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CHEMICAL CONSTITUENTS FROM Sebastiania macrocarpa MUELL. ARG. (EUPHORBIACEAE). The chemical investigation
of the methanolic extract of the aerial part of Sebastiania macrocarpa allowed the isolation of the mixture of steroids -sitosterol

and stigmasterol, gallic acid, and scopoletin. The hexane extract of the roots allowed the isolation of the triterpene lupeol and of

the macrociclic diterpene (+)-tonantzitlolone. The structures of all compounds isolated were identified on the basis of their spectral

data and by comparison of their spectral data with values described in the literature. This is the first report involving the chemical

investigation of this species.

Keywords: Sebastiania macrocarpa; tonantzitlolone; Euphorbiaceae.

INTRODUCAO

O género Sebastiania (Euphorbiaceae) inclui aproximadamente
158 espécies, distribuidas principalmente nas regides tropicais, onde
os maiores centros de dispersdo ficam na América e na Africa.! Das
158 espécies descritas, apenas S. commersoniana, S. corniculata, S.
brasiliensis, S. argutidens, S. adenophora, S. pavonianae S. schottiana
foram objeto de investigacdo fitoquimica. Estudos fitoquimicos efetu-
ados com espécies do género Sebastiania descrevem a ocorréncia de
compostos com grande diversidade estrutural, tais como a acetofenona
xantoxilina,>® esteréides,*? triterpenos,®!! cumarinas, '? flavonéides,'>!?
derivados fendlicos'>"*e alcaldides.'* Algumas espécies de Sebastiania
sdo usadas popularmente como antidiarréico, antibacteriano e na eli-
minagio de cdlculos renais.>'® Entre outras atividades relatadas para
espécies do género, pode-se destacar antifingica,>*'? antibacteriana,*'*
antiespasmddica,’® analgésica,® antiviral'’ e antinociceptiva.'®

Sebastiania macrocarpa Muell. Arg. (Euphorbiaceae) € conhecida
popularmente como “Purga-de-Leite”. O litex obtido por incisdes
feitas no tronco e nos galhos da planta € empregado no tratamento de
erupcdes da pele, eczemas, desarranjos menstruais € como purgativo
violento." Apesar de seu uso popular, néo h4 relatos sobre a composi-
¢do quimica desta espécie. Desta forma, estas informagdes serviram
como estimulo adicional a investigaco fitoquimica desta espécie.

Este trabalho descreve os resultados obtidos da investigacao fi-
toquimica do lenho do caule, da casca e lenho da raiz de Sebastiania
macrocarpa.

PARTE EXPERIMENTAL
Procedimentos experimentais gerais

Os pontos de fusdo foram determinados em aparelho Mettler

*e-mail: gil@ufc.br
*Pesquisador Visitante 1- CNPqg/Programa de Pés-gradua¢do em Quimica
Orgénica

Toledo, com placa aquecedora modelo FP82HT e central de proces-
samento FP90, acoplado a um microscépio éptico monocular. As
determinagdes foram realizadas a uma velocidade de aquecimento
de 6 °C/min e os valores obtidos ndo foram corrigidos.

Os espectros de absorcdo na regifio do infravermelho (IV) foram
obtidos em espectrometro Perkin Elmer, modelo FT-IR Spectrum
1000, usando-se pastilhas de KBr.

Os espectros 1D e 2D de ressonancia magnética nuclear (RMN)
foram registrados em espectrometro Brucker DRX-500 (‘H: 500
MHz; “C: 125 MHz), utilizando-se CDCI, e acetona-d, como
solventes e como referéncia interna o sinal residual do solvente
usado.

O espectro de massas foi obtido por impacto eletronico a 70 eV
em espectrometro Shimadzu, modelo QPS050A.

A determinacio da rotag@o Optica foi realizada em um polarimetro
341 da Perkin-Elmer, a temperatura de 25 °C.

Na cromatografia de adsor¢do em coluna (CC) foi utilizado gel
de silica 60 (63-200 um, Merck). As andlises cromatograficas em
camada delgada foram efetuadas em gel de silica 60 G sobre suporte
de vidro e em gel de silica 60 F,, sobre poli€ster; as quais foram
reveladas sob luz ultravioleta (254 e 365 nm), utilizando lampada
Vilber Lourmat modelo VL-4LC, e pela aspersdo com solugdo
de vanilina, seguida de aquecimento com soprador térmico. Os
eluentes utilizados nas colunas foram hexano, cloroférmio, acetato
de etila e metanol, puros ou em misturas bindrias em gradiente de
polaridade crescente.

Material vegetal

O caule de Sebastiania macrocarpa foi coletado em abril de 2005
no municipio de Pentecoste, CE. Posteriormente, raizes de S. macro-
carpa foram coletadas em abril de 2006 no municipio de Quixadd,
CE. Os espécimens foram identificados por E. Nunes e suas exsicatas
encontram-se depositadas no Herbdrio Prisco Bezerra da UFC sob
os nimeros 39310 e 32076, respectivamente.
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Extracio e isolamento dos constituintes quimicos

O lenho do caule de S. macrocarpa (2.440 g), apds separacdo
de sua respectiva casca, foi triturado e seco a temperatura ambiente
e, posteriormente, submetido a extragdo com metanol a temperatura
ambiente. O solvente foi evaporado, sob pressado reduzida, obtendo-
se o extrato metanolico (43,7 g), que foi adsorvido em gel de silica e
submetido a coluna cromatogréfica, utilizando-se hexano, clorofér-
mio, acetato de etila e metanol como eluentes. O material da fracio
eluida com cloroférmio (5,8 g) foi submetido a cromatografia em
coluna, eluida com hexano, cloroférmio e acetato de etila, puros ou
em misturas bindrias em ordem de polaridade crescente, obtendo-se
um total de 112 fracdes de 25 mL cada. A fragdo 48-53 (hexano/
cloroférmio 3/7) (930,7 mg) foi submetida a novo tratamento croma-
tografico com hexano/acetato de etila. A sub-fragdo 63-82 (hexano/
acetato de etila 9/1) (181,1 mg) quando submetida a novo tratamento
cromatogréfico em coluna de gel de silica forneceu a fracdo 32-38
(hexano/acetato de etila 9/1) (16,1 mg), contendo a mistura bindria
de esterdides B-sitosterol (1) e estigmasterol (2). A fragdo 66-68
(cloroférmio) (86,8 mg), obtida do fracionamento cromatografico
da frac@o eluida com cloroférmio, foi purificada em coluna de gel
de silica, obtendo-se na fragao 77-86 (hexano/acetato de etila 7/3)
(9,1 mg) de um sélido amarelado, p.f. 204-205 °C, identificado como
sendo a cumarina denominada escopoletina (3).%°

A fragdo eluida com acetato de etila (3.8 g), obtida a partir do
primeiro fracionamento cromatografico do extrato metandlico do
lenho do caule de S. macrocarpa, também foi submetida a cromato-
grafia em coluna, utilizando hexano e acetato de etila em gradiente
crescente de polaridade. A fra¢ao 33-37 (hexano/acetato de etila 2/8)
(185 mg) foi submetida a novo tratamento cromatografico em coluna
de gel de silica, obtendo-se na fracio 33-44 (hexano/acetato de etila
6/4) (9,3 mg) de um sdlido branco cristalino, p.f. 252-254 °C, que
foi caracterizado como écido gélico (4).*!

As raizes de S. macrocarpa foram separadas em casca (4030 g)
e lenho (2090 g), moidas, secas a temperatura ambiente e cada uma
das partes submetida a extra¢do com hexano a temperatura ambien-
te. Apds a remogao do solvente sob pressdo reduzida, observou-se
tanto no extrato da casca da raiz (14,3 g) como no extrato do lenho
da raiz (6,8 g) a formacgdo de precipitados brancos, os quais foram
separados e apds sucessivas lavagens com hexano a frio e comparacao
por cromatografia em camada delgada, mostraram perfis cromato-
gréficos semelhantes sendo, portanto, reunidos, resultando em 54,8
mg de um sélido cristalino branco, p.f. 150-151 °C, o] +134 ° (¢
0,25; CHCI,), que foi identificado como o diterpeno macrociclico
denominado tonantzitlolona (5).2>2*

O extrato hexanico do lenho da raiz (6,5 g) foi submetido a cro-
matografia em coluna, utilizando os eluentes hexano, cloroférmio,
acetato de etila e metanol, puros ou em misturas bindrias, sendo
coletadas 46 fragdes de 25 mL. A fracdo 21-27 (hexano/cloroférmio
5/5) (1,6 g) foi submetida a outra coluna cromatografica fornecendo
a sub-fracdo 10-43 (hexano/acetato de etila 9/1) (577,5 mg), que foi
purificada em coluna de gel de silica, coletando-se fragdes de 7 mL,
obtendo-se a fragdo 4-8 (hexano/cloroférmio 6/4) (26,5 mg) de um
s6lido branco, p.f. 173-174 °C, que foi identificado como sendo o
triterpendide lupeol (6).

Tonantzitlolona (5)
IV (pastilha de KBr), v, cm™: 3538, 3460, 2927, 2855, 1714,
1650. EM-IE, 70 eV: m/z 464 ((M]*). RMN 'H e '*C: Tabela 1.

10-0O-Acetiltonantzitlolona (5a)
Tonantzitlolona (5, 54,8 mg) foi acetilada com anidrido acético
na presencga de piridina, obtendo-se o derivado monoacetilado (5a,
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4,8 mg) seguindo o procedimento usual. IV (pastilha de KBr), v
cm™: 1740, 1714, 1650. RMN 'H e '3C: Tabela 2.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O fracionamento do extrato metandlico do lenho do caule de S.
macrocarpa resultou no isolamento e identificacdo da mistura bindria
dos esteroides B-sitosterol (1) e estigmasterol (2), escopoletina (3)* e
dcido gélico (4).%! Do extrato hexanico do lenho da raiz foram isolados
e identificados o diterpeno macrociclico denominado tonantzitlolona
(5)*% e o triterpendide lupeol (6).> O diterpeno macrociclico (5),
também, foi isolado do extrato hexanico da casca da raiz de S. ma-
crocarpa (Figura 1).

1 22,23-diidro 3 4
2 M

Figura 1. Substancias isoladas de Sebastiania macrocarpa Muell. Arg.

A mistura bindria dos esteréides B-sitosterol (1) e estigmaste-
rol (2), a escopoletina (3), o 4cido gélico (4) e o lupeol (6) foram
identificados através da andlise de dados fornecidos por métodos
espectroscopicos e comparagdo com valores fisicos e espectrais
registrados na literatura.??!:»

Os espectros na regido do IV [v  cm™ (KBr): 3538 (OH),
3460 (OH), 1714 (C=0 cetdnica e de éster conjugada com ligacdo
dupla, 1650 (C=C)], de massas e de RMN (1D e 2D) forneceram
informacdes suficientes para a dedugao estrutural do diterpendide
macrociclico 5, incluindo-se a configuracgdo relativa por meio da
utilizagdo de valores de constantes de acoplamento [e.g.: J = 15,1
Hz indicou estereoquimica frans dos dtomos de hidrogénio em §,
5,86e8,5,25;J=113¢ 11,8 Hz observados nos sinais em 8, 3,77
e 9, 4,63, respectivamente, revelaram interagdo axial-axial com
hidrogénios localizados nos carbonos vizinhos; J = 2,5 Hz revelado
pelo sinal em §, 4,91] sugeriu a sua localizagdo em posicdo equa-
torial e de dados obtidos pela andlise do espectro 'H-'H-NOESY
(Tabela 3). A andlise exaustiva dos espectros de RMN 1D e 2D
permitiu também a atribui¢do inequivoca de todos os deslocamentos
quimicos dos dtomos de hidrogénio (,,) e carbono (3_), resumidos
na Tabela 1.

O espectro de RMN 'H de 5 mostrou trés sinais em §, 0,92
(s, 3H), 1,15 (s, 3H) e 1,38 (s, 3H) correspondentes a dtomos de
hidrogénio de grupos metila ligados a carbono quaterndrio e dois
sinais em 8, 0,85 (d, J = 6,9 Hz, 3H) e 1,13 (d, J = 6,8 Hz, 3H)
correspondentes a dtomos de hidrogénio de grupos metila ligados
a carbono metinico. Também foram observados dois sinais em §,,
2,16 (d,J=1,0Hz, 3H) e 6H 1,08 (t, J/ = 7,4 Hz, 3H) correspon-
dentes aos dtomos de hidrogénio de um grupo metila ligado a um
carbono sp? e de um grupo metila ligado a um carbono metilénico,
respectivamente. Dois sinais em 8H5,86 (d,J=15,1 Hz, 1H)e 5,25
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Tabela 1. Dados de RMN 'H e C de 5 (CDCI,). Deslocamentos quimicos em ppm (8 e 8, ) e constantes de acoplamento (/) em Hz *

HSQC HMBC
8C 6H 2JCH 3JCH
CH-1 140,30 5,86 (d, 15,1) 3H-18; H-14; H-120; H-3; 3H 19
CH-2 127,09 5,25 (dd, 15,1; 9,6) H-3; H-1 3H-17
CH-3 49,55 3,34 (m) H-2; 3H-17 H-4’
Cc-4 211,47 - H-3; H-5 H-2; H-6f; 3H-17
CH-5 74,16 4,63 (dd, 11,8;2,7) 2H-6 -
CH,-6 29,07 1,85 (dt); 1,40 (t, 12,6) - H-8; 3H-16
CH-7 29,30 2,35 (m) H-60. H-5
CH-8 73,21 491 (d, 2.5) H-60. H-10; HO-9; 3H-16
C-9 97,42 - H-10; HO-9; H-8 H-5
CH-10 78,23 3,44 (s) - 2H-12; HO-9; H-8; 3H-20
C-11 87,91 - H-12; 3H-20 H-13f
CH,-12 37,37 2,45 (dd, 12.4;7,5) 1,56 (m) 2H-13 3H-20
CH,-13 28,30 2,05 (m); 1,77 (m) 2H-12 -
CH-14 89,15 3,77 (dd, 11,3; 5,0) H-130. H-1; H-120; 3H-18; 3H-19
C-15 38,97 - H-1; 3H-18; 3H-19 H- 2; H-130.
CH,-16 17,24 0,85 (d, 6,9) H-8; H-6B
CH,-17 16,23 1,13 (d, 6,8) H-3 H-2
CH,-18 25,68 0,92 (s) H-1; H-14
CH,-19 2533 1,15 (s) H-1; H-14
CH,-20 2835 1,38 (s) H-120; H-10
c-1 166,82 - H-2’ H-8
CH-2’ 114,16 5,70 (q, 1,0) 2H-4’; 3H-6’
c-3 163,11 - 2H-4’; 3H-6’ 3H-5°
CH,-4’ 34,10 2,18 (q, 7.4) 3H-5’ H-2%; 3H-6’
CH,-5’ 12,06 1,08 (t, 7.4) 2H-4
CH,-6’ 19,20 2,16 (d, 1,0) H-2’; 2H-4°
HO-9 5,65 (s)

* O niimero de dtomos de hidrogénio ligado a carbono foi deduzido com base na andlise comparativa dos espectros de RMNBC{'H} e RMN"*C-
DEPT. Espectros 2D 'H-'"H-COSY e 'H-'"H-NOESY foram também usados na atribuicdo dos deslocamentos quimicos.

(dd, J=15,1e9,6 Hz, 1H) foram atribuidos a 4tomos de hidrogénio
de dupla ligagdo trans-dissubstituida e um sinal em 8, 5,70 (q, J =
1,0 Hz, 1H) foi atribuido a hidrogénio de dupla ligagao trissubsti-
tuida. Ainda neste espectro pode-se observar um sinal em §,, 3,77
(dd, J = 11,3 e 5,0 Hz, 1H), que revelou no espectro 'H-'H-COSY
interagdo com hidrogénio representado pelo sinal em &, 1,77 (m,
1H), permitindo sugerir a presenga de um anel tetraidrofurano® na
estrutura da substancia isolada.

A estereoquimica cis do grupo etila e do hidrogénio em §,
5,70 foi deduzida pela interagdo dipolar (efeito NOE) deste e dos
hidrogénios metilénicos do grupo etila revelado pelo espectro 2D
NOESY (Tabela 3).

A andlise comparativa dos espectros de RMN BC-{'H} e RMN
BC-DEPT 135° de 5 permitiu identificar 26 sinais (Tabela 1) cor-
respondentes a sete dtomos de carbono metilicos: (8. 12,06; 16,23;
17,24; 19,20; 25,33; 25,68 e 28,35), quatro metilénicos: (8C 28,30;
29,07;34,10 e 37,37); nove metinicos: (SC 29.,30;49,55;73,21;74,16;
78,23; 89,15; 114,16; 127,09 e 140,30) e seis ndo hidrogenados: (SC
38,97, 87,91, 97,42; 163,11; 166,82 e 211,47). Os sinais de atomos

de carbono em §_211,47 e 166,82 sugeriram a presenca de dois gru-
pos carbonila, sendo uma de cetona e outra de éster o, 3-insaturado,
respectivamente. A presenca de um sinal em §, 97,42 foi associada,
através da analise do espectro DEPT 135° e baseados nos dados da
literatura,”” a um carbono nio hidrogenado e dioxigenado de hemi-
cetal. Por outro lado, os sinais em SC 29,30; 73,21 e 74,16 que foram
atribuidos a carbonos metinicos, sendo os dois ultimos oxigenados,
juntamente com o sinal de carbono metilénico em 829,07 e o sinal
em §_ 97,42, sugeriram a presenga de unidade tetraidropiranica?’
substituida na estrutura de 5.

Os sinais em SC 114,16; 127,09; 140,30 e 163,11 evidenciam a
ocorréncia de sistemas olefinicos di- e trissubstituidos, sendo estes
padrdes confirmados pelos deslocamentos quimicos e multiplicidades
observados no espectro de RMN 'H (Tabela 1).

A configuracdo relativa de 5 foi proposta com base nos dados de
interacdo dipolar-dipolar revelada no espectro bidimensional 'H x 'H
NOESY (Tabela 3). Neste espectro foi observado forte efeito NOE
entre os dtomos de hidrogénio: H-1 (5, 5,86) e H-3 (3,, 3,34); H-2’
(8, 5,70) e 2H-4’ (3, 2,18); H-2 (§,, 5.25) e H-5 (5, 4,63) e 3H-17
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Tabela 2. Dados de RMN 'H e "*C do derivado acetilado 5a (CDCI,). Deslocamentos quimicos em ppm (8_ e 8, ) e constantes de acoplamento

(J)em Hz *
HSQC

8C 8H 2JCH 3JCH
CH-1 140,83 6,03 (d, 15,1) H-14; 3H-18; 3H-19
CH-2 126,27 5,19 (dd, 15,1;9,5) H-1 H-3; 3H-17
CH-3 49,44 3,48 (dd, 9,6; 6,8) H-2; 3H-17 H-1
C-4 212,62 - H-3; H-5 H-2; H-6[3; 3H-17
CH-5 74,02 4,56 (dd, 11,7; 2,7) H-6p3
CH,-6 28,79 1,77 (m); 1,28 (m) 3H-16
CH-7 29,52 2,30 (m) H-6; 3H-16
CH-8 73,16 4,93 (d, 2,6) H-6a; HO-9; H-10; 3H-16
C-9 97,22 - H-8; HO-9; H-10 H-5
CH-10 77,47 4,91 (s) HO-9; H-12; 3H-20
AcO-10 168.22 - Me/AcO-10
C-11 86,81 - H-12f; 3H-20
CH,-12 37,57 1,87 (m); 1,59 (m) 3H-20
CH,-13 27,65 1,91 (m); 1,74 (m) H-120
CH-14 89,01 3,77 (dd, 10,3; 5,2) H-130 H-1; H-120; 3H-18; 3H-19
C-15 39,79 - H-1; 3H-18; 3H-19 H-2
CH,-16 17,08 0,79 (d, 6,8) H-12
CH,-17 15,69 1,12 (d, 6,8)
CH,-18 25,54 0,91 (s) H-4; 3H-19
CH,-19 25,26 1,16 (s) H-4; 3H-18
CH,-20 28,76 1,51 (s) H-8(; H-10
C-1 166,61 - H-8
C-1’a 164,95 -
CH-2’ 114,37 5,50 (d, 1,1) 2H-4’; 3H-6’
CH-2’a 109,63 5,71 (s) 3H-6’a
C-3 161,84 - 3H-6’
C-3’a 165,30 - 3H-6’a
CH,-4 33,74
CH,-5> 11,80 1,05 (t, 7,4) 2H-4
CH,-6’ 18,85 2,14 (s) H-2’; 2H-4’
CH,-6’a 18,16 2,33 (s)
HO-9 - 5,53 (s) - -
HO-10 - - - -
AcO-10 21,20 2,41 (s)

* O ndmero de dtomos de hidrogénio ligado a carbono foi deduzido com base na anélise comparativa dos espectros de RMN*C{'H} e RMN!C-

DEPT. Espectros 2D 'H-'H-COSY e 'H-'"H-NOESY foram também usados na atribui¢do dos deslocamentos quimicos.

(3, 1,13); H-8 (3, 4,91) e H-10 (3,, 3,44); H-5 (5, 4,63) e H-2 (3,
5,25) e H-7(3,,2,35); H-14 (5, 3,77) e H-120 (8, 2,45) e 3H-18 (3,
0,92) e 3H-19 (3, 1,15); H-10 (8, 3,44) e H-1201 (8, 2,45) e 3H-20
(8, 1,38) e H-5 (5,, 4,63).

Os dados espectrais fornecidos pelos espectros de RMN 1D e
2D do derivado acetilado S5a, obtido pela reagdo de 5 com anidrido
acético (Ac,0) na presenca de piridina (C;H,N), foram usados para
confirmagao estrutural e a correlagio inequivoca de todos 0s 6, e &,

(Tabelas 1 e 2). Desta reag¢@o obteve-se, como produto majoritario,
o derivado monoacetilado Sa, observando-se, portanto, a acetilacido
na hidroxila ligada ao carbono menos substituido.

Assim, todos os dados discutidos, principalmente de RMN (1D
e 2D), as informagdes adicionais obtidas pela interpretagdo dos
espectros de massas (Figura 2) e comparag¢@o com valores descritos
na literatura®?** permitiram caracterizar a estrutura como sendo o
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Figura 2. Fragmentos propostos para os principais picos observados no espectro de massas de tonantzitlolona (5)

Tabela 3. Dados de NOE deduzidos do espectro 'H-'H-NOESY de
5, em CDCI,

'H-'H-NOESY de 5

NOE
H 3, H 3,
H-l 58  H-3 334
H-2 5,70 2H-4° 2,18
H2 525 H-5 463
3H-17 1,13
H8 491  H10 344
H-5 463  H2 525
H7 235
3H20 138
H-14 377 H-12B 245
3H-18 0,92
3H-19 1,15
H-10 344 H-12B 245
3H20 1,38
H-5 4,63

diterpeno macrociclico denominado tonantzitlolona (5), conten-
do anel carbociclico relativamente raro de 15 membros e isolado
anteriormente da espécie vegetal endémica Mexicana Stillingia
sanguinolenta.”

A sintese desenvolvida brilhantemente por Jasper et al.>*** produ-
ziu o enantidmero correspondente (ent-5) com configurag@o absoluta
definida ([0, -119,0° (¢ 0,056, CHCL,) e, conseqiientemente, a
configuragdo absoluta do diterpeno macrociclico natural (5) ([0
o> +134°(c 0,25; CHCL,) isolado de Stillingia sanguinolenta™ e de
Sebastiania macrocarpa, descrita neste artigo, fica estabelecida como
oposta ao do produto sintético (ent-5).

CONCLUSAO

Todas as substancias isoladas estdo sendo registradas pela primei-
ra vez em Sebastiania macrocarpa. A mistura bindria dos esteréides
[-sitosterol (1) e estigmasterol (2), escopoletina (3), dcido gélico (4)
e lupeol (6) ja foram isolados anteriormente de outras espécies do
género Sebastiania.>*'*13

O diterpeno tonantzitlolona (5) estd sendo relatado pela primeira
vez no género Sebastiania e apresenta a mesma configuracio abso-
luta do composto isolado de Stillingia sanguinolenta.” e os dados
espectrais do derivado monoacetilado (5a) estdo sendo relatados pela
primeira vez na literatura.
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