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Estudo fitoquimico de folhas de Croton
cajucara Benth e determinacao da sua
propriedade antioxidante

Phytochemical investigation of the leaves of
Croton cajucara Benth and its antioxidative
properties

Resumo

O estudo fitoquimico realizado com os extratos hexanico (EH), clorofér-
mico (EC) e metandlico (EM) obtidos de folhas de Croton cajucara Benth,
resultou no isolamento de uma mistura hidrocarbdnica apolar rica em
triacontano, esteréides (B-sitosterol, estigmasterol e 3-O-glicopiranosil-
B-sitosterol), flavondides (3,7,4-tri-O-metilcanferol e 3,7-di-O-metil-
canferol), e um diterpeno do tipo 19-nor-clerodano (cajucarinolida). A
investigacao fitoquimica realizada com folhas de plantas com idades
variando entre 1% - 6 anos, revelou que a época de coleta e a idade da
planta ndo provocam variagdo na quantidade produzida do flavonoide
3,7 4"-tri-O-metilcanferol (0,005%), tendo sido observadas variagdes nos
percentuais de isolamento das misturas hidrocarboénica (0,11 - 0,28%)
e esteroidal (0,01 - 0,15%). Em funcao da dificil solubilizacdo dos extra-
tos EH, EC e EM nos solventes bioldgicos, a atividade antioxidante s
foi avaliada (utilizando-se como fonte de radical livre 0 DPPH) apds dis-
solucao em sistemas microemulsionados (SME) contendo a mistura de
tensoativos Tween 80/ Span 20. O sistema SME-1 rico em dgua (60%) dis-
solveu satisfatoriamente o extrato polar (EM). Ambos os sistemas SME-3
e SME-4 (5% de 4gua) dissolveram bem o extrato apolar (EH). O extrato
de polaridade média EC também apresentou solubilidade satisfatdria no
sistema SME-4; tendo sido observado diferenca significativa nos valores
de EC50 (280 mg/mL para EC solubilizado no sistema SME-3 e 362 mg/
mL para SME-4).

Abstract

Phytochemical studies on the hexane (EH), chloroform (EC) and metha-
nol (EM) extracts obtained from the leaves of Croton cajucara Benth re-
sulted in the isolation of the known compounds [3-sitosterol, stigmasterol,
sitosterol-3-O-B-glucoside, kaempferol 3,4,7-trimethyl ether, kaempferol
3,7-dimethyl ether, diterpene cajucarinolide and a non-polar hydrocarbon
mixture which was rich in triacontan. The content of the hydrocarbon mix-
ture and steroids varied according to both plant age and season of the
year (ranging from 0.11 - 0.28% and 0.01 — 0.15%, respectively). Mean-

71



Artigo Original / Original Article &% Estudo fitoquimico de folhas de Croton cajucara Benth e determinagao

while, the seasonal evaluation of the plants leaf aging
from 1% to 6 years old showed that neither age nor the
year period have affected the contents of kaempferol
34,7-trimethyl ether, which was present as 0.005% in
the leaves of plants along the whole age period. Due
to the poor solubility of the EH, EC and EM extracts, the
antioxidant effect was evaluated (DPPH-method) after
their incorporation to microemulsion systems (SME)
performed with a mixture of the surfactants Tween
80 and Span 20. The polar extract (EM) showed higher
solubility in the SME-1 system (60% water). Both SME-3
and SME-4 systems (5% water) dissolved the non-polar
extract EH. However, the chloroform extract showed
higher solubility in the SME-4 system, what seems to
affect the EC,, values (362 mg/mL) compared with the
values for SME-3 system (280 mg/mL).

Introducao

Croton cajucara Benth (Euphorbiaceae), vulgarmente
conhecido por “sacaca’, representa um recurso medi-
cinal de grande importancia no tratamento e cura de
varias doencas (MACIEL et al., 2002a, 2002b). De acor-
do com informacdes etnobotanicas, as folhas desta
espécie sdo comercializadas em feiras livres da cidade
de Belém-PA com indicacdo hepatoprotetora (MACIEL
et al, 20023, 2002b). No entanto, comprovou-se que o
uso abusivo deste Croton pode acarretar hepatite toxica
(MACIEL et al,, 20023, 2002b; SOARES, 2004; VEIGA Jr. et
al, 2005). Casos de hepatite aguda, cronica e fulminante
foram notificados em pacientes da regido Amazonica,
que fizeram uso da sacaca no controle de peso corpo-
ral e reducdo de niveis elevados de colesterol (MACIEL
et al, 2002b; SOARES, 2004; VEIGA Jr. et al, 2005). No
entanto, apesar destes relatos sobre a toxidez, vem se
comprovando ao longo das ultimas duas décadas, que
substancias isoladas das cascas do caule e das folhas
de C cajucara, bem como extratos (obtidos de folhas
ou cascas do caule deste Croton) sdo terapeuticamen-
te eficazes, sem que efeitos tdxicos relevantes sejam
evidenciados. Citando apenas alguns exemplos, acoes
antiinflamataria, hipoglicémica, hipolipidémica, antiul-
cerogénica, cardiovascular, anticancer, antimutagénica
e citotodxica foram amplamente investigadas (AGNER et
al, 1999: AGNER et al.,, 2001; CAMPQOS et al,, 2002; Costa
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etal, 2007; FARIAS et al., 1996; FARIAS et al,, 1997; FARIAS
et al, 2005; HRUMA-LIMA et al., 1999; HIRUMA-LIMA et
al, 2002; KHAN et al., 2009; MACIEL et al,, 2000; MACIEL
et al, 2006a; PERAZZO et al, 2007; SANTOS et al., 2006;
SILVA et al,, 20013, 2001b, 2001¢; SILVA et al,, 2005; SOU-
ZA et al, 2006). Além disso, estudos de toxicidade agu-
da e subcronica, realizados com o clerodano majoritario
trans-desicrocrotonina isolado das cascas do caule de C.
cajucara, revelaram baixa toxicidade (RODRIGUEZ et al,,
2004; SOUZA-BRITO et al,, 1998).

Em decorréncia da grande representatividade da espé-
cie C. cajucara na medicina tradicional da regidao Amaz6-
nica do Brasil e, mais recentemente, pela expansao do
seu uso em outras regides do pais (VEIGA Jr. et al,, 2005),
focamos a ampliacdo do seu estudo. O presente traba-
Iho resultou no isolamento e caracterizacdo de consti-
tuintes quimicos isolados de extratos obtidos de folhas
de C cajucara, tendo sido realizado um monitoramento
da variacdo na producao (verificado pelos percentuais
nos isolamentos) dos constituintes quimicos presentes
em arvores com idades varidveis, coletadas em épocas
e ambientes diferentes, bem como na avaliacdo da acéo
antioxidante de extratos veiculados em nanosistemas
do tipo microemulséo.

Microemulsées sdo sistemas coloidais termodinamica-
mente estdveis e opticamente isotropicos contendo
agua, 6leo, tensoativo e, frequentemente, um coten-
soativo (FLORENCE, 2005). Estas formulagdes vém sen-
do utilizadas como sistemas de liberacado de farmacos
devido a inUmeras vantagens, podendo-se destacar: o
aumento da capacidade de solubilizacdo de farmacos e
a diminuicao de efeitos adversos (FORMARIZ et al., 2005;
OLIVEIRA et al., 2004; LAWRENCE; REES, 2000). O aumen-
to da biodisponibilidade de farmacos esta correlaciona-
do com a solubilizacdo de substancias pouco soluveis,
bem como com a diminuicdo da dose administrada, ga-
rantindo além de vantagens econdémicas, a diminuicao
de efeitos adversos (KAWAKAMI et al.,, 2002).

Material e Métodos

A identificacdo botanica de C. cajucara Benth foi feita
por Nelson A. Rosa do Museu Paraense Emilio Goeld;,
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em cujo herbdrio a exsicata foi depositada, sob co-
digo 247. As coletas de C. cajucara foram realizadas
em areas nativas ou cultivadas. As coletas das plantas
cultivadas, com idades variando entre 1% - 6 anos, fo-
ram realizadas no Sitio Tamuassad, localizado ha pou-
cos quildmetros de Belém-PA. O material de arvores
com 1% anos de idade foi coletado em novembro de
1993; uma das arvores foi cultivada em area expos-
ta ao sol e a outra em &rea sombreada por arvores
vizinhas (semelhante a drea nativa). Neste mesmo si-
tio, em junho de 1995, o material foi coletado de um
espécime com 3 anos de idade, cultivado em érea
exposta ao sol. Arvores com idades entre 4-6 anos
foram coletadas distintamente; a primeira delas (ori-
gem nativa) foi realizada em 1985 em Braganca-PA,
o material vegetal moido e hermeticamente arma-
zenado em saco plastico sob refrigeracdo de ar con-
dicionado, até a ocasido de seu uso em 1993, apre-
sentando perfeito estado de conservagao. A segunda
coleta neste grupo de arvores (4rea exposta ao sol)
foi realizada em junho de 1993 no sitio Tamuassau
em Belém-PA e a terceira coleta (4drea nativa) foi re-
alizada em Jacunda-PA, em abril de 1994. Apds cada
coleta, o material vegetal foi separado por partes
(folhas, galhos, caule, raizes e cascas do caule), seco
em estufa a temperatura de 40 °C. O pulverizado de
cada parte coletada foi extraido por percolacdo, com
solventes em gradiente de polaridade crescente. Os
filtrados foram concentradas sob pressédo reduzida,
para originar os extratos hexanico (EH), cloroférmico
(EC) e metandlico (EM) para cada material coletado.
Todas as amostras foram submetidas a processos cro-
matograficos no periodo entre 1993 — 1995.

Nas separacdes cromatograficas em coluna aberta
utilizou-se como adsorvente gel de silica (35-70 e
70-230 Mesh). As cromatografias de camada fina
(CCF) foram efetuadas utilizando-se gel de silica
60H. Para revelacdo das placas em CCF foram uti-
lizados vapores de iodo, solucdo de sulfato cérico,
acido sulfurico/metanol 1:1 e reagente de Dragen-
dorff. O critério de pureza adotado foi a obtencao
de um unico e uniforme sinal em CCF, variando-se
o sistema de solvente empregado. De cada planta
coletada utilizou-se cerca de 1 kg de folhas na ob-
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tencdo de EH e EC. Como exemplo, para 1 kg de fo-
lhas de &rvores coletadas em area nativa, obteve-se
14,6 g de EH e 28,2 g de EC. EM foi obtido de folhas
de drvores coletadas em drea nativa. Estes extratos
foram submetidos a cromatografia em gel de silica,
conforme descrito na Figura 1.

Os espectros na regido do infravermelho (IV) foram
registrados em espectrofotdmetro Perkin-Elmer,
modelo 16 PC com transformada de Fourier. Foram
utilizadas pastilhas de KBr para as substancias séli-
das contendo aproximadamente 1% de amostra. Os
espectros de ultravioleta (UV) foram registrados em
espectrofotdmetro GBC UV/VIS 911A CG Analitica
Ltda. Os pontos de fusdo foram determinados em
um bloco Kofler (Jasco DIP-370), com um termdme-
tro nao aferido previamente. Os espectros de mas-
sas (EM) foram registrados em espectrometro CG/MS
Finnigan-4000 e VG Auto Spec Q- 70eV (baixa resolu-
cédo). Os espectros de ressonancia magnética nuclear
de hidrogénio (RMN de 'H) e de carbono-13 (RMN
de Q) foram registrados em espectrémetro Varian,
modelo Gemini, operando a 300 e 75,4 Hz, respecti-
vamente, bem como em espectrémetro Bruker, ope-
rando a 200 (RMN de 'H) e 50 MHz (RMN de *C). O
padrédo utilizado como referéncia interna foi o sinal
do préprio solvente empregado para solubilizar as
amostras.

O fracionamento e isolamento a partir da mistura
hidrocarboénica e (MH) foi monitorado utilizando-
se a mesma metodologia descrita na Figura 1,
obtendo-se 2,8 g da MH (1,9 g proveniente do EH
e 0,9 g do EC) provenientes de folhas das arvores
com 4-6 anos de idade, a partir de 1 kg de material
vegetal, em diferentes coletas; 1,6 g da MH (1,1 g
no EH e 0,5 g no EC) de folhas da arvore com 3
anos de idade (1 kg de material vegetal); 1,02 g da
MH (1,0 g no EH e 0,02 g no EC) da arvore com 1%
ano (cultivada em ambiente exposto ao sol, par-
tindo-se de 0,9 kg de material vegetal); e 2,3 g (2,0
g proveniente do EH e 0,3 g do EC) da arvore com
1% ano (0,9 kg de material vegetal) cultivada em
drea sombreada por arvores vizinhas (semelhante
ao ambiente nativo).
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Figura 1 - Fracionamento quimico dos extratos hexanico (EH) e cloroférmico (EC) de folhas de Croton cajucara
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1- Hexano
1kg
1 Extracao
2 2- cloroférmio
HEXANO CHCI 3
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Percolacdo Percolacdo
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HEXANICO CLOROFORMICO
14,6 9 2829
Fracionamento | Fracionamento |
Cromatografico Cromatografico
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(1:0-0:1)
| ordem crescente de polaridade |
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(1:0-0:1)
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. \4
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\ ..
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(3,7,4'-tri-0-metilcanferol )
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Obtencao dos sistemas microemulsionados: As
microemulsdes testadas foram preparadas utilizando a
mistura Tween 80 e Span 20 (3:1) como tensoativo, miris-
tato de isopropila (IPM) como 6leo (fase organica) e dgua
bidestilada de acordo com metodologia previamente
descrita (GOMES et al, 2006). Em apenas um dos siste-

da sua propriedade antioxidante

mas testados (SME-4) ndo se utilizou etanol como coten-
soativo, nos demais sistemas (SME-1 e SME-4) o etanol
foi utilizado na razao C/T =1 (Tabela 1). Os diagramas de
fase foram obtidos a partir da titulagdo com agua bides-
tilada e fase oleosa (quando necessario) de misturas pré-
determinadas contendo tensoativo/cotensoativo.

Tabela 1 - Composicao dos Sistemas Microemulsionados (SME) testados

Massa obtida (%)
Componente SME-1 SME-3 SME-4
Tween 80 1312 18,75 22,50
Span 20 4,38 6,25 7,50
Etanol 17,50 25,00 Y4
IPM 5,00 45,00 65,00
Agua bidestilada 60,00 5,00 5,00

Avaliacdo da atividade antioxidante: Na metodologia
empregada para a avaliagdo da atividade antioxidante
utilizou-se como fonte de radical livre o DPPH (2,2-difenil-
picril-hidrazila) (MENSOR et al,, 2001). As solucdes estoque
foram preparadas em metanol na concentragdo de 1 mg/
mL. O ensaio foi realizado em microplacas de 96 po¢os, no
volume total de 100 pL. Foram feitas diluicdes dos extratos
para as concentracées de 710, 71, 7,1 e 0,71 ug/mL, que
foram adicionadas as microplacas, juntamente com uma
solugcdo 0,3 mM de DPPH (em metanol). Apds o tempo
de 30 minutos de repouso no escuro, foi feita a leitura das
microplacas em leitora Elisa a 490 nm. Foram realizados 3
ensaios independentes, todos em triplicata. O percentual
antioxidante foi calculado a partir da seguinte equagao:

%AA = 100-_(A amostra — A branco) x 100
A controle

onde;

A amostra = absorbancia da amostra correspondente
ao extrato com DPPH

A branco = absorbancia do branco correspondente ao
extrato sem DPPH

A controle = absorbancia da solucao pura de DPPH 0,3
mM

A atividade antioxidante foi expressa em valores de
CEsp + dp, obtidos através do gréfico que relaciona o
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percentual de atividade antioxidante (%AA) contra a
concentracao da substancia ensaiada.

Resultados e Discussao

O fracionamento cromatografico do extrato hexanico
(EH) conduziu ao isolamento de uma mistura de hi-
drocarbonetos (fragdes F1-12 do EH e F1-7 do extrato
CHC,), em que o triacontano (sélido de coloragao bran-
ca) é o componente majoritario com percentual eleva-
do (65%). As fracdes F25-26 (eluidas com hexano:AcOEt
98:2) forneceram, apds re-fracionamento cromatogra-
fico, 1,0 g de um sélido amorfo correspondente a co-
ocorréncia de b-sitosterol e estigmasterol, na propor-
¢80 89:11, evidenciado por RMN. Estes esterdides foram
caracterizados por dados espectroscépicos, estando
de acordo com dados previamente reportados na lite-
ratura (PERES et al, 1997). Observou-se na regiao de IV
0s seguintes maximos de absorcdes: 3425 cm™ (grupo
hidroxila), 2936 e 2867 (grupos CH, e CH), 1465 e 1379
cm™ (ligagdes C-H alifticas), 1640 e 958 cm™ (olefina
trans dissubstituida). O RMN de 'H apresentou hidrogé-
nios olefinicos em d 5,34 [dlargo (U= 5,2 H2)], 5,14 [dd (
=84e152Hz]e500[dd(J=288¢e 152 Hz); carbindli-
coem & 3,51 (m); metilicos e metilénicos na faixa entre
0,66-2,24 ppm]. A baixa intensidade dos duplos duble-
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tos em 5,14 (H-23) e 5,00 (H-22) ppm (correspondentes
ao estigmasterol), quando comparada com a intensida-
de do sinal de hidrogénio olefinico em 5,34 ppm (H-6
de B-sitosterol e estigmasterol) apontou o B-sitosterol
como componente principal na mistura (89%). No es-
pectro de RMN de *C, os sinais correspondentes aos
carbonos caracteristicos do estigmasterol sao visivel-
mente menos intensos ou nem aparecem. Também,
as intensidades dos hidrogénios olefinicos H-6, H-22 e
H-23 [8 5,34 H-6 (d largo); 5,20 H-23 (dd) e 5,00 H-22 (dd)
ppm] de uma amostra auténtica de estigmasterol, sdo
equivalentes entre si, corroborando com a sugestdo do
[3-sitosterol como o componente majoritario na mistura
esteroidal (ME) oriunda de folhas de C. cajucara. Os des-
locamentos quimicos (8) 23,1, 36,5 e 45,9 ppm, corres-
pondentes aos carbonos C-28, C-20 e C-24 respectiva-
mente, sdo exclusivos do 3-sitosterol e 0s & 129,4 (C-23)
e 138,0 (C-22) ppm sdo exclusivos do estigmasterol.

As fracdes F27-29 (provenientes do EH; eluidas com
3-4% de AcOEt em hexano), bem como o grupo de fra-
¢des F30-36 (provenientes do EC; eluidas com 2-4% de
AcOEt em hexano) forneceram uma mistura do flavo-
noide 3,7,4'-tri-O-metilcanferol (visualmente de colora-
¢do amarelo-ouro) ainda com presenca de B-sitosterol
e estigmasterol. As analises de CCF de F27-29 e F30-36
revelaram um Unico sinal em diferentes sistemas de
eluicdo, evidenciando o mesmo Rf para ME e o flavo-
ndéide. No entanto, diferencas significativas nas colora-
¢coes foram obtidas com o de reagentes sulfato cérico
ou acido sulfurico-MeOH como reveladores, fixando a
coloracéo para ME e amarela para 3,7,4"-tri-O-metilcan-
ferol. Adicionalmente, a ME apresentou solubilidade
diferenciada em acetona, sendo o flavondide muito
mais sollvel neste solvente; o que permitiu a dissolu-
cdo seletiva das fracdes F27-29 e F30-36. O processo foi
repetido até que a ME estivesse praticamente separa-
da do flavonoide, tendo sido necessério, finalizando-se
a purificacdo do flavondide com uma microcoluna em
gel de silica (fragcdes de 10 mL; eluente: gradiente 1-4%
de AcOEt em hexano), resultando no isolamento de
190,0 mg de ME e 35,1 mg de 3,7,4-tri-O-metilcanferol
(provenientes das fracdes originais F27-29) e 138,0 mg
de ME e 63,8 mg do flavondide (fracdes F30-36). O es-
pectro de IV deste flavondide mostrou um maximo de
absor¢ao caracterfstico de carbonila o,3-insaturada em
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1659 cm™. Apesar do grupo OH néo ter sido claramente
evidenciado no espectro de 1V, foi apontado pela colo-
racdo marrom-escuro em CCF, quando revelado com o
FeCl,, bem como no espectro de UV em solugao meta-
nélica de hidréxido de sédio. Neste espectro, a hidroxila
fendlica foi evidenciada pelos deslocamentos batocro-
micos dos maximos de absorcdo 290 (deslocamento
de 17 nm com acentuado aumento na intensidade da
banda) e 371 nm (deslocamento de 22 nm com dimi-
nuicdo da intensidade da banda). O espectro de UV em
solugdo metandlica mostrou bandas de absor¢ao (273
e 349 nm) caracteristicas de flavonoides do tipo flavona
ou flavonol 3-O-substituido (MARKHAM; MABRY, 1975;
MARKHAM, 1982). A regeneracao das curvas em meio
neutro foi evidenciada comparando-se as respostas no
espectro de UV pelo uso de MeOH + NaOH / MeOH +
HCI. A possibilidade de existéncia da subunidade fend-
lica na estrutura quimica deste flavondide é reforcada
pelos maximos de absorcdo em 1601, 1585 e 1498 cm’!
caracteristicos de regido aromatica no IV. No espectro
de RMN de 'H, o sinal deste hidrogénio hidroxilico apa-
rece em 12,67 ppm, indicando a formacéo de ponte de
hidrogénio intramolecular (pelo deslocamento quimico
em campo muito baixo). Neste espectro, a presenca de
grupos metoxilas foi constatada pelos sinais em 3,90 (s,
3H), 3,88 (s, 3H) e 3,86 (s, 3H) ppm e, no espectro de
RMN de "C pelos sinais em 60,0; 55,7; 55,3 ppm. A car-
bonila o, B-insaturada (observada no espectro de IV em
1659 cm™) foi confirmada pelo deslocamento quimico
em 178,7 ppm (RMN de *C).

A constante de acoplamento J = 2,2 Hz observada
nos deslocamentos quimicos & 6,45 (d, 1H) e 6,36 (d,
2H) sugeriu o acoplamento meta para os hidrogénios
H-8 e H-6 do anel A, definindo entdo a posicdo de
um dos trés grupos metoxilas, que estaria localizado
no carbono C-7 do anel A, com o outro grupo meto-
xila ocupando a posicdo C-4'do anel B. Dessa forma,
justificam-se os dois dubletos (cada um integrando 2
hidrogénios) em 8,10 e 7,03 ppm (acoplamento orto,
J=9,2 Hz). A regeneragao das curvas no espectro de
UV em meio neutro também estd de acordo com a
auséncia de sistemas orto ou para substituidos; as-
sim como o efeito batocrémico, com diminui¢ao da
intensidade da banda | evidenciada pela adicao de
NaOH (indicativo de que poderia existir OCH, na po-
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sicao C-4"). Por eliminagao, o ultimo grupo metoxila
estaria ocupando a posicao C-3. A posicdo C-5 nao
foi vista como uma segunda opg¢do porque a pre-
senca de hidroxila fendlica (teste positivo com FeCl,)
requeria o grupo OH localizado em C-5, ja que as po-
sicdes C-7 e C-4" estariam ocupadas por metoxilas. A
auséncia de singleto integrando um hidrogénio na
faixa entre 6,30- 6,60 ppm no RMN de 'H eliminou
a possibilidade deste flavondide ser do tipo flavona,
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restando conseqientemente, a estrutura do flavonol
3,7,4"-tri-O-metilcanferol, de grande ocorréncia natu-
ral (DREYER, 1978). O espectro de massas deste flavo-
nol mostrou o pico do ion molecular de m/z 328 [M]*,
confirmando a estrutura proposta. Os fragmentos de
fons m/z 327 e 285 sdo consistentes com a localiza-
cao do grupo metoxila na posicao C-3. O fragmento
de fon m/z 135 (pico base) confirmou a presenca de
metoxila no anel B (Figura 2).

Figura 2 - Proposta de fragmentacao para o flavonoéide do 3,7,4’- tri-O-metilcanferol
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A maioria dos flavondides apresenta no espectro de UV
dois maximos de absorcdo que ocorrem entre 240-285
e 300-550 nm, chamados de banda Il e banda |, respec-
tivamente (MARKHAM; MABRY, 1975, MARKHAM, 1982).
A absorcao referente a banda Il origina-se do sistema
benzoil do anel A e a banda | do sistema cinamoil do
anel B (Figura 3). Dentre as classes de flavondides mais
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amplamente distribuidos na natureza encontram-se
as flavonas, os flavondis e as flavanonas (Figura 3) que
apresentam, em sua grande maioria, o padrao de hi-
droxilacao caracteristico de flavondides, onde o anel A
pode ser do tipo floroglucinol (1,3,5-triidroxibenzeno)
ou resorcinol (1,3-diidroxibenzeno) e o anel B, aparece
hidroxilado nas posicdes 4, 3; 4" ou 3, 4, 5" Numerosos
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derivados destes constituintes fundamentais sdo co- ‘
nhecidos pelo nimero distinto de hidroxilas, metoxilas

Figura 3 - Esqueleto basico de classes de flavondides

Flavonol

O grupo de fragdes F63-89 (provenientes do EC; eluido
com 12-40% de AcOEt em hexano; Figura 1), forneceu
57,6 mg do diterpeno 19-nor-clerodano cajucarinolida,
previamente isolado das cascas do caule de Croton ca-
jucara (ICHIHARA et al., 1992; MACIEL et al., 1998a), bem
como 10,9 mg de um outro constituinte quimico com
caracteristicas de flavondide polar. Estes componentes
foram purificados via recristalizacbes em cloroférmio,
tendo apresentado, apds purificacdo os seguintes ren-
dimentos: 0,001% (flavonoide polar) e 0,006% (diterpe-
no do tipo clerodano cajucarinolida). Este clerodano
possui atividade antiinflamatéria (ICHIHARA et al., 1992)
e citotoxica (MACIEL et al,, 2007). Nao ha até o momen-
to atual, nenhum trabalho relatando o isolamento desta
substancia em outra espécie de Croton, ou mesmo, em
outro género.

As avaliacdes preliminares da estrutura quimica do fla-
vondide polar presente nas fragdes F63-89, mostraram
em CCF a presenca de hidroxila fendlica pelo resultado
positivo com FeFIa; carbonila o, B-insaturada (1661 cm
") e hidroxila (3257 cm™) no espectro de IV; e bandas
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e pela presenca ou nao, de ligagdes glicosidicas (MA-
RKHAM; MABRY, 1975; MARKHAM, 1982).

Flavona

Flavanona

de absor¢des em 273 e 353 nm no espectro de UV, ca-
racteristicas de flavonoéides do tipo flavona ou flavonol
(MARKHAM; MABRY, 1975, MARKHAM, 1982) do tipo
3-O-substituido. No espectro de RMN de 'H, observou-
se hidroxila quelada em 11,99 ppm (singleto, 1 H) e
dois grupos metoxilas com sinais em 3,15 e 3,11 ppm.
Para esta substancia, havendo substituicao na posi¢ao
C-4' faltaria incluir mais um grupo substituinte ja que
s6 aparecem no espectro de RMN de 'H dois sinais de
grupo metoxila e um sinal de hidroxila quelada. No en-
tanto, constatou-se um total de quatro substituicdes
(posicoes C-3, C-5, C-7 e C-4'). A auséncia de singleto
integrando um hidrogénio, na faixa entre & 6,30- 6,60
no espectro de RMN de 'H, eliminou a possibilidade
de estrutura flavonica, restando, consequentemente, a
possibilidade de flavonol. Desta forma, foram propos-
tas quatro estruturas isoméricas para este flavonoéide
(Figura 4). Como a ligacao de hidrogénio intramolecu-
lar do hidrogénio fenélico com a carbonila provocaria
deslocamento quimico para campo mais baixo, no es-
pectro de RMN de 'H, esta ligagdo poderia existir entre
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o grupo hidroxila posicionado no carbono C-3 (Il e IV,
Figura 4) ou no carbono C-5 (I e lll). Na primeira opcao,
ocorre formacao de anel de cinco membros, com o
sinal relativo ao hidrogénio fendlico aparecendo em
torno de 10 ppm; na segunda possibilidade, ha forma-
¢ao de anel de 6 membros e o sinal do hidrogénio fe-

da sua propriedade antioxidante

nélico seria registrado acima ou em torno de 12 ppm
(MARKHAM: MABRY, 1975). Como o sinal observado
para a hidroxila quelada foi registrado em 11,99 ppm,
estabeleceu-se o posicionamento deste grupo na po-
sicdo C-5, eliminando-se, portanto, as possibilidades
estruturais Il e IV.

Figura 4 - Possibilidades de formacao de ligacoes de hidrogénio intramolecular para o flavonéide isolado

do grupo de fragées F63-89

CH30

O espectro de UV em solucdo metandlica de hidréxido
de sddio indicou que a hidroxila ndo poderd ocupar a
posicdo C-7 porque nao ha surgimento de uma nova
banda na faixa entre 320-335 nm (DREYER, 1978; MA-
RKHAM; MABRY, 1975; MARKHAM, 1982). Somada as in-
formacdes anteriores, este resultado elimina a estrutura
Il como uma possibilidade, induzindo o seguinte padrao
de substituicdo: OH posicionadas em C-5 e C-4'e grupo
metoxila (OMe) posicionado em C-7 e C-3 (estrutura |, Fi-
gura 4). A hidroxila da posicdo C-4'foi confirmada pelos
deslocamentos batocrémicos da banda II, nos espectros
de UV. Em solucdo metandlica de hidroxido de sédio
ocorreu deslocamento batocrémico de 43 nm e em solu-
¢do metandlica de cloreto férrico, ocorreu deslocamento
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batocrémico de 39 nm e surgimento de novas bandas
em 360 e 308 nm. A substancia corresponde, portanto,
ao flavonol 3,7-di-O-metilcanferol (Figura 5), previamente
reportado na literatura (VALESI, 1972).

Afracéo F114 (proveniente do EC; eluida em AcOEt; Figu-
ra 1) foi purificada em microcoluna de gel de silica com
sistema de eluicao variando entre 50-100% de AcOEt em
hexano. Neste re-fracionamento (eluente: AcOEt) obte-
ve-se uma substancia polar de caracteristica esteroidal.
O espectro de IV mostrou absor¢do forte em 3415 cm’!
(grupo hidroxila), justificando a polaridade relativamente
alta desta substancia. O espectro de RMN de 'H, apresen-
tou absor¢do de hidrogénio olefinico [5,21 ppm (d largo,

79



Artigo Original / Original Article

J = 5,2 H2)], hidrogénios carbindlicos (3,04 - 3,69 ppm)
e hidrogénios metilicos e metilénicos (0,52 — 2,29 ppm).
Estas informacdes, somadas com o grande nimero de
sinais de absorcao na regiao de hidrogénios carbindlicos,
sugeriram a estrutura de um esterdide glicosilado. Os si-
nais em 100,8; 76,2; 75,6; 73,3; 69,9 e 61,5 ppm (RMN de
13C) sao caracteristicos de glicosideos esteroidais, onde
0 acucar é a glicose. A subunidade estrutural glicose foi

3 Estudo fitoquimico de folhas de Croton cajucara Benth e determinagao
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identificada pelos sinais em 4,25 (d, /= 7,7 Hz); 3,69 (dd, J
=120e3,0H2),3,59(dd J=120e4,5H2);343 (m)e 3,16
3,04 (M) ppm, no espectro de RMN de 'H. O espectro de
RMN de C evidenciou uma concordancia significativa
para o 3-sitosterol, concluindo-se pela identidade do es-
terdide glicosilado como 3-O- glicopiranosil-3-sitosterol,
amplamente reportado na literatura (BILIA et al, 1996;
PERES et al,, 1997).

Figura 5 - Constituintes quimicos isolados de folhas de Croton cajucara

3,7,4'-tri-O-metilcanferol

[3- sitosterol

Variacao dos teores de constituintes
quimicos de folhas de Croton cajucara

A variagao dos teores dos constituintes quimicos
isolados de folhas de C. cajucara resultou de um
estudo preliminar com as cascas do caule, galhos,
caule, raizes e folhas deste Croton, em que a pre-
senca do diterpeno trans-desidrocrotonina (consti-
tuinte majoritario das cascas do caule deste Croton)
era monitorada segundo a sazonalidade. Para tanto,
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3,7-di-O-metilcanferol

29

27

estigmasterol

esta espécie vegetal de origem nativa ou cultivada,
foi coletada em diferentes épocas e ambientes de
plantio (MACIEL et al,, 1998b; MACIEL et al.,, 2000).
Paralelamente a este estudo, foi possivel compro-
var que a mistura [3-sitosterol e estigmasterol ocorre
em todas as partes de C. cajucara Os teores maxi-
mos observados foram: 0,01% para raizes e cascas
do caule; 0,02% para caule e galhos, e 0,15% para
folhas. A Tabela 2 mostra a variacdo sazonal desta
mistura esteroidal.

Revista Fitos 3 Vol.4 N°02 Dezembro 2009



Artigo Original / Original Article

HO

3 Estudo fitoquimico de folhas de Croton cajucara Benth e determinagao

da sua propriedade antioxidante

(

3—O—B—glicopiranosil— B—sitosterol

Tabela 2 - Variagoes da mistura esteroidal (3-sitosterol e estigmasterol)

Tipo de Arvore

Local de Coleta

Teor Isolado

Arvores com idades variando entre
4-6 anos (nativas)

Braganca-PA
(Ano: 1985)

folhas: 0,120 %
caule: 0,001 %

Arvores com idades variando entre
4-6 anos (cultivadas®)

Sitio Tamuassau-PA

folhas: 0,030 %

(1993) caule: n.o.
Arvores com idades variando entre Jacunda-PA Cascas: tragos
4-6 anos (1994) caule: 0,021%

Arvore com 3 anos de idade

(cultivada®)

Sitio Tamuassau-PA

(1995)

folhas: 0,080 %

cascas: 0,012 %

Arvore com 1anoe

de idade (cultivada®)

Sitio Tamuassau-PA

(1993)

folhas: 0,010% ; galhos: 0,02%

cascas: 0,011%; raizes: 0,017%

Arvore com 1anoe s

de idade (cultivada**)

Sitio Tamuassau-PA

(1993)

folhas: 0,15%; galhos: 0,01% cascas:
0,006%; rafzes: 0,003 %

*cultivadas em drea exposta ao sol. ** drea sombreada por arvores vizinhas; n.o. (ndo observado).

A Figura 6 mostra a variagao sazonal de uma mistura
hidrocarbdnica rica em triacontano, presente nas fo-
Ihas de arvores com idades diferentes. As coletas nas
arvores com idades variando entre 4-6 anos (Figura 6,
n° 1) em 1985 (Braganca-PA) levaram ao isolamento
da MH com rendimentos de 0,28%, e do flavondide
3,7,4'- tri-O-metilcanferol (0,009%). As arvores com
idades variando entre 4-6 anos (Figura 6, n° 2) foram
cultivadas em érea exposta ao sol, tendo sido cole-
tadas em junho de 1993 (Sitio Tamuassau, localizado
ha poucos quildmetros de Belém-PA). Nestas arvo-
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res o rendimento de MH foi 0,20% e 0,005% para o
flavondide. A drvore com 3 anos de idade (Figura 6,
n° 3), também cultivada em &rea exposta ao sol, ge-
rou a coleta em junho de 1995 (Sitio Tamuassau-PA).
Nesta, o rendimento de MH foi 0,16% e do flavondi-
de 0,005%. A arvore com idade de 1% ano (Figura 6,
n° 4), cultivada em drea exposta ao sol, coletada em
novembro de 1993 (Sitio Tamuassau-PA), produziu
MH com rendimento de 0,11%, com 0,006 % para o
flavonoide. A drvore com idade de 1% ano (Figura 6,
n° 5) foi cultivada em drea sombreada por arvores vi-
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zinhas, tendo sido coletada em novembro de 1993
(Sitio Tamuassau-PA). Nesta arvore o rendimento de
MH foi 0,25% (Figura 6) e do flavondide 0,005%. As
plantas com idades entre 4-6 anos levaram ao ren-
dimento de 0,28% de MH, o que foi compativel com
o valor de 0,25% observado para a arvore com 1%
ano cultivada em area sombreada; apontando para o
fato da idade da planta aparentemente néao influen-

" Estudo fitoquimico de folhas de Croton cajucara Benth e determinagao
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ciar na quantidade de MH produzida. No entanto, o
ambiente em que a arvore é cultivada influencia no
rendimento total de isolamento da MH. A ocorréncia
do flavonoide 3,7,4"-tri-O-metilcanferol foi detectada
em todos EH e EC de folhas de arvores com idade
diferentes, ndo havendo varia¢des significativas nos
teores desta substancia segundo a época de coleta,
0 ambiente de cultivo ou ainda, a idade da planta.

Figura 6 - Variacoes da mistura de hidrocarbonetos nas folhas de Croton Cajucara

0,3
0,25+
0,2+
0,15+
0,11

0,05+

1 = drvores com idades variando entre 4-6 anos (Braganca, PA, 1985)

2 = arvores com idades variando entre 4-6 anos (cultivadas no Sitio Tamuassau, PA, 1993)

3 =4rvore com 3 anos de idade (Sitio Tamuassau, PA)

4 =4rvore com 12 anos de idade (Sitio Tamuassau, PA, cultivada ao sol)

5 =arvore com 1% anos de idade (Sitio Tamuassau, PA, area sombreada)

Atividade antioxidante das folhas
de Croton cajucara e o processo de
microencapsulamento

Diversos metabdlitos especiais presentes nas plantas
apresentam atividade antioxidante, sendo cada vez
mais reconhecidos como importantes na captura de
radicais livres formados em diferentes etapas do me-
tabolismo que envolve processos de oxidacao; estes
diretamente relacionados ao processo de envelhe-
cimento, as doencas degenerativas e especialmente
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ao cancer. No entanto, a utilizacdo pratica de muitos
produtos naturais ainda é limitada, em decorréncia da
baixa solubilizacdo em solventes bioldgicos. Para mi-
nimizar este tipo de problema, a biodisponibilizacéo
de produtos naturais pode ser otimizada via controle
da liberacéo de farmacos com vantagens significantes
na reducao da dose terapéutica e diminuicdo de efei-
tos adversos. Neste contexto, a microencapsulacao de
farmacos permite: (@) 0 aumento de maneira racional
e efetiva da eficacia terapéutica, bem como a dimi-
nuicao da toxicidade dos farmacos pela reducéo dos
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picos de concentracao plasmatica maxima, objetivan-
do manter em nivel constante o farmaco no sangue;
(b) o controle e prolongacédo da liberagcao do farmaco,
reduzindo a frequéncia de doses; () a otimizacdo da
atividade bioldgica, resultando em doses mais baixas
devido a sitio-especificidade e a protecao da substan-
Cia terapéutica de efeitos deletérios dos fluidos do or-
ganismo (BERKLAND et al., 2002). Desta forma, a nano-
tecnologia farmacéutica representa uma das fronteiras
cientificas para o desenvolvimento de sistemas nano-
métricos carreadores de farmacos, contribuindo para
0 avanc¢o no desenvolvimento de produtos farmacéu-
ticos. Diversos trabalhos comprovaram o aumento da
eficacia e a reducédo da toxicidade de substancias bioa-
tivas de origem natural ou sintética, administrados em
lipossomas (Ratner, 2002), sistemas nanoparticulados
(BERKLAND et al., 2002; FENG et al., 2004) ou micro-
particulas (GUPTE; CIFTCI, 2004; RIBEIRO-COSTA et al,,
2004).

Atualmente, estamos otimizando a utilizagdo de ingre-
dientes bioativos naturais em sistemas nanoencapsu-
lados do tipo microemulsdo (ME) (GOMES et al,, 2006;
ROSSI et al., 2007). Estas formulagcdes tém viabilizando
melhoras na solubilizacdo das moléculas, assim como
reducdo da dose terapéutica e diminuicdo de efeitos
adversos (AZEVEDO et al, 2005; DALMORA et al,, 2001;
FORMARIZ et al,, 2005; LYONS et al., 2000; OLIVEIRA et
al, 2004). Uma das grandes vantagens no uso de micro-
emulsdes é a existéncia de microdominios de diferen-
tes polaridades no seio de uma solucdo unifasica, que
permite a solubilizacdo de substancias hidrossolUveis
ou lipossoluveis (LEE et al., 2003; OLIVEIRA et al., 2004).
No presente trabalho, a avaliagao da atividade antioxi-
dante dos extratos EH, EC e EM obtidos das folhas de
arvores jovens (AJ, 1% ano de idade) e adultas (AD, 4-6
anos) de C. cajucara. Para tanto, estes extratos foram so-
lubilizados nos seguintes sistemas microemulsionados:
SME-1, SME-3 e SME-4 (Tabela 1). A avaliacdo da ativi-
dade antioxidante foi realizada com a metodologia que
emprega a geracao do radical livre DPPH e a leitura das
microplacas foi feita em um aparelho leitor Elisa a 490
nm. Os resultados obtidos mostraram que todos os ex-
tratos testados apresentaram atividade antioxidante. A
atividade antioxidante foi expressa em valores de CE_. +

50 =
dp (Tabela 1), obtidos através do grafico que relaciona o
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percentual de atividade antioxidante (%AA) com a con-
centracdo da substancia testada. Os resultados obtidos
mostraram que os extratos de AJ foram mais ativos do
que os das arvores adultas. Os sistemas SME-1 e SME-4
foram os que melhor solubilizaram o extrato mais polar
(EM). Ambos os sistemas SME-3 e SME-4 solubilizaram
bem o extrato menos polar es EH. Ja a solubilizacao de
EC teve seu melhor resultado com o sistema isento de
cotensoativo (SME-4), quando se observou uma dife-
renca significativa nos valores de EC,, (Tabela 3). A com-
posicao quimica de cada extrato e os resultados de CE, |
obtidos levam a concluir que os flavondides 3,7,4"-tri-
O-metilcanferol e 3,7-di-O-metilcanferol contribuem
significativamente para o potencial antioxidativo das
folhas de C. cajucara.

Consideragoes Finais

Evidenciou-se no presente trabalho, que a composi-
¢ao quimica de folhas de C. cajucara é significativa-
mente diferente da que foi observada para as cascas
do caule desta espécie. O 19-nor-clerodano cajucari-
nolida foi a Unica substancia comum entre estas duas
partes da planta, sendo o maior rendimento deste
clerodano isolado a partir das folhas (0,006%; contra
0,0003% das cascas) (MACIEL et al, 2000). Além des-
te clerodano, isolou-se das folhas deste Croton, uma
mistura esteroidal, onde o componente majoritario foi
o [-sitosterol, com rendimentos variando entre 0,01
- 0,15%, os dois flavonodides 3,7,4'-tri-O-metilcanferol
(rendimento médio de 0,005%) e 3,7- di-O-metilcan-
ferol (0,001%); além de um esterdide glicosilado, o
3-O-glicopiranosil-B-sitosterol  (0,006%). Fatores sa-
zonais ndo interferem nos teores de isolamento do
metabdlito 3,7,4'-tri-O-metilcanferol, contudo influen-
ciam nos teores dos constituintes das misturas hidro-
carbodnica e esteroidica. Sistemas microemulsionados
(SME) contendo como tensoativo a mistura Tween 80/
Span 20 foram obtidos para a biodisponibilizacao dos
extratos EH, EC e EM obtidos de folhas de Croton ca-
jucara. Estes foram solubilizados nos sistemas SME-1,
SME-2 e SME-3, possibilitando a avaliacdo da atividade
antioxidante. Os resultados obtidos mostraram que
os flavondides (3,7,4"-tri-O-metilcanferol e 3,7-di-O-
metilcanferol) contribuem significativamente para o
potencial antioxidativo destes extratos.
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E importante enfatizar que equivocos com relagdo ao
uso tradicional de C cagjucara (folhas sdo comercializadas
com indicacdes terapéuticas de cascas) encontram-se do-
cumentados (MACIEL et al, 2002b; VEIGA Jr. et al,, 2005),
bem como efeitos hepatotdxicos causados pelo uso abu-
sivo desta espécie de Croton (SOARES, 2004). No entanto,
os resultados quimiofarmacoldgicos divulgados para esta
espécie ndo trazem evidéncias cabais que comprome-
tam seu uso medicinal (MACIEL et al, 2000; MACIEL et al,

da sua propriedade antioxidante

2006b; COSTA et al, 2007; SALATINO et al, 2007). Ao con-
trario, doses reduzidas (25 - 50 mq) de trans-desicrocroto-
nina exercem controle de indices glicémicos e reduzem
indices elevados de colesterol (SILVA et al,, 2001a,b,c), além
de exercerem efeito cardioprotetor (SILVA et al, 2005) e
outros (COSTA et al, 2007; SALATINO et al,, 2007). Desta for-
ma, 0 investimento em pesquisas com o Croton cajucara €
promissor e deve ser aprofundado objetivando-se a con-
solidacao da validacéo cientifica desta planta.

Tabela 3 - Valores de CE,, obtidos para EH, EC e EM solubilizados em SME

Arvores Jovens CE50 (mg/mL)
EH-AJ-SME-4 446,07+52,22
EH-AJ-SME-3 413,00+11,07
EC-AJ-SME-3 279,96+38,26
EC-AJ-SME-4 362,63+15,27
EM-AJ-SME-1 275,11+25,84
EM-AJ-SME-4 232,60422,60

Arvores Adultas (E5Q (mg/mL)
EM-AD-SME-1 348,05+3,70
EM-AD-SME-4 321,83+22,1

AJ = Arvores Jovens (1% ano de idade); AD = &rvores adultas (4-6 anos de idade);
EH = extrato hexanico; EC = extrato cloroférmico; EM = extrato metandlico.

Dados fisicos e quimicos das substancias
isoladas de folhas de Croton cajucara

Mistura esteroidal (b-sitosterol e estigmasterol):
sélido branco; ponto de fusdo: 132-133°C. CCF: siste-
ma de elui¢do: hexano-AcOFEt (7:3) - Rf = 0,5; reagen-
tes reveladores utilizados: H SO,/ MeOH (1:1) e Sulfato
Cérico. IVv__ cm™ (KBr): 3425; 2936; 2867; 1640; 1465;
1379;1241;1192;1133;1052; 1022; 958; 838; 800. RMN
de 'H, CDC|3, 300 MHz, J em Hz: 5,34 (d largo, J = 5,2);
5,14 (dd, J = 15,2; 8,4); 5,00 (dd, J = 15,2; 8,8); 3,51 (m);
0,66- 2,24 (m). RMN de "3C, CDCI3, 754 MHz: 37,3 (C-
1); 31,7 (C-2); 71,8 (C-3); 42,3 (C-4); 140,8 (C-5); 121,7
(C-6); 31,9 (C-7); 31,9 (C-8); 50,2 (C-9); 36,1 (C-10); 211
(C-11); 39,8 (C-12); 42,3 (C-13); 56,8 (C-14); 24,3 (C-15);
28,2 (C-16); 56,1 (C-17); 11,8 (C-18 do [B-sitosterol);
11,9 (C-18 do estigmasterol); 19,3 (C-19); 36,5 (C-20 do
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B-sitosterol); 40,5 (C-20 do estigmasterol); 18,8 (C-21
do B-sitosterol); 21,1 (C-21 do estigmasterol); 34,0 (C-
22 do B-sitosterol); 138,0 (C-22 do estigmasterol); 26,2
(C-23 do B-sitosterol); 129,4 (C-23 do estigmasterol);
45,9 (C-24 do B-sitosterol); 51,2 (C-24 do estigmaste-
rol); 29,2 (C-25 do {-sitosterol); 31,7 (C-25 do estigmas-
terol); 19,8 (C-26 do B-sitosterol); 21,1 (C-26 do estig-
masterol); 19,0 (C-27); 23,1 (C-28 do B-sitosterol); 25,2
(C-28 do estigmasterol); 11,9 (C-29).

Flavonodide 3,7,4'-tri-O-metilcanferol: soélido ama-
relo cristalino; ponto de fusao: 146°C. CCF: sistema de
eluicdo: hexano-AcOEt (7:3) - Rf = 0,5; reagentes reve-
ladores utilizados: H,5O,/ MeOH (1:1); Sulfato Cérico e
FeCI3 (presenca de hidroxila fendlica). IV Vo cm (KBr):
3078; 3000; 2916; 2847; 1659; 1601; 1585; 1498; 1440;
1428; 1379; 1344; 1317; 1259; 1204; 1177; 1140; 1093;
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1029; 1000; 943; 830. UVA__ nm (MeOH): 273 e 349, UV
A, nm (MeOH-NaOH): 290 e 371. UV A nm (MeOH-
NaOH- HCl): 271 e 349. EM m/z (intensidade relativa %):
328 (28); 327 (29); 285 (31); 239 (13); 167 (18); 159 (22);
150 (90); 145 (29); 142 (19); 138 (16); 135 (100); 132 (23);
127 (15); 119 (50); 108 (9); 107 (23); 95 (37); 92 (44); 76
(38); 77 (75); 55 (27). RMN de "H, CDCl,, 300 MHz, J em
Hz: 6,36 (H-6,d,J=22); 645 (H-8,d, J= 2,2); 8,10 (H-26,
d,/=9,2);703 (H-3)5,d,J=92);3,90 (3 x OCH,,5); 12,67
(OH, s). RMN de ™C, CDCl,, 75,4 MHz: 155,8 (C-2); 138,8
(C-3);178,7 (C-4); 162,0 (C-5); 97,7 (C-6); 165,4 (C-7); 92,1
(C-8); 156,7 (C-9); 106,0 (C-10); 122,8 (C-1); 130,1 (C-26";
114,0 (C-3)5; 161,6 (C-4"); 60,0 (C-3- OMe); 55,3 (C-7-
OMe); 55,7 (C-4-OMe).

Flavonodide 3,7-di-O-metilcanferol: sélido amare-
lo; ponto de fusdo: 247°C. CCF: sistema de eluicéo:
hexano-AcOEt (1:1) - Rf = 0,5; reagentes reveladores
utilizados: H,50,/ MeOH (1:1); Sulfato Cérico e FeCl,
(presenca de hidroxila fendlica). IV Vo cm™ (KBn):
3257;1616; 1601; 1500; 1434; 1374, 1346; 1286; 1228;
1173; 1138; 1000; 942; 878; 825. UV A__ nm (MeOH):
273 e 353.UV A__ nm (MeOH-NaOH): 277 e 396. UV
A, nm (MeOH- AICI): 277; 392; 360; 308. RMN de 'H,
CDCl,, 300 MHz, Jem Hz: 5,55 (H-6, d, J = 2,2); 5,89 (H-
8,d J=272),728H-26,d J=90),6,25 (H-35,d,J=
9,0); 3,15 (H-7-OMe, s); 3,11 (H-3'-OMe); 11,99 (OH-5,
s). RMN de *C, CDCl,, 75,4 MHz: 179,6 (C-4); 161,0 (C-
5); 98,4 (C-6); 166,6 (C-7); 92,8 (C-8); 157,7 (C-9); 131,2
(C-26);, 16,4 (C-3)5"); 161,0 (C-4"); 56,4 (C-7-OMe);
60,2 (C-3'-OMe).

Clerodano cajucarinolida: solido amorfo; ponto de
fusdo: 202-204°C. CCF: sistema de eluicdo: CH,Cl,-AcO-
Et-MeOH (7,2: 2,6: 0,2) - Rf = 0,5; reagentes reveladores
utilizados: Sulfato Cérico; Dragendorff (presenca de car-
bonila o, B-insaturada e/ou lactona). IVv__ cm ! (KBr):
3273; 2978; 1752; 1662; 1617; 1477; 1454; 1330; 1283;
1216; 1185; 1159; 1139; 1110; 1051; 1005; 879. UV %.max
nm (MeOH): 218 e 245. RMN de TH, CDCl:CD,0OD (4:1),
300 MHz, J em Hz: 2,07 H-1o, t, J = 14,7); 2,49 (H-1B,
d largo); 592 (H-3, s largo); 3,07 (H-5, t largo, J = 11,6);
2,25 (H-60, dg, J = 12,6; 3,5); 1,23-1,15 (H-6B); 1,85 (H-
7a0); 1,70-1,65 (H-7(); 1,70- 1,65 (H-8); 1,82 (H-10), 2,24
(H-1TA); 2,66 (H-11B, dd, J=14,7;9,8); 5,28 (H-12, t largo,
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J=8,0);711 (H-14,t,J=1,5);6,17 (H-15, s largo); 1,10 (H-
17,d,J=6,5); 1,98 (H-18,d, /= 1,2). RMN de *C, CDCl.:
CD,0OD (4:1), 754 MHz: 40,1 (C-1); 196,7 (C-2); 127,0 (C-
3); 165,9 (C-4); 40,3 (C-5); 28,5 (C-6); 304 (C-7); 41,7 (C-
8); 51,5 (C-9); 46,4 (C-10); 39,0 (C-11); 72,1 (C-12); 136,9
(C-13); 144,0 (C-14); 98,6 (C-15); 169,5 (C-16); 17,8 (C-17);
22,6 (C-18); 177,2 (C-20).

Esteroide  3-O-glicopiranosil-B-sitosterol:  sélido
branco; ponto de fuséo: 240°C. CCF: sistema de eluicéo:
AcOEt-MeOH (9:1) - Rf = 0,4; reagente revelador utilizado:
H,50,/ MeOH (1:1). IV v__ cm™ (KBr): 3415; 2934; 1637;
1462;1372;1256; 1166; 1107; 1073; 1022; 957; 886; 800.
RMN de 'H, CDCI-CD,OD (2:1), 300 MHz, J em Hz: 5,21
(H-6,d largo, J = 5,2); 3,99 (H-3, m); 0,48-2,28 (hidrogénios
metilicos e metilénicos). Subunidade Glicose: 4,25 (H-1]
d,J=77);308 (H-2, m); 327 (H-3,dd, J = 68; 2,5); 343
(H-4, m); 3,14 (H-5, m); 3,59 (H-6'a, dd, J = 12,0; 4,5); 3,69
(H-6'b, dd, J = 12,0; 3,0). RMN de "*C, CDCI.-CD,OD (2:1),
754 MHz: 37,0 (C-1); 31,6 (C-2); 78,9 (C-3); 42,0 (C-4); 140,1
(C-5); 121,8 (C-6); 31,6 (C-7); 31,6 (C-8); 50,0 (C-9); 36,4 (C-
10); 20,8 (C-11); 39,5 (C-12); 42,0 (C-13); 56,5 (C-14); 24,0
(C-15); 28,9 (C-16); 55,8 (C-17); 11,5 (C-18); 19,4 (C-19); 35,8
(C-20); 18,6 (C-21); 33,7 (C-22); 25,9 (C-23), 45,6 (C-24); 29,3
(C-25); 20,8 (C-26); 18,9 (C-27); 22,8 (C-28); 11,6 (C-29). Su-
bunidade Glicose: 100,8 (C-17); 73,3 (C-2; 76,2 (C-3"); 69,9
(C-4); 75,6 (C-5); 61,5 (C-6). RMN de "*C, DMSO-d,, 754
MHz: 36,8 (C-1); 31,4 (C-2); 77,0 (C-3); 41,9 (C-4); 140,5 (C-
5); 121,2 (C-6); 33,4 (C-7); 33,4 (C-8); 49,6 (C-9); 36,2 (C-10);
20,6 (C-11);38,3 (C-12);41,9 (C-13); 56,2 (C-14); 25,5 (C-15);
28,8 (C-16); 55,5 (C-17); 11,8 (C-18); 19,1 (C-19); 36,8 (C-20);
18,6 (C-21);35,5 (C-22); 27,8 (C-23); 45,2 (C-24); 29,3 (C-25);
19,7 (C-26); 18,9 (C-27); 23,8 (C-28); 11,7 (C-29). Subunida-
de Glicose: 100,8 (C-17; 73,5 (C-2)); 76,8 (C-3"); 70,2 (C-4);
76,7 (C-57;61,2 (C-6).
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