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RESUMO

Os produtos naturais nunca foram esquecidos, mesmo com o apogeu dos
compostos sintéticos, devido a sua importancia para a producdo de medicamentos.
Dessa forma, ndo se pode deixar de lado o estudo de espécies vegetais, inclusive as
do Brasil, pais rico em biodiversidade e que abrange uma das maiores familias das
angiospermas, como a familia Euphorbiaceae, a qual detém grande poder
farmacoldgico, alimenticio e econdmico e apresenta cerca de 72 géneros e de 1100
espécies. Dentre os géneros Croton é um dos mais ricos em variedade de
metabolitos secundérios, com cerca de 350 espécies existentes no Brasil. A espécie
Croton lanjouwensis, sinbnimo da C. matourensis Aubl. ndo endémica do Brasil, mas
frequentemente encontrada no estado do Amazonas. Poucos estudos relatam sobre
a fitoquimica da espécie, sendo mais bem estudado seu 6leo essencial. Diante disto,
este trabalho tem o objetivo de contribuir com o conhecimento fitoquimico sobre a
espécie em destaque e ao género Croton, por meio do isolamento de metabdlitos
secundarios da casca de Croton lanjouwensis, alem de avaliar a atividade citotdxica
de compostos isolados. Assim, as cascas foram submetidas a processos de
secagem, pulverizacao, extracdo. Foram utilizadas técnicas cromatogréaficas para o
isolamento dos seus constituintes quimicos. As estruturas quimicas das substancias
isoladas foram identificadas por meio das analises dos dados de ressonancia
magnética nuclear de *H e '3C uni e bidimensionais. Neste estudo, foram isoladas
cinco substancias: metoxieugenol, elemicina, acido hardwickiic, acido 8(17)12E, 14-
labdatrien-18-6ico e o communol, sendo as trés ultimas relatadas pela primeira vez
nesta espécie. Foi avaliado a citotdxica do diterpeno labdano isolado (communol) em
linhagens celulares de melanoma (SK-MEL-28) e de leucemia promielocitica aguda
(HL-60). Verificou-se inibicdo celular apenas para as células SK-MEL-28, com uma
resposta de inibicdo celular de 2,02%. Por fim, este trabalho contribuiu para a
ampliacdo do conhecimento quimico e farmacolégico da espécie Croton

lanjouwensis, a qual demonstrou ser fonte de diterpenos.

Palavras-chaves: Croton lanjouwensis. Dima. Diterpenos. Taxa de inibic&do celular.



ABSTRACT

Natural products have never been forgotten, even with the heyday of synthetics, due
to their importance for the synthesis, the research of new substances and the
association with health. Thus, the study of species belonging to Brazil cannot be
ignored, a country rich in biodiversity and which encompasses one of the largest
family of angiosperm plants, such as the Euphorbiaceae family, which has great
pharmacological, nutritional and economic power with about 72 genera and 1100
species. Among these, the genus Croton stands out, one of the richest in variety of
secondary metabolites, with about 350 species existing in Brazil, rich in terpenes,
with variable bioactivities. Even so, there are species that have been little studied, as
an example, the species Croton lanjouwensis, synonymous with C. matourensis
Aubl. not endemic from Brazil, but frequently found in the Amazonas. Few studies
report the phytochemistry of the species, and its essential oil is better studied.
Therefore, this work aims to contribute to the phytochemical knowledge of the
featured species and the genus Croton, through the isolation of secondary
metabolites from the bark of Croton lanjouwensis. Thus, the peels were subjected to
drying, spraying, extraction and chromatographic techniques for the isolation of their
chemical constituents. The chemical structures of the isolated substances were
identified through the analysis of one and two-dimensional 'H and **C nuclear
magnetic resonance data. In this study, five substances were isolated:
methoxyeugenol, elemicin, hardwickiic acid, 8(17)12E, 14-labdatrien-18-oic acid and
communol. The last three being reported for the first time in this species. The
cytotoxicity of isolated labdane diterpene (communol) for melanoma (SK-MEL-28)
and acute promyelocytic leukemia (HL-60) cell lines was evaluated. Checking cellular
inhibition only for SK-MEL-28 cells, with 2.02% cellular inhibition rate response to
communol. Finally, this work contributed to the expansion of the chemical knowledge

of the species, Croton lanjouwensis, proving to be a source of diterpenes.

Keywords: Croton lanjouwensis. Dima. Diterpenes. Cell inhibition rate.
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1. INTRODUCAO

A importancia dos produtos naturais na medicina é indiscutivel, pois fornece
um grande arcabouco de substéncias ativas, seja por propriedade sinérgica em
extrato, seja com constituintes isolados ou como modelo farmacoférico
(CASANOVA; COSTA, 2017). Este desenvolvimento de farmacos oriundos de
produtos naturais tem base dependente do conhecimento prévio da planta, apoiado
na etnofarmacologia, classificagdo botanica e no conhecimento dos seus
constituintes (ALEMIDA; MARTINEZ, 2017).

Por muito tempo os produtos naturais foram a Unica forma de recursos contra
as enfermidades, porém apds a revolucdo industrial a sintese de compostos
organicos cresce e fornece muitos medicamentos de forma rapida e em sua maioria
seguros, desmarcando o apogeu dos produtos naturais. Contudo, a maioria das
moléculas organicas conhecidas, de alto valor em atividade e aplicacdo, advém de
produtos naturais, as quais abracam ndo s6 a quimica medicinal e a farmacologia,
mas também a area alimenticia, cosmética, agroquimica, entre outros (PINTO, et al.,
2002; ARAIS, 2012).

Além de servir de inspiracdo para a producdo de compostos sintéticos, 0s
produtos naturais possuem normalmente, baixo efeito adverso, maior potencial de
atividade e baixo indice de resisténcia a microrganismos. Dessa forma, a pesquisa
em produtos naturais nunca foi esquecida, seja devido a propriedade fornecida pelo
conjunto de diversas moléculas ativas, seja pelo conhecimento para sintese ou
ainda devido ao uso popular. Assim, vem crescendo a pesquisa por plantas
medicinais, micromoléculas de plantas, organismos marinhos e microrganismos
(ALVES, 2017).

Retratado no cenario atual, que destaca o segundo apogeu dos produtos
naturais frente aos sintéticos, um movimento que ganha forca, entre 0s varios
mercados, observado principalmente no mercado farmacéutico, em virtude da
associacao popular de saude ao natural, mas que agora acompanha uma exigéncia
de eficacia, seguranca e qualidade (DO NASCIMENTO, et al., 2017).

Apesar do uso de plantas ser uma pratica milenar e um marco para a saude,
agora a populacdo € mais entendida que se trata de diferentes substancias quimicas
atuando em conjunto e, portanto, devendo ter cautela quanto a utilizag&do, exigindo

seguranca. Além disso, € observado uma preocupacdo com o meio ambiente,
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valorizando a biota para que a mesma ndo se torne escassa (SANTANA, 2021;
BERLINCK, et al., 2017).

Esse processo pode ser alcancado com as pesquisas, que aborda uma
cadeia de sustentabilidade, desde o plantio at¢é o produto final, além da
padronizacdo e validagdo de testes, garantido eficAcia e seguranca. Porém, os
investimentos brasileiros s&o incipientes quanto a sua fauna e flora que estéo
subjugadas a morte, sendo mais bem aproveitada pelo mercado exterior, que roda
mundialmente 22 bilhdes de US$, crescendo cada vez mais (MACIEL et al, 2015;
DO NASCIMENTOS, et al., 2017).

Mesmo possuindo essa grande biota o Brasil ainda importa produtos naturais,
desvalorizando novamente sua biodiversidade (BOLSANI, 2016). Levantando a
guestdo frente ao mercado, consumidores, empresarios e pesquisadores mesmo
com um pais tdo rico em biodiversidade nao usufrui o potencial que lhe é
oferecido.

Dessa forma procura-se estudar as plantas distribuidas em territorio
brasileiro de importancia econémica e medicinal, como as espécies da familia
Euphorbiaceae, a qual é formada por mais de 300 géneros e distribuida nas
regides tropicais do globo, sendo, no Brasil, 72 géneros e cerca de 1100
espécies dessa familia que se destacam pelo grande potencial econdmico,
medicinal e alimenticio. Entre essas destaca-se o género Croton, um dos mais
ricos em variedade de metabdlitos secundarios e, por isso, um dos mais importantes
dessa familia, com cerca de 350 espécies existentes no Brasil.

Com importancia também, no uso da medicina popular, 0 género possui
algumas espécies com atividade terapéutica comprovada, como por exemplo o
medicamento Kelnac® derivado do produto natural plaunatol da espécie Croton
sublyratus. E ainda como um grupo funcionalmente importante dentro do
ecossistema terrestre, sendo responsavel por viabilizar solo para plantagéo, por
suas caracteristicas de crescimento e desenvolvimento rapidos, uso como matéria
prima em construgbes e derivados de madeira. Além da caracteristica de liberar
seiva, usada em latex (LEAO, et al.,1998; LEAL,2008).

Porém, algumas espécies do género Croton sdo pouco estudadas quanto
a sua composicao, utilizacdo e potencial de produtos bioativos. Como a Croton
lanwjouwensis, sinbnimao de Croton matourensis, encontrada, principalmente, na

regido da Amazoénia e utilizada popularmente como depurativo, no tratamento de
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infecgdes, fraturas e resfriados, sendo apenas as suas folhas as partes mais bem
estudadas. Com descri¢cdo do 6leo essencial desta espécie, as demais substancias
e partes da espécie sdo pouco estudadas assim como sua atividade biologica
(LEAL, 2008; GUIMARAES; SECCO, 2010; FRANCO, et al.,2011; TRINDADE E
LAMEIRA, 2014).

Com isso, o presente trabalho tem o objetivo de estudar as cascas da
espécie Croton lanwjouwensis, desvendando seu potencial, com investigacoes
quimicas visando o0 isolamento e caracterizacdo de seus metabdlitos
micromoleculares, além de testes farmacoldgico. Isso € de extrema importancia,
considerando-se a riqueza em substancias bioativas do género, principalmente
as advindas da rota do mevalonato, como 0s terpenos, com suas atividades
bioldgicas como anti-hipertensivos, anti-inflamatérios, antimalaricos,
anticancerigenos, antimicrobianos, antiespasmaodicos, antiulcerogénicos, antivirais e
mio-relaxantes (SIQUEIRA, 2018).
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2. FUNDAMENTAGAO TEORICA
2.1 Consideracgdes sobre a familia Euphorbiaceae

A familia Euphorbiaceae é um grande grupo representativo das
angiospermas, que se distribui predominantemente em regides tropicais e
subtropicais, sendo encontrada na regido Indo-malaia, América, Africa, bacia do
Mediterraneo e Oriente Médio (SACHEZ, QUILUMBANGO, 2021; CRONQUIST,
1981).

E a sexta maior familia de plantas do mundo, a qual abrange cerca de 300
géneros e 7500 espécies, explicando a sua grande distribuicdo geogréfica e
diversidade morfolégica, que abrange plantas latentes ou nao, sendo arbusto,
arvores, subarbusto e ervas, além de espécies cactiformes, aquéticas e
lianescentes, caracteristicas que se distribui em 5 subfamilias: Phyllanthoideae,
Oldfieldioideae, Acalyphoideae, Crotonoideae e Euphorbioideae (FERREIRA, 2014;
LOPES, 2012; LIMA et al., 2003; CRONQUIST, 1981).

O Brasil possui, 72 géneros e cerca de 1100 espécies constituintes da familia
Euphorbiaceae, que se distribuem nos ecossistemas do Cerrado, Mata Atlantica,
Caatinga e Campos Rupestres. Essa familia € de grande importancia econémica,
seja na alimentacdo como a Manihot esculenta, a “mandioca”, fonte da farinha de
mandioca e da fécula ou goma seja na producdo de Oleos, como a Ricinus
communis, a mamona, cujo 6leo é utilizado como laxante natural e como matéria
prima na producdo de biodiesel, ou mesmo na producdo de latex, como a Hevea
brasiliensis a “seringueira”, por ser fonte natural de borracha (ALLEM, IRGANG,
1975; WATSON, 2008); e ainda por uso na medicina popular, gracas a rigueza dos
constituintes ativos da familia como: flavonoides, saponinas, terpenos (di e
triterpenoides), ésteres, alcaloides, glicosideos cianogénicos, taninos, lecitinas e
glicoproteinas (TRINDADE e LAMEIRA, 2014).

A diversidade de atividades biolégicas das espécies de Euphorbiaceae, se da
pelos constituintes quimicos isolados (Quadro 1) ou pelos fitocomplexos, os quais
possibilitam testes bioldgicos preliminares, contra linhagens cancerigenas, citado
nos estudos realizados com as espécies: Euphorbia hirta L., Euphorbia tirucalli L.,
Euphorbia helioscopia L., Croton caudatus, Croton oblongifolius (SHANTABI et al.,
2020; SAJON, 2019; ALEKSANDROV et al., 2019; GARCIA, GRIJALVA, 2021).
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Quadro 1. Exemplos de espécies da familia Euphorbiaceae, seus constituintes

guimicos e atividades biolégicas

Espécies

Euphorbiaceae

Constituintes quimicos

Atividade

bioldgica

Referéncia

Jatropha multifida

u,”““,‘

"“"”H

(o]
Diterpendide - Latirano macrociclico

Antileishmanial

Folundon, et al.,
2014

Euphorbia tirucalli
L

OoH
OH
HO o ‘
Q .
OH
OH o

Flavonol — Ampelopsina

Antibacteriana

Lima et al., 2021

Croton adenocalyx H H Hipotensor Martins et al.,
H 2000
HaC0 \\/ De Lima et al.,
2010
HO © °
H
Cumarina- 6—metoxi—7—hidroxicumarina
Alchornea Antioxidante Martinez,
coelophylla Mosquera,Nifio,
2016
OH o
Glicosideo- Apigenina
Croton Antiviral Athayde, 2013

echinocarpus

MeO
O NMe
HO
MeO. I
MeO

Alcaloide - Cloridina
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Jatropha multifida
L

Antifangica Tavares et al.,
2019

Triterpeno - Lupenona

Fonte: Autoria prépria

Dentro dessa grande diversidade quimica da familia, se destaque o género
Croton, que é o segundo maior e mais distinto quimicamente dos géneros da familia
Euphorbiaceae. Representado por cerca de 1200 espécies, genericamente
conhecidas como marmeleiros e velames ricas em metabolitos secundarios da rota
do mevalonato (GARCIA, GRIJALVA, 2021; MEDEIROS, 2012; FERREIRA, 2014).
2.2 Género Croton

O género Croton, representado por cerca de 1200 espécies de plantas
angiospermas, pertence a familia Euphorbiaceae e a subfamilia Crotonoideae
formando um dos mais importantes grupos de plantas em termos econdmicos,
sociais e medicinais (SIQUEIRA, 2018).

Com muitas espécies conhecidas genericamente como marmeleiros e
velames, se distribuem especialmente no Nordeste do Brasil e na Africa. No Brasil
sao encontradas principalmente na Caatinga e Cerrado (ALVES, 2017).

Sao conhecidas pelo latex vermelho e a presenca de 6leos volateis além de
suas caracteristicas fitoquimicas, madeireira e ecoldgica. Proveniente do fécil
crescimento dessas plantas, até mesmo em areas pouco produtivas, com uma larga
producdo de flores e frutos sendo ideal a restauracdo de florestas degradadas
(NETO, 2011; SALATINO et al., 2007).

Além de possuir uma madeira resistente e de qualidade empregada em
diversos trabalhos de carpintaria e na industria madeireira, sdo ainda utilizadas pela
populacdo no tratamento de doengas como: cancer, constipagao intestinal, diarreia,
diabetes, febre, hipertensdo, inflamacg&o, malaria, dor e Ulceras, dentre outras,
reflexo da alta diversidade em espécies e de grupos quimicos corroborando a
importancia etnofarmacolégica e o0s beneficios farmacologicos do género
(SIQUEIRA, 2018; SALATINO et al., 2007).
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Entre os diferentes grupos quimicos do género, se destaca os terpenoides.
Sao os metabdlitos secundarios predominantes, principalmente os diterpenoides do
tipo labdano e clerodano (MACIEL et al., 2003). Mas, a fitoquimica do género
revelou também a presenca de: alcaloides, flavonoides, lignoides, proantocianidinas
e fenilpropanoides (Figura 1) (SALATINO et al., 2007; JONES 2003).

Essa diversidade quimica corresponde as diversas atividades biolégicas das
diferentes espécies de Croton, como relatado por Siqueira (2018): atividade anti-
inflamatoria e hemostatica do latex (CAIl et al., 1991; CHEN et al., 1994; JONES
2003; RISCO et al., 2003), atividades imunomoduladora (RISCO et al., 2003),
antimutagénica (ROSSI et al., 2003), antimicrobiana e antiviral (GUPTA et al., 2008),
antilipidémica (FARIAS et al., 1997; GRASSI-KASSISSE et al., 2003), antioxidante
(TIEPPO et al.,, 2006), e no tratamento de infec¢cdes do trato gastrintestinal
(HIRUMA-LIMA et al.,, 2000; CAMPOS et al., 2002), possuindo inclusive um
medicamento, proveniente do produto natural plaunotol (Figura 2), isolado da
espécie Croton sublyratus que se tornou um farmaco para o combate a Ulceras
(Kelnac®) (SALATINO et al., 2007; ALDHAHER et al., 2016).



Figura 1. Exemplos de grupo de substancias isoladas do género Croton

7

Monoterpenos Sesquiterpeno
HsCO
HsCO HaCO
OH OH o}

Flavonoide
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NG
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O NCH;
HO ‘

OCH5

0]

o

H

Diterpenos

H3CO

Alcaloides
Fonte: Autoria prépria
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Figura 2. Estrutura do plaunotol

OH

A A A A

OH

Plaunotol
Fonte: Autoria prépria

Apesar do grande numero de substancias e de atividades biologicas de
espécies do género Croton a maioria dos estudos se concentra nos 0leos essenciais
e nas partes aéreas da planta (BARRERA, GOMES, CASTIBLANO., 2006;
SANTANA, 2011).

Esse fato quando associado a importancia do género Croton e a falta de
estudos para a espécie Croton lanwjouwensis se fez pertinente a investigacao
fitoquimica da mesma. Visto que as plantas interagem com o ambiente ao seu redor,
por meios quimicos ou biolégicos que se modificam a partir de diversos fatores,
como: fertiidade e tipo do solo, umidade, radiacdo solar, vento, temperatura,
poluicbes atmosféricas, dentre outros, gerando respostas diferentes, metabdlitos
diferentes, atividades bioldgicas diferentes.

2.3 Croton lanjouwensis

Croton lanjouwensis (Figura 3) é uma espécie pouco conhecida e estudada,
ndo endémica do Brasil, mas bastante encontrada nas regides Norte, Nordeste e
Centro-Oeste. E uma &rvore que atinge cerca de 25 m de altura, 15 m de fuste, 40
cm de diametro. Frequentemente encontrada no Amazonas e que antes da
nomeacao por Jablonski, Croton lanjouwensis (Muell. Arg.) Jablonski era conhecida
por C. matourensis Aubl (LEAO, et al., 1998; AGUIAR; PREISINGER, 2000).
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Figura 3. Folhas da espécie Croton lanjouwensis

Fonte: https://floredeguyane.piwigo.com/picture?/2241/category/49-icroton_matourensis_i

Sendo consideradas sinbnimos e conhecidas popularmente como “dima”,
“orelha de burro”, “maravuvuia” e / ou “sangrad’agua”, € utilizada na medicina
popular como depurativo e no tratamento de infeccdes, fraturas e resfriado.
Poucos estudos relatam a fitoquimica da espécie, como realizado por Ledo e
colaboradores (1998) que relatou os principais constituintes da casca e folhas, que
foram a-pineno (72,2%), a-fellandrene (8,5%), linalol (14,5%), B-cariofileno (19,0%),
(Quadro 2) (LEAO, et al., 1998; AGUIAR; PREISINGER, 2000; LIMA, et al., 2018).

Quadro 2. Substéncias identificadas da casca e folhas de Croton lanjouwensis por
Leé&o e colaboradores (1998).

H
o N
\ /
H
Linalol felland o
a-pineno g-iellandrene B-cariofileno

Fonte: Autoria prépria
Em estudo mais recente, Compagnone (2010), encontrou que 0s principais
compostos das folhas de Croton matourensis, coletada na Venezuela, sao:
acetato de fenquila, metileugenol, isoelemicina, elemicina, espatulenol e
valenceno (Quadro 3). Em seu estudo, ainda foi observado o potencial citotdéxico

do oleo essencial das folhas, in vitro, em linhas celulares LoVo (carcinoma do
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c6lon humano) e HelLa (cervical humana cancer) demostrando uma ICso de 36,6 e

83,9 g/mL1 respectivamente.
Quadro 3. Substéancias identificadas das folhas de Croton matourensis por

Compagnone (2010).

o H / H
Ojk \On/\ /
~o o
o)
Fenquila Isoelemicina
/
\o 0
—0 Valenceno
Elemicina Espatulenol

Fonte: Autoria propria
Além disso, Lima e colaboradores (2018) estudaram a composicdo e
citotoxicidade in vivo do Oleo essencial de Croton lanwjowensis, coletada na
Amazobnia, que demostraram taxas de inibicdo de massa tumoral de 34,6% a
55,9%. Porém, sua composicdo contava majoritariamente com cariofileno,
thunbergol, cembreno, p-cimeno (Quadro 4).
Quadro 4. Substancias identificadas do 6leo essencial de Croton lanjouwensis

por Lima e colaboradores (2018).

H

77N

H V7 |
cariofileno Thunbergol Cembreno p-cimeno

Fonte: Autoria propria

Contudo, ndo sO0 monoterpenos e fenilpropanoides séo relatados na

fitoquimica dessa planta Schneider e colaboradores (1995) relataram um
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diterpeno seco-labdano denominado acido maravuico (Figura 4) isolado da casca
de C. matourensis.

Figura 4. Estrutura do acido maravuico

HO

Acido Maravuico
Fonte: Autoria prépria

Além dos diterpenos oxigenados (+)-larixol, 6xido de manoil, fitol, 3a-hidroxi-
manol, relatados no estudo de Bezerra e colaboradores (2020), quando o extrato
das folhas foi obtido por didéxido de carbono supercritico (SC-COz2), demostraram
atividade anti-inflamatoria, antioxidante e neuroprotetora em ratos. Em seu estudo
ainda foi observado que a composicao era alterada quando o extrato foi obtido por n-
hexano, encontrando uma porcentagem menor dos diterpenos em relagdo ao SC-
CO2, ou uma composicdo majoritaria de monoterpenos, sesquiterpenos e seus
derivados oxigenados, sendo linalol (35,26-69,98%), (E)-cariofileno (6,53-9,94%), a-
pineno (8,82%), quando por hidrodestilagé&o.

Apesar dos poucos estudos da fitoquimica, dessa planta, € evidente o
potencial que esta espécie tem em desempenhar um papel importante em produtos
farmacéuticos. Como demonstrado pelos dados anteriormente citados, a busca por
efeito anticancerigeno de Croton matourensis é viavel visto a fitoquimica variavel
com o ambiente.

Além disso, como demostrado na revisdo feita por Salantino e
colaboradores (2007) que de 1965 até 2005 foi relatado a presenca de 105
compostos diterpénicos em espécies de Croton, faltando relato para espécie C.
lanjouwensis, corroborando a falta de estudos com a mesma (ARAUJO et al.,
2019; SALANTINO et al., 2007; LIMA et al., 2018).
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2.4 Terpenos
Os terpenos sado metabdlitos secundarios produzidos pela rota do acetato
mevalonato, tendo como percursor principal o isopentenil pirofosfato (IPP) e seu
isémero dimetilalil pirofosfato (DMAPP), que derivam em cadeias de isopreno por
duas rotas metabdlicas distintas, a via do mevalonato e a via do 1-desoxilulose 5-
fosfato (DXP) (Figura 5) (MEDEIROS, 2012).
Figura 5. Rota de biossintese geral dos terpenos

Via do deido Mevalonico Via da Deoxixyxylulosc fosfato

Isopentenil difosfato

Desmetilalildifosfato PP
DMARE Y
(410

M()\I(_)Tl';RPF\IOS

IPP +

SESQUITERPENOS
CIS _> ¢

IPP++

—— 3 DITERPENOS
C20

Fonte: adaptado de Medeiros 2012

Isto €, os terpenos sdo uma cadeia de isoprenos (CsHs) ligados entre si pela
ordem “cabecga-cauda” (ligacdo 1-4) (Figura 6) que apresentam normalmente
ligacbes duplas e podem conter oxigénio, apresentando diferentes funcdes
guimicas, entre as quais: acidos, alcoois, aldeidos, cetonas, éteres, fendis ou
epoxidos terpénicos. Quando isso ocorre sdao chamados de terpenoides (MC
MURRY, 2011; FELIPE; BICAS, 2016).
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Figura 6. Representacao da ligacao cabeca-cauda entre isopreno originando
terpeno

2 4 . .
cabega 1 / calda
3 3 1 3
2x
Isopreno ligacdo cabega calda

Fonte: Autoria propria

Essa cadeia fundamental pode ainda ser ciclica ou aciclica e subdividi os
terpenos, com base no numero e na organizacdo estrutural do esqueleto de
isopreno, nas seguintes classes: hemiterpenos (C5), monoterpenos (C10),
sesquiterpenos (C15), diterpenos (C20), triterpenos (C30) e tetraterpenos (C40)
(CARSON, HAMMER, 2011).

Entre o reino vegetal a classe de metabdlitos secundarios dos terpenos €&
principalmente encontrada em dicotileddneas, sendo a familia Euforbiaceae e o
género Croton, um dos maiores detentores de terpenos, com destaque para oS
diterpenos, metabdlitos formados por 4 unidades de isopreno, que se distribuiem nos
esqueletos do tipo (Figura 7). cembrandide, clerodano, neoclerodano, halimano,
isopimarano, kaurano, labdano, phorbol e trachilobano (LOPES, 2012; MACIEL, et
al., 2003).

Dentro do género Croton, os diterpenos mais encontrados sdo do tipo
clerodano e labdano (MACIEL et al., 2003). Segundo Peters (2010) labdano é um
hidrocarboneto diterpénico biciclico que contém uma estrutura central decalina e é o
membro representativo do grupo de diterpenoides relacionados ao labdano (LRDS).
Enquanto os clerodanos, como citado por Lopes (2012), se formam por rearranjo
consertado do esqueleto labdano e podem existir na forma de cis-clerodanos, pela
migracdo da metila 18, ou trans-clerodanos por migragcao da metila 19 (Esquema
01).

Essas moléculas possuem uma diversidade estrutural, decorrente de uma via
metabdlica passivel de modificacdes, justificando a sua importancia para a quimica,
pois resulta em diferencas quimicas sutis, como isdmeros Opticos, que implicam

fortemente nas propriedades bioldgicas, funces ecologicas e como protétipos na
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sintese de substancias bioativas. Essas moléculas possuem ainda aplicabilidade na
industria como, fixador de perfumes, solvente ou matéria-prima para a producédo de
tintas, graxas e ceras (Hartmann, 2007).

Entre as atividades bioldgicas desses diterpenos, reconhecidas na literatura,
sdo descritas as seguintes: acdo antibacteriana, antifingica, atividade antimaléarica,
antibacteriana, anti-helmintica, antineoplasica, antiviral (JUNIOR, CONSERVA,
FILHO, 2006; SALANTINO et al., 2007; MEDEIROS, 2012; LOPES, 2012; LIMA, et
al., 2018; NETO, 2011; FERREIRA 2014; ABREU, 2020).



Figura 7. Esqueleto dos tipos de diterpenos
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Fonte: Autoria propria
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Esquema 1. Estrutura do diterpeno labdano e rota de formacéao do diterpeno
clerodano

Esqueleto base labdano com anel decalina (jungio A e B)

Rearranjo da estrutura labdano na formacio da estrutura clerodano

Fonte: Autoria prépria
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3. OBJETIVO
3.1 Objetivo geral
Contribuir para o estudo fitoquimico e farmacolégico de Croton lanwjouwensis
a partir do extrato hexanico da sua casca.
3.2 Objetivos especificos
> lIsolar metabdlitos secundarios, utilizando a técnica CLAE, das fracdes
obtidas do extrato bruto hexanico da casca de Croton lanwjouwensis;
> ldentificar as substancias isoladas utilizando técnica de RMN uni e
bidimensionais de H e 13C;
> Avaliar a atividade citotoxica de diterpeno para linhagens celulares de
melanoma (SK-MEL-28) e de leucemia promielocitica aguda (HL-60).
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4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Matéria botéanico

As cascas de Croton lanjouwensis foram coletados em uma fazenda particular em
Manaus - AM, em julho de 2018. Uma exsicata foi depositada no Herbario do INPA
(Instituto Nacional de Pesquisas da Amazdnia) sob o cddigo JBN-492. O registro de
acesso no Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio Genético e Conhecimentos
Tradicionais Associados (SISGEN) foi obtido sob o niumero A812037.

4.2 Obtencéao do extrato e fracionamento do extrato das cascas de Croton
lanjouwensis

Inicialmente 200 g das cascas de C. lanjouwensis foram secas em estufa com
ar circulante a temperatura de 45°C durante 72 horas, estabilizando o material
botanico. Apoés este procedimento o material foi pulverizado, obtendo-se um pé.

O pé6 das cascas, seco e pulverizado, foi submetido a uma macera¢cdo com
hexano durante 72 horas, sendo este processo repetido por 4 vezes. ApOs esta
primeira extracdo as cascas foram extraidas novamente com metanol da mesma
forma anteriormente descrita. Assim, apds este processo as solucdes extrativas
foram concentradas em rotavapor sob pressao reduzida a temperatura de 40°C,
obtendo-se o extrato hexanico (43 g) e metandlico (73 g).

Seguiu-se com o extrato hexanico das cascas de C. lanjouwensis (10 g), em
busca de terpenos, o qual foi acondicionado sobe o topo de uma coluna
cromatografica (CC) utilizando como fase estacionaria silica flash (60-200 um) e
como eluentes solventes puros e/ou em misturas binarias com gradiente crescente
de polaridade: hexano, hexano:cloroférmio (7:3; 1:1; 3:7), cloroférmio,
cloroférmio:acetato (7:3; 1:1; 3:7) e acetato.

Foram coletados 15 frac6es de 500 mL cada e, os resultados obtidos apos o
fracionamento cromatografico séo fornecidos na tabela abaixo.

Tabela 1. Representacgéo das fragcdes coletadas

Fracdes Solvente Proporc¢éao (%)

1 (FHH100) Hex 100%
2-3 (FHC730) Hex: CHCls 70:30
4-5 (FHC550) Hex: CHCls 50:50
6-9 (FHC370) Hex: CHCI3 30:70
10 (FCC100) CHCls 100%
11-12 (FCA730) CHCls: AcOEt 70:30
13 (FCA550) CHCIs: AcOEt 50:50
14 (FAA100) AcOEt 100%
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4.3 Isolamento e purificagdo por CLAE dos constituintes quimicos de C.
lanjouwensis

A fracdo FCC100 (fracdo 10, com 700 mg), foi submetida a analise
cromatografica em CLAE em escala analitica e posteriormente foi submetido a
fracionamento em escala preparativa, utilizando uma coluna C-18 (YMC —250 mm X
20,0 mm e particulas de 5 pm),e o seguinte gradiente de elui¢cdo: solvente A = H20;
Solvente B = CH3CN; com o perfil de eluicdo = 0,0 — 53,0 min (5 - 89% de B); 53,0 -
68,0 min (89 - 89% de B); 78,0 - 88,0 min (100 - 100% de B), volume de injecdo de
100 pL e taxa de fluxo de 8,0 mL/min.; e um tempo de corrida: 110 min; fornecendo
17 fracdes das quais, cinco se destacam pela massa, representadas na figura 8,
sendo as escolhidas para as andlises dos espectros de RMN H!, permitindo a
identificacdo de cinco compostos (CL-1, CL-2, CL-3, CL-4, CL-5). Os compostos
isolados tiveram os seguintes tempos de retengao: 41.00 (CL-1- 17 mg); 47.00 (CL-
2 — 12 mg); 60.00 (CL-3 — 140 mg); 63.00 (CL-4 — 1,3 mg); 73.00 (CL-5- 1,2 mg)
(Esquema 2).



Esquema 2. Representacdo da metodologia empregada
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Fonte: Autoria propria

Figura 8. Representacao das substancias isoladas da fragdo FCC100.
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4.4 Métodos espectroscopicos — caracterizacdo de compostos

Os espectros de ressonancia magnética nuclear (RMN) foram registrados em
espectrometros, operando a 500 MHz (RMN de 'H) e 125 MHz (RMN de 3C). O
solvente utilizado na dissolucdo das amostras foi o cloroférmio deuterado (CDCIs3).
Os deslocamentos quimicos foram registrados em partes por milhdo e constante de
acoplamento em Hertz (Hz). As multiplicidades dos deslocamentos quimicos serdo
indicadas, como: s (sinpleto), d (dubleto), dd (duplo dubleto), t (tripleto) e m
(multipleto).

Foi realizado também as técnicas de RMN bidimensionais, entre 0s quais
COSY, HMBC e HSQC.

4.5 Ensaio biolégico

O ensaio de reducdo de MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio) foi utilizado para avaliar a citotoxicidade do composto CL-5 (1,0 mg)
contra linhagens de células tumorais. As células foram semeadas em placas de 96
pocos a uma concentracdo de 3x10° células/mL (SK-MEL-28 - linha celular de
melanoma) ou 5x10° células/mL (HL-60 - leucemia promielocitica aguda).

Apoés 24 horas, os compostos testados foram incubados a uma concentracéo
de 25 pM com a suspensdo de células por 72 horas. Apés a incubacéo, foi
adicionada solucéo de MTT (5 mg/mL). As placas foram incubadas durante 4 horas,
depois os cristais de formazan produzidos foram dissolvidos durante a noite com
uma solucdo de 10% de dodecil sulfato de sédio (SDS). A absorbancia foi medida
em espectrofotbmetro com um comprimento de onda de 570 nm. Os experimentos
foram realizados em triplicata e os valores de inibicdo de crescimento (%) foram

calculados usando o software GraphPad Prism 8.0.1
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Determinacdao estrutural da substancia CL-1
A substancia CL-1 (1,7 mg) apresentou-se como um Oleo amarelado.

A andlise do espectro de RMN de *H (500 MHz, CDCIls) (Figura 10) revelou a
presenca de hidrogénios ligados a carbonos com hibridizacdo sp?® e hidrogénios
aromaticos. Na expanséao do espectro (Figura 11-12) foi possivel observar apenas a
presenca de um unico sinal em &1 6,41 (s, 2H, H-3 e H-5), na regido de aromatico.
Sugerindo assim um anel tetra-substituido simétrico, quando associados aos sinais
de metoxila em &1 3,85 (s, 6H) e do sinal de hidroxila em &+ 5,36 (sl, 1H) (GRACEZ, et
al., 2009). Apresentou ainda, um dupleto em 61 3,31 (d, J= 10 Hz, 2H, H-9a e H- 9b)
e dois multipletos em 615,09 (m, 2H, H-7) e 615,97 (m, 1H, H-8), indicativo de uma
unidade propanoide ligada ao anel aromatico (GRACEZ, et al., 2009; PAVIA, et al.,
2010).

No espectro de RMN de ¥C-BB (125 MHz, CDCIs) (Figura 13) foi possivel
observar a presenca de 8 sinais. Sendo quatro carbonos nao hidrogenados, trés
carbonos metinicos e dois carbonos metilénicos. Na regido aromatica observou-se o
sinal em &c¢ 105,0 que foi atribuido aos carbonos metilénicos C-3 e C-5, que estdo
mais blindados devido ao efeito doador dos grupos metoxilas (OCH3) com presenca
confirmada pelo sinal em &c 56,8. Que quando associado aos outros trés sinais na
regido aromatica, relativos a carbonos tetrasubstituidos, em 8¢ 131,0 (C-4), 132,9 (C-
1), 146,9 (C-2 e C6) confirma a presenca do anel aromatico tetra-substituido. Ainda
€ possivel observar um sinal em &c 115,6, que indica a presenca de uma ligacao
dupla exociclica além de um sinal em d¢ 40,2 para carbono metilénico e um carbono
metinico em &c 137,5, referenciando a cadeia propanoide (GRACEZ, et al., 2009;
PAVIA, et al., 2010).

Assim, esses sinais quando associados e comparados aos dados espectrais
da literatura Santos (2014) (Tabela 2). Permitiu a identificacdo da substancia CL-1
(Figura 9) como sendo o fenilpropanoide metoxieugenol, ja relatado para o 6leo

essencial da espécie Croton lanwjouwensis.
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Figura 9. Estrutura da substancia CL-1

H,CO

Fonte: Autoria prépria

Tabela 2. Comparacéo dos dados espectrais de RMN de 3C-BB (125 MHz, CDCIs) x
'H (500 MHz, CDCl3) da substancia CL-1 com os dados da literatura Santos (2014).

Dados espectrais de RMN de CL-1 Dados espectrais Santos
(2014)
C 6C 6H 6(: 6H
1 132,9 - 132,8 -
2 146,9 - 146,8 -
4 131,0 - 130,9 -
6 146,9 - 146,8 -
CH
3 105,1 6,39, s, 2H 105,0 6,41, s, 2H
5 105,1 6,39, s, 2H 105,0 6,41, s, 2H
8 137,5 5,97, m, 1H 137,5 5,85-6,05, m, 1H
CH:2
7 40,3 3,31,d, 2H, J=10 Hz 40,2 5,04-5,14, m, 2H
9 115,6 5,09, m, 2H 115,6 | 3,33, d, 2H, J=6,5 Hz
ArOH 5,36, sl, 1H 541, s, 1H
OCHs 56,2 3,85, s, 6H 56,1 3,87, s, 6H

Fonte: Autoria propria
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Figura 10. Espectro de RMN de *H (500 MHz, CDClz) da substancia CL-1
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Figura 11. Expanséo do Espectro de RMN de *H (500 MHz, CDCl3) da substancia CL-1
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Figura 12. Expanséo do espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCIs) da substancia CL-1
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Figura 13. Expanséo do espectro de RMN de '3C-BB (125 MHz, CDCIs) da substancia CL-1
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5.2 Determinacdao estrutural da substancia CL-2

A substancia codificada como CL-2 (12 mg) apresentou-se como um Oleo
incolor.

No espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCIs) (Figura 17) observou-se um
unico sinal na regido de aromaticos, em o1 6,39 (s, 2H, H-4 e H-6). A associagéo
desses sinais juntos aos 3 sinais de metoxilas em 6+ 3,83 (s, 6H) e o1 3,80 (s,3H),
sugere um anel aromatico tetra-substituido simétrico. Ainda é possivel observar um
dupleto em on 3,32 (d, J= 5 Hz, 2H, H-7), e dois multipletos em &u 5,99 (m,1H, H-8) e
on 5,12 (m,1H, H-9), indicativos de uma unidade propenil ligada ao anel aroméatico
(GRACEZ, et al., 2009; PAVIA, et al., 2010).

No espectro de RMN de 3C-BB (125 MHz, CDCIs) (Figura 16) foi possivel
observar 9 sinais de carbono. Sendo 4 sinais de carbono n&do hidrogenado, 3
carbonos metinicos e 2 carbonos metilénicos. Os trés sinais, na regidao de
aromaticos, relativos a carbonos tetrasubstituidos em 6c 153,3 (C-1; C-3), 136,0 (C-
2),136,4 (C-5) com o sinal aromatico em 6¢ 105,6 (C-4; C6) confirma a presenca do
anel aromatico tetra-substituido. Os sinais em &c 137,4, 116,2 e 40,7 indicam a
presenca de uma ligacdo dupla exociclica e um carbono metilénico, referenciando a
cadeia propanoide. Ainda é possivel observar dois sinais de metoxilas, um em &c
56,2 e outro em &c 61,0, estericamente impedida em C-2 (GRACEZ, et al., 2009;
PAVIA, et al., 2010).

Esses sinais quando associados e comparados aos dados espectrais da
literatura Gracez e colaboradores (2009) (Tabela 3). Permitiu a identificacdo da
substancia CL-2 (Figura 14) como sendo o fenilpropanoide elemicina, ja relatado
para o 6leo essencial da espécie Croton lanwjouwensis.

Figura 14. Estrutura da substancia CL-2
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H,CO

OCH;

Fonte: Autoria prdpria

Tabela 3. Comparacgéo dos dados espectrais de RMN de **C-BB (125 MHz, CDClz3)
x 1H (500 MHz, CDCIs) da substancia CL-2 com os dados da literatura Gracez e
colaboradores (2009)

Dados espectrais de RMN de CL-2 Dados espectrais Gracez e
colaboradores (2009)
C oc oH oc OH
1 153,3 - 153,0 -
2 136,0 - 136,0 -
3 153,3 - 153,0 -
5 136,4 - 136,4 -
CH
4 105,6 6,39, s, 2H 105,6 6,42, s
6 105,6 6,39, s, 2H 105,6 6,42, s
8 137,4 5,99, m 137,2 5,97, m
CH2
7 40,7 3,32, d, J=5 Hz 40,8 3,34, d, J=6,7 Hz
9 116,2 512, m 116,0 510, m
OCHs
1 56,2 3,83, s 56,0 3,86, s
2 61,0 3,80, s 60,8 3,83, s
3 56,2 3,83, s 56,0 3,86, s

Fonte: Autoria propria
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Figura 15. Espectro de RMN de 3C- APT (125 MHz, CDCI3) da substancia CL-2
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Figura 16. Espectro de RMN de 13C-BB (125 MHz, CDCIs) da substancia CL-2
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Figura 17. Espectro de RMN de *H (500 MHz, CDClz) da substancia CL-2

200,
Z0'0-7
0£'E
0£'E

=coc

00'E

A,mwm

[6¥°0
66'0
A Lb0
LL0'0

=201

=881

1.0 0.5 0.0

1.5

2.0

2.5

45 40 35 3.0

5.0

65 6.0 55

7.0

Fonte: Autoria prépria



Figura 18. Expanséo do espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCls) da substancia CL-2
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Figura 19. Expanséo do espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCls) da substancia CL-2
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Figura 20. Expanséo do espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCls) da substancia CL-2
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5.3 Determinacdao estrutural da substancia CL-3

A substancia codificada como CL-3 (202 mg), apresentou-se como um cristal
branco.

No espectro de RMN de 3C-BB (125 MHz, CDCIs) (Figura 23) foi possivel
observar 20 sinais. Destes, cinco sinais foram atribuidos a carbonos né&o
hidrogenados, seis sinais de carbonos metinicos, seis sinais de carbonos
metilénicos e trés sinais de carbonos metilicos. Os sinais em dc 46,8 e 36,4 foram
atribuidos para os carbonos metinicos C-10 e C-8, sugestivos de esqueleto de
diterpeno clerodano (AVILA, 2015; MEDEIROS, 2012; PINTO, 2009; SANTOS, et
al., 2007). Ja os sinais em &c 38,8, 141,4 e 37,8 foram atribuidos para os carbonos
nao hidrogenados C-9, C-4 e C-5, confirmado pela auséncia do sinal no espectro de
RMN ¥C-DEPT 135 (125 MHz, CDCIs) (Figura 24), sinais também sugestivos de
estrutura carbonica de diterpeno clerodano (AVILA, 2015; MEDEIROS, 2012;
PINTO, 2009; SANTOS, 2007). Quando somado aos deslocamentos quimicos de
carbono em &c 111,1, 142,9, 140,2 e 125,7, caracteristicos de anel furano, sugere
entdo uma estrutura de diterpendide clerodano furanico (PAVIA, et al., 2010).

Ainda pelos dados espectrais de RMN de 13C, foi possivel identificar ndo s6 a
estrutura, mas também a estereoquimica desse tipo de diterpeno clerodano, a partir
de mudancas singulares nos dados espectrais de RMN de '3C. Segundo Santos e
colaboradores (2007) a fusdo dos anéis A/B na decalina pode ser diferenciada em
Cis ou Trans pelo sinal da CHs-19, pois quando a fusdo encontra-se em Cis esta
metila tende a um deslocamento aproximado de ~33.0 ppm enquanto que na Trans
€ de ~20.0 ppm. Como demostrado abaixo (Figura 21):

Figura 21. estrutura do anel A/B decalina e alteragcao da configuracdo das

metilas

CH3
17

Trans Cis
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Fonte: Adaptado de Medeiros (2012)

No espectro de RMN de 3C do P-14 (Figura 24) é possivel observar que a
metila 19 esta atribuida a um deslocamento em 20,1 ppm, condizente com uma
configuracdo Trans-decalina. Além disso, as configuracdes das metilas 17 e 20,
inseridas nos centros quirais C-8 e C-9, respectivamente, podem estar em
conformacdes diferentes entre si, gerando um deslocamento quimico alterado para a
metila 20. Assim quando essas encontram-se em configuracdo Cis, a metila 20
corresponde a um deslocamento ~18,0 ppm, engquanto que em Trans O
deslocamento quimico é de ~20,0 ppm. No espectro de RMN de 3C a metila 20 foi
atribuida a um deslocamento de &c 18,8, condizente com uma configuragéo Trans
entre CHs-17 e CH3-20.

No espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCI3) (Figura 25) e suas expansdes
(Figura 26-31) apresentou sinais em 6n 6,25 (brs, 1H), 7,34 (t, J=1,7 Hz, 1H), 7,19
(brs, 1H) caracteristicos de anel furano. Observou-se também, sinal de hidrogénio
olefinico, conjugado com carbonila, em &1 6,87 (dd, J=4,7 e 2,9 Hz,1H) para o H-3.
Além de trés sinais referentes a metilas sendo eles 6+ 0,82 (d, J= 6,6 Hz, 3H), 1,25
(s, 3H) e 0,75 (s, 3H) que corroboraram com esqueleto de diterpenos clerodanos e,
ainda, sinais multiplos observados entre &n 1,15 e 2,46 que foram atribuidos aos
demais hidrogénios alifaticos (MEDEIROS, 2012).

O deslocamento quimico em 610,82 (d, J= 6,6 Hz, 3H) por correlacdes diretas
observadas no espectro de HSQC (Figura 34) foi atribuido a CHs-17, sendo um dado
relevante desse espectro pois corrobora que o deslocamento em 610,75 (s, 3H) que
é atribuido a CHs-20. Demostrando ser compativel com diterpenos clerodanos da
série ent, pois quando da série normal a metila CHs-20 sofre protecéo e absorve em
O ~ 0,57 ppm (PINTO, 2009).

Esses dados podem ser confirmados pela observacdo no espectro
heteronuclear HMBC (RMN !H x '3C, 500 e 125 MHz, CDCIs) (Figura 32-33) que
confirma a posicdo dos substituintes. Como a presenca da CHs-17, devido a
correlagdo do sinal dn1 0,82 com o sinal em &c 36,4 (C-8), a duas ligacdes de
distancia e com o sinal em &c 27,6 (C-7), a trés liga¢cGes de distancia. E a relacdo do
sinal &1 0,75 da CH3-20 com os sinais em &c 36,4 (C-8) e 46,8 (C-10), a trés ligacbes
de distancia. Como também é possivel observar relagao do sinal 61 1,25 da CHs-19

com os sinais em oc 141,4 (C-4) e 46,8 (C-10) a trés ligacdes de distancia, provando
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as posicdes das metilas. Além do sinal em 81 6,87 (H-3) que se relaciona com o sinal
em oc 173,0 (C-18), a trés ligacbes de distancia, provando a localizagéo do acido.
Ainda é possivel observar que o anel furano teve sua localizacdo provada pela
relagéo do sinal em o1 2,35 (H-12) com o sinal em &c 125,7 (C-13), a duas ligacdes
de distancia.

Assim, a substancia CL-3, isolada pela primeira vez na espécie Croton
lanjouwensis, foi identificada como &cido (-)-hardwickiic a partir de dados de RMN
comparados a literatura (Tabela 3) (LOPES, 2012; MAROYI 2017; CRENTSIL, et al.,
2020; SIMARO,2021).

Figura 22. Estrutura da substancia CL-3
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Fonte: Autoria prépria

Tabela 4. Comparacgéo dos dados espectrais de RMN de *3C-BB (125 MHz, CDClz3)
x 1H (500 MHz, CDCIs) da substancia CL-3 com os dados da literatura Simaro

(2021).
Dados espectrais de RMN de CL-3 Dados espectrais Simaro (2021)
C oc oH oc OH
4 1414 - 1415 -
5 37,8 - 37,6 -
9 38,8 - 38,8 -
13 125,7 - 125,6 -
18 173,0 - 172,9 -
CH
3 138,5 6,87(1H, dd, J=4,7; 2,9 Hz) | 138,4 | 6,86 (dd, J=4,0; 2,8 Hz)
8 36,4 1,50 (m, 2H) 36,2 -
10 46,8 1,39 (m, 1H) 46,6 -
14 1111 6,25 (1H, m) 111,0 6,26 (1H, m)
15 142,9 7,34 (1H,t, J=1,7Hz) 142,7 7,35 (1H, t, J=1,6 Hz)
16 140,2 7,19 (1H, s) 140,3 7,20 (sl)
CH2
1 17,6 1,70 (m,1H) 17,4 -
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2 27,4 1,41 (m, 2H) 27,5 -
6 36,0 2,46 (dt, J=13,3; 3,3 Hz, 35,8 -
1H)
1,20 (td, J=12,9; 4,2Hz,
1H)
7 27,6 1,47-1,43 (m, 2H) 27,3 -
11 39,0 1,60-1,53 (m, 2H) 38,6 -
12 18,3 2,23 (m, 1H) 18,3 -
2,35 (m, 2H)
CHs
17 16,1 0,82 (3H, d,J=6,6 Hz) 16,0 0,83 (d, J=6,4 Hz)
19 20,7 1,25 (s, 3H) 20,5 1,26 (s)
20 18,8 0,75 (s,3H) 18,2 0,76 (s)

Fonte: Autoria prépria
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Figura 23. Espectro de RMN de 3C-BB (125 MHz, CDCls) da substancia CL-3
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Figura 24. Espectro de RMN de *C-DEPT (125 MHz, CDClIs) da substancia CL-3
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Figura 25. Espectro de RMN de *H (500 MHz, CDCls) da substancia CL-3
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Figura 26. Expanséo do espectro de RMN de *H (500 MHz, CDCIls) da substancia CL-3
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Figura 27. Expanséao do espectro de RMN de *H (500 MHz, CDCIls) da substancia CL-3
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Figura 28. Expanséao do espectro de RMN de *H (500 MHz, CDCIs) da substancia CL-3
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Figura 29. Expanséo do espectro de RMN de *H (500 MHz, CDCIls) da substancia CL-3
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Figura 30. Expanséo do espectro de RMN de *H (500 MHz, CDCIs3) da substancia CL-3
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Figura 31. Expanséo do espectro de RMN de *H (500 MHz, CDCIs3) da substancia CL-3
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Figura 32. Espectro de RMN-HMBC 'H (500 MHz, CDClz) x *3C (125 MHz, CDCls) da substancia CL-3

Eas J\'\__.v_ M

-5

i 10
Daa A i

AVA! A A

—— V".J Il\l '3 ] f - \(\'

| | | I i A ||‘ '
) '}'\ l"’l ' l '| | " I‘J' 20

V ':? "'.Vj' v\ 1 (3’}

ul./' A ‘i,' 'J\J B
G =

— / | i |l| "
W 'L' N 30
FAYS :
P‘ "IAI."4 o l'
N | =
— Al
3 Ul I\
‘:‘\;‘I"'l v/ 40
A 3
Al 45
I

Y 5
® 55
60
65

145 140 1.35 130 125 120 1.15 110 105 100 o.‘sfz (o:‘p“) 085 080 075 0.7 065 060 055 0.0 045 040 035

Fonte: Autoria prépria



Figura 33. Espectro de RMN-HMBC H (500 MHz, CDClIs) x 13C (125 MHz, CDCIs) da substancia CL-3
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Figura 34. Espectro de RMN-HSQC *H (500 MHz, CDClz3) x 3C (125 MHz, CDClz3) da substancia CL-3
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5.4 Elucidacéo estrutural da substancia CL-4

A substéncia codificada como CL-4, apresentou-se como um 6leo incolor com
rendimento (39 mg).

No espectro de RMN de 3C (Figura 38) foi possivel observar 20 sinais de
carbonos. Sendo cinco sinais de carbono nado hidrogenado, quatro carbonos
metinico, oito carbonos metilénicos e trés carbonos metilicos. Os sinais em dc 57,1 e
49,5 atribuidos aos C-5 e C-9, que caracterizam uma estrutura de diterpeno labdano
e, ainda, os sinais em &c 147,9 e 108,3 atribuidos aos C-8 e C-17 caracteriza a
presenca de uma ligacdo exociclica, bem sugestiva de esqueleto labdano
(MEDEIROS, 2012; DUARTE, 2009; TAVARES, 2007). Foi possivel observar
também a presencga de 3 metilas, em 6c 12,0, 16,5 e 14,8 para C-16, C-19, C-20 e
auséncia de um sinal de metila, justificando uma substituicdo confirmada com
presenca de sinal caracteristico de acido carboxilico, em &c 185,7 para C-18.

Foi possivel observar no espectro de RMN de !H e suas expansdes (Figura
40-45) os sinais de hidrogénios olefinicos em 615,39 (tl, J= 6,6 Hz, 1H) e 6,31 (dd,
J=17,4, 10,7 Hz, 1H), representativo de dupla trisubstituida, para os hidrogénios H-
12 e H-14. Além do sinal em 615,03 (d, J= 17,3 Hz, 1H) e 4,86 (d, J= 10,8 Hz, 1H),
caracteristico de dupla monosubstituida, para os 2H em H-15. E o sinal em &1 4,46
e 4,81 (sl, 1H) indicando dupla exociclica, para os hidrogénios H-17. Sinais que
justificam a presenca de 3 ligacbes duplas caracteristicas de estruturas de
diterpenos labdanos (MEDEIROS, 2012; DUARTE, 2009; TAVARES, 2007). Além de
trés sinais referentes a metilas sendo eles &+ 1,73 (brs, 3H), 1,15 (s, 3H) e 0,75 (s,
3H) e, ainda, sinais multiplos observados entre o1 1,23 e 2,39 que foram atribuidos
aos demais hidrogénios alifaticos.

Corroborando com esqueleto de diterpeno labdano e identificando a
substancia CL-4, ap0s comparacdo com a literatura, como o acido ent-8(17)12E, 14-
labdatrien-18-0ico ja identificado no extrato hexanico de Croton stipuliformis porém,
descrito pela primeira vez para a espécie Croton lanjouwensis (Tabela 5). (DU, et al.,
2001; TAVARES, 2007; FRANCO, 2011).
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Figura 35. Estrutura da substancia CL-4
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Tabela 5. Comparacgéo dos dados espectrais de RMN de *C-BB (125 MHz, CDClz3)
X 'H (400 MHz, CDCls) da substancia CL-4 com os dados da literatura Du e
colaboradores (2001).

Dados espectrais de RMN de CL-4 Dados espectrais Du e colaboradores
(2001) e Tavares (2007)
C 8¢ &n 8¢ &n
4 47,6 - 47,5 -
8 147.9 - 147.8 -
10 38,9 - 38,8 -
13 133,8 - 133,5 -
18 185,7 - 185,3 -
CH
5 57,0 1,99 (dd,J=0¢e 57,0 2,01 (dd, J=12,4 e 2,7 H2)
1,5 Hz)
9 49,4 1,87-1,75 (m, 49,4 1,82 (s)
4H)
12 133,6 5,39 (t, J=6,6 133,6 5,41 (1H, t, J= 6,4H2)
Hz, 1H)
14 141,7 6,31 (dd, J= 141,6 6,33 (1H, dd, J= 17,4 e 10,8
17,4, 10,7, 1H) Hz)
CH:2
1 38,2 1,87-1,75 (m, 38,1 1,24 (m)
4H)
1,22-1,17 (m,
2H)
2 18,6 1,85-1,76 (m, 18,4 1,86 (sl)
4H)
3 37,7 1,61 (m, 2H) 37,6 1,65 (d, J =4,7 e 1,84 Hz)
6 26,7 1,37 (m, 1H) 26,6 1,40 (m)
1,48 (m, 1H) 1,50 (m)
7 37,2 2,39-2,29 (m, 37,1 -
2H)
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2,08 (m,1H)
11 23,1 2,39-2,29 (m, 23,0 -
2H)
2,16 (m, 1H)
15 110,1 5,03 (t, J=17,3 109,9 5,05 (1H, d, J=17,4 Hz)
Hz, 1H) 4,88 (1H,d, J=10,8 Hz)
4,86 (d, J=
10,8Hz, 1H)
17 108,3 4,46 (brs, 1H) 108,2 4,48 (1H,s)
4,81 (brs, 1H) 4,83 (1H,s)
CHs
16 12,0 1,73 (brs, 3H) 16,4 1,76, s
19 16,5 0,75 (s, 3H) 14,7 0,76, s
20 14,8 1,15 (s, 3H) 11,6 1,16, s

Fonte: Autoria prépria
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Figura 36. Espectro de RMN de 3C-APT (125 MHz, CDCIls) da substancia CL-4
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Figura 37. Espectro de RMN de 3C-APT (125 MHz, CDCIls) da substancia CL-4
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Figura 38. Espectro de RMN de 13C-BB (125 MHz, CDCIs) da substancia CL-4
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Figura 39. Espectro de RMN de 13C-BB (125 MHz, CDCIs) da substancia CL-4
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Figura 40. Espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCls) da substancia CL-4
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Figura 41. Expanséo do espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCIls) da substancia CL-4
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Figura 42. Expanséo do espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCIs) da substancia CL-4
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Figura 43. Expanséo do espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCIs) da substancia CL-4
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Figura 44. Expanséo do espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCIls) da substancia CL-4
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Figura 45. Expanséo do espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCIs) da substancia CL-4
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5.5 Determinacdao estrutural da substancia CL-5

A substancia codificada como CL-5, apresentou-se como um 6leo incolor (1,2
mag).

No espectro de RMN de 3C-BB (Figura 57) foi possivel observar 20 sinais de
carbonos. Sendo cinco sinais de carbono nao hidrogenado, quatro carbonos
metinico, oito carbonos metilénicos e trés carbonos metilicos. Os sinais em &c 57,2 e
48,6 foram atribuidos aos carbonos metinicos C-5 e C-9 e o sinal em &c 38,1 ao
carbono nado hidrogenado C-10, que caracterizam um diterpeno labdano
(MEDEIROS, 2012; DUARTE, 2009; TAVARES, 2007). Ainda é possivel identificar
uma ligagcdo exociclica entre C-8 e C-17, que apresentam sinais em &c 148,5 e
107,8. Além da presenca de 3 metilas, em &¢ 17,8, 15,1 e 12,0 para C-16, C-19, C-
20 com justificativa de substituicdo pela auséncia de um sinal de metila com
presenca de um sinal caracteristico de CH20H, em &c 72,3 para C-18.

Indicando ainda que a metila (CHs-20) se encontra em posi¢cédo Cis a metila
(CHs-19) e trans ao grupo oximetileno. Pois, segundo Shorichin e colaboradores
(1980), quando a metila 20 apresenta um deslocamento ~15,8 ppm encontra-se em
posicdo Cis e que a metila 19 quando em deslocamento de até ~18,0 ppm também
encontra-se em posigado Cis, junto da metila CH3-20. Mas, que o grupo oximetileno
guando em deslocamento de até ~72,3 ppm encontra-se em posi¢cado trans as
metilas CH3-20 e CH3-19 (SHORICHIN, et al., 1980). Dados que corrobora com os
encontrados no trabalho, indicado que as metilas CH3-20 e CH3-19 estdo em
posicéo Cis e que o grupo oximetileno encontra-se trans.

Foi possivel observar no espectro de RMN de 'H e suas expansdes (Figura
47-53) os sinais de protons olefinicos em 61 5,39 (t, J= 6,6Hz, H-12), &+ 6,35 (dd,J=
10,3, 17,8, H-14), &1 5,02 (d, J= 17,4 Hz, H-15) e 6+ 4,85 (d, J=10,6 Hz, H-15) e &H
444 (d, J= 1,6Hz, H-17) e ou 4,80 (d, J= 1,7Hz, H-17) caracterizando,
respectivamente, sinais de dupla trisubstituida, monosubstituida e exociclica,
conjunto caracteristico de estrutura de diterpenos labdanos (MEDEIROS, 2012;
DUARTE, 2009; TAVARES, 2007). Além de trés sinais referentes a metilas sendo
eles, um sinal sobreposto em &n 0,75 (s, 6H), confirmando a presenca de duas
metilas (CHz-19 e 20), e o sinal em du 1,73 (brs, 3H) confirmando a terceira metila
(CHs-16). Ainda, € observado sinais multiplos entre &1 1,08 e 2,35 que foram
atribuidos aos demais hidrogénios alifaticos e um sinal caracteristico de hidrogénio
oximetinico em 6+ 3,40 (d, J= 10,9Hz, 1H) e 3,10 (d, J= 10,8 Hz, 1H).
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Confirmando a identificagdo da substancia CL-5 como o ent-trans-communol,
guando comparado com dados espectrais da literatura Du e colaboradores (2001) e
Brito e colaboradores (2020) (Tabela 6). Sendo relatado pela primeira vez na
espécie Croton lanwjouwensis.

Figura 46. Estrutura da substancia CL-5
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Tabela 6. Comparacéo dos dados espectrais de RMN de *C-BB (125 MHz, CDClz) x *H (400 MHz, CDCIs) da substancia CL-5 com
os dados da literatura Brito e colaboradores (2020).

Dados espectrais de RMN de CL-5 Dados espectrais de Du e colaboradores
(2001) e Brito e colaboradores (2020)

C oc OH OH oc
4 39,6 - - 39,5

8 148,5 - - 148,2
10 38,1 - - 38,1
13 133,5 - - 133,3
CH

5 57,2 1,33 (dd, J=12,8, 4,3 Hz, 1H) 1,28 (1H, m, H-5) 57,1

9 48,6 1,83 -1,74 (m, 4H) 1,77-1,86 (4H, m) 48,5
12 134,2 5,39 (t, J= 6,6 Hz, 1H) 541 (1H,t, J = 6,4 Hz) 133,9
14 141,8 6,35 (dd, J= 10,3, 17,8 Hz, 1H) 6,33 (1H, dd, J = 17,3, 10,6 Hz) 141,6
CH:2

1 38,8 1,83 — 1,74 (m, 4H) 1,77-1,86 (4H, m) 38,8

1,08 (td, J=12,7, 4,6 Hz, 1H) 1,13 (1H,td, J =12,3,5,4 Hz)
2 18,8 1,44 (dd, J=12,5, 3,0Hz, 2H) 1,52 (2H, m) 18,8
3 37,8 1,83 — 1,74 (m, 4H) 1,77-1,86 (4H, m) 37,9
0,86 (t, J= 6,7 Hz, 1H) 1,01-1,95 (1H, m)
6 24,1 1,38 (m, 1H) 1,77-1,86 (4H, m) 24,1
1,83 -1,74 (m, 4H) 1,32 (1H,td, J=12,6, 4,1 Hz,)
7 35,6 2,35 (m, 2H) 1,96 (1H,td, J=12,8, 6,7 Hz) 35,5
2,02 (dd, J=12,9, 3,5 Hz, 1H) 2,42-2,37 (2H, m)
11 23,3 2,35 (m, 2H) 2,42-2,37 (2H, m) 23,3
2,13 (m, 1H) 2,13 (1H, ddd, J = 16,5, 11,0, 6,8
Hz)
15 109,9 5,02 (d, J= 17,4 Hz, 1H) 5,03 (1H, d, J = 17,3 Hz, H-15a), 109,7




4,85 (d, J= 10,6 Hz, 1H)

4,88 (1H, d, J = 10,6 Hz, H-15D)

17 107,8 4,80 (d, J=1,7 Hz, 1H) 4,81 (1H, brg, J = 1,5 Hz, H17a) 107,6
4,44 (d, J=1,6 Hz, 1H) 4,46 (1H, brg, J = 1,5 Hz, H17Db)

CHs

16 17,8 1,73 (brs, 3H) 1,75 (3H, s) 17,7
19 15,1 0,75 (s, 6H) 0,77 (3H,s) 15,0
20 12,0 0,75 (s, 6H) 1,16 (3H, s) 11,9

CH20H
18 72,3 3,40 (d, J=10,9 Hz, 1H) 3,11 (1H, d, J = 10,9 Hz, H18a) 72,1

3,10 (d, J=10,8 Hz, 1H)

3,42 (1H, d, J = 10,9 Hz, H18b)

Fonte: Autoria prépria
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Figura 47. Espectro de RMN de *H (500 MHz, CDCIs) da substancia CL-5
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Figura 48. Expanséo do espectro de RMN de H (500 MHz, CDCIs) da substancia CL-5
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Figura 49. Expanséo do espectro de RMN de H (500 MHz, CDClIs) da substancia CL-5
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Figura 50. Expanséo do espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCIs) da substancia CL-5
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Figura 51. Expanséo do espectro de RMN de H (500 MHz, CDCIs) da substancia CL-5
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Figura 52. Expanséo do espectro de RMN de H (500 MHz, CDCIs) da substancia CL-5
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Figura 53. Expanséo do espectro de RMN de H (500 MHz, CDCIs) da substancia CL-5
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Figura 54. Espectro de RMN de '3C- DEPT-135 (125 MHz, CDCl3) da substancia CL-5
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Figura 55. Espectro de RMN de '3C- DEPT-135 (125 MHz, CDCls) da substancia CL-5
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Figura 56. Espectro de RMN de '3C- DEPT-135 (125 MHz, CDCls) da substancia CL-5
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Figura 57. Espectro de RMN de *C-BB (125 MHz, CDClz) da substancia CL-5
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6. ENSAIO BIOLOGICO

O teste de citotoxicidade foi avaliado com o diterpeno do tipo labdano
derivado do &cido communol (CL-5) para as linhagens celulares de melanoma (SK-
MEL-28) e de leucemia promielocitica aguda (HL-60), a uma concentracdo de 25
MM, apresentando inibicdo de crescimento de acordo com a tabela abaixo (Tabela
7):

Tabela 7. Inibicdo do crescimento de linhas celulares HL-60 e SK-MEL-28

INIBICAO DE CRESCIMENTO (%)
COMPOSTO

HL-60 SK-MEL-28
CL-5 0,0 2,02

Os dados foram analisados com o software GraphPad Prism 8.0.1

Observou-se que o composto ndo apresentou citotoxicidade contra as linhas
celulares HL-60 e SK-MEL-28. Mesmo os diterpenos sendo moléculas passiveis de
apresentar atividade anticancer, principalmente do tipo labdano e clerodano como
nos estudos para derivados do acido communol relatado por Chen e colaboradores
(1997) e Perry e colaboradores (1994), que exibiram forte atividade citotoxica em um
bioensaio de artémia (DLso = 0,16 pg/mL) e atividade citotoxica contra células BSC-1
(ICs0 <280 ng/ml), respectivamente (BARREIRO, et al., 2012).

Dessa forma a possibilidade para atividade antitumoral em outras linhagens
celulares ficam em aberto, visto que derivados do acido communol apresentam
atividade biolégica antitumoral. Bem como: antibacteriana, hipolipemiante, relaxante
do mdusculo liso além do potencial para scafoolds (BARREIRO, et al., 2012;
HANSON, 2011).

Que devido os centros quirais sdo moléculas passiveis de mudancas, sendo
principalmente utilizadas na sintese de ativos antitumorais, e como também
antioxidantes na derivacéo, por exemplo, em abietano, ambrox e outros fixadores de
perfume, herbicidas podolactona, entre outros, apresentando processos mais curtos
e eficientes (JEON, et al., 2006; KO, et al., 2006; ZANG, et al., 2007).
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7. CONCLUSAO

A partir do estudo fitoquimico do extrato hexano da casca de Croton
lanjouwensis foi possivel isolar cinco substancias, sendo: dois fenilpropanoide, um
diterpeno clerodano e dois diterpenos labdanos. Identificadas através de métodos
espectroscopicos de RMN de 'H, 3C e comparacdes com os dados relatados na
literatura como sendo: metoxieugenol, elemicina, acido hardwickiic, acido 8(17)12E,
14-labdatrien-18-6ico e o communol. Destes, todos os diterpenos foram relatados
pela primeira vez na espécie, aferindo que a mesma apresenta uma composi¢ao
caracteristica do género, rica principalmente em fenilpropanoides e diterpenos,
possivelmente distribuidos por toda a planta, visto que algumas dessas também
estao presente no 6leo essencial (OE).

Foi realizado teste biologico da substancia CL-5, pela escassez em estudos e
a potencialidade dos derivados do acido communol porém, os resultados
demostraram uma inibicédo celular de 2,02%, para a linhagem SK-MEL-28.

Diante disto, este trabalho contribuiu com a ampliacdo do conhecimento
fitoquimico da espécie Croton lanjouwensis a qual € pouco estudada e com relatos
guase que apenas voltados ao OE, revelando-a bioprodutora de fenilpropanoides e
diterpenos, o que corrobora com a quimiofenética do género e da familia

Euphorbiaceae
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