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RESUMO: Do extrato butanélico de Croton campestris St. Hill. (Euphorbiaceae) foram isolados
quatro flavondides, todos O-glicosideos da quercetina. Estas substincias foram identificadas como
3-0-B-D-apiofuranosil-(1—2)-galactopiranosil quercetina (1), 3-O-f-D-galactopiranosil quercetina
(hiperina) (2), 3-O-a-L-arabinopiranosil quercetina (guaijaverina) (3) e 3-O-o-L-ramnopiranosil
quercetina (quercitrina) (4).0 presente trabalho relata a presenca destas substincias pela primeira
vez para esta espécie de Croton, cuja elucidagdo estrutural deu-se por espectroscopia em UV, EM e
RMN, incluindo as técnicas bidimensionais: 'H-'H (2D NOESY, 2D COSY), 'H-3C (2D HETCOR)
e 3C (APT), além de comparagdes com os dados da literatura.

Unitermos: Croton campestris, Euphorbiaceae, flavonéides O-glicosilados, quercetina.

ABSTRACT: “Glycosyl flavonoids from Croton campestris St. Hill. (Euphorbiaceae)”. Four
flavonoids were isolated from the butanolic extract of the aerial parts of Crofon campestris St.
Hill. (Euphorbiaceae). These compounds were identified as 3-O-B-D-apiofuranosyl-(1—2)-
galactopyranoside quercetin (1), 3-O-B-D-galactopyranoside quercetin (hyperin) (2), 3-O-a-L-
arabinopyranoside quercetin (guaijaverin) (3) and 3-O-a-L-ramnopyranoside quercetin (quercitrin)
(4). They have been isolated for the first time from Crofon campestris. Their structures were
elucidated by UV, MS and NMR experiments including 'H-'H (2D NOESY, 2D COSY), 'H-'*C (2D
HETCOR), '*C (APT) and by comparison of the spectral data with those reported in the literature.
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INTRODUCAO

A familia Euforbidcea possui cerca de 317
géneros e 7500 espécies. O género Crofon, que possui
700 espécies, ¢ largamente distribuido em regides quentes
da Terra, menos freqiientemente em regides temperadas
e raramente em regides frias (Heluani et al., 2000). A
espécie Croton campestris, popularmente conhecida
como velame-do-campo, ¢ um arbusto de 1-2 metros
de altura originario do Brasil, ocorrendo principalmente
nas regides sudeste ¢ nordeste (Corréa, 1975), possuindo
largo emprego popular como poderoso depurativo, usado
no combate a escrofulose, doengas venéreas, impingens,
tumores, moléstias de pele, reumatismo, ulcera do ttero,
diarréia e artritismo (Cruz, 1982).

O género Croton ¢ uma fonte rica em diterpenos,
principalmente os do tipo clerodano (Puebla et al., 2002).
Das raizes desta espécie foram isolados anteriormente
trés diterpenos: velamolona, velamona e acetato de
velamolona (Babili et al., 1998). Entretanto, alguns
trabalhos relatam a presen¢a de flavonodides em algumas
espécies do género como em Crofon zambezicus onde
cinco flavonoides C-glicosilados foram isolados (Wagner
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et al., 1970), dois derivados de quercetina eterificados
isolados de Croton schiedeanus (Guerrero et al., 2002) e
tilirosideo de Croton gnaphalii (Lencina et al., 2001).

Este artigo descreve a identificagdo de quatro
flavondides O-glicosilados encontrados em Crofon
campestris, todos descritos pele primeira vez para esta
espécie vegetal.

MATERIAL E METODOS
Procedimentos experimentais gerais

Os espectros de RMN foram obtidos em
espectrometro JEOL Eclipse a 400 MHz ('H) e 100 MHz
(PC), sendo as amostras solubilizadas em DMSO-d,. Os
espectros de massas foram obtidos por insercdo direta
em aparclho CLAE/EM Micromass ZMD pela técnica
electrospray ionization-ESI. As cromatografias em
camada delgada (CCD) foram feitas em cromatofolhas de
gel de silica 60F ,,, (Merck), utilizando-se como reagentes
cromogénicos o NP (diphenylboric acid 2-aminoethyl
ester) da Spectrum e PEG (poliethylenoglycol) da Vetec.
A cromatografia em coluna de média pressdo (CLMP)
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Figural.Flavonoides O-glicosilados de Croton campestris.: 3-O-B-D-apiofuranosil-(1—2)-galactopiranosil quercetina
(1), 3-O-B-D-galactopiranosil quecetina (hyperina) (2), 3-O-a-L-arabinopiranosil quercetina (guaijaverina) (3) e 3-O-

a-L-ramnopiranosil quercetina (quercitrina) (4).

foi feita em coluna SR 10/50 utilizando-se como fase
estacionaria a resina Toyopearl HW-40C. A cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CALAE) foi feita em aparelho
Shimadzu CBN 10 A com bomba LC-10 e detector
Diodearray SPD-M10A, coluna Lichrospher 100 RP-18
(5pm) — Merck.

Material vegetal

As partes aéreas de Croton campestris (1 Kg)
foram fornecidas pelaempresa FloraMedicinal J. Monteiro
da Silva Ltda, cuja identificagdo foi realizada pelo Dr.
Ricardo Lainetti do Laboratorio de Farmacobotanica,
Faculdade de Farmacia, UFRJ, RJ. O referencial da
espécie encontra-se depositado no Herbario do Jardim
Botanico do Rio de Janeiro (n° 208978).
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Extracao, purificacéo e identificacdo das substéncias

O material ja seco e moido (1 Kg), foi
macerado em metanol por uma semana. O filtrado foi
concentrado a pressdo reduzida obtendo-se 22,7 g do
extrato bruto (EB). O EB foi submetido & particio em
hexano, diclorometano, acetato de etila e 4gua em funil
de separagdo. O fracionamento foi direcionado para
o isolamento de flavonoides glicosilados, portanto, as
fragdes em acetato de etila e em agua foram submetidas
a CCD analitica em gel de silica e reveladas com uma
solu¢do de aminoetilfenilborato a 1% em etanol (NP) e
polietilenoglicol a 5% em etanol (PEG) para a deteccéo
de flavonoides. A fragdo aquosa apresentou grande
concentragdo de flavondides e foi novamente particionada
em butanol. A fragdo butandlica foi analisada por CCD de
gel de silica onde foi detectada a presencga de flavondides.
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Figura 2. Correlagdes H-H pela técnica NOESY para a
substancia 1.

O solvente foi evaporado a pressdo reduzida, obtendo-
se 4,12 g de extrato. O concentrado foi dissolvido em
metanol:agua (3:7) e filtrado. O filtrado foi concentrado a
pressdo reduzida, resultando em 3,15 g de extrato que foi
aplicado em coluna de média pressdo (CLMP), utilizando-
se como fase mével MeOH:H,O (3:7), MeOH:H,O (1:1),
MeOH:H,O (7:3) e MeOH puro. As 87 fragdes recolhidas
da coluna foram cromatografadas em CCD de gel de
silica para serem reunidas por semelhanca, utilizando-
se como eluente o sistema AcOEt: AcOH:HCOOH:H,O
(100:11:11:27) para a eluicdo de 1-25 e AcOEt:MeOH:
H,0 (8:1,5:0,5) de 26 em diante. Das fragdes 30-31
isolou-se a substancia 1 (33,4 mg), de 44-48 a substancia
2 (87,7 mg) e de 54-55 a mistura de 3 e 4 (25 mg). As
substancias isoladas assim como as fragdes acetato de
etila e butandlica, foram analisadas por CLAE acoplada
a detector de UV em solucdes de 1 mg/mL preparadas
antes da analise. Os dados cromatograficos foram obtidos
em aparelho Shimadzu CBN 10 A com bomba LC-10
AD a um fluxo de 1 mL/min em coluna Lichrosper 100
RP-18 (5um) Merck. A andlise cromatografica deu-
se em gradiente decrescente de polaridade na seguinte
programagdo: acido trifluoroacético 0,05% em 4agua
(solvente A) e acetonitrila (solvente B): 1-10 min, 10%
B linear; 10-40 min 70% B linear. Os dados de UV foram
obtidos pelo detector Diodearray SPD-M10A. Para a
determinagdo do peso molecular das substancias utilizou-
se a técnica electrospray ionization (EM-ESI), adequada
para substancias ndo-volateis (Crews et al., 1988). Por
tratar-se de polifendis, a obtencdo do ion molecular deu-
se sob condi¢des de ion negativo (M-H).

Dados espectroscopicos das substancias

3-O-p-D-Apiofuranosil-(1—2)-galactopiranosil
quercetina (1). P6 amarelo. UV & 354, 259. RMN'H
(400 MHz, DMSO-d,) 3 (ppm) (ver Tabela 2). RMN"C
(100 MHz, DMSO-d,) 8 (ppm) (ver Tabela 1). EM m/z

(%): [M-H] 595 (100).

3-0-p-D-Galactopiranosil quercetina (hiperina)
(2). P6 amarelo. UV A__/nm 354, 259. RMN'H (400
MHz, DMSO-d,) § (ppm) (ver Tabela 2). RMN"C (100
MHz, DMSO-d,) 8 (ppm) (ver Tabela 1). EM m/z (%):
[M-H] 463 (100).

3-0-a-L-Arabinopiranosil quercetina
(guaijaverina) (3). P6 amarelo. UV A /nm 354, 256.
RMN'H (400 MHz, DMSO-D6) 6 (ppm) (ver Tabela 2).
RMN"C (100 MHz, DMSO-d,) 6 (ppm) (ver Tabela 1).
EM m/z (%): 300 (96), 301 (92), [M-H] 433 (29).

3-0-a-L-Ramnopiranosil quercetina
(quercitrina) (4). P6 amarelo. UV A /nm 348, 259.
RMN'H (400 MHz, DMSO-d,) & (ppm) (ver Tabela 2).
RMN"C (100 MHz, DMSO-d,) 6 (ppm) (ver Tabela 1).
EM m/z (%): 300 (96), 301 (92), [M-H] 447 (100).

RESULTADOS

As substancias 1-4 (Figura 1) foram identificadas
pela analise dos espectros de UV, EM e RMN (incluindo
as técnicas APT, COSY, HETCOR e NOESY) ¢ em
comparagdo com os dados da literatura como 3-O-f-
D-apiofuranosil-(1—2)-galactopiranosil quercetina
(1) (Hamburger e Hostettmann, 1985; Takahashi et al.,
2001), 3-O-B-D-galactopiranosil quecetina (hyperina) (2)
(Yasukawa e Takido, 1987), 3-O-a-L-arabinopiranosil
quercetina (guaijaverina) (3) (Webby e Markhan, 1994;
Fraisse et al., 2000) e 3-O-a-L-ramnopiranosil quercetina
(quercitrina) (4) (Markhan et al., 1978; Mendez et al.,
1995).

DISCUSSAO

O espectro de UV de cada uma das substancias
mostrou-se caracteristico para flavondis, apresentando
dois maximos de absor¢do, um entre 256-259 nm relativo
ao anel A e outro entre 348-354 nm relativo ao anel B,
onde este ultimo, pela substituicdo em C-3 (na quercetina
a absor¢do ¢ de 370 nm), sofre efeito hipsocrdmco
(Zuanazzi, 2000).

Dos espectros de massas de 1 e 2 obteve-se os
ions a m/z 595 (100%) e m/z 463 (100%) respectivamente,
fornecendo um peso molecular de 596 u para a substancia
1 e 464 u para a substancia 2. Do espectro de massas da
mistura 3 ¢ 4 obteve-se os ions a m/z 433 (29%) e 447
(100%) respectivamente, fornecendo um peso molecular
de 434 u para a substancia 3 ¢ 478 u para a substancia 4.
O espectro de 3 e 4 apresentou duas fragmentagdes, m/z
300 (96%) e m/z 301 (92%), que podem ser atribuidas a
fragmentagdes da ligacdo acetal entre a quercetina (m/z
301) e o agucar.

Através dos dados de RMN foi possivel definir a
configuragdo dos H anoméricos, onde, para a substancia
1, H-H vicinal J,. . = 7,6 Hz, indicou a configuragdo f
para o carbono anomérico C-1" (Wald et al., 1986), como
¢ comum aos flavonodides ligados a glicose e galactose
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Tabela 1. Dados de RMN "“C (DMSO-d; 100 MHz) das substancias 1, 2,3 ¢ 4

C 1 3 4
2 156,73 156,36 156,78 156,84
3 133,69 134,01 134,29 134,72
4 177,86 178,00 178,01 178,24
5 161,80 161,74 161,72 161,81
6 99,20 99,28 99,30 99,30
7 164,84 164,88 164,94 164,94
8 93,96 94,09 94,11 94,23
9 156,08 156,75 157,82 157,01
10 104,34 104,34 104,37 104,54
I’ 121,68 121,61 121,41 121,25
2’ 116,05 116,50 116,20 116,16
3’ 145,48 145,38 145,52 145,74
4 149,03 149,03 149,16 149,00
5 115,73 115,63 115,91 116,00
6 122,91 122,50 122,56 121,66
1 99,48 102,37 101,96 102,35
27 75,34 71,75 72,20 70,59
3 74,33 73,73 71,27 71,71
4 68,85 68,46 66,65 71,12
5 76,21 76,27 64,88 70,88
6 60,59 60,46 18,02
1°” 109,29
2 76,69
3 79,78
4 74,46
5 64,91

(Markhan et al., 1978). Através da técnica NOESY foi
possivel correlacionar as interagdes entre os hidrogénios
espacialmente proximos (Figura 2), definindo a seqiiéncia
da ligag@o entre os aglicares ¢ a aglicona. A ligagdo entre
a quercetina ¢ a galactose foi observada pela interacdo
de H-6’ da aglicona com os hidrogénios H-1” e H-2” da
galactose, além da interagdo de H-2’ com H-2"". A ligacao
da galactose na posigdo 2 com a apiose na posi¢ao 1’7,
foi evidenciada pela interag@o entre H-1"", H-2” e H-1"".
As correlagdes C-H foram obtidas pela técnica HETCOR
onde foi possivel confirmar a regido dos hidrogénios dos
aglcares entre 6 5,6 ¢ & 3,3. Para a substancia 2, J = 7,5
Hz indicou a configuragdo 3 para o carbono anomérico
C-1” (Yasukawa e Takido, 1987), para a ligagdo o seria
em torno de 3 Hz (Rocha, 1995). O espectro de HETCOR
mostrou a regido dos hidrogénios dos agticares entre o 5,4
e 6 3,2 através da correlagdo com os respectivos carbonos.
A andlise do espectro da mistura de 3 e 4 foi possivel
com o uso da técnica NOESY onde diferenciou-se o H-
5’ da arabinose em 3 do H-5" da ramnose em 4. Para a
substancia 3, a constante de acoplamento J = 5,1 Hz e §
5,26 para H-1”, indicou a configuragdo a para o carbono
anomérico C-1”” (Mendez et al., Rocha, 1995; Fraisse et
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al., 2000), para a ligagdo f teria J = 3,4 Hz e § em torno
de 3,98 (Bergeron et al., 1998). O espectro de HETCOR
mostrou a regido dos hidrogénios dos aglcares entre
3 5,3 e 6 3,2 através da correlagdo com os respectivos
carbonos. Os dados da literatura para C-3” (6 70,8) e C-
57 (8 64) (Markhan et al., 1978; Rocha, 1995), indicam
a forma piranosidica para a arabinose. Por tltimo, a
substéncia 4, apresentou J = 1,4 Hz para H-1 ¢ 8 5,28
em DMSO-d,, que também foi obtida em metanol-d, &
5,37, correspondendo a configuragdo a para o carbono
anomérico (Azen ¢ Horowitz, 1977; Mendez et al., 1995;
Rocha, 1995). O espectro de NOESY contribuiu para
estabelecer a correlagdo entre os hidrogénios aromaticos
H-6’ ¢ H-5’ da aglicona e entre os hidrogénios H-6" ¢ H-
4> da ramnose.
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Tabela 2. Dados de 'H (DMSO-d,, 400 MHz) das substancias 1, 2, 3 ¢ 4

H 1 2 3 4

6 6,17d (1,8) 6,20d (1,8) 6,20d (1,8) 6,20d (2,2)

8 6,38 d (1,8) 6,41d(1,8) 6,40d (1,8) 6,38 d (2,2)
2’ 7,49d (2,2) 7,54 d (2,2) 7,52d(2,2) 7,29d(2,2)
5’ 6,79 d (8,4) 6,82 d (8,4) 6,89 d (8,4) 6,88 d (8,0)
6’ 7,78 dd (2,2;8,4) 7,66 dd (2,2;8,8) 7,60 dd (2,2;8,4) 7,25 dd (2,2;8,0)
1 5,58 d (7,6) 5,37d(7,5) 5,26 d(5,1) 5,28d (1,4)
2” 3,83 m 3,57 m 3,52m 3,98 m
37 3,53 m 3,38 m 3,77 m 3,75 m
4 3,65m 3,66 m 3,67 m 321 m
5” 3,33 m 3,34 m 3,24¢ 3,58 m 3,50 m
6”’ 3,43¢3,47m 3,31e3,46m 0,80s
1 531s
27 3,80 m
4 3,79 m
5 3,37m
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