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DITERPENOS CASBANOS E ACETOFENONAS DE Croton nepetaefolius (EUPHORBIACEAE)
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CASBANE DITERPENES AND ACETOPHENONES OF Croton nepetaefolius (EUPHORBIACEAE). Croton nepetaefolius is an
aromatic plant native to the northeast of Brazil where it is extensively used in folk medicine as a sedative, orexigen and antispasmodic

agent. The present work deals with the chromatographic analysis of the ethanolic extract of Crofon nepetaefolius stalk. It allowed

the isolation and characterization of two diterpenoids named 1,4-dihydroxy-2E,6E,12E-trien-5-one-casbane and 4-hydroxy-

2E,6E,12E-5-one-casbane, two acetophenones named 2-hydroxy-4,6-dimethoxyacetophenone and 2-hydroxy-3.,4,6-

trimethoxyacetophenone and the steroids 3-O-f3-D-glucopiranosylsitosterol and a mixture of B-sitosterol and stigmasterol. Structural

elucidation was done on the basis of spectral data, mainly high field NMR and EIMS.
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INTRODUCAO

O uso de plantas com fins terapéuticos € uma tradi¢do milenar
presente nas culturas de vérias nacdes constituindo, ainda hoje,
um recurso alternativo de grande aceitacio, ndo somente nos cen-
tros urbanos, mas sobretudo nas pequenas comunidades rurais. Este
comportamento vem chamando a aten¢do da comunidade cientifi-
ca no sentido de comprovar a eficicia e promover 0 uso seguro
desses recursos naturais.! Vale ressaltar que as plantas sdo fontes
naturais de uma infinidade de substincias quimicas que sdo
biossintetizadas com vdrias finalidades, entre elas, protegé-las con-
tra predadores ou atrair polinizadores.>

Estudos realizados com espécies de Croton relatam a presenca
de alcaldides,*!! flavondides,'? esterdides e triterpendides,'>!?
saponinas'* e taninos.'® Os diterpenos, principais constituintes do
género, possuem atividades bioldgicas, fungdes ecoldgicas e cons-
tituem protdtipos na sintese de substancias bioativas.'? Dentre os
diferentes tipos estruturais, os diterpenos casbanos sdo encontra-
dos em apenas seis espécies da familia Euphorbiaceae e merecem
destaque por apresentarem atividades anticancerigena e bac-
tericida.?>*

Croton nepetaefolius € uma planta aromdtica endémica do nor-
deste brasileiro conhecida popularmente como “marmeleiro sabid”,
“marmeleiro cravo” ou “marmeleiro de cheiro”. Esta espécie ¢ lar-
gamente utilizada na medicina popular como estomdquico,
carminativo e no tratamento de cdlicas intestinais, sendo esta ulti-
ma acdo cientificamente comprovada.” Estudos fitoquimicos an-
teriores relatam a presenca de terpendides® nesta espécie. Neste
trabalho, foi realizada uma reinvestigacao fitoquimica de Croton
nepetaefolius, que resultou no isolamento dos diterpenos casbeno
1,4-diidroxi-2E,6E,12E-trien-5-ona-casbeno (1) e 4-hidroxi-
2E,6E,12E-trien-5-ona-casbeno (2), sendo o segundo inédito na
literatura. Em adi¢do também foram isolados as acetofenonas 2-
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hidroxi-4,6-dimetoxiacetofenona (3), 2-hidroxi-3,4,6-trime-
toxiacetofenona (4) e os esteréides 3-O-B-D-glico-piranosilsitosterol
(5), B-sitosterol (6) e estigmasterol (7).

PARTE EXPERIMENTAL
Procedimentos experimentais gerais

As cromatografias de adsor¢do em coluna foram feitas em gel
de silica 60 (63-200 um, 70-230 mesh, Vetec). O comprimento e
diametro das colunas variaram de acordo com a quantidade de
amostra a ser submetida a cromatografia. Nas cromatografias em
camada delgada (CCD) foram utilizadas cromatofolhas de alumi-
nio TLC 20 x 20 cm com gel de silica 60 GF,,, (Merck) . As reve-
lacdes das substincias nas cromatoplacas analiticas foram realiza-
das, através da exposicdo destas, com solucio de vanilina, seguida
de aquecimento. O aparelho utilizado para a obtengdo dos espec-
tros de absor¢@o na regido do infravermelho foi o espectrdometro
Perkin-Elmer, modelo 1000-FT. Os pontos de fusdo foram obtidos
em equipamento de microdeterminacio digital da Mettler Toledo.
Os espectros de ressondncia magnética nuclear uni e bidimensionais
foram obtidos em espectrometro Bruker DRX-300 e DPX-500 ('H:
300 e 500 MHz; "*C: 75 e 125 MHz), utilizando CDCl3 como
solvente e TMS como padrdo interno. Os espectros de massas fo-
ram registrados em espectrometro de massas, aparelho Shimadzu
QP5050A, operando em 70 eV.

Material vegetal

O material vegetal (caule) de Croton nepetaefolius foi coletado
no municipio de Caucaia-Ceard, em maio de 2004. A identificacdo
botanica foi realizada pelo Prof. E. Nunes, da Universidade Fede-
ral do Ceard. A exsicata da espécie encontra-se depositada no
Herbario Prisco Bezerra-UFC sob nimero 33.582.
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Extracao e isolamento

O caule (5 kg), seco a temperatura ambiente, foi triturado e
submetido a extragd@o a frio por 3 dias com etanol. A solugdo obtida
foi destilada sob pressdo reduzida fornecendo o extrato etandlico
(58,2 g), que foi adsorvido em gel de silica e submetido a coluna
cromatografica, utilizando-se eluentes: hexano (F 1-15), hexano/
acetato de etila (1:1 F 16-25), acetato de etila (F 26-40) e etanol (F
41-48), obtendo-se um total de 48 fracdes, de 100 mL cada. As
fracdes hexanicas (F 1-15) 22,5 g foram reagrupadas e
recromatografadas com hexano (F’ 1-10), hexano/acetato de etila
(1:1 F’ 11-16), acetato de etila (F* 17-21) e etanol (F’ 22-25), ob-
tendo-se um total de 25 fracdes, de 50 mL cada. As fragdes (F* 11-
16) 14,0 g foram reagrupadas e submetidas a novo tratamento
cromatografico com hexano (F”’ 1), hexano/acetato de etila (9:1 F”
2-5; 8:2 F 6-15; 7:3 F”’ 16-32) e acetato de etila (F”’ 33) obtendo-
se um total de 33 fracdes, de 25 mL cada. As fragdes (F* 10-13),
obtidas com hexano/acetato de etila (8:2), reunidas forneceram o
diterpeno 1,4-diidroxi-2E,6E,12E-trien-5-ona-casbeno (3,0 g). As
fragdes (F” 7-8) 7,0 g foram reanidas e recromatografadas com
hexano (F’”’ 1-2), hexano/acetato de etila (8:2 F’”” 3-4), acetato de
etila (F” 5-10) e etanol (F°” 11) obtendo-se um total de 11 fra-
¢des, de 50 mL cada. As fragdes (F”” 5-10) 4,0 g foram reagrupadas
e recromatografadas com hexano/acetato de etila (9:1 F 1-2; 8:2
F?” 3-7;, 6:4 F” 8-14; 4:6 F”* 15-22) e acetato de etila (F”” 23)
obtendo-se um total de 23 fracdes, de 25 mL cada. As fracdes (F*”
11-12), obtidas com hexano/acetato de etila (6:4), reunidas forne-
ceram o diterpeno 4-hidroxi-2E,6E,12E-trien-5-ona-casbeno (70,0
mg). As fragdes hexano/acetato de etila (1:1 F 16-25) 10,8 g foram
reagrupadas e recromatografadas com hexano (F’ 1), hexano/acetato
de etila (9:1 F* 2-10; 7:3 F’ 11-13; 1:1 F’ 14-15) e acetato de etila
(F’ 16), obtendo-se um total de 16 fragdes, de 100 mL cada. As
fracdes (F° 10-13) e (F* 16) obtidas com hexano/acetato de etila
(7:3) e acetato de etila, respectivamente, reunidas forneceram a
acetofenona 2-hidroxi-4,6-dimetoxiacetofenona (4,0 g, p.f 77-78.,5
°C) e o esteréide 3-O-B-D-glicopiranosilsitosterol (80,0 mg, p.f
285-287 °C). As Fracdes (F° 14-15) 4,8 g foram submetidas a novo
tratamento cromatografico com hexano (F”’ 1-5), hexano/acetato
de etila (8:2 F” 6-10; 1:1 F” 11-15; 2:8 F”” 16-30) e acetato de etila
(F”” 31-40) obtendo-se um total de 40 fra¢des, de 50 mL cada. As
fracdes (F’ 6-10), obtidas com hexano/acetato de etila (8:2), reu-
nidas forneceram a acetofenona 2-hidroxi-3,4,6-dime-toxi-
acetofenona (100 mg, p.f 108 - 110,6 °C). As fragdes (F” 14-15)
2,5 g foram reunidas e recromatografadas com hexano (F’”’1),
hexano/acetato de etila (9:1 F’” 2-20; 8:2 F*>* 21-45; 7:3 F’” 46-
70; 1:1 F” 71-80; 4:6 F”” 81-100; 2:8 F*” 101-110) e acetato de
etila (F”” 111-121) obtendo-se um total de 121 fracdes, de 25 mL
cada. As fragdes (F”” 81-90), obtidas com hexano/acetato de etila
(4:6), reunidas forneceram os esterdides [3-sitosterol e estigmasterol
(40,0 mg).

Propriedades fisicas e espectroscépicas

1,4-diidroxi-2E,6E, 12E-trien-5-ona-casbeno (1): 6leo verde, I.V.
(KBr, v, cm™): 3400, 2920, 1660, 1618, 1020, 756; EMIE m/z
(%) 318 ([M]*, ausente), 300 (2), 282 (2), 150 (14), 135 (30), 121
(22), 107 (44). RMN 'H BC, Tabela 1.

4-hidroxi-2E,6E, 12E-trien-5-ona-casbeno (2): 6leo verde, 1.V. (KBr,
v, cm™): 3508, 2916, 1697, 1649, 1455, 1116, 753; EMIE m/z

(%) 302 (IM]%, 2), 149(18), 135 (15), 121 (22), 107 (24). RMN 'H
BC, Tabela 1.
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Figura 1. Substincias isoladas do extrato etandlico do caule de Croton
nepetaefolius 1-7

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os compostos 1 e 2 foram isolados a partir da fracdo hexanica
do extrato etandlico de C. nepetaefolius como 6leos densos
esverdeados. Por intermédio dos espectros de RMN *C (HBBD e
DEPT 135) verificou-se a presenca de 20 sinais de carbonos para
ambos. O composto 1, isolado anteriormente dessa espécie, foi iden-
tificado como sendo o diterpeno 1,4-diidroxi-2E,6E,12E-trien-5-
ona-casbeno cujos dados espectrais de RMN 'H, RMN °C e IV
estdo em acordo com valores da literatura.”® Por outro lado, a com-
paracdo dos deslocamentos quimicos (Tabela 1) dos dtomos de hi-
drogénio e carbono de 2 com os do composto 1 indicou a existéncia
de um sistema casbénico similar. Vale destacar nos espectros de
RMN "*C (HBBD e DEPT) de 2, os sinais em 8. 142,71 (C), 125,54
(CH), 134,56 (C), 145,06 (CH), 136,50 (C), 124,10 (CH) indican-
do trés ligacGes olefinicas trissubstituidas, compativel com os si-
nais no espectro de RMN 'H para trés hidrogenios olefinicos em &,
5,08 (d, 9,1), 6,34 (d, 10,5) e 4,83 (d, 8,2), condi¢do semelhante a
observada em 1 (Tabela 1). A conectividade dos carbonos metinicos
com seus respectivos hidrogénios foi claramente observada no es-
pectro 'H-*C HMQC. Vale também ressaltar no espectro de RMN
¥ HBBD o sinal compativel com cetona o.,B-insaturada em 200,40
(8. 199,74 em 1) e no experimento HMBC, as correlagdes
heteronuclear de hidrogénio e carbono a longa distancia entre os
carbonos C-2 (5, 142,71), C-6 (3. 134,56) e C-12 (3. 136,50) e os
hidrogénios 3H-19 (5, 1,69), 3H-20 (3, 1,95) e 3H-18 (3, 1,58),
respectivamente, indicando que trés grupos metilicos se encontra-
vam ligados a carbonos olefinicos. Paralelamente, as correlacdes
do carbono quaterndrio C-15 (8. 27,44) com os hidrogénios
metilicos 3H-16 (3, 1,02) e 3H-17 (3, 1,17) e destes com os carbo-
nos C-8 (8. 28,45) e C-9 (3. 36,01) revelaram que esses dois gru-
pos metilicos encontravam-se ligados ao carbono quaterndrio C-15
do anel ciclopropila. Todos esses sinais sdo caracteristicos de
diterpenos com esqueleto casbano com anel macrociclico de
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Tabela 1. Dados de RMN'H e "C de 1 e 2 (CDCl,), incluindo-se resultados de correlagio heteronuclear 'H-"C-COSY-'J ,, (HMQC) e 'H-
BC-COSY-"J,, (HMBC). Deslocamentos quimicos em . e 8, (ppm) e constantes de acoplamento (J, entre parénteses) em Hz

1 2
HMQC HMBC
8C 8H 8C 61‘[ 2JCH 3JCH
1 77,64 4,09 (dd, 9.6, 6,2) 38,91 2,20 (m)
2 144,02 142,71 3H-19
3 125,48 5,14 (d, 9.4) 124,54 5,08 (d, 9,1) 3H-19
4 67,82 524 (d, 9.4) 68,63 523 (d, 9,1)
5 199,74 200,40
6 134,61 134,56 3H-20
7 145,11 6,25 (d, 10,4) 145,06 6,34 (d,10,5)
8 28,08 1,50 (dd, 104, 8,3) 28,45 1,55 (m) 3H-16; 3H-17
9 35,67 1,23 - 1,15 (m) 36,01 1,20 (m) 3H-16; 3H-17
10 25,36 1,23 - 1,15 (m)0,79 - 0,72 (m) 26,13 0,90 (m)
11 39,85 2,27 - 2,03 (m)1,71 - 1,68 (m) 40,02 1,80 (m)
12 137,39 136,50 3H-18
13 119,72 4,66 (dd, 6,3) 124,10 4,83 (dl, 8,2) 3H-18
14 31,66 2,27 (m) 24,14 2,28 - 2,00 (m)
15 27,73 27,44 3H-16; 3H-17
16 16,12 0,99 (s) 16,16 1,02 (s) 3H-17
17 29,25 1,13 (s) 29,38 1,17 (s) 3H-16
18 15,43 1,56 (s) 15,69 1,58 (sl)
19 10,15 1,66 (s) 15,78 1,69 (sl)
20 12,08 1,90 (s) 12,16 1,95 (sl)

quatorze membros.””* Porém, os espectros de RMN *C e DEPT
135 mostraram a presenga de um grupo metilénico a mais na estru-
tura de 2 através do sinal em 6C 38,91. Adicionalmente, os espec-
tros de RMN 'H e C de 2 nio exibem os sinais em §,,4,09 (H-1) e
SC 77,64 (C-1), respectivamente, registrados nos espectros de 1.
Estas observagdes mostraram que o carbono metinico carbindlico
C-1 em 1 se encontra na forma reduzida em 2, ou seja, como car-
bono metilénico (6C 38,91), sendo esta a tnica diferenca entre as
estruturas 1 e 2. As atribui¢des dos deslocamentos quimicos dos
atomos de hidrogénio e carbono foram efetuadas de modo inequi-
voco pela utilizagdo das técnicas de RMN unidimensionais ('H,
3C e DEPT) e bidimensionais (‘"H-*C HMQC e 'H-'*C HMBC)
(Tabela 1). As configuragdes relativas dos carbonos quirais C-4,
C-8 e C-9 de 2 foram determinadas com base na comparagdo dos
dados espectrais de RMN ('H e *C) de 2 com dados do composto 1
tomado como modelo. Assim, os deslocamentos quimicos e os va-
lores das constantes de acoplamento dos hidrogénios H-3, H-4,
H-7, H-8 e H-9 de 2 e 1 s@o muito préximos (Tabela 1) e consis-
tentes com a mesma estereoquimica dos carbonos quirais corres-
pondentes (C-4, C-8 e C-9) e das ligagdes duplas (A*-E e A°E)
nesses compostos. A comparagdo dos deslocamentos quimicos dos
carbonos C-13-C-12, C-15-C-18 e C-20 de 2 com os respectivos
carbonos de 1 revelou, praticamente, os mesmos valores, e ampa-
rou esta deducdo (Tabela 1). As excegdes (C-1, C-2, C-13, C-14 e
C-19) sdo justificadas pelos efeitos (o, B e ) do grupo hidroxila
(ausente em 2) no carbono C-1 de 1. Assim, 2 foi identificado como
o diterpeno 4-hidroxi-2E,6E,12E-trien-5-ona-casbeno, um
metabdlito secunddrio inédito na literatura.

O composto 3 tem formula molecular C, H,,0,, determinada atra-
vés do espectro de massas (m/z 196) e dos espectros de RMN *C
(BB e DEPT 135). A andlise dos espectros de RMN (‘H e C), IV e
EM, assim como a comparacdo com os dados dos espectros de RMN
'H e IV de 3 publicados na literatura® permitiram identificar a estru-
tura como 2-hidroxi-4,6-dimetoxiacetofenona. O composto 4 com

férmula molecular C| H O, (m/z 226) tem 30 u.m.a. a mais que 3,

sugerindo a presenca de um terceiro grupo metoxilico em sua estru-
tura. Esta dedugo € comprovada nos espectros de RMN 'H (5, 3,96,
391 e 3,83) e "C (8,.60,86, 56,11 e 55,74). Finalmente, a andlise
dos espectros (RMN 'H e BC, IV e EM) e a comparagdo com dados
da literatura® permitiram identificar 4 como 2-hidroxi-3,4,6-
trimetoxiacetofenona. Os esterdides 3-O-f-D-glicopiranisilsitosterol
(5) B-sitosterol (6) e estigmasterol (7) foram caracterizadas com base
nos dados espectrais de RMN 'H e C, envolvendo principalmente a
comparagdo dos deslocamentos quimicos dos dtomos de carbono
com valores descritos na literatura.’!
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