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RESUMO

Este trabalho descreve a investigacdo fitoquimica de Crofon regelianus
(Euphorbiaceae), visando o isolamento e caracterizac@o estrutural de novos constituintes
quimicos com potencial farmacoldgico, bem como a investigagdo da composi¢do quimica
dos 6leos essenciais e avaliagdo de seu potencial bioldgico. O estudo dos 6leos essenciais
das folhas de C. regelianus resultou na identificacdo de 20 constituintes, correspondendo a
mais de 98% da composicdo de cada 6leo, ambos constituidos exclusivamente por
monoterpenos. O dleo essencial e o ascaridol, componente majoritdrio, mostraram
significante atividade frente as larvas do Aedes aegypti e Artemia sp, e moderada atividade
nematostatica contra ao fitonematéide Meloidogyne incognita. Ambos, Oleo essencial e
ascaridol, também exibiram potente atividade anticancer. A investigacdo quimica realizada
com os extratos hexanico e etandlico das folhas e talos da referida espécie resultou no
isolamento e caracterizacdo de dez substincias. Do extrato hexanico das folhas foram
isolados o triacontanol, fitol, B-sitosterol, (3R, 4R, 65)-3,6-dihidroxi-1-menteno, enquanto
do extrato etandlico foi isolado o glicosideo do B-sitosterol. Do extrato hexanico dos talos
isolou-se uma mistura dos esterdides 6f-hidroxi-campest-4-en-3-ona e 6f3-hidroxi-
estigmast-4-en-3-ona, além de (4a$,8a$,)-4,4a,8a,9,10,10a-hexahidro-8a-hydroxi-1,1,4a,7-
tetrametilfenantreno-2,6(1H,3H,)-diona. Do extrato etandlico obteve-se o sesquiterpeno
la-hidroximetil-63-hidroxi-4o-metil-73-(1-metiletil)-43,1 1 -epoxi-decahidroazuleno e a
cumarina cleomiscosina A. A determinacio estrutural das substincias foi realizada através
do uso de técnicas espectrométricas como: infravermelho (IV), espectrometria de massa
(EM e EM-IES) e ressondncia magnética nuclear de hidrogénio (RMN '"H) e carbono-13
(RMN 13 C), incluindo técnicas bidimensionais (COSY, HSQC, HMBC, NOESY) e
comparagdo com dados descritos na literatura, enquanto a composi¢cdo quimica dos 6leos
essenciais estudados foi determinada por CG-EM e CG-DIC. O potencial citotéxico das
substancias isoladas foi avaliado frente as linhagens de células tumorais humanas: célon
(HCT8), mana (MDA-MB-435), leucemia (HL60) e cérebro (SF295), porém nao

apresentaram atividade citotdxica.
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ABSTRACT

This work describes the phytochemical investigation of Croton regelianus
(Euphorbiaceae), with the purpose to isolate and characterize new bioactive secondary
metabolites, as well as, to investigate the chemical composition of the leaf essential oils
and to evaluate its biological potential. The study of the leaf essential oils from samples
collected at two different geographical sites resulted in the identification of 20
components. More than 98% of the chemical composition, exclusively monoterpenes, of
each oil was determined. The essential oil and its major component, ascaridole, showed
potent activity against the Aedes aegypti and Artemia sp larvae and moderate activity
against the nematode Meloidogyne incognita. Both, the essential oil and ascaridole also
exhibited potent anticancer activity. The phytochemical investigation of hexane and
ethanol extracts from leaves and branch of C. regelianus conducted to the isolation and
characterization of ten substances. From the hexane extract of the leaves were isolated
triacontanol, phytol, B-sitosterol and (3R, 4R, 6S)-3,6-dihydroxy-1-menthene, while from
ethanol extract were isolated the B-sitosterol glycoside. From the hexane extract of branch
were isolated the steroidal mixture 6B-hydroxy-campest-4-en-3-one and 6B-hydroxy-
estigmast-4-en-3-one, and the (4aS,8aS$,)-4,4a,8a,9,10,10a-hexahydro-8a-hydroxy-1,1,4a,7-
tetramethylphenanthrene-2,6(1H,3H,)-dione. From the ethanol extract was obtained the
sesquiterpene la-hydroxymethyl-6B-hydroxy-4a-methyl-73-(1-methylethyl)-43,113-
epoxy-decahydroazulene and the coumarin cleomiscosine A. The structure of all
compounds were elucidated by spectroscopic methods, such as IR, LREIMS, HRESIMS,
'H and "*C NMR, and by comparison with published data for closely related compounds.
Even though the cytotoxic properties of all compounds have been tested no one showed

any activity.
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Introducdo

INTRODUCAO

Desde a antiguidade as plantas tém sido tradicionalmente usadas por populagdes de
todos os continentes no controle de diversas doencas e pragas. Esta tradi¢do tornou-se um
recurso alternativo de grande aceitacio tanto nas pequenas comunidades rurais como nos
centros urbanos e vem chamando atencdo da comunidade cientifica para comprovar a
eficacia e promover o uso seguro desses recursos naturais (Fennel et al., 2004).

As plantas destacam-se também por serem fontes naturais elaboradoras de uma
infinidade de substincias quimicas que sdo biossintetisadas para desempenhar funcdes
vitais, tais como defesa contra predadores e microrganismos. Essas substancias podem ser
importantes para os seres humanos, uma vez que ao apresentarem atividades
farmacoldgicas, podem ter aplicacdo terapéutica, atuando como medicamento, ou como
prototipos para sintese de novos farmacos (Palmeira, 2005).

O género Croton, um dos maiores da familia Euphorbiaceae, é representado por
espécies que hda muito tempo desempenham papel importante na medicina tradicional em
diferentes partes do mundo. Tais usos incluem tratamento de cincer, constipacdo intestinal,
diarréia e outros problemas digestivos, diabetes, feridas externas, febre, hipertensio,
inflamacdo, maldria, dlceras e obesidade (Salatino et al., 2007). Corroborando com os usos
tradicionais extratos, leos essenciais e substancias puras obtidas a partir de espécies de
Croton, tem demonstrado largo espectro de propriedades bioldgicas (Bezerra et al., 2006;
Magalhées et al., 2004; Baccelli et al 2005; Eisenreich et al., 2003), de forma que este
género constitui uma fonte promissora de compostos bioativos que podem ser utilizados no
desenvolvimento de novos farmacos.

As informagdes do uso terapéutico de plantas do género Crofon no tratamento de
diversas doengas, inclusive no tratamento de tumores malignos, aliado ao grande nimero
de compostos bioativos obtidos de plantas deste género, nos instigou a estudar Croton
regelianus, popularmente conhecido como velame de cheiro. Segundo Moraes et al (1997)
o extrato hidroalcodlico das folhas de C. regelianus mostrou atividade antitumoral frente a
camundongos transplantados com tumor Walker.

O presente trabalho descreve o estudo da composi¢do quimica dos dleos essenciais
das folhas de C. regelianus, coletado em duas localidades distintas, bem como o
isolamento e caracterizacdo estrutural dos metabolitos secundarios dos extratos hexanico e

etandlico das folhas e talos da referida espécie. Além da avaliagdo dos efeitos larvicida
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frente as larvas do A. aegypti e de Artemia sp, nematicida frente ao fitonematoide M.
incognita ¢ antitumoral dos dleos essenciais das folhas de C. regelianus, bem como a
investigacdo das propriedades citotoxicas dos extratos, fragdes e compostos puros, frente
as linhagens de células tumorais humanas de cdlon (HCT8), mama (MDA-MB-435),
leucemia (HL60) e cérebro (SF295).

A prospeccio quimica do 6leo essencial e dos extratos de C. regelianus, utilizando
técnicas cromatogrificas como: cromatografia gravitacional, cromatografia sob média
pressdo (cromatografia Flash) e cromatografia liquida de alta eficiéncia — CLAE, resultou
no isolamento de onze substancias, uma a partir do 6leo essencial e dez a partir dos
extratos. A substincia isolada do dleo essencial das folhas foi caracterizada como sendo o
monoterpeno oxigenado, ascaridol (128). Do extrato hexanico das folhas foram isolados
um dlcool graxo de cadeia carbdnica normal, conhecido por triacontanol (140); um
diterpeno de esqueleto linear, fitol (130); o esterdide B-sitosterol (137) e o monoterpeno
(3R, 4R, 65)-3,6-dihidroxi-1-menteno (131), enquanto do extrato etandlico foi isolado o
glicosideo do B-sitosterol (138). Do extrato hexanico dos talos isolou-se a mistura dos
ester6ides 6B-hidroxi-estigmast-4-en-3-ona (135) e 6B-hidroxi-campest-4-en-3-ona (136) ¢
um norditerpeno (4a$,8a$,)-4,4a,8a,9,10,10a-hexahidro-8a-hydroxi-1,1,4a,7-
tetrametilfenantreno-2,6(1H,3H,)-diona. Do extrato etandlico dos talos obteve-se um
sesquiterpeno, la-hidroximetil-6B-hidroxi-4o-metil-7B-(1-metiletil)-43,11B-epoxi-
decahidroazuleno e a cumarina, cleomiscosina A.

A determinacdo estrutural das substincias foi realizada através do uso de técnicas
espectrométricas como: infravermelho (IV), espectrometria de massa (EM e EM-IES) e
ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN '"H) e carbono-13 (RMN (),
incluindo técnicas bidimensionais como COSY, HMQC, HMBC e NOESY, enquanto a
composicdo quimica dos Oleos essenciais estudados foi determinada por CG-EM e CG-
DIC.

Este trabalho € constituido de sete capitulos disposto da seguinte forma: Capitulo
01 - Consideragdes botanicas; Capitulo 02 — Levantamento bibliografico sobre o género
Croton no Brasil; Capitulo 03 - Determinacdo estrutural dos metabdlitos secundérios
isolados de C. regelianus; Capitulo 04 — Parte experimental; Capitulo 05 - Estudo do
potencial biolégico dos Sleos essenciais, extratos, fracdes e substincias isoladas de C.

regelianus; Capitulo 06 — Conclusdes; Capitulo 07 — Constantes fisicas e dados
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espectrométricos. Todas as referéncias bibliograficas utilizadas estdo dispostas no final

deste trabalho e foram citadas conforme as normas da ABNT.
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OBJETIVOS

1 - Geral

Contribuir com a ampliagdo do conhecimento quimiotaxondmico e bioldgico do
género Croton, através do estudo quimico e da avaliagdo do potencial antitumoral,
larvicida e nematicida dos 6leos essenciais e extratos de C. regelianus, uma planta rica em

glandula oleiferas, anual, de porte arbustivo, freqiiente na flora cearense.

2 - Especificos

» Avaliar in vitro e in vivo o potencial antitumoral, bem como as atividades larvicida
e nematicida dos 6leos essenciais das folhas de C. regelianus;

» Avaliar in vitro o potencial citotéxico dos extratos, fracdes e substincias puras,
frente a varias linhagens de células tumorais humanas;

» Isolar e elucidar as estruturas dos constituintes quimicos presentes nos

extratos/fracdes considerados promissores nos ensaios bioldgicos efetuados;
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1 - CONSIDERACOES BOTANICAS
1.1 — Consideracoes sobre a familia Euphorbiaceae

A familia Euphorbiaceae, pertencente & ordem Euphorbiales, é dividida em quatro
subfamilias: Phyllanthoideae, Crotonoideae, Poranteroideae e Ricinocarpoideae. E uma das
maiores dentre as dicotiledoneas, compreendendo cerca de 300 g€neros e
aproximadamente 7.500 espécies, distribuidas em todo o mundo principalmente nas
regides tropicais. Os maiores centros de dispersdo encontram-se nas Américas e na Africa
(Joly, 1998). No Brasil, ocorrem 72 géneros e cerca de 1.100 espécies representadas por
todos os tipos de vegetacdo (Palmeira, 2005). Dentre os géneros nativos do Brasil
destacam-se, seja pelo nimero de espécies, seja pela sua utilidade: Crofon (sague-de-
dragdo, capixingui e marmeleiro), Phyllanthus, Euphorbia e Jatropha. As plantas destes
géneros sdo conhecidas no Nordeste com pinhao, e muitas destacam-se por serem espécies
ornamentais (Joly, 1998).

Os géneros mais representativos sdo Euphorbia, Croton e Phyllantus com
aproximadamente 2.300, 1.300 e 800 espécies, respectivamente. Muitas destas espécies
destacam-se pelo potencial econdmico ou pelo seu uso na medicina popular. Destacando-se
Phyllantus niruni (quebra-pedra) bastante utilizado na medicina popular como diurético e
na eliminac@o de célculos renais (Joly, 1998; Salatino et al., 2007; Silva & Sales, 2007).

A quimica das plantas da familia Euphorbiaceae estd entre as mais diversas e
interessantes. Intimeros compostos pertencentes a diferentes classes quimicas t€m sido
relatados. Os diterpenos, alcaléides, flavondides e triterpendides sdo as principais classes,
contudo, cumarinas, glicosideos cianogénicos e taninos também sdo relatados (Palmeira,
2005).

Segundo Joly (1998) as plantas que compdem esta familia possuem “Hébitos
bastante variados, existindo como ervas, subarbustos, drvores e também como trepadeiras,
com folhas alternas inteiras ou partidas, em geral com estipulas, latentes ou ndo. Flores
sempre de sexo separado, em geral monoclamideas, ocorrendo também diclamideas em
plantas mondicas, reunidas em inflorescéncias muito variadas, em geral do tipo cacho.
Frutos seco esquizocarpo, separando-se elasticamente em 3 cocos. Estes abrindo-se
posteriormente. Sementes ricas em endospermas, muitas vezes oleaginosa, providas de

grande carincula”.
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1.2 — Consideracdées sobre o género Crofon

O género croton € o segundo mais numeroso da familia Euphorbiaceae,
compreendendo cerca de 1.300 espécies de ampla distribuicdo em regides quentes, menos
freqiiente em regides temperadas e raramente em regides frias (Salatino et al., 2007). Cerca
de 300 espécies de Croton ocorrem no Brasil, muitas das quais sdo utilizadas na medicina
popular, para os mais variados fins. Dentre as propriedades farmacoldgicas
experimentalmente  comprovadas, destaca-se: antinflamatéria, antiulcerogénica,
antidiabética e inibidores da enzima acetilcolinesterase (Palmeira, et al., 2006).

A quimica do género Crofon tem sido bastante explorada e os estudos fitoquimicos
efetuados t€m conduzido ao isolamento de alcaldides, flavonéides, triterpendides e uma
grande variedade estrutural de diterpendides, além de lignanas, benzendides e outros.
Muitas das espécies de Croton sdo produtoras de Oleos essenciais, cuja composicio
quimica € rica em mono- e sesquiterpendides, além de fenilpropandides (Palmeira et al.,
2006).

De acordo com Craveiro (1981) as espécies do género Crofon apresentam
geralmente, “Folhas com revestimento piloso, inteiras, ou raramente, trilobadas, com
estipulas muitas vezes caracteristicas, principalmente nos ramos jovens € renovos.
Apresentam revestimento piloso, algumas vezes com pélos estrelados, outras, com pélos
lepdotos ou escamosos. As flores de ambos os sexos sdo pequenas, esbranquicadas e
dispostas em racemos mais ou menos alongados, dispondo-se as masculinas, geralmente
mais numerosas, na parte apical e as femininas na parte basal. O fruto é uma cdpsula
triococa, de 2 a 6 mm de didmetro e as sementes sdo geralmente escuras e oleaginosas.
Muitas espécies sdo odoriferas, estando o 6leo essencial distribuido em todos os 6rgios da

planta, principalmente nas folhas e nas cascas do caule”.
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1.3 — Consideracoes sobre Croton regelianus

Croton regelianus, pertencente a familia Euphorbiaceae, € um subarbusto
encontrado no Nordeste brasileiro, popularmente conhecido como velame de cheiro. Possui
na base das folhas glandulas turbinadas ou em forma de disco. O cdlice feminino &
intimamente preso ao ovario e os l6bulos permanecem quase verticais ou tornam-se pouco
separados dos frutos. Apresenta pedicelo muito curto, medindo ndo mais que 1 mm de

comprimento (Radcliffe-Smith, 1993)

Foto: Prof. Edilberto R. Silveira

Figura 1 - Fotografia de C. regelianus, com detalhes das folhas e inflorescéncias

Torres, M. C. M
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2- REVISAO BIBLIOGRAFICA SOBRE O GENERO CROTON NO BRASIL

Neste levantamento bibliografico sdo apresentadas as espécies do género Croton do
Brasil estudadas quimicamente, bem como as atividades bioldgicas apresentadas pelos
Oleos essenciais, extratos, fragdes e compostos puros. Os dados fornecidos foram coletados
de artigos publicados até janeiro de 2008, através de pesquisas realizadas no Scifinder e

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

2.1- O género Croton no Brasil: constituintes quimicos e atividades biolégicas

O género Croton é representado por aproximadamente 1.300 espécies, distribuidas
preferencialmente nas regides tropicais e semi-tropicais do planeta (Salatino et al., 2007).
Destas, cerca de 300 (23%) espécies ocorrem no Brasil (Palmeira et al., 2006), muitas das
quais destacam-se pelo potencial bioldgico.

Das 300 espécies de Croton catalogadas no Brasil, apenas 20 (6,67 %) foram
estudadas quimicamente. Entre estas 11 apresentam estudos relativos a atividades
bioldgicas, conforme mostrado na Tabela 1 (pag. 9). Como pode ser visto, grande parte das
atividades foram investigadas a partir de Oleos essenciais, extratos ou fragcdes
principalmente constituidas de alcaldides e compostos fendlicos. A prospeccao bioldgica
usando substincias puras é bastante incipiente. Entre as substancias testadas destaca-se o
diterpeno clerodano frans-desidrocrotonina (DCTN), isolado de C. cajucara. Este
metabdlito secunddrio exibiu uma grande diversidade de atividades, incluindo
hipoglicémica,  hipolipidémica,  antigenotdpica,  antiulcerogé€nica,  antitumoral,
antiinflamatdria e antinociceptiva, antiestrogénica e cardiovascular (Costa et al., 2007).
Propriedades antiinflamatorias e antioxidantes também foram observadas em ensaios com
flavondéides (Nardi et al., 2007).

Estudos fitoquimicos, até a presente data, efetuados com exemplares de espécies de
Croton de ocorréncia brasileira, resultaram no isolamento de 109 compostos pertencentes
as mais variadas classes estruturais, representados principalmente por diterpenos (35,6 %),
alcaléides (24,8 %), flavondides (12,8 %) e triterpenos (11,0 %). A Tabela 2 (pag. 11)
apresenta um panorama da ocorréncia das principais classes de compostos por espécie.
Entre as espécies mais pesquisadas quanto a composi¢do quimica e/ou atividade bioldgica,
destacam-se C. cajucara, C. soderianus, C. argyrophylloides, C. betulastes ¢ C.

Urucurana.

Torres, M. C. M
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Tabela 1 - Atividades bioldgicas reportadas para plantas do género Crotfon, no Brasil

Espécie Substrato Atividade Referéncia
C. Oleo essencial antioxidante Morais et al., 2006
argyrophylloides
Larvicida Morais et al., 2006
acido argirofilico Bactericida Albuquerque et al., 1974
C. cajucara DCTN Citotoxico Anazetti et al., 2004; Freire et al., 2003
antimutangénica Poersch et al., 2007
cardiovascular Silva et al., 2005
gastroprotetora Melo et al., 2003
antiulcerogénica Rodrigez et al., 2004; Hiruma-Lima et al.,

C. campestris

trans-crotinina

cajucarinolido
isocajucarinolido

Oleo essencial

dleo fixo

extratos hexanico,
cloroférmico e
metandlico
extrato das folhas

alcal6ides”

hipertrigliceridemia /

hipercolesterolemia
antitumoral
antigenotdxica
antiestrogénica
hipoglicémica
hipolipidémica
antiinflamatdria /
antinociceptiva
antiulcerogénica
antitumoral
Citotdxica
antidiabética
Citotdxica
Citotdxica
antileishmania
antiulcerogénica
gastroprotetora
antimicrobiana
antifingica

antinociceptive

antioxidante

relaxante muscular

2002 e 1999; Brito et al., 1998
Silva et al., 2001

Grynberg et al., 1999; Melo et al., 2004
Agner et al., 2001; 1999

Costa et al., 1999; Maciel et al., 2000
Farias et al., 1997; Maciel et al., 2000
Costa et al., 2007

Carvalho et al., 1996; Maciel et al., 2000

Hiruma-Lima et al., 2002
Grynberg et al., 1999

Maciel et al., 2007

Maciel et al., 2000

Maciel et al., 2007

Maciel et al., 2007

Rosa et al., 2003

Hiruma-Lima et al., 2002; 1999
Paula et al., 2006; Lima et al., 2000
Alvino et al., 2005

Souza et al., 2006

Campos et al., 2002

Tieppo et al., 2006
Prata et al., 1993

C. celtidifolius

extrato etandlico,

flavonoéides e

antiinflamatdrio/

antioxidante

Nardi et al., 2003; 2007

Torres, M. C. M
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proantocianidinas®

extrato etandlico antinociceptiva Nardi et al., 2006

proantocianidinas® « Dalbo et al., 2005; 2006
C. jacobinensis - antimicrobiana Lima et al., 1973

C. lechleri

C. nardus

C. nepetaefolius

graxa vermelha

Oleo essencial

Oleo essencial

antioxidante /
mutangénica
antifingica
antioxidante
cardiovascular
Larvicida
antinociceptiva

antiespasmddica /

Lopes et al., 2004

Lemos et al., 1992
Morais et al., 2006
Lahlou et al., 1999
Morais et al., 2006
Abdon et al., 2002
Magalhaes et al., 1998

miorrelaxante
intestinal
vasodilatadora Lahlou, et al., 2000
antiespasmdédica Magalhaes et al., 2004
miorrelaxante Magalhaes et al., 2003
C. regelianus extrato etandlico antitumoral Moraes et al., 1997
C. sellowi sellocine B bactericida d’Albuquerque et al., 1968
C. soderianus Oleo essencial Larvicida Morais et al., 2006
antinociceptiva Santos et al., 2005
C. urucurana Extrato aquoso hemorragica Esmeraldino et al., 2005
latex ° antifingica Gurgel et al., 2005
Latex® antidiarréica Gurgel et al., 2001
Latex® antinociceptiva Vietla et al., 2007
extrato antimicrobiana Peres et al., 1997
metandlico/ dcido
aleuritolico
extrato metandlico  analgésica Peres et al., 1998
C. zehntneri Oleo essencial antelmintica Camurca-Vasconcelos et al., 2007
antiespasmodica Coelho-de-Souza et al., 1997
modulatdria Coelho-de-Souza et al., 1998
antioxidante Morais, et al., 2006
Larvicida Morais et al., 2006; Santos et al., 2007
antinociceptiva Oliveira et al., 2001
cardiovascular Siqueira et al., 2006
Ansiolitica Lazarine et al., 2000; Cosentino et al., 2004
metil-eugenol Ansiolitica Norte et al., 2005
C. sp° Oleo essencial/ moluscicida Becerra et al., 1986

Torres, M. C. M
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geijereno

*Fragdo rica na classe de composto indicada; PLatex (popularmente conhecido por sangue de dragdo) extraido da casca de C.

urucurana; “Trabalho publicado sem a identificacio da espécie

Tabela 2 — Ocorréncia de alcal6ides, flavondides e terpendides por espécie de Croton

espécies alcaléides flavondides diterpenos triterpenos
C. argyrophylloides - - 6 -
C. betulastes - 1 - 8
C. brasiliensis - 4 2 -
C. cajucara - 2 7 1
C. campestris 2 4 - -
C. celtidifolius 3 1 - -
C. diasii - - 1 -
C. hemargyreus 15 - 2 -
C.mortibusis 4 - 2 -
C. muscicapa

C. nepetaefolius - - 1 -
C. polyundrus - - 3 -
C. salutaris 2 - - -
C. sellowi - 5 - 3
C. sonderianus - - 17 -
C. urucurana - 2 1 1
Terpenoides

Os diterpenos foram os compostos encontrados em maior frequéncia em espécies
do género Croton estudadas no Brasil. Vale ressaltar que estes dados foram condizentes
com os descritos na literatura para espécies estudadas em todo o mundo (Salatino et al.,
2007), indicando que esta classe de compostos possa ser de importancia quimiotaxondmica
para o gé€nero. Cerca de 39 diterpenos, representados principalmente por seco-, ent- e nor-
clerodanos e, menos comum, anti-cauranos, cleistantono, ent-villanovano e seco-atisano
(Tabela 3, pag. 13), sdo descritos na literatura. Estes compostos sdo particularmente de
interesse, devido as atividades bioldgicas ou por poder servirem como protdtipos para
sintese de novas substincias bioativas.

Os tritepernos também compdem uma das classes de terpendides freqiientemente
reportadas no género Croton. Foram isolados 13 triterpenos, pertencentes principalmente a

classe dos lupanos e oleanos (Tabela 6, pag.19).

Torres, M. C. M
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Alcaléides

Os alcal6ides, juntamente com os diterpenos foram os compostos de maior
ocorréncia, representados por 27 substincias, pertencentes a diversos tipos de esqueletos,
sendo os isoquinolinicos, inddlicos quinolizidinicos e fenetilisoquinolinas os mais

abundantes (Tabela 4, pag.16).

Flavonoéides

Uma outra classe de metabdlitos secundarios comum no género sdo os flavondides,
conhecidos por apresentarem diversos tipos de atividades farmacolédgicas. Do referido
género foram isolados 14 flavondides, representados quase que exclusivamente por
flavonas, a maioria (83,0 %) contendo uma funcio oxigenada em C-3 (Tabela 5, pag. 18).
Estas substincias encontram-se na maioria na forma livre, o que € uma caracteristica da
familia Euphorbiaceae.

Outros metabdlitos especiais como esterdides, cumarinas, sesquiterpendides,
acucares e derivados do acido benzodico, também foram isolados no gé€nero e estdo

sumarizadas nas Tabelas 7 e 8 (pag. 21).
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Revisdo bibliogrdfica sobre o género Croton no Brasil — Capitulo 2

Tabela. 3- Diterpenos isolados a partir de espécies do gé€nero Croton no Brasil

Estrutura Espécie

Estrutura Espécie

C. argyrophylloides

(1) dodecahidro-9,9-dimetil-4-
metilene-5-oxo0-, metil éster
3,6a-methano-6aH-naft2,1-
bloxocin-12a(7H)- acido
carboxilico

C. argyrophylloides

(6) 3,6a-metano-6aH-
naft2,1-bJoxocin-12a(7H)-
acido carboxilico,
dodecahidro-9,9-dimetil-4-
metilene-5-0xo0

Monte et al., 1984

Monte et al., 1984

C. argyrophylloides

wo”
(2) 3,12-dioxo-15,16-epoxi-4-
hidroxicleroda-13(16),14-diene

C. brasiliensis

(7) crotobrasilina B

Monte et al., 1988

Palmeira-Junior et al., 2005

C. argyrophylloides

HO.C” %

(3) 4cido caur-16-en-18-oico,
15-oxo0(4B)

C. brasiliensis

(8) crotobrasilina A

Monte et al., 1988

Palmeira-Junior et al., 2005

C. argyrophylloides

(4) 4cido argirofilico

C. cajucara

(9) trans-crotonina

Monte et al., 1988

Maciel et al., 2000; Maciel et al., 1998

C. argyrophylloides

(5) caur-16-ene-15,18-diol,
(4B)

C. cajucara

(10) cajucarinolido

Monte et al., 1988

Maciel et al., 2000; Maciel et al., 1998

Torres, M. C. M
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C. cajucara

(11) trans-desidrocrotonina

C. hemiargyreus

(17) cromiargino

Maciel et al., 2000 1998; Simoes et al., 1979

Amaral et al ., 1998

C. cajucara

(12) trans-cajucarin B

C. hemiargyreus

(18) 7-acetoxicromiargino

Maciel et al., 2000; Maciel et al., 1998

Amaral et al ., 1998

C. cajucara

(13) cajucarina A

; T
C. mortibensis
C. sonderianus”

(19) sonderianol

Maciel et al., 2000; Maciel et al., 1998

IAraujo—Junior et al., 2004; *Craveiro er al 1982;

C. cajucara

(14) cajucarina

C. moritibensis

(20) 12-hidroxi-13-metil-
1,8,11,13-podocarpatetraen-
3-ona

Maciel et al., 2000; Maciel et al., 1998

Araujo-Junior et al., 2004

C. cajucara

(15) cis-cajucarina B

C. nepetaefolius

(21) casbano

Maciel et al., 2000; Maciel et al., 1998

Moura et al., 1990

C. diasii

(16) diasina

C. polyandrus

OCH,
(22) cordatina

Alvarenga et al., 1978

Araujo-Junior et al., 2002

Torres, M. C. M
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C. polyandrus

(23) acido-18-hidroxi-labda-
7,13-dien-15-6ico metil ester

CO,CH,

(29) sonderianial

C. sonderianus

Araujo-Junior et al., 2002

McChesney et al., 1989

O C. polyandrus’

OCH;

(24) ester do acido 12-oxo-
hardwickico

. 2
C. sonderianus

(30) trans-anoneno

C. sonderianus

1Araujo—Junior et al., 2002; >Silveira & Pessoa, 2005

McChesney et al., 1990

C. sonderianus

(25) 6a,7B—dihidroxianoneno

(31) trans-cascarilona

C. sonderianus

Silveira et al., 1994

McChesney et al., 1990

C. sonderianus

(26) 60-hidroxianoneno

C. sonderianus

(32) acido 12-oxo-hardwickico

Silveira et al., 1994

Silveira & Pessoa, 2005

C. sonderianus

: éAc
(27) 60, 7p—diacetoxianoneno

HO,C

(33) 4cido 3,4-seco-4(18)160-
hidroxi-cauran-3-6ico

C. sonderianus

15

Silveira et al., 1994

Silveira & Pessoa, 2005

o C. sonderianus

cofH
(28) 12-hidroxi-hardwickico

(34) 3,4-seco-sonderianol

C. sonderianus

Torres, M. C. M
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McChesney et al., 1989

Craveiro et al 1982

(35) acido hardwickico

C. sonderianus

HO,C

(38) acido 3,4-seco-
traquilobandico

C. sonderianus

McChesney et al., 1991

McChesney et al., 1991

COH

C. sonderianus

(36) acido ent-beier-15-en-18-

dico

(39) 3,4-seco-sonderianol

C. sonderianus

McChesney et al., 1991

Craveiro et al 1982

CO,CH;
(37) sonderianina

- T
C. sonderianus

2
C. urucurana

ICraveiro et al., 1981; *Peres, et al., 1997

Tabela 4 - Alcaldides isolados a partir de espécies do género Croton no Brasil

Estrutura

Espécie

Estrutura

Espécie

OCH3

C. campestris

C. celtidifolius

OCH;
(40) taspina (43) isoboldina
Ribeiro Prata et al., 1993 Amaral et al., 1997

OH C. campestris /@EOCHg C. celtidifolius

: OH
HO. ;
N
H;CO

OH (44) reticulina

(41) 2,10-

trihidroxicrotosinolina-N-oxido

Ribeiro Prata et al., 1993

Amaral et al., 1997

(42) laudanidina

C. celtidifolius

(45) isocoridina

C. hemiargyreus

Torres, M. C. M
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Amaral et al., 1997

Lin et al., 2003

C. hemiargyreus

C. hemiargyreus

(46) hemiargina A (53) nor-coridina
Lin et al., 2003 Lin et al., 2003
HCo OCHj; C. hemiargyreus C. hemiargyreus
3

OH

H;CO.

I X
N

(47) hemiargina B

(54) tetrahidropalmatrubina

Lin et al., 2003

Lin et al., 2003

OCH;

HO.
H;CO. ‘
H;CO ' ‘

(48) hemiargina C

NH,

C. hemiargyreus

OCH; C. hemiargyreus
OCH;

H,CO
Ty
HyCO

(55) nor-laudanosina

Lin et al., 2003

Lin et al., 2003

(49) hemiargina D

C. hemiargyreus

C. hemiargyreus

(56) hemiargirina

Lin et al., 2003

Amaral et al., 1998

(50) coridina

C. hemiargyreus

C. hemiargyreus

(57) oxoglaucina

Lin et al., 2003

Amaral et al., 1998

H;CO
(81) xilopinino

C. hemiargyreus

- T
NH C. hemiargyreus

)
C. salutaris
() o

H;CO  OH OCH;
(58) nor-salutaridino

Lin et al., 2003

TAmaral ef al., 1998; Barnes et al., 1981;

C. hemiargyreus"

2

- T2
NCH; C. hemiargyreus

03
C. salutaris

H;CO OH OCH;
(59) salutaridina

Torres, M. C. M
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glaucina

TLin er al., 2003; >Amaral ef al., 1998

Lin er al., 2003; >Amaral ef al., 1998 Barnes et al., 1981

C. moritibensis

H [¢]
|
suge

(60) 2-

etoxicarbonitetrahidroharmano

HoN C. muscicapa

A
o}

(64) muscicapina A

Araujo-Junior et al., 2004

Araujo-Junior et al., 2005

C. moritibensis

i
N. ‘ N~
HO

(61) 6-hidroxi-2-
metiltetrahidroharmano

)\/ C. muscicapa
NH

A
o

(65) muscicapina B

Araujo-Junior et al., 2004

Araujo-Junior et al., 2005

C. moritibensis

i
N ‘ XN
=

(62) 1-metil-B-carbolina

“NH C. muscicapa

A

O

(66) muscicapina C

Araujo-Junior et al., 2004

Araujo-Junior et al., 2005

C. moritibensis

i

(63) tetrahidroharmano

Araujo-Junior et al., 2004

Tabela 5- Flavondides isolados a partir de espécies do género Croton no Brasil

Estrutura Espécie

Estrutura Espécie

C. betulaster

H3CO

OH O
(67) 4',7-dimetilapigenina

oy 0

C. brasiliensis
.2
C. sellowii

OH O
(70) penduletina

Barbosa et al., 2003

U Palmeira-Junior ef al., 2005; *Palmeira ef al., 2006

OCH; C. brasiliensis'

.2
C. sellowii
OCH;

OH O

(68) artemetina

OH C. brasiliensis'

.2
C. sellowii
OCH;

OH O
(71) crisosfenetina

U Palmeira-Junior er al., 2005; *Palmeira e al., 2006

T Palmeira-Junior er al., 2005; “Palmeira e al., 2006

Torres, M. C. M
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C. sellowii®

(69) casticina

C. brasiliensis’

C. cajucara

(72) jaranol

U Palmeira-Junior ez al., 2005; *Palmeira e al., 2006

Maciel et al., 2000

OCHs C. cajucara

OH O
(73) 5-hidroxi-3,4',7-
trimetoxiflavona

C. campestris

(77) guaijaverina

Maciel et al., 2000

Santos et al., 2005

C. campestris

(74) quercitrina

TSI
OH C. celtidifolius
OH C. urucurand®

HO. o @:
OH
OH

OH
(78) galocatequina

Santos et al., 2005

"Nardi, er al., 2003; zPeres, etal., 1997

C. campestris

(75) hiperina

OH C. celtidifolius'

2
OH C. urucurana
HO. 0
mm{

OH
(79) catequina

Santos et al., 2005

"ardi, et al., 2003; *Peres, et al., 1997

(76) 3-O-B-D-apiofuranosil-(1—2)-galactopiranisidio

quercetina

OH

C. sellowii
OH
HO o,
| o
0
on o MO

OH
(80) tilirosideo

Santos et al., 2005

Palmeira et al., 2006

Tabela 6 - Triterpenos presentes em espécies do género Croton no Brasil

Estrutura Espécies

Estrutura Espécies

C. betulaster

COM C. betulaster

] (83) acido-3-oxo-cicloart-24E-
(81)acido acetilaleuritorico en-26-6ico

Barreto et al., 2005 Barbosa et al., 2003
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C. betulaster

(82) lﬁpenona

C. betulaster

(84) lupeol

Barbosa et al., 2003

Barbosa et al., 2003

OH C. betulaster

(85) 3-0x0-22-hidroxihopano

- T2
C. cajucara

3
C. urucurana

(90) acetato do acido
aleuritolico

Barbosa et al., 2003

"Maciel et al., 2000; “Maciel et al., 1998; 3Peres, etal.,
1998;

C. betulaster

i

OH C. sellowii

(86) ;oxo-zo-[s- (91) (24R)-cicloart-25-en-
hidroxitaraxastano 3B.24-diol
Barbosa et al., 2003 Palmeira et al., 2006
OH e
HO>/’/~,, C. betulaster C. sellowii
H
0PN
(87) 3-ox0-20-hidroxilupano (92) (245)-9,19-ciclolanost-25-
ene-3f3,24-diol
Barbosa et al., 2003 Palmeira et al., 2006
C. betulaster C. sellowii

(88) dcido-3-oxo-olean-12-en-
28-6ico

(93) 4acido betulinico

20

Barbosa et al., 2003
C. betulaster

(88) e{cid0—3—oxo— olean-18-en-
28-6ico

Palmeira et al., 2006
C. betulaster

94) 4cido acetilaleuritorico

Barbosa et al., 2003

Barreto et al., 2005
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Tabela 7 - Ester6ides isolados a partir de espécies género Croton no Brasil

Estrutura Espécies Estrutura Espécies

C. cajucam1 C. cajucam1
C. celtidifolius’ C. celtidifolius’
C. sellowii® C. sellowii®

4 4
C. urucurana C. urucurana

HO'
HO!
—sitosterol :
(95) B-sitostero (97) estigmasterol
"Maciel et al., 2000; 2Mukherjee & Edgardo 1984; palmeira 'Maciel ez al., 2000; 2Mukherjee & Edgardo 1984;
et al., 2006; 4Peres, etal., 1997 3palmeira et al., 2006; 4Peres, etal., 1997
C. cajucard’ C. urucurana

2
C. urucurana

R= O-Glicosideo

(96) B-sitosterol glicosilado (98) campesterol

"Maciel et al., 2000; Peres, et al., 1997 Peres, et al., 1997

Tabela 8 - Outras substincias isolados a partir de espécies do género Croton no Brasil

Estrutura Espécies Estrutura Espécies

C. betulaster OH C. celtidifolius

OH
HO o HO, OCH;
0
o
o HO OH
n OH
HO

(103) (+)-bornesitol
(99) 1-deoxi-2-C-metil-, 6-
benzoate 3-(4-hidroxibenzoate)

Barbosa et al., 2004 Mukherjee & Edgardo, 1984

C. campestres AcQ C. celtidifolius

(o] AcO A OAc
%\OLCHz)zz \Qi

. OAc
(100) Z-tetracosanoato de butila OCH;

(104) D-mio-inositol, 3-O-
metil-, pentaacetato

Ribeiro Prata et al., 1993 Mukherjee & Edgardo, 1984
OH C. celtidifolius OCH; C. nepetaefolius
HO A OH i Ac
HO:Q"””OH H;CO OH
oH- (105) 2'-hidroxi-4',6"-
(101) neo-inositol dimetoxiacetofenona
Mukherjee & Edgardo, 1984 Moura et al., 1990
o m C. luetzelburgii C. nepetaefolius
OH
o
ﬁ .
HO
(106) sacarose
1,2-

(102) dideoxi-5-O-etil-2-metil-,
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4-benzoate 3-(4-hidroxibenzoato

Barbosa et al., 2004 Moura et al., 1990

w/@ C. luetzelburgii j\)\ C. sellowi
o)

(107) benzoato, 4-hidroxi-, 4- o
(benzoiloxi)-1-[1-(benzoiloxi)-

1-metiletil]-2 _de butenila (109) sellovicino B

Barbosa et al., 2004 d’ Alburquerque et al, 1968
OCH; C. nepetaefolius

H;CO

H;CO X

(108) elemicina

Moura et al., 1990
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3-DETERMINACAO ESTRUTURAL

3.1 - Identificacao dos constituintes quimicos dos éleos essenciais das folhas de C.

regelianus

Neste trabalho foi realizado o estudo da composi¢do quimica dos 6leos essenciais
das folhas de C. regelianus coletadas nas localidades de Vigosa (6leo A) e Garapa (6leo B)
no estado do Ceard, visando avaliar possiveis alteracdes na composicdo quimica dos
mesmos.

Os 6leos foram extraidos pelo processo de hidrodestilagdo, em aparelho doseador
tipo Clevenger (item 4.3.3. pag. 79, Fluxograma 1, pag. 121) e obtidos nos rendimentos
(p/v) de 1,05 e 0,49%, respectivamente, os quais apresentaram as seguintes propriedades
fisicas: 6leo A, [a];, + 12° (c = 0,05; CHCl3); n* 1,6642; d* 0,9267 g/mL; 6leo B [« -
8° (¢ = 0,05; CHCl3); 0™ 1,6558; d* 0,9567 g/mL.

As amostras foram analisadas por cromatografia gés-liquido acoplado a
espectrometro de massa (CG-EM) (Figuras 2 e 4, pag. 26 e 27, respectivamente) e
cromatografia gis-liquido acoplado a detector de ionizacdo de chama (CG-DIC) (Figuras 3
e 5, pag. 26 e 27, respectivamente) e seus constituintes quimicos identificados através dos
espectros de massas (Figuras 6 a 25, pdgs. 28 a 32), indices de Kovats corrigidos e
comparag@o com espectros de massas de substancias armazenados em banco de dados e da
literatura (Adams, 2001). A corre¢do dos indices de Kovats foi efetuada através de
regressdo linear usando o tempo de reten¢do e o indice de Kovats de alguns constituintes
presentes no 6leo, cuja existéncia parecia aceitdvel. Os constituintes quimicos, incluindo
seus respectivos indices de Kovats e suas percentagens estdo sumarizados na Tabela 9,
pag. 24.

Considerando as duas amostras de 6leo analisadas, um total de 20 constituintes
foram identificados, representando mais de 98% da composicdo quimica da cada dleo, os
quais foram constituidos exclusivamente por monoterpenos. Apesar da similaridade na
andlise qualitativa, foi observada na andlise quantitativa uma diferenca significativa na
composicdo quimica dos 6leos (Tabela 9, pag 24). p-Cimeno (22,3%), ascaridol (17,0%) e
canfora (13,0%), seguidos por limoneno (7,6%), foram os principais constituintes
detectados no dleo A, enquanto, ascaridol (33,9%), p-cimeno (21,6%), o-terpineno (9,6%),

e isoascaridol (7,5%) foram os compostos que predominaram no 6leo B.

Torres, M. C. M.
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O espectro de massas do constituinte majoritario do 6leo B (33,9%), ndo apresentou
padrio de fragmentacdo compativel com os descritos na literatura (Adams, 2001). Desta
forma, uma aliquota do dleo essencial foi submetida a cromatografia em gel de silica
resultando no isolamento da substincia majoritaria, cuja estrutura foi elucidada por RMN
'H e "C. A andlise dos dados espectrais levou a estrutura do ascaridol, cuja determinacao

estrutural encontra-se descrita na pag. 33.

Torres, M. C. M.
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Tabela 9 — Composicdo quimica dos 6leos esséncias das folhas de C. regelianus

Constituintes® IK" A (%) B (%)" Identificacio®
Tricicleno 928 0,5 - EM, TR
o Tujeno 933 1,2 1.0 EM, TR
oPineno 939 4.1 0,9 EM, TR
Canfeno 951 1.4 - EM, TR
fS-Pineno 978 - 0,8 EM, TR
Mirceno 992 3,6 3,8 EM, TR
orFelandreno 1004 7,1 2,0 EM, TR
o+ Terpineno 1016 3,0 9,6 EM, TR
p-Cimeno 1024 22,3 21,6 EM, TR
Limoneno 1029 7,6 0,1 EM, TR
1,8-Cineol 1031 0,7 0,2 EM, TR
¥ Terpineno 1059 6,1 6,8 EM, TR
Terpinoleno 1088 - 0,9 EM, TR
Linalol 1099 2,3 - EM, TR
Canfora 1143 13,0 3,1 EM, TR
Isoborneol 1157 1,9 2,7 EM, TR
4-Terpineol 1178 2,2 2,8 EM, TR
o-Terpineol 1191 11 0,6 EM, TR
Ascaridol 1239 17,0 339  EM,RMNe TR
Isoascaridol 1303 2,9 15 EM, TR
Total 100 98,3

“Constituintes listados em ordem de elui¢io em coluna OV-5. *IK = Indice kovat. °A = percentagem dos
constituintes do 6leo essencial de C. regelianus coletado em Vigosa. ‘B = percentagem dos constituintes do
6leo essencial de C. regelianus coletado em Garapa. “Método usado na identifica¢do dos constituintes
quimicos

Torres, M. C. M.
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Figura 2 — Cromatograma (CG-EM) do 6leo essencial das folhas de C. regelianus (dleo A)
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Figura 3 — Cromatograma (CG-DIC) do dleo essencial das folhas de C. regelianus (6leo

A)
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Figura 4 — Cromatograma (CG-EM) do 6leo essencial das folhas de C. regelianus (6leo B)
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Figura S — Cromatograma (CG-DIC) do 6leo essencial das folhas de C. regelianus (6leo
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Figura 6 — Espectro de massas do tricicleno (110)
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Figura 7 — Espectro de massas do o~tujeno (111)
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Figura 8 — Espectro de massas do o~pineno (112)
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Figura 10 — Espectro de massas do S-pineno (114)
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Figura 12 — Espectro de massas do a+felandreno (116)
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Figura 13 — Espectro de massas do ¢+terpineno (117)
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Figura 14 — Espectro de massas do p-cimeno (118)
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Figura 16 — Espectro de massas do 1,8-cineol (120)
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Figura 17 — Espectro de massas do Jterpineno (121)
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Figura 18 — Espectro de massas do terpinoleno (122)
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Figura 20 — Espectro de massas da canfora (124)
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Figura 21 — Espectro de massas do isoborneol (125)
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Figura 23 — Espectro de massas do o+terpineol (127)
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Figura 24 — Espectro de massas do ascaridol (128)
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Figura 25 — Espectro de massas do isoascaridol (129)
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3.2 — Determinacao estrutural dos metabélitos secundarios isolados de C. regelianus

3.2.1 — Determinagéo estrutural dos terpenos
3.2.1.1 — Determinacdo estrutural de CRB-1 (128)

Cromatografia em gel de silica do dleo essencial (6leo B, obtido das folhas de C.
regelianus de Vigosa) resultou no isolamento de 420 mg de um composto, denominado
CRB-1, item 4.3.4 (pag. 121).

O espectro de absor¢do na regido do infravermelho (Fig. 26, pag. 37) apresentou
uma banda em 3031 cm™, caracteristicas de deformacdo axial de ligagdo =C-H, indicando
a presenca da ligacdo C=C; bandas entre 2967-2884 cm™, caracteristicas de deformacdo
axial de ligacao C-H de grupamentos metilicos e metilénicos; além das bandas em 1246 e
1017 cm™ associadas 2 deformacio axial de ligagdo C-O.

O espectro de RMN C-BB [75 MHz, CDCl;] (Fig. 27, pag. 37) apresentou sinais
correspondentes a dez dtomos de carbono, revelando a natureza monoterpénica do
composto. A andlise comparativa entre os espectros de RMN C-BB e RMN “C-DEPT
135° (Fig. 28, pag. 38), mostrou a presenca de trés carbonos metinicos, sendo dois com
hibridizacdo sp2; dois carbonos metilénicos, trés carbonos metilicos e dois carbonos nao-
hidrogenados, conforme descrito na Tabela 10 (pag. 34).

Os dados descritos, juntamente com o espectro de massas (Fig. 29, pag. 38) obtidos
por impacto eletronico a 70 eV, o qual forneceu o pico do fon molecular [M]" em m/z 168
Daltons, possibilitaram inferir para CRB-1 a férmula molecular C;oH;s0,, a qual
apresenta indice de deficiéncia de hidrogénio igual a trés. Sendo um atribuido a dupla
ligacdo carbono-carbono, enquanto os outros dois, foram atribuidos a um sistema biciclico.

O espectro de RMN 'H [300 MHz, CDCl3] (Fig. 30, pdg. 39) apresentou um
dubleto em 6y 1,07 (J = 6,9 Hz) com integragdo para seis dtomos de hidrogénio (3H-9/3H-
10), um multipleto em dy 1,99 (H-8) e um sigleto em oy 1,45 (3H-7), indicando a presenga
de um grupamento isopropila e um grupo metila na estrutura de CRB-1. Este espectro
mostrou ainda sinais correspondentes a hidrogénios de grupos metilénicos em oy 1,57 (2H-
5) e 2,10 (2H-6), os quais apresentaram acoplamentos vicinais no espectro COSY (Fig.

pag.). Adicionalmente, na regidio de desprotecdo, observou-se sinais em oy 6,48 (d, J = 8,5
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Hz) e 6,57 (d, J = 8,5 Hz), os quais, pelo valor da constante de acoplamento, sio

caracteristicos de uma dupla ligagcdo de olefina com configurag@o cis.

Tabela 10 — Padrio de hidrogenacdo determinado através da andlise comparativa dos

espectros de RMN C-BB e DEPT 135° de CRB-1

C CH CH; CH; Foérmula Molecular
79,9 (C-0O) 136,5 29,7 21,5
74,4 (C-0O) 133,2 25,5 17,3
32,3 17,2
2C 3CH 2CH;, 3CH; Ci10H160:

O espectro bidimensional de correlagio heteronuclear a duas (*Jey) e trés ligagdes
(Jen) — HMBC (Fig. 31, pag. 38) foi decisivo na atribuicao inequivoca dos deslocamentos
quimicos dos carbonos, (Tabela 11, pag. 33). Através deste experimento, observaram-se
correlagdes a longa distncia entre os hidrogénios metilicos em oy 1,45 (3H-7) com os
carbonos em 8¢ 74,4 (C-1, *Jcn), 136,5 (C-2, *Jen) e 29,7 (C-6, *Jen) (estrutura I); e dos
hidrogénios em 8y 2,10 (2H-6) com os carbonos em 3¢ 74,4 (C-1, *Jen), 21,5 (C-7, *Jen),
79,9 (C-4, 3JCH) e 136,5 (C-2, 3JCH) (estrutura II), justificando assim o grupo metila no
carbono C-1. Observaram-se ainda, correlagdes do hidrogénio metinico em oy 1,99 (H-8)
com os carbonos em o¢c 17,3/17,2 (C-9/C-10, 2JCH), e 133,2 (C-3 3JCH), confirmando a

posicdo de um grupo isopropila em C-4 (estrutura IIT).
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Ap6s andlise dos espectros de RMN 'H e ">C e comparacio com dados descritos na
literatura (Kiuchi et al., 2002) (Tabela 11, pag. 36), foi possivel caracterizar CRB-1 como
sendo o monoterpeno 2,3-dioxabiciclico[2,2,2]oct-5-ene, 1-metil-4(1-metiletil), conhecido
por ascaridol, relatado na literatura com um potente agente antineoplasico (Efferth et al.,
2002).

Conforme nossos resultados, esta substincia mostrou propriedades larvicidas,

nematicida e anticancer, esta altima, corroborando com a literatura.

4 I
O
Dl
] Y
Ascaridol (128)
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Tabela 11 — Andlise comparativa dos deslocamentos quimicos (5) de RMN 'H (300 MHz,
CDCl) e Bc (75 MHz, CDCl3) de CRB-1 com aqueles registrados na literatura para o
ascaridol (300 e 75 MHz, CDCl;) (Kiuchi et al., 2002).

C CRB-1 Ascaridol *Lit.
oc On oc on
1 74,4 - 74,3 -
2 136,5 6,48 (d; 8,5) 136,3 6,37 (d, J=8,5)
3 133,2 6,57 (d; 8.5) 133,0 6,46 (d, J=8,5)
4 79,9 - 79,7 -
5 25,5 1,57 (d;9.4) 25,5 1,48 (m)
6 29,7 2,10 (m) 29.4 1,99 (m)
7 21,5 1,45 (s) 21,3 1,34 (s)
8 32,2 1,99 (m) 32,1 1,89 (m)
9 17,3 1,07 (d; 6,9) 17,2 0,98 (s)
10 17,2 1,07 (d; 6,9) 17,1 0,95 (s)

Constante de acoplamento (J) em Hz entre parénteses

Torres, M. C. M.
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Figura 26 — Espectro de absorcdo na regido do IV (NaCl cm™) de CRB-1 (128)

- P, o = o o
@ o zmoes 2o s ygy
c 28 BEIRS 225 B8R
8 w ™ a~~N O Al O = N~
oo oRNE NT W an
|
B ikt bl - kel o Aol Bl ALl
ppm 140 120 100 80 60 40 20

Figura 27 — Espectro de RMN "°C-BB [75 MHz, CDCl;] de CRB-1 (128)
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Figura 28 — Espectro de RMN "°C-DEPT 135° [75 MHz, CDCl3] de CRB-1 (128)
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Figura 29 — Espectro de massas de CRB-1 (128)
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Figura 31 — Espectro de RMN 'H, "C-HMBC [300 ¢ 75 MHz, CDCls] de CRB-1 (128)
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3.2.1.2 — Determinagio estrutural de CRFH-2 (130)

A fracdo CRFH-D2, oriunda da fragcdo CH,Cl,, do extrato hexanico das folhas de C.
regelianus, obtida no item 4.4.3.1 (pag. 124), apds sucessivas colunas cromatogréficas do
tipo flash (item 4.4.3.2, pag. 125), forneceu 16,9 mg de uma resina incolor, denominada de
CRFH-2.

O espectro de RMN BC-BB [125 MHz, CDCl;] (Fig. 32, pag. 42) mostrou vinte
linhas espectrais, das quais dezoito correspondem a carbonos saturados e duas referentes a
carbonos insaturados. A andlise comparativa do espectro de RMN PC-BB com 0o RMN
BC-DEPT 135° (Fig. 33, pag. 42), revelou a presenca de um carbono ndo hidrogenado,
estando este na regido de carbono olefinico; quatro carbonos metinicos, sendo um com
hibridizacdo spz, dez carbonos metil€nicos e cinco carbonos metilicos.

Estas informagdes juntamente com espectro de massas (Fig. 34, pag. 43), obtido por
impacto eletronico a 70 eV, o qual forneceu o pico do fon molecular [M]" em m/z 296
Daltons, permitiu sugerir para CRFH-2 a férmula molecular CyoH40O. Esta férmula
molecular apresenta indice de deficiéncia de hidrogénio (IDH) igual a um, no qual foi
atribuido a uma ligacdo dupla carbono-carbono. Estes dados indicaram que CRFH-2
tratava-se de um diterpeno de esqueleto linear.

O espectro de RMN 'H [500 MHz, CDCl;] (Fig. 35, pag. 43) apresentou apenas um
hidrogénio na regido de olefinas oy 5,41 (t, J =6,9 Hz, H-2), caracterizando uma ligag@o
dupla trissubstituida; um hidrogénio em oy 4,16 (d, J = 6,9 Hz, H-1) pertencente a carbono
oxigenado e um ndmero significante de sinais caracteristicos de hidrogénios ligados a
carbonos hibridizados sp3, revelando a natureza alifatica do composto isolado.

A confirmagdo final da estrutura de CRFH-2, no entanto, envolveu principalmente
a comparagdo dos deslocamentos quimicos dos dtomos de carbono obtidos pelos espectros
de RMN "“C-BB e DEPT 135°, com valores descritos na literatura para o diterpeno de
esqueleto linear, fitol (Attaa-ur-rahman & Ahmad, 1992) (Tabela 12, pag. 41).

HO
\/Y\/\(\/\(\/\(

Fitol (130)
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Tabela 12 - Deslocamentos quimicos (5) de RMN "*C (CDCl3) de CRFH-2

C CRFH-2 Fitol *Lit
3¢ ¢
1 59,6 59,4
2 123,1 1234
3 140,3 139,9
4 40,1 39,9
5 25,4 25,5
6 36,9 36,8
7 32,9 32,8
8 37,7 37,5
9 24,7 24,6
10 37,6 37,5
11 33,0 32,9
12 37,5 374
13 25,0 24.8
14 39,6 39,5
15 28,2 28,0
16 16,4 16,2
17 19,9 19,8
18 19,9 19,8
19 22,8 22,6
20 22,9 22,7

* Deslocamentos quimicos da literatura (Attaa-ur-rahman & Ahmad, 1992)

16

17

CRFH-2

20
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Figura 32 - Espectro de RMN "“C-BB [125 MHz, CDCl;] de CRFH-2
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Figura 33 — Espectro de RMN BC-DEPT 135° [125 MHz, CDCl;s] de CRFH-2
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3.2.1.3 — Determinagio estrutural de CRFH-4 (131)

Sucessivos tratamentos cromatograficos da fracdo AcOEt do extrato hexanico das
folhas de C. regelianus (item 4.4.3.5, pag.128, Fluxograma 3, pag. 130) levaram ao
isolamento de 47,8 mg de um material cristalino, com ponto de fusdo na faixa de 166,7-
168,2 °C, denominado CRFH-4.

O espectro de absor¢do na regido do infravermelho (Fig. 36, pig.49) apresentou
uma absorcdo larga centrada em 3417 cm’, associada 2 deformacdo axial de grupo
hidroxila, absor¢des de deformacdo axial de ligacdo C-H em 2935 e 2866 cm™, e uma
absorcdo em 1643 cm'lcompatl’vel com a presenga de ligacdo dupla carbono-carbono. O
cardter oxigenado foi confirmando pela presenca de absor¢des em 1240 e 1191 cm’
correspondente a deformacdo axial de C-O de 4lcool.

O espectro de RMN BC-BB [125 MHz, MeOD] (Fig. 37, pag. 49) mostrou dez
linhas espectrais, sendo duas na regido de carbonos olefinicos e as demais na regido de
carbonos saturados. Comparagdo deste com o espectro de RMN BC-DEPT 135° (Fig. 38,
pag. 50), revelou a presencga de cinco carbonos metinicos, dos quais dois sdo referentes a
carbonos oxigenados e um a carbono de dupla; um carbono metilénico; trés carbonos

metilicos e um carbono ndo-hidrogenado (Tabela 13).

Tabela 13 — Padrao de hidrogenagdo determinado através de andlise comparativa entre 0s

espectros de RMN *C-BB e DEPT 135° de CRFH-4

C CH CH, CH; Formula Molecular
137,4 (C=C) 131,1(C=C) 31,1 20,8

70,1 (C-O) 21,5

68,6 (C-0) 17,8

43,0

27,2
C 5CH 1CH; 3CH; C10H150;

O espectro de RMN 'H [500 MHz, MeOD] (Fig. 39, pag. 50) revelou a presenca de
dois sinais na regido de hidrogénio ligado a carbono oxigenado em oy 3,86 (d, J = 9,0 Hz,
H-3) e 3,91 (sl, H-6); um singleto em 6y 5,47 (H-2) referente a hidrogénio olefinico,

sugerindo a existéncia de uma ligacdo dupla carbono-carbono trissubstituida.Um sinal em

Torres, M. C. M.
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oy 1,76 (s, 3H-10), indicando a existéncia de um grupamento metilico ligado a carbono
olefinico e ndo-hidrogenado; além de sinais em oy 1,71 (dt, J =13,8 e 4,1 Hz, Hy-5) e 1,41
(td, J = 13,8 € 2,7 Hz, Hg-5) correspondente a hidrogénios metilénicos. Adicionalmente o
espectro exibiu sinais caracteristicos de grupamento isopropila, através dos dubletos em dy
0,82 ¢ 0,97 (J = 7,0 Hz, 3H-8/3H-9) e um multipleto com integra¢do para um atomo de
hidrogénio em 6y 2,13 (H-7).

A partir da andlise dos dados descritos (RMN 'H e de RMN "*C-BB e DEPT 135°)
pode-se concluir que CRFH-4 tratava-se de um monoterpeno ciclico, contendo dois grupos
hidroxilas, um grupo metila e um grupo isopropila como substituintes. O espectro
bidimensional de correlagdo heteronuclear 'H, °C a uma ligacdo — HSQC (Fig. 40 e 41,
pag. 51), permitiu associar seguramente os sinais de cada hidrogénio ao seu respectivo
carbono (Tabela 14, pag. 48).

O espectro bidimensional de correlagio heteronuclear a duas (*Jey) e trés ligagdes
(Jew) — HMBC (Fig. 42, 43 e 44 pag. 52 e 53) foi decisivo na atribui¢do inequivoca dos
deslocamentos quimicos dos carbonos, inclusive corrigir os deslocamentos quimicos
correspondentes aos carbonos C-8 e C-10, os quais encontravam-se trocados na literatura
(Li, 2002), (Tabela 14, pag. 46). Através deste experimento, observou-se correlacdes a
longa distancia entre o hidrogénio olefinico em 6y 5,47 (H-2) com os carbonos em d¢ 70,3
(C-3,%Jcn), 68,6 (C-6, Jcn), 43,0 (C-4, *Jep) € 20,8 (C-10, *Jepy) (estrutura I); bem como do
hidrogénio em dy 3,91 (H-6) com os carbonos em 6¢ 137,4 (C-1, 2JCH), 131,1 (C-2, 3JCH),
43,0 (C-4, *Tcn), 31,1 (C-5, *Tcn) e 20,8 (C-10, *Jey) (estrutura II) justificando assim a
dupla ligacdo na posi¢do 1 e os dois gurpos hidroxilas nas posi¢des 3 e 6. As correlagdes
observadas do hidrogénio metinico em oy 2,13 (H-7) com os carbonos em d¢ 17,2 (C-8,
Jen), 21,5 (C-9, Hcn), 43,0 (C-4, *Tcn) e 31,1 (C-5, *Jcn), confirmaram a posi¢do do grupo

isopropila (estrutura III).

I II 111
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A estrutura proposta foi confirmada também através do espectro 'H, 'H - COSY
(Fig. 45, pag 53), onde pode-se observar o acoplamento vicinal do hidrogénio olefinico
em oy 5,47 (s, H-2), com o hidrogénio em oy 3,86 (d, J = 9,0 Hz, H-3); e dos hidrogénios
em oy 1,71 (dt, J=13,8 ¢ 2,6 Hz, Hg-5) e 1,41 (td, / = 13,8 € 4,1 Hz, Hy-5), com hidrogénio
em oy 3,91 (s,H-6).

O espectro de massa, obtido por impacto eletronico a 70 eV (Fig 47, pag. 54),
evidenciou esta estrutura quando mostrou os picos em m/z 152 e 134 Daltons compativel
com a perda de uma (C;oH;30, - H,O) e duas moléculas de dgua (C;oH;30, - 2H,0),
respectivamente, caracterizando o carater diidroxilado de CRFH-4. O quadro 1, a seguir

resume os principais fragmentos observados no espectro de massa de CRFH-4.

H2O HZO —|+ .CH, +
HO _|‘-‘

m/z 152 m/z 134 m/z 119
OH 2
/\
m/z 170 (ausente) m/z 92
_|+ -CH, HOO HZO
m/z 110 m/z 95 e T

Quadro 1 - Proposta mecanistica para as fragmentacdes que justificam os picos principais

registrados no espectro de massa de CRFH-4.

A estereoquimica dos estereocentros C-3, C-4 e C-6, foi determinada através do
espectro bidimensional 'H, 'H - NOESY (Figura 46, pig. 54) o qual revelou interacdes
espaciais entre o hidrogénio em oy 3,86 (H-3) com os hidrogénios em 6y 5,47 (H-2) e 1,41
(Hq-5), indicando uma relacdo cis entre os grupos hidroxilas situados nos carbonos C-3 e
C-6. O grupo isopropila, ligado ao carbono C-4, mantendo uma relacio trans aos grupos
hidroxilas, justifica a auséncia de qualquer interacio entre o hidrogénio em e oy 1,59 (H-4)

com os hidrogénios em oy 3,86 (H-3), 3,91 (H-6) e 1,41 (Hy-5).
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Com base nos dados discutidos incluindo andlise comparativa com dados descritos
na literatura chegou-se a conclusdo que CRFH-4 se trata do monoterpeno conhecido por
(BR.4R,6S)- 3,6-dihidroxi-1-menteno (Li, 2003). Com a seguinte nomenclatura sistemadtica:
(1S,4R, 5R)-2-cliclohexeno-1,4, diol, 2-metil-5 (1-metiletil).

Este metabdlito secunddrio, apesar de ji possuir registro na literatura, esta sendo

descrito pela primeira vez no género Croton.

4 )

OH

HO

S

(3R.4R.65)- 3.6-Dihidroxi-1-menteno (131)

Torres, M. C. M.
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Tabela 14 — Deslocamentos quimicos de () de RMN 'H e '>C (MeOD) de CRFH-4

HSQC HSQC *Lit.
C d¢ ou dc on
1 137,4 - 137,0 -
2 1311 5.47 (s) 129.7 5.53 (s)
3 70,1 3,86 (d; 9,0) 69,3 3,85 (dd; 9,0)
4 43,0 1,59 (t; 12.4) 425 1,74 (m)
5 31,1 1,71(dt; 13,8/2,6) 29,9 1,44 (m)
1,41 (td; 13,8/4,1)
6 68,6 3,91 (sl) 67,9 3,98 (t; 3,0)
7 27,2 2,13 (m) 26,3 2,10 (d; 7,3)
8 17,2 0.82 (d: 7.0) 20.4% 0.97 (d: 7.0)
9 215 0.96 (d: 7.0) 20.9 0.84 (d: 7.0)
10 20.8 176 (s) 17,1% 1,80 (s)

Deslocamentos quimicos ¢ e 8y em ppm e constante de acoplamento (J, entre paréntese) em Hz
* Valores trocados na literatura (Li, 2003).
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Figura 38 — Espectro de RMN "“C-DEPT 135° [125 MHz, MeOD] de CRFH-4 (131)
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3.2.1.4 - Determinacio estrutural de CRTH-4 (132)

Da fragdo AcOEt do extrato hexanico dos talos de C. regelianus (item 4.4.5.1, pag.
135, Fluxograma 5, pag. 139), apds sucessivas cromatografias, incluindo CLAE, foi
obtido uma resina (6,8 mg) amarela clara, denominada CRTH-4.

O espectro de absor¢do na regido do infravermelho (Fig. 48, pag. 61) revelou uma
banda larga em 3412 cm’, caracteristica de deformacdo axial de ligacdo OH; bandas em
2933 a 2868 cm’, de deformagdo axial da ligacio C-H de grupamentos metilico e
metilénico. Observou-se também uma bandas em 1727 e 1710 cm™, associada 2
deformacio axial de ligacdo dupla C=0, podendo ser de carbonilas de cetona, além de uma
banda em 1638 cm™ associada a deformacio axial de ligagdo dupla C=C de alceno.

A andlise do espectro de RMN 'H [500 MHz, CDCl;] (Fig. 49, pag. 61) evidenciou
sinais de hidrogénios para quatro grupamentos metilicos em dy 1,12 (s, 3H-18); 1,16 (s,
3H-19); 1,59 (s, 3H-20) e 1,88 (sl, 3H-16), sendo o tltimo caracteristico de hidrogé€nios de
grupo metila ligado a carbono sp?; sinais para hidrogénios olefinicos em &y 6,04 (s, H-11)
e 6,53 (s, H-17), atribuidos a hidrogénios de dupla ligacdo e uma série de sinais na faixa de
oy 1,43 a 2,83; caracteristicos de hidrogénios ligados a carbonos sp3, evidenciando a
natureza terpénica de CRTH-4.

O espectro de RMN >C-APT [125 MHz, CDCls] (Fig. 50, pag. 62) apresentou
sinais correspondentes a dezoito 4tomos de carbono, sendo sete carbonos nao-
hidrogenados (6¢ 215,4; 186,1; 167,5; 133,1; 69,2; 48,2 e 40,8), trés carbonos metinicos
(0c 148,2; 122,6 e 54,3), quatro carbonos metilénicos (3¢ 39,0; 36,3; 34,4 ¢ 18,6) e quatro
carbonos metilicos (6¢ 26,2; 22,2; 19,7 e 15,1) (Tabela 15, pag. 56). Entre os seis sinais
referentes a carbono spz, dois foram compativeis com carbonilas de cetona, uma delas (5¢
186,1) fazendo parte de um sistema o, - insaturado. Os outros quatro sinais (6¢ 133,1;
122,6; 148,2 e 167,5) foram atribuidos aos carbonos a e [, respectivamente, de dois
sistemas conjugados a carbonila.

Através do espectro HSQC (Fig. 51, pag. 62) foi possivel associar cada hidrogénio
ao seu respectivo carbono e construir a Tabela 16 (pag. 60).

O espectro bidimensional HMBC (Figs. 52 e 53, pidg. 63) mostrou correlagdes a
longa distancia dos hidrogénios referentes a grupos metilas geminais em oy 1,12 (s, 3H-18)
e 1,16 (s, 3H-19) com os carbonos em ¢ 215,4 (C-3, *Jcp); 48,2 (C-4, “Jen) e 54,3 (C-5,

3 Jcn), bem como a correlagdo entre os hidrogénios do grupo metilico em dy 1,59 (s, 3H-
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20) com os carbonos em 8¢ 32,3 (C-1, *Jen); 54,3 (C-5, *Jen ) e 40,8 (C-10, *Jcp). De
acordo com os dados discutidos acima, pode-se inferir para a estrutura de CRTH-4 a
presenca de um sistema tipo decalina contendo trés grupos metilas, sendo dois geminais e
adjacentes a um grupo carbonila, isto em C-4, e o outro na posi¢do 10, conforme mostra a
sub-estrutura (I). Esta sub-estrutura foi corroborada através dos acoplamentos vicinais dos
hidrogé€nios metilénicos em dy 2,06 e 1,90 (2H-1) com os hidrogénios em dy 2,85 e 2,53
(H-2), assim como os acoplamentos dos hidrogénios em oy 2,17 e 1,65 (2H-6) com os
hidrogénios em oy 2,13 e 1,45 (2H-7) e 1,43 (H-5) (sub-estrutura II) observados no
espectro COSY (Fig. 54, pag. 63).

As correlagdes a longa distancia, observadas no espectro HMBC entre o sinal
relativo ao hidrogénio olefinico em oy 6,53 (sl, H-14) com os carbonos em &¢ 69,2 (C-8);
189,1 (C-12) e 15,14 (C-17), aliados aos sinais de hidrogénios e carbonos para duas duplas
ligacdes trissubstituidas, incluindo um grupo metila ligado a um carbono spz, e ainda um
sinal de carbono relativo a uma carbonila conjugada, permitiu a constru¢do da sub-
estrutura (III), na qual foi posicionada entre os carbonos C-9 e C-8 em func¢do das
correlacdes observadas entre o hidrogénio em oy 6,04 (s, H-11) com os carbonos em ¢

167,5 (C-9, *Tcn); 69,2 (C-8, *Jcn) e 40,8 (C-10 *Jep) (estrutura IV).

O
12 3 17
11
S
9 ! H
111 11V
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Tabela 15 — Padrio de hidrogenag@o determinado através da anélise do espectro de RMN

BC-APT

C CH CH, CH; Formula Molecular
2154 1482 39,1 26,2

189,1 122.6 36,3 22,1

167,5 54,3 34,4 19,7

133,1 18,6 15,1

69,2

48,2

40,8

7C 3CH 4CH, 4CH; Ci1sH»403

O nimero de dtomos de oxigénio foi deduzido com base no deslocamento de cada dtomo de carbono

A configuracio relativa inferida para o grupo hidroxila, ligado ao carbono C-8, foi

deduzida através do espectro NOESY (Figs. 55 e 56, pags. 64 e 65), o qual revelou

interagdes espaciais entre o hidrogénio em oy 6,53 (H-14) com os hidrogénios em oy 2,13

(Ho-7) e 1,88 (3H-17), bem como do hidrogénio em &y 6,04 (H-11) com os hidrogénios

em 6y 1,90 (Ho-1) e 2,06 (Hg-1). Estas interagdes justificaram a configuracdo o para o

grupo hidroxila (sub-estrutura V).

//o
—

.
o

Ainda através deste espectro foi possivel determinar a estereoquimica dos

estereocentros C-5 e C-10, em funcdo das interacdes dipolares observadas entre o

hidrogénio em dy 1,43 (H-5) com o hidrogénio em oy 1,90 (Hg-1) e entre os hidrogénios

em oy 1,16 (3H-19) com os hidrogénios em oy 1,65 (Ha-6) e 1,59 (3H-20) (sub-estrutura

VI) ~

//O

A o
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O espectro de massa de alta resolu¢do com ionizag@o por electrospray (EM-EIS)
(Fig. 57, pag. 65), o qual forneceu o pico em m/z 289,1798 Daltons, compativel com o fon
quasi-molecular [M+H]", bem como os fragmentos observado no espectro EM/EM-EIS
(Fig. 58, pag. 66), ilustrados no quadro 2 (pag. 59) foram de extrema importincia para
elucidacdo estrutural de CRTH-4.

Com base nos dados de RMN e EM-EIS foi possivel propor para CRFH-4 a
estrutura de um norditerpeno, com férmula molecular C;sH»403, cuja nomenclatura
sistemadtica é (4a$,8a$,)-4,4a,8a,9,10,10a-hexahidro-8a-hydroxi-1,1,4a,7-
tetrametilfenantreno-2,6(1H,3H,)-diona (132). E importante ressaltar que esta estrutura esta
sendo relatada pela primeira vez na literatura.

Este norditerpeno pode ter sido biossintetisado a partir de um diterpeno de
esqueleto pimarano (estrutura VII), pela perda de dois dtomos
de carbono (C-15 e C-16). No quadro 3 (pag. 59) € mostrado
uma proposta biogenética para formacdo de CRTH-4,

justificando a perda dos dtomos de carbonos C-15 e C-16, do

pimarano original. A rota biogenética proposta baseou-se na
formacdo do ent-sandaraco-pimaradieno (quadro 3, pag. 59), o qual foi biossintetizado a
partir do GGPP (Xu et al., 2007). Vale salientar que a possibilidade deste composto ser
derivado de diterpenos com esqueletos isopimarano, cassano e cleistantano, ndo deve ser

descartada.

(132)
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N
ﬂ
CH,

.

CigHas03 Ci1gHx30, Ci7H 190,
m/z (tedrica): 289, 1798 m/z (tedrica): 271, 1698 m/z (tedrica): 255,1385
m/z (observada): 289.1798 m/z (observada): 271,0987 m/z (observada): 255,2206
\_»CO
* 0 0

H,C=C(CHy), @

"

CO

H
o H
C,7H,50, Ci3H50, CH 00
m/z (tebrica): 203,1072 m/z (tebrica): 227,1436

m/z7 (tedrica): 261,1854

m/z (observada): 261,1782 m/z (observada): 203,1029 m/z (observada): 227,2003

Quadro 2 - Proposta mecanistica para as fragmentagdes que justificam os picos principais

registrados no espectro de massa de CRTH-4.

OPPo5CPS 1/2 OPP OsKSL10
— >
X .
K “ ent-sandaraco-
(GGPP) ENT-CPP pimaradieno
l [O]

Quadro 3 - Rota biogenética proposta para formagao de CRTH-4 a partir de um diterpeno

de esqueleto pimarano.
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Tabela 16 — Deslocamentos quimicos de (6) de RMN 'H e °C (CDCl3) de CRTH-4

HSQC HMBC
C &’ Sy " Teu “Ten e Jen
1 32,3 2,06; 1,90
2 344 2.83 (m): 2,53 (m)
3 2154 - 2H-2 3H-18; 3H-19; H-1a
4 48,2 - 3H-18; 3H-19 ;H-5
5 54,3 1,43 2H-6 3H-18; 3H-19; 3H-20; 2H-7
6 18,6 2,17; 1,65 H-5, 2H-7
7 39,1 2,13; 1,45 H-6a
8 69,2 - H-11
9 167,5 - H-11 H-14
10 40,8 - 3H-20; H-1b; H-11 2H-2; 2H-6; H-11
11 1226 604 (s)
12 189,2 - H-11 H-14; 3H-16
13 133,1 - H-11
14 148,2 6,53 (sl) 3H-17
17 151  1.88(sl) H-14
18 26,2 1,12 (s) 3H-19; H-5
19 22,2 1,16 (s) 3H-18; H-5
20 197 1.59(s) H-1b: H-5

1500 MHz; ° 125 MHz
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Figura 48 — Espectro de absor¢do na regidao do IV (NaCl, cm™) de CRTH-4 (132)
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Figura 49 — Espectro de RMN 'H [500 MHz, CDCl3] de CRTH-4 (132)
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Figura 50 — Espectro de RMN “C-APT [125 MHz, CDCl;] de CRTH-4 (132)

H-11
H-14
“r i" -.:
o W
__37 |
3 . | 50
;100
C-11
= ' ‘ |_ppm
C-14
[T ALY AAALLALAALMALAAAL | NAAARARAAMAAAL
ppm 6 4 2

62

Figura 51 - Espectro de RMN 'H,"”C -HSQC [500 e 125 MHz, CDCl;] de CRTH-4 (132)
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Figura 52 - Espectro de RMN 'H,”C-HMBC [500 e 125 MHz, CDCl3] de CRTH-4 (132)
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Figura 53 — Espectro HMBC- expansao [500 e 125 MHz, CDCI;] de CRTH-4 (132)

Torres, M. C. M.

63



Determinacao Estrutural — Capitulo 3

H-6 o e H-7a

20
& &® ’_2
&7 L
F %) '°w % : \23 )
e aw O
j3
[ ppm
oo - ! M
Figura 54 — Espectro de RMN 'H,"H-COSY [500 MHz, CDCl;] de CRTH-4 (132)
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Figura 55 — Espectro de RMN 'H,"H-NOESY [500 MHz, CDCl;] de CRTH-4 (132)
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e

Figura 56 — Espectro de RMN 'H, 'H — NOESY- expansio [500 MHz, CDCls] de CRTH-4
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Figura 57 — Espectro de EM-IES de CRTH-4 (132)
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3.2.1.5 - Determinagao estrutural de CRTE-2 (133)

O tratamento cromatogrifico da fracio DCM-AcOEt 20% (item 4.4.5.2, pag. 136,
Fluxograma 6, pag. 139), possibilitou o isolamento de 12,2 mg de um material cristalino,
ponto de fusdo na faixa de 90,0 — 91,4 °C, denominado CRTE-2.

O espectro de absorcdo na regido do infravermelho (Fig. 59, pag. 72) apresentou
uma banda larga centrada em 3334 cm’, compativel com vibragdes de deformagdo axial de
ligacdao O-H; bandas em 2918 a 2860 cm™, caracteristicas de deformacio axial da ligacdo
C-H de grupamentos metilico e metilénico, além das bandas na faixa de 1235 a 1050 cm™,
associadas as deformagdes axiais de ligacdes C-O.

O espectro de RMN C-BB [125 MHz, MeOD] (Fig. 60, pag. 72) mostrou quinze
linhas espectrais, ressaltando a natureza sesquiterpénica de CRTE-2. A andlise
comparativa entre os espectros BB e DEPT 135° (Fig. 61 , padg. 73) revelou a presenca de
cinco carbonos metinicos, incluindo um oxigenado (dy 74,8), cinco carbonos metilénicos,
um deles oxigenado (g 67,8), trés carbonos metilicos e dois carbonos ndo-hidrogenados,
ambos ligados a dtomos de oxigé€nio (dy 75,8 e 72,9), conforme mostra a Tabela 17,

representada abaixo.

Tabela 17 — Padrio de hidrogenagao determinado através da andlise dos espectros de

RMN *C-BB e DEPT 135° de CRTE-2

C CH CH, CH; Foéormula Molecular
75,6 74,8 67,8 32,0
72,9 54,7 42,1 28,7
43,7 34,1 27,6
43,5 27,3
42,7 26,3
2C 5CH 5CH2 3CH3 C15H2603 ou C15H2304

O nimero de dtomos de oxigénio foi deduzido com base no deslocamento de cada dtomo de carbono

O espectro de RMN 'H [500 MHz, MeOD] (Fig. 62 , pag. 73) exibiu sinais
correspondentes a trés grupamentos metilicos, todos ligados a carbonos oxigenados [dy
1,38 (s, 3H-12); 1,27 (s, 3H-13) e 1,13 (s, 3H-14)]. De acordo com o espectro HMBC (Fig.
63, pag.74) os sinais em oy 1,38 e 1,27 apresentaram correlacdes com os sinais de carbono

em oc 47,8 (C-7, 3JCH) e 77,6 (C-11, 2JCH) revelando contigiiidade destes grupos (sub-
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estrutura I), enquanto o sinal de hidrogénio em oy 1,27 exibiu correlagdo com os sinais de

carbono em 6¢ 75,0 (C-10, 3JCH) e 55,6 (C-1, 2JCH) e 46,0 (C-9, 3JCH) (sub-estrutura II).

Na regido de desprotecdo do espectro observou-se dois duplos dubletos em oy 3,58
(J=10,6 ¢ 4,9 Hz) e 3,42 (J=10,6 e 6,8 Hz), os quais mostraram correlacdes com 0s
carbonos em d¢ 66,7 (C-15) no espectro HSQC (Fig. 64, pag. 74), sugerindo a existéncia
de um par de hidrogénios diastereotdpicos de um grupamento oximetilénico na estrutura
de CRTE-2, bem como um sinal em oy 4,15 (t, J=8,8 Hz) referente a um hidrogénio
oximetinico, o qual mostrou acoplamento vicinal com os sinais
de hidrogénios em dy 2,15/1,95 (dd, 2H-9) e 1,66 (dl, H-7) no
espectro COSY (Fig. 65 pag. 75). Adicionalmente o espectro
exibiu uma série de sinais correspondentes a hidrogé€nios

ligados a carbonos metinicos e metilénicos. Estas informacdes

nos possibilitaram deduzir que CRTE-2 tratava-se de um I 2
sesquiterpeno de esqueleto guaiano (estrutura III).

Através da andlise do espectro HMBC foi possivel determinar com seguranca a
posicdo dos substituintes no nicleo guaiano. Uma hidroxila foi posicionada no carbono C-
8, em funcdo das correlagdes observadas entre o sinal do hidrogénio em oy 4,15 (2H-8)
com os sinais de carbono metilénico em d¢ 46,0 (C-9, 2JCH) e 35,8 (C-6, 3JCH) e ainda com
o carbono ndo-hidrogenado e oxigenado em 55,6 o¢ (C-11, 3JCH). O grupamento
oximetilénico foi localizado no carbono C-4, com base nas correlagdes observadas entre os
hidrogénios em 06y 2,15/1,95 (2H-15) e os sinais de carbono em ¢ 27,4 (C-3, 3JCH), 43,7
(C-4, 2JCH) e 48,3 (C-5, 3JCH), conforme ilustrado na sub-estrutura I'V.

H;C
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O espectro HSQC permitiu associar seguramente todos os sinais de hidrogé€nios aos
seus respectivos carbonos, conforme mostra Tabela 18 (pag.71).

A analise dos dados de RMN lH, BC de CRTE-2, juntamente com os dados do
derivado acetilado (CRTE-2Ac), o qual revelou a presenca de duas hidroxilas acetildveis,

permitiram propor para CRTE-2 as possibilidades estruturais V e VL.

O espectro de massa de alta resolu¢do com ionizagdo por electrospray (EM-IES)
(Fig. 67, pag. 76), foi de extrema importincia para determinacdo da massa molar exata de
CRTE-2. Este experimento forneceu o pico correspondente a molécula cationizada,
formando o aduto com o sédio [M+Na]*, em m/z 277,1784 Daltons, descartando a
possibilidade V. Desta forma, CRTE-2 trata-se da estrutura VI, a qual apresenta-se na
forma epoxidada. Esta estrutura foi corroborada através dos fragmentos em m/z 291,1493;
179,2183 e 161,1849 associados a perda de uma molécula de propanona, um grupo
hidroxila e uma moléculas de dgua, respectivamente, exibidos pelo espectro EM/EM-IES
(Fig. 68, pag. 76), conforme mostra o quadro 4 (pag. 70).

A configuracdo relativa inferida para os centros estereogé€nicos existentes na
molécula foi deduzida através do espectro NOESY (Fig. 66, pag. 75), o qual revelou
interagdes espaciais entre o hidrogénio em oy 4,15 (H-8) e os hidrogénios em oy 1,33 (Ho-
6) e 1,70 (H-1) e deste tltimo com os hidrogénios em oy 3,58/3,42 (2H-15), como também
dos hidrogénios metilicos em oy 1,13 (3H-14) com os hidrogénios em oy 1,54/1,37 (2H-2)
e 2,15/1,15 (2H-9) (Estrutura VII).
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12

C15H25N303 C12H20Na02
Teobrica: 277,1774 Tebdrica: 219,136 1
Observada: 2771774 Observada: 219,1493

CioHi7 C12H190
Teobrica: 161,1330 Tebdrica: 179,1436
Obsevada:161,1849 Obsevada: 179, 2183

Quadro 4- Fragmentos observados no espectro EM/EM-IES do ion [M+Na]*, que

justificam a presenca do epdxido e duas hidroxilas na estrutura de CRTE-2.

A reunido de todos os dados analisados permitiu afirmar indubitavelmente que
CRTE-2 tratava-se de um sesquiterpeno de esqueleto guaiano, cuja nomenclatura
sistemadtica é la-hidroximetil-6B-hidroxi-4o-metil-7B-(1-metiletil)-43,11B-epoxi-
decahidroazuleno (133). Um minucioso levantamento bibliogrifico revelou que este
composto estd sendo registrado pela primeira vez na literatura.

Vale ressaltar que o potencial citotoxico deste metabdlito secundério foi avaliado
empregando as linhagens de células tumorais humanas leucemia (HL60), célon (HCTS),
mama (MDA-MB-435) e cérebro (SF295), sendo que para todas as linhagens o composto

testado mostrou-se inativo.

-

(133)
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Tabela 18 — Deslocamentos quimicos de (6) de RMN 'H e °C (MeOH) de CRTE-2

HSQC HMBC

C dc*? oy " Ten “Tene Jen
1 55,6 1,7 (m) 2H-3; H-6a; H-9b; 3H-14
2 28,3 1,54 (m); 1,37 (m) 2H-3
3 27,4 2,28 (m); 1,33 (m) 2H-15
4 43,7 1,71 (m) H-5; 2H-15 H-1; H-2a; 2H-6
5 48,3 1,63 (m) 2H-6 H-2a; H-7; 2H-15
6 35,8 2,28 (m); 1,33 (m) H-7 H-8
7 47,8 1,66 (dl, 5,9) H-6a H-9a; 3H-12; 3H-13
8 72,8 4,15 (t, 8.,8) H-7; 2H-9 2H-6
9 46,0  2,15(dd, 13,7;9.,4) H-8 H-7; 3H-14

1,95 (dd, 13,7; 8,8)
10 750 - 3H-14
11 77,6 - 3H-12; 3H-13  H-8
12 326 1,38 (s) H-7; 3H-13
13 29,3 1,27 (s) 3H-12
14 279 1,13 (s) H-3b; 2H-9
15 66,9 3,58 (dd, 10,6; 4,9) H-5; 2H-3

3,42 (dd, 10,6; 6,8)

4125 MHz; °500 MHz

CRTE-2
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Figura 59 — Espectro de absorc¢do na regido do IV (KBr, cm™) de CRTE-2 (133)
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Figura 60 — Espectro de RMN BC-BB [125 MHz, MeOD] de CRTE-2 (133)
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3.2.1.6 - Reacdo de Acetilagio — CRTE-2Ac (134)

CRTE-2 foi submetido a reacdo de acetilacdo utilizando piridina e anidrido acético
(item 4.5.1 pag. 144) obtendo-se um s6lido branco amorfo, codificado por CRTE-2Ac.

O espectro de absor¢do na regido do infravermelho de CRTE-2Ac (Fig. 69 pag. 79),
quando comparado com o de CRTE-2, ndo apresentou a banda larga centrada em 3344 cm’
! referentes as vibracdes de deformacio axial da ligagdio O-H, entretanto revelou uma
banda adicional em 1738 cm™, caracteristica de deformacio axial de ligacao C=0 de éster.

O espectro de RMN 'H [500 MHz, CDCl;] (Fig. 68 pag. 79) mostrou sinais em Oy
2,05 e 2,04 referentes aos hidrogénios metilicos de grupamentos acetilas.

A andlise comparativa dos espectros de RMN BC-BB e DEPT 135° [125 MHz,
CDCls] de CRTE-2Ac (Figs. 71 e 72, pag 80) com os de CRTE-2 (Tabela 19, pag. 78),
mostrou a presenca dos sinais adicionais em &¢ 171,5; 170,8; 21,6 e 21,2 referentes aos
carbonos pertencentes a dois grupos acetila.

A anilise dos dados de IV, RMN 'H e °C confirmou a presenca de duas hidroxilas
acetildveis, uma ligada ao carbono C-8 e a outra ao carbono C-15, em fun¢do dos valores
de deslocamentos quimicos de ambos os carbonos terem sido deslocados para regido de
menor prote¢do, devido ao efeito B ocasionado pelo grupo acetila. Também foi observado
mudangas nos carbonos adjacentes aos carbonos oxigenados devido o efeito protetor
(efeito y) provocado pelos grupos acetilas (Tabela 19, pag.78).

A reagdo de acetilagdo de CRTE-2 além de confirmar a proposta estrutural para a
referida substancia, produziu o composto denominado de acetato de 1o-hidroximetil-6[3-
hidroxi-4o-metil-7B-(1-metiletil)-4f3, 1 1 B-epoxi-decahidroazuleno (134), também descrito

na literatura pela primeira vez.
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Tabela 19 — Deslocamentos quimicos (6) de RMN '"He “C (MeOD) de CRTE-2 e do seu
derivado CRTE-2Ac (CDCls)

CRTE-2Ac CRTE-2
C Sc® Oy’ &¢c® 3"
1 54,6 1,71 (m) 55,6 1,7 (m)
2 27,3 1,55 (m); 1,41 (m) 28,3 1,54 (m); 1,37 (m)
3 26,31 1,77(m); 1,41 (m) 27,4 2,28 (m); 1,33 (m)
4 42,7 1,73 (m) 43,7 1,71 (m)
5 435 1,83 48,3 1,63 (m)
6 34,1 2,28(dt, 14,1;6,7;1,47) 358 2,28 (m); 1,33 (m)
7 47,8 1,73 47,8 1,66 (dl, 5,9)
8 74,8 5,08 (t, 8,9) 72,8 4,15 (t, 8,8)
9 42,1 2,18 (dd, 13,8;9,7) 46,0 2,15(dd, 13,7; 9,4)
1,94 (dd, 13,8; 8,4) 1,95 (dd, 13,7; 8.8)
10 72,9 - 75,0 -
11 754 - 77,6 -
12 32,0 1,34 (s) 32,6 1,38 (s)
13 28,7 1,25(s) 29,3 1,27 (s)
14 27,7 1,16 (s) 27,9 1,13 (s)
15 67,8 4,04(d,4,1) 66,9 3,58 (dd, 10.6; 4,9)

3,42 (dd, 10,6; 6,8)
CH;CO-8 170,8
CH;CO-15 170,2
CH:CO-8 21,7 2,05(s)
CH;CO-15 21,2 2,04 (s)

125 MHz; °500 MHz;

AcO

CRTE-2Ac
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3.2.2 — Determinacao estrutural dos esterdides

3.2.2.1 — Determinagdo estrutural de CRTH-3 (135 e 136)

A fracdo AcOEt do extrato hexanico dos talos de C. regelianus (item 4.4.5.1, pag.
135 ) ap6s sucessivos tratamentos cromatograficos, incluindo CLAE, forneceu 6,9 mg de
um material resina incolor, codificado de CRTH-3.

O espectro de absor¢@o na regido do infravermelho (Fig. 73 pdg. 87) revelou uma
banda larga em 3446 cm’, caracteristica de deformacdo axial de ligagdo O-H de hidroxila;
bandas em 2933 e 2860 cm™ de deformacio axial da ligacdo C-H de grupamentos metilico
e metilénico e uma banda em 1714 cm™, associada deformacdo axial de ligacdo dupla
C=0.

O espectro de RMN 'H [500 MHz, CDCl;] (Figs. 74 e 75, pags. 87 e 88) mostrou
sinais de hidrogénios para seis grupos metilas em oy 0,75 (s, 3H-18); 1,38 (s, 3H-19); 0,94
(d, J = 6,5 Hz, 3H-21); 0,85 (d, J = 6,9 Hz, 3H-26); 0,83 (d, J = 6,8 Hz, 3H-27) e 0,86 (t, J
= 7,5 Hz, 3H-29), um hidrogénio olefinico aparecendo como um singleto em oy 5,83 (H-4)
e um sinal na regido de hidrogénio ligado a carbono carbindlico em oy 4,36 (t, J=2,5 Hz,
H-6). Além de um ndmero significante de sinais caracteristicos de hidrogénios ligados a
carbonos sp’, revelando a natureza esteroidal do composto isolado.

O espectro de RMN C-APT [125 MHz, CDCls] (Fig. 76, pig. 88) permitiu
identificar quatro carbonos nao-hidrogenados com sinais em 6¢c 168,7; 38,2; 42,7 e 200,6.
Sendo o dltimo referente a uma carbonila de cetona a, - insaturada e o primeiro,
atribuido ao carbono P da ligag¢do dupla, conjugada a carbonila. Além destes, foi verificado
a presenca de nove carbonos metinicos, dez carbonos metilélicos e seis carbonos metilicos,
sendo estes dados, portanto, compativeis com a férmula molecular CyoHygO, (Tabela 20,
pag. 82).

Como a férmula molecular C,9H430; apresenta 6 lacunas de insaturacdo, justificou-
se duas das seis, através da carbonila e uma ligacdo dupla. Conseqiientemente, as demais
insaturagcdes foram atribuidas a quatro ciclos. Estes dados levou-nos a concluir que CRTH-
3 tratava-se de um esterdide tetraciclico, contendo uma carbonila o, - insaturada

provavelmente no anel A, como mostra a estrutura I.
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oe

I
Tabela 20 — Padrdo de hidrogenacdo determinado através da andlise do espectro de RMN

BC_APT de CRTH-3

C CH CH, CH; Formula Molecular
200,6 126,6 37,3 12,2
168,6 73,5 34,5 19,7
38,2 29,9 38,8 18,9
42,7 53,9 21,2 20,0

56,3 39,8 19,3

56,1 24,4 12,2

36,3 28,4

46,1 34,1

29,4 26,3

233

4C 9CH 10CH,; 6CH; C2Hy50,

As correlagdes inequivocas de todos os dtomos de carbono e hidrogé€nio foram
determinadas com o auxilio do espectro bidimensional de correlacio heteronuclear 'H, Bc
— HSQC (Fig.77, pag. 89).

Através da andlise do espectro HMBC (Figs. 78 e 79, pags. 89 e 90) foi possivel
determinar com seguranga a localizacao da dupla ligacdo entre os carbonos C-4 e C-5, em
funcdo da correlagdo a trés ligagdes (*Jcn) do hidrogénio olefinico em 8y 5,83 (H-4) com
os sinais de carbono em &¢ 38,2 (C-10), 34,5 (C-2) e 73,5 (C-6). A hidroxila foi
posicionada no carbono C-6, apoiada nas correlagdes entre o hidrogénio em oy 4,36 (H-6)
com os carbonos em 8¢ 38,2 (C-10, *Jcn), 38,8 (C-7, *Jen), 29,9 (C-8, *Jen) e 126,6 (C-4,
*Jen). A subestrutura IT as principais correlacdes a longa distincia ('H, °C - HMBC) de

CRFH-4.

Torres, M. C. M.

82



Determinacao Estrutural — Capitulo 3

I

O espectro 'H-'"H cOosYy (Fig. 80, pag. 90) confirmou a posicdo dos grupos
funcionais nos anéis A e B, através do acoplamento vicinal entre o hidrogénio oxigenado
em Oy 4,36 (H-6), com os hidrogénios em 6y 2,01 e 1,28 (2H-7), e dos sinais em 6y 2,52
2,40 (2H-2) acoplando com os hidrogénios em oy 2,05 e 1,70 (2H-1), revelando um
sistema isolado.

A configuragdo relativa inferida para o grupo hidroxila ligado ao carbono C-6 foi
deduzida através do espectro NOESY (Fig. 81 pag. 91), o qual revelou interacdes espaciais
do hidrogénio em &y 4,36 (H-6) com os hidrogénios em oy 5,83 (H-4) e 1,28 (Hy-7). Estas
interagdes justificam a configurag¢do [ para grupo hidroxila, apoiadas também por
comparagdo com dados de RMN 'H e °C do 6a- ¢ 6f3-hidroxi-estigmast-4-en-3-ona

(Tabela 16, pag. 57).

Como pode ser observado a partir da Tabela 21 (pag. 86) as principais diferencas
que diferenciam os dois isdmeros residem nos deslocamentos quimicos referentes aos
carbonos C-8 e C-10. Os deslocamentos quimicos correspondentes aos carbonos C-8 e C-
10 no 6B-hidroxi-estigmast-4-en-3-ona, sdo mais protegidos que no 60a-hidroxi-estigmast-
4-en-3-ona, devido ao efeito protetor provocado pela hidroxila axial em C-6 que apresenta
uma disposi¢do y gauche em relacdo aos referidos carbonos.

Quanto aos dados de RMN 'H, a principal diferenca ocorre no deslocamento

quimico do sinal de hidrogénio correspondente a metila-19, onde a interacdo 1,3-diaxial

Torres, M. C. M.
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envolvendo o grupo hidroxila em posi¢do B contribui para desproteger aqueles hidrogénios

(CH3-19).

I
De acordo com os dados descritos € com base na analise comparativa dos dados de
RMN "C registrado na literatura (Greca, et al., 1990), chegou-se a conclusdo de que
CRTH-3 tratava-se do esterdide tetraciclico 6B-hidroxi-estigmast-4-en-3-ona, ja relatado
na familia Euphorbiaceae (Hui, 1975). Vale ressaltar que esta substincia foi isolada de
uma fracdo que apresentou significante atividade citotdxica e por este motivo foi
submetida a avaliacdo do potencial citotoxico, porém ndo apresentou resultado positivo em

relagdo ao teste.

4 )

. oft y

6B-hidroxi-estigmast-4-en-3-ona (135)

Uma meticulosa andlise dos espectros de RMN 'H e RMN "“C-APT, revelou que
CRTH-3 tratava-se de uma mistura bindria dos esterdides 6B-hidroxi-campest-4-en-3-ona
(Ca8Hy607) € 6B-hidroxi-estigmast-4-en-3-ona (Co9Hyg0,).

O espectro de massa, obtido por impacto eletronico a 70 eV (Fig. 82, pag. 91),
corroborou que CRTH-3 constituia uma mistura dos esteréides -hidroxi-campest-4-en-3-
ona e 6f-hidroxi-estigmast-4-en-3-ona, quando apresentou os picos em m/z 428 e 414
Daltons, respectivamente, correspondentes ao ion moleculare [M]" de cada composto, bem

como os picos em m/z 413 e 399 Daltons compativel com a perda de uma metila (M —

Torres, M. C. M.
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CHj3). Os fragmentos em m/z 287, 247, 269, 227 e 152 Daltons, podem ser obtidos de

ambos os isdmeros, conforme descrito no Quadro abaixo.

-
—>
(0]
N R —|‘: m/ 287 OH
—
(0]
O
OH m/ 245 OH
(135) R=Me (m/z 428)
(136)R=H (m/z 414)
k4
(M -CHy) L > —|
=
\_} - R —|.£. O
m/z 152 OH
(0] (135) R=Me (m/z 413)
oH (136)R=H (m/7399)

2,

H,0

O
m/z 269

H,0

(0]
m/z 227

(136)R=H (m/z399)

Quadro 5 - Proposta mecanistica para as fragmentacdes que justificam alguns picos

registrados no espectro de massa de CRTH-3

A reunido de todos os dados analisados permitiu identificar CRTH-3 como sendo a

mistura dos esterdides 6B-hidroxi-estigmast-4-en-3-ona (135)

e 6B-hidroxi-campest-4-en-

3-ona (136), ja conhecidos na literatura. Porém um minucioso levantamento bibliografico

revelou que estas substancias estdo sendo registradas pela primeira vez no género Croton.

R

(135) R= CH;
(136) R=H

\

J
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Tabela 21 — Dados de RMN "°C e 'H de CRTH-3 comparados com valores da literatura

(Greca, et al., 1990) usando CDCl; como solvente

C CRTH-1 6B-OH 60-OH
oc On oc on oc On

1 37,3 2,05; 1,7 38,1 - 36,3 -

2 34,5 2,52; 2.4 34,2 - 34,1 -

3 200,6 - 200,1 - 202,9 -

4 126.6 5.83 (s) 126.3 5.82 (s) 1194  62(d: 1,8)
5 168,7 - 168,5 - 157,8 -

6 735 436(25) 732 4,34 (m) 68.7 4,32 (m)
7 38,8 2,01; 1,28 38,6 - 39,4 -

8 29,9 1,68 29,7 - 33,8 -

9 53,9 0,92 53,6 - 53,7 -

10 38,2 - 38,0 - 39,3 -

11 21,2 1,33 21,0 - 21,0 -

12 39,8 2,07; 1,18 39,6 - 39,4 -

13 427 - 42.5 - 41,5 -

14 56,3 1,13 55,9 - 55,5 -

15 24.4 1,62; 1,16 24,1 - 24,1 -

16 28,4 1,87 28,1 - 28,1 -

17 56,1 1,03 56,0 - 56,0 -

18 12.2 0,75 (s) 12,0 0.75 (s) 11.9 0,72 (s)
19 19.7 1.38 (s) 19.5 138 (s) 17.9 1,19 (s)
20 36,3 1,38 36,1 - 36,1 -
21 185  094(d:65 187  093(d:65 186  0.93(d:65)
22 34,1 1,35; 1,07 33,9 - 33,8 -
23 26,3 1,18 26,1 - 26,1 -
24 46,1 1,15 45,8 - 45,8 -
25 29,4 1,97 29,2 - 29,1 -
26 200  085(d:69) 198  084(d:61) 198  0.85(d: 6,0)
27 19,3 0,83 (d; 6,8) 19,0 0,82 (d; 6,1) 19,0 0,82 (d; 6,1)
28 23,3 - 23,1 - 23,1 -
29 122 086(t7.5 120  085(:67) 119  0.86(t 6.8)

Deslocamento quimico ¢ e dy em ppm e constante de acoplamento (J, entre paréntese) em Hz
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3.2.2.2 — Determinagdo estrutural de CRFH-3 (137)

CRFH-3 foi isolado da fracdo CH,Cl, do extrato hexanico das folhas de C.
regelianus (item 4.4.3.3, pag. 126, Fluxograma 3, pdg. 130) sob a forma de cristais
aciculares.

O espectro de absor¢do na regido do infravermelho (Fig. 83, pdg. 94) apresentou
uma banda em 3427 cm’ compativel com deformacao axial de ligacdo O-H; absorcdes em
2935 e 2868 cm™, caracteristica de deformacdo axial de ligagdo Cp3-H; uma banda em
1645 cm™ que pode ser associadas a vibracdes de deformagdo axial C=C de alcenos, além
da banda em 1053 cm™, associada 2s vibracdes de deformac@o axial da ligacdo C-O.

A andlise do espectro de RMN 'H e "°C revelou que CRFH-3 tratava-se de um
composto esteroidal. O espectro de RMN *C-BB [75 MHz, CDCls] (Fig. 84, pig. 94)
apresentou vinte e nove linhas espectrais majoritdrias, sendo que dois destes sinais
encontram-se na regido de ligacdo dupla. De acordo com o espectro DEPT 135° (Fig.85,
pag. 95), os sinais em oc 141,0 (C) e 121,9 (CH) caracterizam uma ligagdo dupla
trissubstituida.

O espectro de RMN 'H [300 MHz, CDCls] (Fig. 85, pag. 94) mostrou a presenga de
um hidrogénio na regido de olefinas em dy 5,35 (d, J= 4,95 Hz H-6), um hidrogénio em dy
3,52 (m, H-3) pertencente a carbono carbindlico e um ndmero significante de sinais
caracteristicos de hidrogénios ligados a carbonos hibridizados sp3, revelando a natureza
esteroidal do composto isolado.

Estes dados, aliados a andlise do espectro de RMN C de CRFH-3 e comparacao
com dados descrito na literatura (Kojima et al, 1990) permitiram identificar a estrutura do

esterdide comumente encontrado em plantas, B-sitosterol para CRFH-3 (Tabela 22, pag.

93).
a )

HO

B- sitosterol (137)
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Tabela 22 — Deslocamentos quimicos de RMN "“C-BB de CRFH-3 (CDCls, 75 MHz) e

comparacdo com os dados descritos na literatura para o B-sitosterol (CDCl;, 100 MHz)

(Kojima et al, 1990)

C CRFH-3 B-sitosterol
6(: 6C
1 37,0 37,2
2 29,4 31,6
3 72,0 71,8
4 42,6 42,3
5 141,0 140,7
6 121,9 121,7
7 31,9 31,9
8 32,1 31,9
9 50,4 50,1
10 36,7 36,5
11 21,3 21,1
12 40,0 39,8
13 42,5 42,3
14 57,0 56,8
15 24.5 243
16 28,6 28,2
17 56,3 56,0
18 12,1 11,9
19 19,6 19,4
20 36,4 36,1
21 19,3 18,8
22 34,2 33,9
23 26,4 26,0
24 46,1 45,8
25 29,4 29,1
26 20,0 19,8
27 19,0 19,0
28 23,3 23,0
29 12,2 12,0
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Figura 83 - Espectro de absorcio na regido do IV (KBr cm™) de CRFH-3 (137)
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3.2.2.3 — Determinacgdo estrutural de CRFE-2 (138)

A substincia codificada de CRFE-2 foi isolada da fracdo AcOEt do extrato
etanolico das folhas de C. regelianus, sob a forma de um sélido branco amorfo (item
4.4.4.1, pag. 131, Fluxograma 4, pag. 134).

A anélise do espectro de absor¢do na regido de IV (Fig. 87, pag. 98) revelou uma
banda larga centrada em 3410 cm’ compativel com deformacdo axial de ligacdo O-H;
absor¢des em 2960 e 2868 cm'l, caracteristicas de deformagdo axial de liga¢do Cgp3-H, uma
banda em 1637 cm’ que pode ser associadas a vibragdes de deformacgdo axial C=C de
alcenos, além das bandas intensas em 1074 e 1020 cm™', atribuidas & deformagcio axial de
ligacdo C-O, caracteristicas de éteres ou alcoois (Silverstein, 1991).

O espectro de RMN BC-BB [125 MHz, piridina-ds] (Fig. 88, pag. 98), revelou um
conjunto de sinais principalmente na faixa de 6¢ 12,5 a 57,4; caracteristico de esterdides. A
presenca de sinais referentes a carbonos com hibridagao sp2 em oc 1224 e 141,5; sendo o
dltimo, de acordo com espectro de RMN "“C-DEPT 135° (Fig. 89, pag. 99) referente a
carbono metinico, portanto consistente com os deslocamentos quimicos d¢ 141,5 (C-5) e
122,4 (C-6) do esterdide glicosilado -sitosterol.

Os sinais adicionais em d¢ 103,1; 79,1; 78,7; 75,8; 72,2 e 63,4 sdo compativeis com
aqueles descritos na literatura (Tabela 23, pag. 97) para unidade de agucar.

Estas informagdes juntamente com os dados obtidos no espectro RMN 'H [500
MHz, piridina-ds] (Fig. 90, pag. 98), bem como a comparag@o dos deslocamentos quimicos
de carbono com os descrito na literatura (Kojima, 1990), (Tabela 23, pag. 97), permitiram

identificar CRFE-2 como sendo o esterdide -sitosterol glicosilado.

4 )

RO

R= O-glicose

- S

B-Sitosterol-3-O-glicosila (138)
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Tabela 23 — Comparacio entre os dados de RMN 3C-BB de CRFE-2 (0, piridina-ds, 125

MHz) com os dados descritos na literatura para o -sitosterol glicosilado (8, piridina-ds,

100 MHz)
Carbono CRFE-2 B-sitosterol glicosilado*
6(: 6C
1 38,0 37,6
2 30,8 30,3
3 78,9 78,3
4 39.9 39,4
5 141,5 141,0
6 122,5 122,0
7 32,7 32,2
8 32,6 32,1
9 50,9 50,4
10 374 37,0
11 21,8 21,4
12 40,5 40,0
13 43,0 42,6
14 57,4 57,0
15 25,0 24,6
16 29,0 28,7
17 56,8 56,3
18 12,5 12,0
19 19,7 19,3
20 36,9 36,5
21 19,5 19,1
22 34,8 34,3
23 27,0 26,4
24 46,6 46,1
25 30,3 29,5
26 19,9 19,5
27 20,5 20,1
28 23,9 23,4
29 12,7 12,2
r 103,1 102,6
2 75,8 75,4
3 79,1 78,7
& 72,2 71,7
5 78,9 78,5
6’ 63,4 62,9

*Kojima et al, 1990
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3.2.3. - Determinacdo estrutural de Cumarina
3.2.3. 1 - Determinacdo estrutural de CRTE-1 (139)

A fracdo diclorometano, oriunda da particdo liquido-liquido do extrato etandlico
dos talos de C. regelianus, (item 4.4.6.1, pag. 140, Fluxograma 6, pag. 143), apds
sucessivas cromatografias possibilitou o isolamento de um sélido cristalino, com ponto de
fusdo na faixa de 246,0-247,4 °C, denominado CRTE-1.

O espectro de absor¢d@o na regido do infravermelho (Figura 91, pag. 107) mostrou
uma banda em 3453 cm™, caracteristica de deformacio axial da ligacdo OH, uma banda em
1703 cm™, relacionada a deformacdo axial da ligagdo C=0 de carbonila conjugada; além
das bandas em 1613 a 1446 cm™, caracteristicas de deformacdo axial da ligacao C=C de
arométicos e em 1280 a 1059. cm™, correspondentes 4 deformagdo axial da ligagio C-O.

O espectro de RMN 'H [500 MHz, piridina-ds] (Fig. 92, pag. 107) exibiu seis sinais
na regido de hidrogénio ligada a carbono sp” dois deles compativeis com hidrogénio
ligado a carbono de ligacdo dupla com configuracdo cis, em dy 6,45 (d; 9,4; H-3) e 7,75 (d;
9,4; H-4) e trés caracteristicos de um sistema AMX em oy 7,43 (s; H-2); 7,31 (d; 8,0; H-
5) e 7,37 (dl; 8,0; H-6). O espectro mostrou ainda sinais em dy 4,49 (d; 8,1; H-8’); 5,60
(d 8,1; H-7) e 434 (dl; 14,0; H-9’) referentes aos hidrogénios
oximetinicos/oximetilénicos de um fragmento do tipo —CH(OR)-CH(OR)-CH,-OH,
conclusdo confirmada através dos acoplamentos vicinais observados no espectro COSY
(Fig. 95, pag. 109) entre o hidrogé€nio em oy 4,49 (dl; 8,1; H-8’) com os hidrogénios em oy
5,60 (d; 8,1; H-7"), conforme mostra a sub-estrutura (I). Adicionalmente, o espectro de
RMN 'H mostrou sinais em &y 3,8 (s) e 3,72 (s) ressaltando a existéncia de duas metoxilas

na estrutura de CRTE-1.

@
Os espectros de RMN *C-BB e DEPT 135°[125 MHz, piridina-ds] (Figs. 93 e 94,

pdg.108) apresentaram sinais correspondentes a vinte dtomos de carbono, sendo nove

Torres, M. C. M.

100



Determinacao Estrutural — Capitulo 3

carbonos nao-hidrogenados (5¢ 161,2; 149,5; 149,3; 146,8; 139,8; 139,0; 133,5; 128,0 e
112,4); oito carbonos metinicos: seis dos quais com hibridacdo sp2 (144,9; 122,1; 114,3;
112,7; 101,5) e dois com hibridagdo sp3 e oxigenado (d¢ 78,0 80,4); um carbono
oximetilénico (5c 61,2) e dois carbonos metilicos (8¢ 56,6 e 56,2) de grupos metoxilas,
como mostra a Tabela 24 (pag. 101).

Os dados descritos, juntamente com o espectro de massas (Fig. 96, pag. 108),
obtido por impacto eletronico a 70 eV, o qual forneceu o pico correspondente ao ion-
molecular [M]" em m/z 386 Daltons, possibilitaram inferir para CRTE-1 a férmula
molecular CyH;30s. Este experimento forneceu também outros picos importantes, cujas
fragmentacdes estdo ilustradas no quadro 6, pag. 102.

O niimero de dtomos de carbono com hibridagdo sp?, aliado aos sinais de carbono
relativo a uma carbonila e uma dupla ligacdo, cujos hidrogénios apresentam uma relagio

cis, foi possivel inferir um niicleo cumarinico para CRTE-1.

Tabela 24 — Padrdo de hidrogenagdo determinado através de andlise comparativa entre nos

espectros de RMN *C-BB e DEPT 135° de CRTE-1

C CH CH, CH; Formula Molecular
161,2 114,3 61,2 56,6

146,8 149,9 56,2

138,9 112,7

133,5 117,0

139,8 122,1

112,4 78,0

128,0 80,4

149,3

149,5

9C 7CH 1CH, 2CH; CyoH 1505

O nimero de dtomos de oxigénio foi deduzido com base no deslocamento de cada dtomo de carbono

Torres, M. C. M.

101



102
Determinacao Estrutural — Capitulo 3

Me*

MeO

CaoH180g
m/z 386

m/z 162

Quadro 7 - Proposta mecanistica para as fragmentacdes que justificam alguns picos

registrados no espectro de massas de CRTE-1
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O espectro HSQC (Fig. 97, pag. 110) permitiu associar inequivocamente os sinais
de todos os hidrogénios aos seus respectivos carbonos, vide Tabela 25 (pag. 106), enquanto
as correlacdes a duas e trés ligacdes observadas no espectro HMBC (Fig.98 a 100, pag. 110
e 111) possibilitaram o posicionamento dos substituintes no nicleo cumarinico. Uma
metoxila foi posicionada no carbono C-6, apoiada na correlacdo do hidrogénio em dy 3,80
(H3CO-6) com o carbono em d¢ 146,8 (C-6, 3JCH) e do hidrogénio em dy 6,74 (H-5) com
os carbonos em 8¢ 146,8 (C-6, “Jcn), 8¢ 138,9 (C-7, *Jcn) e 144,9 (C-4, *Jen). A feicdo
singleto apresentada para o hidrogénio em dy 6,74 (H-5) justifica a substituicdo nos

carbonos 7e 8 (sub-estrutura II).

D)

As correlagdes a trés ligacdes, observada neste espectro, entre os sinais relativos

aos hidrogénios em dy 7,43 (H-2") e 7,31 (H-6") do anel aromaético, com os carbonos em d¢
149,5 (C-4’) e 78,0 (C-7’), bem como dos hidrogénios metoxilicos em oy 3,72 (H3;CO-3")
com o carbono em 6¢ 149,3 (C-3°, 3JCH) levou a construcao da sub-estrutura (III), a qual

poderia estd ligada nas posicdes 7 e 8 do nucleo cumarimico, gerando as possibilidades
@e
y

HO_ »
S
H Y I
H/O

(I1I)
A comparacido dos dados de RMN BC de CRTE-1 com dados disponiveis na

estruturais IVe V.

literatura para as cumarinas cleomiscosina A (IV) e cleomiscosina B (V) (Tabela 25, pag.
106) (Ray et al., 1985) nao possibilitou a elucidacdo estrutural do referido composto, em
virtude dos deslocamentos quimicos de RMN C de ambos isdmeros serem muito

préximos.
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v v
Deste modo, foi necessdria a realizacdo de um novo experimento HMBC,
utilizando um valor da constante de acoplamento heteronuclear igual a 2 Hz, valor este
menor do que o do anterior (8 Hz). Neste experimento observou-se a correlacdo a quatro
ligacdes, rara para este tipo de sistema, do hidrogénio em oy 3,93 (H-9”) com o carbono em
oc 133,5 (C-8) (estrutura VI), sugerindo para CRTE-1 a estrutura IV. Adicionalmente o
ponto de fusdo na faixa de 246,0-247,4 °C para CRTE-1 estd em concordincia com o

ponto de fusdo (247,0 °C) da cleomiscosina A (Ray et al., 1985).

VI

A configuragdo relativa dos estereocentros C-7" e C-8’, foi deduzida através do
espectro NOESY (Fig. 101 pag. 112), o qual revelou interacdes espaciais do hidrogénio em
oy 7,43 (H-2’) com os hidrogénios em oy 5,60 (H-7) e 4,49 (H-8’), indicando uma relacdo
trans entre os hidrogénios H-7’ e H-8" (estrutura VII). A relacdo trans inferida para os
referidos hidrogénios esta em consonancia com o valor da constante de acoplamento (8,1

Hz) calculada para os hidrogénios H-7 e H-8’.

Torres, M. C. M.

104



105
Determinacao Estrutural — Capitulo 3

(vl
Com base na andlise exposta acima e comparagdo com dados descritos na literatura,
CRTE-1 foi caracterizado como sendo a cumarina conhecida por cleomiscosina A. Este
metabdlito, apesar de ja possuir registro na literatura, estd sendo descrito pela primeira vez

no género Croton.

/ OMe \

O 0]
=
\ MeO = J
Cleomiscosina A (139)
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Tabela 25 — Dados de RMN 'H e °C (piridina-ds) de CRTE-1 e comparacio dados de

RMN "°C da literatura (Ray et al., 1985) para cleomiscosina A e B.

C CRTH-1 Cleomiscosina A Cleomiscosina B
dc on oc oc
2 161,2 - 160,8 160,7
3 114,3 6,45 (d; 9,4) 113,6 113,8
4 144,9 7,75 (d; 9,4) 144.,5 144 .4
5 101,5 6,74 (s) 101,1 101,2
6 146,8 - 146,3 146,2
7 138,9 - 138,4 138,1
8 133,5 - 133,0 133,2
9 139,8 - 139,3 139,4
10 112,4 - 111,9 111,8
r 128,0 - 127,5 127,5
2 112,7 7,43 (sl) 112,3 112,3
3 149,3 - 150,0 150,1
4 149,5 - 149,0 149,1
5 117,0 7,31 (d; 8,0) 116,6 116,5
6’ 122,1 7,37 (dl; 8,0) 121,7 121,7
7 78,0 5,6 (d; 8,1) 71,5 77,1
8’ 80,4 4,49 (dl; 8,1) 79.9 80,2
9 61,1 4,34 (dl; 14,0) 60,7 61,1
3,93 (dl; 14,0)
MeO-6 56,6 3,80 (s) 56,2 56,1
MeO-3’ 56,2 3,72 (s) 55,8 55,9

Deslocamentos quimicos d¢ e dy em ppm e constante de acoplamento (J, entre paréntese) em Hz
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3.2.4 — Determinacdo estrutural de CRFH-1 (140)

O tratamento cromatografico da fracdo CRFH-D2, oriunda da fragdo CH,Cl, do
extrato hexanico das folhas de C. regelianus (item 4.4.3.2, pag. 125), resultou no
isolamento de 49,6 mg de um sdlido branco amorfo, codificado por CRFH-1, com ponto de
fusdo na faixa 81,2 — 82,4°C.

Este metabdlito apds ser comparado por CCD com amostra padrdo, foi identificado
como sendo o triacontanol.

O espectro de massas (Fig. 102, pag. 115) obtido por impacto eletronico a 70 eV,
confirmou que CRFH-1 tratava-se do triacontanol, um &dlcool com férmula molecular
C30Hg20, mesmo ndo apresentando o pico correspondente ao ion molecular [M]™ em m/z
438 Daltons. Em conformidade com o espectro, justifica-se facilmente os picos em m/z 420
Daltons, correspondente a perda de uma molécula de dgua (C3yHs,O — HO) e em m/z 378
Daltons, compativel com a perda de um grupo alila como uma molécula neutra (C3oHgo -
C3Hg), conforme mostrado no Quadro 7. Os demais picos aparecem numa seqiiéncia de
fragmentacdo caracterizada por aglomerados de picos afastados um dos outros por 14
unidade de massa (CH.), que sdo compativeis com os fragmentos esperados para o0s

hidrocarbonetos de cadeia normal.

H,0

\M/\/\/OH—P ), \M/\/\_It

m/z 438 m/z 420

(ausente)
X

o I

m/z 378

Quadro 7 - Proposta mecanistica para as fragmentacdes que justificam alguns picos

registrados no espectro de massas de CRFH-1
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A analise do espectro de massas, bem como a comparagéo da faixa de fusdo com o
descrito na literatura, permitiu identificar este composto como sendo o triacontanol
(CRFH-1 p.f. 81,2 — 82,4°C, triacontanol 81 — 82 °C, Chacko et al., 2002), um dlcool

graxo de cadeia carbonica normal.

S 0H

Triacontanol (140)
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Figura 102 — Espectro de massas de CRFH-2
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4 - PARTE EXPERIMENTAL

4.1 - Métodos Cromatograficos

4.1.1 - Cromatografia de Adsorcao

As cromatografias de adsor¢do em coluna foram executadas utilizando gel de silica
60, com granulometria de 70-230 mesh, da marca Vetec (cromatografia gravitacional) e
230-400 mesch da Merck para cromatografia sob média pressdo (cromatografia flash). O
comprimento e didmetro das colunas variaram de acordo com as aliquotas das amostras a
serem cromatografadas e com a quantidade de silica empregada. As colunas utilizadas na
cromatografia de adsorcio sob média pressdo (cromatografia flash) foram de vidro
resistente a pressdo e continham bulbos no dpice, para armazenamento do solvente. Foi
empregada nesta técnica, bomba de ar comprimido modelo Inalar Compact N° 682403 de
Ind. de aparelhos médicos Ltda. Para cromatografia em camada delgada (CCD) utilizou-se
cromatoplacas de gel de silica 60, 5-40 wm, com indicador de fluorescéncia na faixa de 254
nm sobre cromatoplacas de poliéster ou aluminio da Merck

As revelagdes das substincias nas cromatoplacas analiticas foram realizadas através
da exposi¢do destas a radiag¢@o ultravioleta (UV) em dois comprimentos de ondas (254 e
365 nm) emitidos por ldmpada modelo UVSL-25 da mineral Light, pela pulverizagao com
solu¢@o de vanilina e 4cido perclérico em etanol ou com solucdo de p-anisaldeido e dcido
sulfdrico em etanol, seguido de aquecimento em estufa em 100 °C por aproximadamente 5
minutos.

Os solventes utilizados nos procedimentos cromatogréficos foram: n-pentano, n-
hexano, éter de petréleo, diclorometano, cloroférmio, acetato de etila, isopropanol, etanol e
metanol, puros ou em misturas bindrias em propor¢des crescentes de polaridade. Os
solventes eram de qualidade P.A., destilado ou grau CLAE.

A destilacdo dos solventes dos extratos e das fragdes resultantes das cromatografias

foi realizada em evaporador rotatério BUCHI.
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4.1.2 - Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) foi realizada no laboratdrio de
cromatografia da Universidade do Estado de Rio Grande do Norte (UERN), em aparelho
da marca SHIMADZU, constituido de duas bombas de alta pressdao, modelo LC-10Atvp,
detector com arranjo de diiddo e um forno termostatico para acomodacdo da coluna. Para
as corridas utilizou-se uma coluna semi-preparativa Supercosil (LC, 250 x 10 mm, 5 pm) e
como fase mével os solventes hexano, acetato de etila e isopropanol com grau HPLC, que
foram filtrados em membrana de nylon com poros de PTFE de 0,45 wm e desgaseificados
com géas Hélio por aproximadamente 10 min. As amostras foram dissolvidas com os
solventes usados na fase mdvel e filtradas num sistema manual de membrana de teflon

0,45 um da Whatman.

4.2 - Métodos Fisicos

Os espectros apresentados neste trabalho foram obtidos em equipamentos da
Central de Analitica do Departamento de Quimica Organica e Inorganica, e do Centro
Nordestino de Aplicagdo e Uso da Ressonancia Magnética Nuclear (CENAUREMN), da

Universidade Federal do Ceara.

4.2.1 — Ponto de Fusao

Os pontos de fusdo das substincias isoladas foram obtidos em equipamento de
Microdeterminagao digital da Metter Toledo com placa aquecedora FP82HT e uma central
de processamento FP90. As determinagdes foram realizadas a uma velocidade de

aquecimento de 3 °C/min e ndo foram corrigidos.

4.2.2 — Espectrometria de Massa

Os espectros de massas dos 6leos essenciais e dos constituintes nao volateis foram
obtidos em Espectrometro de Massa SHIMADZU GC-17A acoplado a cromatdgrafo Gés-
Liquido modelo, QP5050, provido de coluna capilar OV-5 com 30 m de comprimento,

0,25 mm de didmetro interno e filme de 0,25 pm, utilizando um gradiente de aumento de
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temperatura de 4 °C/min de 40 °C-180 °C e 20 °C/min de 180 °C -250 °C, sendo a
temperatura do injetor e do detector de 250 °C e 280 °C, respectivamente. Como fase
moével foi usado gds hélio. A andlise CG/DIC foi efetuada num cromatégrafo Thermo
Electron Corporation, modelo TRACE GC ULTRA, equipado com detector de ionizacio
de chama (DIC), provido de coluna capilar apolar OV-5 com 30 m de comprimento, 0,25
mm de didmetro interno e filme de 0,25 um, com uma velocidade constante de 1 mL/min
do fluxo do gds de arraste (hélio) e utilizando uma razao de aquecimento do injetor de 4
°C/min de 40 °C-180 °C e 20 °C/min de 180-280 °C. A temperatura usada no injetor foi de
250 °C e a do detector de 280 °C.

Os espectros de alta resolucdo foram obtidos em espectrometro de massa com
ionizagdo por electronspray (EM-IES). Estes espectros foram registrados num
espectrometro quadrupolo com analisador de tempo-de-voo (UltrOTOF-Q, Bruker
Daltonies, Billerica, MA, USA), pertencente ao Laboratorio de Espectrometria de Massa
da USP/Ribeirdo Preto, sendo os scans adquiridos no modo positivo. Condicdes: voltagens
do end plate 3500V e do capilar 4000V, temperatura e fluxo de gis seco: 150°C e
150uL/h. Nitrogénio foi utilizado como gas nebulizador, bem como CF;CO,Na e HCO,Na

foram empregados como padrio de calibracio interna e externa, respectivamente.

4.2.3 — Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de ressondncia magnética nuclear de hidrogénio (RMN 'H) e carbono
13 (RMN 13C), uni- e bidimensionais, foram obtidos em espectrometro Bruker, modelos
DRX-500 e DPX-300, operando na freqii€ncia de 500 e 300 MHz para hidrogénio e 125 e
75 MHz para carbono-13, ambos pertencente ao Centro Nordestino de aplica¢do e Uso da
Ressonincia Magnética Nuclear da Universidade federal do cearda (CERAUREMN-UFC) .

Os solventes deuterados utilizados na dissolu¢do das amostras e obtencdo dos
espectros foram: cloroférmio (CDCl;), metanol (CD;OD) e piridina (CsDsN). Os
deslocamentos quimicos (8) foram expressos em parte por milhdo (ppm) e referenciados
nos espectros de RMN 'H pelo pico de hidrogénio pertencente a fracao nao deuterada dos
solventes: cloroférmio (8y, 7,27), metanol (&g, 4,87; 3,31) e piridina (&y, 8,74; 7,58; 7,22)
e para os espectros de RMN Bc pelos picos de carbono-13 dos solventes: cloroférmio &

(77,23), metanol O (49,15) e piridina © (123,87; 135,91 e 150,35).
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As multiplicidades das absor¢des foram indicadas segundo a convencdo: s
(singleto), sl (singleto largo) d (dubleto), dd (duplo dubleto), dl (dublto largo), dt (dubleto
triplo), td (tripleto duplo), t (tripleto) e m (multipleto).

O padrio de hidrogenagdo dos carbonos foi determinado através da utilizagdo da
técnica DEPT 135° e segundo convencdo: C (carbono ndo hidrogenado), CH (carbono

metinico), CH, (carbono metilénico) e CH; (carbono metilico).
4.2.4 — Espectroscopia na regiao de absorcao do Infravermelho (IV)

Os espectros na regido de absorcao do infravermelho, foram obtidos em
espectrometro Perkin-Elmer, modelo 1000-FT, utilizando-se pastilhas de cloreto de sédio
(NaCl) ou de brometo de potassio (KBr).

4.2.5 — Rotacio optica

As rotacdes Opticas foram obtidas em Polarimetro digital da Perkin- Elmer 341 a

temperatura de 25 °C e concentracdo de 1 mg/2 mL de solvente.

4.2.6 — Indice de refracio

Os indices de refragdo foram obtidos utilizando um Abbe Refractometer da

QUIMIX, modelo WyA-15.

4.3 - Estudo dos Constituintes Quimicos Volateis das Folhas de Croton regelianus

4.3.1 - Material vegetal

As folhas de C. regelianus foram coletadas durante o estigio de floracdo nas
localidades de Vigosa e Garapa-CE em julho de 2006, pelo professor Edilberto Rocha
Silveira, do Departamento de Quimica Orgénica e Inorgédnica da Universidade federal do
Ceara.

A identificacdo da planta foi realizada pelo professor Edilberto Rocha Silveira do

Departamento de Quimica Orgénica e Inorganica da Universidade Federal do Ceara e
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confirmada pelo professor Edson Paula Nunes do Departamento de Biologia da
Universidade Federal do Ceard. A exsicata da planta encontra-se depositado no Herbdrio

Prisco Bezerra (EAC) daquele Departamento, sob o nimero de registro 24460.

4.3.2 — Método de analise

O estudo dos constituintes volateis de C. regelianus restringiu-se a andlise do 6leo
essencial das folhas coletadas em Vigosa (6leo A) e Garapa (6leo B). A obtengdo dos 6leos
foi realizada por hidrodestilagdo, em aparelho doseador tipo Clevenger.

As andlises qualitativa e quantitativa dos componentes voléteis foram realizadas por
cromatografia gas-liquido acoplada a espectrdmetro de massa (CG-EM) e cromatografia
gds-liquido acoplada a detector de ionizacdo de chama (CG-DIC), respectivamente.

A identificacdo dos componentes quimicos dos dleos essenciais foi efetuada através
da determinacdo do indice de Kovat corrigido, utilizando o programa computacional
OriginLab, pesquisa em espectroteca e comparagdo com dados da literatura (Adams,

2001). Os resultados relativos & composi¢do quimica dos 6leos encontram-se dispostos na

Tabela 9 (pag. 25).

4.3.3 — Obtencao dos dleos essenciais das folhas de C. regelianus

As amostras de folhas frescas (700 g, 6leo A) e (720 g, 6leo B) recém coletadas
foram acondicionadas em baldo de 5,0 L, juntamente com 2 L de dgua destilada. Ao baldo
foi acoplado um doseador do tipo Cleavenger e um condensador, e o sistema foi entio
submetido ao processo de hidrodestilagdo por 2 hs. Apds este periodo, a fase orgéanica foi
separada do hidrolato, seca com sulfato de sédio anidro (Na,SQO,), e filtrada, resultando em
6leos amarelados, fluidos e aromaticos. Na Tabela a seguir encontram-se os dados sobre
os Oleos essenciais obtidos de C. regelianus.

Tabela 26 - Extracdo dos 6leos essenciais A e B das folhas de C. regelianus

Oleo Essencial

Local Sigla Folhas Volume (mLl)) Massa (mg) Teor % (p/v)
Vigosa OEFCR-A 700 g 7,4 5,87 1,05
Garapa OEFCR-B 720 ¢ 3,5 2,48 0,49
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Fluxograma 1 — Método de extracio dos 6leos essenciais estudados

Material botinico
(Folhas)

1. Extrag@o por hidrodestilacao

A 4

A

Torta + Decocto Oleo/dgua

1. Separacdo

Y

Fase orgénica Fase aquosa

1. Secagem com Na,SOy anidro
X 2. Filtracdo

A

Oleo essencial

1. Andlise por CG/EM e CG/DIC

Identificacao

4.3.4 — Fracionamento cromatografico de OEFCR-B e isolamento de CRB-1

Uma aliquota (1,5 g) do 6leo essencial B foi acondicionada sobre 25 g de gel de
silica em coluna de 2,5 cm de didmetro interno, e cromatografada utilizando-se os
solventes n-pentano, CHCl; e AcOEt, conforme descrito na Tabela 27 (pag. 122). As 62
fragOes coletadas de aproximadamente 5 mL, foram agrupadas através de andlise em CCD
com base na semelhanga de Rfs. A fracdo 14-27 forneceu 420 mg de uma substéancia pura,
denominada CRB-1. A anilise dos dados de RMN 'H e °C e comparagdo com os da
literatura permitiu caracterizar CRB-1 como sendo o ascaridol, cuja determinacio

estrutural encontra-se descrita na pag. 33.
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Tabela 27 — Descricdo do gradiente de elui¢do do tratamento cromatografico do 6leo

essencial (6leo B) das folhas de C. regelianus

Eluente Concentracao Fracao
n-pentano 100% 1*
n-pentano/CHCI; 10% 2%
n-pentano/CHCI; 20% 3-7
n-pentano/CHCI; 30% 8-12
n-pentano/CHCl; 40% 12-21
n-pentano/CHCl; 50% 22-31
n-pentano/CHCI; 60% 32-50
n-pentano/CHCl; 80% 51-55
CHCl; 100% 56-60
AcOEt 100% 61-62

* Fragdes coletadas com volume de 50mL

4.4 - Estudo dos Constituintes Fixos de C. regelianus

4.4.1 — Preparacao dos extratos

Serragens das folhas (700g), talos (1.700 g) e raizes (500 g), obtidas apds
secagem a temperatura ambiente e trituragdo, foram individualmente extraidos
através de maceragdo com hexano seguido de etanol (Fluxograma 2, pag. 117). As
massas obtidas para cada extrato, apds concentragdo das solugdes, a pressdo

reduzida, estdo sumarizadas na Tabela 28 (pag. 123).
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Fluxograma 2 — Rota esquemadtica para obtencdo dos extratos hexanico e etandlico

das folhas, talos e raizes de C. regelianus

Material
botanico

Extrato
hexanico

Tabela 28 - Dados referentes aos extratos das folhas, talos e raizes de C. regelianus

1. Extracdo com hexano
J 2. Evaporacio do solvente

Torta

1. Extragdo com etanol
| 2. Evaporagdo do solvente

Extrato
etandlico

Residuo

Extrato Sigla Peso (g) Rend. (%)*
Hexanico das folhas CRFH 13,7 1,96
Etandlico das folhas CRFE 40,1 5,73
Hexanico dos talos CRTH 10,4 0,61
Etandlico dos talos CRTE 53,1 3,12
Hexanico das raizes CRRH 1,5 0,30
Etandlico das raizes CRRE 15,0 3,00

* Rendimento baseado no peso do material seco

4.4.3 — Fracionamento cromatografico do extrato hexanico das folhas de C. regelianus

(CRFH)

O extrato CRFH (13,7 g) foi misturado a 29,8 g de gel de silica, pulverizado em
gral de porcelana e disposto sobre 52,8 g de gel de silica em coluna de 500 mL e 6,0 cm de

diametro interno. A elui¢do foi realizada com os solventes hexano, diclorometano, acetato

de etila e metanol, fornecendo as fracdes descritas na Tabela 29 (pag. 124).
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Tabela 29 — Dados referentes ao fracionamento preliminar do extrato hexanico das folhas

(CRFH)
Eluente Fracdo Peso (g)
Hexano CRFH-H 2,0
DCM CRFH-D 7,6
AcOEt CRFH-A 2,8
MeOH CRFH-M 0,2
TOTAL 12,6

4.4.3.1 - Fracionamento cromatografico da fracio CH,CL, (CRFH-D)

7,5 g da fracdo CRFH-D foram misturadas a 15,9 g de gel de silica, pulverizados
em gral de porcelana e cromatografados sobre 30,8 g de gel de silica em coluna de 250 mL
e 5 cm de didmetro interno. A elui¢do foi realizada empregando os solventes: éter de
petréleo, AcOEt e MeOH puros ou em misturas bindrias, em ordem crescente de
polaridade. Foram coletadas 35 fracdes de aproximadamente 30 mL, as quais foram
concentradas sob pressdao reduzida e agrupadas apds andlise em CCD de acordo com a
Tabela 30. Com excec¢do das fragdes CRFH-D2 (2-3) e CRFH-D3 (4-7), que apresentaram

em CCD manchas definidas, as demais fracdes nao foram trabalhadas.

Tabela 30— Dados referentes ao fracionamento cromatografico da fracao CH,Cl, (CRFH-D)

Eluente Fracao (30 mL) Peso (g)
Eter de petréleo/ EcOEt 20% CRFH-D1 (1-2) 1,7
Eter de petréleo/ EcOEt 20% CRFH-D2 (3-4) 3,1
Eter de petréleo/ EcOEt 20% CRFH-D3 (5-7) 1,3
Eter de petréleo/ EcOEt 20% CRFH-D4 (8-9) 0,3
Eter de petréleo/ EcOEt 40% CRFH-DS5 (10-22) 0,8
Eter de petréleo/ EcOEt 60% CRFH-D6 (23-32) 0,2
MeOH 100% CRFH-D7 (33-35) 0,1
TOTAL 7,5
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4.4.3.2 — Fracionamento cromatografico da fracio CRFH-D2 e isolamento de CRFH-
1 e CRFH-2

A fracdo denominada CRFH-D2 (3-4), 3,1 g, foi misturada a 5,5 g de gel de silica,
pulverizado em gral de porcelana e disposta sobre 69,2 g de gel de silica em coluna de 500
mL e 5,0 cm de didmetro interno. Fracionamento cromatografico em coluna flash por
eluicdo com a mistura bindria dos solventes hexano/DCM 50%, seguida por adi¢do de
DCM e MeOH, forneceu 146 subfracdes com aproximadamente 10 mL cada. Estas foram

agrupadas ap6s andlise em CCD (Tabela 31).

Tabela 31 — Dados referentes ao fracionamento cromatografico da fragio CRFH-D2

Eluente Fracao (10ml) Peso (g)
Hexano/DCM 50% 1-9 0,0
Hexano/DCM 50% 10-24 0,1
Hexano/DCM 50% 25-37 0,1
Hexano/DCM 50% 38-44 0,1
Hexano/DCM 50% 45-72 0,4%
Hexano/DCM 50% 73-110 0,3%*
DCM 100% 111-133 0,2
DCM 100% 134-143 0,3
MeOH 100% 144-145 1.4
TOTAL 29

* Fracdes contendo um sélido branco denominado CRFH-1
** Fracdes contendo um material sélido mais polar que CRFH-1

Da elui¢do com hexano/DCM 50%, observou-se nas fracdes 45-72 (424,0 mg) um
solido branco, que apds adicdo de hexano e filtracdo, forneceu 80,8 mg de um material,
que por sua vez foi recromatografado em coluna flash. Este material foi misturado a 162,1
mg de gel de silica, pulverizado e acomodado sobre 42,2 g de gel de silica em coluna de
250 mL e 2,5 cm de didmetro interno. Como eluente utilizou-se uma mistura binaria dos
solventes hexano/DCM 50%, seguido por adicio de MeOH, obtendo-se 51 fracdes com
aproximadamente 7 mL cada, que foram reunidas conforme descrito na Tabela 32. A

fracdo 17-23 (49,6 mg) constituida de um material s6lido de cor branca, com ponto de
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fusdo na faixa de 81,2-82,4 °C foi codificado por CRFH-1. A caracterizacdo deste
composto encontra-se discutida na pag. 113.

A fragdo 73-110 (270,0 mg) contendo um material mais polar que CRFH-1, apéds
sucessivas colunas cromatograficas do tipo flash usando como eluentes misturas bindrias
dos solventes hexano e AcOEt, culminou no isolamento de uma substincia (16,9 mg),

denominada CRFH-2, cuja determinag@o estrutural encontra-se descrita na pag. 40.

Tabela 32 - Fra¢Ges resultantes do fracionamento cromatografico da fragcdo 45-72

Eluente Fracao Peso (mg)
Hexano/DCM 50% 1-15 1,7
Hexano/DCM 50% 16 1,7
Hexano/DCM 50% 17-23 49,6*
Hexano/DCM 50% 24-37 7,3
Hexano/DCM 50% 38-50 3,6
MeOH 100% 51 11,0
RENDIMENTO % TOTAL 74,9

*Fragdes contendo a substincia CRFH-1

4.4.3.3 — Fracionamento cromatografico de CRFH-D3 e isolamento de CRFH-3

A fracdo CRFH-D3 (1,3 g), obtida do fracionamento cromatografico da fracdo
CH,Cl, (pag. 82), foi misturada a 1,4 g de gel de silica, pulverizada em gral de porcelana e
acondicionada sobre 79,5 g de gel de silica em coluna flash de 500 mL e 4,5 cm de
didmetro interno. A elui¢do foi realizada isocraticamente com uma mistura bindria dos
solventes hexano/AcOEt 10%, seguida por adi¢do de MeOH. Foram coletadas 89 fragdes
de aproximadamente 10 mL cada, que apds andlise em CCD, foram agrupadas conforme
descrito na Tabela 33 (pag.127).

Observou-se nas fracdes 38-45 a presenca de cristais em forma de agulhas. Estas
fragdes apds monitoramento em CCD, foram reunidas e purificadas por adi¢cao de hexano e
filtracdo, obtendo-se 143,7 mg de um material cristalino na forma de agulhas, com ponto
de fusdo na faixa de 124,9-126,1°C. Este material foi codificado de CRFH-3 e sua

elucidacgfo estrutural encontra-se discutida na pag. 92.
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Tabela 33 - Dados resultantes do fracionamento cromatografico da fragio CRFH-D3

Eluente Fracao (10 mL) Peso (mg)
Hexano/AcOEt 10% 1-19 7,3
Hexano/AcOEt 10% 20-37 50,6
Hexano/AcOEt 10% 38-43 311,9%
Hexano/AcOEt 10% 44-55 123,1
Hexano/AcOEt 10% 51-67 42,0
Hexano/AcOEt 10% 68-76 13,5
Hexano/AcOEt 10% 77-83 53,6
Hexano/AcOEt 10% 84-86 113,3
Hexano/AcOEt 10% 87-88 12,0
MeOH 100% 89 305,2
TOTAL 990,5

* Fragdes contendo substancia CRFH-3

4.4.3.4 — Fracionamento cromatografico da fracio AcOEt proveniente do extrato

hexéanico das folhas (CRFH-A)

A fracdo AcOEt (CRFH-A; 2,7 g), foi misturada a 8,6 g de gel de silica,
pulverizada em gral de porcelana e submetida a fracionamento cromatografico sobre 41,9 g
de gel de silica em coluna de 500 mL e 6,0 cm de diametro interno. Os solventes
utilizados foram DCM, AcOEt e MeOH, puros ou em misturas bindria, aumentando

gradativamente a polaridade, como representado na Tabela 34, a seguir.
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Tabela 34 — Dados referentes ao fracionamento cromatografico da fracio AcOEt (CRFH-

A)

Eluente Fracao Peso (g)
DCM CRFH-A1 0,1
DCM/AcOEt 20% CRFH-A2 1,2
DCM/AcOEt 40% CRFH-A3 0,6
DCM/AcOEt 60% CRFH-A4 0,3
DCM/AcOEt 80% CRFH-A5 0,2
AcOEt 100% CRFH-A6 0,1
AcOEt/MeOH 20% CRFH-A7 0,2
MeOH 100% CRFH-A8 0,0
TOTAL 2,7

4.4.3.5 — Fracionamento cromatografico de CRFH-A3 e isolamento de CRFH-4

A fragdo CRFH-A3 (610,0 mg), foi misturada a 1,5 g de gel de silica e
cromatografada sobre 34,8 g de gel de silica em coluna flash de 250 mL e 2,5 cm de
didmetro interno. Utilizou-se como eluente sistema de solvente DCM/AcOEt 40%, seguido
por AcOEt, e MeOH. As subfragdes resultantes (80 com aproximadamente 5 mL cada)
foram agrupadas apds andlise em CCD e reunidas de acordo com semelhanga de Rfs
(Tabela 35, pag.128). Na fracdo 48-60 (140,0 mg) observou-se a formagao de cristais, que
ap6s filtragdo e adicdo de hexano seguido de AcOEt, sob sonicacdo, forneceu 47,8 mg de
um material cristalino, com ponto de fusdo na faixa de 166,7 — 168,2°C, codificado por

CRFH-4, cuja determinacio estrutural encontra-se descrita na pag. 44.
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Tabela 35 — Dados resultantes do fracionamento cromatografico da fracio CRFH-A3

Eluente Fracao (S mL) Peso (mg)
DCM/AcOEt 40% 1-28 98,6
DCM/AcOEt 40% 29-39 59,7
DCM/AcOEt 40% 40-47 52,4
DCM/AcOEt 40% 48-60 140,0%*
DCM/AcOEt 40% 61-85 135,0
AcOEV/100% 86-95 68,3
MeOH 100% 96 41,9
TOTAL 595,9

* Frag@o contendo o material codificado por CRFH-4
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Fluxograma 3 — Rota esquemadtica do isolamento dos constituintes quimicos CRFH-1,

CRFH-2, CRFH-3, e CRFH-4, obtidos a partir do extrato hexanico das

folhas de C. regelianus

Folhas de C. regelianus

(700 g)

1. Pulverizacdo
2. Extracdo com hexano
3. Destilag@o do solvente

Torta

CRFH (13,7 g)

Fracionamento
cromatografico

\4

A

Fr. Hexanica
(CRFH-H; 2,0g)

Fr. DCM
(CRFH-D; 7,6 2)

A 4 v

130
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Fr. 3-4 Fr. 5-7
3.1g (1,3¢) C. Flash
Sucessivas C. Flash Fr. 46-60
C. Flash (140,0 mg)

y y . 1. Adicao de
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hexano
2. Filtracdo CRFH-4
A4 (47,8 mg)
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4.4.4 — Fracionamento cromatografico do extrato etanélico das folhas de C. regelianus
(CRFE)

O extrato etandlico (40,1 g) obtido das folhas de C. regelianus foi inicialmente
dissolvido em 150 mL de uma mistura de MeOH/H,O 30%. Apds este procedimento foi
submetido a parti¢do liquido-liquido, utilizando-se os solventes hexano (5 x 50 mL), DCM
(5 x 50 mL) e AcOEt (5 x 50mL), cujas massas resultantes estdo descritas na Tabela 36, a

seguir.

Tabela 36 - Dados referentes ao fracionamento do extrato etandlico das folhas (CRFE)

Solvente Fracio Peso (g)
Hexano CRFE-H 6,9
DCM CRFE-D 10,2
AcOEt CRFE-A 3,8
MeOH CRFE-M 9,2

- CRFE-T* 4,3
TOTAL 344

* Frag@o contendo material insolivel

4.4.4.1 — Fracionamento cromatografico da fracio DCM (CRFE-D) do extrato EtOH
das folhas e isolamento de CRFE-1 e CRFE-2 (Fluxograma 4, pag. 133)

Das fragdes obtidas da parti¢do liquido-liquido do extrato EtOH das folhas, a fracao
DCM foi a unica que apresentou em CCD manchas definidas, justificando seu estudo.
Logo a fragdo DCM (CRFE-D; 10,2 g) foi misturada a 19,2 g de gel de silica, pulverizada
em gral de porcelana e cromatografada sobre 38,9 g de gel de silica em coluna de 500 mL
e 5,5 cm de diametro interno. A elui¢éo foi realizada utilizando os solventes hexano, DCM,
AcOEt e MeOH, puros ou em mistura bindrias em escala crescente de polaridade. Foram
obtidas 83 fracdes com aproximadamente 30 mL cada, as quais foram concentradas sob
pressdo reduzida e agrupadas conforme sumarizada na Tabela 37 (pag. 132), apés andlise

em CCD.
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Tabela 37 — Dados referentes ao fracionamento cromatografico da fragio CRFE-D

Eluente Fracao (30 mL) Peso (g)
Hexano/DCM 50% 1-2 0,2
Hexano/DCM 50% 3-14 0,3
Hexano/DCM 75% 15-23 0,2
Hexano/DCM 75% 24-37 0,6
DCM 100% 38-44 0,4
DCM/AcOEt 50% 45-48 1,9%
DCM/AcOEt 50% 49-60 1,1
AcOEV/100% 61-70 0,9 **
MeOH/AcOEt 25% 71-77 2,5
MeOH 100% 78-81 1.4
MeOH 100% 82-83 0.4
TOTAL 9,9

* Frag@o contendo material cristalino
** Fracdo contendo material s6lido

Dentre as fracdes reunidas, destacou-se a fragao 45-48 (1,9 g), a qual continha um
material cristalino, esta fracdo foi adsorvida a 1,5 g de gel de silica e disposto sobre 49,1 g
de gel de silica em coluna de 500 mL e 3,0 cm de didmetro interno. Este material foi
submetido a uma cromatografia/flash eluida isocraticamente com mistura bindria dos
solventes DCM/AcOEt 40%. As 72 fragdes coletadas, de aproximadamente 8§ mL cada,
foram agrupadas de acordo com a Tabela 38 (pdg. 133), apds analisadas por CCD. As
fracdes 28 a 47 foram reunidas e purificadas por adicdo de hexano seguida de AcOEt , sob
sonicac¢do, resultando em 142,0 mg de um material cristalino, com ponto de fusdo na faixa
de 166,1-168,2 °C e codificado de CRFE-1. Comparag¢édo por CCD, deste material com um
de mesmo aspecto isolado da fracio AcOEt do extrato hexanico (CRFH-A), mostraram-se
idénticos.

A fragdo 61-70 (910,0 mg), resultante da eluicdo com AcOEt 100% da coluna
anterior (Tabela 38), foi reunida a 1,5 g de gel de silica, pulverizada em gral de porcelana e
acondicionada sobre 7,8 g de gel de silica em coluna de 50 mL e 3,0 cm de didmetro. A
eluicdo foi realizado com os solventes DCM, AcOEt e MeOH, puros ou em misturas
bindrias, de polaridade crescente. As 94 subfracdes, de aproximadamente 7 mlL cada,

foram reunidas ap6s monitoramento em CCD, como indicado na Tabela 39. A fragdo 31-
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55 foi purificada apds adigdo de AcOEt, seguido por filtragdo, fornecendo 16,9 mg de um

solido branco, amorfo, com ponto de fusdo na faixa de 293,1-294,6 °C e codificado por

CRFE-2, cuja elucidacio estrutural encontra-se na pag 96.

Tabela 38 — Dados referentes ao fracionamento cromatogréfico da fracdo 45-48

Eluente Fracao (8 mL) Peso (mg)
DCM/AcOEt 40% 1-11 59.5
DCM/AcOEt 40% 12-23 304,6
DCM/AcOEt 40% 24-27 491,8
DCM/AcOEt 40% 28-47 596,0*
DCM/AcOEt 40% 48-71 526,1
MeOH 100% 72 92,6
TOTAL 1.736,1

* Frag@o contendo a substancia CRFE-1

Tabela 39 — Dados referentes ao fracionamento cromatogréfico da fragdo 61-70

Eluente Fracao (8mL) Peso (mg)
DCM/AcOEt 50% 1-6 42,3
DCM/AcOEt 50% 7-13 60,8
DCM/AcOEt 50% 14-17 46,7
DCM/AcOEt 60% 18-30 274.,5
DCM/AcOEt 70% 31-55 243,1*
DCM/AcOEt 70% 56-65 38,0
AcOEt 100% 66-93 49,9
AcOEt/MeOH 50% 94 79,9
TOTAL 835,2

* Frag@o contendo a substancia CRFE-2
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Fluxograma 4 — Rota esquematica do isolamento dos constituintes quimicos CRFE-1 e

CRFE-2, obtidos a partir do extrato etandlico das folhas de C.

regelianus
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4.4.5 - Fracionamento cromatografico do extrato hexanico dos talos de C. regelianus
(CRTH)

O extrato hexanico dos talos (CRTH, 9,9 g) foi misturado a 18,9 g de gel de silica e
cromatografado sobre 44,6 g de gel de silica em coluna de 500 mL e 6,0 cm de didmetro
interno. O fracionamento foi realizado com a série de eluentes: hexano/DCM 20%, DCM,
AcOEt e AcOEt/MeOH 50%, cujas fracdes resultantes encontram-se descritas na Tabela

40, a seguir.

Tabela 40 — Dados referentes ao fracionamento preliminar do extrato hexanico dos talos

(CRTH)
Eluente Fracao Peso (g)
Hexano/DCM 20% CRFH-HD 1,2
DCM 100% CRFH-D 2,7
AcOEt 100% CRFH-A 4.4
AcOEt/MeOH 50% CRFH-AM 0,8
TOTAL 91

4.4.5.1 - Fracionamento cromatografico da fracao AcOEt do extrato hexanico dos

talos (CRTH-A)

A fracdo AcOFEt (CRTH-A, 4,4 g), ativa contra vérias linhagens de células tumorais
humanas, foi misturada com 9,6 g de gel de silica, pulverizada em gral de porcelana,
acondicionada sobre 54,5 g de gel de silica em coluna de 500 mL e 6,5 cm de didmetro
interno e submetida a eluicdes sucessivas com os solventes DCM, AcOEt e MeOH, puros
ou/em misturas de polaridade crescente. Apds destilacdo do solvente a pressdo reduzida,
obteve-se as fragdes conforme descrito na Tabela 41 (pag. 136). Com a finalidade de
biomonitorar o estudo quimico todas as fracdes obtidas foram submetidas a avaliacdo da

atividade citotoxica em linhagens de células tumorais humana.
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Tabela 41 - Dados referentes ao fracionamento cromatografico da fracdio AcOEt (CRTH-

A)

Eluente Fracao Peso (g)
DCM CRTH-A1 0,1
DCM/AcOEt 20% CRTH-A2* 1,6
DCM/AcOEt 40% CRTH-A3* 0,5
DCM/AcOEt 60% CRTH-A4* 0,6
DCM/AcOEt 80% CRTH-AS 0,3
AcOEt 100% CRTH-A6 0,2
AcOEt/MeOH 20% CRTH-A7 0,5
MeOH 100% CRTH-A8 0,1
TOTAL 3,9

* Fragdes ativas

4.4.5.2 — Fracionamento cromatografico de CRTH-A2 e isolamento de CRTH-3 e
CRTH-4 (Fluxograma 5, pag. 138)

A fragdo DCM/AcOEt 20% (CRTH-A2; 1,5 g) foi misturada a 2,4 g de gel de silica
e acondicionado sobre 25,4 g de gel de silica em coluna de 125 mL e 2,5 cm de didmetro
interno. A elui¢do foi realizada com os solventes hexano, isopronanol e metanol, puros ou
em misturas bindrias em escala crescente de polaridade. As 53 fragdes (de
aproximadamente 8 mL cada) foram agrupadas apds andlise em CCD, conforme descrito
na Tabela 42 (pag. 137).

Todas as fracdes obtidas da coluna acima foram submetidas a Cromatografia
Liquida de Alta eficiéncia (CLAE). Em fun¢do da quantidade de material e do nimero de
substancias presentes nos cromatogramas, apenas as fragdes 6-8 e 14-20 foram trabalhadas.

A fragdo 6-8 (362,3 mg) foi inicialmente solubilizada em 2 mL de uma mistura dos
solventes grau HPLC hexano /AcOEt 5% e filtrada num sistema manual com filtros de
0,45 wm. O melhor método foi verificado através da utilizacdo de uma coluna semi-
preparativa Supercosil (LC, 250x10 mm, 5 pm) e com o sistema de eluente hexano /AcOEt
(75:25 v/v) num fluxo de 2 mL/min, usando um loop de 100 pL. Apds injecdo de todo
material, o solvente foi evaporado sob pressdo reduzida, fornecendo 6,9 mg de material,

codificado por CRTH-3 (Figura 103, pag. 138).
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Para a fragdo 14-20 (218,5 mg) foi utilizado as mesmas condicdes descritas para
fracdo 6-8, com modificagdo apenas no sistema de elui¢do, hexano/isopropanol (92:8 v/v).
Antes da corrida cromatografica semi-preparativa, o material foi solubilizado em 3 mL do
sistema de solvente e filtrado manualmente em filtros de 0,45 wm. Ao término das
injecdes, o solvente foi removido sob pressdo reduzida, fornecendo 6,8 mg de um material,

codificado por CRTH-4 (Figura 104, pag. 138).

Tabela 42 - Dados resultantes do fracionamento cromatografico da fracdo CRTH-A2

Eluente Fracao (8 mL) Peso ( mg)
Hexano/IpOH 10% 1 -
Hexano/IpOH 10% 2-3 24,7
Hexano/IpOH 10% 4-5 97,5
Hexano/IpOH 10% 6-8 362,3%
Hexano/IpOH 10% 9 84,3
Hexano/IpOH 10% 10-13 205,1
Hexano/IpOH 10% 14-20 218,5%
Hexano/IpOH 10% 21-29 97,9
Hexano/IpOH 10% 30-40 64,5
Hexano/IpOH 50% 41-44 72,5
Hexano/IpOH 50% 45-52 23,1
MeOH 100% 53 70,9
TOTAL 1.426,3

*Fragdes trabalhadas no CLAE
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Fluxograma 5 — Rota esquemadtica do isolamento dos constituintes quimicos CRTH-3 e

CRTH-4, obtidos a partir do extrato hexénico dos talos de C. regelianus

(1700 g)
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4.4.6 — Fracionamento cromatografico do extrato etandlico dos talos de C. regelianus
(CRTE)

O extrato etandlico (53,1g) obtido dos talos de C. regelianus foi dissolvido em 100
mL de uma mistura de MeOH/H,0 20% e submetido a particao liquido-liquido, utilizando-
se os solventes DCM (5 x 50 mL) e AcOEt (5 x 50mL), cujas massas estdo descritas na

Tabela 43, a seguir.

Tabela 43 - Dados referentes ao fracionamento do extrato etandlico dos talos (CRTE)

Solvente Fracao Peso (g)
DCM CRTE-D 18,1
AcOEt CRTE-A 4.9
MeOH/H,0 20% CRTE-M 26,0
TOTAL 49,0

* Fragdo contendo material insolivel

4.4.6.1 — Fracionamento cromatografico da fracio CRTE-D e isolamento de CRTE-1
e CRTE-2 (Fluxograma 6, pag. 137)

A fragdo CRTE-D (18,1 g), a qual apresentou manchas definidas em CCD, foi
misturada a 26,6 g de gel de silica, pulverizada em gral de porcelana e cromatografada
sobre 49,8 g de gel de silica em coluna de 500 mL e 6,0 cm de didmetro interno. A eluicdo
foi realizada com os solventes hexano, AcOEt e MeOH, puros ou em mistura bindrias em
gradiente crescente de polaridade, obtendo-se as fracdes sumarizadas na Tabela 44
(pag.141).

Ap6s andlise em CCD, as fracdes 3 e 4 foram reunidas, resultando em 2,1 g de
material, que por sua vez foi submetido a um fracionamento cromatografico em coluna
flash. Os 2,1 g de material foram misturados a 5,3 g de gel de silica, cromatografada sobre
39,5 g de gel de silica em coluna de 500 mL e 4 cm de didmetro interno. A eluicao foi
realizada inicialmente com uma mistura bindria dos solventes hexano/AcOEt 60%, seguido
pela adicio de AcOEt 100% e MeOH/AcOEt 50%. As fracdes resultantes (75 de
aproximadamente 10 mL cada) foram agrupadas conforme descrito na Tabela 45 (pag.

141), ap6s andlise por CCD.
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Tabela 44 — Dados referentes ao fracionamento cromatografico da fracio CRFE-D

Eluente Fracao (300 mL) Peso (g)
Hexano/AcOEt 20% 1 2,3
Hexano/AcOEt 40% 2 2,4
Hexano/AcOEt 600% 3 0,7
Hexano/AcOEt 80% 4 1,4
AcOEt 100% 5 2,9
AcOEt/MeOH 20% 6 6,0
MeOH 100% 7 1,8
TOTAL 17,8

* Fragdes reunidas

Tabela 45 — Dados referentes ao fracionamento cromatografico da fragdo 3-4

Eluente Fracao (10 mL) Peso (g)
Hexano/AcOEt 60% 1-5 0,0
Hexano/AcOEt 60% 4-9 0,1
Hexano/AcOEt 60% 10-15 0,2
Hexano/AcOEt 60% 16-31 0,6
Hexano/AcOEt 60% 32-73 0,8*
AcOEt 100% 74 0,2
AcOEt/MeOH 50% 75 0,1
TOTAL 2,0

* Fracdo contendo um material s6lido

Entre as fra¢des reunidas, a de numero 32-73 (750,0 mg) apresentou um material
solido. Esta fracdo foi entdo adsorvida a 1,3 g de gel de silica e disposto sobre 23,1 g de gel
de silica em coluna de 250 mL e 2,5 cm de didmetro interno. A elui¢do foi realizada sob
média pressdo utilizando uma mistura bindria dos solventes DCM/AcOEt 40%, seguido
por adicdo de AcOEt 100% e MeOH/AcOEt 50%. Foram coletadas 99 fragdes, com
aproximadamente 8 mL cada, estas fragdes foram analisadas por CCD e reunidas conforme
Tabela 46 (pag.142).

As fragdes de 13 a 20 foram reunidas e purificadas com a adi¢do de uma mistura de

hexano/AcOEt 50%, sob sonicacdo , resultando em 15,0 mg de um material cristalino,

Torres, M. C. M.



Parte Experimental — Capitulo 4

solivel em piridina, com ponto de fusdo na faixa de 246,0-247,4 °C e codificado por

CRTE-1, cuja determinagdo estrutural encontra-se na pag 100.

A subfracdo 36-47 (71,4 mg), foi misturada a 364,9 mg de gel de silica, pulverizada

em gral de porcelana e acondicionada sobre 2,3 g de gel de silica em coluna de 150 mL e

1,5 cm de didmetro. A eluicdo foi realizada com uma mistura bindria dos solventes

DCM/AcOEt 50%, seguido por adigdo de AcOEt. Foram coletadas 30 subfra¢des com

aproximadamente 4 mL cada. As fragdes 10-15, apdés comparacio em CCD, foram

reunidas resultando em 12,2 mg (Tabela 47) de um sélido critalino, codificado por CRTE-

2, cuja determinagdo estrutural encontra-se na pag. 67.

Tabela 46— Dados referentes ao fracionamento cromatografico da fracio 32-73

Eluente Fracao (10 mL) Peso (mg)
DCM/AcOEt 40% 1-12 60,9
DCM/AcOEt 40% 13-20 71,7*
DCM/AcOEt 40% 21-35 71,7
DCM/AcOEt 40% 36-47 71,4%*
DCM/AcOEt 40% 48-97 180,4
AcOEt 100% 98 53,4
AcOEt/MeOH 50% 99 188,6
TOTAL 704,1

* Fracdo contendo CRTE-1

** Fracdo contendo CRTE-2

Tabela 47— Dados referentes ao fracionamento cromatografico da subfragao 36-47

Eluente Fracao (4 mL) Peso (mg)
DCM/AcOEt 50% 1-7 13,6
DCM/AcOEt 50% 8-9 17,1
DCM/AcOEt 50% 10-15 12,2
DCM/AcOEt 50% 16-30 54
AcOEt 100% 31 4.4
TOTAL 50,1
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Fluxograma 6 — Rota esquematica do isolamento dos constituintes quimicos CRTE-1 e

CRTE-2, obtidos a partir do extrato etandlico dos talos de C. regelianus

Talos de C. regelianus
(1.700 g)

1. Pulverizagio

2. Extragdo com Hexano
3. Destilacdo do solvente
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CRTH (10,4 g) Torta
1. Extragdo com EtOH
y 2. Destilacdo do
e
CRTE (53,1 g)
Fracionamento
cromatografico
Fr. DCM Fr. AcOEt Fr. MeOH
(CRTE-D; 18,1 g) (CRTE-A;4,9 2) (CRTE-M; 26,0 g)
C.gravitacional
Fr-3-4
(2,149
C. Flash
Fr-32-73
(748,4 mg)
C. Flash
Fr-13-20 Fr-36-47
(71,7 mg) (71,4 mg)
1. A.dlg:ao~ de hex/AcOEt C. Flash
2. Filtra¢do
A4 A
CRTE-1 CRTE-2
(15,0 mg) (Fr- 8-15;12,2 mg)
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4. 5 - Modificacao estrutural do composto CRTE-2

4.5.1 - Reacdo de acetilacdo de CRTE-2

6 mg de CRTE-2 foi adicionado 0,3 mL de piridina e em seguida 0,6 mL de
anidrido acético. Esta mistura foi mantida sob agitacdo magnética a temperatura ambiente
por um periodo de 12 horas. Ao término da reacdo, a qual foi monitorada por CCD, a
mesma foi neutralizada por adicdo de 10 mL de uma solu¢do de HCl 10%. O material foi
transferido para um funil de separagdo de 50 mL e extraido com CHCl;z (4 x 5 mL). O
produto foi entdo seco com Na,SO4 e concentrado em evaporador rotativo até sua secura,
fornecendo 6,6 mg de um material solido amorfo, denominado CRTE-2Ac, cuja

determinacdo estrutural encontra-se na pag. 77.
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5 - ESTUDO DO POTENCIAL BIOLOGICO DE C. REGELIANUS

O interesse pela avaliagdo do potencial farmacoldgico e biolégico de C. regelianus
surgiu a partir de informagdes de seu uso etnofarmacoldgico no tratamento de diversas
doencas, tais como reumatismo, doengas do estomago e no tratamento de tumores
malignos (Matos, 1999; Moraes et al., 1997). Bem como, o fato do efeito antitumoral do
extrato hidroalcodlico das folhas de C. regelianus ter sido comprovado cientificamente,
por Moraes et al (1997), em uma avaliagdo do potencial antitumoral de extratos de plantas
nativas do nordeste do Brasil.

Outro ponto importante levado em consideracdo foi o fato do género ser uma rica
fonte de compostos bioativos, (Baccelli et al., 2005; Eisenreich et al., 2003 e Neergheen, et
al., 2007) e de 6leos essenciais com um largo espectro de atividades bioldgicas, incluindo
efeito cardiovascular, antiespasmodico, anticincer, antimicrobiano, antioxidante,
antinociceptivo e larvicida, (Bezerra et al., 2006; Magalhies et al., 2004; Sylvestre et al.,

2006; Alviano et al., 2005; Santos et al., 2005 e Morais et al., 2006).

5.1 - Avaliacio do potencial larvicida e nematicida dos éleos essenciais de C.

regelianus

5.1.1 - Consideracoes sobre o fitonematoide Meloidogyne incognita

Diversas espécies de fitonematdides tém sido identificadas associadas as raizes e ao
solo da rizosfera de plantas. As espécies Radopholus similis, Helicotylenchus multicinctus,
Pratylenchus coffeae e Meloidogyne spp., com destaque para M. incognita e M. javanica,
sao tidas como as de maior importincia (Boas, ef al.,2002). Em geral, os danos provocados
pelos fitonematdides em cultivos agrondmicos sdo diretamente proporcionais ao aumento
de suas populagdes, ocorrendo reducéo do tamanho e peso dos frutos, atraso na maturacio
e morte das plantas. As estimativas de perdas causadas por Meloidogyne spp., em
diferentes culturas no Brasil, sdo em média de 12,69%, (Boas, et al.,2002). Entre as
espécies de Meloidogyne, M. incognita e M. javanica, sd0 as que ocorrem com maior
freqiiéncia em todos os estados brasileiros, com infestagdes mais expressivas nos Estados
da Bahia, Ceard, Distrito Federal, Goids, Maranhdo, Minas Gerais, Paraiba, Rio de Janeiro

e Sao Paulo, devendo-se tal dispersio a comercializacdo indiscriminada de mudas

infestadas ou pela introdug@o do parasita nas areas, através de outras plantas hospedeiras .
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Entre os problemas associados ao método convencional de controle de
fitonematodides na agricultura, o controle quimico apresenta varios inconvenientes, como o
alto custo dos produtos, a presenga de residuos inseticida nos frutos, intoxicacido pela
exposicdo aos produtos, contamina¢des de fontes de dgua e destruicdo da microflora do
solo (Boas, et al., 2002). Diante do exposto, 6leos essenciais com propriedade nematicida
pode ser um método alternativo para o desenvolvimento de agente nematicidas com menos

toxicidade e baixo impacto ambiental.

5.1.2 - Consideracoes sobre as larvas de Artemia sp.

Artemia sp. € um pequeno crusticeo que tem sido bastante utilizado em muitos
estudos fisiologicos. Os naupilos sdo facilmente obtidos através da hidratacdo dos cistos,
que passam por varios estagios larvais, antes da maturagdo. No primeiro estigio, naupilo |
(24 h), o trato digestivo desses animais ndo entra em contato com 0 meio externo e sua
alimentacdo consiste basicamente do vitelo do préprio ovo. Com a mudanga para o estagio
IT (48 h), os ndupilos comecam a se alimentar de matéria orginica em suspensdo, através
da ingestdo continua da agua circulante. Nesse estidgio, os ndupilos mais sensiveis sdo
freqiientemente utilizados nos testes de toxicidade. Neste ensaio, a metodologia € simples e
permite a avaliacdo da toxicidade aguda de Oleos essenciais, extratos, fragdes ou
substancias puras provenientes de produtos naturais. Quando o teste de toxicidade neste
ensaio € positivo, hd um indicativo de que o material testado poderd apresentar atividade

citotoxica.

5.1.3 - Consideracoes sobre o mosquito transmissor da dengue, Aedes aegypts

A dengue, infec¢do viral transmitida por mosquitos do género Aedes, é considerada
atualmente a mais importante arbovirose que afeta o ser humano, causando um sério
problema de saide publica no mundo. O mosquito Aedes aegypti € o principal inseto
transmissor da dengue nos paises tropicais. Nas Américas, € responsavel por freqiientes
epidemias e circulagdo dos quatro sorotipos de virus no continente (Furtado et al., 2005).

O combate ao mosquito da dengue € baseado no uso de inseticidas sintéticos ou
reguladores de crescimento de insetos, que apesar de efetivos, o uso continuo e
indiscriminado tem interferido no ecossistema, pois atinge outras espécies, inclusive o

homem. Além do mais, em alguns casos, tem sido observado o desenvolvimento de
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resisténcia desse diptero aos inseticidas convencionais. Diante deste problema, hd a
necessidade de desenvolver novas estratégias para controlar o A. aegypt de forma seletiva.
Diversos estudos comprovam a atividade de produtos naturais, em especial de 6leos
essenciais contra diferentes espécies de mosquitos, incluindo o A. aegypt (Chang et al.,
2006; Albuquerque et al., 2004; Morais et al., 2006). Os dleos essenciais constituiem uma
fonte rica de compostos bioativos, ndo toxicos, biodegradaveis e potencialmente adequados
para o uso no controle destes insetos, podendo ser uma alternativa aos agentes inseticidas
usados atualmente.

Com este propdsito, os 6leos essenciais das folhas de C. regelianus e o ascaridol,
constituinte majoritario isolado do dleo essencial (6leo B), foram submetidos a testes de
atividade larvicida frente as larvas do A. aegypti no terceiro estigio e as larvas de Artemia
sp no segundo estdgio, bem como contra o fitonematoide M. incognita, este ultimo, usando

as larvas de juvenis no estagio 2 ( Jp).

5.1.4 — Atividades larvicida e nematicida do oleo essencial e do ascaridol

Para avaliag@o da atividade nematicida foi utilizado ovos de M. incognita extraidos
de raizes de Vernonia Sp. Esses ovos foram colocados em placa de Petri com &4gua
destilada para a eclos@o dos juvenis durante 24 h. Apds a eclosdo, por¢des contendo 50
mL de dgua e aproximadamente 100 destes juvenis (J,) foram colocados em vidros
nematolégicos, aos quais, foram acrescentadas solugdes dos produtos a serem testados,
até completar o volume de 1 mL. Os materiais testados foram diluidos em solug¢des de
H,O/DMSO 2% a uma concentragdo de 1 mg/mL. Os vidros nematoldgicos foram
mantidos a temperatura média de 28 °C e as contagens dos nematdides mortos e inativos
foram realizadas ap6s 24 h. Cada tratamento foi repetido 4 vezes e um teste controle foi
realizado usando 4gua e a solucdo de H,O:DMSO 2%. Os ensaios foram realizados no
Laboratério de Moléculas Bioativas Aplicada a Fitossanidade (LabMol-Fito) do
Departamento de Quimica Organica e Inorganica da UFC, sob coordenagdo do prof. Dr.
Manoel Andrade Neto.

Para a avaliacdo do potencial larvicida frente a Artemia sp., os cistos foram
mantidos por 24 h em um becker com dgua do mar filtrada, sob aerag@o suave e iluminacio
intensa, até a eclosio dos nauplios I. Estas larvas foram separadas para um segundo becker

e mantidas por mais 24 h para atingirem o estagio de nduplio II. O plaqueamento foi

Torres, M. C. M.

147



Estudo do potencial biologico de C. regelianus — Capitulo 5

realizado pela adicdo de 10 nduplios/pocos, contados a olho nd, em placas com 24 pocos,
contendo os compostos em concentragdes diferentes (1, 3, 10, 30 e 100 pg/mL), e em
triplicata. Como controle negativo, foi utilizado d4gua do mar filtrada e o veiculo usado para
diluir as substancias, HO/DMSO 1%. As placas foram incubadas a temperatura ambiente
(25 £ 2 °C), por 24 h. Apods este periodo foram contadas as larvas vivas (animais em
movimento) e mortos contidos em cada pogo.

Para os ensaios da atividade larvicida, aliquotas de 5 a 500 mg/mL do dleo
essencial foram colocadas em um becker (50 mL) e dissolvidos em H,O:DMSO (8,5:1,5).
50 larvas do A. aegypti, no terceiro estigio de vida, foram distribuidas em cada becker.
Apds 24 h, na temperatura ambiente, o nimero de larvas inoperantes foi contado e
posteriormente calculado a concentragdo letal. Como controle foi usado DMSO e 4gua.
Para cada amostra, trés experimentos independentes foram realizados. Os ensaios foram
realizados no Laboratdrio de Entomologia do Nucleo de Endemias da Secretaria de Sadde

do Estado do Cear4, sob coordenagéo da prof. Dra. Gilvandete Maria Pinheiro Santiago.

5.1.5 — Resultados e Discussao

Como foi destacado anteriormente, os Oleos essenciais de espécies de Crofon sdo
fontes potenciais de compostos bioativos. Isto nos instigou a avaliar os efeitos larvicida dos
Oleos essenciais das folhas de C. regelianus, 6leo A (Vicosa-CE) e 6leo B (Garapa-CE),
frente as larvas do A. aegypti e de artemia sp, bem como sua atividade nematicida contra o
fitonematdide M. incognita (Tabela 48, pag. 148). Os valores de CLsy 24,22 pg/mL (6leo
B) e CLsy 66,74 pg/mL (8leo A), indicam potente atividade larvicida para os 6leos
essenciais de C. regelianus, quando comparados a Oleos essenciais com alto potencial
larvicida, tais como os 6leos essenciais de Lippia sidoides e Cymbopogon citratus CLsg 63
pg/mL e 69 pg/mL, respectivamente. (Cavalcante et al., 2004).

Particularmente o 6leo B exibiu atividade mais elevada (CLsy 24,22 pg/mL),
quando comparado ao dleo A (CLsy 66,74 pg/mL), este resultado foi muito interessante,
uma vez que ambas as amostras de 6leos apresentaram composi¢@o qualitativa similar, mas
quantitativamente diferente. Uma avaliacdo sobre os constituintes principais das duas
amostras de 6leo, indicou que o ascaridol, € o composto majoritdrio identificado no 6leo B,
também presente no 6leo A, mas em menor quantidade. Assim, a fim de determinar o papel

do ascaridol na atividade larvicida expressada pelo 6leo B, este composto foi isolado e
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testado. Corroborando nossas expectativas, o ascaridol mostrou uma CLs, de 9,60 pug/mL,
indicando uma potente atividade larvicida, comparavel a do B-asarone, um inseticida
natural utilizado como controle (Ciccia et al., 2000)

O efeito larvicida também foi avaliado usando o micro-crusticeo Artemia sp, que
mostrou uma forte atividade, apresentando CLsy de 41,07 (6leo A) e 24,47 ug/mL (6leo B).
Mais uma vez o ascaridol mostrou eficdcia exibindo uma CLsy de 9,46 pg/mL.

No ensaio nematicida o ascaridol e, particularmente o éleo essencial, mostraram
atividade nematostitica moderada com ECsy de 87,36 e 201,83 ug/mL, respectivamente.
Os resultados obtidos sdo bastante promissores, podendo indicar o dleo essencial do C.
regelianus como um inseticida natural, eficaz no controle do A. aegypti. Diante dos
resultados presume-se que o ascaridol, seja o principal responsavel pela atividade larvicida

expressada pelos dleos.

Tabela 48 — Dados resultantes das atividades larvicida e nematostatica dos 6leos essenciais

de C. regelianus e ascaridol

CL50 ECSO
(ug/mL; intervalo de confianga) (ug/mL; intervalo de confianga)
Aedes aegypti Artemia sp. Meloidogine incognita
. 66,74 41,07
Oleo essen. (A) -
(62,05 -71.79) (35,08 — 48,09)
, 24.22 24,47 201,83
Oleo essen. (B)
(22,44 - 26,13) (20,71 -28,91) (188,83 —215,72)
9,60 9.46 87,36

Ascaridol
(8,79 - 10,49) (7,89 -11,35) (81,13 —94,06)

A tabela apresenta os valores de CLs, (concentragdo letal de 50%) e ECs, (concentracio efetiva de 50%)
(pg/mL) e intervalo de confianca de 95% (entre parénteses) obtidos em trés experimentos independentes,
usando o método Spearmen-Karber

5.2 - Avaliacao da atividade citotoxica do oleo essencial, extratos, fracoes e

substincias isoladas de C. regelianus

5.2.1 - Consideracoes sobre o cancer
O céncer € uma das doencas que mais causa temor na sociedade, por ter se tornado

um estigma de mortalidade e dor. Pode ser definido como um conjunto de doencas
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causadas pela proliferacio anormal das células, formando tumores. Atualmente, sdo
conhecidos cerca de 200 tipos de cancer, entre os quais podemos citar o de pele, pulméo,
mama, figado, estdbmago, rim, ovdrio, cérebro, prostata, pancreas e o0ssos. Segundo
pesquisa realizada pela Organizacdo Mundial da Sadde (OMS), o céncer constitui a
terceira causa de 6bitos no mundo, matando cerca de 6 milhdes de pessoas por ano e
atualmente € a segunda causa de morte no Brasil (Almeida et al., 2005).

O tratamento do céncer varia de acordo com o tipo e a gravidade da doenca. Estes
tumores podem ser tratados com cirurgias, radioterapia, quimioterapia ou, com a
combinag@o dessas técnicas. A quimioterapia, diferente da cirurgia e da radioterapia é
utilizada em tratamento sist€mico (atua em todo corpo) a base de farmacos que impedem a
reproducdo celular e conseqiientemente, levam as células malignas a morte. Atualmente
um importante alvo quimioterdpico sdo os produtos naturais, que associados a
microtubulos, estabilizam a replicagdo celular, bloqueando assim o processo de divisdo das
células (Souza, 2004).

Tendo em vista que existem mais de 250.000 espécies de plantas no mundo, sendo
que mais de 1000 apresentam propriedades anticancer significante (Lima et al, 2006),
estudos a partir de extratos vegetais e 6leos essenciais, surgem com a expectativa de se
encontrar substincias com propriedades antineopldsicas e simultaneamente seletivas, para

serem usadas em futuras formulagdes de farmacos para o tratamento desta doenca.

5.2.2 - Atividade citotoxica in vitro em linhagens de células tumorais
Os dleos essenciais, extratos, fragdes e compostos isolados de C. regelianus foram
avaliados quanto as suas propriedades citotéxicas em quatro linhagens de células tumorais

(Tabela 49).

Tabela 49 - Linhagens de células utilizadas no ensaio de citotoxicidade in vitro

Linhagem Tipo de neoplasia Origem
HCTS Carcinoma de célon Humana
MDA-MB-435 Carcinoma de mama Humana
HL60 Leucemia Humana
SF295 Cérebro Humana
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O método consiste na cultura de células em meio adequado, seguido da incubagdo
da droga por 72 h (Mosmann, 1983). Transcorrido este periodo, é feita uma andlise
colorimétrica baseada na conversao do sal 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenli-2-H-brometo
de tetrazolium (MTT), de cor amarela, para o composto azul formazan, pela atuagdo da
enzima succinil-desidrogenase presente na mitocondria da célula vidvel, permitindo desta
maneira quantificar a porcentagem de células vivas. Para quantificacdo do sal reduzido nas
células vivas, as absorbancias foram lidas com o auxilio de espectrofotometro, no
comprimento de onda de 550 nm. As amostras foram diluidas em DMSO nas
concentragdes de 10 mg/mL para extratos, 5 mg/mL para fracdes e lmg/mL para
substancias puras (extratos e fracdes foram testados em concentragdes unicas 50 e 25
pg/mL, respectivamente). Para substancias puras foram realizadas curvas de concentracio-
resposta. Todos os experimentos foram realizados em duplicata ou em triplicata e a
doxorrubicina foi utilizada como controle positivo. A interpretacdo dos dados obtidos pela
andlise espectrofotométrica foi realizada usando software Prism versdo 3.0 (GraphPad
Prism Sofware) que indica a concentragdo capaz de provocar 50% do efeito mdximo
(CLsp) com seus respectivos intervalos de confianga (IC 95%). Para concentragdes tinicas

os experimentos foram analisados segundo suas médias de inibigao.

5.2.3 - Atividade antitumural in vivo

O teste da atividade antitumoral in vivo foi utilizado sobre o tumor sélido do tipo
Sarcoma 180, com 8 dias de implantag@o na regido axilar esquerda de camundongos (Mus
musculus Swiss). O animal doador ou de manutencdo, foi sacrificado por deslocamento
cervical, sendo realizado assepsia com 4dlcool iodado. Em seguida, foi retirado o liquido
ascitico da cavidade abdominal e transferido para um meio adequado para posterior
contagem das células. Nos animais receptores, foram injetados 2x10° céls/0,5 mL na regido
axilar esquerda dos animais, oriundos do biotério central da Universidade Federal do
Ceard. Nesse experimento, foram utilizados 8 animais por grupos, num total de 6 grupos,
sendo todas fémeas, apresentando massa corpdrea variando entre 25-30 g, os quais foram
inoculados com tumor Sarcoma 180. Apds 24 h de inoculacdo do tumor foi iniciado o
tratamento durante 7 dias consecutivos. A droga 5-Fluoruracil (5-FU) (25 mg/Kg), foi

usada como controle positivo. Todos os grupos foram tratados por via intraperitoneal. 24 h
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apods o término do tratamento, os animais foram sacrificados, sendo em seguida retirados

os rins, figado e bago para pesagem e analise histopatoldgica.

5.2.4 - Investigacdo da atividade citotoxica do éleo essencial e de seu constituinte

majoritario, o ascaridol

O dleo essencial e o ascaridol apresentaram atividade anticancer in vitro e in vivo.
O efeito in vitro do 6leo essencial e do ascaridol em diversas linhagens de células tumorais
humanas encontra-se sumarizado na Tabela 50. Os valores de CLs, na escala de 22,24 a
47,99 ng/mL para o 6leo essencial e 6,26 a 18,41 pg/mL para o ascaridol, indicam uma
significativa atividade anticancer, quando comparados a Oleos essenciais considerados
com forte atividade citotéxica, tais como o O6leo essencial dos frutos de Angelica
uarchangelica, com valores de CLsp na ordem de 48,0 a 91,8 ug/mL (Sigurdsson et al.,
2005), e o dleo essencial das folhas de Comptonia peregrina (Sylvestre et al., 2007), com

valores de CLspde 46 a 66 pug/mL.

Tabela 50 — Atividade citotoxica CLsg do dleo essencial das folhas de C. regelianus e seu

componente majoritario, ascaridol, em linhagens de células tumorais humanas

Linhagens 5-FU Oleo essencial Ascaridol
celulares CLso (ug/mL) CLso (ug/mL) CLso (ug/mL)
HL-60 12,59 22,24 6,26
9,72-16,29 18,77-26,36 4,15-9,44
HCT-8 0,36 40,03 18,41
0,18-0,71 36,99-53,38 12,67-23,74
SF295 0,38 47,99 8,40
0,23-0,63 42,46-54,24 5,11-11,81
MDA-MB-435 1,36 47,29 10,48
0,98-1,88 41,53-59,60 7,66-14,32

A tabela estd apresentando os valores de CLs, e o intervalo de confianca de 95% de pelos menos dois experimentos
independentes realizados em duplicata, para as células (HL-60), (HCT-8), (MDA-MB-435) e (SF295) obtidas pela

regressao ndo-linear através do programa GraphPad Prism.
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As propriedades citotoxicas do 6leo essencial das folhas de C. regelianus (6leo A) e
de seu componente principal, ascaridol, foram confirmadas in vivo usando o tumor
Sarcoma 180 como modelo. Uma redugio significativa no peso do tumor foi observada em
ambas as amostras e doses com relacdo ao grupo de controle (DMSO 10%) (Figura 2).
Porém, o efeito do dleo essencial e do ascaridol ndo mostrou nenhuma diferenga

significativa entre as duas doses usadas *(p > 0,05).

2.0 T
S 157 - T x *
)
€ 1.0
= s

0.5-

0.0

DMSO 10% 5-FU 50 100 10 20 (mg/kg)

Oleo essencial Ascaridol

Figura 105 - Efeito do éleo essencial de C. regelianus (6leo A) e do ascaridol sobre o
peso do tumor Sarcoma 180 transplantados em camundongos. O controle negativo (C) foi
tratado com o veiculo usado para diluir a droga (DMSO 10%). Como controle positivo foi
usado 5-FU (25 mg/Kg/dia). Os valores correspondem a média + E.P.M. de oito animais. *
(p < 0,05) comparado com o grupo controle negativo por ANOVA seguido por Student

Newman Keuls.

A Tabela 52 (pag. 154) mostra o efeito do 6leo essencial (6leo A) e do ascaridol em
camundongos transplantados como o tumor Sarcoma 180. No oitavo dia, o peso médio do
tumor era de 1,96 + 0,16 g em camundongos controle e 1,41; 0,09 e 1,34 + 0,15 g nos
camundongos tratados com o dleo essencial nas doses de 50 e 100 mg/kg, respectivamente.
Na presenca do ascaridol, os pesos eram 1,30 + 0,16 e 1,31 + 0,13 g nas doses de 10 e 20
mg/kg, respectivamente. As rela¢des da inibicio do crescimento do tumor foram de 28,07—
31,79 e 33,92-33,26% para o 6leo essencial e o ascaridol, respectivamente. As inibi¢des
foram significantes quando comparadas ao grupo de controle (DMSO 10%), porém quando

comparadas com a inibi¢do apresentada pelo controle positivo usado, o 5-FU (69,48%),
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com a dose de 25 mg/Kg dentro do mesmo periodo, ndo podem ser consideradas
promissoras.

O tratamento com o 6leo essencial de C. regelianus ndo alterou significantemente o
peso dos rins e figado, porém aumentou o peso dos bagos, indicando um efeito
imunomodulatério (Tabela 51). Na andlise histopatoldgica, foram encontradas altera¢des

morfoldgicas nos rins e figado, porém, de maneira reversivel.

Tabela 51 - Efeito do 6leo essencial das folhas de C. regelianus e seu componente

majoritério, ascaridol, em camundongos transplantados com tumor Sarcoma 180

Droga Dose Figado Baco Rins Tumor (g) Inibicao
(mg/Kg) (g/100g (g/100g (g/100g (%)
peso corp.) Peso corp.) peso corp.)
DMSO 10% - 4,71 £0,17 0,58 £ 0,04 1,03 £0,03 1,96 £ 0,16 -
5-FU 25 4,61+£0,15 0,29 +0,03* 1,18+ 0,06 0,60+ 0,07* 69,48*
Oleo essen. 50 5,02£0,13  0,80%+0,02* 1,09 £0,04 1,41 £0,09* 28,07*
Oleo essen. 100 4,48+0,17 0,78 £0,04* 1,04+£0,04 1,34%0,15% 31,79%*
Ascaridol 10 498+046 0,71 £0,06* 1,08£0,04 1,30%+0,16* 33,92%
Ascaridol 20 5,06£0,25 0,86+0,07* 1,21£0,06  1,31+0,13* 33,26%*

Os dados estdo apresentando a média = E.P.M. de 8 animais. * (p<0,05) quando comparado com o grupo
DMSO 10% por (ANOVA) seguido por Student Newman-Keuls.

5.2.5 - Investigacao bioguiada preliminar dos extratos e fracoes

Conhecendo o potencial anticancer apresentado pelo extrato hidroalcdolico das
folhas de C. regelianus, frente ao carcinosarcoma 256 Walker em camundongos
transplantados (Moraes et al., 1997), os extratos obtidos foram submetidos a testes
preliminares para avaliagdo da atividade citotoxica no Departamento de Farmacologia, da
Universidade Federal do Ceard, sob coordenacdo da Dra. Leticia Veras Costa-Lotufo,
frente a linhagens de células tumorais humanas (item 5.2.2, pag. 150). De acordo com a
classificacdo: AS (amostras sem atividade, inibicdo do crescimento celular < 1%), PA
(amostras com pouca atividade, inibi¢do de crescimento celular variando de 1 a 50%), MO
(amostra com atividade moderada, inibicdo de crescimento variando de 50 a 75%) e MA
(muita atividade, inibicdo variando de 75 a 100%), somente os extratos hexanicos das
folhas, talos e raizes de C. regelianus (Tabela 52, pag. 156), foram considerados com

muita atividade. Isto nos motivou a investigar estes extratos visando o isolamento dos
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metabdlitos secunddrios responsaveis por tal atividade. Até o presente momento, somente
os extratos hexénico das folhas e talos foram submetidos a estudos fitoquimicos. As
fragdes hexanica, diclorometano, acetato de etila e metandlica resultantes do fracionamento
cromatografico em coluna filtrante de ambos os extratos foram também avaliadas frente as
linhagens de células. Resultados promissores foram obtidos com as fragdes oriundas da
eluicdo com AcOEt de ambos extratos. A fracdo AcOEt das folhas (CRFH-A), considerada
muito ativa, inibindo mais de 70% da proliferacao das células (Tabela 53, pag. 156),
enquanto a fracdo AcEOt dos talos (CRTH-A), mostrou atividade variando de moderada a
muito ativa, inibindo mais de 60% do crescimento celular (Tabela 54, pag. 156).

A investigacdo fitoquimica da fracdo AcOEt do extrato hexanico das folhas
(CRFH-A) conduziu ao isolamento de um material cristalino, codificado por CRFH-1, que
também foi submetido avaliagdo da atividade citotoxica, porém apresentou-se como uma
substancia sem atividade (SA).

Para a fracdo AcOEt obtida do extrato hexédnico dos talos (CRTH-A)
diferentemente do procedimento realizado com a fracdo CRFH-A, as subfracdes
resultantes do fracionamento cromatografico em coluna filtrante (item 4.4.5.1, pag. 136)
também tiveram seu potencial citotéxico avaliado, conforme descrito na Tabela 55 (pag.
157). Somente as subfracdes CRTH-A2, CRTH-A3 e CRTH-A4, apresentaram resultados
promissores, sendo estas selecionadas para investigagdo fitoquimica. O fracionamento
cromatografico da fragdo CRTH-A2 resultou no isolamento dos constituintes codificados
por CRTH-3 e CRTH-4, estas substancias foram submetidas a avaliacdo do potencial
antitumoral, porém ndo exibiram atividade antitumoral.

Como pode ser concluido ndo conseguimos isolar o(s) principio(s) ativo(s),
responsdveis pela atividade. Como os extratos ativos, foram os hexanico, acreditamos que

o ascaridol possa ser um dos responséveis pela atividade exibida por aqueles extratos.
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Tabela 52 - Atividade citotoxica dos extratos de C. regelianus

Linhagens celulares

Extratos HCTS8 (%) MDA-MB-435 (%)  SF295 (%)
CRTH * 66,85 (MO) 76,60 (MA) 81,43 (MA)
CRTE 68,36 (MO) 33,61 (PA) 48,19 (PA)
CRFH * 96,00 (MA) 91,01 (MA) 95,08 (MA)
CRFE 38,03 (PA) 41,49 (PA) 46,63 (PA)
CRRH * 95,40 (MA) 91,70 (MA) 97,35 (MA)
CRRE 63,96 (MO) 29,70 (PA) 43,98 (PA)

*Extratos que apresentaram resultados promissores

Tabela 53 - Atividade citotdxica das fragdes obtidas do fracionamento cromatogrifico do

extrato hexanico das folhas de C. regelianus

Linhagens celulares

Fragdes HCTS (%) MDA-MB435 (%)  SF295 (%)
CRFH-H 4,98 (PA) 26,92 (PA) (SA)
CRFH-D 29,00 (PA) 26,14 (PA) 8,05 (PA)
CRFH-A* 74,90 (MA) 85,93 (MA) 74,39 (MA)
CRFH-M 20,42 (PA) (SA) (SA)

*Fracdo que apresentou resultados promissores

Tabela 54 - Atividade citotdxica das fracdes obtidas do fracionamento cromatogrifico do

extrato hexanico dos talos de C. regelianus

Linhagens celulares

Fracoes HCTS (%) HL60 MDA-MB-435 (%) SF295 (%)
CRFH-H/D (SA) (AS) (SA) (SA)
CRFH-D 35,09 (PA) 35,06 (PA) 39,43 (PA) (SA)
CRFH-A* 68,82 (MO) 78,09 (MA) 65,68(MO) 85,87 (MA)
CRFH-A/M (SA) (AS) (SA) (SA)

*Fracdo que apresentou resultados promissores
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Tabela 55 - Atividade citotoxica das fracdes obtidas do fracionamento cromatografico da

fracdo CRTH-A oriunda da fragcdo AcOEt do extrato hexanico dos talos de C. regelianus

Linhagens celulares

Subfracdes HCTS (%) MDA-MB-435 (%)  SF295 (%)
CRFH-A1 66,64(MO) 39,94 (PA) 42,16 (PA)
CRFH-A2* 92,54 (MA) 49,31 (PA) 80,76 (MA)
CRFH-A3* 103,6 (MA) 76,74(MA) 97,35 (MA)
CRFH-A4* 94,54 (MA) 39,39 (PA) 57,96 (MO)
CRFH-A5 74,25 (MO) (SA) 39,39 (PA)
CRFH-A6 41,27 (PA) (SA) (SA)
CRFH-A7 36,88 (PA) (SA) 37,53 (PA)
CRFH-A8 (SA) (SA) 39,73 (PA)
DOX** 102,8 (MA) 104,68 (MA) 100,14 (MA)

*Frag¢des que apresentaram resultados promissores
** Controle positivo
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6 —- CONCLUSOES

O estudo dos dleos essenciais das folhas de C. regelianus, coletado em duas
localidades (6leo A, Vicosa-CE e o6leo B, Garapa-CE), resultou na identificacdo de 20
constituintes, correspondendo a mais de 98% da composi¢do quimica de cada 6leo. Os
Oleos, ambos constituidos exclusivamente por monoterpenos, mostraram-se semelhantes
quanto a composi¢do quimica, diferindo, no entanto, quanto ao teor dos constituintes
quimicos. p-Cimeno (22,3%), ascaridol (17,0%), canfora (13,0%) e limoneno (7,6%)
foram os principias constituintes presentes no 6leo A, enquanto, ascaridol (33,9%), p-
cimeno (21,6%), «-terpineno (9,6%) e isoascaridol (7,5%) foram os compostos
majoritarios no 6leo B.

Os ¢leos essenciais, em especial o 6leo B, cujo componente majoritirio foi o
ascaridol, exibiram elevada atividade frente as larvas do A. aegypti e Artemia sp. e
moderada atividade nematostatica contra o fitonematoide M. incognita. Os resultados
obtidos foram bastante promissores e apontam o dleo essencial de C. regelianus como um
inseticida natural, eficaz no controle do A. aegypti. Com estes resultados, pode-se presumir
que o ascaridol tenha sido o principal responsédvel pela atividade expressada pelos 6leos,
uma vez que a atividade foi potencializada quando o referido composto foi testado
individualmente. Tanto os Oleos, como o ascaridol, constituinte isolado do dleo B,
apresentaram potente atividade citotdxica in vitro, quando comparados a 6leos essenciais
com alto potencial citotoxico. Esta propriedade foi confirmada in vivo, usando como
modelo o tumor Sarcoma 180. Os resultados obtidos corroboram o uso etnofarmacolégico
de C. regelianus, no tratamento de tumores malignos.

A prospeccio quimica dos extratos etandlico e hexanico das folhas e talos de C.
regelianus resultou no isolamento e caracterizacdo de 10 substincias, pertencentes a
classes de metabdlitos secunddrios comum ao género. Os constituintes isolados foram um
dlcool graxo de cadeia carbdnica normal, triacontanol; um diterpeno, fitol; um nor-
diterpeno, (4aS$,8a8,)-4,4a,82a,9,10,10a-hexahidro-8a-hydroxi-1,1,4a,7-tetrametilfenantreno-
2,6(1H,3H,)-diona; um  sesquiterpeno, la-hidroximetil-6B-hidroxi-4o-metil-73-(1-
metiletil)-4p,11B-epoxi-decahidroazuleno; um monoterpeno, (3R, 4R, 65)-3,6-dihidroxi-1-
menteno; uma cumarina, a cleomiscosina A e os esterdides 6B-hidroxi-campest-4-en-3-
ona; 6f-hidroxi-estigmast-4-en-3-ona; [B-sitosterol e sua respectiva forma glicosilada

(Quadro 8, pag. 160).
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Entre os compostos isolados os terpendides 4aS§,8aS,)-4,4a,8a,9,10,10a-hexahidro-
8a-hydroxi-1,1,4a,7-tetrametilfenantreno-2,6(1H,3H,)-diona e la-hidroximetil-6p3-
hidroxi-4o-metil-7B-(1-metiletil)-4f,11-epoxi-decahidroazuleno, incluindo o derivado
acetato de la-hidroximetil-6B-hidroxi-4o-metil-7B-(1-metiletil)-43,11B-epoxi-
decahidroazuleno, estdo sendo relatados pela primeira vez na literatura. Os compostos (3R,
4R, 65)-3,6-dihidroxi-1-menteno; a cleomiscosina A e os esterides 6p-hidroxi-campest-4-
en-3-ona e 6P-hidroxi-estigmast-4-en-3-ona, apesar de conhecidos, sdo inéditos no género
Croton.

Contrariando nossas expectativas, nenhum destes compostos mostrou atividade
citotéxica frente as linhagens de células tumorais de célon (HCTS8), mana (MDA-MB-

435), leucemia (HL60) e cérebro (SF295).
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160

O
/ /\@/);\ OH
0 | Triacontanol (140)
HO\/Y\/\(\/\(\/\(

Fitol (130)

Ascaridol (128)
f , OH
HO™ HO—
o o L .
PN P lo-Hidroximetil-6B-hidroxi-
(3R, 4R, 65)-3,6-Dihidroxi- 4o-metil-73-
1-menteno (131) (4aS$,8aS,)-4,4a,82,9,10,10a- (1-metiletil)4p,11B
Hexahidro-8a-hydroxi- epoxidecahidroazuleno (133)
1,1,4a,7-tetrametilfenantreno-
OMe 2,6(1H,3H,)-diona. (132)

@) (0]
0 :
MeO ~ o
Cleomiscosina A (139) 6pB-Hidroxi-estigmast-4-en-3-ona, R=CH3 (135)
6B-Hidroxi-campest-4-en-3-ona, R=H (136)
RO
HO R= O-glicose
B- Sitosterol (137) B-Sitosterol-3-0O-glicosila (138)

Quadro 8 — Estruturas dos metabolitos secundarios isolados de C. regelianus
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7 - CONSTANTES FiSICAS E DADOS ESPECTROSCOPICOS

7.1 — Terpenos

)
7.1.1- CRB-1

F.M.: C10H1602 o |
P.M: 168 Daltons

Aspecto: dleo amarelo claro

P

Ascaridol (128)

Espectroscopia na regidao do I.V. (NaCl, cm'l): 3031; 2967; 2933; 2884; 1246; 1116; 1017.
Espectrometria de massa (70 eV) m/z: 168; 136; 121; 107; 93; 79; 69; 43; 41.
Espectroscopia de RMN "H (500 MHz, CDCl3): Tabela 11, pag. 36.

Espectroscopia de RMN "°C (125 MHz, CDCls): Tabela 11, pag. 36.

7.1.2- CRFH-2

F.M.: C20H4()O

HO
AN
P.M: 296 Daltons \/\(\/\(\/\(\/\(

Aspecto: resina incolor

Fitol (130)

Espectrometria de massa (70 eV) m/z: 294; 293; 123; 111; 95; 71; 57; 43.
Espectroscopia de RMN C (125 MHz, CDCly): Tabela 12, pag. 41.
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7.1.3 — CRFH-4

F.M.: C10H1802 / \
P.M: 170 Daltons OH
Aspecto: solido cristalino

Ponto de fusido: 166,7 — 168,2 °C HO :

Ponto de fusdo Lit: 166 — 168 °C \ /\ 4

(3R,4R,65)- 3,6-Dihidroxi-1-menteno (131)

Espectroscopia na regido do I.V. (KBr, cm'l): 3417; 2935; 2866; 1643; 1466; 1381; 1240;
1192; 956.

Espectrometria de massa (70 eV) m/z: 152; 134; 119; 110; 95; 91; 82; 58; 44; 39.
Espectroscopia de RMN 'H (500 MHz, MeOD): Tabela 14, pag. 48.

Espectroscopia de RMN "°C (125 MHz, MeOD): Tabela 14, pig. 48.

7.1.4 - CRTH-4
F.M.: C18H1403 \
P.M: 288,1725 Daltons
Aspecto: resina amarela clara
y

(4aS,8a8,)-4,4a,8a,9,10,10a-hexahidro-8a-hydroxi-1,1,4a,7-
tetrametilfenantreno-2,6(1H,3H,)-diona (132)

Espectroscopia na regido do I.V. (NaCl, cm'l): 3414; 2933; 2868; 1727; 1727; 1711; 1461;
1461; 1373.

Espectrometria de massa (IES) m/z: 289,1798 Daltons

EM/EM-IES m/z: 271,0987; 261,1982; 255,2206; 203,1029.

Espectroscopia de RMN 'H (500 MHz, CDCl5): Tabela 16, pag. 60

Espectroscopia de RMN 13C (125 MHz, CDCls): Tabela 16, pag. 60

7.1.5 - CRTE-2
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F.M.: C15H2603
P.M: 254,1876 Daltons
Aspecto: sélido cristalino

Ponto de fusdo: 90,0 - 91,4 °C

1a-hidroximetil-6B-hidroxi-4a-metil-73-(1-metiletil)-
48,11B-epoxi-decahidroazuleno (133)

Espectroscopia na regido do L.V. (KBr, cm'l): 3344; 2918; 2860; 1451; 1374; 1236; 1158;
1122; 1050.

Espectrometria de massa (IES) m/z: 277,1774 Daltons [M+Na]*

EM/EM-IES m/z: 277,1774; 219,1493; 261,179,2183; 161,1849.

Espectroscopia de RMN 'H (500 MHz, MeOD): Tabela 18, pag. 71

Espectroscopia de RMN "°C (125 MHz, MeOD): Tabela 18, pag. 71

7.1.6 — CRTE-2Ac

F.M.: C15H2603
P.M: Daltons

Aspecto: solido cristalino

Ponto de fusdo: 79,2 — 80,5 °C

Acetato de 1o-hidroximetil-6B-hidroxi-4o-metil-783-
(1-metiletil)-4B,11B-epoxi-decahidroazuleno (134)

Espectroscopia na regido do I.V. (NaCl, cm'l): 2939; 2871; 1738; 1454; 1367; 1243; 1125;
1091; 1028.

Espectroscopia de RMN 'H (500 MHz, CDCl5): Tabela 19, pag. 78

Espectroscopia de RMN "°C (125 MHz, CDCl3): Tabela 19, pag. 78

7.2 — Esterdides
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7.2.1 - CRTH-3

F.M.: C29H4802 (135) € C28H4602 (136) / \
R
P.M: 428 (135) e 414 (136) Daltons

Aspecto: resina incolor

S

6pB-hidroxi-estigmast-4-en-3-ona, R = CH3 (135)
6pB-hidroxi-campest-4-en-3-ona, R = H (136)

Espectroscopia na regido do 1. V. (NaCl, cm™): 3446; 2933; 2860; 1714; 1464; 1373; 1178.
Espectrometria de massa (70 eV) m/z: 428; 414; 399; 413; 287; 269; 245; 227; 152.
Espectroscopia de RMN "H (500 MHz, CDCls): Tabela 21, pg. 86

Espectroscopia de RMN C (125 MHz, CDCls): Tabela 21, pag. 86

7.2.2 — CRFH-3

F.M.: C29H5()O / \
P.M: 414 Daltons

Aspecto: cristais aciculares

Ponto de fusdo: 121,8 — 122,6 °C

HO

e S

[- sitosterol (137)

Espectroscopia na regido do I.V. (NaCl, cm'l): 3427; 2935; 2868; 1645; 1466; 1379; 1053.
Espectroscopia de RMN 13C (75 MHz, CDCl5): Tabela 22, pag. 93

7.2.2 — CRFE-2
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F.M.: C35H6006

P.M: 414 Daltons
Aspecto: sélido branco amorfo
Ponto de fusdo: 293,0 — 294,1 °C
RO
R= O-glicose
N : J

B-Sitosterol-3-O-glicosila (138)

Espectroscopia na regido do I.V. (NaCl, cm'l): 3410; 2960; 2868; 1637; 1074; 1020
Espectroscopia de RMN "°C (125 MHz, piridina-ds): Tabela 23, pag. 97

6.3 — Cumarina

6.3.1 - CRTE-1

F.M.: C20H1808 / OMe \
P.M: 386 Daltons
Aspecto: sélido amorfo

Ponto de fusdo: 246,0-247.4 °C

Ponto de fusio (Lit.): 247,0 °C 0 ~°
k MeO = J
Cleomiscosina A (139)

Espectroscopia na regido do I.V. (KBr, cm'l): 3453; 3079; 2940; 1703; 1613; 1578; 15,23;
1446; 1425; 1280; 1236; 1162; 1130; 1059; 993; 946; 834.

Espectrometria de massa (70 eV) m/z:386; 368; 353; 328; 249; 219; 180;162; 137; 124.
Espectroscopia de RMN 'H (500 MHz, piridina-ds): Tabela 26, pag. 106

Espectroscopia de RMN C (125 MHz, piridina-ds): Tabela 26, pag. 106

7.4 - Alcool graxo
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7.4.1 — CRFH-1

F.M.: C30Hs,0

P.M: 438 Daltons

Aspecto: sélido branco amorfo /M\ OH
Ponto de fusdo: 81,2 — 82,4°C
Ponto de fusdo Lit.: 81 — 82 °C Triacontanol (140)

Espectrometria de massa (70 eV) m/z: 420; 378; 362; 139; 125; 111; 97; 71; 57; 43; 41.
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