 1H) 1H-8 99,8
7 166,5 - 1H-6; 1H-8 166,0
8 950 6,38 (s; 1H) 1H-6 94,7
9 158,6 - 1H-8 159,0
10 105,7 - 1H-6; 1H-8 105,7
1’ 123,2 1H-6’ 123,2
27 1177 7,71 (d; 2,1; 1H) H-6’ 1175
37 146,1 - 1H-2° 1H-5° 145,9
4> 150,0 - 1H-5° 1H-2’; 1H-6’ 149,8
5 116,2 6,86 (d; 8,4; 1H) 115,9
6 1233 7,58(dd; 84 e 2,1; 1H) 1H-5° 1H-2’ 123,2
17 104,5 5,24 (d; 7,6; 1H) 1H-2» 104,2
2”759 3,48 (m; 1H) 1H-3” 75,7
37 78,3 3,43 (m; 1H) 1H-2”; 1H-4” 78,4
2 714 3,35 (M; LH) 1H-3"  1H-5"; 1H-6"a 71,2
57 785 3,22 (m; 1H) 2H-6” 78,1
3,71(dd: 11,9 € 2,2; 1H)
6” 62,7 1H-4” 62,5

3,58 (dd;11,9 e 5,3; 1H)

* (75 MHz, CD,0D)

Antonio Honorio de Sousa - Estudo Quimico de Croton limae A. P. S. Gomes, M. F. Sales & P. E. Berry (Euphorbiaceae)



Figura 100 - Espectro de absor¢éo na regido do infravermelho de CA-5
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Figura 102 - Espectro de RMN **C-BB (125 MHz, CD;0D) de CA-5

149

S <t cl o e <t — SO s
lh vy — =0 (== P N o] bsre SN o w — o> O =4 SO w0 — <t
= O 0N w =R vy e~ \8 u-‘ér@_ & 0 o100 o | Sel - s [ o) S
s~ o e nn v < o e o R X = =) o o0 0 Vi —~ cl AR
— — o —— — — — —— —— A\ (= [l ol T o) b= TITIFTITITT T
T T T T T T T T T T T T T T T T
180 170 160 150 140 130 120 110 100 920 80 70 60 50 40 30 no1|
13
Figura 103 - Espectro de RMN ~C-DEPT 135° (125 MHz, CD;0D) de CA-5
< S S
L] O - w o0 = O =t =4
o =B < = 3 nol & A %
ol — — (=7 =3 < 0B - ol
— — — (=) (=) =0 ™~ o~ o
T T T T T T T T T T T T T T T
175 1720 115 10 108 100 0S8 an RS [0 15 an AS AN nnm

Antonio Honorio de Sousa - Estudo Quimico de Croton limae A. P. S. Gomes, M. F. Sales & P. E. Berry (Euphorbiaceae)



150

Figura 104 - Espectro de RMN bidimensional de correlacéo heteronuclear *H, **C - HSQC (500 x 125 MHz,
CD;0D) de CA-5
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4.6 Determinacéo Estrutural de CA-6

O tratamento cromatografico da fracdo hexano/diclorometano, oriunda do extrato
hexanico das raizes CLRH (item 5.5.3, p. 255), resultou no isolamento de um soélido branco
cristalino, com p.f. = 298,8 -300,6 °C, que foi denominado de CA-6 (item 5.5.3.1, p. 255).

O espectro de RMN *H (500 MHz, CDCl3) de CA-6 (fig. 110, p. 155) apresentou seis
sinais referentes a sete grupos metilas ligados a carbonos ndo-hidrogenados em 6y 0,86 (3H-
23), 0,89 (3H-24), 0,92 (3H-30), 0,93 (3H-27), 0,94 (3H-29) e 0,96 (3H-25 e 3H-26), além de
um outro sinal referente a um metila de grupo acetila em 6y 2,05 (s, 3H-32). Foram
observados também sinais correspondentes a um hidrogénio olefinico em 84 5,52 (dd, J = 7,8

e 3,3; H-15) e um hidrogénio ligado a carbono oxigenado em 6y 4,47 (m; H-3).

O espectro de RMN **C-BB (125 MHz, CDCls) de CA-6 (fig. 111, p. 155) apresentou
32 linhas espectrais, condizente com um esqueleto triterpénico acetilado. A analise em
conjunto dos espectros de RMN **C-BB e RMN **C-DEPT 135 (fig. 112, p. 156) permitiu
identificar a presenca de 8 carbonos metilicos, 10 metilénicos, 5 metinicos e 9 carbonos néo-
hidrogenados. Observou-se também a presen¢a de um carbono oximetinico em d¢ 81,1 e de
duas carbonilas em 6¢c 184,5e 171,2.

Os dados até entdo discutidos permitiram relacionar a estrutura da amostra com o
esqueleto basico de um triterpeno pentaciclico do tipo oleanano para CA-6 (fig. 106), cujo
diagrama de contorno do espectro de correlacdo heteronuclear (*H, **C) a uma ligacéo
(HSQC) de CA-6 (fig. 113, p.156) permitiu associar, de forma inequivoca, 0s sinais dos

hidrogénios a seus respectivos carbonos (tab. 17, p. 154).

Figura 106 - Esqueleto basico de triterpenos do tipo oleanano
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O espectro de RMN bidimensional de correlagdo heteronuclear a longa distancia *H,
3C (HMBC) de CA-6 (fig. 114, p. 157) determinou a posicéo relativa do grupo acetila em C-
3 através das correlacdes dos hidrogénios em oc 2,05 (H-32) e 4,47 (H-3) com sinal do
carbono carbonilico em 6¢c 171,2 (C-31). O espectro apresentou ainda as correlacGes dos
hidrogénios dos dois grupamentos metilas em &y 0,86 e 0,89 (H-23 e H-24) com o carbono
oxigenado em &¢ 81,1 (C-3) (fig. 107).

Figura 107 - CorrelacGes relevantes para o posicionamento do grupo funcional éster em C-3 observadas no
espectro de HMBC de CA-6.
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O espectro de HMBC mostrou também as correlacdes entre os hidrogénios do grupos
metilas em &y 0,94 e 0,92 (H-29 e H-30), dos hidrogénios metilénicos em 8y 1,69 e 1,42 (2H-
22) com o carbono em d&c 29,5 (C-20). Em adigdo, observaram-se as correlagfes dos
hidrogénios em oy 2,28 (H-18), 2,38 e 1,93 (2H-16), 1,69 e 1,42 (2H-22) com a carbonila em
dc 184,5 (C-28), e as correlagdes do hidrogénio olefinico em 6y 5,52 (H-15) com os carbonos
em o¢ 31,5 (C-16), 38,2 (C-13), 39,3 (C-8) e 51,7 (C-17) (fig. 108), permitindo determinar as
posicOes da carboxila em C-17.

Figura 108 - Correlages relevantes para o posicionamento da carboxila em C-28

A andlise de todos os dados espectroscopicos obtidos, bem como a comparagdo com
dados da literatura para triterpenos de esqueleto oleanano (MCCLEAN; DUMONT;
REYNOLDS, 1987) possibilitou identificar CA-6 como o acido 3-acetil-olean-14-en-28-oico
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(&cido acetilaleuritolico - AAA) (fig. 109), ja isolado em outras espécies de Croton como C.
urucurana (PERES et al., 1997), C. cajucara (PERAZZO et al., 2007), C. rhamnifolius
(SILVA, 2008) e C. argyrophyllus (SILVA-FILHO, 2010).

Figura 109 - Estrutura de CA-6 (acido 3-acetil-olean-14-en-28-oico ou acido acetilaleuritélico — AAA)

Dados da literatura relatam para o &cido acetilaleuritolico atividades antimicrobiana
(PERES et al., 1997), antibacteriana e analgésica (SALATINO; SALATINO; NEGRI, 2007).
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Tabela 17 - Dados de RMN *H, *3C e correlagdes de *H,"*C -HSQC e HMBC (500 x 125 MHz, CDCI;) de CA-6
e comparagdo com dados de RMN *3C da literatura para 0 AAA (MCCLEAN; DUMONT; REYNOLDS, 1987)*

- HSQC HMBC s .
c
dc(ppm) | O (ppm) (J = HZ) ek ‘ Jen (o)
1,61 (m; 1H)
1 37,6 1,04 (m: 1H) 2H-2 37,3
2 23,7 1,63 (m; 2H) 2H-1 1H-3 23,3
3 81,1 4,47 (m; 1H) 3H-23, 3H-24 80,7
4 37,5 - H-3; 3H-24; 3H-23 1H-6b 37,6
5 55,8 0,87 (m) 2H-6 1H-3; 3H-24; 3H-23 55,5
1,60 (m; 1H)
6 18,9 151 (m: 1H) H-5 18,7
1,98 (m; 1H) _
7 41,0 132 (m: 1H) 2H-6 1H-9; 1H-5 40,6
8 39,3 - 1H-7a; 3H-26 1H-6b; 1H-15 38,9
9 493 1,45 (m) 2H-11 2H-12: 2H-1 48,9
10 37,9 - 2H-1; H-5 2H-2 37,8
1,64 (m) ]
11 175 1,47 (m) 2H-12; 1H-9 17,2
1,76 (m) .
12 335 1,63 (m) 1H-11b 1H-18; 1H-9 33,2
13 38,2 - 1H-18; 1H-12b; 3H-27 1H-15; 1H-11a 37,2
14 160,8 - 1H-18, 1H-7a; 1H-12b; 3H-27 160,5
15 117,01  552(dd;7,8e3,3) 2H-16 116,8
2,38 (dd: 14,1 ¢ 8,1)
16 315 1,03 (dd: 14,4 ¢ 3.2) 1H-15 1H-22b 31,2
17 51,7 - 1H-16b; 1H-22b 1H-15; 1H-19a 51,4
18 41,6 2,28 (dd, 13,9 e 2,4) 2H-19 2H-16; 1H-22a 41,3
1,25 (m) ) :
19 35,6 1,08 (dd: 13,6 € 3.1) 1H-18 1H-21a; 3H-29; 3H-30 35,2
20 295 - 2H-19; 3H-29; 3H-30 H-22a 29,2
21 339 1,16 (m) 2H-22 1H-19a; 3H-29; 3H-30 33,6
1,05 (m)
1,69 (m)
22 30,9 1,42 (m) 2H-21 2H-16 30,6
23 282 0,86 (5) 1H-3; 1H-5; 3H-24 2738
24 16,8 0,89 (s) 1H-3; 1H-5; 3H-23 16,5
25 159 0,96 (s) 1H-9; 1H-5 15,6
26 26,4 0,96 (s) 1H-7a; 1H-9 26,1
27 22,7 0,93 (s) 1H-12a 22,4
28 1845 - 2H-16; 1H-18; 1H-22b 184,2
20 321 0,94 (s) 1H-19b; 2H-21; 3H-29 31,8
30 289 0,92 () 1H-19b; 2H-21; 3H-30 28,6
31 171,2 - 3H-32 1H-3 170,9
32 215 2,05 (s) 21,2

* (75 MHz, CDCly)
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Figura 111 - Espectro de RMN **C-BB (125 MHz, CDCl,) de CA-6
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135° (125 MHz, CDCl;) de CA-6

Figura 112 - Espectro de RMN **C-DEPT
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Figura 114 - Espectro de correlagdo heteronuclear *H, *3C a longa distancia - HMBC (500 x 125 MHz, CDCl5)
de CA-6

]
°
8
3
-4

® - &
L] .
T

11 il

X

|

100

110

E120
E130
E140
E150
= o G G ® E16¢

— - ’a 170

190

6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.9 pPpPm

Antonio Honorio de Sousa - Estudo Quimico de Croton limae A. P. S. Gomes, M. F. Sales & P. E. Berry (Euphorbiaceae)



158

4.7 Determinacdo Estrutural de CA-7

O tratamento cromatografico da fracdo hexano/diclorometano, oriunda do extrato
hexanico das raizes CLRH (item 5.5.3, p. 255), possibilitou o isolamento de um sdélido
cristalino incolor, com [a]’ = — 56,1° (¢ = 0,1; CHCl3) e p.f. = 122,3 — 123,9 °C,
denominado CA-7 (item 5.5.3.1, p. 255).

O espectro de absor¢do na regido do infravermelho de CA-7 (fig. 122, p. 164)
apresentou uma banda larga de deformacéo axial de ligacdo O-H compreendida entre 3600 e
3000 cm™, associada a presenca de acido carboxilico e absorcdes em 1725 e 1701 cm™

relativas a deformacdo axial de ligagdes C=0.

O espectro de RMN *H (500 MHz, CDCl3) de CA-7 (fig. 123, p. 164) mostrou quatro
sinais referentes a hidrogénios de grupos metilas ligados a carbonos ndo-hidrogenados em oy
0,82 (3H-9’; s), 1,10 (3H-20; s), 1,15 (3H-19; s) e 1,26 (3H-8’; s). Foi observado também um
sinal na regido de hidrogénios olefinicos em oy 5,21 (1H-3’; sl), além de sinais na regido de

hidrogénios ligados a carbonos saturados na faixa de o4 0,80 a 2,50.

O espectro de RMN **C-BB (125 MHz, CDCls) de CA-7 (fig. 126, p. 166) apresentou
30 linhas espectrais sendo dois sinais referentes a carbonos carbonilicos em ¢ 184,9 (C-18) e
224,1 (C-15), dois referentes a carbonos olefinicos em d¢c 116,6 (C-3’) e 148,0 (C-2°),
enquanto os demais sinais apresentaram deslocamentos quimicos na faixa entre dc 16,0 e
54,0. Comparacdo com o espectro de RMN *C-DEPT 135° (fig. 127, p. 166), permitiu
deduzir a presenca de quatro carbonos metilicos, doze carbonos metilénicos, sete carbonos

metinicos e sete carbonos ndo-hidrogenados.

O espectro de massas de alta resolucdo obtido com ionizagdo por electrospray
(EMAR-IES) (fig. 124, p. 165) mostrou um pico correspondente ao ion com m/z 475,3289,
relativo ao aduto de sodio ([M + Na]*). Assim pode-se sugerir a formula molecular C3gHz403,

com indice de deficiéncia de hidrogénio (IDH) igual a 9, para CA-7.

O diagrama de contorno do espectro de correlagdo heteronuclear (*H, **C) a uma
ligacdo (HSQC) de CA-7 (fig. 128 e 129, p. 167), possibilitou correlacionar,
inequivocamente, os deslocamentos quimicos dos hidrogénios (*H) a seus respectivos
carbonos (*3C) (tab. 18, p. 163).

Foi observada similaridade entre os valores de deslocamentos quimicos, no espectro
de RMN *3C-BB, de grande parte dos sinais de CA-7 com os dados obtidos para CA-2. As

principais diferencas observadas foram a auséncia dos sinais dos carbonos da ligacdo dupla
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terminal entre os carbonos C-16 e C-17, presente em CA-2, bem como o maior valor de
deslocamento quimico do sinal referente a carbono carbonilico em C-15, sugerindo que parte
da estrutura de CA-7 correspondia a um esqueleto diterpénico do tipo caurano semelhante a
CA-2. Diferente de CA-2, os carbonos sp> de CA-7 foram associados a carbonos de uma

ligagéo dupla trissubstituida.

Com base nesses dados, realizou-se uma anélise mais detalhada a cerca da estrutura de
CA-7 através de seu espectro de RMN bidimensional de correlacdo heteronuclear a longa
distancia *H, *C - HMBC (fig. 130 e 131, p. 168).

O espectro apresentou as correlagBes entre os hidrogénios metilicos em 6y 1,10 (3H-
20) com os sinais em 6¢ 39,2 (C-10), 52,4 (C-9) e 49,6 (C-5) e dos hidrogénios em &y 1,15
(3H-19) com os carbonos em oc 36,9 (C-3), 47,6 (C-4), 49,6 (C-5) e com o carbono
carbonilico em &¢ 184,9 (C-18). O espectro revelou também as correlacfes dos hidrogénios
metilénicos em oy 1,30 e 2,43 (2H-14) com os carbonos em ¢ 24,9 (C-12), 33,0 (C-13), 53,0
(C-16), 53,3 (C-8) e com o carbono carbonilico em 224,1 (C-15) (fig. 115). Estas correlaces,
e a comparacdo dos dados obtidos para CA-2, axiliaram na confirmacdo do esqueleto

diterpénico do tipo caurano como parte da estrutura de CA-7.

Figura 115 - Correlagdes relevantes observadas no espectro de HMBC de CA-7 para a confirmacdo do
esqueleto diterpénico do tipo caurano

Perante a confirmacédo que parte da estrutura do composto tratava-se de um diterpeno
caurano, realizou-se uma analise mais detalhada a cerca do outro segmento presente na
estrutura de CA-7.

A andlise revelou correlacdes dos hidrogénios metilicos em 6y 0,82 (3H-9”) com 0s
sinais em o¢ 26,5 (C-8”), 38,2 (C-6), 41,1 (C-5") e 45,8 (C-1") e dos hidrogénios em oy 1,26
(3H-8”) com os carbonos em 6¢ 21,3 (C-9°), 38,2 (C-6"), 41,1 (C-5") e 45,8 (C-17). O espectro
mostrou ainda as correlacdes do hidrogénio olefinico em 6y 5,21 (H-3’) com os carbonos em
0¢c 31,5 (C-4), 35,5 (C-10°), 41,1 (C-5") e 45,8 (C-1") e do hidrogénio em &4 2,03 (H-1’) com
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os carbonos em o¢ 26,5 (C-8°), 35,5 (C-10"), 41,1 (C-5"), 116,6 (C-3’) e 148,0 (C-2) (fig.
116).

A presenca de dez atomos de carbonos neste fragmento da molécula de CA-7, as
correlagbes observadas no espectro de HMBC descritas anteriomente, os valores de
deslocamento quimico dos 4&tomos de carbono e a compara¢do com dados da literatura para
monoterpenos (LEE, 2002; ATTA-UR-RAHMAN; AHMAD, 1992b) permitiram relacionar
este segmento de CA-7 a0 monoterpeneno a-pineno, apresentando um carbono metilénico em

C-10’, em detrimento do grupo metila presente no monoterpeno (fig. 116).

Figura 116 — Estrutura do a-pineno e correlacfes observadas no espectro de HMBC para o fragmento de CA-7
semelhante a esta molécula

a-pineno

Assim, foi proposto que CA-7 tratava-se de um composto resultante da unido entre um
diterpeno de esqueleto caurano e 0 monoterpeno a-pineno através da ligagdo entre o carbono
C-17 do fragmento referente ao esqueleto caurano e o carbono C-10° do monoterpeno (fig.
117).

Figura 117 - Proposigéo estrutural de CA-7

18

HOOC

O espectro de HMBC mostrou as correlagfes entre os hidrogénios metilénicos em oy
1,28 (1H-17a) e 1,94 (1H-17b) com os carbonos em &c 148,0 (C-2°) e 224,1 (C-15),
respectivamente, bem como a correlagdo do hidrogénio em 6y 1,98 (1H-10a’) com o carbono
em o¢c 23,5 (C-17), confirmando assim a ligagéo entre o carbono C-17 do esqueleto caurano e

o carbono C-10’ do monoterpeno. Foram observadas ainda as correlagfes entre os hidrogénios
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metilénicos em &y 1,98 (1H-10a’) e 2,02 (1H-10b’) com os carbonos em d¢ 45,8 (C-1), 148,0
(C-2")e 116,6 (C-3’) (fig. 118).

Figura 118 - Correlaces relevantes observadas no espectro de HMBC de CA-7 para a confirmacédo da ligacdo
entre os carbonos C-17 e C-10’

A diferenca observada entre o valor do deslocamento quimico do carbono carbonilico
C-15 (8¢ 224,1) de CA-7, em relagdo ao carbono de mesma posicdo em CA-2 (d¢ 210,6),
deve-se ao fato da inexisténcia da ligacdo dupla entre os carbonos C-16 e C-17, resultando na
auséncia de conjugacdo da ligacdo dupla com o carbono carbonilico em C-15, presente em
CA-2.

A correlacgéo espacial entre o hidrogénio H-16 (&4 2,10) com um dos hidrogénios H-14
(6 1,30), observado no espectro bidimensional de NOESY de CA-7 (fig. 132, p. 169),
permitiu confirmar a orientacdo S (beta) para o &tomo de carbono metilénico C-17 (fig. 119),
de modo similar as conformacg6es observadas para o carbono C-16 por Han et al. (2004) e

Saepou et al. (2010) para dimeros de esqueleto caurano.

Figura 119 - Correlacdo observada no espectro de NOESY relevante para orientagdo do carbono C-17
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A diminuigdo no valor de deslocamento quimico observado para o carbono C-12 de
CA-7, quando comparado com a estrutura de CA-2 (tab. 18, p. 163), foi associada devido a
interacdo do tipo y-gauche de protecdo devido a orientacdo do grupo metileno (C-17) no
carbono C-16 (164-metileno) (HAN et al., 2004).

A anélise de todos os dados espectroscopicos obtidos de CA-7, a comparagdo com
dados de CA-2 e dados da literatura (HAN et al., 2004; SAEPOU et al., 2010; LEE, 2002),
possibilitaram identificar CA-7 como o &cido ent-17(a-pinen-10’-il)-15-oxocauran-18-0ico

(fig. 121), que esta sendo relatado pela primeira vez na literatura.

Figura 121 - Estrutura de CA-7 (&cido ent-17(a-pinen-10’-il)-15-oxocauran-18-0ico)

HOOC ;4

O isolamento de dimeros diterpénicos é relatado em diversas espécies, de diferentes
géneros, como sendo compostos simétricos de esqueletos abietano, labdano e caurano (NI et
al., 2011; TATSUHIKO, MASAO, YOSHINORI, 1997; HAN et al., 2004; SAEPOU et al.,
2010; LEE, 2002). A ocorréncia de dimeros assimétricos € mais restrita e, geralmente,
envolve a juncdo de dois mondmeros de diterpenos. A estrutura de um dimero assimétrico
formado pela juncdo entre um diterpeno e um monoterpeno é uma caracteristica ndo relatada

anteriormente na literatura.
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Tabela 18 - Dados de RMN H, *C e correlagdes de *H, **C - HSQC e HMBC (500 x 125 MHz, CDCls) de CA-

7 e comparagao com dados de RMN **C de CA-2 e do a-pineno descritos na literatura (LEE, 2002)

. HSQC HMBC CA-2*
8¢ (pm) 8H (opm; 3= Ho) e g LEE, 2002**
1,76 (m; 1H)
1 387 38,9%
0,86 (td; 12,8 e 3,30; 1H)
2 184 1,63 (m; 2H) 18,1*
3 369 1,79 (m; 1H) 1,60 (m; 1H) 3H-19 36,8*
4 476 - 1H-3b; 1H-5; 3H-19 1H-6a 47,6%
5 49,6 1,77 (m; 1H) 3H-20; 3H-19 49,4*
6 219 1,76(m;1H) 1,25 (m; 1H) 1H-5; 1H-7b 21,6%
7 337  1,92(m;1H) 124 (m; 1H) 1H-5 33,1%
8 533 - 1H-7b; 1H-14b 52,7%
9 524 1,20 (s; 1H) 1H-1b; 3H-20 52,6%
10 39,2 - 1H-1b ; 1H-5; 3H-20 2H-2 39,5%
11 17,7 1,53 (m; 1H) 17,7
12 249 1,67 (m;1H) 1,65 (m; 1H) 1H-14b 32,4%
13 33,0 2,48 (m; 1H) 2H-14 38,2*
14 375 243(m;1H) 1,30 (m; 1H) 36,7*
15 224,1 - 1H-16 1H-7b; 1H-9; 2H-14; 210,5%
2H-17
16 53,0 2,10 (m; 1H) 1H-14b 1495
17 235 1,94 (m;1H) 1,28 (m; 1H) 1H-10a’ 114,8*
18 184,9 - 3H-19 185,2*
19 16,2 1,15 (s; 3H) 1H-5 16,2*
20 18,1 1,10 (s; 3H) 1H-1b; 1H-5; 1H-9  17,9*
1H-3’; 3H-8"; 3H-9";
I° 458 2,03 (m; 1H) 1H-7b’ SH10 46,9%*
2’ 1480 - 1H-1°; 2H-10’ 1H-17a 144, 5%
3 1166 5,21 (sl 1H) 1H-1"; 2H-10° 116,0%*
2,24 (d; 17,4; 1H)
4 315 1H-3’ 2H-7’ 31,2%*
2,18 (d; 17,4; 1H)
5 411 2,08 (m; 1H) 1H-7b’ -1 ;HHZ S 40,60+
6 382 - 3H-8; 3H-9’ 1H-7a’ 37,9%
7 320 2,35(m;1H) 1,12 (m; 1H) 31,4%*
8 265 1,26 (s; 3H) 1H-1°; 3H-9’ 26,3%*
9 21,3 0,82 (s; 3H) 3H-8’ 20,8%*
2,05 (m; 1H)
100 35,5 1H-1°; 1TH-3’ 23,0%*
1,98 (m; 1H)

*(CDClg, 125 MHz) ** (CDCl,, 125 MHz)
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Figura 122 - Espectro de absor¢do na regido do infravermelho de CA-7
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Figura 124 - Espectro de massas de alta resolucdo (EMAR-IES) de CA-7
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Figura 125- Espectro de *H,"H-COSY (500 MHz, CDCls) de CA-7
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Flgura 126 - Espectro de RMN *C-BB (125 MHz, CDCI;) de CA-
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Figura 127 - Espectro de RMN **C-DEPT 135° (125 MHz, CDCl;) de CA-7
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Figura 128 - Espectro de RMN bidimensional de correlacio heteronuclear *H, *C - HSQC (500 x 125 MHz,
CDCls) de CA-7
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Figura 129 - Expansdo do espectro de RMN bidimensional de correlagdo heteronuclear *H, *C - HSQC (500 x
125 MHz, CDCls;) de CA-7
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Figura 130- Espectro de correlacéo heteronuclear *H, *C a longa distancia - HMBC (500 x 125 MHz, CDCls)
de CA-7

A P
— a g o ; a
— o g% a RGTE
t 3 e® oo @0 e i
— g - OGA o " t_ 20
— L (=] ° o
— o O e o
J— S °0% g )
60
b 10
80
20
C )
/ 5
—_] e @

l
"]
3
8
0
0
e
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Figura 132 - Espectro de *H,"H-NOESY (300 MHz, CDCI;) de CA-7
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4.8 Determinacéo Estrutural de CA-8

O fracionamento cromatografico do extrato hexanico das raizes de Croton limae
(CLRH) possibilitou o isolamento de um sélido de coloragio amarelo, com [a]3° = —3,1° (¢
=0,1; CH30OH) e p.f. = 115,5- 117,0 °C, denominado de CA-8 (item 5.5.3.2, p. 257).

A andlise do espectro de absorcdo na regido do infravermelho de CA-8 (fig. 139, p.
175) revelou um absorcdo em 1707 cm™ referente a deformagcéo axial de ligacdo C=0, uma
banda de deformacdo axial de ligagdo O—H em 3447 cm™ e bandas em 2869 e 2935 cm™,

referentes a deformacéo axial de ligagdo C—H.

O espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCl;) de CA-8 (fig. 140, p. 176) mostrou
semelhangas com o espectro de CA-3 (fig. 58, p. 118), principalmente com relacdo as
absor¢oes intensas em oy 0,74 (3H-20; s), 0,81 (3H-19; s) e 1,37 (3H-18; s) referentes a
carbonos metilicos ligados a carbonos ndo-hidrogenados, e outra em 6y 0,79 (3H-17; d, J =
6,8 Hz) referente a um hidrogénios metilicos ligado a um carbono mono-hidrogenado. Foram
observados ainda sinais em regido de desprotecdo em oy 6,38 (1H-14; sl) e 7,38 (1H-15; 1H-
16; m), associados a hidrogénios de um anel furdnico monossubstituido. O espectro
apresentou ainda um sinal em oy 4,92 (1H-12; dd, J = 5,0 e 1,5 Hz) associado a hidrogénio
ligado a carbono oxigenado, além de uma série de sinais na regido de 64 1,30 — 2,8, relativos a

hidrogénios de grupos CH e CH,.

O espectro de RMN C-BB (125 MHz, CDCls), confirmou o carater diterpénico de
CA-8 (fig. 142, p. 177) através de 20 linhas espectrais. As principais diferencas observadas
entre os espectros de RMN *C-BB de CA-8 e CA-3 foi & auséncia de um sinal referente a
carbono carbonilico e o surgimento de um sinal em dc 63,5 (C-12), referente a carbono
oxigenado. Assim, foi proposto que CA-8 apresentava esqueleto similar a CA-3, com a
substituicdo da carbonila por uma hidroxila no carbono C-12. Os sinais em d¢ 108,5 (C-14),
131,5 (C-13), 138,5 (C-16) e 143,8 (C-15), foram associados aos carbonos hibridos sp? do
anel furénico, e o sinal em &¢ 216,0 (C-3) foi associado um carbono carbonilico de cetona.

A comparacdo com o espectro de RMN BC-DEPT 135° (fig. 143, p. 177), permitiu
correlacionar os carbonos na estrutura de CA-8 com seu respectivo padréo de hidrogenagéo,
os quais foram identificados 4 carbonos metilicos, 5 carbonos metilénicos, 6 carbonos

metinicos e 5 carbonos ndo-hidrogenados.

O espectro de massas de alta resolugdo obtido com ionizacdo por electrospray
(EMAR-IES) de CA-8 (fig. 138, p. 175) mostrou um pico correspondente ao ion com m/z
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357,2038, relativo ao aduto de sédio ([M + Na]™). Assim pode-se sugerir a formula molecular
Ca0H3004, com indice de deficiéncia de hidrogénio (IDH) igual a 6, para CA-8.

A anélise do diagrama de contorno do espectro de correlacio heteronuclear (*H, *C) a
uma ligacdo (HSQC) de CA-8 (fig. 144, p. 178) permitiu assinalar, de forma inequivoca, cada

absorcéo de carbono com seus respectivos hidrogénios, de acordo com a Tabela 19 (p. 174).

Com base nesses dados, realizou-se uma anélise mais detalhada a cerca da estrutura de
CA-8 através de seu espectro de RMN bidimensional de correlacdo heteronuclear a longa
distancia 'H, °C - HMBC (fig. 145 e 146, p. 178 e 179). Esta anélise revelou as correlagdes
dos hidrogénios metilicos em &y 1,37 (3H-18) com o carbono oxigenado em &¢c 81,9 (C-4), 0
carbono ndo-hidrogenado em ¢ 45,4 (C-5) e com o carbono carbonilico em ¢ 216,0 (C-3). O
espectro mostrou tambeém as correlacdes dos hidrogénios metilénicos em oy 2,39 e 2,56 (2H-
2) com os carbonos em d¢ 23,8 (C-1), 42,2 (C-10), 81,9 (C-4) e 216,0 (C-3), bem como as
correlagdes dos hidrogénios metilénicos em oy 1,44 (2H-7) com os carbonos em d¢ 31,7 (C-6),
37,3 (C-8), 39,9 (C-9) e 45,4 (C-5) (fig. 133).

Figura 133 - Correlages relevantes observadas no espectro de HMBC de CA-8

O posicionamento da hidroxila no carbono C-12 (3¢ 63,5) foi confirmado pelas
correlagfes dos hidrogénios metilénicos em oy 1,59 e 1,95 (2H-11) com os carbonos em ¢
18,0 (C-20), 37,3 (C-8), 39,9 (C-9), 42,2 (C-10), 63,5 (C-12) e 131,5 (C-13), bem como das
correlagdes do hidrogénio em &y 4,92 (1H-12) com os carbonos em d¢ 39,9 (C-9), 46,0 (C-
11), 108,5 (C-14), 131,5 (C-13) e 138,5 (C-16) (fig. 134, p. 172).
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Figura 134 - Correlagdes relevantes observadas no espectro de HMBC de CA-8 para o posicionamento da
carbonila em C-12

O espectro de HMBC apresentou também as correlagdes entre o hidrogénio em oy
6,38 (H-14), do anel furénico, com os carbonos em 6¢ 131,5 (C-13), 138,5 (C-16) e 143,8 (C-
15), e do hidrogénio em &y 2,51 (1H-10) com os carbonos em &¢ 15,3 (C-19), 18,0 (C-20),
39,9 (C-9), 45,4 (C-5) e 81,9 (C-4) (fig. 135).

Figura 135 - CorrelagGes relevantes observadas no espectro de HMBC de CA-8

O espectro bidimensional de NOESY de CA-8 (fig. 147, p. 179) mostrou o
acoplamento homonuclear dipolar entre o hidrogénio H-10 (64 2,51) com os hidrogénios H-
18 (6y 1,37) e com o hidrogénio H-12 (64 4,92), além do acoplamento dos hidrogénios
metilicos H-17 (&4 0,79) com o hidrogénios H-7 (64 1,44). Desta forma, foi possivel propor,
em comparagdo com os dados de outros metabdlitos ja isolados, a estereoquimica relativa da
molécula de CA-8, como representada na Figura 136 (p. 173).
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Figura 136 - Acoplamentos relevantes observadas no espectro de NOESY de CA-8

A reunido de todos os dados espectroscopicos discutidos possibilitou identificar CA-8
como sendo diterpeno 3-0x0-15,16-epoxi-4a,12-dihidroxicleroda-13(16),14-dieno (fig. 137),

um ent-neo-clerodano que esta sendo descrito pela primeira vez na literatura.

Figura 137 - Estrutura de CA-8 (3-0x0-15,16-epoxi-4a,12-dihidroxicleroda-13(16),14-dieno)
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Tabela 19 - Dados de RMN *H, *3C e correlagdes de 'H, *C - HSQC e HMBC (300 x 75 MHz, CDCl;) de CA-8
e comparagdo com dados de RMN *C de CA-3

HSQC HMBC
C . . CA-3*
dc (ppm) OH (ppm; J = Hz) Jen JeH
2,22 (m; 1H)
1 23,8 2H-2; 1H-10 23,8
1,68 (m; 1H)
2,56 (td; 13,5 € 7,3; 1H)
2 36,4 2H-1 36,2
2,39 (ddd; 14,2e4,9¢e 1,9; 1H)
3 216,0 - 2H-2 2H-1; 3H-18 215,3
1H-2b; 1H-10;
4 81,9 - 3H-18 81,7
3H-19
1H-6b; 1H-10;
5 455 - 2H-1; 1H-7; 3H-18 45,3
3H-19
1,64 (m; 1H)
6 31,7 1H-7 3H-19 31,2
1,50 (m; 1H)
7 26,9 1,44 (m; 1H) 2H-6; 1H-8 3H-17 26,9
8 37,3 1,70 (m; 1H) 1H-7; 3H-17 2H-6; 2H-11; 3H-20 37,5
1H-10; 2H-11;
9 39,9 - 1H-7; 1H-12; 3H-17 42,0
3H-20
2H-2; 2H-6; 2H-11;
10 42,2 2,51 (dd;12,4 e 2,9; 1H) 2H-1 41,6
3H-19; 3H-20
1,95 (dd; 15,7 € 9,0; 1H)
11 46,0 1H-12 3H-20 47,3
1,59 (m; 1H)
12 635 4,92 (dd; 5,0 e 1,5; 1H) 2H-11 195,2
1H-12; 1H-14
13 1315 - 2H-11; 1H-15 129,7
1H-16
14 1085 6,38 (sl; 1H) 1H-15 1H-12; 1H-16 108,8
15 1438 7,38 (m; 1H) 1H-14 1H-16 1445
1H-12; 1H-14;
16 138,55 7,38 (m; 1H) 147,0
1H-15
17 16,0 0,79 (d; 6,8; 3H) 1H-8 16,7
18 219 1,37 (s; 3H) 21,9
19 15,3 0,81 (s; 3H) 2H-6; 1H-10 15,0
20 18,0 0,74 (s; 3H) 1H-8; 2H-11; 1H-10 17,8

* (CDCl,, 125 MHz)
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Figura 138 - Espectro de massas de alta resolucdo (EMAR-IES) de CA-8
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Figura 140 - Espectro de RMN “H (500 MHz, CDCls) de CA-8
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Figura 142 - Espectro de RMN **C-BB (125 MHz, CDCl;) de CA-8
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Figura 143- Espectro de RMN **C-DEPT 135° (125 MHz, CDCl;) de CA-8

2 2 z < © S MK N Rg8Eyean
P % % v T 8 AT 5 aRoxAaSm
= 2 = @ %2 9 RRE8 S REIGaze2e
J. K ™ il L pl L |
1 i '
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
155 150 145 140 135 130 125 120 115 110 105 100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 ppm

Antonio Honorio de Sousa - Estudo Quimico de Croton limae A. P. S. Gomes, M. F. Sales & P. E. Berry (Euphorbiaceae)



178

Figura 144 - Espectro de RMN bidimensional de correlacio heteronuclear *H, *C - HSQC (500 x 125 MHz,
CDCl;) de CA-8

Figura 145 - Espectro de correlagdo heteronuclear *H, **C a longa distancia - HMBC (500 x 125 MHz, CDCl,)
de CA-8
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Figura 146 - Expansio do espectro de correlagéo heteronuclear *H, **C a longa distancia - HMBC (500 x 125

MHz, CDCl;) de CA-8
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4.9 Determinacéo Estrutural de CA-9

O fracionamento cromatografico do extrato hexanico das raizes de Croton limae
(CLRH) possibilitou o isolamento de um material sélido, de aspecto cristalino, com [a]3° =
—2,0° (c = 0,1; CH30OH) e p.f. = 129,7 — 131,2 °C, denominado de CA-9 (item 5.5.3.2, p.
257).

A andlise do espectro de absorcdo na regido do infravermelho de CA-9 (fig. 154, p.
185) revelou uma banda de deformagcdo axial de ligagdo O—H em 3287 cm™ e bandas em 2865

e 2926 cm™, referentes a deformacéo axial de ligacdo C—H.

O espectro de RMN *H (500 MHz, CD;OD) de CA-9 (fig. 156, p. 186) revelou
absor¢oes intensas em oy 0,76 (3H-20; s), 1,06 (3H-18; s) e 1,13 (3H-19; s), referentes a
carbonos metilicos ligados a carbonos ndo-hidrogenados, e outra em 6y 0,92 (3H-17; d, J =
6,7 Hz) referente a um grupo metila ligado a carbono mono-hidrogenado, semelhante as
absorcdes observadas para os carbonos metilicos de CA-3, CA-4 e CA-8. Foram observados
também sinais em oy 6,48 (1H-14; d, J = 0,9 Hz), 7,46 (1H-15;t, J = 1,5 Hz) e 7,48 (1H-16;
s) associados a hidrogénios de anel furdanico monossubstituido. O espectro apresentou ainda
dois sinais referentes a hidrogénios ligados a carbonos oxigenados em oy 3,48 (1H-3; t, J =
2,5 Hz) e 64 4,74 (1H-12; t, J = 6,2 Hz). Além destes, foram observados sinais na regido entre
oy 1,00 — 2,00, relativos a hidrogénios de grupos CH e CH,.

No espectro de RMN **C-BB (125 MHz, CDs0D) de CA-9 (fig. 158, p. 187) foram
observadas 20 linhas espectrais, das quais trés sinais relativos a carbonos oxigenados em d¢
63,9 (C-12), 77,3 (C-4) e 77,9 (C-3) e, diferentemente de CA-3 e CA-8, ndo apresentou sinal
referente a carbono carbonilico. Verificou-se ainda a presenca dos sinais relativos aos
carbonos sp? associados a carbonos de anel furanico em 8¢ 110,1 (C-14), 132,1 (C-13), 140,5
(C-16) e 144,8 (C-15).

A comparacéo com o espectro de RMN *C-DEPT 135° (fig. 159, p. 187), permitiu
correlacionar os carbonos na estrutura de CA-9 com seu respectivo padréo de hidrogenagéo,
os quais foram identificados 4 carbonos metilicos, 5 carbonos metilénicos, 7 carbonos

metinicos e 4 carbonos ndo-hidrogenados.

O espectro de massas de alta resolugdo obtido com ionizagcdo por electrospray
(EMAR-IES) de CA-9 (fig. 153, p. 185) mostrou um pico correspondente ao ion com m/z
359,2160, relativo ao aduto de sédio ([M + Na]"). Assim pode-se sugerir a formula molecular
C20H32,04, com indice de deficiéncia de hidrogénio (IDH) igual a 5, para CA-9.
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A partir da anélise dos dados obtidos de CA-9, foi possivel sugerir que o composto é
um diterpeno de esqueleto clerodano, originado através das reducgdes das carbonilas

observadas para os compostos CA-3 e CA-8 nas posicdes C-3 e C-9 (fig. 148).

Fi

gura 148 - Proposicdo estrutural de CA-9 em comparagdo com CA-3 e CA-8

A anélise do diagrama de contorno do espectro de correlacdo heteronuclear (*H, *C) a
uma ligacdo (HSQC) de CA-9 (fig. 160, p. 188) permitiu assinalar de forma inequivoca cada
absorcdo de carbono com os seus respectivos hidrogénios, de acordo com a Tabela 20 (p.
184).

Através do espectro de RMN bidimensional de correlagdo heteronuclear a longa
distancia *H, *C - HMBC (fig. 161 e 162, p. 188 e 189), foi possivel observar as correlagdes
dos hidrogénios metilicos em &y 1,06 (3H-18) com o carbono nédo-hidrogenado em 6¢ 43,7 (C-
5) e com os carbonos oxigenados em 6¢c 77,3 (C-4) e 77,9 (C-3). O espectro mostrou ainda as
correla¢fes do hidrogénio em dy 3,48 (1H-3) com os carbonos em d¢ 18,1 (C-1), 23,4 (C-18),
43,7 (C-5) e 77,3 (C-4), confirmando a posicao da hidroxila no carbono C-3 (fig. 149).

Figura 149 - Correlages relevantes para o posicionamento da hidroxila no carbono C-3

Adicionalmente, as correlagbes dos hidrogénios em oy 4,74 (1H-12) com os carbonos
em ¢ 40,7 (C-9), 46,8 (C-11), 110,1 (C-14), 132,1 (C-13) e 140,5 (C-16), e dos hidrogénios
metilénicos em oy 1,77 e 1,92 (2H-11) com os carbonos em 6¢ 19,0 (C-20), 38,7 (C-8), 40,7
(C-9), 44,5 (C-10), 63,9 (C-12) e 132,1 (C-13) confirmaram a posi¢éo da hidroxila no carbono
C-12 (fig. 150, p. 182).
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Figura 150 - Correlac@es relevantes observadas no espectro de HMBC de CA-9 para determinacdo da posi¢do
da hidroxila no carbono C-12

HO

A multiplicidade e o valor de constante de acoplamento para o sinal referente ao
hidrogénio H-3 em oy 3,48 (t, J = 2,5 Hz), foi condizente com um acoplamento entre
hidrogénios equatorial-equatorial e equatorial-axial. Desta forma, foi possivel propor a
estereoquimica relativa para o hidrogénio na posicdo equatorial e a hidroxila na posicéo axial,
respectivamente (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2007).

O espectro bidimensional de NOESY de CA-9 (fig. 163, p. 189) mostrou o
acoplamento homonuclear dipolar entre o hidrogénio H-10 (34 1,38) com os hidrogénios H-18
(61 1,06) e H-12 (64 4,74). O espectro revelou ainda o acoplamento dos hidrogénios metilicos
H-20 (34 0,76) com os hidrogénios H-11 (8 1,77 e 1,92), H-19 (814 1,13) e H-1eq (8w 1,54).
Desta forma, foi possivel a estereoquimica relativa da molécula de CA-9, representada na
Figura 151.

Figura 151 - Acoplamentos relevantes observadas no espectro de NOESY de CA-9
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A reunido de todos os dados espectroscopicos discutidos possibilitou identificar CA-9
como sendo o 15,16-epoxi-3a,4a,12-trihidroxicleroda-13(16),14-dieno (fig. 152), um ent-neo-

clerodano que estéa sendo descrito pela primeira vez na literatura.

Figura 152 - Estrutura de CA-9 (15,16-epoxi-3a,4a,12-trihidroxicleroda-13(16),14-dieno)
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Tabela 20 - Dados de RMN *H, *C e correlagdes de 'H, **C - HSQC e HMBC (500 x 125 MHz, CD;0D) de
CA-9 e comparagio com dados de RMN **C de CA-3

HSQC HMBC
C , . CA-3*
dc ppm) OH (ppm; J = Hz) Jen JcH
1,54 (m)
1 18,1 1H-3 23,8
1,19(m)
1,58 (m)
2 30,6 1H-10 36,2
1,18 (m)
3 779 3,48 (t; 2,5) 3H-18 215,3
4 77,3 - 1H-3; 3H-18 1H-10; 3H-19 81,7
5 43,7 - 1H-10; 3H-19 1H-1b; 1H-3; 3H-18 45,3
6 342 1,43 (m) 1H-7b 3H-19 31,2
1,44 (m)
7 28,0 2H-6; 1H-8 3H-17 26,9
1,32 (m)
8 38,7 1,82 (m) 2H-7; 3H-17 2H-6; 2H-11; 3H-20 37,5
9 40,7 - 1H-10; 2H-11; 3H-20 1H-7b; 3H-17 42,0
1H-2a; 2H-6; 2H-11;
10 445 1,38 (m) 1H-1a 41,6
1H-12; 3H-19; 3H-20
1,92 (dd; 15,1 € 6,8)
11 46,8 1H-12 1H-10; 3H-20 47,3
1,77 (dd; 15,1 e 5,5)
12 63,9 4,74 (t; 6,2) 2H-11 195,2
13 132,1 - 2H-11, 1H-14; 1H-16 2H-11; 1H-15 129,7
14 110,1 6,48 (d; 0,9) 1H-15 1H-12; 1H-16 108,8
15 1448 7,46 (t; 1,5) 1H-14 1H-16 1445
16 140,5 7,48 (s) 1H-12, 1H-14; 1H-15 147,0
17 16,9 0,92 (d: 6,7) 2H-7 16,7
18 234 1,06 (s) 1H-3 21,9
19 16,6 1,13 (s) 2H-6; 1 H-10 15,0
20 19,0 0,76 (s) 1H-10; 2H-11 17,8
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Figura 153 - Espectro de massas de alta resolucdo (EMAR-IES) de CA-9
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Figura 154 - Espectro de absor¢do na regido do infravermelho de CA-9
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Figura 158 - Espectro de RMN **C-BB (125 MHz, CD;0D) de CA-9
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Figura 160 - Espectro de RMN bidimensional de correlacio heteronuclear *H, *C - HSQC (500 x 125 MHz,

CD;0D) de CA-9
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de CA-9

Antonio Honorio de Sousa - Estudo Quimico de Croton limae A. P. S. Gomes, M. F. Sales & P. E. Berry (Euphorbiaceae)

| | I
— S
—e P
— § L -
— . . ‘...,.*a‘:
p—— Y -”
4 ° L]
S ° . ° oo

PP




189

Figura 162 - Espectro de correlagéo heteronuclear *H, *C a longa distancia - HMBC (500 x 125 MHz, CD;0D)
de CA-9
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Figura 163 — Espectro de *H,"H-NOESY (300 MHz, CDCls) de CA-9
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4.10 Determinacéo Estrutural de CA-10

O tratamento cromatogréfico da fracdo CLRH, proveniente do extrato hexanico do
das raizes de Croton limae, forneceu um composto sélido amorfo denominado CA-10 (item
5.5.3.2, p. 257).

O espectro de RMN *H (500 MHz, CDCl;) de CA-10 (fig. 170, p. 196) revelou
absorgoes intensas em oy 0,89 (3H-20; s), 0,99 (3H-19; s) e 1,06 (3H-18; s), referentes a
carbonos metilicos ligados a carbonos ndo-hidrogenados, e outra em 6y 0,86 (3H-17; d, J =
6,8 Hz) referente a um grupo metila ligado a carbono mono-hidrogenado. A presenca de um
anel furdnico monosubstituido foi sugerido pelos sinais em 6y 6,41 (1H-14, sl), 7,36 (1H-16,
sl) e 7,38 (1H-15; sl), enquanto que os dois sinais em &y 3,50 (1H-3; dd, J=11,2e 3,2 Hz) e
oy 4,83 (1H-12; dd, J = 9,0 e 4,2 Hz) foram atribuidos a hidrogénios ligados a carbonos
oxigenados. Além destes foi observada uma série de sinais na regido entre oy 1,00 — 2,50,

relativos a hidrogénios de grupos CH e CHa.

De maneira analoga aos outros compostos isolados, o espectro de RMN *C-BB (125
MHz, CDCI3) de CA-10 (fig. 172, p. 197), mostrou 20 linhas espectrais. Os sinais relativos ao
anel furanico foram visualizados em &¢ 129,7 (C-13), 108,8 (C-14), 139,0 (C-16) e 143,4 (C-
15), além dos sinais em 6¢ 137,9 (C-5) e 133,6 (C-10) referentes a carbonos olefinicos nao-
hidrogenados, e dos sinais em &¢c 76,3 (C-3) e 64,8 (C-12) relacionados a carbonos
oxigenados.

A comparacdo com o espectro de RMN **C-DEPT 135° (fig. 173, p. 197), permitiu
correlacionar os carbonos na estrutura de CA-10 com seu respectivo padrdo de hidrogenacéo,
os quais foram identificados como 4 carbonos metilicos, 5 carbonos metilénicos, 6 carbonos
metinicos e 5 carbonos ndo-hidrogenados.

A anélise do diagrama de contorno do espectro de correlacdo heteronuclear (*H, *C) a
uma ligacdo (HSQC) de CA-10 (fig. 174, p. 198) permitiu assinalar de forma inequivoca cada
absorcdo de carbono com os seus respectivos hidrogénios, de acordo com a Tabela 22 (p.
195).

O espectro de RMN bidimensional de correlacéo heteronuclear & longa distancia *H,
3C - HMBC (fig. 175 e 176, p. 198 e 199) revelou as correlaces dos hidrogénios metilicos
em oy 1,06 (H-18) com os carbonos em 6¢ 20,3 (C-19), 40,3 (C-4), 76,3 (C-3) e 137,9 (C-5),
enquanto que os hidrogénios metilicos em 6y 0,99 (H-19) acoplaram com o carbono metilico

em d¢ 25,2 (C-18). Em adicdo, os hidrogénios em dy 1,06 (H-18) acoplaram com os carbonos
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em 6¢ 40,3 (C-4), 3¢ 76,3 (C-3) e ¢ 137,9 (C-5). O espectro mostrou também as correlaces
dos hidrogénios metilénicos em &y 2,20 e 2,43 (2H-1) com 0s carbonos em ¢ 27,7 (C-2),
137,9 (C-5) e 133,6 (C-10) e dos hidrogénios metilénicos em &y 1,66 (1H-2b) com os
carbonos em d¢ 25,1 (C-1), 76,3 (C-3) e 40,3 (C-4). Além disso, também revelou as
correlagdes do hidrogénio em oy 3,50 (H-3) com os carbonos em 6¢ 25,1 (C-1), 25,2 (C-18) e
20,3 (C-19). Estas correlagOes definitivamente estabeleceram a posigéo da ligacdo dupla entre
os carbonos C-5 e C-10, e da hidroxila no carbono C-3 (fig. 164).

Figura 164 - Correlacdes relevantes na determinacdo das posicfes das metilas C-18 e C-19, da ligacdo dupla
entre os carbonos C-5 e C-10 e da hidroxila no carbono C-3

O espectro apresentou também as correlagdes dos hidrogénios metilicos em 6y 0,86
(3H-17) com os carbonos em ¢ 27,3 (C-7), 34,3 (C-8) e 40,6 (C-9) ¢ em 6y 0,89 (3H-20) com
os carbonos em 34,3 (C-8), 40,6 (C-9), 43,2 (C-11) e 133,6 (C-10) (fig. 165).

Figura 165 - CorrelagGes relevantes no espectro de HMBC para o posicionamento das metilas C-17 e C-20

MWW

O posicionamento da outra hidroxila no carbono em ¢ 64,8 (C-12) foi confirmada
pelas correlagbes do hidrogénio em 6y 4,83 (1H-12) com os carbonos em &¢ 40,6 (C-9), 43,2
(C-11), 108,8 (C-14), 129,7 (C-13) e 139,0 (C-16), e das correlacBes do hidrogénio metilénico
em oy 2,08 (H-11a) com os carbonos em 6¢ 21,9 (C-20), 34,3 (C-8), 40,6 (C-9), 64,8 (C-12),
129,7 (C-13) e 133,6 (C-10). O espectro apresentou também as correlagdes entre o hidrogénio
do anel furanico em oy 6,41 (H-14) com os carbonos em 6¢ 64,8 (C-12), 129,7 (C-13), 139,0
(C-16) e 143,4 (C-15) (fig. 166, p. 192).
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Figura 166 - CorrelagGes relevantes para o posicionamento da hidroxila em C-12

Os dados espectroscopicos analisados possibilitou sugerir que CA-10 tratava-se de um
diterpeno com esqueleto halimano (fig. 167). Desta forma, realizou-se uma pesquisa mais
detalhada sobre a estrutura desta classe de diterpenos, comparando a estrutura de CA-10 com
moléculas conhecidas descritos na literatura (GU et al., 2013) (fig. 168, p. 193). Os dados
obtidos encontram-se na Tabela 21 (p. 193).

Figura 167 - Esqueleto halimano proposto para CA-10
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Figura 168 — Estrutura dos diterpenos halimanos 1 e 2 (GU et al., 2013) em comparagdo com a estrutura
proposta de CA-10

Tabela 21 — Comparacdo entre os valores de deslocamentos quimicos de carbonos e hidrogénios entre 0s

diterpenos halimanos 1 e 2 (GU et al., 2013) e a molécula de CA-10
. 1* 2* CA-10**

Sc (ppm) OH (ppm; 3= Ho) Sc (ppm) OH (pprm; 3= Ho) Sc (ppm) OH (ppm; 3= Ho)
1 253 2,15e1,95 25,1 2,06 1,99 25,1 2,43 e 2,20
2 28,6 1,71e 1,59 28,6 1,67 e 1,56 21,7 1,81 e 1,66
3 759 340(dd;7,5e4.1) 75,9 3,36 76,3 3,50 (dd; 11,2 e 3,2)
4 40,7 40,6 40,3 -
5 138,0 137,5 137,9 -
6 265 2,05e 2,00 26,6 2,04e1,96 26,0 2,06 e 2,01
7 281 1,46 e 1,36 28,1 1,43e1,34 27,3 1,54 e 1,40
8 3472 1,63 34,2 1,61 34,3 1,78
9 412 40,8 40,6 -
10 1324 132,7 133,6 -
11 352 1,48 e 1,44 30,4 1,42 e 1,39 43,2 2,08e 1,74
12 348 1,92e 1,63 37,4 1,42 e 1,13 64,8 4,83
13 1384 72,8 129,7 -
14 1255 5,33 147,2 5,90, dd 108,8 6,41
15 59,1 4,04 1111 5,18 4,94 143,4 7,38
16 16,3 1,62 28,1 1,20 (s) 139,0 7,36
17 16,4 0,85 (d; 6,9) 16,3 0,82 (d; 7,2) 16,4 0,86 (d; 6,8)
18 255 1,04 (s) 25,4 1,01 (s) 25,2 1,06 (s)
19 204 0,94 (s) 20,4 0,92 (s) 20,3 0,99 (s)
20 21,3 0,82 (s) 21,6 0,81 (s) 21,9 0,89 (s)

*(CD;),CO  **CDCl;
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Os valores de deslocamento quimico apresentados pelas estruturas 1 e 2 (GU et al.,
2013) corroboraram no posicionamento da dupla ligagdo entre os carbonos C-5 e C-10 e da
hidroxila no carbono C-3. O anel furénico e a hidroxila em C-12, além das correlactes ja
discutidas, apresentaram valores de deslocamentos quimicos similares aos observados em

outros compostos isolados que apresentam estes segmentos em suas estruturas.

Observando a multiplicidade e o valor de constante de acoplamento para o sinal
referente ao hidrogénio carbindlico H-3 em 6y 3,50 (dd; 11,2 e 3,2; 1H), condizente com
acoplamento entre hidrogénios axial-axial e axial-equatorial, foi possivel propor a
estereoquimica relativa para hidrogénio fixando-o na posicao axial e a hidroxila na posicado
equatorial (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2007), respectivamente.

Desta forma, CA-10 foi caracterizado como o diterpeno halimano 15,16-epoxi-3a,12-

dihidroxihalima-5(10),13(16),14-trieno (fig. 169), descrito pela primeira vez na literatura.

Figura 169 - Estrutura de CA-10 (15,16-epoxi-3a,12-dihidroxihalima-5(10),13(16),14-trieno)

15 / Q
14 / 16
13
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Tabela 22 - Dados de RMN *H, **C e correlagées de *H, **C - HSQC e HMBC (500 x 125MHz, CDCls) de CA-

10
HSQC
C
6C (ppm) 6H (ppm; J = Hz) 2\]CH 3JCH
2,43 (m; 1H)
1 25,1 1H-2b 1H-3
2,20 (m; 1H)
1,81 (m; 1H)
2 27,7 2H-1
1,66 (qd; 11,3 e 5,8; 1H)
3 76,3 3,50 (dd; 11,2 e 3,2; 1H) 1H-2b 3H-18, 3H-19
4 40,3 - 3H-18, 3H-19 1H-2b
2H-1, 2H-7,
5 137,9 - 2H-6
3H-18, 3H-19
2,06 (m; 1H)
6 26,0 1H-7b
2,01 (m; 1H)
1,54 (m; 1H)
7 27,3 1H-6b, 1H-8 3H-17
1,40 (m; 1H)
8 34,3 1,78 (m; 1H) 2H-7, 3H-17 2H-11, 3H-20
9 40,6 - 2H-11, 3H-20 2H-7, 1H-12, 3H-17
10 133,6 - 2H-1 2H-6, 2H-11, 3H-20
2,08 (m; 1H)
11 432 1H-12 3H-20
1,74 (dd; 15,0 e 4,2; 1H)
12 64,8 4,83 (dd; 9,0 e 4,2; 1H) 2H-11 1H-14
13 129,7 - 1H-12, 1H-14, 1H-16 2H-11, 1H-15
14 108,8 6,41 (sl; 1H) 1H-12
15 1434 7,38 (sl; 1H) 1H-14 1H-12, 1H-16
16 139,0 7,36 (sl; 1H) 1H-14, 1H-15
17 164 0,86 (d; 6,8; 3H) 1H-8
18 252 1,06 (s; 3H) 1H-3, 3H-19
19 20,3 0,99 (s; 3H) 1H-3, 3H-18
20 21,9 0,89 (s; 3H) 2H-11
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Figura 172 - Espectro de RMN **C-BB (125 MHz, CDCl;) de CA-10
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Figura 173 - Espectro de RMN °C-DEPT 135° (125 MHz, CDCl;) de CA-10
T © 2
¥ & % o - ] ® NTmOno®R o
o % P a ) a & EAS8888 S
g & =] o T ] T Snguv—o 8
= = = = 3 - s ansaddsa =
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
155 150 145 140 135 130 125 120 115 110 105 100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 ppm

Antonio Honorio de Sousa - Estudo Quimico de Croton limae A. P. S. Gomes, M. F. Sales & P. E. Berry (Euphorbiaceae)



198

Figura 174 - Espectro de RMN bidimensional de correlacio heteronuclear *H, *C - HSQC (500 x 125 MHz,

CDCls;) de CA-10
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Figura 175 - Espectro de correlagdo heteronuclear *H, **C a longa distancia - HMBC (500 x 125 MHz, CDCls)
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Figura 176 - Expans6es do espectro de correlagio heteronuclear *H, *C a longa distancia - HMBC (500 x 125
MHz, CDCls) de CA-10
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4.11 Determinacéo Estrutural de CA-11

O tratamento cromatografico da fracdo acetato de etila, proveniente do extrato
etanolico das raizes de Croton limae (CLRE) (item 5.5.4, p. 260), forneceu um composto na
forma de um solido amarelo, com p. f. = 176,4 — 178,2 °C, que foi denominado CA-11 (item
5.5.4.1, p. 260).

O espectro de absorcdo na regido do infravermelho de CA-11 (fig. 180, p. 203)
apresentou uma banda larga em 3360 cm™ referente a deformacéo axial de ligagdo O-H. Além
disso, mostrou também uma banda em 1650 cm™ relacionada a presenca de carbonila

conjugada, e uma absorcio em 1607 cm™ de deformacéo axial de ligacdo C=C.

O espectro de RMN de *H (300 MHz, CD3;0D) de CA-11 (fig. 181, p. 203) apresentou
um par de dupletos centrados em &y 6,89 (2H; d, J = 8,8 Hz) e 8,05 (2H; d, J = 8,8 Hz),
indicando a presenca de um anel aromatico com padrdo de substituicdo para, bem como um
par de sinais em oy 6,20 (1H; sl) e 6,39 (1H; sl), com deslocamentos caracteristicos de
hidrogénios flavonoidicos meta posicionados (anel A). Foi observado um sinal em oy 5,23
(1H; d, J = 7,3 Hz) e uma série de sinais na faixa entre oy 3,0 - 4,0 indicando a presenca de
uma unidade g-glicosidica na molécula (AGRAWAL, 1989).

A anélise do espectro de RMN *C-BB (75 MHz, CD;0D) de CA-11 (fig. 182, p. 204)
mostrou a presenga de 19 linhas espectrais sendo que os sinais em 6¢ 116,3 (C-3" ¢ C-5") ¢
132,4 (C-2’ e C-6’), pelas suas intensidades, foram associados carbonos magneticamente
equivalentes. A presenca dos sinais com deslocamento quimico em 8¢ 104,3 (C-17), 78,6 (C-
57), 78,2 (C-37), 75,9 (C-27), 71,5 (C-4”) e 62,8 (C-6"), confirmaram a presenca de uma
unidade S-glicopiranosidica (AGRAWAL, 1989).

A comparacdo com o espectro de RMN *C-DEPT 135° de CA-11 (fig. 183, p. 204),
permitiu correlacionar os carbonos com seu respectivo padrdo de hidrogenacdo, 0s quais
foram identificados como um carbono metilénico, 11 carbonos metinicos e 9 carbonos nao-

hidrogenados.

A anélise do diagrama de contorno do espectro de correlacio heteronuclear (*H, *C) a
uma ligacdo (HSQC) de CA-11 (fig. 184, p. 205) permitiu assinalar de forma inequivoca cada

absorcdo de carbono com seu respectivo hidrogénio, de acordo com a Tabela 23 (p. 202).

Ap0s a unido destes dados, aliados ao nimero de carbonos insaturados presentes na
estrutura do composto, pdde-se concluir que CA-11 tratava-se de um composto de esqueleto

flavonoidico glicosilado.
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No espectro de RMN bidimensional de correlacdo heteronuclear & longa distancia *H,
3C - HMBC (fig. 185, p. 205), observou-se a correlacdo do hidrogénio anomérico em &y 5,23
(H-1") com o carbono em d¢ 135,6 (C-3) da aglicona. Na anélise deste espectro foi possivel
ainda visualizar as correlacdes do sinal em 6y 6,20 (H-6) com os carbonos em &¢ 95,1 (C-8),
105,7 (C-10), 163,2 (C-5) e 166,8 (C-7), e do hidrogénio em 6y 6,39 (H-8) com os carbonos
em oc 100,3 (C-6), 105,7 (C-10), 158,7 (C-9) e 166,8 (C-7), que permitiram associar as

posicdes 6 e 8 no anel A para estes hidrogénios, respectivamente (fig. 177).

Figura 177 - Correlacdes relevantes para o posicionamento dos hidrogénios no anel A e da unidade de glicose
no carbono C-3 da aglicona

O padrdo de hidrogenacdo do anel B foi determinado pelas correlagcbes dos
hidrogénios em &y 6,89 (H-3’ ¢ H-5") com os carbonos em d¢ 132,4 (C-2’ ¢ C-6”), 123,0 (C-
1’) e 161,7 (C-4’) e do hidrogénio em &y 8,05 (H-2’ € H-6") com os carbonos em d¢ 116,3 (C-
3’ e C-57), 159,2 (C-2) e 161,7 (C-4°) (fig. 178).

Figura 178 - Correlagdes relevantes observadas no espectro de HMBC de CA-11

glic

A andlise dos dados espectrais e a comparagdo com dados obtidos da literatura
(DEMIREZER et al., 2006), permitiram identificar CA-11 como sendo o 3-O-$-D-
glicopiranosilcanferol (fig. 179, p. 202), um composto bastante recorrente em espécies

vegetais.
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Figura 179 - Estrutura de CA-11 (3-O-$-D-glicopiranosilcanferol)
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Tabela 23 - Dados de RMN *H, **C e correlagdes de H, **C - HSQC e HMBC de CA-11 (500 x 125 MHz,
CD;0D) e comparagio com dados de RMN **C da literatura (DEMIREZER et al., 2006)

C HSQC HMBC DEMIREZER
Sc(ppm) l SH(ppm; J = Ha) “Jen ‘ “Jew etal., 2006
2 159,22 - H-2’; H-6’ 158,6
3 1356 - H-17 135,4
4 179,6 - 179,4
5 163,2 - H-6 163,0
6 100,3 6,20 (sl; 1H) H-8 100,3
7 166,8 - H-6; H-8 167,3
8 951 6,39 (sl; 1H) H-6 95,1
9 158,7 - H-8 158,9
10 105,7 - H-6; H-8 105,4
1’ 123,0 - H-3’; H-5° 122.8
2> 1324 8,05 (d; 8,8) H-6 132,3
37 116,3 6,89 (d; 8,8) H-5 116,1
4 161,7 - H-3’; H-5 H-2’; H-6 161,1
5 116,3 6,89 (d; 8,8) H-6 H-3° 116,1
6> 1324 8,05 (d; 8,8) H-2 132,3
1”7 1043 5,23 (d; 7,3; 1H) H-2” 104,2
2”759 3,44 (m) H-3” 75,7
37 78,2 3,42 (m) H-2”; H-4” 78,1
47 715 3,30 (m) H-3” H-6a” 71,3
57 78,6 3,20 (m) H-6b” 78,4
& | 3,69 (dd; 11,9e 2,2; 1H) 62.6

3,52 (dd; 11,9 € 5,3; 1H)

* (75 MHz, CD;0D)
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Figura 180 — Espectro de absor¢éo na regido do infravermelho de CA-11
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Figura 181 - Espectro de RMN *H (300 MHz, CD;OD) de CA-11
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Figura 182 - Espectro de RMN **C-BB (75 MHz, CD;0D) de CA-11
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Figura 183 - Espectro de RMN *C-DEPT 135° (75 MHz, CDCl5) de CA-11
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Figura 184 - Espectro de RMN bidimensional de correlacio heteronuclear *H, *C - HSQC (500 x 125 MHz,

CD;0D) de CA-11
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Figura 185 - Espectro de correlacdo heteronuclear *H, **C a longa distancia - HMBC (500 x 125 MHz, CD;0D)
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4.12 Determinagéo Estrutural de CA-12

O tratamento cromatografico da fracdo acetato de etila, proveniente do extrato
etandlico das raizes de Croton limae (CLRE) (item 5.5.4, p. 260), forneceu um composto na
forma de um sélido amarelo, com p. f. = 212,6 — 214,2 °C, que foi denominado CA-12 (item
5.5.4.1, p. 260).

A andlise do espectro de absorcdo na regido do infravermelho de CA-12 (fig. 190, p.
210) apresentou uma banda larga em 3378 cm™ referente a deformacao axial de ligagdo O-H,
além de uma banda em 1649 cm™ relacionada a presenca de carbonila e outra em 1579 cm™

correspondente a deformacéo axial de ligacdo C=C.

O espectro de RMN *H (300 MHz, CsDsN) de CA-12 (fig. 191, p. 210) apresentou
sinais caracteristicos de hidrogénios ligados a carbonos aromaticos na regido 6y 6,5 - 8,50,
além de sinais intensos em oy 3,73 (s, 3H) e 3,84 (s, 3H) de hidrogénios de grupos metoxila, e
um sinal em regido de desprotecdo em o6y 13,05 (sl, 1H) evidenciando a presenca de
hidrogénio de hidroxila quelada. A presenca de sinais com deslocamento quimico na regido
de oy 4,0 - 4,6, 0 dupleto em oy 6,18 (1H; d; J = 7,3 Hz) ¢ o simpleto em oy 5,34 (1H; ),
atribuidos aos hidrogénios anoméricos H-1" e H-1"”, respectivamente, que juntamente com o
sinal do grupo metila em 8y 1,48 (3H; d; J = 5,7 Hz) indicaram a existéncia de duas unidades

osidicas na molécula.

O espectro de RMN **C-BB (75 MHz, CsDsN) de CA-12 (fig. 192, p. 211) apresentou
27 linhas espectrais que, ao ser comparado com o espectro de RMN **C-DEPT 135° (75
MHz, CsDsN) (fig. 193, p. 211), revelou a presenca de 8 carbonos ndo-hidrogenados (C), 15
carbonos metinicos (CH), 1 carbono metilénico (CH,) e 3 carbonos metilicos (CH3). Neste
espectro foram observados um sinal em &¢ 179,2 (C-4), associado a carbono carbonilico de
cetona conjugada, 6 sinais na faixa de 8¢ 148 — 167, referentes a carbonos sp? oxigenados,

além de 2 sinais referentes a carbonos de grupos metoxilas em &¢ 56,1 e 56,3.

O diagrama de contorno do espectro de correlagdo heteronuclear (*H, *C) a uma
ligagdo (HSQC) de CA-12 (fig. 194, p. 212) permitiu correlacionar todos os carbonos com os
seus respectivos hidrogénios (tab. 24, p. 209). Assim como CA-5 e CA-11, os dados de CA-
12 foram compativeis com um esqueleto flavonoidico, na forma de heterosideo, contendo

duas unidades de acgucar.
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Com base nesses dados, realizou-se uma anélise mais detalhada a cerca da estrutura de
CA-12 através de seu espectro de RMN bidimensional de correlagdo heteronuclear a longa
distancia 'H, °C - HMBC (fig. 195 e 196, p. 212 e 213).

Através desta analise pode-se propor a posicdo das duas metoxilas na estrutura da
flavona. Uma posicionada no carbono em d¢ 166,3 (C-7), através da correlacdo com o sinal
em dy 3,73, e a outra no carbono em &¢ 151,6 (C-4°) devido a correlagdo com o hidrogénio
em dy 3,84 (fig. 186). Os valores de deslocamento quimico apresentados por estes carbonos

também estdo condizentes quando estes se encontram metoxilados (AGRAWAL, 1989).

Figura 186 - Correlaces relevantes observadas no espectro de HMBC de CA-12
OH

OH @)

A posicdo da porcdo osidica no esqueleto flavonoidico foi determinada através da
correlagéo entre o hidrogénio em oy 6,18 (H-1") com o sinal de carbono em &¢ 135,0 (C-3),
localizado sob um dos sinais do solvente utilizado, enquanto a conexdo entre as unidades de
acucar foi visualizada com a correlagdo do hidrogénio em &y 5,34 (H-1"") com o carbono em
d¢c 68,7 (C-6”) (fig. 187). As demais correlagBes observadas encontram-se na Tabela 24 (p.
209).

Figura 187 - Correlaces relevantes observadas no espectro de HMBC de CA-12
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O padrdo de hidrogenagdo do anel A foi confirmado pelas correlagdes do hidrogénio
em 0y 6,56 (H-6) com os carbonos em 6¢ 92,8 (C-8), 106,6 (C-10), 162,6 (C-5) e 166,3 (C-7)
e do hidrogénio em &y 6,51 (H-8) com os carbonos em d¢ 98,9 (C-6), 106,7 (C-10), 157,7 (C-
9) e 166,3 (C-7). Para o anel B, foram observadas correlagdes entre o hidrogénio em oy 8,24
(H-2’) com os carbonos em o¢c 122,9 (C-67), 148,1 (C-3°), 151,6 (C-4’) e 158,5 (C-2), e do
hidrogénio em 6y 7,20 (H-5") com os carbonos em &¢ 151,6 (C-4), 124,5 (C-1") e 148,1 (C-
3”), além das correlacdes do hidrogénio em oy 8,27 (H-6’) com os carbonos em 6¢ 117,7 (C-
2%), 151,6 (C-4") e 158.,5 (C-2), conforme a Figura 188.

Figura 188 - CorrelacBes relevantes observadas no espectro de HMBC de CA-12 para os hidrogénios
posicionados nos anéis A e B

Os dados discutidos anteriormente, bem como a comparagdo com os dados de RMN
'H e 13C de CA-12 com os descritos na literatura (MITROCOTSA et al., 1999) (tab. 24, p. 209)
permitiram identificar CA-12 como sendo o flavonoide 7,4’-dimetilquercetin-3-O-p-
rutinosideo (fig. 189), também conhecida como ombuina-3-O-g-rutinosideo, que esta sendo

descrito pela primeira vez no género Croton.

Figura 189 - Estrutura de CA-12 (ombuina-3-O-p-rutinosideo)
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Tabela 24 - Dados de RMN *H, **C e correlagdes de *H, **C - HSQC e HMBC (500 x 125 MHz, CsDsN) de CA-
12 e comparacéo com dados de RMN **C da literatura para a ombuina-3-O-g-rutinosideo

HSQC HMBC MITROCOTSA et

C al., 1999

dc (ppm) O (ppm; J = Hz) 2Jen *Jeu (DMSO)
2 1585 - H-2’; H-6 157,6
3 1350 - H-17 134,7
4 179,2 - 178,6
5 162,6 - H-6 161,7
6 98,9 6,56 (d; 2,2; 1H) H-8 98,8
7  166,3 - H-6; H-8 7-OMe 166,0
8 92,8 6,51 (d; 2,2; 1H) H-6 93,1
9 1577 - H-8 157,6
10  106,7 - H-6; H-8 105,9
1’ 1245 - H-5° 123,3
2’ 1177 8,24 (m; 1H) H-6’ 116,6
3’ 1481 - H-2’ H-5° 146,7
4> 151,6 - H-5° H-2’; H-6°, 4-OMe 151,0
5 1121 7,20 (m; 1H) 112,2
6> 1229 8,27 (dd; 8,5¢e2,2; 1H) H-2’ 122,4
17 1044 6,18 (d; 7,3; 1H) 102,0
27 76,4 4,33 (m; 1H) 74,9
3> 779 4,08 (m; 1H) H-17 77,2
4 7T 4,07 (m; 1H) 70,7
57 789 4,35 (m; 1H) H-17 76,7
& 667 4,54 (d; 10,4; 1H) o 67.7

4,04 (m; 1H)

1> 102,9 5,34 (s; 1H) 101,7
27725 4,39 (m; 1H) 71,2
3> 73,0 4,37 (m; 1H) H-1 71,4
4 74,3 4,12 (m; 1H) 2H-6"" 72,6
57 70,0 4,15 (m; 1H) 2H-6"" H-1 69,1
6> 18,8 1,48 (d; 5,7; 3H) 18,6
OCH; 56,2 3,84 (s; 3H) 56,5
OCH; 56,3 3,73 (s; 3H) 56,9
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Figura 190 — Espectro de absor¢éo na regido do infravermelho de CA-12
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Figura 192 - Espectro de RMN **C-BB (75 MHz, CsDsN) de CA-12
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Figura 194 - Espectro de RMN bidimensional de correlacio heteronuclear *H, *C - HSQC (500 x 125 MHz,
C5D5N) de CA-12
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Figura 195 - Espectro de correlacio heteronuclear *H, **C a longa distancia - HMBC (500 x 125 MHz, CsDsN)
de CA-12
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Figura 196 - Expansées do espectro de correlacio heteronuclear *H, *3C a longa distancia - HMBC (500 x 125

MHz, CsDsN) de CA-12
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4.13 Determinacéo Estrutural de CA-13

O tratamento cromatografico da fracdo acetato de etila, proveniente do extrato
etanolico das raizes de Croton limae (CLRE) (item 5.5.4, p. 260), forneceu um composto na
forma de um sélido incolor, com [a]3° = — 20.5° (¢ = 0,1; CH3OH) e p.f. = 106,5 -108,0 °C,
denominado CA-13 (item 5.5.4.1, p. 260).

A andlise do espectro de absorcdo na regido do infravermelho de CA-13 (fig. 203, p.
219) revelou uma banda de deformagéo axial de ligagdo O—H em 3349 cm™, e outra em 2931

cm referente a deformacéo axial de ligacdo C—H.

O espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) de CA-13 (fig. 204, p. 219), de forma
similar aos diterpenos clerodanos ja isolados, revelou absorgdes em oy 0,75 (3H-20; s), 1,12
(3H-19; s) e 1,19 (3H-18; s) de hidrogénios de grupos metila ligados a carbonos nao-
hidrogenados, além de outra em 6y 0,80 (3H-17; d, J = 6,0 Hz) ligado a carbono mono-
hidrogenado. O espectro ainda mostrou trés sinais de hidrogénios ligados a carbonos
oxigenados em dy 3,48 (1H-3; sl), 4,09 (2H-16; s) e 4,13 (2H-15; d, J = 6,7 Hz), e um sinal
referente a hidrogénio olefinico em oy 5,47 (1H-14; t, J = 6,7 Hz).

No espectro de RMN **C-BB (125 MHz, CD;0D) de CA-13 (fig. 206, p. 220), foram
observadas 20 linhas espectrais, sugerindo assim uma estrutura diterpénica para o composto.
Foram observados sinais de carbonos oxigenados em 6¢ 59,0 (C-15), 60,5 (C-16), 77,1 (C-3)
e 77,5 (C-4), e dois sinais de carbonos olefinicos em 6¢ 127,4 (C-14) e 144,2 (C-13).

A comparacdo com o espectro de RMN C-DEPT 135° (fig. 207, p. 221) permitiu
correlacionar os carbonos na estrutura de CA-13 com seu respectivo padréo de hidrogenacao.
Para o composto foram identificados 4 carbonos metilicos, 8 carbonos metilénicos, 4

carbonos metinicos e 4 carbonos ndo-hidrogenados.

O espectro de massas de alta resolucdo obtido com ionizacdo por electrospray
(EMAR-IES) de CA-13 (fig. 212, p. 223) mostrou um pico correspondente ao ion com m/z
363,2524, relativo ao aduto de sodio ([M + Na]™). Assim pode-se sugerir a formula molecular

C20H3604, com indice de deficiéncia de hidrogénio (IDH) igual a 3, para CA-13.

A andlise dos dados de CA-13, em comparacdo com os dados de CA-3, CA-8 e CA-9,
permitiu sugerir que o composto apresentava esqueleto clerodano, onde a ligagdo dupla
poderia estar localizada entre os carbonos C-13 e C-14 estando os carbonos C-15 e C-16
hidroxilados (fig. 197, p. 215), em conformidade com os modelos de esqueletos clerodanos de
Croton (PALMEIRA-JUNIOR; CONSERVA; BARBOSA FILHO, 2006) (fig. 51, p. 114).
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Figura 197 - Proposigdo estrutural de CA-13 em comparacdo com CA-3, CA-8 e CA-9

HO™
HO 18
CA-3 - CyHp0, CA-8 - CyHy0, CA-9 - CyH30, CAL3 - CyoHaeO,

A anélise do diagrama de contorno do espectro de correlacio heteronuclear (*H, *C) a
uma ligacdo (HSQC) de CA-13 (fig. 208, p. 221), permitiu assinalar de forma inequivoca
cada absorcdo de carbono com os seus respectivos hidrogénios, de acordo com a Tabela 25
(p. 218).

Com base nesses dados, uma andlise no RMN bidimensional de correlacdo
heteronuclear & longa distancia *H, *C - HMBC (fig. 209 e 210, p. 222) foi realizada e
possibilitou observar a correlacdo do hidrogénio em oy 1,87 (1H-10) com os carbonos em d¢
17,8 (C-1), 19,1 (C-20), 31,2 (C-2), 38,9 (C-11), 39,9 (C-9), 42,7 (C-5) e 77,5 (C-4) bem
como a correlagédo, de pelo menos um, dos hidrogénios em 64 1,52 e 1,40 (2H-11) com os
carbonos em 3¢ 19,1 (C-20), 29,6 (C-12), 37,6 (C-8), 39,9 (C-9) e 42,0 (C-10) (fig. 198).

Figura 198 - Correlages relevantes observadas no espectro de HMBC de CA-13
HO HO

Foram observadas correlagdes entre os sinais dos hidrogénios em 6y 2,06 (2H-12) com
os carbonos em o¢ 38,9 (C-11), 60,5 (C-16), 127,4 (C-14) e 144,2 (C-13), e as correlacdes do
hidrogénio em 6y 5,47 (H-14) com os carbonos em d¢ 29,6 (C-12), 59,0 (C-15), 60,5 (C-16) e
144,2 (C-13). O espectro revelou ainda as correlacdes dos hidrogénios metilénicos oxigenados
em Oy 4,09 (2H-16) com os carbonos em oc 29,6 (C-12), 127,4 (C-14) e 144,2 (C-13) e dn
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4,13 (H-15) com os carbonos em d¢, 127,4 (C-14) e 144,2 (C-13) (fig. 199 e 200). Estes dados
contribuiram para ao confirmagédo do posicionamento da dupla ligacao entre os carbonos C-13
e C-14, e das hidroxila em C-15 e C-16, respectivamente. As demais correlagcdes encontram-
se na Tabela 25 (p. 218).

Figura 199 - Correlaces relevantes para o posicionamento da ligacdo dupla entre os carbonos C-13 e C-14
HO

16

O espectro bidimensional de NOESY de CA-13 (fig. 211, p. 223) mostrou o
acoplamento homonuclear dipolar entre o hidrogénio H-10 (64 1,87) com os hidrogénios H-8
(0w 1,49), H-2a (oy 2,04) e H-6a (o 1,66). Além disso, foram revelados o acoplamento dos
hidrogénios metilicos H-20 (64 0,75) com os hidrogénios H-19 (64 1,12), H-11b (64 1,40), H-
7a (0 1,48) e H-1a (64 1,58), e 0 acoplamento entre o hidrogénio H-3 (o4 3,48) com 0s
hidrogénios H-18 (84 1,19). Desta forma, foi possivel propor, em comparagdo com os dados
de outros metabdlitos ja isolados, a estereoquimica relativa da molécula de CA-13 (fig. 201,
p. 217).
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Figura 201 - CorrelacGes relevantes observadas no espectro de NOESY de CA-13
HO

A reunido de todos os dados espectroscopicos discutidos e a comparacdo com dados
de RMN 3C dos outros metabolitos j& isolados possibilitou identificar CA-13 como sendo o
3a,40,15,16-tetrahidroxicleroda-13-eno (fig. 202), um ent-neo-clerodano que esta sendo

descrito pela primeira vez na literatura.

Figura 202 - Estrutura de CA-13 (3a,4,15,16-tetrahidroxicleroda-13-eno)
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Tabela 25 - Dados de RMN *H, 3C e correlagdes de *H, *C - HSQC e HMBC (500 x 125 MHz, CD;0D) de
CA-13 e comparagéo com dados de RMN *C de CA-3

C HSQC HMBC CA-3
3¢ opm) | OH (ppm; J = Hz) “Jen *Jew
1,58 (m; 1H)
1 178 1H-10 1H-3 23,8
1,33 (m; 1H)
2,04 (m; 1H)
2 312 1H-1a; 1H-3 1H-10 36,2
1,65 (m; 1H)
3 771 3,48 (sl; 1H) 1H-1a; 3H-18 215,3
4 715 - 1H-3; 3H-18 3H-19; 1H-10 81,7
5 427 - 2H-6; 1H-10; 3H-19  1H-3; 1H-7b; 3H-18 45,3
1,66 (m; 1H)
6 338 3H-19 31,2
1,31 (m; 1H)
1,48 (m; 1H)
7 281 2H-6 3H-17 26,9
1,34 (m; 1H)
8 376 1,49 (m; 1H) 2H-7; 3H-17 2H-6; 1H-11a; 3H-20 37,5
1H-8; 1H-10;
9 399 - 1H-7a; 3H-17 42,0
2H-11; 3H-20
2H-1; 2H-2; 1H-1b;
10 420 1,87 (dd; 12,3 e 1,5; 1H) 41,6
3H-19; 3H-20
1,52 (m; 1H)
11 389 2H-12 47,3
1,40 (m; 1H)
12 29,6 2,06 (m; 2H) 2H-11 1H-14, 2H-16 195,2
13 144,2 - 2H-12; 1H-14; 2H-16 2H-15 129,7
14 1274 5,47 (t; 6,7; 1H) 2H-15 2H-12; 2H-16 108,8
15 59,0 4,13 (d; 6,7; 2H) 1H-14 1445
16 60,5 4,09 (s; 2H) 2H-12; 1H-14 147,0
17 16,6 0,80 (d; 6,0; 3H) 1H-8 1H-7a 16,7
18 21,4 1,19 (s; 3H) 1H-3 21,9
19 18,1 1,12 (s; 3H) 2H-6 15,0
20 191 0,75 (s; 3H) 1H-8; 1H-10; 1H-11a 17,8
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Figura 203 - Espectro de absorg&o na regido do infravermelho de CA-13
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Figura 205 - Espectro de *H,'"H-COSY (500 MHz, CD;0D) de CA-13
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Figura 207 - Espectro de RMN **C-DEPT 135° (125 MHz, CD;0D) de CA-13
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Figura 208 - Espectro de RMN bidimensional de correlacio heteronuclear *H, *C - HSQC (500 x 125 MHz,
CD;0D) de CA-13
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Figura 209 - Espectro de correlagdo heteronuclear *H, **C a longa distancia - HMBC (500 x 125 MHz, CD;0D)
de CA-13
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Figura 210 - Expanséo do espectro de correlacdo heteronuclear *H, *3C a longa distancia - HMBC (500 x 125
MHz, CD;0D) de CA-13
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Figura

211 - Espectro de *H,*H-NOESY (500 MHz, CD;0D) de CA-13

212 - Espectro de massas de alta resolucdo (EMAR-IES) de CA-13
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4.14 Determinacéo Estrutural de CA-14

O tratamento cromatografico da fracdo acetato de etila, proveniente do extrato
etanolico das raizes de Croton limae (CLRE) (item 5.5.4, p. 260), forneceu um composto na
forma de um sélido amarelado, com [a]3° = — 83,2 (¢ = 0,1; CH30H) e p.f. = 148,9 — 150,3
°C, denominado CA-14 (item 5.5.4.1, p. 260).

A andlise do espectro de absorcdo na regido do infravermelho de CA-14 (fig. 216, p.
228) mostrou uma banda larga em 3414 cm™ referente a deformacdo axial de ligagdo O-H,
uma banda de absorcdo em 1699 cm™ relacionada a deformagéo axial da ligacdo C=0 de
carbonila, e uma banda de intensidade média em 1664 cm™ correspondente a deformagéo
axial da ligagdo C=C.

De maneira analoga aos diterpenos clerodanos isolados o espectro de RMN *H (500
MHz, CD3;0D) de CA-14 (fig. 217, p. 228), revelou absor¢des em éy 0,87 (3H-20; s), 0,97
(3H-19; s), 1,45 (3H-18; s) e 0,95 (3H-17; d, J = 6,6 Hz) de hidrogénios de grupos metila,
além de sinais associados a hidrogénios de anel furdnico monossubstituido em 6y 8,39 (1H-
16; s), 7,59 (1H-15; t, J = 1,6 Hz) e 6,78 (1H-14; sl). Foi observado ainda uma série de sinais
na faixa de em &y 4,45-3,0. O valor da constante de acoplamento observado para o sinal em

oy 4,45 (d; J = 7,5 Hz) indicou a presenca de uma unidade S-glicosidica na molécula.

O espectro de RMN *C-BB (125 MHz, CD3;0D) de CA-14 (fig. 220, p. 230), mostrou
26 linhas espectrais, com grande parte dos sinais apresentando deslocamentos quimicos
similares aos observados no espectro de *C-BB (125 MHz, CDCls) de CA-3 (fig. 60, p. 119),
acrescidos dos sinais relativos a carbonos oxigenados em 6¢ 62,9 (C-6°), 71,7 (C-4°), 75,3 (C-
2%), 78,0 (C-5%) e 78,1 (C-3”), confirmando a presenca da S-glicose (OLIVEIRA et al., 2008).

A comparacdo com o espectro de RMN *C-DEPT 135° (125 MHz, CD3;0D) de CA-
14 (fig. 221, p. 230), permitiu correlacionar os carbonos com seu respectivo padrdo de
hidrogenacdo, os quais foram identificados como 4 carbonos metilicos, 5 carbonos
metilénicos, 11 carbonos metinicos e 6 carbonos ndo-hidrogenados.

O espectro de massas de alta resolugdo obtido com ionizagdo por electrospray
(EMAR-IES) de CA-14 (fig. 219, p. 229) mostrou um pico correspondente ao ion com m/z
533,2464, relativo ao aduto de sddio ([M + Na]®). Assim pode-se sugerir a formula molecular

C26H38010, com indice de deficiéncia de hidrogénio (IDH) igual a 8, para CA-14.

A anélise do diagrama de contorno do espectro de correlacio heteronuclear (*H, *C) a

uma ligacdo (HSQC) de CA-14 (fig. 222, p. 231) permitiu assinalar de forma inequivoca cada
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absorcdo de carbono com os seus respectivos hidrogénios, de acordo com a Tabela 26 (p.
227).

A andlise do espectro de RMN bidimensional de correlacdo heteronuclear a longa
distancia 'H, °C - HMBC (fig. 223 e 224, p. 231 e 232), revelou as correlacdes dos
hidrogénios metilicos em oy 0,97 (3H-19) com os carbonos em &¢ 51,1 (C-5), 83,9 (C-4) e
85,5 (C-6), e do hidrogénio em 8y 3,95 (1H-6) com os carbonos em ¢ 11,0 (C-19), 36,7 (C-
8), 51,1 (C-5), 83,9 (C-4) e com o carbono anomérico em ¢ 106,6 (C-1"). Foram observados
também as correlagcdes do hidrogénio anomérico em oy 4,45 (H-1") com os carbonos em ¢
85,5 (C-6), 78,0 (C-5") e 78,1 (C-3’) confirmando a ligagdo da unidade glicosidica ao carbono
C-6 (8¢ 85,4) (fig. 213). As demais correlagdes observadas no espectro de HMBC de CA-14
estdo descritas na Tabela 26 (p. 227).

Figura 213 - Correlages relevantes para o posicionamento da unidade de $-glicose no carbono C-6 em CA-14

O espectro bidimensional de NOESY de CA-14 (fig. 225, p. 232) mostrou o
acoplamento homonuclear dipolar entre o hidrogénio H-10 (64 2,64) com os hidrogénios 3H-
18 (oy 1,45), H-8 (o1 2,05) e H-6 (64 3,95), a ainda os acoplamentos entre o hidrogénio H-6
(6n 3,95) com os hidrogénios 3H-18 (o 1,45) e H-1" (84 4,45). Desta forma, foi possivel
propor a estereoquimica relativa da molécula de CA-14, representada na Figura 214 (p. 226).
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Figura 214 - Correlaces relevantes observadas no espectro de NOESY de CA-14

A reunido dos dados espectroscopicos discutidos possibilitou identificar CA-14 como
sendo o diterpeno  6-(5-D-glicopiranosil)-3,12-dioxo-15,16-epoxi-4a-hidroxicleroda-

13(16),14-dieno (fig. 215), um ent-neo-clerodano inédito na literatura.

Figura 215 - Estrutura de CA-14 (6-(5-D-glicopiranosil)-3,12-dioxo-15,16-epoxi-4a-hidroxicleroda-13(16),14-
dieno)
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Tabela 26 - Dados de RMN *H, 3C e correlagdes de *H, *C - HSQC e HMBC (500 x 125 MHz, CD;0D) de

CA-14 e comparagéo com dados de RMN *C de CA-3

HSQC

HMBC

C CA-3*
6C (ppm) | 8H (ppm; J = Hz) 2\]CH | 3JCH
2,08 (m; 1H) _ 3.8
1 242 1,81 (qd; 13,2 € 4,3; 1H) 2H-2;15-10 ’
2,45 (td; 13,9 € 6,8; 1H) 36.2
2 378 2,33 (dq: 142 ¢ 2.0 1H) 2H-1 1H-10 :
3 21472 - 2H-2 1H-1a; 3H-18 215,3
1H-2b; 1H-6;
- _ ’ ’ 81,7
4 89 3H-18 1H-10; 3H-19
2H-1; 2H-7;
- -6 1H-10: 3H- ’ ’ 45,3
5 51,1 1H-6; 1H-10; 3H-19 3H-18: 1H-1
6 855 3,95 (dd; 11,6 e 3,9; 1H) 2H-7 1H-8; 3H-19 31,2
2,04 (m; 1H)
7 H-17 26,9
35,9 1,62 (dd; 25,4 e 13,5; 1H) 3
1H-6; 2H-11;
: -7 3H- ’ ’ 37,5
8 36,7 2,05 (m; 1H) 2H-7; 3H-17 3120
1H-8; 1H-10;
- ’ ’ -7 3H- 42,0
9 430 PH-11: 3H-20 2H-7; 3H-17
10 44,0 2,64 (dd; 13,3 e 2,6; 1H) 2H-1 2H-2; 2H-11; 3H-19 41,6
2,92 (d, 16,1; 1H) _ 473
11 47,8 2,86 (d- 16,1 1H) 1H-10; 3H-20 :
12 1975 - 2H-11 1H-14 195,2
13 131,0 - 1H-14; 1H-16 2H-11; 1H-15 129,7
14 109,5 6,78 (sl; 1H) 1H-15 1H-16 108,8
15 146,2 7,59 (t; 1,6; 1H) 1H-14 1H-16 144,5
16 150,0 8,39 (s; 1H) 1H-14; 1H-15 147,0
17 16,7 0,95 (d; 6,6; 3H) 1H-8 2H-7 16,7
18 23,0 1,45 (s; 3H) 21,9
19 11,0 0,97 (s; 3H) 1H-6; 1H-10 15,0
20 17,9 0,87 (s; 3H) 1H-8; 1H-10; 2H-11 17,8
1’ 106,6 4,45 (d; 7,5; 1H) 1H-2’ 1H-6; 1H-5
2> 753 3,13 (dd; 9,2 e 7,9; 1H) 1H-3’
3’ 781 3,33 (m; 1H) 1H-2’; 1H-4° 1H-1°
4 71,7 3,27 (q; 9,5; 1H) 1H-3’; 1H-5 2H-6
5 78,0 3,36 (m; 1H) 1H-4’; 2H-6 1H-1°
6 62,9 3,85 (dd; 11,8 e 2,2; 1H) 144"

3,66 (dd; 11,8 e 5,4; 1H)
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do infravermelho de CA-14

40 na regido

Figura 216- Espectro de absorc
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Figura 217 - Espectro de RMN *H (500 MHz, CD;0D) de CA-14
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Figura 218 — Espectro de *H,"H-COSY (500 MHz, CD;0D) de CA-14
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Figura 219 - Espectro de massas de alta resolucdo (EMAR-IES) de CA-14
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Figura 220 - Espectro de RMN **C-BB (125 MHz, CD;0D) de CA-14
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Figura 221 - Espectro de RMN **C-DEPT 135° (125 MHz, CD;0D) de CA-14
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Figura 222 - Espectro de RMN bidimensional de correlacio heteronuclear *H, *C - HSQC (500 x 125 MHz,
CD;0D) de CA-14
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Figura 223 - Espectro de correlacdo heteronuclear *H, **C a longa distancia - HMBC (500 x 125 MHz, CD;0D)
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Figura 224 - Expansdo do espectro de correlagéo heteronuclear *H, *C a longa distancia - HMBC (500 x 125
MHz, CD;0D) de CA-14
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Figura 225 — Espectro de *H,"H-NOESY (500 MHz, CD;0D) de CA-14
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4.15 Determinacéo Estrutural de CA-15

O tratamento cromatografico da fracdo acetato de etila, proveniente do extrato
etanolico das raizes de Croton limae (CLRE) (item 5.5.4, p. 260), forneceu um composto na
forma de um sélido amorfo de coloragdo amarelado, com [a]%® = — 20.5° (c = 0,1; CH30H) e
p.f =108,1 - 109,8 °C, que foi denominado CA-15 (item 5.5.4.1, p. 260).

A andlise do espectro de absorcdo na regido do infravermelho de CA-15 (fig. 233, p.
237) mostrou um absorcdo larga em 3383 cm™, resultante da superposicdo das absorcdes de
deformacéo axial de ligacdo O-H de grupo hidroxila de acido carboxilico, bem como bandas

em 1740 cm™e em 1706 cm™ relativas a deformacéo axial de ligacdes C=O.

O espectro de RMN *H (500 MHz, CD3;0D) de CA-15 (fig. 234, p. 237), assim como
observado em outros metabolitos ja isolados (CA-3, CA-4, CA-8, CA-9 e CA-14), mostrou
quatro absorg¢des referentes a hidrogénios de grupos metilas em 6y 0,80 (3H-20; s), 0,86 (3H-
19; s), 1,38 (3H-18; s) e 0,88 (3H-17; d, J = 6,7 Hz). O espectro revelou ainda um sinal
centrado em oy 4,75 (1H-12; d, J = 14,7 Hz) associado a hidrogénio de carbono oxigenado, e

dois sinais em dy 6,06 e 6,27 relacionados a hidrogénios de grupos hidroxilas.

No espectro de RMN C-BB (125 MHz, CD;0D) de CA-15 (fig. 236, p. 238) foram
observadas 17 linhas espectrais, destacando-se os sinais referentes a duas carbonilas em ¢
216,7 (C-3) e 173,3 (C-13) e dois sinais referentes a carbonos oxigenados em o¢c 83,4 (C-4) e
65,8 (C-12). A comparagio com o espectro de RMN *C-DEPT 135°(125 MHz, CD;0D) de
CA-15 (fig. 237, p. 239) permitiu correlacionar os carbonos com seu respectivo padrdo de
hidrogenacdo, os quais foram identificados como: 4 carbonos metilicos, 5 carbonos

metilénicos, 3 carbonos metinicos e 5 carbonos ndo-hidrogenados.

O espectro de massas de alta resolucdo obtido com ionizacdo por electrospray
(EMAR-IES) de CA-15 (fig. 232, p. 236) mostrou um pico correspondente ao ion com m/z
335,1818, relativo ao aduto de sédio ([M + Na]™). Assim pode-se sugerir a formula molecular
C17H250s, com indice de deficiéncia de hidrogénio (IDH) igual a 4, para CA-15.

A anélise do diagrama de contorno do espectro de correlacio heteronuclear (*H, BC)a
uma ligacdo (HSQC) de CA-15 (fig. 238 e 239, p. 239 e 240) permitiu assinalar, de forma
inequivoca, cada absorgdo de carbono com os seus respectivos hidrogénios, de acordo com a
Tabela 27 (p. 236).

As correlagcbes do espectro de RMN bidimensional de correlacdo heteronuclear a
longa distancia *H, *C - HMBC (fig. 240 e 241, p. 240 e 241) dos hidrogénios metilicos em
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oy 1,38 (3H-18) com os carbonos em ¢ 46,4 (C-5), 83,4 (C-4) e 216,7 (C-3), além das
correlagdes do hidrogénio em &y 2,58 (1H-10) com os carbonos em d¢ 16,1 (C-19), 18,3 (C-
20), 24,7 (C-1), 41,3 (C-9), 46,4 (C-5) e 83,4 (C-4) (fig. 226), confirmaram a estrutura da

decalina contendo um grupo carbonila em C-3 e uma hidroxila em C-4.

Figura 226 - Correlagdes relevantes observadas no espectro de HMBC que auxiliaram a confirmar o sistema
decalina em CA-15

Em adicdo foram observadas as correla¢fes dos hidrogénios metilicos em &y 0,80 (3H-
20) com os carbonos em 6¢ 38,4 (C-8), 41,3 (C-9), 43,4 (C-10) e 43,8 (C-11), juntamente com
as correlagdes dos hidrogénios metilénicos em oy 1,78 (2H-11) com os carbonos em d¢ 18,3
(C-20), 38,4 (C-8), 41,3 (C-9) e 65,8 (C-12) auxiliaram no posicionamento da hidroxila no
carbono C-12 (fig. 227).

Figura 227- Correlagdes relevantes no espectro de HMBC de CA-15

A correlacdo do sinal referente ao hidrogénio de uma das hidroxilas em &y 6,06 com 0
carbono carbonilico em 6¢ 173,3 (C-13) e a possibilidade de ligacdo de hidrogénio existente
entre os hidrogénios das hidroxilas, como visualizado no espectro de RMH *H, auxiliaram no

posicionamento do carbono carbonilico na posicdo C-13 (fig. 228 e 229, p. 235).
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Figura 228 - Correlacdo entre o hidrogénio da Figura 229 - Interacdo proposta entre os hidrogénios

hidroxila e o carbono carbonilico em C-13 presentes na hidroxilas em C-12 e C-13
o) OH H
NE’ O 13 _0O O~u3 /
‘/_j % \ % O\\
H H H
12 12 O/
O
11] \ 11]
H
9 9
N Oy

O espectro bidimensional de NOESY de CA-15 (fig. 242, p. 241) mostrou o
acoplamento homonuclear dipolar entre o hidrogénio H-10 (64 2,58) com os hidrogénios H-18
(64 1,38) e com o hidrogénio H-12 (84 4,75), além do acoplamento dos hidrogénios metilicos
H-20 (64 0,80) e H-17 (64 0,88) com os hidrogénios 2H-7 (64 1,48). Desta forma, foi possivel

propor a estereoquimica relativa da molécula de CA-15, representada na Figura 230.

Figura 230 - Correlaces relevantes observadas no espectro de NOESY de CA-15
HO

1
19CH3 © H
g 4

A analise de todos os dados espectroscopicos obtidos, bem como a comparacdo com
dados obtidos para CA-3 e CA-4, permitiu caracterizar CA-15 como o inédito &cido 3-oxo-
4a,12-dihidroxi-14,15,16-trinorclerodan-13-oico (fig. 231).

Figura 231 - Estrutura de CA-15 (&cido 3-0x0-4a,12-dihidroxi-14,15,16-trinorclerodan-13-oico)
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Tabela 27 - Dados de RMN *H, **C e correlagdes de *H, *C - HSQC e HMBC (500 x 125 MHz, CD;0D) de

CA-15
. HSQC HMBC CA3*
6C (ppm) 6H (ppm; J = Hz) 2\]CH 3JCH
2,21 (m)
1 247 2H-2; 1H-10 23,8
1,65 (m)
2,62 (m)
2 37,7 2H-1 36,2
2,30 (ddd; 14,2, 4,8 € 1,8)
3 216,7 - 2H-2 1H-1a; 3H-18 215,3
2H-2; 1H-10;
4 834 - 3H-18 81,7
3H-19
5 46,4 - 3H-19; 1H-10 2H-1; 2H-7; 3H-18 45,3
1,70 (m)
6 32,7 2H-7 3H-19; 1H-8 31,2
1,52 (m)
7 281 1,48 (m; 2H) 2H-6; 1H-8 3H-17 26,9
8 384 1,71 (m) 2H-7; 1H-8; 3H-17 2H-11; 3H-20 37,5
9 413 - 1H-10; 2H-11; 3H-20 2H-7; 3H-17 42,0
10 434 2,58 (m) 2H-1 2H-2; 3H-19; 3H-20 41,6
11 438 1,78 (m) 3H-20 47,3
12 65,8 4,75 (d; 14,7; 1H) 2H-11 195,2
13 173,3 - 129,7
17 165 0,88 (d; 6,7; 3H) 2H-7 16,7
18 22,3 1,38 (s; 3H) 21,9
19 16,1 0,86 (s; 3H) 2H-6; 1H-10 15,0
20 18,3 0,80 (s; 3H) 1H-8; 1H-10; 2H-11 17,8

Figura 232 - Espectro de massas de alta resolucdo (EMAR-IES) de CA-15

* (CDCl, 125 MHz)
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Figura 233 - Espectro de absor¢éo na regido do infravermelho de CA-15
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Figura 235 - Espectro de *H,*H-COSY (500 MHz, CD;0D) de CA-15
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Figura 236 - Espectro de RMN **C-BB (125 MHz, CD;0D) de CA-15
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Figura 237 - Espectro de RMN **C-DEPT 135° (125 MHz, CD;0D) de CA-15
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Figura 238 - Espectro de RMN bidimensional de correlacio heteronuclear *H, *C - HSQC (500 x 125 MHz,
CD;0D) de CA-15
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Figura 239 — Expanséo do Espectro de RMN bidimensional de correlagéo heteronuclear *H, **C - HSQC (500 x

125 MHz, CD;0D) de CA-15

00

Figura 240- Espectro de correlagdo heteronuclear H, **C a longa distancia - HMBC (500 x 125 MHz, CD;0D)
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Figura 241 - Expanses do espectro de correlacéo heteronuclear *H, **C a longa distancia - HMBC (500 x 125

MHz, CD;0D) de CA-15
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Figura 242 - Espectro de 'H,"H-NOESY (500 MHz, CD;0D) de CA-15
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4.16 Determinacéo Estrutural de CA-16

O tratamento cromatogréfico a fracdo hexano/diclorometano, oriunda do extrato
hexanico das raizes CLRH (item 5.5.3, p. 255), resultou no isolamento de composto sélido,
com p. f. =130,8 — 133,4 °C denominado de CA-16 (item 5.5.3.1, p. 255).

O espectro de RMN *H (300 MHz, CDCl3) de CA-16 (fig. 244, p. 244) mostrou um
grande nimero de sinais sugerindo que a mostra tratava-se de uma mistura de dois compostos.
O espectro apresentou sinais centrados em 6y 5,36 (d; J = 4,9 Hz; H-6); 5,16 (dd; J = 15,2 ¢
8,5 Hz; H-22) e 5,02 (dd; dd; J = 15,2 e 8,5 Hz; H-23) correspondentes a atomos de
hidrogénios olefinicos, um sinal em 6y 3,54 (m) caracteristico de hidrogénio ligado a &tomo
de carbono carbindlico e uma grande quantidade de sinais no intervalo &y 0,67-2,30
caracteristicos de hidrogénios ligados a 4tomos de carbono com hibridagdo sp, tipicos de
esqueleto triterpénico ou esteroidal (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2007).

A comparacdo dos espectros de RMN **C (75 MHz, CDCl;) de CA-16 (fig. 245, p.
244), contribuiu para conclusdo de que a amostra possuia em sua estrutura duas duplas
ligacbes, uma di e outra trissubstituida, de acordo com as informacdes observadas para oS
carbonos olefinicos em &¢ 140,9 (C- 5), 138,5 (C-22), 129,5 (C-23) e 121,9 (C-6). Observou-
se ainda um sinal em &8¢ 72,0 (C-3), condizente com a presenca de um carbono carbinélico na

molécula.

A partir dos dados analisados, foi possivel caracterizar CA-16 como a mistura dos
esteroides S-sitosterol e estigmasterol (fig. 243). Essa proposta foi reforgada pela comparagéo,
em CCD, entre CA-16 com amostra padrdo e por comparacdo dos dados espectroscopicos
obtidos com os valores descritos na literatura (GOAD, 1991) (tab. 28, p. 243).

Figura 243 - Estrutura de CA-16 (5-sitosterol e estigmasterol)

Sitosterol, A®

Estigmasterol, A> %

HO
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Tabela 28 - Dados de RMN **C (125 MHz, CDCls) de CA-16, comparado com os valores na literatura (GOAD,
1991) para a mistura dos esteroides fS-sitosterol e estigmasterol

CA-16 p-sitosterol* CA-16 Estigmasterol*

Sc(ppm) Sc(ppm) Oc(ppm) Sc(ppm)
1 37,5 37,3 37,5 37,3
2 31,9 31,9 31,8 31,7
3 72,0 71,7 72,0 71,8
4 42,4 42,3 42,5 42,4
5 140,9 140,8 140,9 140,8
6 1219 121,6 121,9 1217
7 32,1 31,9 32,1 31,9
8 32,1 31,9 32,1 31,9
9 50,3 50,2 50,4 50,2
10 36,7 36,5 36,7 36,6
11 21,3 21,1 21,3 21,1
12 40,0 39,9 39,9 39,7
13 42,5 42,5 42,5 42,4
14 57,0 56,8 57,1 56,9
15 24,5 24,3 24,5 24,4
16 28,4 28,3 29,1 29,0
17 56,2 56,1 56,3 56,1
18 12,0 11,9 12,2 12,1
19 19,6 19,4 19,6 194
20 36,3 36,2 40,6 40,5
21 19,2 18,8 214 21,1
22 34,1 33,9 138,5 138,5
23 26,3 26,1 129,5 129,5
24 46,0 459 514 51,3
25 29,4 29,2 32,1 31,9
26 19,2 19,8 21,3 21,3
27 19,0 19,1 19,0 19,0
28 23,3 23,1 25,6 25,4
29 12,4 12,3 12,2 12,3

*CDCl;
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Figura 244 - Espectro de RMN *H (300 MHz, CDCIl;) de CA-16

980
LTS80

P886°1
0L66'L
0800
9820
SLEOT
S861°T
9PETT
SIPTT
0€LTT
LLITT
606T°T

T89S°E

00LTL

: \“\V//

|

26

Sitosterol, A®
Estigmasterol, A> ?

HO

1

(g

1.5

09'8
10C
8¢

A

W)

A
!

(

£8°0

)

)
]
S|

ppm

1.0

3.0

3.5

Figura 245 - Espectro de RMN **C-BB (75 MHz, CDCl;) de CA-16

1Tl
Tl
i
1061
1761
9T61
2961
€002
0€'1T
et
1€°€C
£6T
65T
st
PE9T
L¥'8T
16T
0v'62
88'1€

ploe —>=
61'vE — =
LE9€

vL9E

6V LE

166§

1007

6907

SrTr

V=

Y6'ITI

1$6C1

€58ET ——
LOOV] —

pp!

=20

-10

10

70 60 50 40 30

80

110

20

170 160 150 140 130

180

Antonio Honorio de Sousa - Estudo Quimico de Croton limae A. P. S. Gomes, M. F. Sales & P. E. Berry (Euphorbiaceae)



245

5 EXPERIMENTAL
5.1 Material Botanico

O material vegetal estudado (caule e raiz) foi coletado no municipio de Andarai (BA),
pelo Professor Edilberto Rocha Silveira, do Departamento de Quimica Organica e Inorganica
da Universidade Federal do Ceara. A identificacdo botanica foi realizada pela Professora
Maria Lenise Guedes, da Universidade Federal da Bahia (UFBA), e as exsicatas relativas a
coleta encontram-se depositadas no Herbario Prisco Bezerra (EAC), no Departamento de
Biologia (UFC), com o nimero 46407 e no Herbario Alexandre Leal Costa (ALCB), na
UFBA, com o nimero 92958.

5.2 Métodos Cromatogréficos
5.2.1 Cromatografia de Adsorcéo

Para o fracionamento dos extratos brutos e fracdes, bem como a separacdo e
purificacdo de substancias, foram utilizadas cromatografias de adsor¢cdo em coluna aberta
utilizando-se como suportes gel de silica 60 (& 63-200 um), silica para cromatografia do tipo
“flash” (& 40-63 um) da marca VETEC, gel de dextrana Sephadex® LH-20 da Pharmacia
Fine Chemicals e cartuchos SPE C18 (cartuchos de octadecil-silica) da Phenomenex. Os
eluentes utilizados nas separacfes foram - hexano, diclorometano, acetato de etila, metanol e

4gua, puros ou em misturas da marca Synth®.

O comprimento e o didmetro das colunas variaram de acordo com as amostras e
quantidades de gel de silica utilizadas. As colunas utilizadas na cromatografia de adsor¢do sob
média pressdo (cromatografia do tipo “flash”) foram de vidro resistente a pressdo e continham
bulbos no apice, para armazenamento de solvente. Foi empregada nesta técnica, bomba de ar

comprimido NS Inalar Compact® da IndGstria de Aparelhos Médicos Ltda.

Os procedimentos cromatograficos em camada delgada (CCD) foram efetuados em
cromatoplacas de gel de silica 60 F254 de poliéster ou aluminio da Merck e ainda através de
cromatoplacas de silica gel 60 G da VETEC, cddigo 1094, sobre laminas de vidro. Os
eluentes utilizados nos procedimentos cromatograficos foram - hexano, diclorometano,
acetato de etila e metanol da marca Synth®, puros ou em soluges, em proporcdes crescentes

de polaridade.
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As revelagdes das substancias nas cromatoplacas analiticas foram realizadas por
exposi¢cdo a luz ultravioleta em dois comprimentos de onda (254 e 365 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 (HCIO,4) em etanol (C,HgO), seguido de aquecimento
em chapa elétrica a 100 °C.

5.2.2 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) foi realizada em equipamento da
Marca Shimadzu®, do Laboratério de Fitoquimica de Plantas Medicinais
(LAFIPLAM/DQOI/UFC), constituido de trés bombas de alta pressdo, modelo Shimadzu®
LC-20 AT, detector UV Visivel com arranjo de diodos Shimadzu® SPD-M20A e com forno

termostatico para acomodacdo da coluna modelo CTO-20 A.

Paras as andlises cromatograficas em fase normal utilizou-se uma coluna semi-
preparativa Phenomenex (10 x 250 mm, & 5um). Os solventes empregados como fase movel
foram hexano, acetato de etila e isopropanol, com grau de pureza CLAE da Tedia Brazil®,

filtrados a vacuo em membrana de nylon com poros de 0,22 um (Phenomenex).

As andlises em fase reversa foram realizadas em coluna semi-preparativa C-18
(Gemini®, Phenomenex) 250 x 10 mm (5 pm) e como fase movel os solventes acetonitrila,
grau de pureza CLAE, e agua (Milli-Q®), purificada em um sistema Milli-Q da Millipore

Corporation, que foram filtrados a vacuo em membranas de nylon com poros de 0,22 pum.

As amostras foram dissolvidas com os solventes utilizados na fase mével e filtradas
em um sistema manual de membrana de teflon com poros de 0,22 um (Phenomenex). A vazao

utilizada foi de 4,72 mL/min e o volume de inje¢do de 200 pL.
5.3 Métodos Fisicos
5.3.1 Ponto de Fuséo

Os pontos de fusdo das substancias isoladas foram determinados em equipamentos de
microdeterminaco digital da Mettler Toledo® com placa aquecedora FP82HT e uma central
de processamento FP90. As determinagOes foram realizadas a uma velocidade de

aquecimento de 2 °C/min e ndo foram corrigidos.
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5.3.2 Rotacdo Optica [a]p

As rotaces Opticas foram obtidas em polarimetro digital da Perkin-Elmer 341 em

temperatura de 20 °C e concentracdo de 1mg/mL de solvente (c = 0,1).
5.4 Métodos Espectroscopicos e Espectrométricos
5.4.1 Espectroscopia na Regido de Absorc¢ao do Infravermelho (1V)

Os espectros na regido do infravermelho foram obtidos em espectrometro Spectrum
100 — FT-IR Spectrometer, da Perkin Elmer®, modelo Universal ATR Sampling Accessory,
pertencente ao Laboratdrio de Espectrometria de Massa do Nordeste, da Universidade Federal
do Ceard (LEMANOR-UFC). Os experimentos foram realizados com as amostras solidas ou

em solucgéo, neste caso, utilizando-se o solvente diclorometano.

5.4.2 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 *C), uni e bidimensionais, foram obtidos em espectrometros Bruker,
modelo Avance DPX-300 e/ou modelo Avance DRX-500, pertencentes ao Centro Nordestino
de Aplicacdo e Uso da Ressonancia Magnética Nuclear (CENAUREMN). O espectrémetro
Avance DRX-300, foi operado nas frequéncias de 300,13 e 75,47 MHz para hidrogénio e
carbono, respectivamente. Nos experimentos realizados no aparelho Avance DRX-500, foram
aplicadas frequéncias de 499,70 MHz e 125,75 MHz para hidrogénio e carbono,

respectivamente.

As amostras analisadas foram dissolvidas em 0,6 mL do solvente deuterado adequado
e acondicionado em tubos de RMN de 5 mm. Os solventes deuterados utilizados nas
dissolucdes das amostras foram cloroformio (CDCI3), metanol (CD3;0D), piridina (CsDsN) ou

acetona ((CD3),CO) deuterados, da Cambridge Isotope Laboratories.

Os deslocamentos quimicos (8) foram expressos em partes por milhdo (ppm) e
referenciados, no caso dos espectros de protio, pelos picos dos hidrogénios pertencentes as

moléculas residuais ndo-deuteradas dos solventes utilizados. Nos espectros de carbono-13, 0s
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deslocamentos quimicos foram referenciados pelos picos dos carbonos dos solventes

utilizados nas analises.

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

O padrdo de hidrogenagdo dos carbonos foi determinado através da utilizacdo da
técnica DEPT (Distortionless Enhancement by Polarization Transfer), com angulos de
nutacdo de 135°, apresentando CH e CH3 com amplitudes em oposi¢do aos CH, seguindo
convencéo - C (carbono nao-hidrogenado), CH (carbono metinico), CH, (carbono metilénico)

e CH3 (carbono metilico).
5.4.3 Espectrometria de Massa de Alta Resolucdo (EMAR)

Os espectros de massas de alta resolucdo foram obtidos em espectrometro
SHIMADZU, modelo LCMS-IT-TOF, equipado com uma fonte de ioniza¢do por ionizagao
quimica a pressdao atmosférica (Atmospheric Pressure Chemical lonization - APCI)
pertencente ao LEMANOR-UFC, sendo os scans adquiridos no modo positivo ou negativo.
Condicdes gerais das andlises - voltagens do capilar 3500 V; temperatura e fluxo do gas
secante - 150°C e 150uL/h. Nitrogénio foi utilizado como gés de nebulizagcdo e solucao de
NaTFA foi usada como padréo para calibracdo do IT-TOF.

5.5 Estudo Fitoquimico de Croton limae
5.5.1 Obtencao dos Extratos do Caule e Raiz

O caule de C. limae (1,90 kg), seco a temperatura ambiente e triturado, foi submetido
a extracdo com etanol. O solvente foi destilado sob pressdo reduzida em evaporador rotativo

fornecendo um extrato de coloracdo escura denominado de CLCE (118,0 g).

As raizes de C. limae (2,90 kg), depois de secas e trituradas, foram submetidas a
extracdo com hexano. Apos destilacdo do solvente sob pressdo reduzida obteve-se um extrato
de coloracdo amarelada denominado CLRH (95,60 g). Em seguida a torta foi submetida a
extracdo com etanol. A solucdo etanolica foi destilada em evaporador rotativo sob pressédo
reduzida gerando um extrato que foi denominado de CLRE (189,70 g).
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5.5.2 Particéo Liquido-Liquido do Extrato Etanélico do Caule (CLCE)

O extrato etandlico do caule (CLCE - 118,0 g) foi dividido em quatro aliquotas de
mesma massa para realizacdo de extracdo liquido-liquido. Cada fracdo foi solubilizada em
200 mL de MeOH/H,0 na proporcédo de 2:1. Cada aliquota foi extraida com hexano (3 x 200
mL), diclorometano (4 x 200 mL) e acetato de etila (3 x 200 mL) utilizando um funil de 2,0 L.
Apdbs evaporacdo dos solventes, sob pressdo reduzida em evaporador rotativo, as massas

foram sumarizadas na Tabela 29.

Tabela 29 — Fracionamento, por parti¢do liquido-liquido, do extrato etanélico do caule de Croton limae (CLCE)

Fracdo Cadigo Massa (9) Rendimento (%)
Hexano CLCEH 33,23 28,16
Diclorometano CLCED 55,43 46,97
Acetato de etila CLCEA 3,83 3,25
Metanol/Agua CLCEaq 21,00 17,80
Total 113,49 96,18

5.5.2.1 Fracionamento Cromatografico de CLCEH

A fracdo CLCEH (33,23 g) foi adsorvida em 35,5 g de gel de silica (@i, 63-200 pum),
pulverizada em gral de porcelana e acondicionada sobre 154,0 g de gel de silica (Ji; 63 — 200
pum) em coluna cromatogréfica de 7,5 cm de didmetro. Como eluentes foram utilizados
hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol puros ou em misturas binarias (1:1) em
ordem crescente de polaridade. Apds evaporacdo dos solventes, sob pressdo reduzida em
evaporador rotativo, foram obtidas sete novaz fracdes. As massas foram sumarizadas na
Tabela 30.

Tabela 30 - Dados do fracionamento cromatogréfico da fragdo CLCEH

Fracao Eluente Vol. (mL) Massa () Rendimento (%)
CLH-1 Hexano 200 0,66 1,99
CLH-2 Hexano/Diclorometano 400 8,47 25,49
CLH-3 Diclorometano 400 7,83 23,56
CLH-4 Diclorometano/AcOEt 300 11,04 33,22
CLH-5 AcOEt 200 1,14 3,43
CLH-6 AcOEt /Metanol 200 1,99 5,99
CLH-7 Metanol 100 0,29 0,87

Total 31,42 94,55
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5.5.2.2 Fracionamento de CLH-4 e isolamento de CA-1, CA-2, CA-3 e CA-4

A fracdo CLH-4 (11,04 g) (tab. 30, p. 249) foi separada em duas aliquotas de (5,5 g) e
ambas foram cromatografadas em 125,0 g gel de silica (Dinx 63—200um) em uma coluna
cromatografica de 3,5 cm de didmetro. Os solventes utilizados nas eluicdes foram hexano e
acetato de etila em misturas binarias, em ordem crescente de polaridade, além de acetato de
etila e metanol puros. Para cada procedimento cromatografico foram utilizados os mesmos
volumes de eluentes e vidrarias de mesma capacidade. Assim, apds analise em CCD, as

fragdes foram reunidas como descrito na Tabela 31.

Tabela 31 - Dados do fracionamento cromatogréafico da fracdo CLH-4

Eluente Proporcdo (%) Vol.(mL) Fracbes Fragdes Reunidas  Massa (Q)

Hex/AcOEt 90:10 100 1-9 CLH4(1-19) 0,7510
Hex/AcOEt 80:20 100 10-19 CLH4(20-26) 1,723
Hex/AcOEt 70:30 200 20-38 CLH4(27-34) 1,775
Hex/AcOEt 60:40 200 39-59 CLH4(35-39) 0,7543
AcOEt 100 100 60-71 CLH4(40-46) 0,8956
MeOH 100 100 72-82 CLH4(47-60) 1,908
CLH4(61-68) 1,4770

CLH4(69-74) 0,194

CLH4(75-82) 0,7985

Rendimento 10,28 g (93,12%)

A Fracdao CLH4(20-26) (1,723 g) apresentou um solido cristalino incolor que, apds
filtracdo, foi possivel separar 88,2 mg do sélido que foi denominado de CA-1, cuja

determinacéo estrutural encontra-se no item 4.1 (p. 75).

A Fracdo CLH4(27-34) (1,775 g) foi recromatografada sobre 65,5 g de gel de silica
(Dint 63-200um), em uma coluna cromatografica de 2,5 cm de didmetro, utilizando-se um
volume de 600 mL da mistura hexano/acetato de etila (60:40), como eluente no modo
isocratico, obtendo-se 57 fragcdes. Apds andlise por CCD as fragbes foram reunidas e
sumarizadas segundo a Tabela 32 (p. 251).
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Tabela 32 - Dados do fracionamento cromatografico da Fragdo CLH4(27-34)

Eluente Proporc¢éo Fracoes Fracdes Reunidas Massa (mg)

Hex/AcOEt 60:40 57 1-6 276,9
7-12 253,7
13-18 286,6
19-21 226,1
22-25 132,8
26-28 82,7
29-32 97,3
33-40 106,0
41-44 88,2
45-50 98,7
51-57 67,8

Rendimento 1,7168 g (96,72%)

A fragdo f(26-28) (82,7 mg), apresentou-se como um sélido branco, homogéneo em
CCD, sendo denominado de CA-2, cuja determinacdo estrutural encontra-se no item 4.2 (p.
103).

O fracionamento cromatografico da fracdo CLH4(35-39) (754,3 mg) (tab. 31, p. 250)
resultante da fracdo CLH-4, foi realizado sobre 28,0 g de gel de silica (Jin: 63 — 200 pm)
utilizando uma coluna de 2,5 cm de didmetro e os solventes hexano, acetato de etila e metanol
em misturas ou puros, em ordem crescente de polaridade, como eluente. O procedimento

levou a obtencdo de 60 fracGes, sumarizadas na Tabela 33.

Tabela 33 - Dados do fracionamento cromatografico da Fragdo CLH4(35-39)

Eluente Proporcdo (%) Volume (mL) Fracbes FracOes Reunidas Massa (g)
Hex/AcOEt 90:10 100 1-11 1-8 1443
Hex/AcOEt 80:20 100 12-20 9-12 83,6
Hex/AcOEt 60:40 300 21-38 13-17 119,5

AcOEt 100 100 39-57 18-24 103,6

AcOEt/MeOH 50:50 50 58-63 25-34 112,6
35-60 132,6
Rendimento 696,2 g (92,30%)

A Fracédo 9-12 (83,6 mg), constituida de um solido cristalino, foi denominada de CA-3

e sua determinagdo estrutural encontra-se descrita no item 4.3 (p. 113).
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A Fracdo 35-60 (132,6 mg), proveniente da fracdo CLH4(35-39) (tab. 33, p. 251), foi
submetida & cromatografia de exclusdo molecular em matriz de Sephadex LH-20® (18,0 cm
de altura x 3,0 cm didmetro), utilizando metanol como eluente, obtendo-se de 30 fracdes de,

aproximadamente, 5 mL cada (tab. 34).

Tabela 34 - Dados do fracionamento cromatografico da Fragao (35-60), proveniente da fracdo CLH4(35-39)

Eluente Fracbes  FracOes Reunidas  Massa (mg)
MeOH 30 1-5 10,3
6-12 22,6
13-30 98,0
Rendimento 130,9 mg (98,72%)

A fracdo 13-30 (98,0 mg) foi cromatografada sobre 18,0 g de gel de silica (@i 40 - 63
pum), em coluna de 2,2 cm de didmetro, utilizando diclorometano, acetato de etila e metanol,

puros ou em mistura binarias, em ordem crescente de polaridade segundo a Tabela 35.

Tabela 35 - Dados do fracionamento cromatogréfico da Fragdo 13-30

Eluente Proporcéo (%) Vol. (mL) Fracbes FracOes Reunidas Massa (mg)
Dicl/AcOEt 70:30 100 1-11 1-7 10,9
Dicl/AcOEt 50:50 200 12-33 8-20 10,5
Dicl/AcOEt 30:70 100 34-45 21-30 13,7

AcOEt/MeOH 95:5 150 46-60 32-46 15,3
MeOH 70:30 50 61-65 47-49 54
50-57 16,0
58-65 12,1

Rendimento 83,9 mg (85,61%)

A fracdo 50-57 (16,0 mg) apresentou-se como de material s6lido amarelado que foi
denominada de CA-4. A determinacéo estrutural de CA-4 encontra-se no item 4.4 (p. 135).

5.5.2.3 Isolamento de CA-5

A fracdo CLCEA (3,83 g) (tab. 29, p. 249) foi submetida & cromatografia de excluséo
molecular em gel de dextrana Sephadex LH-20 (18,0 cm de altura x 3,0 cm didmetro)
utilizando metanol como eluente. As fra¢Oes resultantes foram analisadas por CCD e reunidas

fornecendo oito fragdes (tab. 36, p. 253).
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Tabela 36 - Dados do fracionamento cromatogréafico da fragio CLCEA

Fracoes Massa (mg)
1 819,4
2 576,3
3 769,0
4 559,8
5 395,5
6 368,7
7 149,0
8 137,7
Rendimento 3,775 g (98,56%)

A fracdo 7 (149,0 mg) foi dissolvida em uma solucdo metanol/agua (50:50) e
submetida a fracionamento em Cartucho SPE C-18. Como eluente foram utilizados solugéo
metanol/agua (50:50) e metanol puro gerando assim duas novas fragdes (tab. 37).

Tabela 37 - Dados do fracionamento cromatogréfico da fracdo 7, oriunda do fracionamento de CLCEA

Eluente Proporcéao (%) Vol. (mL) Fracdes Massa (mg)
MeOH/H,0 50:50 150 1 78,9
MeOH 100 150 2 69,8

A fracdo metanol/agua (50:50) (78,9 mg) foi submetida a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) em coluna semi-preparativa (C-18) em condicGes de fase reversa
utilizando metanol/agua (50:50) como fase mével em modo isocratico, empregando-se um
fluxo de 4,72 mL/min. A partir deste procedimento foi possivel obter-se um material pastoso
de coloracdo amarelada denominada de CA-5 (10,2 mg), cuja determinacdo estrutural

encontra-se descrita item 4.5 (p. 144).

As substancias CA-1, CA-2 e CA-3 foram novamente encontradas e isoladas a partir
dos diversos fracionamentos cromatograficos realizados no Extrato Hexanico das Raizes
(CLRH). Estes metabdlitos foram entdo acumulados fornecendo material necessario para

realizacdo de reagOes de modificacdo estrutural, biotransformagdes e ensaios.
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Figura 246 - Fluxograma de isolamento para CA-1, CA-2, CA-3, CA-4e CA-5
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5.5.3 Fracionamento de CLRH

Uma aliquota de 40,0 g do extrato hexanico das raizes (CLRH) (item 5.5.1, p. 248) foi
adsorvida em 45,0 g de silica e submetida a fracionamento cromatografico em 75,0 g de gel
de silica (@it 63-200 pm) em uma coluna de 7,5 cm de didmetro. Para eluicdo foram
utilizados hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol, puros ou em misturas binarias,

em ordem crescente de polaridade, originando seis fragdes (tab. 38).

Tabela 38 - Dados do fracionamento cromatografico da fragdo CLRH

Eluente Volume (mL) Massa (9)
Hexano 200 0,70
Hexano/Diclorometano 400 12,11
Diclorometano 400 13,30
Diclorometano/Acetato de etila 300 9,51
Acetato de etila 200 0,97
Metanol 100 0,55

Rendimento 37,14 g (92,85%)

5.5.3.1 Isolamento de CA-6, CA-7 e CA-16

A fracdo hexano/diclorometano (12,11 g), oriunda do fracionamento cromatografico
do extrato hexanico das raizes (CLRH), foi cromatografada em 50,0 g de silica (@i 63— 200
pum), em uma coluna de 5,5 cm de diametro, utilizando hexano, diclorometano, acetato de

etila e metanol, puros ou em misturas binarias como eluentes (tab. 39).

Tabela 39 - Fracionamento cromatogréfico da fracdo hexano/diclorometano (12,11 g) oriunda de CLRH

Eluente Proporcéo (%)  Vol. (mL) Fracbes FracOes Reunidas Massa (Q)
Hex 100 100 1-11 1-15 0,1793
Hex/Dicl 90:10 200 12-30 16-52 3,879
Hex/Dicl 80:20 200 31-49 53-62 1,856
Hex/Dicl 60:40 100 50-57 63-73 1,685
Hex/Dicl 30:70 200 58-77 74-77 0,3695
Dicl 100 200 78-95 78-89 3,280
Dicl/AcOEt 50:50 100 96-103 90-97 0,0815
AcOEt/MeOH 50:50 50 104-108 98-102 0,0341
103-108 0,0215

Rendimento 11,385 g (94,01%)

Antonio Honorio de Sousa - Estudo Quimico de Croton limae A. P. S. Gomes, M. F. Sales & P. E. Berry (Euphorbiaceae)



256

A fracdo f(63-73) apresentou um solido como corpo de fundo que foi separado
fornecendo 270,0 mg de material que, em seguida, foi cromatografado em 32,0 g de silica
“flash” (Dint 40-60 pm), em coluna sob média pressdo, utilizando misturas de hexano/acetato

de etila em ordem crescente de polaridade (tab. 40).

Tabela 40 - Fracionamento cromatografico do precipitado obtido a partir da fracdo f63-73 oriunda do
fracionamento de CLRH

Eluente Proporcdo (%) Vol. (mL) Fracbes Fracdes Reunidas Massa (mg)

Hex/AcOEt 80:20 350 1-38 1-4 17,6
Hex/AcOEt 50:50 100 39-48 5-18 95,0
AcOEt 100 50 49-53 19-40 115,4
41-53 38,1

Rendimento 266,1 mg (98,55)

A fracdo (5-18) (95,0 mg) apresentou-se como um sélido branco, sendo denominado
de CA-6, cuja determinacéo estrutural encontra-se no item 4.6 (p. 151).

Observou-se a formacdo de um precipitado solido na fracdo f(78-89) (3,28 g) (tab. 39,
p. 255), que ap6s a adicdo de uma solucdo de hexano/acetato de etila (50:50), foi possivel
obter 48,2 mg de um sdélido branco denominado de CA-7, cuja determinacdo estrutural

encontra-se no item 4.7 (p. 158).

Uma aliquota de 1,0 g da fracdo f(53-62) (tab. 39, p. 255) foi submetida a uma coluna
cromatografica, utilizando 35,39 g de gel de silica em uma coluna de 3,0 cm de diametro.
Foram utilizados hexano, acetato de etila e metanol, puros ou em misturas binarias, como

eluentes levando a obtengéo de 70 fragdes (tab. 41).

Tabela 41 - Fracionamento cromatografico da fragdo f(53-62) oriunda do fracionamento de CLRH

Eluente Proporcéo (%) Vol. (mL) Fracdes FracOes Reunidas Massa (mg)
Hexano 100 150 1-14 1-17 341,8
Hex/AcOEt 90:10 150 15-29 18-21 95,1
Hex/AcOEt 80:20 150 30-46 22-30 148,0
Hex/AcOEt 20:80 100 47-58 31-48 232,4
AcOEt/MeOH 50:50 100 59-70 49-70 110,4

Rendimento 927,7 mg (92,77%)

A fracdo (18-21) (95,1 mg) foi recromatografada em coluna do tipo “flash ” sob média
pressdao (Din 2,5 cm) contendo gel de silica (12,0 g) e eluida isocraticamente com

hexano/CH,Cl, (1:1). A partir deste procedimento foi possivel obter um sdlido cristalino,
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denominado de CA-16 (36,7 mg) cuja determinacgdo estrutural encontra-se descrita no item
4.16 (p. 242).

5.5.3.2 Isolamento de CA-8, CA-9 e CA-10

As fracGes diclorometano/acetato de etila (9,51 g) e acetato de etila (0,97 @),
provenientes do fracionamento de CLRH (tab. 38, p. 255), mostraram-se semelhantes em
CCD e foram reunidas. Esta nova fragdo (10, 48 g) foi submetida & cromatografia de exclusdo
molecular em matriz de Sephadex LH-20 (18,0 cm de altura x 3,0 cm diametro), utilizando
metanol como eluente. Ao final das eluicbes as fracbes foram reunidas em trés novos grupos
(tab. 42).

Tabela 42 - Fracionamento cromatografico da frag8o resultante da unido das fragcdes Diclorometano/Acetato de
etila e Acetato de etila, provenientes de CARH

Fracoes Massa (9) Rendimento (%)
F1(D/A) 4,98 47,5
F2(D/A) 3,75 35,8
F3(D/A) 1,54 14,7

A fracdo F3(D/A) (1,54 g) foi entdo cromatografada em 26,0 g de gel de silica (Jin 63
— 200 pm), em coluna de 3,0 cm de didametro, utilizando diclorometano, acetato de etila e

metanol, puros ou em mistura binarias, obtendo-se 9 novas fracdes (tab. 43).

Tabela 43 - Dados do fracionamento cromatogréfico da fracdo F3(D/A)

Eluente Proporcéo (%) Vol. (mL) Fracdes Massa (mg)
Dicl 100 100 F3(D/A)-(1) 57,2
Dicl/AcOEt 90:10 200 F3(D/A)-(2) 592,5
Dicl/AcOEt 80:20 200 F3(D/A)-(3) 342,1
Dicl/AcOEt 70:30 100 F3(D/A)-(4) 59,8
Dicl/AcOEt 60:70 100 F3(D/A)-(5) 34,9
Dicl/AcOEt 50:50 100 F3(D/A)-(6) 34,7
AcOEt 100 100 F3(D/A)-(7) 84,4
AcOEt/MeOH 50:50 100 F3(D/A)-(8) 96,6
MeOH 100 50 F3(D/A)-(9) 32,6

Rendimento 1,335 g (86,69%)

A F3(D/A)-(3) (342,1 mg) foi submetida a CLAE, em fase normal, utilizando uma
solugédo de hexano/acetato de etila na proporcdo equivalente (50:50) como eluente no modo
isocratico. A partir deste procedimento obteve-se um material denso, de colora¢do amarelada,

denominado de CA-8 (22,4 mg) cuja determinacgéo estrutural encontra-se no item 4.8 (p. 170).
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A fracdo F2(D/A) (3,75 g) (tab. 42, p. 257) foi cromatografada em 34 g de gel de
silica (@int 63 - 200 um), em coluna de 4,0 cm de didmetro, utilizando diclorometano, acetato

de etila e metanol, puros ou em mistura binarias obtendo-se 77 fracoes (tab. 44).

Tabela 44 - Dados do fracionamento cromatografico da fragdo F2(D/A)

Eluente Proporcédo (%) Vol.(mL) Fracdes Fracfes Reunidas Massa (mg)

Hex/AcOEt 80:20 200 1-18 F2(DIA) (1-7) 11,9
Hex/AcOEt 60:40 200 19-38 F2(D/A) (8-12) 29,0
Hex/AcOet 40:60 200 39-60 F2(D/A) (13-17) 125,3
AcOEt 100 100 61-71 F2(D/A) (18-25) 475,0
MeOH 100 50 72-77 F2(D/A) (26-40) 1105,9
F2(D/A) (41-55) 510,0
F2(D/A) (56-61) 730,4
F2(D/A) (62-69) 306,7
F2(DIA) (70-77) 107,9
Rendimento 3,402 g (90,72%)

A Fracdo F2(D/A) (41-55) (510,0 mg) foi cromatografada em 25 g de gel de silica
(Dint 40-63 pum), em coluna de 2,5 cm de didmetro, utilizando diclorometano, acetato de etila

e metanol, puros ou em mistura binarias, gerando 42 fragdes (tab. 45).

Tabela 45 - Dados do fracionamento cromatografico da fragdo F2(D/A)-(41-55)

Eluente Proporcdo (%) Vol.(mL) Fracbes Fracdes Reunidas Massa (mg)

Dicl/AcOEt 80:20 150 1-14 1-15 87,1
Dicl/AcOEt 50:50 100 15-24 16-21 112,4
AcOEt 100 100 25-35 22-28 106,2
MeOH 100 50 36-42 29-36 98,6
37-42 87,3

Rendimento 491,6 mg (96,39%)

A fracdo (16-21) (112,4 mg) foi submetida a CLAE, em fase reversa, utilizando uma
solugdo de agua/acetonitrila (55:45), como eluente no modo isocratico. A partir deste
procedimento foi possivel obter-se um material s6lido denominado de CA-9 (13,8 mg) e um
material de aspecto resinoso denominado de CA-10 (10,3 mg). As determinacOes estruturais
de CA-9 e CA-10 estéo descritas nos itens 4.9 (p. 180) e 4.10 (p. 190) respectivamente.
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Figura 247 - Fluxograma de isolamento para CA-6, CA-7, CA-8, CA-9, CA-10 e CA-16
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5.5.4 Particdo Liquido-Liquido do Extrato Etandlico das Raizes (CLRE)

Uma aliquota de 30,0 g do extrato etandlico das raizes de Croton limae (CLRE) (item
5.5.1, p. 248) foi submetida a particdo liquido-liquido, através de extracfes sucessivas com
hexano, diclorometano, acetato de etila e n-butanol em um funil de separacdo de 2,0 L. Os

dados estéo presentes na Tabela 46.

Tabela 46 - Particao liquido-liquido de uma aliquota de 30,0 g de CLRE

Eluente Vol. (mL) Massa (9) Rendimento (%)
Hexano 4 x 200 5,90 19,7
Diclorometano 6 x 200 10,90 36,3
Acetato de etila 6 x 200 3,60 12,0
n-Butanol 4 x 200 4,20 14,0
Aquosa - 4,30 14,3

5.5.4.1 Isolamento de CA-11, CA-12, CA-13, CA-14 e CA-15

A fracdo acetato de etila (3,60 g), oriunda da particdo liquido-liquido do extrato
etandlico das raizes (CLRE), foi dividida em trés aliquotas e cromatografadas em matriz de
Sephadex LH-20 (18,0 cm de altura x 3,0 cm diametro), utilizando 1,2 g de amostra por
eluicdo e metanol como eloquente. As fracdes resultantes ao final das trés eluicdes foram
analisadas por CCD e reunidas de acordo com as suas semelhancas, fornecendo cinco fracGes
(tab. 47).

Tabela 47 - Dados do fracionamento cromatografico, em Sephadex LH-20, da fracdo acetato de etila
proveniente de CLRE

Fracdes Massa (mg)
Frl 197,2
Fr2 2117
Fr3 1102,0
Frd 1034,0
Fr5 9773
Rendimento 3,522 g (97,84%)

A fracdo Fr5 (977,3 mg) foi dissolvida em uma solucdo metanol/agua (10:90) e
submetida a fracionamento em Cartucho SPE C-18 (PHENOMENEX) utilizando solugéo de
metanol/agua, em proporcdo crescente de metanol e, posteriormente, metanol puro como

eluentes. Ao final deste processo foram obtidas seis fragdes (tab. 48, p. 261).

Antonio Honorio de Sousa - Estudo Quimico de Croton limae A. P. S. Gomes, M. F. Sales & P. E. Berry (Euphorbiaceae)



261

Tabela 48 - Dados do fracionamento cromatografico, em Cartucho C-18, de Fr5

Eluente Proporcao (%) Vol. (mL) Fracdo Massa (mg)
MeOH/H,0 10:90 200 F1(Fr5) 131,3
MeOH/H,0 20:80 200 F2(Fr5) 185,7
MeOH/H,0 40:60 200 F3(Fr5) 235,2
MeOH/H,0 60:40 200 FA(Fr5) 189,1
MeOH/H,0 80:20 200 F5(Fr5) 126,6

MeOH 100 200 F6(Fr5) 95,2
Rendimento 963,1 mg (98,55%)

A fracdo F5(Fr5) (126,6 mg) foi dissolvida em solucdo metanol/agua (50:50) e
submetida a fracionamento em Cartucho SPE C-18 utilizando como eloquente uma solucdo de
metanol/agua (50:50) e, posteriormente, metanol puro. A fragdo metandlica (89,0 mg) foi
submetida a CLAE, em fase reversa, utilizando agua/acetonitrila (70:30) como eloquente no
modo isocratico. Neste procedimento obteve-se um material sélido amarelado denominado de

CA-11 (7,2 mg) e sua determinacéo estrutural encontra-se no item 4.11 (p. 200).

A fracdo F6(Fr5) (95,2 mg) foi dissolvida em uma solucdo metanol/agua (90:10) e
submetida a fracionamento em um cartucho de fase reversa de silica C-18 (PHENOMENEX)
utilizando como eloquente uma solugdo de metanol/agua (90:10) e, posteriormente, metanol
puro. Ao final deste processo foi possivel isolar um precipitado amarelo da fracdo
metanol/agua (90:10) que foi denominado de CA-12 (10,4 mg) e sua determinacéo estrutural

encontra-se no item 4.12 (p. 206).

A fracdo Fr3 (1,102 g), oriunda do fracionamento cromatografico, em Sephadex LH-
20, da fracdo acetato de etila proveniente de CLRE (tab. 47, p. 260), foi dividida em quatro
aliquotas e submetida a fracionamento em cartucho SPE C-18 (PHENOMENEX). Cada
aliquota foi dissolvida em solucdo metanol/agua (25:75) e eluidas com solugdes de
metanol/agua (25:75), metanol/agua (50:50) e, posteriormente, metanol puro. As Fracdes

semelhantes foram reunidas gerando trés novas fragdes (tab. 49).

Tabela 49 - Dados do fracionamento cromatografico, em Cartucho C-18, de Fr3

Eluente Proporcdo (%)  Vol. (mL) Fracéo Massa (mg)
MeOH/H,0 25:75 200 (Fr3)-F1 398,5
MeOH/H,0 50:50 200 (Fr3)-F2 430,6

MeOH 100 200 (Fr3)-F3 250,3
Rendimento 1,079 g (97,91%)
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A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), em fase reversa da fracdo (Fr3)-F2
(430,6 mg), utilizando uma solugdo de &gua/acetonitrila (60:40) como eloquente no modo
isocratico, permitiu obter dois compostos denominada de CA-13 (17,1 mg) e CA-14 (11,6
mg), cujas determinacfes estruturais encontram-se nos itens 4.13 (p. 214) e 4.14 (p. 224),

respectivamente.

A fragdo Fr4 (1,034 g), oriunda do fracionamento cromatogréafico, em Sephadex LH-
20, da fracdo acetato de etila proveniente de CLRE (tab. 47, p. 260), foi dividida em quatros
aliquota e submetida a fracionamento em cartucho de fase reversa de silica C-18
(PHENOMENEX). Cada aliquota foi dissolvida em uma solugcdo metanol/agua (70:30) sendo
eluidas com solugdes de metanol/agua (30:70), metanol/agua (50:50), metanol/agua (70:30) e,
posteriormente, metanol puro. Ao final deste processo foram obtidas quatro fracdes referentes

aos quatro eluentes utilizados (tab. 50).

Tabela 50 - Dados do fracionamento cromatogréfico, em Cartucho C-18, de Fr4.

Eluente Proporc¢do (%) Vol. (mL) Fracao Massa (mg)

MeOH/H,0 30:70 200 F1-(Fr4) 64,3
MeOH/H,0 50:50 200 F2-(Fr4) 202,4
MeOH/H,0 70:30 200 F3-(Fr4) 535,7
MeOH 100 200 F4-(Fr4) 200,2
Rendimento 1,002 g (96,96%)

A fracdo metanol/agua (50:50), F2-(Fr4) (202,4 mg), foi entdo submetida a CLAE, em
fase reversa, utilizando uma solucdo de agua/acetonitrila (60:40) como eloquente no modo
isocratico. A partir deste procedimento foi possivel obter um material sélido de coloragédo
amarelada denominada de CA-15 (8,2 mg), cuja determinacdo estrutural encontra-se no item
4.15 (p. 233).
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Figura 248 - Fluxograma de isolamento para CA-11, CA-12, CA-13, CA-14 e CA-15
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5.6 Derivados Reacionais

5.6.1 Obtencdo de Amidas Arométicas a partir de CA-1

Em um baldo de 5,0 mL, uma solucéo de trifenilfosfina (2,0 mmol), em tetracloreto de
carbono (3,0 mL), foi mantida sob refluxo e agitacdo magnética, em atmosfera de nitrogénio,
por 5,0 h. Apoés este tempo, uma solugdo de CA-1 (2 mmol), dissolvido em tetracloreto de
carbono, foi adicionada ao sistema com o refluxo e agitacdo magnética mantidos por 30 min.
Apdbs este periodo, a amina (4,0 mmol) foi adicionada diretamente, quando liquida, ou
dissolvida em tetracloreto de carbono, quando solida, com o sistema reacional mantida sob
agitacdo por 24 h a temperatura ambiente. Os procedimentos foram conduzidas até a
observacao do consumo do “spot” referente ao material de partida em CCD.

Em seguida, os solventes das misturas reacionais foram evaporados sob pressdo
reduzida e os residuos foram submetidos & cromatografia em gel de silica (Jin: 40 — 60um)
utilizando, como eloquente, a mistura dos solventes hexano/acetato de etila (80:20), acetato de
etila e metanol. Os rendimentos das reaces encontram-se na Tabela 51.

Tabela 51 - Aminas reagentes e rendimento das rea¢des com CA-1

AMINA CcODIGO RENDIMENTO (%)
p-toluidina R1CA1 78,0
p-cloroanilina R2CAl 83,5
anilina R3CA1l 82,7
p-anisidina R4CA1 84,6

5.6.2 Reacdo de Metilacdo de CA-1 e CA-2

Os compostos CA-1 (acido ent-caur-16-en-18-oico) e CA-2 (acido ent-caur-16-en-15-
0x0-18-0ico) foram submetidos a reacdes de metilacdo para obtencdo dos seus respectivos
ésteres metilicos (CA1-ME e CA2-ME).

20,0 mg de cada substrato foram dissolvidos em 3,0 mL de acetona e acondicionados,
separadamente, em balGes de 10 mL. Em cada baldo, foram adicionados 20,0 mg de carbonato
de potassio (K,COg3) e, em seguida, 0,2 mL de iodometano. Os sistemas foram mantidos sob
agitacdo magnética por 2,5 horas, sendo acompanhada por CCD, até verificar que todo

material de partida havia reagido.

Apo0s este periodo, as misturas reacionais foram filtradas e as solucGes resultantes

evaporadas sob presséo reduzida. Os residuos obtidos foram cromatografados em gel de silica
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(Dint 40-60um), utilizando como eloguente a mistura binaria dos solventes hexano/acetato de
etila (90 - 10), para obtencédo dos respectivos ésteres metilicos.

Tabela 52 - Rendimento das reac@es de metilagdo de CA-1 e CA-2

Substrato CODIGO RENDIMENTO (%)
CA-1 CA1-ME 85,0
CA-2 CA2-ME 83,5

5.6.3 Reacdo de Reducéo de CA-3

O composto CA-3 (3,12-diox0-15,16-epoxi-4a-hidroxicleroda-13(16),14-dieno) foi
submetido a reacdo com borohidreto de sédio (NaBH,) visando a obtencédo de alcoois a partir
das carbonilas presentes na estrutura do metabdlito.

Uma aliquota de 30,0 mg do substrato foi dissolvida em 1,5 mL de metanol e
acondicionados em um baldo de 10 mL. Foram adicionados 10,0 mg de borohidreto de sodio
(NaBH,4), em banho de gelo, sendo o sistema mantido sob agitacdo magnética por 2,0 h. A
reacdo foi acompanhada por CCD, até verificar todo o consumo do material de partida.

Apés este periodo, foi adicionado agua destilada a mistura reacional e esta foi entédo
submetida a extracdo liquido-liquido utilizando acetato de etila como solvente (3 x 100 mL).

A fase organica foi evaporada, sob pressao, em rotoevaporador.

A fracdo organica resultante foi entdo cromatografada em 10,0 g de silica gel (@int 40
— 60um) utilizando, como elogquente, a mistura dos solventes diclorometano/acetato de etila
(70 -30), acetato de etila e metanol, obtendo-se dois produtos reacionais denominados de
CA3RED(A) e CA3RED(B) (tab. 53).

Tabela 53 - Rendimento dos produtos das redugdes das carbonilas de CA-3
PRODUTO RENDIMENTO (%)
CA3RED(A) 35,0
CA3RED(B) 42,0
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6 BIOTRANSFORMACAO

Em quatro frascos de Erlenmeyer de 250 mL contendo 100 mL do meio liquido de
batata-dextrose sintético (BD), adicionou-se um disco da cultura fungica de Rhizopus
stolonifer no meio de batata-dextrose-agar (BDA) e manteve-se em condi¢do de cultivo
estatico por 10 dias. Apos esse periodo, o micélio foi separado do caldo de cultura por
filtracdo a vécuo, sob condicBes assépticas, utilizando agua destilada como solvente de

lavagem.

O micelio do fungo Rhizopus stolonifer apds lavagem com agua destilada foi pesado,
rendendo um micélio de massa 30 g que em seguida foi ressuspendido em solucdo tampé&o
fosfato pH 7,0 juntamente com 30 mg de CA-3, previamente solubilizado em 100 uL de
DMSO. O meio reacional foi mantido sob agitacdo por 14 dias a 170 rpm a temperatura de 23
°C. Apo0s o tempo reacional a solucdo tampdo foi saturada com cloreto de sddio e extraida

através de particdo liquido-liquido com 50 mL de acetato de etila.

Apo6s evaporacdo do solvente, sob pressdo reduzida, foi obtido o extrato do meio
reacional. Todo esse procedimento foi realizado em triplicata, e o tampé&o fosfato contendo

somente o substrato e o fungo, foi empregado como branco.

Para isolamento do produto resultante da biotransformacdo de CA-3 o extrato foi
submetido & andlise por CLAE, utilizando um método isocratico CH3CN/H,0 (67:33), em
uma coluna ODS semi-preparativa da marca Phenomenex® (250 mm x 10 mm, 5 um), com
fluxo de 4,72 mL/min. Foram feitas inje¢does de 200 pL de amostra em concentragdo de 20
mg/mL. Para deteccdo das fracBes utilizou-se um faixa com comprimentos de onda que

variavam de 200 a 380 nm.

O produto de biotransformacéo do substrato CA-3 foi isolado com um rendimento de

52,0% e sua determinacdo estrutural encontra-se no item 4.3.1.3 (p. 131).
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7 ATIVIDADES BIOLOGICAS

A investigacdo de citotoxicidade das substancias isoladas e derivados reacionais
obtidos a partir de Croton limae foi realizada com 3 linhagens tumorais. As células com as
linhagens tumorais humanas utilizadas no teste foram OVCAR-8 (ovario), SF-295
(glioblastoma) e HCT-116 (colon), cedidas pelo Instituto Nacional do Céncer (EUA). Estas
foram cultivadas em meio RPMI 1640, suplementados com 10% de soro fetal bovino e 1% de
antibidticos, mantidas em estufa a 37 °C e atmosfera contendo 5% de CO, (MDA-MBA435,
HCT-8 e SF-295).

7.1 Ensaio de atividade citotoxica in vitro frente a linhagem de células cancerigenas

Para realizacdo do ensaio utilizou-se o método de reducdo do 3-(4,5-dimetil-2-
tiazolil)-2,5-difenil-2H-brometo tetrazolina (MTT), seguida de andlise colorimétrica. As
células tumorais foram plaqueadas nas concentracdes de 0,1 x 10° cél/mL para as linhagens
OVACAR-8 e SF-295 e 0,7 x 10° cél/mL para a linhagem HCT-116. As placas foram
incubadas por 72 horas em estufa a 5% de CO, a 37°C. Ao término deste, as mesmas foram
centrifugadas e o sobrenadante removido. Em seguida, foram adicionados 150 pL da solugdo
de MTT (sal de tetrazolium), e as placas foram incubadas por 3h. A absorbancia foi lida apds
dissolug¢do do precipitado com 150 uL. de DMSO puro em espectrofotometro de placa a 595

nm.

As amostras foram diluidas em DMSO puro estéril. As substancias foram testadas na
maior concentracdo de 10 pg/mL. Os experimentos foram analisados segundo a média +
desvio padrdo da média (DPM) da porcentagem de inibicdo do crescimento celular usando o

programa GraphPad Prism®.

O ensaio de atividade citotoxicidade frente a linhagem de células cancerigenas foi
realizado no Laboratorio de Oncologia Experimental, sob a supervisdo da professora Dra

Leticia V. Costa Lotufo do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da UFC.

Analise de citotoxicidade pelo método do MTT vem sendo utilizada no programa de
screening do National Cancer Institute dos Estados Unidos (NCI), que testa mais de 10.000
amostras a cada ano (SKEHAN et al., 1990). E um método rapido, sensivel e barato. Foi
descrita primeiramente por Mosman (1983), tendo a capacidade de analisar a viabilidade e o
estado metabolico da célula. E uma analise colorimétrica baseada na conversdo do sal 3-(4,5-
dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-brometo de tetrazolium (MTT) em azul de formazan, a partir
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de enzimas mitocondriais presentes somente nas células metabolicamente ativas. O estudo
citotoxico pelo método do MTT permite definir facilmente a citotoxicidade, mas ndo o
mecanismo de acdo (BERRIDGE et al., 1996).

O acido ent-caur-16-en-15-0x0-18-oico (CA-2) apresentou potencial citotoxico para as
trés linhagens testadas e o é&cido ent-17(a-pinen-10’-il)-15-oxocauran-18-oico frente as
linhagens HCT-116 e OVCAR-8. As demais amostras apresentaram valores de Clsg maiores

que 10 pg/mL. Os valores de Clsg das amostras testadas estdo apresentados na Tabela 54.

Tabela 54 — Valores de Clso com um intervalo de confianca de 95% obtido por regressdo nao-linear a partir de
trés experimentos independentes, feitos em duplicata em 3 linhagens tumorais testadas na dose maxima de 10
pg/mL

AMOSTRAS HCT-116 SF-295 OVCAR-8
CA-1 > 10 > 10 > 10
0,53 3,01 0,96
CA-2
(0,45-0,63) (2,68-3,4) (0,82-1,13)
CA-3 >10 >10 > 10
7,14 8,19
CA-7 >10
(6,26-8,16) (7,16-9,37)
CA-10 > 10 > 10 >10
R2CAl > 10 >10 >10
R3CAl > 10 >10 >10
R4CA1l > 10 > 10 >10

Observa-se que tanto CA-2 quanto CA-7 apresentam, em suas estruturas quimicas,
fragmentos semelhantes e que podem estar associados a atividade apresentada pelos dois
compostos. Verifica-se que ambas apresentam uma carbonila ligada ao carbono C-15 do
esqueleto diterpénico (fig. 249) e, diferente de CA-1 e seus derivados reacionais, que

apresentam esqueleto diterpénico caurano sem apresentar a carbonila em C-15.

Figura 249 — Estruturas de CA-2 e CA-7
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8 CONCLUSOES

O estudo fitoquimico do caule e das raizes de Croton limae permitiu o isolamento de
diterpenos do tipo caurano e clerodano, flavonoides, esteroides, um triterpeno e um diterpeno
do tipo halimano.

Do caule foram isolados os diterpenos do tipo caurano acido ent-caur-16-en-18-oico e
acido ent-caur-16-en-15-0x0-18-oico, os diterpenos do tipo clerodano 3,12-dioxo-15,16-
epoxi-4a-hidroxicleroda-13(16),14-dieno e acido 3-0x0-4a-hidroxi-13,14,15,16-
tetranorclerodan-12-oico e o flavonoide (3-O-4-D-glicopiranosilquercetina).

A partir do estudo das raizes foram isolados o acido acetil aleuritélico, o acido ent-
17(a-pinen-10’-il)-15-oxocauran-18-oico, os diterpenos do tipo clerodano 3-o0xo-15,16-epoxi-
4a,12-dihidroxicleroda-13(16),14-dieno, 15,16-epoxi-3a,4a,12-trihidroxicleroda-13(16),14-
dieno, 3a,40,15,16-tetrahidroxicleroda-13-eno, 6-(p-D-glicopiranosil)-3,12-dioxo-15,16-
epoxi-4a-hidroxicleroda-13(16),14-dieno e acido 3-0x0-4a,12-dihidroxi-14,15,16-
trinorclerodan-13-oico, os flavonoides 3-O-f4-D-glicopiranosilcanferol e ombuina-3-O-4-
rutinosideo, a mistura dos esteroides p-sitosterol e estigmasterol e o diterpeno do tipo
halimano 15,16-epoxi-3a,12-dihidroxihalima-5(10),13(16),14-trieno.

Dentre estes, o diterpenos acido 3-oxo-4a-hidroxi-13,14,15,16-tetranorclerodan-12-
oico, 3-0x0-15,16-epoxi-4a,12-dihidroxicleroda-13(16),14-dieno,  15,16-epoxi-3a,4a,12-
trihidroxicleroda-13(16),14-dieno, 3a,4a,15,16-tetrahidroxicleroda-13-eno, 6-(5-D-
glicopiranosil)-3,12-dioxo-15,16-epoxi-4a-hidroxicleroda-13(16),14-dieno e é&cido 3-oxo-
40,12-dihidroxi-14,15,16-trinorclerodan-13-oico sdo inéditos na literatura. O &cido ent-17(a-
pinen-10’-il)-15-oxocauran-18-oico é o primeiro relato de um dimero assimétrico contendo

unidades de diterpeno caurano e monoterpeno isolado de plantas.

A partir da obtencdo de diterpenos com abundancia natural, e ainda na busca de
moléculas com atividade citotdxica, este trabalho também foi direcionado para a obtencédo
de derivados reacionais. Desta forma, foram obtidas quatro amidas derivadas do &acido ent-
caur-16-en-18-oico, a ent-caur-16-en-18-N-(4-metilfenil)amida, ent-caur-16-en-18-N-(4-
clorofenil)amida, ent-caur-16-en-18-N-fenilamida e ent-caur-16-en-18-N-(4-

metoxifenil)amida, através da reacdo de Apple.

A reacdo de reducdo do 3,12-dioxo-15,16-epoxi-4a-hidroxicleroda-13(16),14-dieno

com NaBHy, levou a obtencédo de dois produtos reacionais através da reducdo da carbonila em
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C-3, gerando o produto 12-0x0-15,16-epoxi-3a,4a-dihidroxicleroda-13(16),14-dieno, e a
reducdo de ambas as carbonilas nas posi¢cdes C-3 e C-12, gerando o 15,16-epoxi-3a,4a,12-
trihidroxicleroda-13(16),14-dieno. No entanto, quando submetido a reducdo por meio
enzimatico utilizando o fungo Rhizopus stolonifer, observou-se apenas a reducdo da carbonila
C-3 de forma enantiosseletiva, gerando o diterpeno 12-0x0-15,16-epoxi-34,4a-
dihidroxicleroda-13(16),14-dieno.

Alguns compostos isolados e modificados estruturalmente foram submetidos a ensaios
de atividade citotdxica frente a 3 linhagens de células tumorais humanas, OVCAR-8 (ovario),
SF-295 (glioblastoma) e HCT-116 (colon). Os testes preliminares indicaram que o acido ent-
caur-16-en-15-0x0-18-o0ico apresentou potencial citotoxico para as trés linhagens testadas e o
acido ent-17(a-pinen-10’-il)-15-oxocauran-18-oico frente as linhagens OVCAR-8 e HCT-
116.

Os resultados obtidos confirmam o potencial quimico-farmacoldgico de espécies do
género Croton, em especial dos diterpenos que se mostram como substancias bioativas, bem
como importante fonte na obtencdo de novas moléculas de interesse do ponto de vista

quimico, espectroscépico e farmacolégico.
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