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RESUMO

ESTUDO DE PROPRIEDADES QUIMICAS, ESTUTURAIS E BIOLOGICAS DA
ESPECIE VEGETAL Croton urucurana

Croton urucurana é uma arvore, pertencente a familia Euphorbiaceae, usada na
medicina popular no tratamento de dor, inflamacéao, infec¢des cutaneas, cicatrizagao
e cancer. Desta planta, utilizam-se preparacdes das cascas, o latex e a goma
liberados pelo ferimento do caule. Estudos farmacoldgicos revelam que a espécie
possui atividades cicatrizantes, antidiarréico, anticancer, antiinflamatério,
antioxidante, antireumatico, antibacteriano e antifingica contra dermatites. Existem
poucas pesquisas sobre a fitoquimica de C. urucurana, sendo que estas relatam o
isolamento de dez compostos, destacando a presenca de trés diterpenos
clerodanos. O presente trabalho objetivou avaliar a composicéo quimica, fracionar e
isolar compostos de C. urucurana, focalizando a busca por novos diterpenos. A partir
das cascas secas e moidas da planta foram preparados trés extratos brutos: extrato
hexanico, extrato acetato de etila e extrato etandlico. Os compostos isolados foram
identificados por técnicas espectroscopicas de infravermelho, ressonancia
magnética nuclear de 'H e 'C uni e bidimensionais e difratometria de raios-X. A
partir do fracionamento dos extratos hexanico e acetato de etila foram isolados uma
mistura de esterdis e dois diterpenos, sendo um deles inédito na literatura. Do
extrato etandlico foram isolados quatro compostos. A partir da reunido de fracdes
ricas em diterpenos isolou-se um outro diterpeno, cuja proposta estrutural também
inexiste na literatura. Os trés extratos foram submetidos a determinacdo de
compostos fendlicos através dos métodos Folin-Ciocalteau, sendo que o extrato
etandlico foi o que apresentou maior concentragdo. Da mesma forma, os trés
extratos tiveram o teor de flavonoides avaliado, pelo método AICI; e via eletroforese
capilar, sendo que o extrato acetato de etila apresentou maior valor. Também foi
avaliado o teor de proantocianidinas totais, pelo método colorimétrico, sendo que os
resultados nao foram relevantes. Com relacdo ao potencial antioxidante, a maior
atividade de sequestro de radical livre DPPH foi apresentada pelo extrato acetato de
etila. Como analise bioldgica, os trés extratos foram submetidos ao estudo de
atividade antibacteriana através da concentracdo inibitéria minima, sendo que o
resultado mais expressivo foi apresentado pelo extrato hexanico sobre a bactéria
Enterococcus faecalis.

Palavras-chave: Croton urucurana, Diterpenos, Atividade antioxidante
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ABSTRACT

Croton urucurana is a tree belonging to the Euphorbiaceae’s family used as a
popular medicine to treat pain, inflammation, skin infections, wounds healing and
cancer. From this plant we can make use of the bark preparations, red sap and the
gum released by the tree trunk harming. Pharmacological studies have shown that
this species keeps healing activities, antidiarrhoea, anticancer, anti-inflammatory,
antioxidant, antirheumatic, antibacterial and antifungal against dermatophites.
However there are a few phytochemistry studies from croton urucurana reporting the
isolation of ten compounds, highlighting the presence of three clerodane
diterpenoids. The following dissertation aim to evaluate the chemical composition,
fractionate and isolate the Croton Urucurana compounds focusing the search of new
diterpenes. From the crushed and dried barks of the plant, three crude extracts were
prepared: hexane extract, ethyl acetate extract and ethanol extract. The isolated
compounds were identified by spectroscopic techniques of infrared, nuclear magnetic
resonance of 'H and 'C uni and bi-dimensional and X-ray diffraction. From the
fractionation of hexane extract and ethyl acetate were isolated a mixture of sterols
and two diterpenes, one of which unpublished in the literature. From the ethanol
extract, four compounds were isolated. From the richest fractions in diterpenes
another one was isolated whose structural proposal is also unpublished in the
literature. The three extracts were submitted to the determination of phenolic
compounds by the methods by Folin-Ciocalteau, whereas ethanol extract shown the
highest concentration, Similarly, the three extracts had flavonoids contents evaluated
by AICI; method and capillary electrophoresis, and ethyl acetate extract had the
highest value among them. Was also evaluated the content of total
proanthocyanidins, by means of the colorimetric method, however the results were
not relevant. Take into account the antioxidant potential, the greatest activity of
capture of free radical DPPH was presented by the ethyl acetate extract. As
biological analysis, the three extracts were submitted to the antibacterial activity
study by means of the minimum inhibitory concentration, whereas the most
substantial result was presented by hexane extract against the Enterococcus faecalis
bacterium.

Key-words: Croton urucurana, diterpenos, antioxidant potential
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1 INTRODUCAO

1.1 A pesquisa em produtos naturais

A natureza sempre despertou no homem um fascinio encantador, ndo so6 pelos
recursos oferecidos para sua alimentagcdo e manutencdo, mas por ser sua principal
fonte de inspiracdo e aprendizado. A busca incessante pela compreensao das leis
naturais e o desafio de transpor barreiras a sua sobrevivéncia, como o clima e as
doencas, levaram o homem ao atual estagio de desenvolvimento cientifico (VIEGAS
et al., 2006).

Dentro deste contexto de pesquisa em produtos naturais, o Brasil possui
vantagens, tais como a maior biodiversidade de plantas, rica diversidade ética e
cultural, tradicdo de uso das plantas medicinais com conhecimento transmitido
oralmente por geragdes, além de tecnologia para validar cientificamente este
conhecimento (RODRIGUES, 2005).

A evolucao cientifica da quimica dos produtos naturais (QPN) no Brasil teve
seu marco historico na fitoquimica classica (isolamento e determinagéo estrutural),
implantada e estruturada por pesquisadores de exceléncia, como Otto R. Gottlieb,
de onde surgiram grupos consolidados e atuantes na area por todo o pais. A partir
de 1999, além dos estudos classicos, observou-se um aumento significativo de
trabalhos focalizando atividade biolégica, passando de cerca de 16% em 1996 para
26% em 2001 (PINTO et al., 2002).

Pesquisas datadas do ano 2000, estimavam que cerca de 80% dos paises em
desenvolvimento encontravam nas plantas medicinais a primeira opgdo no
tratamento de doencas (SALATINO et al., 2007). Desta forma, é cada vez mais
valido o aprimoramento e a ampliacdo nos estudos quimicos e farmacol6gicos dos

recursos vegetais com conhecidas propriedades terapéuticas.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Consideracoes gerais sobre a familia Euphorbiacea

Euphorbiaceae é uma familia botanica representada por 222 géneros e cerca
de 5.970 espécies, que podem se apresentar como arboéreas, arbustivas,
subarbustos e ervas.

Dentro desta familia as espécies mais conhecidas sao: a seringueira (Hevea
sp.) e a mamona (Ricinus communis). Entre suas carateristicas botanicas principais
tem-se a presencga de substancias latescentes, visiveis quando a planta &€ submetida
as injurias mecéanicas (WATSON, 2008).

2.2 Consideracoes gerais sobre o género Croton

Croton € um género da familia Euphorbiaceae com cerca de 1300 espécies,
amplamente distribuidas em regides tropicais de todo mundo. Varias espécies
desempenham papel importante na terapéutica tradicional com plantas medicinais
na Africa, Asia e América do Sul (SALATINO et al., 2007).Este género compreende
ervas, arbustos e arvores, os quais estao descritos em diversas farmacopéias.

Em geral, preparagdes com as espécies do género Croton sao usados como
estimulante, inseticida, vermifugo, diurético, antisséptico, purgativo, analgésico,
antipirético e cicatrizante. Da mesma forma preparacdes de espécies de Croton sao
aplicadas no tratamento de tumor, céncer, epilepsia, inflamagédo, malaria, diarréia,
tuberculose e em uma série de sintomas gastrointestinais (PALMEIRA, 2006). A
tabela 1 sumariza usos populares e atividade farmacolégicas estudadas das
principais espécies de Croton.

O género Croton possui diversas espécies produtoras de O6leo. Andlises
quimicas dos éleos essenciais de algumas espécies reportam que monoterpendides,
sesquiterpendides e fenilprendides sdo os constituintes majoritarios. Atualmente
inUmeros trabalhos tém sido publicados tratando das propriedades biolégicas dos
6leos. Entre elas destacam-se as atividades gastroprotetiva, miorrelaxante,
antiespasmaddica, antinociceptiva e sobre alteracdes comportamentais.



Tabela 1: Exemplo de espécies de Croton, com suas aplicacdes populares e efeitos farmacolédgicos
(SALATINO, 2007)

Espécie Uso tradicional Atividades comprovadas
Diabetes, controle do colesterol, | Cicatrizagao de Ulceras gastricas, leshimanicida,
C. cajucara disturbios digestivos e efeitos hipoglicémicos e hipolipidémicos,

hepaticos, perda de peso

anticancer, antibacteriano e antifangico.

C. celtidifolius

Inflamacao, leucemia, Ulceras e

reumatismo

Antiinflamatéria, antioxidante, antinociceptiva

C. eleuteria

Bronquite, febre, malaria,
distUrbios digestivos e

hipertenséo

Estimulacédo de secregao gastrica

Hemostatico, cicatrizagéo,

C. lechleri . Antiinflamatéria, antiviral, anti-leucemica,
purgativo
Dor, reumatismo, diabetes,
C. malambo inflamacao, diarréia, Ulceras Antinociceptiva e antiinflamatéria

gastricas

C. zambesicus

Febre, malaria, convulsao,

infeccdo microbiana, disenteria

Citotoxicidade

Levando em conta a grande dimensao do género e a dispersdo dos estudos

sobre as espécies, ndo existem conclusdes definitivas sobre a relagdo quimica entre

as espécies de Croton. Os estudos relatam que a quimica do género Croton é

diversa. Na literatura, estdo descritos o isolamento de alcalbides, flavonoides,

terpendides, lignanas, benzendides, poliprendides, quindides e um grande numero

de diterpendides. Nesta ultima classe se encaixa a maior parte dos compostos

identificados, com relevante destaque aos diterpenos com esqueleto clerodano
(SALATINO et al.,2007) .



2.3 Diterpenos clerodanos do género Croton

Diterpenos sdo, dentro da classe dos terpenos, metabdlitos secundarios
derivados do acido mevalbnico. Possuem grande variedade de estruturas, que
contem 20 atomos de carbono. O interesse no isolamento deste composto estd em
crescimento devido suas atividades bioldgicas, funcao ecoldgica, utilidade como
modelo em sinteses e fung¢des taxondmicas (PALMEIRA et al., 2006).

Desconhece-se a regra fisiolégica dos diterpenos no metabolismo secundario
das plantas das quais eles sdo extraidos, entretanto acredita-se que a habilidade de
sintetizar estes compostos traga beneficios as plantas (GEBBINCK et al.,2002).

Dentro da classe dos diterpenos, existe um grupo chamado de clerodanos, ao
qual pertence a maioria dos diterpenos isolado das espécies de Croton (Tabela 2).

Tabela 2: Diterpenos clerodanos em algumas espécies de Croton (PALMEIRA et al., 2006)

Espécie Diterpenos
trans-crotonino trans-dehidrocrotonino cajucarino A, Be B
C. cajucara _ o _
cajucarinolido sacacarino
) cascalino cascarilona cascarilinos
C. eleuteria o _ _
casacariladiona eleuterinos pseudoeleuterino B
sonderianino 15,16-epoxy-3,13(16)-clerodatrieno-2-ona

C. urucurana . .
12-epi-metilbarsbacoato

) crolequinol acido clorequinico korbeninos
C. lechleri

metil-barsbacoato

crotocorilifurano

C. zambesicus
crotozambefurano

Segundo publicagdo de Palmeira e colaboradores (2006), o género Croton é
bastante rico em diterpenos cledoranos, que podem ser encontrados em distintas
partes das plantas, inclusive nos 6leos essenciais. Para o género Croton, existem
mais de uma centena de distintos diterpenos clerodanos cujas estruturas sao
relatadas na literatura; porém estas seguem apenas quatro tipos de esqueletos
(Figura 1), que se distinguem através dos grupos existentes na cadeia ligada ao C-9.



Figura 1: Modelos de esqueletos estruturais de clerodanos encontrados no género Croton

2.4 Consideracoes gerais sobre a espécie Croton urucurana

Croton urucurana Baill. (Euphorbiaceae) € uma arvore (Figura 2), com 10 a
12m de altura, comumente encontrada na regido de Dourados - Mato Grosso do Sul;
também é encontrada na Bahia, Mato Grosso e Rio Grande do Sul. Ela cresce em
solos arenosos e Umidos, sujeitos a inundacdes em épocas de chuvas, bem como
na beira de rios. Trés diferentes produtos dessa espécie sao utilizados na medicina

popular: o latex, a casca e a goma (MILO et al., 2002).

U 2iRonas

Figura 2: Imagem de Croton urucurana

Segundo Peres e colaboradores (1997), sua casca, quando ferida, libera uma
seiva vermelho-sangue; sendo por esta razao que algumas espécies de Croton sdo

popularmente conhecidas como Sangue de Grado ou Sangra d’agua. Apds a



“sangria” do latex, ocorre o acumulo de uma goma no local do corte (MILO et al.,
2002). Preparacoes de C. urucurana sao usadas popularmente de forma oral ou
topica. No primeiro caso, sdo usadas contra disenteria, no tratamento de cancer,
reumatismos, dor. Topicamente, é usada diretamente sobre feridas, ulceragodes,
dermatites (MILO et al., 2002; RAO et al., 2007).

Milo e colaboradores (2002) relatam a caracterizacdo de um polissacarideo
fuarabinogalactana como principal constituinte da goma. Também descrevem a
presenca da proantocianidina oligomérica SP-303 como principais constituintes do
latex.

Existem trés publicacbes a respeito da quimica das cascas, todas estas
vinculadas ao nosso grupo de pesquisa (PERES et al., 1997; PERES et al., 19983;
PERES et al., 1998b) que descrevem a presenca de acido acetilaleuritélico; dos
flavondides catequina e galocatequina; dos diterpenos clerodanos (Figura 3)
sonderianino, 12-epi-metilbarsbacoato e 15,16-epoxy-3,13(16)-clerodatrieno-2-ona;
e dos esterdis: campesterol, stigmasterol, B-sitosterol e seu glicosideo. A respeito da
composicao do 6leo essencial, Simionatto e colaboradores (2007), relatam que os
principais componentes do 6leo essencial de Croton urucurana foram identificados
como o monoterpeno borneol (14,7%), borneol acetato (5.2%), 1-isopropil-7-metil-4-
metileno-1,3,4,5,6,8-hexahidro-2H-naftalen-4-ol (14.7%), sesquicineol (10.5%) e
epoxido de g-gurjuneno (5.4%).

15,16-epoxi-3,13(16)-clerodatrieno-2-ona 12-epi-metil-barbascoato Sonderianino

Figura 3: Diterpenos isolados em C. urucurana

Estudos farmacol6gicos realizados com Croton urucurana descrevem a
capacidade de cicatrizacdo de feridas e ulceracdes, atividades antidiarréica,
anticancer, antiinflamatoria, antioxidante, antireumatica, antibacteriana e antifungica
contra dermatites (GURGEL et al., 2005; RAO et al., 2007; SIMIONATTO et al.,
2007).



3 OBJETIVOS

3.1 Objetivos gerais

Ampliar o estudo fitoquimico da espécie Croton urucurana, direcionando aos

seus aspectos quimiotaxonémicos, na busca por novos compostos diterpénicos.

3.2 Objetivos especificos

Obter extratos brutos das cascas de Croton urucurana, utilizando solventes de
diferentes polaridades.

o Isolar e caracterizar os metabdlitos secundarios da espécie Croton urucurana
através de técnicas de cromatografia, de recristalizagdo e anadlises

espectroscopicas de IV, RMN de 'H e "*C uni e bidimensionais.

o Avaliar o potencial antioxidante dos extratos brutos, bem como o conteudo de
fendlicos e de flavondides totais.

o Analisar via técnica de eletroforese capilar a existéncia de flavondides nos

extratos brutos.

° Avaliar a atividade citotoxica frente a Artemia salina Leach e atividade

antibacteriana, através da concentragao inibitéria minima.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

O eixo central deste trabalho consistiu na obtencdo dos constituintes
fitoquimicos de Croton urucurana, em especial no isolamento de compostos
diterpénicos. Em paralelo, foi realizado um estudo de algumas propriedades
quimicas e biologicas dos extratos. Desta forma, dividiu-se o trabalho em quatro
frentes: preparacdo dos extratos brutos; caracterizagdo e identificacdo dos
compostos isolados; avaliacdo do potencial antioxidante dos extratos e do teor de
fendlicos, flavondides e proantocianidinas totais; e avaliacdo das atividades

citotéxicas e antibacteriana.

4.1 Preparacao dos extratos brutos

Com a completa evaporacao dos solventes, foi possivel calcular o rendimento
de cada extrato bruto, conforme tabela 3. Estes valores foram obtidos sem
considerar as perdas de material durante 0 manuseio bem como sem levar em conta

a perda de massa devido a extracado anterior.

Tabela 3: Rendimentos de cada extrato bruto

Rendimento (%)
Solvente
12 remessa 22 remessa
n-Hexano 0,56 0,54
Acetato de etila 1,62 1,61
Etanol 1,23 1,24

Analisando os rendimentos de cada extrato bruto, expressos na tabela acima,
observou-se baixo aproveitamento para todas as extracoes. Este resultado pode ser
explicando considerando que o material vegetal utilizado (cascas) & constituido por
tecidos extraordinariamente compactos, debilitando a capacidade de penetracdo do
solvente.

Nao obstante ao paragrafo anterior, € proposto na literatura (REIS et al, 2004)
que espécies vegetais apresentam épocas especificas cuja concentracdo de

principios ativos em seus tecidos é maior e que o periodo de armazenamento pos-



colheita deve ser o menor possivel. Sugere-se que o melhor momento para coleta

das cascas é durante o outono e inicio do inverno; o que nao ocorreu neste trabalho.

4.2 Caracterizacao e identificacao dos compostos

Os compostos isolados e as misturas foram caracterizados e, quando possivel,

identificados através da andlise de suas propriedades fisicas, quimicas e

espectroscopicas.

4.2.1 Identificacao da mistura de campesterol, stigmasterol e B-sitosterol (1)

Stigmasterol

B-sitosterol

1)

Misturas dos esterdis campesterol, stigmasterol e B-sitosterol foram obtidas a
partir de fracées eluidas com solvente 75:25 n-hexano: acetato de etila, nos
fracionamentos cromatogréaficos dos extratos brutos Cr1A, Cr2A e Cr1H. No extrato
Cr2H, esta mistura foi coletada na fracdo eluida com solvente 78:22 n-hexano:
acetato de etila. As fracdes foram solubilizadas em n-hexano e deixadas em repouso
para precipitacao dos esterdis. Apés a remocao do sobrenadante, obteve-se uma
mistura de esterdis na forma de um soélido cristalino. No total foram obtidas 287mg

da mistura.



10

Analisando os espectros de infravermelho (Anexo 8.1), obtidos em pastilha de
KBr, observou-se um perfil de absor¢do caracteristico da familia dos fitoesteréis. Na
regido de v 3427cm™ observou-se a presenca de banda de vibracdo da ligagdo OH.
O espectro também apresentou absorcdo em v 2936cm™ correspondente a
estiramento C-H alifatico.

A confirmacéao da identidade dos esterdis se deu via andlise por cromatografia
gasosa através da co-injecao desta mistura com padroes existentes no laboratério.
O cromatograma da fracdo 13-16 do Cr1A (Anexo 8.2) apresentou trés picos, com
tempos de retengédo de 29,923, 30,650 e 31,952 minutos, que foram coincidentes
com os dos padroes dos esterbis campesterol, stigmasterol e B-sitosterol, nesta
ordem. Para esta mistura, o calculo de proporcoes estabeleceu uma relagdo de
6,668% : 34,360% : 58,971% para os esterdis campesterol, stigmasterol e B-
sitosterol. Através da co-eluigdo de todas as misturas em CCD (Rf= 0,58; n-
Hex:AcOEt 70:30) foi observado o mesmo perfil, caracterizando que todas eram
compostas pelos mesmos esterois.

O ponto de fusdo das quatro amostras de mistura ocorreu numa faixa de
temperatura, que oscilou entre 132 — 138°C (Lit.: Campesterol= 157 — 158°C
(ZHANG et. al., 2006), Stigmasterol= 170 — 172°C (ABOU-DOUH et. al., 2005) e (-
sitosterol= 130 — 135°C (YUN-CHOI et. al., 2003)).

4.2.2 12-epi-metil-barbascoato (2)
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O diterpeno 12-epi-metil-barbascoato foi obtido a partir de fragbes coletadas
dos extratos brutos Cr1A, Cr2A, CriH e Cr2H conforme esquema apresentado no
fluxograma da figura 4.

Crotonurucirana

| | i 1

Cr1A Cr2A CriH Cr2H ‘

I T — —
1 1
Refracionamento Reunido dasfragdes Refracionamento ‘ Fragio11 Reunido dasfracdes

cromatografico 8. 89e10 cromatograficod, 9e 5,6 7ed
17.18.19,20 8 21 (a0mg) 10 (25mg) {1 3mg)

Fragdos ‘ L Fragdo3

{132ma) (50m)

Figura 4 Fragdes fonte do composto (2)

Em todas as fracées o composto foi isolado sob a forma de um 6leo amarelado,
com indice de retencdo em CCD igual a 0,7 (n-hexano:acetato de etila 70:30).

O aspecto oleoso e a presenca de uma mancha no formato de cauda, na placa
cromatografica, eram indicios de que havia contaminacdo nas amostras. Em
concordancia com esta observacdo, dados da literatura (PERES et al., 1998)
relatavam o isolamento deste composto como um sélido, com ponto de fusdo 115 —
117°C. Procedimentos de recristalizacdo com acetona levaram até a obtencdo de
um solido cristalino, com ponto de fusao de 117-120°C.

A andlise do espectro de IV, obtido em pastilha de KBr, do composto purificado
(Anexo 8.3) apresentou uma larga banda de absorgdo em v 1713cm’
correspondendo a deformacdo axial da ligacao C=0. Observaram-se também
bandas médias de absorcdo na regido de v 2951cm’™, referentes a estiramentos C-H
alifaticos. A presenca de bandas de absorcdo em valores préximos a v 1200 -
1300cm™ indicam vibracdes de deformacéo axial de C-O. Estas Gltimas bandas e as

de carbonila propdem a presenca de ésteres na estrutura do composto.
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O espectro de RMN 'H, em CDCl; (Anexo 8.4), apresentou trés sinais de
hidrogénios de um sistema heteroaromatico: um singleto em &y 7,79ppm referente
ao H-16, um singleto em dy 7,76ppm atribuido do H-15 e um tripleto em &4 6,98ppm
relativo ao H-14, todos referentes ao anel furano. Adicionalmente, foi observado um
duplo dupleto em &y 5,87ppm referente a um hidrogénio vizinho ao sistema
aromatico e a um heteroatomo. O espectro também apresentou dois singletos
relativos ao grupo metila em oy 1,45ppm (H-20) e outro em &4 1,6 ppm (H-19), bem
como um singleto de metoxila em &4 4,05 ppm (H-21). Além destes sinais, foi
observada uma série de sinais na regiao de oy 1,00 — 3,00 ppm, relativos a
hidrogénios de grupos CH e CH..

O espectro de RMN de *C (Anexo 8.5) apresentou 20 sinais de carbono, numa
regidao espectral compreendida entre dc 14,78ppm e 172,69ppm. Juntamente com o
DEPT 1352 (Anexo 8.6), observou-se que a estrutura (2) é composta por 4 carbonos
quaternarios, 7 metinicos, 5 metilénicos e 3 carbonos metilicos, estando um destes
localizado na regido espectral de carbono ligado a oxigénio, com absorcdo em ¢
52,74ppm. Os demais carbonos metilicos aparecem na regido espectral de
hidrocarbonetos aciclicos.

Foram observados dois sinais na faixa de absorcdo de derivados de &cido
carboxilico; sendo um sinal com deslocamento quimico a 6c 167,51 ppm referente
ao atomo de carbono quaternario de um éster metilico. O outro sinal, com
deslocamento quimico em d¢c 172,69ppm, corresponde ao carbono quaternario de
um éster ciclico. Este sinal, associado ao sinal em d¢ 72,10ppm, caracterizam um
sistema de d-lactona.

A estrutura (2) foi confirmada através da analise comparativa dos espectros de
RMN 'H e ™C com dados da literatura (PERES et al., 1998), que relatavam o
isolamento deste diterpeno na espécie.

A obtencao de monocristais, através de recristalizacdo em CH.Cl,, permitiu
uma analise cristalografica através de difratometria de raio-X (Figura 14 e Anexo 8.7)
que veio a ratificar a identificacdo do composto (2) como sendo um diterpeno
clerodano, e definiu exatamente as configuracdes relativas de todos os centros
quirais da molécula (C-5, C-8, C-9, C-10 e C-12).
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Tabela 4: Comparacéo entre os deslocamentos quimicos & '*C (ppm) do composto 2 com os valores
da literatura (Peres et al., 1998), em CDCl,.

Posicao 12-epi-metil-barbascoato (2) Literatura
1 17,62 17,4
2 27,02 26,8
3 137,39 137,1
4 141,40 141,2
5 36,97 36,7
6 35,05 34,8
7 18,59 18,3
8 51,49 51,2
9 37,26 37,0
10 51,54 52,5
11 44,26 44,0
12 72,10 71,8
13 126,16 125,9
14 108,74 108,5
15 144,01 143,8
16 139,57 139,3
17 172,69 172,4
18 167,51 167,3
19 21,18 20,9
20 14,78 14,5

OMe 52,74 51,3

Figura 5: Estrutura de raio-X do composto 12-epi-metil-barbascoato (2)
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4.2.3 4-oxo0-12-epi-metil-barbascoato (3)

O composto 4-oxo-12-epi-metil-barbascoato (3) foi obtido a partir de fragdes
coletadas dos extratos brutos Cr1A, Cr2A e Cri1H, de acordo com o fluxograma da
figura 6.

Crototiricurana

—
I 1 1
‘ CriA Cr2A CriH
I—Reuniéu dasfragdes| I—Reuniéu dasfragdes) I—Reuniéu dasfragies|
27828 | 15816 | 13,14815
{100 (22mo) (25m)

Figura 6: Fragdes fonte do composto (3)

Apoés a purificagdo através de recristalizagdo em acetona, foram obtidos 30mg
de um sélido cristalino, de p.f. 156°C e R.f. 0,3 (n-hexano:acetato de etila 70:30). A
analise de cromatografia gasosa (Anexo 8.8) comprovou a pureza do produto
cristalizado, pela observacdo de um unico pico, com tempo de retencédo de 25,112
minutos.

Analisando o resultado da espectroscopia de infravermelho (Anexo 8.9),
realizada em pastilha de KBr, observam-se duas bandas na regido referente aos

estiramentos da ligagdo C-H, sendo que a mais intensa, em v 2952cm™, indica
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ligacdo C-H de sistemas alifaticos e a outra, menos intensa, em v 3151cm™, relativa
ao estiramento C-H de carbonos sp?. Ainda na regido de IV, destacaram-se as
absorgdes para carbonilas de ésteres em v 1736cm™ e de cetona exociclica em,
aproximadamente, v 1700cm™.

No espectro de RMN 'H (Anexo 8.10) observaram-se dois sinais em &y
7,44ppm (H-16) e 7,41ppm (H-15) indicando a presenca de dois atomos de
hidrogénio ligados cada um a um &tomo de carbono sp® de anel aromatico ou
vizinhos a um atomo eletronegativo, como oxigénio, por exemplo. Estes sinais,
juntamente ao sinal em dy 6,41ppm (H-14) e a comparagéo com o espectro de RMN
'H apontam para a presenca de um anel furano (sistema aromatico). No espectro
destacam-se, também, varios outros sinais entre oy 1,0 e 2,0ppm de grupos CH, CH,
e CHs, bem como um duplo dupleto em aproximadamente oy 5,49ppm relativo ao um
hidrogénio de um CH endociclico ligado a oxigénio e vizinho a um CH,. Através da
observacédo da correlagdo entre os sinais de deslocamento quimico de CH em oy
5,49ppm com o sinais dos hidrogénios CH, em oy 2,45ppm e o4 1,75ppm, pelo
espectro COSY (Figura 7), foi possivel confirmar a existéncia do sistema C12-
C11(CH-CHy).

5.5- & o a
5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0
F1 (ppm)
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Figura 7: Expansé&o do espectro de COSY do composto 3

No espectro de RMN '3C (Anexo 8.11) observou-se a presenca de 21 carbonos
numa regido espectral compreendida entre dc 15,102 ppm e 204,268 ppm. O
espectro de RMN '3C confirma a existéncia do anel furano devido a presenca dos
sinais em oc 139,648, 144,145 e 108,650 ppm, além do sinal em oc 125,789 ppm
referente ao sinal de absorgdo de um carbono quaternario.

Além destes sinais, aparecem absorcdes para mais trés carbonos quaternarios,
sendo provavelmente de carboxila de éster em dc 168,264 e 171,867 ppm e
carbonila de cetona em d¢ 204,268 ppm.

Com a ajuda do espectro de RMN '*C DEPT 135°C (Anexo 8.12), foram
contabilizados 3 sinais de CHs, 5 sinais de CH, e 7 sinais de CH, de onde se
deduziu a férmula molecular expandida 3CH35CH,7CH6C60.

Analisando as informacgdes discutidas nos paragrafos anteriores e comparando
os com dados da literatura (PERES et al., 1998), observaram-se congruéncias em
varios sinais de absorgao. Estes dados orientaram para uma estrutura diterpénica do
tipo clerodano, constituido por sistema conhecido como 5-(furil)-d-valerolactona
(PALMEIRA et al., 2006).

Através da analise do espectro bimensional HMQC (Anexo 8.13) tornou-se
possivel fazer a atribuicado de todos os deslocamentos quimicos dos hidrogénios e
dos carbonos, conforme explicitado na tabela 5. Estas informagdes juntamente com
o espectro de RMN 'H permitiram a identificacdo dos hidrogénios e o calculo de
suas constantes de acoplamento (J)

Mesmo considerando as informagdes discutidas acima, ndo foi possivel
concluir com exatidao a estrutura total do composto. Porém, através da difratometria
de raios-X obteve-se a elucidacao estrutural da molécula (Figura 8 e anexo 8.14).
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Tabela 5: Atribuicio dos deslocamentos quimicos de 'H e '*C (ppm) do composto 3, em CDCl.

Posicao Sc OH
1 22,4 2,10 m
2 40,6 2,00 dd (J=2,8 e 14,4)
3 204,7 -
4 69,6 3,22's
5 37,3 1,34 td (J=13,4 € 5,0) € 1,90 m
6 37,7 1,90 m
7 18,4 2,11m
8 51,6 2,23 dd (J= 12,0 € 2,0)
9 37,3 ]
10 54,2 1,60 dd (J= 12,4 ¢ 10,4)
" 44,6 1,75t (J=12,4) 2,36 dd (J= 13,2 € 5,6)
12 71,9 5,49 dd (J= 10,8 € 5,2)
13 1258 -
14 108,6 6,41s
15 1441 7,44 s
16 139,6 441s
17 171,9 -
18 168,3 -
19 15,4 1255
20 15,1 1,11s
OMe 51,9 3,68's

Figura 8: Estrutura de raio-X do composto 3
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Apos 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.

4.2.4 Composto (4)

A partir da primeira fracdo do extrato Cr1E foram isolados 22mg de um soélido
branco, com ponto de fusdo de 68 — 69°C. O espectro de infravermelho (Anexo
8.15), em pastilha de KBr, apresentou dois sinais intensos de absor¢do em v
2918cm™ e v 2850cm™ relativos aos estiramentos de C-H alifaticos indicando a
presenca de uma longa cadeia hidrocarbonada linear . Observou-se também
absorcdo em v 3439cm™ atribuida a vibragdo da ligagdo O-H.

O espectro de RMN 'H (Anexo 8.16), em CDCls, apresentou um sinal intenso
em oy 2,340ppm referente a hidrogénios de CH, vizinhos a uma carbonila. A
presenca de um forte sinal de absorcdo em &y 1,25ppm indica hidrogénios
metilénicos pertencentes a uma cadeia longa e linear. O sinal em dy 0,88ppm se
refere a hidrogénios metilicos terminais. Analisando o espectro de RMN '3C (Anexo
8.17), em CDCls, observa-se uma série de sinais na regiao de dc 29ppm referentes
aos carbonos CH,, confirmando a existéncia uma cadeia longa linear. Em ¢
179ppm observa-se sinal de absorcdo de carbono carbonilico de acido. Em &¢
14,36ppm observa-se um sinal de CHs.

Os resultados acima nos permitem afirmar que o composto em questao se trata

de uma mistura de acidos e ésteres graxos de cadeia linear.
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4.2.5 B-sitosterol glicosilado (5)

26

®)

O composto B-sitosterol glicosilado (5) foi obtido na fracao 19-20, eluida com
um sistema de solvente composto por 90% da mistura n-hexano:acetato de etila 2:8
e 10% de etanol.

Apébs purificacdo, através de recristalizacdo em cloroférmio:metanol 1:1,
deixou-se a fragcdo em repouso para que houvesse a precipitacdo do composto.
Entédo, o sobrenadante foi retirado, obtendo-se 23mg de um soélido branco com ponto
de fusdo acima de 250°C (Lit. 289 -290 °C; QUIN e WANG, 2003).

O espectro na regido do IV (Anexo 8.18), obtido em pastilha de KBr,
apresentou intensa absor¢do em v 3414 cm™, correspondendo ao sinal de absorgdo
referente ao estiramento da ligacao O-H. Observou-se também absorcao na regiao v
2935 cm™' correspondendo a estiramentos C-H alifatico.

No espectro de RMN '*C em DMSO (Anexo 8.19) foi observada presenca da
ligacdo dupla trissubstituida, definida pelos sinais oc 121,9ppm (CH-6) e o¢
141,1ppm (C-5). Além destes, foram observados uma série de sinais caracteristicos
de carbonos carbindélicos de agucares.

Os valores apresentados na tabela 6, que compara os dados de RMN C do
composto 5 com informagdes do B-sitosterol B-D-glicopironosideo (Kadowaki, et al.
2003), indicam que o composto em questdo possui estrutura muito semelhante ao
da literatura. Porém, para que esta conclusao seja comprovada seriam necessarias

analises que caracterizassem a estereoquimica do agucar.



20

Tabela 6: Comparacéo entre os deslocamentos quimicos & 3c (ppm) do composto 5 com os valores

da literatura (Kadowaki et al., 2003).

Posicao Composto (7)* Literatura**
1 37,5 37,5
2 30,0 30,2
3 77,5 78,5
4 39,0 39,3
5 1411 140,9
6 121,9 121,9
7 32,0 32,0
8 32,0 32,2
9 50,3 50,3
10 36,9 36,9
11 21,3 21,3
12 o 39,9
13 42,5 42,5
14 56,9 56,8
15 24,5 24,5
16 28,5 28,5
17 56,1 56,2
18 12,5 12,2
19 19,8 19,4
20 36,2 36,4
21 19,3 19,0
22 34,0 34,2
23 26,0 26,4
24 45,8 46,0
25 29,4 29,4
26 19,6 19,2
27 20,4 20,0
28 23,3 23,4
29 12,4 12,0
1'G 101,5 102,6
2°G 74,1 75,4
3G 77,6 78,6
4G 70,7 71,7
5G 77,4 78,1
6°'G 61,7 62,8

* Resultados obtidos em DMSO

** Resultados obtidos em piridina — ds

*** 8¢ sobreposto ao sinal do solvente
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4.2.7 Composto (6)

O composto 6 foi isolado sob a forma de um 6leo de coloracéo castanho claro.
Comparando o perfil cromatografico deste composto com o dos diterpenos 2 e 3
observou-se semelhancga de cor e forma da mancha, bem como um valor de indice
de retencao intermediario aos dois diterpenos (R.f. 2= 0,7; R.f. 3= 0,3 e R.f. 6= 0,5;
n-hexano:acetato de etila 70:30).

Analisando o espectro de RMN 'H (Anexo 8.20), obtido em CDCls, do
composto 6 observa-se a presenca de trés sinais caracteristicos do anel furano: um
em dy 7,47ppm relativo ao H-16, outro em dy 7,43ppm referente ao H-15 e o Ultimo
em &y 6,45ppm atribuido ao H-14. A presenca do duplo dupleto em &y 5,51ppm
indica a existéncia de um hidrogénio carbindlico vizinho ao anel furano (H-12). Além
destes sinais, observou-se um singleto em &y 3,69ppm relativo aos hidrogénios de
uma metoxila. O espectro também revela a presenca de um sinal em dy 3,02ppm,
que pode ser atribuido a presenca de um hidrogénio metinico (H-4) em C-4
especialmente desprotegido. Além destes sinais, foi observada uma série de sinais
na regiao abaixo de oy 3,00ppm com um padrao de absor¢cdo semelhante ao do
diterpeno 2 e 3, atribuidos a hidrogénios de grupos alifaticos.

Através do espectro de RMN 'C (Anexo 8.21) foram contabilizados 21 sinais
de carbono, localizados entre d¢c 15,296ppm e 205,725ppm. Com auxilio do DEPT
(Anexo 8.22) observaram-se 3 sinais de carbonos metilicos, 5 metilénicos e 7
metinicos, indicando a existéncia de 6 carbonos quaternarios na estrutura do
composto. Dentre os carbonos metilicos, observa-se um sinal em §c 52,4ppm
atribuido ao atomo de carbono da unidade éster metilico. A presenga desta metoxila
na estrutura foi confirmada através do espectro bidimensional HMQC, que mostra a
correlacdo entre o sinal d¢c 52,4ppm e o sinal &4 3,6ppm (Figura 9). Observa-se
também correlacado entre o sinal 6c 72,1ppm e o sinal dy 5,5ppm, confirmando a
presenca de um carbono metinico ligado ao C-13 do anel furano e a um CH, do
restante da estrutura. Considerando as semelhancas dos deslocamentos quimicos
'H e C do composto 6 com diterpenos ja identificados neste trabalho e
comparando com os dados descritos por Palmeira e colaboradores (2006) (Tabela
7), concluiu-se que o composto 6 possui estrutura semelhante ao diterpeno

sonderianino (Figura 10), com um maior grau de oxidacao em C-3.
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Figura 9: Expansao do espectro bidimensional HMQC do composto 6, em CDCl;

Tabela 7: Comparacgéo entre os deslocamentos quimicos 6 3c (ppm) dos diterpenos 2, 3, sonderiano

e composto 6, em CDCls.

Posicio 12-epi-meti|(-2t;arbascoato 4-oxo-12-epi-rr;§;il-barbascoato Sonderianino * | Composto 6
1 17,62 22,4 19,7 22,1
2 27,02 40,6 26,8 443
3 137,39 204,7 135,3 205,7
4 141,40 69,6 142,3 70,8
5 36,97 37,3 37,6 36,9
6 35,05 37,7 Ns 36,5
7 18,59 18,4 26,5 18,4
8 51,49 51,6 40,4 45,1
9 37,26 41,2 51,6 41,2
10 51,54 54,2 52,4 51,4
11 44,26 44,6 44,7 39,2
12 72,10 71,9 71,6 72,1
13 126,16 125,8 125,6 125,8
14 108,74 108,6 108,0 108,7
15 144,01 1441 143,8 144,0
16 139,57 139,6 139,3 139,7
17 172,69 171,9 16,8 21,8
18 167,51 168,3 164,5 169,4
19 21,18 15,4 19,7 15,29
20 14,78 15,1 173,0 171,6

OMe 52,74 51,9 51,2 52,4

* Palmeira et. al., 2006.
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Figura 10: Estrutura do diterpeno sonderianino

Com auxilio do espectro bidimensional HMBC (Figura 11), foi possivel
confirmar a existéncia de um carbono carbonilico na posi¢cdo C-3 (3¢ 205,7ppm),

através da correlagao a longa distancia com o hidrogénio ligado ao carbono C-4 e do
C-18 com os hidrogénios ligados aos carbonos C-4 e C-21.
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Figura 11: Expanséao do espectro bidimensional HMBC do composto 6, em CDCl;
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Desta forma, tem-se como proposta estrutural para o composto 6 um diterpeno
derivado do sonderianino, oxidado na posi¢céo C-3 (Figura 12).

Figura 12: Proposta estrutural para o composto 6

4.3 Hidrolise das fragc6es mais polares de Cr1E

Levando em conta estudos que relatam o isolamento de catequinas e outros
compostos hidrolisaveis a partir dos extratos obtidos de C. urucurana (RAO et al.,
2007), submeteu-se as fracdes mais polares obtidas com o extrato etandlico, a uma
reacao de hidrélise em meio acido para verificar a presenca de taninos hidrolsaveis
e outros constituintes sensiveis a hidrélise acida.

A andlise por cromatografia de camada delgada dos resultados obtidos desta
hidrélise mostrou que nao ocorreu nenhuma hidrélise nas fragdes mais polares do
extrato etandlico de C. urucurana, mostrando assim a auséncia de compostos

hidrolisaveis.

4.4 Analise fitoquimica preliminar

4.4.1 Determinacao de proantocianidinas totais pelo método colorimétrico

Taninos condensados, ou proantocianidinas, compreendem um grupo de

oligbmeros e polimeros, unidos por ligagcdes carbono-carbono entre sub-unidades

flavondlicas (Figura 13). A reatividade das proantocianidinas com moléculas de
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significAncia biologica tem importantes conseqUéncias nutricionais e fisioldgicas.
Seus multiplos grupos fendlicos permitem a formacao de complexos com proteinas,
com ions metalicos e com outras macromoléculas, como polissacarideos
(SHOFIELD et al., 2001).

OH

Figura 13: Modelo de estrutura de taninos condensados (Schofield et al., 2001)

O procedimento utilizado para determinacado quantitativa de proantocianidinas
baseou-se na depolimerizacao oxidativa das mesmas através do aquecimento em
acido mineral com posterior formacdo de antocianinas de cor vermelha, que
absorvem em 550nm (WATERMAN e MOLE, 1994). A intensidade da cor é
proporcional a concentracdo de antocianinas, obedecendo a lei de Lambert-Beer (A=
ebC). Em meio acido, alcodlico e a quente, as proantocianidinas caracterizam-se
pela liberacdo de antocianidinas, devido a ruptura das ligacdes estabelecidas entre
as unidades monoméricas (Figura 14). As antocianidinas liberadas para o meio
poderdo ser a pelargonidina, a cianidina ou a delfinidina, consoante se trate da

propelargonidina, procianidina ou da prodelfinidina, respectivamente.

anthocyanidin

butanol, 100°

HO 0.

Figura 14: Esquema da reacao de polimerizagdo oxidativa (Schofield et al., 2001)
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Para calcular o teor de proantocianidinas foi utilizada a curva de calibragdo
construida com a solugéo padrao (Figura 25, pagina 45). Sabendo que o coeficiente
angular da reta (B, em y= A + Bx) equivale ao produto eb (absortividade molar e
espessura da cubeta (1 cm)) e tomando os valores de absorbancia encontrados para

cada extrato, determinou-se o teor proantocianidinas (%).

Tabela 8: Resultados da determinagéo de proantocianidinas

Massa extrato Proantocianidinas
Extrato Absorbancia*
(mg) Massa (mg) Teor (%)
AcOEt 11,0 0,513 0,469 4,3
EtOH 13,0 0,185 0,169 1,3

Nao sdo descritas na literatura analises quantitativas do teor de
proantocianidinas em C. urucurana, entretanto Esmeraldino et al. (2004) diz que
fragcOes ricas em proantocianidinas desta planta, funcionam como potentes inibidores
de enzimas metaloproteinases existentes no veneno de Bothrops jararaca, sendo
entao, um promissor antidoto para o veneno desta cobra.

De forma a estabelecer um paralelo quantitativo, os resultados de C. urucurana
foram comparados com os da espécie Croton celtidifolius (HORST, 2006),
amplamente estudada por nosso grupo de pesquisa e comprovadamente rica em
proantocianidinas, de onde se observou que C. urucurana possui baixos teores

desta classe de compostos.

4.4.2 Determinacao de fenodlicos totais — Método Folin-Ciocalteau

Substéncias fendlicas sdo amplamente distribuidas nas plantas superiores e
possuem relacdo com diversos efeitos bioldgicos, como potencial antioxidante,
antimicrobiano, antiinflamatério e vasodilatador. O efeito antioxidante das plantas
também tem sido bastante estudado em relacdo a prevencdo de doencas
coronarias, cancer e doencas degenerativas do sistema nervoso (PAREJO et al.,
2002).

A determinagao do conteudo de fendlicos totais foi realizada através do método
de Folin-Ciocalteau (Anagnostopoulou et al., 2006). Nesta reacdo, ocorre a formacéao
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de um cromoéforo na forma um complexo azulado fosfotungstico-fosfomolibdico de
estrutura indefinida. Um dos pontos fracos deste método € a formagcdo de
precipitados que interferem nas medidas espectofotométricas (SCHOFIELD et al.,
2001). O resultado deste procedimento é dado em fungdo do acido galico (Figura

15), utilizado como padrao para a construcédo da curva de calibracao.

OH

HO OH
OH

Figura 15: Estrutura acido gélico

Analisando os resultados apresentados na tabela 9 (pagina 28), observa-se
que o extrato etandlico foi o que apresentou maior conteddo de fendlicos (99,6 mg
de acido gélico/grama de extrato seco).

4.4.4 Determinacao do teor de flavondides — Método AICl;

Produtos naturais com atividade antioxidante sdo usados pelo corpo humano
para reduzir danos diversos oxidativos. Muitas frutas, vegetais, ervas, cereais,
brotos, sementes e cogumelos vém sendo estudadas devidos as suas atividades
antioxidante. A presenca de compostos fendlicos em extratos vegetais esta bastante
relacionada com sua atividade antioxidante (Soares, 2009).

A estrutura béasica dos flavondides (Figura 16) esta fundamentada em um
nucleo formado de dois anéis fenilicos, A e C, ligados por uma cadeia de trés
atomos de carbono. Esta cadeia, por sua vez, fecha-se como um terceBiro anel, C,
heterociclico do tipo pirano com um atomo de oxigénio (Zuanazzi e Montanha,
2003).

Figura 16: Estrutura basica dos flavonoides
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O método cloreto de aluminio (AICl;) é usado para determinar o conteudo de
flavondides, baseando-se na formagdo de um complexo entre a carbonila C-4 e a
hidroxila fendlica em C-5 ou grupos catecéis com o ion Al** (GOMEZ-CARAVACA et
al., 2006). A formacao deste complexo proporciona um deslocamento batocrémico
das bandas de absorbéancia do espectro UV-vis (WOISKY, 1998).

Apesar do método colorimétrico para determinacdo de flavondides totais,
através do AICI3;, ser rapido e pratico, ndo € um método preciso, pois o efeito
batocrédmico da absorcao nao é uniforme para todos os flavondides. Isto porque a

|3+

formagdo de quelatos entre o A" e os flavondides ocorre de forma diferente,

dependendo do flavonoide (JURD e GEISSMAN, 1956).

Tabela 9: Teor de fendlicos totais, flavondides e captura de DPPH

Extratos
Cr2H Cr2A Cr2E
Fendlicos totais* 194 81,2 99,6
Flavondides totais** 148 17,8 25,5
Captura de DPPH*** >200,0 36,0 99,5

* Oteor defenodis totais foi expresso em mg de &cido galico/g de extrato seco
** O teor deflavondides totais foi expresso em mgde quercetina/g de extrato seco
*** |Cso €Xpresso em ppm (pg/mL)

Analisando os resultados apresentados na tabela 9, observou-se que o teor de
flavonodides foi mais elevado para o extrato etandlico. Cabe ressaltar, todavia, que de
acordo com Salatino et al. (2007) e Simionatto et al. (2007) na espécie C. urucurana
sdo relatados apenas o isolamento dos flavondides catequina e galocatequina
(Figura 17) e, segundo Jurd e Geissman (1956), estes flavondides possuem fraca
tendéncia de formar complexos estaveis com o AICl3; sendo possivel concluir que
talvez o0 método escolhido ndo tenha sido o mais apropriado.
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Catequina Galocatequina

Figura 17: Estrutura da catequina e galocatequina

4.4.4 Determinacao de flavondides — Método eletroforese capilar

De acordo com Suntornsuk (2002) a técnica de eletroforese capilar (EC) pode
ser aplicada para a andlise de uma ampla faixa de compostos, inclusive de produtos
naturais. Este método é vantajoso em termos de velocidade de andlise, eficiéncia,
baixo custo e simplicidade quando comparado as técnicas de cromatografia de
camada delgada, cromatografia em coluna, cromatografia gasosa e cromatografia
liquida de alta eficiéncia, comumente utilizadas na analise de substancias
fitoquimicas.

Os extratos brutos Cr2H, Cr2A e Cr2E de C. urucurana foram submetidos a
analise dos flavonodides via eletroforese capilar. Todas as amostras foram analisadas
em comparagdo com um banco de padrdes de flavondides existentes no laboratério

de Eletrofose Capilar e nenhum pico referente a compostos fendlicos foi observado.

4.4.5 Determinacao da atividade antioxidante - Captura de radicais livres
usando DPPH

Os antioxidantes podem ser definidos como substancias que, em uma
concentracao consideravelmente menor que a do substrato oxidavel, retardam o
avanco oxidativo, diminuindo a velocidade da reagcéo ou prolongando o seu periodo
de inducgéao (Silva et al., 1999).

Segundo Anagnostopoulou et al. (2006), compostos fendlicos, particularmente
flavondides, possuem valiosa atividade antioxidante relacionada a captura de
radicais livres, principalmente devido as suas caracteristicas estruturais (numero e

posicdo de hidroxilas fendlicas, outros grupos substituintes e conjugacdes). Nao
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obstante, a atividade antioxidante de compostos fendlicos se da devido sua
capacidade de atuar como agente redutor, doando hidrogénios (Kaur et al., 2008).

A técnica de captura de radicais livres via DPPH utiliza este radical (Figura 18)
para avaliar, de forma genérica, o potencial antioxidante de extratos vegetais. Este
radical é bastante estavel e tem seu centro radicalar sobre um atomo de nitrogénio
(Kaur et al., 2008).

Figura 18: Estrutura do DPPH (2,2-difenil-picril-hidrazil)

De acordo com os resultados ja expostos na tabela 9 (pagina 28), observa-se
que o extrato acetato de etila foi 0 que demonstrou maior capacidade de sequestro
de radicais livres, com um valor de 1Cso= 36,0ppm, seguido do extrato etandlico. Este
resultado coincide em relacdo ao teor de fendlicos totais, indicando ser o extrato
acetato de etila, a fragdo com maior potencial antioxidante. Segundo Peres et al.
(1997), a partir do extrato AcOEt foram isolados os flavonodides catequina e

galocatequina.

4.5 Avaliacao das atividades biolégicas

4.5.1 Avaliacao da toxicidade através do bioensaio com Artemia salina Leach

Os ensaios de letalidade utilizando o microcrustaceo Artemia salina séao
amplamente usados como técnica de triagem para verificar a atividade bioldgica de
extratos vegetais e seus compostos isolados (LUNA et al., 2005). As amostras séao
colocadas em incubacao durante 24 horas com a larva do microcrustaceo, e apds
este periodo, conta-se o numero de sobreviventes. Uma das vantagens deste ensaio
€ que, devido a grande sensibilidade deste crustaceo, varias atividades biol6gicas
podem estar relacionadas a este, pois 0s compostos ativos podem ser
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potencialmente téxicos, em relacdo a dose (MEYER et al, 1982). Sdo considerados
ativos os extratos ou fracées que apresentam valores da DLso de até 1000 pg/mL.
Avaliaram-se os extratos brutos pelo teste de toxicidade frente a Artemia salina
baseado na metodologia de Meyer et. al. (1982). Dos extratos brutos submetidos ao
bioensaio o extrato acetato de etila (Cr2) foi apresentou melhor resultado, com um
valor de DLso de 383,6ppm seguido do extrato hexanico com um valor de DLsg
685,9ppm. Entretanto, o extrato etandlico apresentou valor de DLsy>1000ppm, sendo
inativo. A atividade demonstrada pelo extrato acetato de etila pode ser vista
perspectiva, sugerindo que este extrato possua outras atividades farmacologicas.

4.5.2 Estudo da atividade antibacteriana através da concentracao inibitéria
minima (CIM)

Nos paises em desenvolvimento as doengas estédo relacionadas com a falta de
saneamento basico, desnutricao e dificuldade de acesso aos medicamentos. Neste
contexto e decorrente do uso etnomédico, a utilizagdo de fitoterdpicos € amplamente
praticada. Considerando que poucas plantas medicinais utilizadas pela populacao
tém acdo comprovada, o uso popular tem servido como guia para pesquisas
quimico-farmacolégicas (MICHELIN, 2005).

Segundo Tavares (2000), as principais espécies bacterianas causadoras de
infeccdo no homem sdo o Enterococcus faecalis e o Enterococcus faecium. Estas
apresentam resisténcia natural a diversos antimicrobianos, incluindo aztreonam, co-
trimoxazol, clindamicina e cefalosporinas. Dessa forma, a busca por novos agentes
bacterianos sdo de grande relevancia. A tabela 10, cujos parametros foram
propostos por Machado e colaboradores (2005), resume a classificagdo de atividade
antibacteriana para extratos brutos vegetais e suas respectivas fracées, néo

purificadas.
Tabela 10: Classificacao de atividade antibacteriana para extratos brutos (MACHADO et al., 2005)

Valor de CIM (ug/mL) Atividade
Menor que 10 Excelente
10 a 100 Boa

100 a 500 Moderada
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500 a 1000 Fraca
Maior que 1000 Nula

Considerando a classificagdo acima e os resultados da tabela 11, o extrato
bruto hexanico (Cr2H) foi considerado inativo contra todas as bactérias testadas,
exceto para a bactéria Enterococcus faecalis. Para esta bactéria, a atividade
apresentada pelo Cr2H pode ser considerada boa. O extrato acetato de etila (Cr2A)
apresentou atividade moderada para esta mesma bactéria e atividade fraca para o
microorganismo Shiguella flexineri. De forma semelhante, o extrato mais polar

(Cr2E) apresentou apenas atividade moderada para Enterococcus faecalis.

Tabela 11: Resultados de atividade antibacteriana

CIM (pg/mL) Cr2H Cr2A Cr2E Gentamicina

Methicilin resistant-
>1000 >1000 >1000 -
Staphylococcus aureus

Listeria monocytogenes >1000 >1000 >1000 0,2

Bactérias

Gram-positivas
Enterococcus faecalis 73 220 406 6,2
Staphylococcus aureus >1000 >1000 >1000 1,0
Pseudomonas aeruginosa >1000 >1000 >1000 1,0
Bactéri

actertas Shiguella flexineri >1000 890  >1000 3,1

Gram-negativas

Escherichia coli >1000 >1000 >1000 6,0
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Material vegetal

Para a realizacao dos estudos fitoquimicos com a espécie Crofon urucurana
foram utilizadas cascas secas e ftrituradas da planta, coletadas em momentos
distintos. O primeiro lote de material vegetal foi coletado em fevereiro de 2005. A
partir deste material obteve-se a primeira remessa de extrato bruto, identificada
como Cr1.

A segunda remessa de extratos da planta foi obtida com material coletado em
outubro de 2006, sendo identificado como Cr2.

Ambas as coletas foram realizadas no municipio de Dourados, MS. A planta foi
identificada por comparag¢do com exsicata depositada no herbario do Departamento
de Biologia da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, sob o c6digo 5009.

5.2 Solventes

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).

5.3 Instrumentacao

5.3.1 Determinacao do ponto de fusao

Para a obtencdo do ponto de fusdo de cada substancia sélida isolada, utilizou-

se o aparelho MQAPF-302 do laboratério de Quimica de Produtos Naturais da
UFSC.
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5.3.2 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear

Para a obtencdo dos espectros de RMN de 'H e '3C utilizou-se o espectrémetro
Varian 400, do departamento de quimica da Universidade Federal de Santa Catarina
que operou a 400 MHz para 'H e a 100 Mhz para *C , em tubos de 5 mm. Para
andlise das amostras foram utilizados cloroférmio deuterado (CDCl3) e DMSO como
solventes.

Os deslocamentos quimicos (8) foram registrados em partes por milh&o (ppm),

em relagéo ao padrdo interno TMS (6= 0,00).

5.3.3 Espectroscopia no Infravermelho

Para obtencdo dos espectros de infravermelho, utilizou-se o espectrdmetro
Perkin-Elmer FT 16PC, do departamento de quimica da UFSC. As amostras foram
analisadas em pastiha de KBr ou filme de NaCl, dependendo de suas
caracteristicas fisicas. A aquisicdo dos espectros se deu na regiao entre 4000 e
400cm’.

5.3.4 Espectroscopia no UV-visivel
Para obtencao dos espectros de absorcao na regido de ultravioleta e dovisivel,
utilizou-se o espectrometro Perkin Elmer Lambda 2S, do laboratério Quimica de
Produtos Naturais da UFSC.
5.3.5 Difratometria de Raios-X
Para obtencdo dos dados de raio-X utilizou-se o difratdmetro CAD4 Enraf-

Nonius com tubo de molibdénio e dotado com monocromador de grafite, pertencente
a Central de Anadlises do departamento de quimica da UFSC.
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5.3.6 Eletroforese capilar

Na andlise em eletroforese capilar foi utilizado um cromatégrafo Shimadzu
CLASS LC, equipado com detector SPD 10AVP DAD (Diode Array Detector), coluna
C18 Supelco 5 uM (25cm x 4,6mm 0).

5.3.7 Cromatografia gasosa

Para as analises utilizou-se o cromatégrafo gasoso Shimatzu CG-14B, com
detector de ionizagdo em chama (FID), coluna capilar de silica fundida CBP20, do
laboratério Quimica de Produtos Naturais da UFSC.

5.3.8 Demais métodos cromatograficos

Para os fracionamentos cromatograficos em coluna (CC), utilizou-se como fase
fixa silica-gel, na granulometria de 70 — 230 mesh (Merck). Ja nos fracionamentos
em coluna de forma isocratica (coluna Flash), utilizou-se silica-gel de 230 — 400
mesh (Merck). A altura da camada de silica-gel e o didmetro interno das colunas
variaram de acordo com a quantidade de material a ser cromatografado. As
amostras foram preparadas em pastilhas de silica-gel, na proporcao 1:2 de
substrato:fase fixa.

Foram realizadas eluicbes com solventes n-hexano, acetato de etila e etanol na
forma de gradiente de polaridade, conforme cada caso. Coletadas as fracées, os
solventes foram evaporados, em evaporador rotatério sob pressao reduzida (50°C).
As fracdes obtidas foram reunidas conforme semelhanca no perfil cromatogréafico
obtido com cromatografia de camada delgada (CCD).

Para cromatografia de camada delgada (CCD) utilizaram-se cromatofolhas de
aluminio, revestido com uma camada de silica-gel (F2s4) com 0,2 mm de espessura
(Merck). As placas foram reveladas sob luz ultravioleta (A= 254 e 366nm) e imersao
em anisaldeido sulfdrico, seguido de aquecimento. Os indices de retencdo foram
calculados através da razao entre a distancia percorrida pelo composto e a distancia
percorrida pelo sistema eluente, a partir do ponto de aplicagdo da amostra.



5.4 Preparacao dos extratos vegetais

A obtencgéao dos extratos brutos, de ambas remessas de material vegetal seguiu
metodologia idéntica, havendo diferenca apenas na quantidade de planta utilizada.

Metodologia: determinada quantia de material vegetal foi submetida a
extracdo exaustiva por maceracao, a temperatura ambiente, utilizando solventes em
ordem crescente de polaridade (n-hexano, acetato de etila e etanol hidratado 80%),
sendo que estes foram evaporados a pressdao reduzida (50°C) em evaporador
rotativo. Foram feitas trés reposicdes de volume para cada solvente. Estas

reposicées ocorreram depois de completados o periodo de uma semana de

maceracéao (Figuras 19 e 20).

Cascas -Cr1
m=1200g

Maceragdo com n-hexano
(3x 7 dias) —
Filtragéo

| ]

Extratobrito hexanico
CriH Cascas-Cri

m= 83,89

Maceragdo corn AcOEt
[3x 7 dias) o
Filtragao

Extrato bruto AcOEL
Cri14,
m=19.4q

Cascas-Cri

[3x 7 dias)
Filtrago

Maceragdo corm EXOH

Figura 19: Fluxograma com esquema de preparacao dos extratos — 12 remessa
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Cascas -Cr2
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m=14,59

Maceragdo com EtOH
(3x 7 dias) |—
Filtrag&o

Extrato bruto EtOH
— Cr2e
m="11.29

Figura 20: Fluxograma com esquema de preparagao dos extratos — 22 remessa

5.5 Procedimento para o fracionamento dos extratos

O fracionamento dos trés extratos da primeira remessa de planta (CriH, Cr1A
e Cr1E) ocorreu através de colunas cromatograficas (CC), com consumo total do
material.

Apenas dois extratos da segunda remessa de planta (Cr2H e Cr2A) foram
fracionados, sendo que apenas parte de suas massas foi usada neste procedimento.

O restante do material foi utilizado para a realizagao de bioensaios.

5.5.1 Extrato acetato de etila — 12 remessa (Cr1A)

O extrato bruto acetato de etila foi fracionado através de uma coluna
cromatografica, com dimensdes de 4,5cm de didmetro interno por 15,0cm de altura
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da fase sélida, adsorvido em um volume silica suficiente para formar uma pastilha de
2,5cm de altura. Como fase mdvel, iniciou-se a coluna com 100% de n-hexano,
aumentando gradativamente a polaridade do solvente, através da adicao de acetato
de etila. Desta coluna foram coletadas 30 fragdes de 150mL cada, que depois de
evaporadas, foram comparadas via CCD e ent&o reunidas (Figura 21).

Cr1A
19,0g

Coluna cromatografica
(30fracdes)

Reunido dasfragdes Reunido dasfragdes Reunido dasfragdes
13,14,158 16 17,18,18,20 e 21 2Te2s

- f Refracionarmento -
01 mistura isolada {crornatoaraico- Flash I_ 01 composto isolado

n {11 fragdes) 3

I— Fragdos
01 composto isolado

2)

Figura 21: Fluxograma do fracionamento do extrato acetato de etila — 12 remessa

A partir da reunidao das fracées 13, 14, 15 e 16 e apds remocgao do
sobrenadante, separaram-se 134mg de um material cristalino que foi analisado
através de ponto de fusdo, espectroscopia de infravermelho e cromatografia gasosa
e identificado como sendo uma mistura de campesterol, stigmasterol e B-sitosterol,
sendo que este Ultimo estava em maior quantidade na mistura.

As fracbes 17, 18, 19, 20 e 21 foram reunidas e recromatografadas, através de
coluna tipo Flash. Para este refracionamento utilizou-se, como eluente, uma mistura
de n-hexano:acetato de etila, na proporcdo de 7:3. Foram recolhidas 11 fracdes,
sendo que na quinta obteve-se o isolamento de um composto puro (2), sob a forma
de 6leo amarelado (132mg). Este foi identificado como sendo o diterpeno 12-epi-
metilbarbascoato através das analises espectroscépicas de infravermelho e
ressonancia magnética nuclear de 'H e '*C. A Confirmagdo estrutural foi por

comparacao com dados da literatura.
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As fragdes 27 e 28 foram reunidas (100mg) com base na analise por CCD. A
nova fracao foi purificada através de sucessivas recristalizagbes em acetona, até a
obtencdo de cristais incolores do diterpeno 4-oxo-12-epi-metilbarbascoato (3)
(30mg). A determinacéo estrutural com composto (3) se deu através das analises de
ponto de fusdo, espectroscopia de infravermelho e RMN uni e bidimensionais (RMN
'H, RMN '3C, DEPT, COSY, HMQC e HMBC). Apéds a aplicacdo da técnica de
recristalizacdo a quente, utilizando diclorometano como solvente, obteve-se um
monocristal que foi analisado via difratometria de raios-X, confirmando a estrutura

proposta.

5.5.2 Extrato acetato de etila — 22 remessa (Cr2A)

Parte do extrato Cr2A (7,09) foi submetido ao fracionamento cromatografico em
coluna (4,5cm ¢ interno) empacotada com uma camada de fase estacionaria (silica
gel). Ao topo desta coluna a amostra foi aplicada sob a forma de uma pastilha de
silica de 1,0cm de altura. O sistema foi eluido com n-hexano:acetato de etila,

gerando 20 fragOes (Figura 22)

Cr2A
T.0g

Coluna cromatografica
{20fragdes)

Reunidodasfragdes Reunidodasfragdes Reunido dasfragdes
Sefh g,8e10 15e16

01 mistura isolada 01 camposta isolado ‘ 01 camposta isolado

n (2) _" {3

Figura 22: Fluxograma do fracionamento do extrato acetato de etila — 22 remessa
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A partir das fragdes eluidas com 75% de n-hexano e 25% de acetato de etila
(fracOes 5 e 6), separou-se a mistura de esterdis (1) (53 mg) que foi caracterizada
através de CCD comparativa com a mistura isolada anteriormente e por ponto de
fusdo.

Com a reunido das frages 8 e 9 obteve-se um 6leo amarelado (80mg) que foi
caracterizado por comparacao via CCD, infravermelho e RMN 'H e *C.como sendo
o diterpeno (2). Apds recristalizacbes com acetona, obteve-se a formagdo de um
sélido cristalino, que teve seu ponto de fusdo determinado. Uma pequena parte
deste sélido foi dissolvida, a quente, em um volume minimo de diclorometano. Apds
dissolucdo, o sistema foi mantido em repouso até ocorrer a formacdo de um
monocristal, que foi analisado via difratometria de raios-X, confirmando a estrutura
proposta.

A partir das fracées 15 e 16 obteve-se um produto oleoso, de cor marrom
(22mgq), com perfil cromatografico idéntico ao diterpeno (3). Para garantir que se

tratava do mesmo composto, o0 mesmo foi submetido a RMN "H.

5.5.3 Extrato hexanico — 12 remessa (Cr1H)

O extrato seco (6,8g) foi fracionado através de coluna cromatografica, com
didmetro interno de 2,5cm e altura da camada de silica igual a 17,0cm. O sistema foi
eluido utilizando n-hexano como eluente inicial, com aumento gradativo da
polaridade, através do acréscimo de acetato de etila, que foi o solvente de
finalizagcao da coluna.

Deste fracionamento foram obtidas 19 fracdes, de 125 mL cada. Estas foram
comparadas através de CCD. As fracbes que possuiam valores de R.f. idénticos e
aspectos visuais semelhantes foram reunidas para posterior refracionamento ou

purificacdo (Figura 23).
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Figura 23: Fluxograma do fracionamento do extrato hexanico — 12 remessa

A fracao 7 foi solubilizada em n-hexano e mantida em repouso. Com a remogao
do sobrenadante, separaram-se 75mg de um sélido branco (1), que foi caracterizado
por CCD, ponto de fusdo e cromatografia gasosa.

As fracOes de 8 a 10 (150mg) foram reunidas e recromatografadas através de
coluna cromatografica (¢ interno= 2,0cm), eluida com n-Hex:AcOEt, com aumento
gradual na polaridade do solvente. Na terceira fragado recolhida, foram isoladas 50mg
do composto (2) sob a forma de um éleo amarelado, identificado através de CCD
comparativa.

As fragcdes 13 a 15 foram reunidas e dissolvidas em acetona. Apds a retirada
do sobrenadante observou-se a decantacdo de um 6leo denso e amarelado (3)
(18mg), que foi comparado via CCD e analisado via infravermelho.

5.5.4 Extrato hexanico — 22 remessa (Cr2H)

Parte da massa total do extrato bruto Cr2H (1,5g) foi fracionada via coluna
cromatografica (didmetro interno de 2,0cm). Como fase movel do sistema utilizou-se
mistura de n-hexano:acetato de etila, partindo de n-hexano puro, com aumento
gradual de polaridade. Desde processo foram obtidas, 15 fracées de 50 mL.
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Da fracao 3, apds purificacdo com acetona, foram obtidas 25mg de um sélido
cristalino (1), identificado através de comparacao via CCD e ponto de fusdo. As
fracbes 5, 6, 7, e 8 foram reunidas e tratadas com diclorometano. Este processo
resultou na purificagdo de um éleo amarelado (13mg), que foi identificado via CCD
como sendo o composto (2).

5.5.5 Extrato etandlico — 12 remessa (Cr1E)

Para fracionar o extrato etandlico de Croton urucurana preparou-se uma
pastilha de silica gel utilizando 14,59 de amostra, que foi depositada sobre uma
coluna cromatografica com 4,5cm de diametro interno. Utilizou-se como eluente uma
mistura de n-hexano:acetato de etila:etanol, com aumento gradual de polaridade,
resultando na coleta de 28 fragbes de 125mL cada (Figura 24).

CriE
14,59

Caluna cromatografica
(28 fragdes)

| l

Fragéo 1 Fragdes19e20
01 composto isolado (4) 01 composto isolado(5)

Figura 24: Fluxograma do fracionamento do extrato etandlico — 12 remessa

Apéds analisar os perfis cromatograficos em CCD de cada fragdo obtidas no
fracionamento, reuniram-se as que se assemelhavam. Purificando a fracdo 1, com
acetona, foram obtidos 22mg de um sélido branco amorfo (4), que foi caracterizado
por ponto de fusdo, espectroscopia de infravermelho e ressonancia magnética
nuclear de 'H e '°C.

As fracdes 19 e 20 foram solubilizadas com a mistura acetona:metanol 4:1 e
deixadas em repouso. Com a remocado do sobrenadante foi isolado 23mg do
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composto B-sitosterol glicosilado como um sélido branco (5), caracterizado por ponto
de fusdo, espectroscopia de infravermelho e analises de RMN de 'H e °C e
identificado por comparacédo com a literatura.

As fracdes 23 a 28 ndo apresentaram boa resolucdo em CCD e as tentativas
de purificacdo foram sem sucesso. Desta forma, reuniram-se as fracées para reacao

de hidrélise acida.

5.5.5.1 Hidrolise de fracoes polares

Para realizar a reacao de hidrélise das fracdes mais polares do Cr1E, cerca de
100mg de amostra foram dissolvidas em 4,5mL de MeOH. Apd6s a dissolucao,
adicionou-se 0,1mL de solu¢do aquosa de HCI 50% (v/v) e manteve-se o sistema
sob agitacdo, a temperatura ambiente, por cerca de 15 horas. O progresso da
reacao foi monitorado por CCD, utilizando acetato de etila como eluente (R.f.= 0,00 e
0,28 para o sistema de partida e para o meio reacional, respectivamente).

O tratamento da reagao ocorreu, primeiramente, com a evaporacao do solvente
a pressao reduzida (50°C), em evaporador rotativo, com posterior lavagem com
acetona. A fracao soluvel foi separada do restante da reacao, que foi dissolvido em
MeOH.

A parte soluvel em acetona e a parte solivel em metanol foram analisadas
através de CCD, usando acetato de etila como eluente, apresentando valores de R.f.
de 0,83 e 0,16, respectivamente. A fracdo menos polar foi submetida a
cromatografia em coluna CC, usando acetato de etila como eluente, resultando em
um sélido. O produto da reacao foi submetido as analises de IV e RMN 'H e '3C

IV (v Max KBr, cm™): 2955, 2929, 2857, 1728, 1280.

RMN 'H (CDCls, 400 MHz, ppm): 0,9 (m); 1,3 (m); 1,7 (m); 2,2 (s); 2,4 (); 3,7
(m); 4,2 (m), 5,3 (s); 7,5 (dd); 7,7 (dd).

RMN ™C (CDCls, 100 MHz, ppm):11,188; 14,290; 23,216; 23,963; 29,147;
29,932; 30,580; 38,942; 68,388; 129,034; 131,122; 132,662; 168,016
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5.5.6 Fracoes potencialmente ricas em diterpenos

Ap6s analise dos perfis cromatograficos de todas as fragdes eluidas proximas
das fracbes em que foram isolados diterpenos, reuniu-se aquelas que apresentavam
possibilidade de conterem diterpenos para um nova cromatografia.

Desta forma, reuniram-se as fragdes 22 a 26 do fracionamento de Cr1A com as
fracoes 10 a 14 de Cr2A. Neste grupo acrescentou-se a fracdo 12 de CriH, as
fracobes 10 a 15 de Cr2H e a fracdo 2 de CriE. Este material (250mg) foi
cromatografado em uma coluna de didmetro interno de 2,0cm, recheada com uma
altura de 15,0cm de silica-gel. O sistema foi eluido com mistura de n-hexano:acetato
de etila:etanol, com aumento gradual da polaridade. Desta cromatografia, foram
coletadas 14 fracoes.

A partir da fracdo 5, foram isoladas 22mg de um 6leo amarelado denominado
de composto (6). O mesmo foi submetido a analise por espectroscopia de

ressonancia nuclear de 'H e *C, e as correlacées bidimensionais HMQC e HVBC.

5.6 Analise fitoquimica preliminar

5.6.1 Determinacao de proantocianidinas totais pelo método colorimétrico

Os extratos Cr2A e Cr2E foram submetidos a determinacdo do teor de
proantocianidinas pelo procedimento de depolimerazacdo oxidativa. O mesmo
baseou-se na transferéncia de 10mg de extrato para um tubo de ensaio onde foram
acrescidos 2mL de solu¢ao n-BuOH:HCI 80:20 v/v. O tubo foi fechado e mantido em
banho-maria, a 100£2°C, durante 2 horas. Ap6s o término da reacdo, uma aliquota
de 0,5mL da solugdo de cada tubo foi diluida em 8,5mL de n-BuOH. A densidade
oOptica foi medida em espectrofotdmetro de UV-visivel, em A 550 nm.

A curva de calibragdo (Figura 25) foi obtida a partir de uma solugdo padréao,
preparada por meio da dissolucdo de 10,5mg de amostra padrdo de
proantocianidinas em 5mL de n-BuOH. Aliquotas crescentes da solugdo padrao
foram diluidas em um volume de 2,0mL da solugdo n-BuOH:HCI 90:10 e submetidas

a reagao de butandlise, descrita no paragrafo anterior. Finalizada a reacado, as
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solugdes tiveram seus volumes equiparados com n-BuOH e as absorbancias foram

determinadas em A 550nm, utilizando n-BuOH puro como branco.

Curva de calibragao

2,50

2,00

1,50

Absorbancia

1,00

0,50

y = 1,0931x + 0,0103

0,00

0,00 0,50 1,00 1,50 2,00 2,50

Teor de proantocinidinas (mg)

Figura 25: Curva de calibragao para proantocianidinas

4.6.2 Determinacao de fendlicos totais — Método Folin-Ciocalteau

O teor de compostos fendlicos totais foi determinado através do reativo de
Folin-Ciocalteau, de acordo com o método descrito por Anagnostopoulou e
colaboradores (2006).

A 0,5 mL de cada solugao de extrato bruto (concentracao 1000ppm, em etanol)
foram adicionados 5,0mL de agua destilada e 0,25mL do reativo de Folin-Ciocalteau.
Apoés 3 minutos, adicionou-se 1,0mL da solugéao saturada de Na,COs;. O sistema foi
agitado e deixado em repouso por 1 hora. As absorbancias das solu¢des foram
determinadas em espectrofotbmetro, em comprimento de onda de 725 nm. Como
branco utilizou-se uma solucao preparada conforme descrito acima, porém, sem a
presenca da solucéo de extrato.

Foi construida uma curva de calibracdo (Figura 26) com solucdes padrao de
acido galico nas concentragcbes de 25 a 500ppm, diluido em etanol, para
comparagao. Todos os testes foram realizados em triplicata. O teor de compostos
fendlicos totais foi determinado em mg de acido galico/g de extrato seco.
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Figura 26: Curva de calibragéo (padrao) para o teor de fendlicos totais

5.6.3 Determinacao do teor de flavonoides — Método AICI;

A determinacdo do teor de flavondides totais se deu conforme método
descrito por Woisky e Salatino (1998).

Sobre 0,5 mL de uma solucao de amostra (extratos brutos, na concentracédo
de 1000 ppm, diluidos em etanol), adicionaram-se 2,5 mL de etanol e 0,5 mL de uma
solucao de AICI3; 2%. A mistura foi deixada em repouso, a temperatura ambiente, e,
apos 1 hora, as absorbancias foram determinadas em espectrofotémetro UV-VIS a
415nm. Como branco foi utilizado etanol.

Foi construida uma curva de calibracdo com solugbdes padrdo de quercetina
nas concentracées de 1 a 100 ppm, diluida em etanol, para comparacao (Figura
27).Todos os testes foram realizados em triplicata, sendo que o teor de flavonéides
foi determinado em mg de quercetina/g de extrato seco.
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Figura 27: Curva de calibragéo (padrao) para determinagao de flavonoides via complexacao AlCl;

5.6.4 Determinacao de flavondides— Método eletroforese capilar

A analise de eletroforese capilar foi realizada no Laboratério de Eletroforese
Capilar do Departamento de Quimica da UFSC, pela mestranda Melina Heller. O
ensaio foi realizado com os extratos Cr2H, Cr2A e Cr2E de C. urucurana. Para
realizar esta analise as amostras foram diluidas em &agua destilada até atingir a
concentragao de 1000ppm.

Para realizar o ensaio, as amostras e o0s padrbes foram injetados,
hidrodinamicamente, a 50mbar por 9,0 s, sendo a temperatura mantida em 25°C. A
voltagem aplicada foi de 30kV de polaridade positiva. Utilizou-se um capilar de
poliacrilato (48,5 cm de comprimento efetivo x 50 ym ¢ interno). O eletrdlito era
composto de uma solucdo de 20mmol/L de tetraborato de s6dio (TBS) em agua e
metanol (10%).

A andlise qualitativa foi realizada através da comparacdo dos tempos de
migracdo de um banco de padrdes de flavondides com os tempos de migragao das

substancias presentes na amostra.
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4.6.5 Determinacao da atividade antioxidante - Captura de radicais livres
usando DPPH

O ensaio para a determinacdo da atividade antioxidante utilizando o radical
livre DPPH (2,2-difenil-picril-hidrazil) baseou-se no método descrito por Cavin e
colaboradores (1998), com algumas modificacdes.

Como principio do método, um determinado volume de uma solugdo recém
preparada de DPPH 0,004% foi adicionada sobre as amostras, diluidas em MeOH, a
diferentes concentracdées (200, 100, 50, 25, 12,5 ug/mL). Apdés 30 minutos do
preparo da solucao, mediu-se a absorbancia da solugcao de DPPH (2mL), acrescido
de 1 mL de MeOH, obtendo-se assim a absorbancia no tempo inicial, através de um
espectrofotobmetro UV-vis (517nm).

Em seguida, adicionou-se 2mL de solugdo de DPPH a 1 mL da solucao
contendo amostra vegetal. O sistema foi agitado e apés 30 minutos, foi realizada a
leitura da absorbéancia, a 517 nm. Esta leitura foi comparada com um branco, que
consistiu na solugdo de DPPH na auséncia do extrato vegetal.

O grafico do percentual de decréscimo na absorbancia do DPPH em fungao da
concentracdo do extrato vegetal fornece o valor referente na concentracdo de
extrato necessaria para causar 50% de atividade antioxidante (ICsp). Na figura 28
esta representado a atividade antioxidante do extrato acetato de etila.

Extrato Acetato de Etila- Cr2A
100,0

90,0
80,0
70,0
60,0
50,0

40,0

30,0
y= 490,810

20,0

Decréscimo da absorhancia {%)

10,0

0,0

0.0 50,0 1000 150,0 200,0

Concentracio de extrato (ppmj

Figura 28: Exemplo da curva para atividade antioxidante do extrato acetato de etila
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5.7 Avaliacao das propriedades bioldgicas

5.7.1 Avaliacao da toxicidade através do bioensaio com Artemia salina Leach

Para os bioensaios de letalidade frente A. salina, utilizou-se a metodologia de
Meyer et al. (1982), com pequenas modificacoes. Os extratos brutos de C.
urucurana, obtidos na segunda remessa de material vegetal, foram diluidos em agua
destilada, a fim de obterem-se concentragbes necessarias para o ensaio.

O meio para o cultivo das larvas de A. salina foi agua salgada (3,8 g de sal
marinho/L de agua destilada). As larvas foram utilizadas nos ensaios 24 h ap6s a
eclosdo. Para realizar o teste foram transferidas entre 6 e 10 larvas de Artemia
salina para cada cavidade de uma placa de 24 pocos, contendo solugcdo marinha
com 1% de Tween 80 (v/v) e os respectivos extratos em diferentes concentracdes
(250 a 100m pg/mL). Passadas 24 horas de contato, contou-se 0 numero de larvas
mortas. Obteve-se a DLsy através do grafico do percentual de animais mortos em
funcao do logaritmo da dose testada.

Neste ensaio, utilizou-se como controle negativo o solvente onde os extratos
foram diluidos (H2O) e como controle positivo utilizou-se K>CroO; cuja DLsy €
aproximadamente de 20 — 40 ug/mL. O teste foi realizado em triplicata.

5.7.2 Estudo da atividade antibacteriana através da concentracao inibitéria
minima (CIM)

Os experimentos para a determinagao da atividade antimicrobiana dos extratos
foram realizados no laboratério de Microbiologia Clinica da Universidade Regional
de Blumenau, sob a supervisao do professor MSc. Eduardo M. Dalmarco. Os
extratos brutos C. urucurana foram testados frente a microorganismos padroes,
conforme recomendado pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI,
2005).

As amostras foram dissolvidas em dimetilsulfoxido (DMSO) e, posteriormente,
foram preparadas diluicbes seriadas em caldo BHI (meio de cultura), com
concentragdes variando de 50 a 0,19 mg/mL, as quais foram distribuidas em

volumes de 100 uL em placa de microdiluicao estéreis contendo 96 pocos.



50

Em cada orificio teste e de controle de crescimento, foi adicionado 10 uL de
inéculo bacteriano (0.5 da escala de McFarland). Os experimentos foram realizados
em duplicata e as placas incubadas a 36 °C + 1°C por 24 horas. Em seguida,
adicionou-se 10 pL da solucéo de cloreto de 2,3,5- trifeniltetrazolio em metanol (5%
v/v) a cada microcavidade da placa utilizada no experimento. Logo apdés, se realizou
uma incubagao (30 min.) a 37°C, onde foi possivel verificar a mudanga de coloragcéo
para vermelho se existir presenca de bactérias viaveis.

Como controle da inibicdo bacteriana, utilizou-se o antibiético gentamicina,
que possui boa atividade contra todas as cepas testadas, exceto para o
Staphylococcus aureus meticilina resistente (MRSA). Como controle de crescimento
e esterilidade foram utilizadas apenas as misturas do caldo BHI e DMSO com e sem

adicdo da bactéria teste, respectivamente.
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6 CONCLUSOES

Como resultado do estudo fitoquimico e das propriedades biolégicas realizadas
com os extratos de Croton urucurana pode-se concluir que:

1) Considerando todos os extratos obtido de C. urucurana, foram isolados e
identificados trés diterpenos clerodanos (2), (3) e (6); o composto B-sitosterol p-D-
glicopironosideo (5), uma mistura de esterdis contendo campesterol, B -sitosterol e
stigmasterol (1), além de uma mistura de acidos e ésteres graxos.(4).

2) Como material inédito na espécie foram isolados e determinadas as
estruturas de dois diterpenos clerodanos: compostos (3) e (6); sendo que o
clerodano 4-oxo-12-epi-metilbarsbacoato (3) teve sua a estrutura confirmada através
de cristalografia de raios-X.

3) Em relagcdo a determinacdo de proantocinidinas e teor de flavonodides,
conclui-se que os métodos utilizados neste trabalho ndo foram eficazes, gerando
resultados inconclusiveis. Entretanto, a determinacao de fendlicos totais através do
método Folin-Ciocalteau mostrou um teor de compostos fendlicos que pode explicar
a atividade antioxidante determinada pelo método do DPPH. Estas duas anélises
apontaram que o extrato acetato de etila foi o que apresentou melhor perfil
antioxidante.

3) Em relagao as atividades biolégicas, novamente o extrato acetato de etila se
destacou, apresentando bons valores de citotoxicidade (Cr2A= 383,6ppm)e acao
antibacteriana moderada para a bactéria Enterococcus faecalis. Porém cabe
ressaltar que para esta atividade o extrato hexanico apresentou melhor resultado
frente a bactéria Enterococcus faecalis, com um valor de CIM= 73ug/mL.
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8.3 Espectro de infravermelho — Composto 2
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8.7 Dados de cristalografia de raios-X

Table 1. Crystal data and structure refinement for compound 2

Empirical formula Cz1 Has Os

Formula weight 358.42

Temperature 293(2) K

Wavelength 0.71069 A

Crystal system Orthorhombic

Space group P212121

Unit cell dimensions a=7.336(1)A
b=11.043(2) A
c=22576(3) A

Volume 1878.8(5) A3

z 4

Density (calculated) 1.267 Mg/m3

Absorption coefficient 0.089 mm™?

F(000) 768

Crystal size 0.50 x 0.33 x 0.13 mm?3

Theta range for data collection 1.80 to 25.97°.

Index ranges -9<=h<=3, -13<=k<=38, -27<=I<=0

Reflections collected 3925

Independent reflections 2129 [R(int) = 0.0247]

Completeness to theta = 25.97° 100.0 %

Absorption correction None

Refinement method Full-matrix least-squares on F2

Data / restraints / parameters 2129/0/239

Goodness-of-fit on F2 1.033

Final R indices [I>2sigma(l)] R1 =0.0409, wR2 = 0.0997

R indices (all data) R1=0.0806, wR2 = 0.1156

Absolute structure parameter 0(2)

Extinction coefficient 0.004(1)

Largest diff. peak and hole 0.153 and -0.197 e.A™3

Table 2. Atomic coordinates ( x 104) and equivalent isotropic displacement parameters (Azx 103)
for compound U(eq) is defined as one third of the trace of the orthogonalized U tensor.

X y z U(eq)
C(1) 1657(4) 499(3) 8363(1) 48(1)
C(2) 917(5) -275(3) 7863(1) 53(1)
C(3) 1659(4) 53(3) 7272(1) 48(1)
C(4) 2948(4) 855(3) 7176(1) 45(1)
C(5) 3853(4) 1554(3) 7678(1) 41(1)
C(6) 5864(4) 1680(3) 7555(1) 47(1)
C(7) 6889(4) 2162(3) 8083(1) 48(1)
C(8) 6624(4) 1367(3) 8623(1) 41(1)
C(9) 4658(4) 1221(3) 8806(1) 40(1)
C(10) 3623(4) 774(3) 8250(1) 38(1)
C(11) 4687(4) 234(3) 9279(1) 45(1)
C(12) 5795(5) 576(3) 9814(1) 54(1)
C(13) 7762(4) 1739(3) 9142(2) 47(1)
C(14) 6180(5) -445(3) 10216(1) 59(1)
C(15) 6581(9) -1607(4) 10073(2) 113(2)
C(16) 6555(7) -1458(5) 11052(2) 83(1)
C(17) 6206(6) -411(5) 10836(2) 81(1)
C(18) 3884(5) 2398(3) 9073(2) 54(1)
C(19) 2998(5) 2837(3) 7694(2) 61(1)
C(20) 3440(5) 1133(3) 6550(1) 54(1)
C(21) 3726(7) 321(4) 5586(1) 73(1)
0O(12) 7499(3) 1151(2) 9657(1) 63(1)
O(15) 6787(8) -2279(4) 10582(2) 162(2)
0(20) 3797(5) 2123(2) 6360(1) 83(1)
O(21) 3422(4) 147(2) 6212(1) 62(1)
0(13) 8950(3) 2463(2) 9117(1) 64(1)
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Table 3. Bond lengths [A] and angles [9] for compound 2.
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Symmetry transformations used to generate equivalent atoms:
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8.8 Cromatograma — Composto 3
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8.9 Espectro de infravermelho — Composto 3

0°00¥ 005
L 1

0001

00st

[~

0002

000€
|

0000t

€28

b /

88L

6611

8101

| 6901

szt

LT

56C

LR 6 5

el

g

S oF

YL
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8.12 Espectro de HMQC - Composto 3
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8.14 Dados de cristalografia de raios-X

Table 1. Crystal data and structure refinement for compound 3

Empirical formula
Formula weight
Temperature
Wavelength

Crystal system
Space group

Unit cell dimensions

Volume
Z

Density (calculated)

Absorption coefficient

F(000)

Crystal size

Theta range for data collection
Index ranges

Reflections collected
Independent reflections
Absorption correction

Refinement method
Data / restraints / parameters

Goodness-of-fit on F2

Final R indices [I>2sigma(l)]
R indices (all data)

Absolute structure parameter

Largest diff. peak and hole

C21 H26 O6
374.42

293(2) K .
0.71069 A
Monoclinic

P 21
a=9.1547(8) A

b=11.160(2) A

c=9.2186(4) A
929.9(2) A3
2

1.337 Mg/m3

0.097 mm™?
400

0.50 x 0.26 x 0.20 mm3
2.24 t0 26.97°.

-11<=h<=11, -14<=k<=5, -11<=I<=5

5104
2141 [R(int) = 0.0201]
None

Full-matrix least-squares on F2

2141 /1/247
1.023

R1 =0.0348, wR2 = 0.0893
R1 =0.0498, wR2 = 0.0967

10(10)
0.191 and -0.153 e.A™3

a=90°.
B=99.109(5)°
v=90°
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Table 2. Bond lengths [A] and angles [] for compound 3.

1.531(3)

109.67(19)
116.8(2)
109.8(2)
109.7(2)

(6)-C(5)-C(4)
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ations used to generate equivalent atoms

104.99(18)
113.4(2)
109.3(2)
112.9(2)
111.07(18)
113.16(19)
109.6(2)
104.03(18)
111.4(2)
108.49(18)
114.09(19)
108.70(17)
113.59(18)
110.40(17)
116.72(17)
113.2(2)
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8.16 Espectro de RMN 'H — Composto 4
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8.17 Espectro de RMN '*C — Composto 4

HE—

BSE" T =
(2622
156° V2 ] =
PIEIEE R
06¥F 62 i — s
{65 EE — W B L4
089 62\ _—
EER"BZ il :1;;
FER EZ -
286762 / —_if
851 28— ish
DLT ¥E—
EE6° 94 ” T —
- C.Jl;‘bf- = r = B
Y oo ]
3
i
y
= 3
3

ppm

20

40

60

80

100

120

il

160

180

140

74



75

8.18 Espectro de infravermelho — Composto 5
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8.19 Espectro de RMN '*C — Composto 5
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8.20 Espectro de RMN 'H — Composto 6
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8.21 Espectro de RMN '*C — Composto 6
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