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“Vocé ndo sabe o quanto
Eu caminhei
Pra chegar até aqui
Percorri milhas e milhas
Antes de dormir

FEu ndo cochilet...”

(A estrada - Toni Garrido, Lazdo, Da Gama e Bino)

Dedicatoria
Aos meus pats, os maiores
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1 RESUMO

Croton urucurana Baillon é uma arvore encontrada no Brasil nos estados
da Bahia, Rio Grande do Sul, Mato Grosso e Mato Grosso do Sul. Preparagoes
desta planta s3ao usadas comumente como agentes anti-inflamatdrio,
cicatrizantes e antireumatico.

Estudos fitoquimicos realizados com C. wrucurana revelaram a presenca
dos esterdis campesterol, beta-sitosterol, stigmasterol, do acido acetil-
areulitolico, catequina, galocatequina e de trés diterpenos do tipo clerodano.
Neste trabalho objetivou-se realizar um novo estudo fitoquimico desta espécie,
com orientagao para o isolamento de diterpenos.

Como material vegetal, utilizou-se as cascas do Crofon urucurana, que
foram submetidas a maceragoes exaustivas com n-hexano, acetato de etila e
etanol, resultando em trés extratos: hexanico, acetato de etila e hidroalcoolico.

O extrato acetato de etila foi submetido a um fracionamento
cromatografico, resultando em 31 novas fracdes. Destas, trés fracOes foram
estudadas mais profundamente.

Da primeira fracdo, foi isolado uma mistura de esterdis, os quais foram
identificados por cromatografia gasosa como sendo campesterol, stigmasterol e
B-sitosterol.

A segunda fracdo, que apresentava perfil em CCD compativel ao dos
diterpenos, foi submetida a analises de IV, RMN 'H e *C, que mostraram a
necessidade de melhorar a purificagao da amostra. Sendo assim, realizou-se um
novo fracionamento cromatografico, que nao forneceu o isolamento do
diterpeno procurado. Contudo, para a terceira fracao, os resultados
espectroscopicos de IV, RMN *H e 13C foram bastante satisfatdrios, permitindo a
identificacdo de um novo diterpeno na espécie. A elucidacao estrutural foi
realizada com auxilio dos espectros COSY, HMQC e HMBC.



2 INTRODUCAO

2.1 Produtos Naturais

Os produtos naturais sao utilizados pela humanidade desde tempos
imemoriais. A busca por alivio e cura de doengas pela ingestdao de ervas e
folhas talvez tenha sido uma das primeiras formas de utilizagao dos produtos
naturais. Analisando a histdéria do desenvolvimento das civilizacdes, Oriental e
Ocidental, inumeros exemplos da utilizacdo de recursos naturais sao
encontrados, tanto na medicina, como no controle de pragas e em mecanismos
de defesa. O profundo conhecimento do arsenal quimico da natureza, pelos
povos primitivos pode ser considerado fator fundamental para descobrimento
de substancias toxicas e medicamentosas ao longo do tempo [,

A convivéncia e o aprendizado com os mais diferentes grupos étnicos
trouxeram valiosas contribuicoes para o desenvolvimento da pesquisa em
produtos naturais, do conhecimento da relacdo intima entre a estrutura quimica
de um determinado composto e suas propriedades bioldgicas e da inter-relagao
animais-planta .

No Brasil, as plantas medicinais da flora nativa sao consumidas com pouco
ou nenhuma comprovacao de suas propriedades farmacoldgicas, propagadas
por usuarios ou comerciantes. Muitas vezes estas plantas sao empregadas para
fins medicinais diferentes daqueles utilizados pelos silvicolas. A toxicidade das
plantas medicinais e fitoterapicos pode parecer trivial quando comparada com a
dos medicamentos usados nos tratamentos convencionais. Isto, entretanto, nao
é verdade. Esta toxicidade € um problema sério e os efeitos adversos dos
fitomedicamentos, as possiveis adulteracdes, a toxidez e as interacdes com
outras drogas devem ser tratados com cautela. As pesquisas realizadas para a
avaliacao do uso seguro de plantas medicinais e fitoterapicos no Brasil ainda
sao incipientes, assim como o controle da sua comercializacao pelos 6rgaos

oficiais em feiras livres, mercados publicos ou lojas de produtos naturais 2.



O uso potencial das plantas medicinais no combate a doencas, ha muito
vem sendo um desafio aos pesquisadores. As plantas sao uma importante fonte
de constituintes biologicamente ativos, muitos dos quais se constituem em
modelos para desenvolvimento de farmacos. Apesar do aumento de estudos
nesta area, dados de 1996 revelam que apenas 15 a 17% das plantas tiveram

seus potenciais bioldgicos estudados 2.

2.2 Referéncias Bibliograficas

2.2.1 Género Croton

Croton (Euphorbiaceae) é um dos maiores géneros do reino vegetal, com
quase 1300 espécies de ervas, arbustos e arvores que sao elementos
ecologicamente proeminentes e freqlientemente importantes na vegetacao
secundaria nos trépicos e nos sub-trépicos em todo mundo 1.

Muitas destas espécies sao descritas como plantas medicinais, significando
que as mesmas tiveram suas atividades bioldgicas avaliadas 1!, Realizando uma
breve revisdao a respeito do potencial bioldgico e terapéutico de diversas
espécies de Croton, observa-se, como destaque, efeitos de relaxacao de anéis
da veia aorta para o Croton schiedeanus, principalmente relacionado a presenca
de diterpenos do tipo clerodano ™. Outro estudo de atividade bioldgica
bastante interessante foi 0 da avaliacao da atividade moluscicida, realizado com
a espécie C. campestris, que apresentou bons resultados no combate aos
moluscos que atuam como intermediarios do Schistosoma haematobium,
causadores da esquistossomose /.

Estudando a espécie C celtidifolius, nosso grupo encontrou resultados
promissores para as atividades antinociceptiva e anti-inflamatdria, com fragoes
ricas em flavonoides e proantocianidinas ! 131 114,

Atividades bioldgicas de grande relevancia sdao também descritas nas
pesquisas realizadas com oOleos essenciais de diversas espécies de Croton.

Como exemplos, encontram-se a atividade anticancerigena apresentada pelo



dleo extraido das folhas C, flavens'>, antinociceptiva do Croton sonderianus®!
e efeitos cardiovasculares no dleo de Croton zehntnert”.

Além dos potenciais bioldgicos ja citados, também sdo relatadas outras
atividades como inseticida, antimicrobiana, antihelmintica, antimalarica e
leshmanicida. Varios tipos de venenos, usados por sociedades primitivas,
também s3o atribuidos ao género Croton.”.

Do ponto de vista fitoquimico, varios sdao os compostos ativos conhecidos
nas plantas deste género; com destaque para os alcaldides, compostos
fendlicos, esterdis, flavonas, proantocianidinas, taninos e terpenos®. Dentro
desta ultima classe de compostos, os mais fregiientemente encontrados no

género Croton aqueles terpenos do tipo diterpeno clerodanot”! 11112011211,

2.2.2 Espécie Croton urucurana

Croton urucurana Baillon € uma arvore encontrada no Brasil nos estados
da Bahia, Rio Grande do Sul, Mato Grosso e Mato Grosso do Sul. Além do
potencial bioldgico, a planta possui grande aproveitamento comercial visto que
sua madeira é muito apreciada na fabricacdo de mdveis e nas construcoes civil
e naval 1,

Suas cascas, quando cortadas, produzem uma seiva, de cor vermelho-
sangue, muito intensa. E a esta caracteristica peculiar da planta que o nome
popular Sangra D'agua faz referéncia [®.

Preparacoes desta planta sao comumente usadas como agentes anti-
inflamatorio, cicatrizantes e antireumético ). Existem também estudos
relatando efeitos antihemorragicos do C. urucurana®. Com o intuito de avaliar
algum destes usos, a literatura relata que ensaios de atividade analgésica e
antimicrobiana foram realizados, com resultados muito incentivadores ©.

Estudos fitoquimicos realizados com C. wrucurana revelaram a presenca
dos esterdis campesterol, beta-sitosterol, stigmasterol, do acido acetil-

areulitdlico, catequina, galocatequina e de trés diterpenos do tipo clerodano .



A significancia bioldgica, relatada na literatura e o fato de que poucos
estudos quimicos e/ou bioldgicos terem sido reportados sobre esta espécie,

justificam o interesse sobre esta planta .

2.2.3 Diterpenos
Diterpenos sao, dentro da classe dos terpenos, compostos Cyo, cuja forma

estrutural é bastante diversificada, sendo derivados do geranilgeranil

pirofosfato!*®! (Figura 1).

T

Figura 1: Estrutura do geranilgeranil pirofosfato

Existem, basicamente, sob a forma de dois grupos, diterpenos aciclicos e
ciclicos, os quais possuem muitas variagdes na estrutura (Figura 2) e sao
classificados de acordo com sua origem biogenétical’®!., Uma forma de

investigar a estrutura dos diterpenos é através da regra do isopreno, que diz

que os esqueletos estruturais dos terpenos sdo formalmente divisiveis em
“unidades de isopreno”, agrupadas de maneira a formar diterpenos com
diversas estruturas ). Esta possibilidade produz in(imeros tipos de esqueletos,

sendo que a literatura relata 22 tipos como sendo os mais importantes [,



PO PP

Fitano

Taxano Kaurano

Figura 2: Exemplos de esqueletos de diterpenos

Em termos de numeros, os labdanos (Figura 3) constituem o maior grupo
de diterpenos, somando cerca de 16% de todos os diterpenos conhecidos. A
partir do rearranjo dos labdanos surgem novos esqueletos diterpénicos, sendo

que os esqueletos clerodanos s3o os de maior importancia [*! (Figura 3).

Labdano Clerodano

Figura 3: Esqueletos labdano e clerodano

Os diterpenos sao amplamente distribuidos nos reinos animal e vegetal,
tanto em ambientes terrestres quanto marinhos. No reino vegetal, eles ocorrem
em muitas familias de plantas superiores. Resinas de coniferas (Pinaceae,

Araucariaceae, Taxodiaceae e Podsocarpaceae) sao especialmente ricas em



diterpenos. Igualmente ricas sao as resinas de angiospermas, assim como
aquelas obtidas das familias Cistaceae, Leguminosae e Burseraceae. Diterpenos
também s3o largamente difundidos nas familias Labiatae e Euphorbiaceae %,
Figuram, dentro dos diterpenos, inUmeros compostos naturais de aplicacao
terapéutica. Um exemplo é o taxol (Figura 4), também conhecido como
paclitaxel, composto obtido a partir do 7axus brevifolia Nutt (Taxodiaceae), que

apresenta uma elevada eficicia no tratamento de alguns tipos de cancer 2.,

Figura 4: Estrutura do taxol

Como ocorre em outras classes de produtos naturais, normalmente um
nome trivial baseado em pesquisas bioldgicas é designado a um novo
diterpeno. Este nome também pode ser derivado da familia, género, espécie ou
nome popular da planta. E sugerido, entretanto, que nomes semi-sistematicos

baseados em estruturas similares ja conhecidas, sejam utilizados 1%,



3 OBJETIVOS

3.1 Objetivos Gerais

% O presente trabalho tem como objetivo a avaliagdo fitoquimica da

espécie vegetal Croton urucurana.

3.2 Objetivos Especificos

% Isolar compostos, com enfoque em diterpenos, a partir dos extratos
obtidos das cascas da planta Croton urucurana;

% Identificar e caracterizar estruturalmente os diterpenos isolados, através
de ensaios espectroscdpicos, como andlise de IV, RMN'H e RMN3C;

< Dominar e aprimorar os conhecimentos das técnicas de isolamento,
purificacao e identificacdo de compostos de origem vegetal, assim como
interpretar os resultados obtidos.



4 MATERIAS E METODOS

4.1 Substancias utilizadas

O material vegetal utilizado neste trabalho foi coletado no municipio de
Dourados, MS, em fevereiro de 2005. A planta foi identificada por comparacao
com uma exsicata que esta depositada no herbario do Departamento de
Biologia da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, com o cddigo 5009.

Os solventes utilizados foram adquiridos de fontes comerciais e usados
sem prévia purificacdo. As misturas de solventes foram feitas considerando
proporcao volume por volume (v/v).

Nos fracionamentos cromatograficos em coluna, utilizou-se silica gel como
superficie adsorvente, na granulometria de 0,063-0,200mm. O sistema de
eluentes utilizado foram misturas de n-hexano e acetato de etila, com aumento
gradual da polaridade (0 a 100% AcOE).

Para cromatografia em camada delgada (CCD) foram usadas
cromatoplacas de aluminio revestidas com gel de silica de 0,2mm de espessura.
Todas as placas cromatograficas foram visualizadas, primeiramente, com
lampada de UV (comprimento de onda de 250 e 366nm), com posterior

revelacao em anisaldeido-sulfurico, seguido de aquecimento.

4.2 Equipamentos

A analise de cromatografia gasosa (CG) foi realizada em cromatografo
gasoso Shimadzu GC 14B, com coluna LM-5 (5% fenil). Os pontos de fusao (PF)
foram determinados em aparelho da Microquimica APF-301, sendo que nao
sofreram nenhum tipo de correcdao. Os espectros de infravermelho foram
obtidos em pastilhas de KBr anidro de grau espectroscdpico e em filme sobre
janela de NaCl, com leituras na regido de 4000 a 400 cm’ em

espectrofotometro Perkin EImer FT 16PC.



Os espectros de RMN 'H e !3C foram obtidos em aparelho Varian,
operando em 400 MHz para 'H e 100 MHz para **C. Os deslocamentos quimicos
foram medidos em valores adimensionais & (ppm), utilizando tetrametilsilano
como referencial interno. As areas relativas dos picos foram obtidas por
integracao eletrénica e suas multiplicidades descritas como: s (singleto), d

(dupleto), t (tripleto) e m (multipleto).

4.3 Preparacao dos extratos de Croton urucurana

As cascas de C wrucurana (1,20 kg) foram trituradas e submetidas
sucessivas maceragoes exaustivas com n-hexano, acetato de etila e alcool
etilico hidratado, conforme o fluxograma abaixo (Figura 5), obedecendo ao

principio de ordem crescente de polaridade do solvente.

Cascas
Maceragéo com n-Hex (3x7dias)
Extrato Cascas
A Maceracdo com AcOEt (3x7dias)
hexanico
Cascas Extrato
Maceragao com EtOH 96% (3x7dias AcOEt
Extrato Cascas
Hidroalcoolico (descarte)

Figura 5: Fluxograma de preparacao dos extratos

Apds o periodo de maceracdo, os extratos foram concentrados através da

evaporacao dos solventes em rota evaporador.

10



4.4 Fracionamento do extrato acetato de etila

Parte do extrato AcOEt (10,01g) foi submetido ao fracionamento
cromatografico em coluna (CC) empacotada com uma camada de 15,0cm de
altura por 4,5cm de didmetro de silica gel, como fase estacionaria. Ao topo
desta coluna a amostra foi aplicada sob a forma de uma pastilha de silica de
2,0cm de altura (Tabela 1).

Tabela 1: Sistema de eluicao empregado na cromatografia em coluna 1

Fracio Eluente (%) Fragsio Eluente (%)
n-Hex | AcOEt n-Hex | AcOEt
0 98 2 8 84 16
1 97 3 9 80 20
2 96 4 10-12 76 24
3 95 5 13-18 73 27
4 93 7 19-24 70 30
5 91 9 25-28 65 35
6 89 11 29 50 50
7 87 13 30 0 100

Deste fracionamento cromatografico, foram obtidas 31 fragdes de 100 mL,
as quais foram analisadas por CCD. As fracbes que tiveram seus perfis
cromatograficos semelhantes foram, entdo, reunidas.

Com a reunidao das fracdes semelhantes, restaram quinze fracoes,

conforme apresentado na tabela 2.
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Tabela 2: Esquema de reuniao das fracoes

Fracao Nova fracao Fracao Nova fracao Fracao Nova fracao
0 0 11 11 22 22
1 12 12 23

1-2 23-24
2 13 24
3 14 25 25
13-16
4 3-4-5 15 26 26
5 16 27
27-28
6 17 28
6-7
7 18 29
29-30
8 19 17-21 30
9 8-9-10 20
10 21

Apos a reuniao das fracdes 13, 14, 15 e 16 (Fr 13-16), procedeu-se a
tentativa de purificagdo por recristalizaggo em n-hexano, resultando na
obtencao de um composto cristalino (0,13g), denominado de Cr-1. O mesmo foi
submetido as andlises de ponto de fusdo, infravermelho e cromatografia
gasosa.

As fracOes 23 e 24 foram reunidas, visto que, apds a realizacdo de
cromatografia de camada delgada, com revelagdo em anisaldeido sulfurico,
ambas apresentavam o mesmo perfil. A nova fracao 23-24 (0,68g) apresentou-
se na forma de um oleo amarelo, sendo nomeada de Cr-2. Foi submetida a
andlise de espectroscopia de infravermelho e RMN 'H, 'C e DEPT. A partir dos
resultados espectroscopicos do Cr-2, verificou-se que se tratava de uma
mistura. Na tentativa de isolar o composto de interesse, esta fragao foi
submetida a um segundo fracionamento cromatografico (CC 2), em coluna de
silica gel de 2,5 x 15,0 cm. Este segundo fracionamento resultou em 18 fracoes
(Tabela 3). Foram obtidos espectros de RMN 'H e *C da quarta fragdo
(38,1mg), nomeada de Cr-2.1.
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Tabela 3: Sistema de eluicao empregado na cromatografia em coluna 2

. Eluente (%) ~ Eluente (%)

Fracao Fracao
n-Hex | AcOEt n-Hex | AcOEt

1 90 10 12-14 76 24

2 90 10 15 72 28

3—-6 85 15 16 68 32

7-9 83 17 17 60 40

10-11 80 20 18 0 100

As fracoes 27 e 28 foram reunidas (0,12g) com base na analise por CCD. A

nova fragao foi purificada através de sucessivas lavagens com acetona, até que

se observou a formacao de um precipitado sélido incolor (30,0mg), nomeado

de Cr-3. Este teve seu ponto de fusdao determinado e foi submetido as analises

de infravermelho, cromatografia gasosa e RMN de 'H, 3C e DEPT.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Extratos

Apds a concentragao dos extratos o rendimento obtido para o extrato
hexanico (E-H) foi de 6,88g (0,60%). Ja para o extrato obtido da maceracao
com acetato de etila (E-AcOEt), obteve-se 19,449 (1,62%) de rendimento. O
extrato hidroalcoolico (E-EtOH) forneceu 14,81g (1,23%) de rendimento.

Ao realizar uma CCD comparando os extratos brutos (E-H, E-AcOEt e E-
EtOH) com os padroes dos diterpenos 15,16-epoxy-3,13(16)-clerodatrieno-2-
one, 12-epi-metil-barbascoato e sonderianino ”? (Figura 6) anteriormente
isolados e identificados do C. wrucurana, por nosso grupo de pesquisa,
observou-se que o E-AcOEt era o que oferecia a maior perspectiva de
isolamento e purificacdo dos compostos de interesse ou de outros bastante
semelhantes. Assim sendo, selecionou-se este extrato para realizacao deste
trabalho.

Figura 6: Diterpenos previamente isolados das cascas de C. urucurand”

5.2 Caracterizacgao e identificacao do composto Cr-1

O composto Cr-1 (0,13g), resultante da recristalizacao das subfracoes 13-

16 da CC 1, foi obtido na forma de cristais incolores do tipo agulha, com ponto
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de fusao entre 132 e 138 ©C. Este intervalo de 6°C na temperatura sugere uma
possivel contaminagdo do composto ou uma mistura de compostos, o que vai
de contra a forma cristalina bem definida do composto.

No espectro de infravermelho (Anexo 1) observa-se uma banda de
absorc3o em 3427 cm™, dentro da regido de estiramento de ligagdes O-H (3550
— 3200 cm™) M9 A presenca de um pico intenso em 2936 cm™ indica a
existéncia de muitas ligagdes C-H, visto que esta € uma regido caracteristica de
deformacOes axiais deste tipo de ligacao. Estas duas bandas, somadas a
auséncia de bandas de carbonila em 1800 — 1600 cm™ 1%, e um perfil bem
familiar indicam que o composto Cr-1 deva se tratar de uma estrutura
esteroidal. A presenca de compostos desta classe ja era descrita na literatura,
tanto no género B! 8111 quanto na espécie 718,

A fim de avaliar se Cr-1 é realmente um esterdide ou uma mistura deles, a
fracdo foi submetida a andlise por cromatografia gasosa (Anexo 2). No
cromatograma de Cr-1 se observam trés picos, com tempos de retencao de
29,923 minutos, 30,650 minutos e 31,952 minutos, compativeis com os indices
de retencdo de esterdides. Segundo Peres e colaboradores ), um estudo
fitoquimico da espécie Crofon urucurana revelou a presenca dos esterois
campesterol, stigmasterol e B-sitosterol (Figura 7) que geralmente sao isolados
sob a forma desta mistura. A co-injecao da fragao Cr-1 com uma mistura dos
padroes de campesterol, stigmasterol e B-sitosterol resultou na obtencao de
uma cromatograma onde se observa a perfeita co-eluicdo dos trés padrées com
0s picos da amostra, confirmando assim que Cr-1 se trata da mistura destes
trés esterdides, nas proporcoes de 6,668%, 34,360% e 58,971%,

respectivamente.

Figura 7: Estruturas do campesterol, stigmasterol e B-sitosterol
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5.3 Caracterizacao do composto Cr-2

A fracao Cr-2 foi obtida sob a forma de um d6leo amarelo escuro (0,68g),
sendo analisada através das técnicas de espectroscopia na regiao do
infravermelho e RMN 'H e *C. Devido ao estado fisico da amostra, ndo foi
possivel determinar o seu ponto de fusdao e o espectro de infravermelho,
diferente dos outros compostos, foi realizado em filme sobre janela de NaCl.

No espectro de infravermelho (Anexo 3), observa-se a presenca de uma
banda de intensidade média em 3430 cm™, relativa ao estiramento de ligacdo
O-H e um forte pico de absor¢do em 2946 cm™, referente ao estiramento de
ligacdo C-H. Na regido de absorcdo das carbonilas, aparece uma Unica banda
(1717 cm™), bastante intensa e larga. As caracteristicas desta banda n3o
permitem afirmar a existéncia de uma Unica carbonila no composto, bem como,
nao possibilitam a distincao do grupo funcional que ela pertence. No entanto,
ao analisar o espectro de RMN *C (Anexo 5) observou-se a presenca de trés
carbonilas: uma em 205,807 ppm, sinal caracteristico de carbonila pertencente
a um sistema ciclohexanona, e as outras duas em 172,253 e 169,402 ppm,
caracteristicas de carbonila de éster.

A andlise conjunta da cromatografia de camada delgada e dos espectros
de IV, RMN 'H (Anexo 4) e RMN 3C sugere que o composto Cr-2 seja um
diterpeno do tipo clerodano contendo um anel furano, ja que, além da
semelhanca na CCD comparativa com os padroes, se observa a existéncia de
diversos carbonos abaixo de 50 ppm, regido caracteristica de carbonos CHs,
CH, e CH (Csp®). Esses dados somados aos outros que serdo apresentados a
seguir, estdo de acordo com o perfil da estrutura dos diterpenos furanicos,
porém, devido a impureza da amostra, um detalhamento estrutural mais
avancado fica comprometido.

Os sinais 7,343 e 7,391 ppm do espectro de RMN 'H (expans3o) indicam a
presenca de dois hidrogénios ligados a carbonos sp® vizinhos a um &tomo
bastante eletronegativo. O sinal em 6,369 indica um outro H também ligado ao
um carbono sp?, porém menos desblindado. Analisando estes sinais, observa-se

a existéncia de um sistema onde dois atomos de carbonos sp? estdo ligados a
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um heteroatomo eletronegativo, por exemplo, oxigénio, sugerindo a existéncia
de um anel furanico monossubstituido.

O espectro de RMN 3C com DEPT (Anexo 6) apresenta sinais em 139,739
e 143,978 ppm relativos a dois C-H sp? ligados ao oxigénio. Um segundo tipo
de C-H sp® aparece absorvendo em 108,771 ppm. Também se observa a
existéncia de um carbono quaternario em 125,692 ppm. Considerando os
resultados apresentados e sabendo da existéncia de furano-clerodanos no C
urucurana , realizou-se uma comparagdo dos dados da literatural”! com os do
Cr-2, confirmando-se a hipdtese da existéncia de um anel furano no composto.

Na tentativa de purificar Cr-2 para obter resultados mais claros, foi
realizada uma segunda cromatografia em coluna (CC 2). As fracdes da CC 2
foram submetidas ao mesmo procedimento de comparacgao via CCD, realizado
com a CC1. Observou-se que apenas a quarta fracao (38,1mg), sob a forma de
um Oleo amarelado, apresentava uma Unica mancha em cromatografia de
camada delgada.

Comparando os dados de RMN *H e 3C obtidos para Cr-2.1 (Anexo 7 e 8)
com os do composto de origem (Cr-2) observa-se que os sinais referentes ao
anel furano desapareceram. Isto nos leva a acreditar que o Cr-2.1 ndo € o

diterpeno cujo anel furano foi identificado nos espectros do Cr-2.

5.4 Caracterizacao e identificacao do composto Cr-3

O composto Cr-3, obtido na forma de cristais incolores (30,0mg),
apresenta ponto de fusao de 156 °C. A CCD do mesmo apresenta apenas uma
mancha, de RF= 0,22 sendo o eluente uma mistura de n-hexano e acetato de
etila na proporcao de 7:3, respectivamente (Figura 8), indicando que se trata
de um composto puro. A confirmacdo deste indicio veio com o resultado da
cromatografia gasosa (Anexo 9), visto a existéncia de um Unico pico, com

tempo de retencao de 25,112 minutos.
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Figura 8: Esquema da CCD Cr-3

Analisando o resultado da espectroscopia de infravermelho (Anexo 10)
observa-se a uma banda pequena na regido de 3441 cm’, relativo ao
estiramento da ligacao O-H. Na regiao referente aos estiramentos da ligacao C-
H visualizam-se duas bandas, sendo que a mais intensa, em 2952cm™, indica
ligacdo C-H de sistemas ndo aromaticos e a outra, menos intensa, em3151cm?,
relativa ao estiramento C-H de hidrogénios ligados a carbono sp?.

Na regido de absorcdo de carbonilas, observa-se dois maximos de
absorcdo; um em 1736 cm?, de maior intensidade e outro em
aproximadamente 1700 cm™, que podem ser atribuidos a presenca de
carbonilas de ésteres e cetona exociclica, respectivamente.

No espectro de RMN *H (Anexo 11) aparecem dois sinais em 7,415 e 7,441
ppm que indicam a presenca de dois atomos de hidrogénio ligados a dois
carbonos sp®> de anel aromatico ou carbonos sp? vizinhos a um &tomo
eletronegativo, como oxigénio, por exemplo. Estes sinais, juntamente ao sinal
em 6,410 ppm, indicam a presenca de um anel furano (sistema aromatico). No
espectro aparecem ainda varios outros sinais entre 1,0 e 2,0 ppm sugerindo a
presenca de grupos CH, CH2 e CH3, e um sinal em aproximadamente 5,49 ppm
relativo a um hidrogénio de um CH endociclico ligado a oxigénio e vizinho a um
CH..

No espectro de RMN 13C (Anexo 12), aparecem 21 carbonos e com a ajuda

do espectro de RMN 3C DEPT (Anexo 13) consegue-se contar 24 hidrogénios
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ligados nos carbonos, de onde se deduz a seguinte férmula molecular
expandida: 2CH35CH,8CH6C60. O calculo do indice de deficiéncia de
hidrogénios!'® deste composto indica a existéncia de 9 insaturacdes.

O espectro de RMN *C confirma a existéncia do anel furano devido a
presenca dos sinais em 139,648, 144,145 e 108,650 ppm, além do sinal em
125,789 ppm referente a um carbono sp? quaternario. O sinal para CH em
108,650 ppm, por estar mais blindado, deve estar em uma posicao com alta
densidade eletronica.

Além destes sinais, neste espectro, aparecem outros trés de carbono
quaternario, provavelmente de carbonila de acido carboxilico ou éster em
163,264 e 171,867 ppm e carbonila de cetona em 204,268 ppm.

Outras absorgoes de destaque foram o sinal referente a CH oxigenado em
71,888 ppm que, juntamente com a carbonila em 171,867 ppm, indicam a
presenca de um anel &lactona e a metoxila em 69,643 ppm, que juntamente
com a carbonila em 168,264 ppm, indicam a presenca de um ester metilico na
estrutura.

Considerando os dados de RMN 'H e 3C que Peres e colaboradores!”
relataram e comparando estas informagdes com os resultados do Cr-3 (Tabela
4), partiu-se para a elucidacao estrutural, com orientacao para uma estrutura
diterpénica do tipo clerodano, contendo um sistema constituido por anel furano
e uma &-lactona, denominado de 5-(3-furil)- 3-valerolactona, além de um éster

metilico e uma ciclohexanona.
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Tabela 4: Valores de comparativos de RMN 'H e !3C para Cr-3

- Literatura Cr-3

Posicao 5 5 5 5
1 17,4 1,65m 18,4 2,10m
2 26,8 2,35m 22,4 2,00 dd (J= 2,8 e 14,4)
3 137,1 6,63 m
4 141,2
5 36,7 37,7 1,34 td (J=13,4e5,0) € 1,90 m
6 348 2,55me 1,167,Oc;d (=13,0e
7 18,3 1,75 m
8 51,2 2,16 m 51,6 2,23 dd (3= 12,0 e 2,0)
9 37,0 37,3 -
10 52,5 1,28 dd (3= 13,0 e 6,0) 54,2 1,60 dd (3= 12,4 € 10,4)
11 44,0 2,40 d (J=6,0) e 1,60 m 4ap | L75t0=124) : 2336 dd(J=13.2e
12 71,8 5,53 dd (J=11,0 e 6,0) 71,8 5,49 dd (J= 10,8 € 5,2)
13 125,9 125,8 -
14 108,5 6,42 s (largo) 108,6 6,41 s
15 143,8 7,42t (3=1,7) 144,1 7,44 s
16 139,3 7,45 s (largo) 139,6 441s
17 172,4 171,9 -
18 167,3 168,3 -
19 20,9 1,33s
20 15,5 1,10s 15,1 1,11s

OMe 51,3 3,70 s 51,9 3,68s
No intuito de possibilitar a completa elucidacao da estrutura deste

diterpeno, foram obtidos os espectros bidimensionais COSY, HMQC e HMBC
(Anexos 14, 15 e 16).

O espectro HMQC possibilitou fazer

a atribuicao de todos os

deslocamentos quimicos do hidrogénios e dos carbonos, conforme explicitado

na tabela 4. Estas informacdes juntamente com o espectro de RMN 'H,

permitiram a identificacdo de todos dos hidrogénios e o calculo de suas

constantes de acoplamento (J).

Com a analise das conectividades H-H obtidas no espectro COSY e com os

dados ja mencionados, foi possivel desenhar varias estruturas parciais,

conforme ilustrado na figura 9.
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Figura 9: Estruturas parciais

Com a analise das conectividades C-H a longa distancia, obtidas do
espectro de HMBC, foi possivel, entdo, realizar a unidao de todas as estruturas

parciais compondo a estrutura diterpénica da figura 10.
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Figura 10: Proposta estrutural

Esta é a proposta estrutural para o diterpeno isolado da fragdo 27-28.
Apds realizar uma vasta busca na literatura, ndo se encontrou nenhum
diterpeno com estrutura igual a proposta, significando o isolamento de um

diterpeno de estrutura inédita em Croton urucurana.
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6 CONCLUSAO

Tendo em vista que os objetivos deste trabalho eram isolar, caracterizar e
identificar metabdlitos secundarios, priorizando a busca por diterpenos, na
espécie Croton urucurana é possivel concluir que os mesmos foram alcancados.

Com a realizacao deste trabalho ficou comprovado que procedimentos
cromatograficos simples e outras técnicas que avaliam as propriedades fisicas,
sao de grande valia para a caracterizacao e identificacao de compostos,
principalmente daqueles que ja sdao bastante difundidos na literatura, como foi
0 caso da misturas de esterdis.

Também se observou que para compostos desconhecidos estas técnicas
sao apenas ferramentas de apoio, tendo em vista o ocorrido com o composto
Cr-2. Ou seja, fez-se uma purificagao por cromatografia em coluna, resultando
numa fracao (Cr-2.1) que pela cromatografia de camada delgada, aparentava
ser que o diterpeno furanico procurado nas fragdes 23-24, porém utilizando
técnicas mais sofisticadas, como RMN de 'H e 3C, observou-se que ndo se
tratava do mesmo. Desta forma, deve-se seguir com os estudos destas fracoes
a fim de isolar o diterpeno.

Conclui-se também, que para uma completa elucidacao estrutural de
compostos novos ou pouco conhecidos é necessario que se faca uso de técnicas
mais elaboradas, como RMN 'H e 3C e suas correlagdes (COSY, HMQC e
HMBQ), como ocorreu para o diterpeno isolado das fracoes 27-28. Como nao
ha relatos deste composto na literatura, conclui-se que o mesmo de trata de
um composto inédito na espécie.

Cabe ressaltar que deve ser incentivada a continuagao dos estudos com os
outros extratos preparados e com as demais fracoes do extrato AcOEt, a fim de
tornar a avaliacdo fitoquimica desta espécie mais rica em informacdes. Da
mesma forma, deve investir na realizagdo de um screening das propriedades

farmacoldgicas do Croton urucurana em busca de suas potencialidades.
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8 ANEXOS

Anexo 1 — Espectro de Infravermelho do Cr-1

44
38 ] !
1661
36
34
32
30.]
1058
%T o | . = S
| i
26 3427 1463
24
22
20 |
18.
Analice
16
133 :
4000,0 3000 2000 1500 1000 500 400,0
em-1

27



Anexo 2 — Cromatrograma do Cr-1

MO Nome Tempo Area Area” Altura Altura%
1 SEMMOME 29.923 15.697 6.668 0.89469 T3
2 SEMNOME 38.650 806.885 34.360 8.4981 39.73
3 SEMMOME 31.952 138.820 58.971 0.6587 52.54
0. 7000
0. 6000
0. 5000
i
E 0. 4000
§
8.3000
(W
0. 2000
0. 1000
24.0 26.0 28.0 30.0 32.0 34.0 36.0 a8.0 40.0
TEMPD (nin)

28



%T

15

10,1

3430

Anexo 3 — Espectro de Infravermelho do Cr-2
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Anexo 4 — Espectro de RMN H do Cr-2
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Anexo 4 — Espectro de RMN H do Cr-2 - Expansio
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Anexo 5 — Espectro de RMN *3C do Cr-2
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Anexo 6 — Espectro de RMN 3C com DEPT do Cr-2
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Anexo 7 — Espectro de RMN H do Cr-2.1
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Anexo 8 — Espectro de RMN 3C do Cr-2.1
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Anexo 9 — Cromatograma do Cr-3
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Anexo 11 — Espectro de RMN H do Cr-3
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Anexo 11 — Espectro de RMN H do Cr-3 - Expansio
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204.268

168.264

171.867

Anexo 12 — Espectro de RMN 3C do Cr-3
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Anexo 13 — Espectro de RMN *3C com DEPT do Cr-3

CSSETOT T

ove- 0T —

629 €T

£€€9° 21

Z66°ZE

6S8°SE

0T8°BE
68 9P
g1z ev—
vy -6 —
s88°v9

2ET 29
668°E0T
S06°bET
Z0b " BET

41



BV

Anexo 14 — COSY do Cr-2
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Anexo 14 — COSY do Cr-2 - Expansao
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Anexo 15 — HMQC do Cr-3
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Anexo 15 — HMQC do Cr-3 - Expansao
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Anexo 16 — HMBC do Cr-3
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Anexo 16 — HMBC do Cr-3 - Expansao
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