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Artigo

FLAVONOIDS AND SESQUITERPENES OF Croton pedicellatus Kunth. The chemical investigation of the ethanolic extract from
leaves of Croton pedicellatus yielded the bis-nor-sesquiterpenes blumenol A and blumenol A glucoside, along with the flavonoids:

tiliroside, 6”-O-p-coumaroyl-B-galactopyranosyl- kaempferol, 6”-O-p-coumaroyl-B-glucopyranosyl-3”-methoxy- kaempferol,

kaempferol, 3-glucopyranosyl-quercetin and alpinumisoflavone, as well as 4-hydroxy-3,5-dimethoxybenzoic acid. The identification
of all isolated compounds was performed by spectrometric methods, including HR-ESI-MS, 1D and 2D NMR experiments, and by

comparison with previously-described physical and spectral data.
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INTRODUCAO

A subfamilia Crotonoideae, pertencente a familia Euphorbiaceae,
consiste de aproximadamente 2.400 espécies, agrupadas em 67
géneros e 12 tribos.! O género Croton, o segundo maior e mais di-
verso desta familia, € constituido por cerca de 1.200 espécies, com
distribuicd@o pantropical, porém, com significativa concentragio nas
Américas e Africa.?

Muitas espécies de Croton se desenvolvem em locais como mar-
gens de estradas, rios e clareiras de matas. Essas e outras caracteris-
ticas ecoldgicas, como a produ¢@o massiva de flores e frutos durante
a maior parte do ano, fazem dos membros deste género candidatos
ideais para a restauracdo de florestas degradadas. Neste contexto,
pode-se citar o exemplo de Crofon urucurana Spreng., o qual foi
cultivado com a finalidade de reflorestamento de matas ciliares no
Sul do Brasil e em outras regides.?

Virias espécies de Croton sdo reconhecidas como medicinais,
particularmente nas Américas, Africa e Asia.* Seus beneficios tera-
péuticos abrangem tanto doencgas complexas como céncer, diabetes
e maldria, bem como constipag@o intestinal, diarreia, cicatrizagio
de feridas externas, febre, inflamacdes, dores e tlceras.’ O grande
leque de atividades descritas para plantas deste género ¢ reflexo da
alta diversidade quimica produzida por esse grupo, particularmente
rico em metabdlitos secundarios, especialmente terpenoides, alca-
loides e flavonoides.® Os terpenoides sdo os metabdlitos secundarios
predominantes no género Croton, com destaque para os diterpenos
de esqueleto clerodano, que formam um grupo de substancias extre-
mamente diversificadas, contando com mais de 800 compostos ja co-
nhecidos.’ Embora em propor¢des menores, outros diterpenos, como
cembranoide, halimano, pimarano, caurano, labdano e traquilobano,
também foram encontrados.” Triterpenos pentaciclicos e esteroides
também sdo frequentemente relados.® As plantas deste género também
sdo produtoras de diferentes classes de alcaloides, fato que aumenta
consideravelmente a importancia do género sob o ponto de vista far-
macoldgico. Compostos fenélicos tém sido frequentemente relatados,
predominando os flavonoides, lignoides e proantocianidinas. Oleos
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voldteis, ricos em mono e sesquiterpenos, e algumas vezes compostos
derivados do chiquimato s@o outra caracteristica do género.*
Apesar do grande niimero de substancias jd isoladas e das ativi-
dades bioldgicas investigadas, ainda € muito pequeno o nimero de
espécies de Croton estudadas, quer seja do ponto de vista quimico ou
farmacoldgico. Desta forma, a prospec¢do quimica aliada a farma-
coldgica envolvendo plantas deste género € de extrema importancia
para um melhor conhecimento do potencial dessas plantas. Neste
trabalho apresenta-se o resultado obtido com o estudo quimico de
Croton pedicellatus, o qual estd sendo relatado pela primeira vez.

PARTE EXPERIMENTAL
Procedimentos experimentais gerais

Os espectros no infravermelho foram registrados em espectrome-
tro da Perkin-Elmer, Spectrum 100 FTIR equipado com assessorio
UATR. Os espectros de ressonincia magnética nuclear (1D e 2D)
foram obtidos em espectrometro, modelo Avance DRX-500 (Bruker)
equipado com sonda de 5 mm, operando nas frequéncias de 500 e 125
MHz para nuclideos hidrogénio-1 e carbono-13, respectivamente. Os
espectros de massa de alta resolugéo foram obtidos em espectrometro
LCMS-IT-TOF (Shimadzu), equipado com fonte de ionizagdo por
eletrospray. As amostras foram analisadas por injecdo direta (5 uL)
utilizando como fase mével a mistura MeOH:H,O 9:1. A separagdo
dos compostos foi realizada em cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia
da Shimadzu-UFLC com detector UV-Vis com arranjo de diodos mo-
delo FTD-M20A empregando coluna semipreparativa Phenomenex
(C-18, 250 x 10 mm), com particulas de 5 um. Nas cromatografias
de adsor¢do em coluna (CC) utilizou-se gel de silica 60 da Vetec
(70-230 mesh) e Merck (40-63mesh), enquanto as cromatografias
em camada delgada (CCD) foram realizadas em cromatofolha de
aluminio (Merck) com indicador de fluorescéncia (F,s,) e reveladas
por aspersao de solucdo de vanilina/dcido perclérico/EtOH, seguida
de aquecimento em estufa (= 100 °C).

Material vegetal

As folhas de C. pedicellatus foram coletadas no municipio de
Natal — Rio Grande do Norte, em agosto de 2008 (06°05719,7" S
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e 35°07733,0”” W). A autenticagdo do material vegetal foi realizada
pelo Prof. E. de P. Nunes (Departamento de Biologia — UFC). Uma
exsicata representando a coleta da planta encontra-se depositada no
Herbadrio Prisco Bezerra (EAC) da Universidade Federal do Ceard,
sob o nimero 44459.

Extracao e isolamento

As folhas (1 kg), apds secas em estufa com ventilag@o e trituradas,
foram submetidas a extragdo com 10 L de etanol (3 x), gerando 80 g
de extrato bruto apés destilacdo do solvente em evaporador rotativo
sob pressdo reduzida a 40 °C. Uma aliquota de 6 g do extrato foi
fracionada sobre 56,5 g de gel de silica 60 (63-200 pm) utilizando
como fase movel os eluentes hexano, CH,Cl,, AcOEt e MeOH,
puros ou em misturas bindrias na proporcdo de 1:1, seguindo ordem
crescente de polaridade. A fracdo obtida com AcOEt apresentou um
precipitado amarelo que, depois de separado por filtragao (410 mg),
foi submetido a cromatografia flash (40-63 pm), empregando como
eluente AcCOEt/MeOH (97:3), resultando no isolamento de um sélido
amarelo caracterizado como canferol (1, 8,6 mg).” Uma outra aliquota
do extrato bruto (40 g) foi dissolvida em 200 mL da mistura metanol/
agua (1:1) e submetida a parti¢do liquido-liquido (4 x 50 mL) com
hexano, CH,Cl,, AcOEt e n-BuOH (2 x 30 mL), resultando nas
fracoes CPFE-H, CPFE-D, CPFE-Ac e CPFE-Bu, respectivamente.
A fragdo CPFE-D (6,52 g) foi submetida a CC sobre gel de silica 60
(63-200 pum) resultando em 7 novas fragdes (CPFE-D 1 a 7). CPFE-D
2 (476 mg) foi submetida a cromatografia flash (43-60 um) utilizando
como fase mével (hexano/AcOEt 7:3) dando origem a 70 fragdes que,
apos analisadas por CCD, foram reunidas em 6 fra¢des (F1-F6). F2
(26,8 mg) foi ressubmetida a cromatografia flash utilizando hexano/
AcOEt (8,5:1,5), gerando cristais aciculares, e foi identificada como
alpinumisoflavona (2, 15,8 mg).!° A fracdo CPFE-Ac (6,8 g) foi subme-
tida a CC sobre gel de silica desativada (silica imersa em EtOH por 3 h,
seguida por filtragdo a vicuo e lavagem com AcOEt) e como eluentes
foram utilizados hexano e AcOEt puros ou em mistura bindria seguindo
ordem crescente de polaridade, seguido de MeOH, gerando 8 fragoes
(CPFE-Ac 1 a 8), ap6s monitoramento em CCD. A fragdo CPFE-Ac3
(60 mg) foi submetida a CLAE (fase mével MeOH/H,0 5,5:4,5;
fluxo 4,72 mL/8 min) resultando no isolamento de dois compostos
s6lidos, um incolor e outro amarelo, caracterizados como blumenol A
(3, T 6,2 min, 6,1 mg)' e dcido 4-hidroxi-3,5-dimetoxibenzoico (4,
Ty 4,6 min, 12,1 mg)," respectivamente. Uma aliquota de CPFE-Ac
4 (400 mg) também foi fracionada por CLAE (fase mével H,O/ACN
7,3:2,7; fluxo 4,72 mL/20 min) resultando no isolamento dos com-
postos: 6””-0-p-cumaroil-B-galactopiranosilcanferol (5, T, 14,9 min;
7,6 mg);"? 6”°-0-p-cumaroil-B-glicopiranosilcanferol (tilirosideo)
(6, T 15,6 min; pf 218,1-219,4 °C, 102,3 mg)"* e 6”-O-p-cumaroil-
B-glicopiranosil-3’-metoxicanferol (7, T, 17,8 min; 15,8 mg)."* A
fragdo CPFE-Ac 5 (1,2 g) apds ser submetida a CC sobre gel de silica
desativada e eluida com hexano, AcOEt e MeOH, gerou 8 subfracdes
denominadas de CPFE-Ac 5 (1-8). 60 mg de CPFE-Ac5 (1) foi fra-
cionada por CLAE (fase mével H,O/ACN 9,3:2,7; 4,72 mL/10 min)
resultando no isolamento de 3-glicopiranosilquercetina (8, T, 4,6 min;
5,8 mg)."” De forma semelhante, 120 mg de CPFE-Ac5 (5) também fo-
ram aplicadas a CLAE (fase mével H,O/ACN 8,5:1,5;4,72 mL/10 min)
fornecendo o composto roseosideo (9, Ty 7,5 min; 14,8 mg).'¢

RESULTADOS E DISCUSSAO

A prospeccdo quimica do extrato EtOH das folhas de C. pedi-
cellatus resultou no isolamento de 9 metabdlitos secunddrios, cujas
estruturas foram determinadas utilizando dados de RMN 'H e "3C,
incluindo experimentos bidimensionais como COSY, HSQC e HMBC
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e NOESY, além de IV e EMAR. As estruturas dos metabodlitos can-
ferol (1), alpinumisoflavona (2) e 3-glicopiranosilquercetina (8) e do
dcido 4-hidroxi-3,5-dimetoxibenzoico (4) (Figura 1) foram facilmente
determinadas, entretanto, as estruturas dos demais flavonoides, em
virtude da semelhanca estrutural, assim como dos dois sesquiterpenos
exigiram maior aten¢ao quanto a interpretagdo dos dados espectrais.
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Figura 1. Estruturas das substdncias isoladas de C. pedicellatus

O composto 3, um s6lido branco com faixa de fusdo de
110-112 °C, apresentou a férmula molecular C,,H,,0,, a qual foi de-
duzida por espectrometria de massa de alta resolucdo (m/z 223,1339,
[M-H]). No espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCL,) foram observa-
dos trés sinais de hidrogénios olefinicos em 6 5,90 (s, H-2), 5,78 (d,
J=15,5Hz, H-7) e 5,84 (dd, J = 15,5 ¢ 5,5 Hz, H-8), quatro grupos
metilicos em 8 1,28 (d, J = 6,5 Hz, Me-10), 1,89 (s, Me-11), 1,07 (s,
Me-13) e 1,01 (s, Me-12), dois prétons metilénicos em & 2,44 (H-6a)
e2,23 (H-6b) (d, J=17,4 Hz) e um hidrogénio ligado a carbono oxi-
genado em & 4,40 (g, J = 6,5 Hz, H-9). O espectro de RMN 3C (125
MHz, CDCl,) exibiu 13 linhas espectrais, corroborando os dados de
hidrogénio e destacando, entre outros, a presenga de uma carbonila
de cetona conjugada (8 198,4, C-1) e dos carbonos oxigenados com
deslocamento quimico em & 79,2 (C-4) e 68,2 (C-9) (Tabela 1). A
combinagdo da férmula molecular com os dados de RMN sugere a
estrutura de um bis-nor-sesquiterpeno. Uma andlise detalhada dos
dados de RMN e comparacdo com informacdes da literatura levaram
a conclusdo de que o composto se tratava do sesquiterpeno blumenol
A, previamente isolado de Croton tiglium."

O composto 5, sélido amorfo amarelo, pf 208,6-209,4 °C, teve
sua férmula molecular C,H,,O,, determinada através do espectro
de massa de alta resolucdo obtido com ionizacdo por eletrospray
(m/z 617,1243, [M+Na]*). O espectro de absor¢@o na regido do
infravermelho apresentou bandas caracteristicas de deformagao
axial de grupos hidroxila (3400 cm™) e carbonila (1690 cm™), além
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Tabela 1. Dados de RMN 'H (500 MHz) e "*C (125 MHz) de 3 (CDCl,) e
9 (MeOD)*

35, 33, 95, 93,

1 19845 - 201,35 -

2 127,03 5,90 (1) 127.33 5,87 (m)

3 16336 - 167,39 -

4 7924 - 80,15 -

5 4138 - 42,57 -

6 4990 2,44 (d, 174) 50,85 2,52 (d, 16,9)
2.23(d, 17,4) 2,15 (d, 16,9)

712923 578 (d, 15.5) 131,69 5,86 (m)

8 13594  584(dd, 15.5:5.5) 13543 5,86 (m)

9 6822 4,40 (g, 6.5) 77,43 4,42 (quint, 5.4)

10 2392 1,28 (d, 6.5) 21,33 1,29 (d, 6,3)

11 19,14 1,89 (s) 19,70 1,92 (s)

12 2423 1,01 (s) 24,83 1,03 (s)

13 2311 1,07 (5) 23,57 1,04 (s)

R 102,89 434 (d,7.8)

X 75,39 3,17 (t,7.8)

3 78,25 3,25 (m)

g 71,80 3,24 (m)

5 78,17 3,34 (m)

6 62,98  3.85(dd, 11,7 ¢ 1,4)

3,63 (dd, 11,7¢e5,2)

*Constantes de acoplamento (/) em Hz e deslocamentos quimicos (8) em ppm.

de bandas esqueletais (1610 e 1540 cm™). O espectro de RMN 'H
(500 MHz, CDCl,) apresentou sinais em 0 8,48 (2H, d, J = 8,6 Hz,
H-2’/6’) e 7,19 (2H, d, J = 8,6 Hz, H-3’/5") para hidrogénios em
posicdo orfo em um sistema aromdtico p-substituido e sinais em &
6,73 (1H, d, J = 1,9 Hz, H-8) ¢ 6,71 (1H, d, J = 1,9 Hz, H-6) para
hidrogénios meta posicionados, conforme valores das constantes de
acoplamentos. Estes dados foram compativeis com uma estrutura
flavonoidica substituida nas posi¢des 5, 7 € 4°.'°Os sinais em & 7,84
(1H,d,J = 15,8 Hz, H-7"") e 6,48 (1H, d, J = 15,8 Hz, H-8"”") reve-
laram uma dupla ligaciio com configuragao trans, que em conjunto
com os sinais em 6 7,52 (1H, d, J = 8,9 Hz, H-2""/6"") e 7,16 (1H,
d,J = 8,9 Hz, H-3"’/5""), indicaram uma unidade p-cumaroil.'" Os
sinais em 8 6,12 (1H, d, J = 7,7 Hz, H-1"), 4,94 (1H, dd, J = 11,0
e 7,6 Hz, H-6"a), 4,80 (1H, ¢, J = 9,2 Hz, H-2”), 4,82 (1H, dd, J =
11,0 e 4,5 Hz, H-6"b), 4,43 (1H, m, H-4”) e 4,32 (2H, m, H-3"/5")
mostraram a presenca de uma unidade de aguicar. A combinagdo dos
espectros de RMN BC-PND e DEPT 135 indicou a presencga de gru-
pos carbonilas, anéis aromadticos e de uma unidade monossacaridica,
corroborando com as informagdes obtidas do espectro de RMN 'H.
Os dados espectrais observados quando comparados aqueles dispo-
niveis na literatura foram compativeis com a galactose. Deste modo,
a estrutura do composto 5 foi identificada como sendo o flavonoide
6”-0-p-cumaroil-B-galactopiranosilcanferol.’

O composto 6, sélido amorfo amarelo, pf 218,1-219,4 °C, tam-
bém teve sua férmula molecular C, H,,O,, determinada através do
espectro de massa de alta resolu¢do (m/z 617,1223, [M+Na]*). O
espectro de absor¢do na regido do infravermelho apresentou bandas
caracteristicas de deformac@o axial de grupos hidroxila (3461 cm™),
carbonila (1710 cm™) e bandas esqueletais (1606 e 1500 cm™). Os
espectros de RMN 'H (500 MHz, MeOD) e '*C (125 MHz) revelaram
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uma estreita semelhanca com aqueles do composto 6. As principais
diferengas foram quanto aos dados referentes a unidade de agucar
que, ap6s andlise meticulosa e comparac¢do com dados da literatura,
foram compativeis com uma unidade de glicose, cuja tinica diferenga
da galactose € quanto a posi¢ao da hidroxila em C-4”. Estes dados
permitiram determinar a estrutura do composto 6 como 6”-O-p-
cumaroil-B-glicopiranosilcanferol, conhecido como tilirosideo’ e
frequente no género Croton.'®

O composto 7, obtido como um sélido amarelo, pf 203,2-204,7 °C
e féormula molecular C;;H,,0,, (m/z 647,1330, [M+Na]*) também
mostrou, através de seus dados espectrais, ter uma estrutura semelhan-
te a 5. Os espectros de RMN 'H e *C evidenciaram a presenga de um
grupo metoxila, em & 3,90 e 56,8, respectivamente, cuja posi¢do foi
definida através do espectro HMBC, bem como diferenca no padrio
de substitui¢do do anel B quando comparado ao de 5. Para este anel
foram observados sinais em 6 7,85 (d, J = 1,9 Hz, H-2"), 7,54 (dd,
J=19¢e¢8,4Hz H-6")e 6,82 (d, J = 8,4 Hz, H-5), indicando um
sistema de spins do tipo AMX. Com isto, a estrutura de 7 foi deter-
minada como 6”-0-p-cumaroil-B-glicopiranosil-3’-metoxicanferol.'

O composto 9, obtido como um sdélido resinoso amarelo, apre-
sentou a férmula molecular C (H, O, deduzida através da combi-
nacdo dos dados de RMN 'H e BC (Tabela 1) e espectrometria de
massa de alta resolugado (m/z 385,1868, [M-H]"). Exceto pelos sinais
adicionais em §. 102,8-62,9/8,, 4,34-3,63 correspondentes a uma
unidade de glicose, todos os demais deslocamentos quimicos para 9
mostraram-se semelhantes ao do composto 3 (Tabela 1). Através da
correlagdo a longa distancia entre o sinal em 3 4.34 (d, J = 7,8 Hz,
H-17) com o carbono em & 77.4 (C-9) no espectro HMBC, foi pos-
sivel determinar com seguranca a localizag@o da unidade de glicose.
Estes dados conduziram a estrutura de um derivado glicosilado do
blumenol A, conhecido como roseosideo, o qual foi previamente
isolado de Tapirira guianensis (Anacardiaceae)'' e Macaranga
tanarius (Euphorbiaceae)."

CONCLUSAO

O estudo fitoquimico de C. pedicellatus culminou no isolamento
de metabdlitos secunddrios de natureza terpénica e fendlica, comuns
em espécies de Croton. No entanto, sdo relatados pela primeira vez na
familia Euphorbiaceae dois andlogos do tilirosideo, 6”-O-p-cumaroil-
B-galactopiranosilcanferol e 6”-0-p-cumaroil-B-glicopiranosil-3’-
metoxicanferol, além da alpinumisoflavona, 3-glicopiranosilquer-
cetina e do acido 4-hidroxi-3,5-dimetoxibenzoico.

MATERIAL SUPLEMENTAR

Esta disponivel em http://quimicanova.sbq.org.br, em arquivo
pdf, com acesso livre.
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