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RESUMO

Casearia sylvestris Swartz (Salicaceae) é uma espécie
vegetal arborea ou arbustiva, disseminada pelo territério
brasileiro e bastante utilizada em nossa medicina popular.
Diversos diterpenos clerodinicos bioativos tipicos
do género Casearia foram isolados desta espécie (ex.
casearinas e casearvestrinas). O objetivo principal deste
trabalho foi avaliar a presenca de diterpenos clerodanicos
em diferentes orgidos de C. sylvestris, utilizando técnicas
analiticas cromatograficas e espectroscépicas. Os extratos
dos diferentes érgaos foram analisados por cromatografia
em camada delgada, cromatografia liquida de alta eficiéncia
com detector de arranjo de diodos e ressonancia magnética
nuclear de 'H. Nas analises cromatograficas foram
utilizados diterpenos clerodéinicos isolados de C. sylvestris
como padrdes, incluindo rel-19S-acetoxi- 18R- butanoil6xi-
18,19- epéxi -6S -hidroxi -2R- (2-metilbutanoiloxi) -5,
8R, 9R, 10S -cleroda-3,13(16),14-trieno, isolado do caule
pela primeira vez. Foram obtidos perfis fitoquimicos dos
orgaos avaliados. Os resultados indicaram a presenca de
diterpenos clerodanicos em toda planta, prevalecendo em
maior numero nas folhas. Além disso, os resultados também
indicam que em caules, flores e raizes ha predominio de
diterpenos clerodinicos com padriao diénico diferente
daqueles obtidos de folhas de C. sylvestris.
Palavras-chave: ~ Casearia  sylvestris. ~ Diterpenos
clerodanicos. Salicaceae. Flacourtiaceae. Cromatografia.

INTRODUCAO

Casearia sylvestris Swartz (guagatonga, erva-de-
bugre) é uma espécie vegetal arbdorea ou arbustiva com
ocorréncia em pelo menos 22 estados brasileiros (Torres &
Yamamoto, 1986; Marquete, 2001; Chase, 2002). Trata-se
de espécie da medicina tradicional brasileira, tendo como
principais indicagdes o tratamento de ulceras, gastrites,
picadas de cobras, cicatrizante tdpico e antitérmico

Autor correspondente: Alberto José Cavalheiro - Rua Professor Francisco Degni,
s/n - CEP.14800-900 - Araraquara - SP - Brasil - Telefone: 55 16 3301-6667
Fax: 55 16 3322-7932 -e-mail:albjcava@iq.unesp.br

(Hoehne, 1939; Correa, 1975; Junges et al., 1985). Extratos
de suas folhas apresentaram atividade anti-inflamatoria,
antiulcerogénica, cicatrizante, citotoxica em linhagens de
células tumorais e antiofidica (Basile et al., 1990; Itokawa
et al., 1990; Borges et al., 2000; Serti¢ et al., 2000; Silva et
al., 2004; Gomes et al., 2005; Oshima-Franco et al., 2005).
Extratos de outros 6rgdos também apresentaram atividades
farmacolégicas (ex. tripanossomicida) (Espindola et al.,
2004; Mesquita et al., 2005). Ensaios realizados com
extratos de folhas indicaram sua baixa toxicidade (Basile et
al., 1990; Maistro et al., 2004).

Foram isolados de C. sylvestris mais de 30
diterpenos clerodanicos, 28 dos quais tipicos de Casearia,
incluindo as casearinas A-X (Itokawa et al., 1990; Morita et
al., 1991; Carvalho et al., 1998; Santos et al., 2007; Wang et
al., 2009; Santos et al., 2010) e a caseargrewiina F (Santos
et al., 2010), isoladas de folhas; as casearvestrinas A-C,
isoladas de folhas e ramos (Oberlies et al., 2002) (Figura
1a); e o diterpeno rel-19S-acetoxi-18R-butanoiloxi-18,19-
epoxi- 6S- hidroxi- 2R- (2-metilbutanoiloxi)-5S, 8R, 9R,
10S-cleroda-3,13(16),14-trieno (1b), isolado das cascas das
raizes (Espindola et al., 2004). A estrutura destes diterpenos
cis-clerodanicos (Figura 1a) ¢ formada por um sistema
decalinico (anéis A e B) com metilas em C8 (C17) e C9
(C20), uma ligacdo dupla em C3, uma cadeia lateral em C9
(C11-C16) com um dieno conjugado terminal, um terceiro
anel (C) di-hidrofuranico/diacetalico formado a partir de
C18 e C19, além de substituintes oxigenados (fungdes
éster, éter, alcool ou cetona) presentes nos carbonos 2, 6, 7,
18 ¢ 19 (substituintes R! a R® na Figura 1a). Com exce¢ao
do diterpeno 1b, com o dieno terminal em C13(16)/C14,
os demais diterpenos clerodanicos isolados de C. sylvestris
apresentam esse grupo diénico em C12Z/C14. Alguns
destes diterpenos apresentaram atividades citototoxica
em linhagens de células tumorais, anti-ulcerogénica e
tripanossomicida, dentre outras (Itokawa et al., 1990;
Morita et al., 1991; Carvalho et al., 1998; Oberlies et al.,
2002; Espindola et al., 2004; Santos, 2008). Diterpenos
cleroddnicos de estrutura menos complexa como 15-
hidroxi-3-cleroden-2-ona (1¢) e (-)-acido hardwickiico
(1d) também foram isolados de suas folhas (Santos et al.,
2007).
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Figura 1: Diterpenos clerodanicos isolados de C. sylvestris: (a) estrutura quimica geral das casearinas A-X, casearvestrinas A-C e
da caseargrewiina F; (b) rel-19S-acetoxi-18R-butanoiloxi-18,19-epo6xi-6S5-hidroxi-2R-(2-metilbutanoiloxi)-55,8R,9R,10S-cleroda-
3,13(16),14-trieno; (¢) 15-hidroxi-3-cleroden-2-ona; (d) (-)-acido hardwickiico.
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Dados da literatura mostram que espécies de
Casearia produzem diterpenos clerodanicos tipicos
distribuidos em varios 6rgaos, que diferem basicamente
quanto a posi¢do do dieno na cadeia lateral e quanto aos
grupos substituintes oxigenados (Gibbons et al., 1996;
Beutler et al., 2000; Prakash et al., 2002; Shen et al., 2005).
No caso de C. sylvestris os estudos fitoquimicos tém se
concentrado nas folhas, havendo pouca informagao sobre
outros orgaos. Desta forma, o objetivo principal deste
trabalho foi avaliar a ocorréncia de diterpenos clerodanicos
em partes diferentes de C. sylvestris, utilizando técnicas
analiticas cromatograficas e espectroscopicas.

MATERIAL E METODOS
Material vegetal

Folhas, flores, caules e raizes de C. sylvestris foram
coletados em Araraquara-SP, proximo ao distrito de Bueno
de Andrada em 24/07/2006. Exsicatas dos individuos
amostrados CSLO1 (21°39°59,1” Sul; 48°12°22,5” Oeste)
e CSL02 (21°40°4,2” Sul, 48°12°21,4” Oeste) foram
depositadas no herbario do Instituto Agrondmico de
Campinas. O material vegetal foi seco em estufa a cerca de
40° C por 7 dias e fragmentado em moinho de facas.

Tabela 1: Resultados das analises cromatograficas e espectroscopicas realizadas com extratos etanolicos e hexanicos de diferentes 6rgaos

de C. sylvestris.

Extratos Rendimento CCD! RMN "H? CLAE-DAD® CLAE-DAD* Diterpenos identificados
(m/m, %) (n.o de manchas) (sinais dos diterpenos) (232-235 nm) (223-229 nm) (CLAE-DAD)
etandlicos
folhas 6,8 4 presenca 20 3 casearinas B, O, X e caseargrewiina F
flores 53 5 presenca 0 2 e
raizes 2,7 2 presenca 0 6 diterpeno 1b
madeira de caule 1,2 2 presenca 3 4 casearina B, caseargrewiina F e diterpeno 1b
casca do caule 8,3 4 presenca 0 6 diterpeno 1b
hexanicos
folhas 0,6 2 presenca 9 8 casearina B
flores 1,3 3 presenca 5 8 casearina B
raizes 0,5 2 presenca 0 L
madeira do caule 1,2 1 presenca 0 L
casca do caule 0,2 3 presenca 0 8 e

'nimero de manchas dos extratos com R, semelhante ao das casearinas (EFS2 e casearina X)
?presenca de sinais no espectro de RMN de 'H dos extratos semelhantes aos das casearinas

*niimero de picos nos cromatogramas dos extratos com espectro no UV semelhante ao das casearinas (A, - 232-235 nm)

“numero de picos nos cromatogramas dos extratos com espectro no UV semelhante ao do diterpeno 1b (A, , - 223-229 nm)

Solventes

Nas extracdes e procedimentos cromatograficos
de bancada foram utilizados solventes grau P.A. (Synth®).
Nas analises e separagdes em cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) utilizou-se metanol grau cromatografico
(J. T. Baker®) e agua ultrapura (18 MQ cm) preparada em
purificador Milli Q (Millipore®™). CDCI, (Cambridge Isotope
Lab.®) foi usado nas andlises por ressonincia magnética
nuclear (RMN).

Perfil de diterpenos clerodanicos em diferentes 6rgaos
de C. sylvestris

A identificagdo de diterpenos foi realizada através de
cromatografia em camada delgada de fase normal (CCD),
ressondncia magnética nuclear de hidrogénio (RMN de 'H)
e cromatografia liquida de alta eficiéncia de fase reversa
com detector de arranjo de diodos (CLAE-DAD).

Preparagdo das amostras: 100 g de cada droga
vegetal - folhas, flores, madeira do caule, cascas do caule e
raizes - foram extraidos sucessivamente com etanol (EtOH)
e hexano (Hex) em banho ultrassénico (Elma®, modelo
Transsonic®, 35 KHz), com 1.100 mL de cada solvente,
divididos em 3 etapas (cerca de 360 mL cada) de 20 min de
extracdo. Em seguida, os extratos foram concentrados em
rotaevaporador (Biichi®) e secos em dessecador com silica
gel, sob pressdo reduzida. O rendimento obtido para cada
extrato estd indicado na Tabela 1.
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Analises por CCD. Os extratos secos foram
dissolvidos em acetato de etila (AcOEt) (10,0 mg/mL) e
aplicados em placas de vidro cobertas com silica gel G60
Merck® (20 x 20 cm x 0,25 mm). Como fase movel foi
utilizada a mistura de solventes Hex/AcOEt/isopropanol
(65:32:03, v/v/v) e como revelador anisaldeido sulfurico.
Os padrdes utilizados foram a casearina X (AcOEt, 5,0 mg/
mL) e uma mistura de casearinas obtidas de folhas de C.
sylvestris por Santos (2008) chamada de EFS2 e contendo
as casearinas B, D, H, X ¢ a caseargrewiina F (AcOEt, 10,0
mg/mL).

Analises por RMN de 'H. Os espectros foram obtidos
em espectrometro Varian® Inova 500 11,7 T, usando CDCI,
como solvente e tetrametilsilano (TMS) como padrdo
interno. Concentracao dos extratos: 30-60 mg/mL.

Analises por CLAE-DAD. O pré-tratamento das
amostras incluiu extragdo em fase sélida (EFS) com silica
de fase reversa (C-18 Merck® 40-63 pm, 2 x 1 cm). Cerca
de 5,0 mg dos extratos secos foram dissolvidos em 1,0 mL
de eluente (CH,OH/H,0 98:02, v/v), aplicados na coluna
de EFS e eluidos com mais 4,0 mL do eluente. A fragdo
recolhida foi filtrada em membrana (0,22 pm, PVDF
Millipore®), seca em dessecador com silica gel sob pressdo
reduzida, pesada e solubilizada em volume suficiente de
CH,OH para obter-se uma concentragdo final de cerca de 3,0
mg/mL. Os cromatogramas foram obtidos em cromatégrafo
Varian® (bomba ProStar® 240, detector de arranjo de diodos
ProStar® 330, injetor automatico ProStar® 410, programa
Star Chromatography®), utilizando coluna de fase reversa
(fenil-hexil Phenomenex®, 250 x 4,6 mm, 5 um), elui¢do
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com CH,OH/H,O em gradiente linear de 48-100% (v/v) em
80 min, mais CH,OH por 5 min, com vazdo de 0,8 mL/min,

miesio— 20 ML e detecg@o no UV na faixa de 210-400 nm.
Foram utilizados como padrdes cromatograficos (0,5 mg/
mL em CH,0H) as casearinas B, O, X e a caseargrewiina
F, isoladas de folhas de C. sylvestris (Santos, 2008) ¢ o
diterpeno 1b, isolado pela primeira vez do caule e cuja
determinagdo estrutural foi realizada através do uso de
métodos espectroscopicos e comparagdo com dados da
literatura (Espindola et al., 2004).

RESULTADOS

A Tabela 1 resume os resultados das analises
cromatograficas e espectroscopicas realizadas.

Na analise por CCD, a ocorréncia de bandas
cromatograficas entre R; 0,2-0,8 nas cromatoplacas dos
extratos foi considerada como indicativa da presenca
de diterpenos clerodanicos tipicos de Casearia, pois
nesta faixa de R, observaram-se as bandas referentes aos
padrdes (casearina X ¢ EFS2). Foram observadas bandas
cromatograficas nesta faixa de R, nos cromatogramas
planares de todos os extratos analisados, o que indicou a
presenca deste tipo de diterpenos em todos os 6rgaos, mas
com maior diversidade em folhas e flores (Tabela 1).

A ocorréncia de casearinas ou diterpenos
clerodanicos similares foi confirmada em todos os extratos

analisados pela presenca de sinais nas regides entre 65,00 -
6,90, atribuidos aos hidrogénios diénicos (H12, H14, H15,
HI15,, H16,, H16,,) e aos hidrogénios metinicos do anel C
(H18 e H19), além dos sinais em cerca de 60,90 ¢ 2,00,
atribuidos aos hidrogénios das metilas de grupos butanoato
e acetato, respectivamente (Itokawa et al., 1990; Morita et
al., 1991; Oberlies et al., 2002; Espindola et al., 2004; Shen
et al., 2005; Santos et al., 2007; Santos et al., 2010).

Nas analises por CLAE-DAD (cromatogramas nas
Figuras 2-4) foi possivel identificar alguns diterpenos pela
comparagdo dos respectivos espectros no UV e tempos de
retencdo (t,) com aqueles de padrdes isolados de folhas e
caule de C. sylvestris (Tabela 1). Ainda, foram atribuidos a
casearinas ou diterpenos similares os picos cromatograficos
que apresentaram espectro no UV com tUnica banda de
absorgdo com A . entre 232-235 nm ou entre 223-229 nm
(Itokawa et al., 1990; Morita et al., 1991; Oberlies et al.,
2002; Espindola et al., 2004; Shen et al., 2005; Santos et al.,
2010). Foi confirmada a maior diversidade de casearinas
e similares em folhas e flores (Tabela 1). Somente os
cromatogramas dos extratos etandlicos de folhas e madeira
do caule e dos extratos hexanicos de folhas e flores (Figuras
2 e 3) apresentaram picos com espectro no UV com A .
232-235 nm (Figura 5), sendo que em folhas o predominio
destes picos foi evidente. Todos os extratos apresentaram
nos cromatogramas picos com espectro no UV com
absor¢ao maxima proxima de 223 nm (Figura 5), sendo
que em flores, raizes, cascas e madeira do caule tais picos
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Figura 2: Cromatogramas obtidos em CLAE-DAD (A= 235 nm) dos extratos etanolicos ¢ hexanicos de folhas e flores. O simbolo
(®) indica picos com espectro no UV semelhante ao das casearinas (A_, - 232-235 nm) e o simbolo (V) picos com espectro no
UV semelhante ao de 1b (A, - 223-229 nm). Substancias identificadas - B: casearina B; F: caseargrewiina F; O: casearina O; X:

casearina X.
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sdo predominantes (Figuras 2-4). Além disso, alguns picos observados nos extratos hexanicos, com excecdo de folhas,
apresentaram espectros no UV com duas bandas de absor¢do (A, de cerca de 225 e 280 nm).
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Figura 3: Cromatogramas obtidos em CLAE-DAD (A= 235 nm) dos extratos etandlicos e hexanicos de casca do caule e de madeira do
caule. O simbolo () indica picos com espectro no UV semelhante ao das casearinas (A, - 232-235 nm) e o simbolo (V) picos com
espectro no UV semelhante ao de 1b (A, - 223-229 nm). Substancias identificadas - B: casearina B; F: caseargrewiina F; 1b.
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Figura 4: Cromatogramas obtidos em CLAE-DAD (A= 235 nm) dos extratos etandlicos e hexanicos de raizes. O simbolo (V) indica picos
com espectro no UV semelhante ao de 1b (A, - 223-229 nm). Substancia identificada - 1b.
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Figura 5: Esquerda - espectro no UV do pico relativo a casearina B no cromatograma do extrato etandlico de folhas (t, = 61,485 min)
¢ modelo diénico com ligagdes duplas em C12Z e C14. Direita - espectro no UV do pico relativo ao diterpeno 1b no cromatograma do
extrato etandlico de raizes (t, = 66,525 min) e modelo di€nico com ligagdes duplas em C13(16) e C14.

DISCUSSAO

De maneira geral, as analises realizadas indicaram
a presenga de diterpenos clerodanicos tipicos de Casearia
em todos os 6Orgdos avaliados (Tabela 1). Nos métodos
cromatograficos foram utilizados padrdes, o que conferiu
maior confiabilidade aos resultados qualitativos obtidos.
Os resultados obtidos em CLAE-DAD e CCD indicaram
perfil metabolico mais complexo em folhas e flores. A
presencga dos diterpenos nos extratos hexanicos mostrou
que a extragdo com etanol nas condi¢des utilizadas nao foi
exaustiva para estes metabolitos secundarios (Tabela 1).

Diterpenos clerodanicos isolados de espécies de
Casearia possuem um dieno (grupo cromoéforo) na cadeia
lateral com uma liga¢do dupla terminal em C14 e outra
que pode diferir quanto a posi¢do e a estereoquimica:
em C12 E ou Z ou, ainda, em C13(16) formando uma
segunda ligagdo dupla terminal. Observou-se na literatura
(Itokawa et al., 1990; Prakash et al., 2002; Shen et al.,
2005) valores de A,_, de 232-235 nm para o dieno em C12/
C14 (ex. casearinas e caseargrewiina F) e de 223-229 nm
para o dieno em C13(16)/C14 (ex. 1b). O deslocamento
hipsocromico da banda de absor¢do no UV observado para
o segundo modelo de dieno é coerente com seu menor grau
de substituicdo. Em C. arborea foi verificada a presenga de
diterpenos clerodanicos (casearborinas A-E) esterificados
com acidos aromaticos que apresentam uma segunda banda
de absorgdo no UV com A_, em cerca de 280 nm (Beutler
et al., 2000). Desta maneira, utilizando-se CLAE-DAD ¢
considerando-se a relacdo entre as estruturas quimicas dos
diterpenos clerodanicos e os valores observados de A__,
foi possivel sugerir o tipo de diterpeno predominante nos
diferentes 6rgdos analisados.

Nas analises por CLAE-DAD foram identificadas
casearinas ou a caseargrewiina F em folhas, flores e madeira
do caule. Ja o diterpeno 1b foi identificado na madeira e na
casca do caule e na raiz. Os cromatogramas dos extratos
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de folhas, flores ¢ madeira do caule apresentaram picos
com espectro no UV com A_, 232-235 nm, sendo que em
folhas o predominio destes picos foi evidente (20 picos).
Com excecdo das folhas, todos os oOrgdos analisados
apresentaram em seus cromatogramas maior nimero
de picos com A_. 223-229 nm do que com A, 232-235
nm. Estes resultados sugerem o predominio de diterpenos
clerodédnicos em caules, flores e raizes com padrao diénico
diferente daqueles obtidos de folhas de C. sylvestris. Além
disso, os cromatogramas dos extratos hexanicos, com
excecdo do extrato de flores, apresentaram picos com 2
bandas de absor¢do no UV com A_. de cerca de 225 e 280
nm, o que pode indicar a presenca de diterpenos com o
modelo diénico de 1b, mas com substituinte éster aromatico
(ex. p-hidroxibenzoato).

A avaliagdo quimica das diferentes partes vegetais
de C. sylvestris confirmou a possibilidade da ocorréncia
de casearinas ou outros diterpenos clerodanicos em toda a
planta. Foram obtidos perfis fitoquimicos de todos os 6rgaos,
os quais podem ser utilizados na obtenc¢ao de substancias
de interesse relacionadas a propriedades farmacologicas
exibidas pelos extratos da planta.
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ABSTRACT

Identification of clerodane diterpenes in different
organs of Casearia sylvestris Swartg
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Casearia sylvestris Swartz (Salicaceae) is a tree or shrub
distributed widely in Brazil, where it is used in popular
medicine. Several bioactive clerodane diterpenes
typical of Casearia have been isolated from this species
(e.g. casearins and casearvestrins). The main objective
of this study was to identify clerodane diterpenes in
various organs of C. sylvestris, using chromatographic
and spectroscopic analytical techniques. The extracts
of the different plant parts were analyzed by thin
layer chromatography, high performance liquid
chromatography with diode array detector and 'H
nuclear magnetic resonance. In the chromatographic
analysis, clerodane diterpenes isolated from C.
sylvestris were used as standards, including rel-19S5-
acetoxi- 18R- butanoiloxi-18,19- epoxi -6S -hidréxi -2R-
(2-metilbutanoiloxi) -5, 8R, IR, 10S -cleroda-3,13(16),14-
triene, isolated for the first time from the stems.
Phytochemical profiles of the organs were produced,
which indicated the presence of clerodane diterpenes in
all parts of the plant, notably in the leaves. The results
also suggest that the main clerodane diterpenes in the
stems, flowers and roots had conjugated double-bond
patterns that differed from those found in the leaves.
Keywords: Casearia sylvestris. Clerodane diterpenes.
Salicaceae. Flacourtiaceae. Chromatography.
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