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Espectrometria de Massas de
Diterpenos do Tipo Clerodano Isolados
de Croton cajucara

Mass Spectrometry of Clerodane-Type
Diterpenes Isolated from Croton cajucara

Resumo

Neste trabalho utilizou-se espectrometria de massas objetivando-se
a identificacdo de fragmentos caracteristicos de diterpenos do tipo
clerodano contendo carbonila ¢,f-insaturada no anel A do sistema
decalinico. Para tanto, dados de espectrometria de massas foram
analisados para os seguintes 19-nor-clerodanos de sistemas eno-
na: trans-desidrocrotonina (1), trans-crotonina (2), cis-cajucarina B
(3), trans-cajucarina B (4) e cajucarinolida (5) e para os clerodanos
isosacacarina (6) e cajucarina A (7), isolados das cascas do caule
de Croton cajucara Benth, bem como para clerodanos de sistemas
enona isolados de outras espécies. A juncdo trans de clerodanos foi
claramente correlacionada com a presenca dos ions caracteristico
de m/z 95, 121 e 205; os sistemas de juncdo cis apresentaram ions
caracteristicos de m/z 122 e 124. A juncgao trans de 19-nor-clero-
dano foi correlacionada com a presenca dos ions caracteristico de
m/z 161,134 e 121.

Abstract

The aim of this work was to identify characteristic fragments on mass
spectrometra of both clerodane and 19-nor-clerodane-type diterpe-
nes presenting and ¢, f-insaturated carbonyl moiety at ring A of the
decalin-system. For that study, mass spectroscopy data were analy-
sed for 19-nor-clerodanes [trans-dehydrocrotonin (1), trans-crotonin
(2), cis-cajucarin B (3), trans-cajucarin B (4) and cajucarinolide (5)]
and clerodanes [isosacacarin (6) and cajucarin A (7)] obtained from
the stem bark of Croton cajucara Benth, and also clerodane-type
from other species. The trans-junction of the enone-system clero-
danes was clear correlated with the presence of the characteristic
ions at m/z 95, 121 e 205. Meanwhile the characteristics ions at m/z
122 e 124 were correlated to cis-junction. The trans-junction of the
enone-system 19-nor-clerodanes showed characteristics ions at m/z
161,134 e 121.
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Introducao

Croton cajucara Benth (Euphorbiaceae), vulgarmen-
te conhecido por sacaca, representa na regido Ama-
z6nica do Brasil, um recurso medicinal de grande
importancia no tratamento e cura de vérias doen-
cas (MACIEL et al, 2000; 2002a,b; 2005; 2006a,b).
Dando continuidade aos estudos fitoquimicos desta
espécie (MACIEL et al., 1998a,b; 2000; 2003a,b;
2007), o presente artigo relata os resultados obti-
dos dos espectros de massas de diterpenos do tipo
19-nor-clerodano [trans-desidrocrotonina (1), trans-
crotonina (2), cis-cajucarina B (3), trans-cajucarina B
(4), cajucarinolida (5)] e clerodano [isosacacarina (6)
e cajucarina A (7)], isolados das cascas do caule de
Croton cajucara (Figura 1). Estes diterpenos (1-7) fo-
ram previamente isolados e caracterizados por RMN
(MACIEL et al., 1998a,b; 2003; 2006b). O diterpeno
19-nor-clerodano trans-desidrocrotonina mostrou
correlacdo significativa com as indicacbes terapéu-
ticas de Croton cajucara (COSTA et al., 2007; MA-
CIEL et al., 2000, 2002a,b; 2006a,b.). A importancia
medicinal desta planta desperta o interesse de va-
rios grupos de pesquisadores em todo o pais, com
enfoque especial para a toxicidade e viabilizacao de
um fitoterapico com esta espécie, assim como para
a biodisponibilizacdo da DCTN (COSTA et al, 2007;
MACIEL et al., 2000; 2005; SILVA et al., 2005; SOA-
RES, 2004; VEIGA JR et al., 2005.).

A maioria dos diterpenos do tipo clerodano apre-
senta juncao A/B trans (5a, 10B) com configuragao
relativa cis para os substituintes das posicdes C-5,
C-8 e C-9 (Figura 2). Os diterpenos com juncdo A/B
cis (50, 10a), na sua grande maioria, apresentam os
substituintes das posi¢cées C-8 e C-9 B-orientados
(MACIEL et al.,, 2006b). A (-)clerodina (8) (Figura 2),
um neo-clerodano isolado de Clerodendron infor-
tunatum, cuja estereoquimica absoluta é conheci-
da, foi o primeiro diterpeno descrito da série dos
clerodanos, tendo generalizado o nome clerodano
e suas configuracdes absolutas, que entao sdo esta-
belecidas através da correlacdo quimica quiral com
a (-)clerodina (MACIEL et al., 2006b). Os neo-clero-
danos estdo biogeneticamente relacionados com os
ent-labdanos, nos quais a cadeia carbdnica ligada
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ao C-9 esta a-orientada, enquanto os ent-neo-cle-
rodanos sdo relacionados aos labdanos da série nor-
mal, que sdo os de maior ocorréncia no reino vege-
tal, onde a cadeia carbodnica ligada ao carbono C-9,
encontra-se B-orientada (RODRIGUEZ et al., 1994).

O emprego de prefixos indicando modificagdes no
esqueleto em relacao a estrutura basica é bastante
comum, como por exemplo, ent, seco, nor. O prefi-
X0 ‘ent’ é usado para indicar inversdo em todos os
centros quirais; ‘seco’ evidencia quebra de alguma
ligacdo do esqueleto anelar e 'nor’indica que o pro-
duto natural possui um carbono a menos em sua
estrutura. Um nor-diterpeno possuird 19 atomos de
carbono e ndo 20, como seria de se esperar; dali,
bisnor, trinor e tetranor indicam a perda de dois,
trés e quatro atomos de carbono, respectivamente
(MACIEL et al., 2006b).

No presente trabalho, foram caracterizados frag-
mentos padroes para a identificacdo de clerodanos
e 19-nor-clerodanos que apresentem no anel A do
sistema decalinico uma enona (carbonila o,B-insa-
turada) na posicdao A3*, que foram isolados de Cro-
ton cajucara (Figura 2), ou de outras fontes vegetais
(BARRETO JR. Et al., 2005).

Material e Métodos

As cascas do caule de Croton cajucara foram cole-
tadas em Jacundg, Para. A identificacdo botanica da
planta foi feita por Nelson A. Rosa, do Museu Paraen-
se Emilio Goeldi, tendo sido depositada uma exsicata
no herbdério deste Museu, sob cédigo 247. O material
vegetal foi seco em estufa a temperatura de 40 °C, e
moido em moinho de facas do tipo Willey. O pé resul-
tante foi extraido em aparelho Soxhlet, com hexano
e depois metanol. As solucbes foram concentradas
em evaporador sob pressdo reduzida dando origem
aos extratos hexanicos e metandlicos. Estes extratos
foram fracionados por cromatografia, utilizando-se
como adsorvente gel de silica 35-70 e/ou 70-230
Mesh (Merck) (MACIEL et al., 1998b). Os dados de es-
pectros na regiao do infravermelho (IV) e ultravioleta
(UV), bem como de Ressonancia Magnética Nuclear
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Figura 1 - Representacdo estrutural de diterpenos do tipo 19-nor-clerodano e clerodano isolados

de Croton cajucara Benth

Revista Fitos

o { on

OAc
Clerodina Esqueleto Basico Jungdo A/B Trans Jungéo A/B Cis
(8) (clerodano)

W 3 N°03 setembro 2007

cis-crotonina

®

39



Artigo Original/Original Article

de Hidrogénio (RMN-'H) e de Carbono-13 (RMN-3C)
para os diterpenos 1-7 foram previamente reportados
(MACIEL et al., 1998a,b; 2003). Os espectros de mas-
sas (EM) foram registrados em espectrometro CG/EM
Finnigan-4000 e VG Auto Spec Q-70eV.

O extrato hexanico (471,8 g) de 6 kg de cascas forne-
ceu, apos filtracdo em coluna aberta de gel de silica
(35-70 Mesh), as fracoes FA (eluida em hexano), FB
(eluida em diclorometano) e FC (eluida em metanol).
Em seguida, obteve-se deste material vegetal 202,0 g
de extrato metandlico. A fracdo FB sofreu nova filtra-
¢do em coluna aberta de gel de silica (35-70 Mesh),
eluida com hexano-CH,Cl,-MeOH em gradiente cres-
cente de polaridade. Foram coletadas 53 fracoes,
que sofreram monitoramento por cromatografia de
camada fina (CCF) e produziram 6 grupos de fra-
coes (7-21; 22-25; 26-29; 30-33; 34-41 e 42-53). Da
fracdo FB foram isoladas as substancias 1 (37,2 g),
2 (0,151 g), 3 (0,064g) e 4 (0,308 g). A fracdo FC
forneceu, apds nova filtracdo em coluna de gel de
silica (70-230 Mesh), 32 fracdes. Estas, apds moni-
toramento por CCF e reunido das fragcdes similares,
geraram 5 outras fracoes (2-3; 4-10; 11-18; 19-24 e
25-30). Desta fracdo (FC) foram isolados 1 (22,3 g),
5 (0,020qg), 6 (0,029 g) e 7 (0,062 g). Por sua vez, o
extrato metandlico forneceu 26,3 g de 1 e 0,072 g
de 6 (MACIEL et al., 1998b). Os clerodanos 2, 3 e 4
foram isolados em pequenos percentuais, a partir das
fracoes apolares do dleo fixo obtido das cascas do
caule de Croton cajucara (SOUZA et al., 2006).
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Resultados e Discussao

Inicialmente, foram avaliados os dados de ions pro-
venientes de espectros de clerodanos reportados na
literatura (AQUINO et al., 1992; ATHONSEN et al.,
1973; AVILA et al.,, 1991; EL-BABILI et al., 1998; ETSE
et al, 1989; FANG et al, 1988; FAZIO et al, 1992;
HASAN, et al, 1982; KHAN et al, 1990; KIJJOA et
al, 1990; LEITAO et al, 1992; LOPES et al., 1987:
MEDINA et al,1992; MISRA et al,1985; PINTO et
al, 1994;,URONES et al., 1989; dentre outros). Para
tanto, tomou-se a subunidade decalinica do siste-
ma enona (10) como padrao de referéncia, como
representada no Esquema 1; onde o substituinte 19
(ligado a posicao C-5) é obrigatoriamente diferente
de hidrogénio (caracterizando, desta forma um cle-
rodano ao invés de um 19-nor-clerodano). As anali-
ses dos dados de espectros de massas divulgados na
literatura (referéncias citadas acima) possibilitaram o
reconhecimento de padrées de fragmentacdes para
clerodanos de sistema enona padrao deste tipo (10).
Os fragmentos de ions m/z 95, 109, 121, 135 e 205
foram os mais encontrados. O fragmento de ion m/z
205 (resultante da quebra da cadeia linear) foi obser-
vado em todos os isébmeros. Na auséncia de substi-
tuintes nas posicoes 6 e 7, os fragmentos de ions m/z
109 e 121 foram os mais abundantes. Os fragmentos
de ions m/z 122 e 124 provenientes de rearranjo, fo-
ram observados mais freqiientemente nos cis-clero-
danos e apresentam abundancia relativa mais alta do
que os trans-clerodanos. Para os trans-clerodanos, os

Figura 1 - Padrées de fragmentacdes para clerodanos com sistema decalinico do tipo 10
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fragmentos de ion m/z 95, 109, 121 e 205 se desta-
cam em todos os espectros analisados. O esquema
da Figura 1 mostra uma proposta de fragmentacgoes
para os ions de m/z 205, 134, 124,122,121 e 95.

A subunidade decalinica padrdao 10a (Figura 2) foi
utilizada para o estudo de 19-nor-clerodanos (dentre
eles: 1, 3, 4 e 5), tendo sido destacados os padroes
de fragmentacdo de ions m/z 161, 134 e 121 (Figu-
ras 2 e 3). O isbmero trans-cajucarina B (4) apresen-
tou abundancia relativa mais alta [m/z 161 (18%),
134 (95%) e 121 (100%)] do que o cis-cajucarina
B (3) Im/z 161 (27%), 134 (61%) e 121 (81%)]. Os
fragmentos padrdes de ions m/z 161, 134 e 121 (ca-
racteristicos de 19-nor-clerodanos) também foram
observados para o clerodano isosacacarina (6). No
entanto, para este clerodano, que apresenta grupo
CH, na posicao C-19, os fragmentos de ions m/z
162 (25%), 122 (57%), 94 (94%) e 82 (100%) fo-
ram os mais abundantes (Esquema 4). Em um estu-
do sintético Grossman e Rasne (2001) obtiveram a
sintese total deste clerodano (que possui uma car-
bonila adicional na posi¢ao-C20), bem como do seu
isdbmero sacacarina (carbonila adicional na posicao-
C19 e grupo CH, na posi¢ao C-20).

O 19-nor-clerodano trans-crotonina (2) apesar de
nao possuir a insaturacdo A3* no anel A do sistema
decalinico, apresentou os fragmentos padroes de
ions de m/z 161 (38%), 134 (24%) e 121 (51%). No
entanto, os fragmentos m/z 94 (100%) e 95 (78%)
foram os mais abundantes. O isOmero cis-crotonina
(9) isolado do Croton lucidus L, também apresentou
o fragmento m/z 94 como pico base (CHAN et al,
1968). De acordo com o esperado, para o clerodano
trans-cajucarina A (7) que possui um grupo formila

W=
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na posicdo C-5, os fragmentos de ions m/z 95 e 121
foram detectados. No entanto, as abundancias rela-
tivas mais altas foram observadas para os fragmen-
tos de ions m/z 330 (47%), 299 (33%), 269 (47%)
e 248 (100%).

Concluséao

Utilizando-se dados de espectrometria de massas,
foram caracterizados fragmentos padroes para
a identificacdo de diterpenos do tipo clerodano e
19-nor-clerodano que apresentam carbonila o,p-
insaturada na posicdo A3** do anel A do sistema
decalinico, tendo sido possivel através de ions ca-
racteristicos, definir a juncdo dos anéis A e B deste
sistema. Os fragmentos de rearranjo com fons m/z
122 e 124 sao os mais abundantes em cis-cleroda-
nos e, desta forma, permitem correlaciona-los com
a estereoquimica dos centros quirais C-5 e C-10. A
observacdo de fragmentos padroes podera facilitar
a identificacdo de subunidades decalinicas do tipo
10 (onde os fragmentos m/z 95, 121 e 205 sdo os
mais abundantes) e 10a (onde os fragmentos m/z
161, 134 e 121 sao os mais caracteristicos). Através
deste estudo pode-se concluir ainda, que o uso de
Cromatografia Gasosa de Alta Resolucdo acoplada
a Espectrometria de Massas (CGAR-EM) torna-se
uma ferramenta importante na andlise de misturas
complexas de extratos provenientes de fontes natu-
rais (vegetais ou marinhas) ricas em diterpenos do
tipo clerodano. Desta forma, o trabalho exaustivo
de isolamento, purificacao, identificacdo, caracteri-
zacao e definicdo da configuracao relativa dos cen-
tros quirais C-5 e C-10 de substancias clerodanicas
com decalina contendo um sistema enona do tipo
10 e 10a, pode ser economizado, senao evitado.

Figura 2 —Padrées de fragmentacdo para 19-nor-clerodanos com sistema decalinico do tipo 10a
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Figura 3 - Proposta de fragmentacdo para 19-nor-clerodanos trans e cis -cajucarinas B
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Figura 4 — Proposta de fragmentos relevantes do clerodano isosacacarina
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