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RESUMO

O género Croton, um dos maiores da familia Euphorbiaceae, é conhecido pela
sua riqueza de metabdlitos secundarios de origem terpénica, como o0s
clerodanicos. No entanto, estudos recentes apontam para a presenca de uma
classe de compostos que vem ganhando visibilidade e interesse dos cientistas
e de industrias farmacéuticas, os peptideos ciclicos. Os peptideos naturais,
especialmente aqueles de natureza ciclica e de baixo peso molecular
(orbitideos), constituem uma classe de moléculas promissoras para a
identificacdo de novos hits e leads de farmacos. Nessa perspectiva, esse
trabalho trata do estudo de duas espécies da Mata Atlantica: Croton floribundus
e Croton campanulatus na busca por peptideos ciclicos, mais precisamente por
orbitideos. Assim sendo, inicialmente investigou-se em pequena escala folhas
e caules de ambas as espécies, raiz da espécie C. floribundus e latex da
espécie C. campanulatus e ap0s essas analises preliminares selecionou-se a
raiz da de C. floribundus e o latex de C. campanulatus para dar continuidade
com os estudos. O processo de extracdo das substancias de interesse da raiz
foi feito por maceracdo hidroetandlica e do latex, por particdo liquido-liquido
com acetato de etila. Em seguida esses extratos foram submetidos a
cromatografia em coluna, empregando octadecilsilano (C18) como fase
estacionaria para a obtencéo das fracbes contendo peptideos. O processo de
purificacdo dessas fracdes foi feito por HPLC em modo analitico e preparativo
que permitiu o isolamento de 2 substancias da espécie C. campanulatus e 4
substancias da espécie C. floribundus. Apds serem caracterizadas por HR-ESI-
(+)-Q-TOF-MS/MS e RMN 1D e 2D observou-se que as substancias isoladas
da espécie C. campanulatus correspondem a 2 novos orbtideos que foram
denominados [1-7NaC] crocaorb A; com m/z 827,4538 [M + H]* de sequéncia
ciclo(-Pro'-Val*-Leu®-lle*-Met>-Ser®-Trp’-), e [1-7NaC] crocaorb A, com m/z
843,4441 [M + H]* de sequéncia ciclo(-Pro*-Val*-Leu®-lle*-Met[O]>-Ser®-Trp’-).
Com relacdo a espécie C. floribundus néo foi possivel identificar e nem isolar
peptideos e as 4 substancias entdo obtidas foram caracterizadas por LC-ESI-
(+)-IT-MS e RMN 1D e 2D como sendo 3 novos diterpenos clerodanicos
denominados cascarillina J com m/z 431,16 [M + Na]*, croflorin A com m/z
349,15 [M + H]" e croflorin B com m/z 331,46 [M + H]*. Também foi isolado o
diterpeno da classe dos halimanos conhecido como 3B-hidroxi-5,10-
didehidrociliolida, reportado pela primeira vez como um produto natural. A
fracéo 80% da raiz de C. floribundus e a croflorin A isolada dessa fragéo foram
submetidas a avaliacdo da atividade antiinflamatéria e ambas as amostras
apresentaram potencial anti-inflamatério.

Palavras-chave: Orbitideos, Diterpenos, Euphorbiaceae, Croton
campanulatus, Croton floribundus, Peptideos ciclicos, Potencial anti-
inflamatorio.



ABSTRACT

The Croton genus, the largest of the Euphorbiaceae family, is known for its
richness of secondary metabolites of terpenic origin, such as the clerodanic
ones. However, recent studies point to the presence of a class of compounds
that has gained visibility and interest from scientists and pharmaceutical
industries, the cyclic peptides. Natural peptides, especially those of a cyclic and
low molecular weight nature (orbitides), represent a class of promising
molecules for identification of hits and leads in drug discovery. In this
perspective, this research deals with the study of two species from the Atlantic
Forest: Croton floribundus and Croton campanulatus in the search for cyclic
peptides, more precisely for orbitides. Thus, leaves and stems of both species,
root from C. floribundus and latex from C. campanulatus were investigated in a
small scale, and after these preliminary analyzes, the C. froribundus’ root and
the latex from C. campanulatus were selected to continue the studies. The
extraction process of the root's compounds of interest was performed by
hydroethanolic maceration, while the latex extraction consisted by liquid-liquid
partition with ethyl acetate. Then, these extracts were submitted to a
chromatographic column using octadecylsilane (C18) as a stationary phase to
obtain fractions containing peptides. The fractions purification process was
carried out by analytical and preparative HPLC, which allowed the isolation of 2
compounds from C. campanulatus and 4 compounds from C. floribundus. After
being characterized by HR-ESI-(+)-Q-TOF-MS/MS and 1D and 2D NMR, it was
observed that the compounds isolated from the C. campanulatus species
correspond to 2 new orbitides that were named [1-7NaC] crocaorb Al with m/z
827.4538 [M+H]" and cyclo (-Prol-Val2-Leu3-lle4-Met5-Ser6-Trp7-) sequence,
and [1-7 Na C] crocaorb A2 with m/z 843.4441 [M+H]" and cyclo (-Pro1-Val2-
Leu3-lle4-Met [O] 5-Ser6-Trp7-) sequence. With respect to the C. floribundus
species, it was not possible to identify or isolate the expected peptides, and the
4 compounds obtained were characterized by LC-ESI-(+)-IT-MS and 1D and 2D
NMR as 3 new clerodanic diterpenes called cascarillin J with m/z 431.16
[M+Na]", crofllorin A with m/z 349.15 [M+H]" and crofllorin B with m/z 331.46
[M+H]". A diterpene of the halimane class, known as 3B-hydroxy-5,10-
didehydrociliolide, first reported as a natural product, was also isolated. The
80% fraction of the C. floribundus root and the croflorin A isolated from this
fraction were evaluated for antiinflammatory activity and both samples
presented interesting anti-inflammatory potential.

Keywords: Orbitides, Diterpenes, Euphorbiaceae, Croton campanulatus,
Croton floribundus, Cyclic Peptides, Anti-inflammatory potential.
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1. Introducéo
1.1 Familia Euphorbiaceae e o género Croton

A familia Euphorbiaceae € uma das mais complexas e diversificadas familias de
angiospermas, com cerca de 300 géneros e 8.000 espécies (MWINE; DAMME, 2011)
que estdo distribuidas nas regides tropicais e subtropicais do mundo. Possui uma
composi¢cdo quimica variada que resulta numa grande diversidade de metabdlitos
secundarios como alcaloides, terpenos, flavonoides, lignanas, cumarinas e outras
classes de produtos naturais (AMINAH; KRISTANTI; TANJUNG, 2014; SABANDAR et
al., 2013).

Um dos maiores géneros dessa familia € o género Croton o qual possui
aproximadamente 312 espécies catalogadas no Brasil, sendo 249 endémicas.
Encontra-se em todas as regides brasileiras e abrangem os dominios fitogeograficos da
Amazobnia, Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica, Pampa e Pantanal (REFLORA).

Esse género possui um papel fundamental na medicina tradicional sendo
algumas espécies usadas popularmente para o tratamento de cancer, constipagéo
intestinal, diarréia e outros problemas digestivos, diabetes, feridas externas, febre,

hipertenséo, inflamacgédo, malaria, Ulcera e obesidade (SALATINO et al., 2007).

1.1.1 C. campanulatus

A espécie C. campanulatus Caruzo & Cordeiro (FIGURA 1) é uma planta
nativa e endémica do Brasil encontrada apenas nos estados do Rio de Janeiro e
Minas Gerais. Possui como habitat as areas montanhosas da Serra da
Mantiqueira e da Floresta Tropical Atlantica (CARUZO, 2008). Um estudo feito
por Pimentel e colaboradores para analisar a composi¢cdo e a morfologia das
ceras cuticulares de 13 espécies do género Croton conseguiu identificar, através
da cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massa, 4 triterpenos na
espécie C. campanulatus (TABELA 1). Dentre esses, o triterpeno denominado
friedelan-3-ona (fridelina) foi encontrado apenas nessa espécie (PIMENTEL,
2014).
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FIGURA 1. Espécie C. campanulatus

Fonte. CARUZO, 2009

TABELA 1. Triterpenos identificados por cromatografia a gas acoplada a espectrometria de
massa em C. campanulatus

= 2

a-amirina B-amirina

] Lupeol friedelan-3-ona (fridelina)

1.1.2 C. floribundus

A espécie C. floribundus Spreng. (FIGURA 2) é uma planta nativa da Mata
Atlantica encontrada em todos os estados brasileiros (REFLORA). E conhecida
popularmente como capixingui (UNICENTRO, 2012) Epode atingir até 10 m de altura,
sendo muito utilizada para reflorestamentos de areas degradadas (CORREA, 2003).
Sua casca é fortemente purgativa (USEFUL TROPICAL PLANTS), e é usada na
medicina popular na cicatrizacdo de feridas (PEREIRA; FELCMAN, 1998), no combate
a sifilis e hemorroidas (CORREA, 2003). Relatos indicam que a decoccdo é usada
também para tratar doencas dos olhos, incluindo tracoma, ou conjuntivite
granulomatosa (USEFUL TROPICAL PLANTS). As folhas sdo usadas contra Ulceras
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tanto na medicina humana quanto na veterinaria (CORREA, 2003).

Estudos fitoquimicos com esta espécie revelaram a presenca de monoterpenos,
sesquiterpenos (SILVA et al., 2013), diterpenos traquilobanicos e cauranicos (UCHOA
et al., 2013; PEIXOTO, 2013), e esteroide (PEIXOTO, 2013). Na tabela 2 encontra-se

FIGURA 2. Espécie C. floribundus

Y B e 4
Emilio Ruiz .y

Fonte. UNICENTRO, 2012

as estruturas dos diterpenos isolados dessa espécie.

TABELA 2. Diterpenos do tipo traquilobano isolados de C. floribundus. Ref.: (1) UCHOA, et al.,

2013.
Traquilobé&nicos
Rq R Rs Nome Ref.
1 CHOH CH;OH ent-traquilobano-18,19-diol (1)
2 COOH CHs H acido ent- traquiloban -19-oico (1)
3  COOH CHs OH Acido 15B-hidroxi-ent- traquiloban-19-oico (1)
4  CH,OH CH3 H ent- traquiloban -19-ol (1)
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TABELA 2. Diterpenos do tipo cauranico isolados de C. floribundus. Ref.: (1) MEDINA, et al.,
2009; (2) UCHOA, et al., 2013; (3) PEIXOTO, 2013.

Cauranicos

R, R, R, Ref.
1 COOCH CHs H acido ent-kaur-16-an19-ico 2); 3)
2 CH;OH CHs OH ent-kaur-16-ano-6a,19-diol 2); 3)
3 CH,OH CHj; H (3)

R, R, R3 R4 Ref.

1  COOH CH, a OH CH, acido ent-16a-hidroxikaura-11-en-19- @
ico

2 CH; COOCH; B OH CH; acido 16 a hidroxido 19 kauranico (3)

3 CH; COOH CH,OH OH 163,17-diidroxi-19-kauranico 3)

Entre os compostos listados na tabela 2 e 3, o ent-kaur-16-en-6a, 19-
diol isolado do extrato de hexano da casca da raiz (UCHOA et al., 2013)
mostrou efeito moderado contra trés linhagens celulares de cancer. MDA-MB-

435 (melanoma), HCT-8 (adenocarcinoma colorretal) e HCT-116
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(adenocarcinoma colorrectal). Ja os extratos alcodlicos de folhas e cascas e o
composto isolado, acido caurendico (Medina et al. 2009), apresentaram
atividades moluscicidas e ercaricidas significativas contra 0s caramujos
Biomphalaria glabrata adultos e as cercarias de Schistosoma mansoni,
respectivamente.

Por fim, o estudo recente feito por Barth e colaboradores (2018)
demonstra também que os extratos metanolicos de folhas e cascas do caule
apresentam atividades cercaricida, antimicrobiana, antioxidante,
anticolinesterasica e apenas a casca do caule apresentou citotoxidade
significante.

1.2 Metaboélitos secundarios do género Croton

Metabolitos secundarios ou produtos naturais sdo substancias que despertam
grande interesse da comunidade cientifica e das industrias farmacéuticas, devido as
atividades biolégicas que exercem nas plantas como respostas aos estimulos do meio
ambiente, assim como no processo de regulacdo, defesa e adaptacdo, importantes
para estudos de ecologia quimica e ecofisiologia. Também merecem especial atencao
devido a inUmeras atividades farmacoldgicas ja descobertas para muitas substancias
naturais (PEREIRA; CARDOSO, 2012). Devido ao seu papel fundamental na regulacéo
e equilibrio das espécies onde ocorrem, produtos naturais foram conceituados por
Gottlieb (1998) como metabdlitos especiais.

Uma classe de substancias naturais que véem apresentando atividades
biolégicas promissoras e despertando o interesse dos pesquisadores, sao 0s
peptideos. No Brasil, as pesquisas por essa classe de substancias vegetais vém
crescendo nos ultimos anos (PICCHI et al., 2009), e o Instituto de Quimica da UNESP
tem sido responsavel pela grande contribuicdo dos trabalhos com tais direcionamentos.

Estudos mostraram que as plantas previamente investigadas do género Croton
sdo ricas em produtos naturais, tais como alcaldides, véarias classes de substancias
fendlicas e terpénicas, os mais abundantes (SALANTINO et al., 2007). Entretanto,

existem ainda poucos relatos na literatura de peptideos ciclicos isolados desse género.

1.2.1 Terpendides

Encontrados em todo reino vegetal, os terpenos sdo definidos
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guimicamente como hidrocarbonetos insaturados que sao formados por duas ou
mais unidades isoprénicas (cadeia de 5 &tomo de carbono). Biossinteticamente,
0 encadeamento por cabeca-cauda de quatro dessas unidades origina o
esqueleto basico dos terpenos da classe dos diterpenos. Constituidos por 20
atomos de carbono, os diterpenos podem se apresentar de forma aciclica ou
ciclica e através de rearranjos no esqueleto basico, unidade labdéanica, dao
origem a diversas subclasses, como labdanicos, cauranicos, abientanicos,
pimaranicos, clerodanicos, entre outros (DEWICK, 2009).

Os diterpenos clerodanicos sao formados por meio de consecutivas
migragOes de hidretos e grupos metilicos, via rearranjo da estrutura carbénica,
do tipo concertado no esqueleto original terpénico (tipo labdanico)
(BOONYARATHANAKORNKIT et al., 1988). Os anéis que fazem parte de sua
estrutura podem estar unidos de forma cis ou trans. Se a migracao é feita pelo
grupo metilico C-18, origina-se o cis-clerodanico e se é feita pelo grupo metilico
C-19 resulta-se no trans-clerodanico (AKHILA et al., 1991).

Li e colaboradores (2016) classifica os diterpenos clerodanicos de
acordo com seu esqueleto basico em 7 tipos (FIGURA 3). A diferenca entre
essas estruturas se encontra na cadeia lateral que se liga ao carbono 9, onde
no tipo | é uma cadeia aciclica, no tipo Il € baseado no substituinte 2-etilfurano e
no tipo Il possui 3-etil-2-butenolida como alicerce. Ja os esqueletos do tipo IV
se assemelha com os do tipo Il, pela presenca do furano, mas a discrepancia
principal é a auséncia do grupo metil livre na posicdo 17 uma vez que este
agora faz parte do anel & lacténico. Portanto, nesse tipo, o substituinte em C-9 é
assentado no 5-(3-furil)-d-valerolactona (LI, et al., 2016).

No tipo V a delta lactona é substituida por uma lactona de 5 mebros
(gama), mas precisamente pela butirolactona e a cadeia lateral em C-9 € entédo
baseada no 4-(3-furil)-y-butirolactona. Ja no tipo VI essa cadeia possui um
sistema biciclico do tipo furofurano e a principal diferenca entre os compostos
monociclicos do tipo Il e os biciclicos do tipo IV € a ponte de oxigénio entre C-11
e C-16. Por fim, no tipo VIl existe a presenca de um tetraidropirano entre o
grupo y-lactona e a decalina (LI, et al., 2016).
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FIGURA 3. Estrutura dos esqueletos basicos dos sete tipos de diterpenos clerodanicos
classificados por Li e colaboradores (2016), tendo como base a natureza dos substituintes em

c-9
(o

III

VII
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Essa classe de metabdlitos secundéarios é importante no processo de defesa
das espécies de plantas por atuarem como inseticidas e fungicidas naturais. Com
relacdo as atividades farmacoldgicas, os diterpenos clerodanicos apresentam
propriedades anti-ulceras, citotoxicas, anti-inflamatorias, antiparasitarias,
antibacterianas, potenciadores de NGF. Outra propriedade farmacol6gica importante
desta classe de substancias séo os efeitos nos receptores de opioides (LI, et al., 2016).

Uma fonte rica de diterpenos clerodanicos séo as plantas do género
Croton, principalmente das espécies C. cajucara, C. sonderianus e C.
schiedeanus (MACIEL et al., 2006). Outras espécies desse género também
possuem outros grupos de terpenos, o que consolida esse metabdlito

secundario como uma marca desse género.

1.2.2 Peptideos ciclicos vegetais

Peptideos sao sequéncias de até 100 aminoacidos aproximadamente, e podem
ser classificados como lineares e ciclicos (CLAYDEN et al., 2001). Por possuirem pobre
farmacocinética, pouca disponibilidade e estarem susceptiveis a clivagem proteolitica, a
aplicacdo de peptideos lineares como farmacos € potencialmente limitada (CRAIK et
al., 2002). Tais limitacdes ndo sdo observadas nos peptideos ciclicos, uma vez que a
ciclizacdo permite a classe um requerimento fundamental para a atividade biolégica
(interac@o ligante-receptor) dessas macromoléculas, reduzindo a flexibilidade e
aumentando a afinidade com receptores (MULVENNA et al., 2006).

Os peptideos ciclicos vegetais sdo sintetizados via ribossomal e sao divididos em
ciclotideos, peptideos tipo “PawS” derivados (PDPs) e orbtideos (CRAIK, 2018). Os
peptideos de alto peso molecular sdo denominados ciclotideos e possuem em média
30 unidades de aminoacidos com trés ligacdes de dissulfeto (CRAIK, at al.: 1999). S&o
encontrados em 6 familias de Angiospermas: Curcubitaceae, Rubiaceae, Fabaceae,
Poaceae, Solanaceae e Violaceae (POTH et al., 2011; BURMAN et al., 2014). Ja os
PDPs possuem aproximadamente 14 residuos de aminoacidos com uma ligagdo de
dissulfeto (MYLNE, et al., 2011) e na literatura existe apenas relato dessa substancia
na espécie Helianthus annuus, pertencente a familia Asteraceae (CRAIK, 2018).

Os de baixo peso molecular - orbitideos - possuem estrutura N-C
ciclizados via cabeca-cauda e ndo apresentam pontes de dissulfeto. S&o
formados por sequéncias de 5 a 12 aminoacidos, sendo a maioria deles L-
aminoacido ndo modificados e de natureza hidrofébica (ARNISON, et. al., 2013).

Os orbitideos sdo conhecidos como citotoxicos, antibacterianos, antifungicos,
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antimaléricos, imunossupressores e inibidores de proteases (RAMALHO et al.,
2017).
Os

Caryophyllaceae,

orbitideos sao encontrados nas familias Annonaceae,

Euphorbiaceae, Lamiaceae, Linaceae, Phytolaccaceae,
Rutaceae, Schisandraceae e Verbenaceae (ARNISON et. al., 2013). Da familia
Euphorbiaceae, apenas dois géneros até agora possuem relatos dessas
substéancias: o género Jatropha, com 20 estruturas relatadas, e o género Croton
com apenas 3 (RAMALHO et al., 2017). Na tabela 4 estéo listados os orbitideos

isolados do género Croton e na figura 4 estao suas estruturas.

TABELA 4. Orbtideos isolados do género Croton

Espécie
C. urucurana

[1-9NaC] crourob

Crotosparsamida C. sparsifolius

Sequéncia
ciclo(-Ser-Leu-Gli-Ala-
Phe-Gly-Asn-Leu-Gly-)

ciclo(-Ser-Ala-Gly-Phe-
lle-Gly-Asn-Leu-Gly-)

Referencia
CANDIDO-BACANI et
al.,2015

MEHMOOD; MALIK,
2010

Crotogossamida C. gossypifolius  ciclo(-Val-Asn-Gly-Ala-

Phe-Gly-Leu-Leu-Gly-) WALCOOT et al., 2007

FIGURA 4. Estrutura de alguns orbitideos isolados no género Croton.

[1-9NaC] crourob Crotosparsamida crotogossamida
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O NuBBE é hoje um laboratério de pesquisa reconhecido por centenas
de metabdlitos secundarios isolados de espécies da biodiversidade brasileira.
Mais recentemente vem estudando peptideos de espécies de plantas,
constituindo-se um tema de pesquisa importante devido aos poucos estudos
registrados e sua importancia para a bioeconomia (ALTEI et al., 2014; PINTO et
al.,, 2015; RAMALHO et al., 2017, 2018). Dentre esses estudos, dois novos
orbideos foram isolados do género Jatropha: jatrofidina | (Figura 5a) obtido da
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espécie Jatropha curcas apresentou potencial atividade inibitoria de protease
aspartica (ALTEI et al., 2014) e ribifolina (Figura 5b) isolado da Jatropha ribifolia
com moderada atividade antiplasmodial (PINTO et al.,, 2015). Portanto, a
presente pesquisa esta inserida na linha de peptideos de espécies da

biodiversidade brasileira.

FIGURA 5. Orbitideos isolados do género Jatropha pelo grupo de pesquisa NuBBE: jatrofidina |
(Figura 5a) (ALTEI et al., 2014) e ribifolina (Figura 5b) (PINTO et al., 2015).
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2. Objetivos

2.1 Objetivo Geral: Busca por orbitideos em diferentes tecidos das espécies
C. floribundus e C. campanulatus.

2.2 Objetivos especificos:
i) Identificar quais tecidos vegetais das espécies escolhidas sdo promissores para
obtencao de orbitideos;
i) Fracionamento, purificagdo e caracterizacdo quimica dos orbtideos presentes nas
espécies C. campanulatus e C. floribundus por meio das técnicas cromatograficas,
espectrometricas e espectroscopicas;

iil) Avaliacdo de atividade bioldgica;
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3. Parte Experimental
3.1Materiais

3.1.1 Material Vegetal

Caule, folha e latex da espécie C. campanulatus foram coletados no Parque
Nacional do Itatiaia localizado na Serra da Mantiqueira, RJ e depositadas no
herbario HUNI, da UniRio com numero de Tombo HUNI5779 sob a colaboracéo do
Prof. Dr. Marcelo Trové Lopes de Oliveira da Universidade Federal do Rio de
Janeiro.

Raiz, caule e folha da espécie C. floribundus foram provenientes de mudas
fornecidas pela empresa Ambiental Mudas Nativas e Exoéticas LTDA de CNPJ:
11.344.632/0001-99 localizada na Rodovia Victor Maida, Km 2 do municipio de
Araraguara. Sob a colaboracdo da Prof.2 Dr.2 Maria Beatriz Rossi Caruzo essa
espécie foi depositada no herbario da Universidade de Sdo Paulo com numero de
Tombo HUFSP 000079.

3.1.2 Solventes, Reagentes e Equipamentos

Os solventes utilizados para realizar as extracbes das espécies estudadas,
bem como o fracionamento, foram etanol e acetato de etila. Para a purificagdo em
coluna cromatografica foram utilizados acetonitrila, agua deionizada e &cido
trifluoracético (TFA) e para os preparos dos solventes para as corridas
cromatograficas utilizou-se acetonitrila e acido férmico.

Os equipamentos utilizados neste trabalho estéo listados na tabela 5.
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TABELA 5. Equipamentos utilizados para andlises.

Equipamento/Marca Médulo

Cromatografo Liquido Bombas: LC-20AT; Degasser: DGU-20A3; Autosampler: SIL-
Shimadzu Prominence analitico 20A; Forno de coluna: CTO-20A; Detector: SPD-M20A,;
Controladora: CBM-202
Cromatégrafo Liquido Bombas: LC-6AD; Degasser: DGU-20A 5R; Autosampler: SIL-
Shimadzu analitico-preparativo 10AF; Injetor manual: Reodyne 7725i; Detector: SPD-M20A,;
Controladora: CBM-202
Sonda de 5 mm com deteccéo direta e dois 'H e BBF (N, *'P e
Espectrometro Bruker® Avance Il *°F)
HD 600 (14, 1T) Bobina de gradiente em z (55 G/m)
Temperatura de analise de -150°C a -180°C
Sistema ATMA para ambos os canais
Espectrémetro de Massas

(Waters) XEVO-G2XSQTOF#YEA1129
Liofilizador Christ, Alpha 2-4 LD plus
Banho Ultratermostatizado MA- 184
Rotaevaporador Rotaevaporador Buchi R-215
Bomba
LC-MS:

Bomba: LC-20AD

Detector de Arranjo de Diodos: SPD-M20A
Sistema LC Shimadzu ® Forno de coluna: CTO-20A

Injetor automatico: SIL-20AHT

Mddulo de Comunicagao: CBM-20A

Espectrdmetro de Amazon SL Bruker ©

Massas Fonte de ionizacao: eletrospray (ESI)
Analisador: ionTrap

Espectrofotdbmetro de absor¢éo na

regido do Infravermelho Médio Vertex 70 Bruker
com transformada de Fourier Tipo de detector: DLaTGS
(Bruker®) Faixa de leitura: 400 a 4000 cm ™

3.2 Metodologia

3.2.1 Obtencdo dos extratos de folhas e caules da C.
campanulatus e de raizes, folhas e caules da C. floribundus.

O material vegetal foi seco em estufa a uma temperatura de 40°C durante trés
dias (72 horas). Posteriormente, o material seco foi submetido a um processo de
pulverizacdo em moinho mecanico. As massas dos materiais vegetais obtidos bem

como o volume de etanol utilizado para a extragéo estéo listadas na tabela 6.
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TABELA 6. Relacdo das massas de material vegetal obtidas apds a pulverizacado de diferentes
orgaos das espécies C. floribundus e C. campanulatus e o volume de solucdo extratora utilizado.

Massa de material Volume de solugéo extratora
vegetal/ g (EtOH) / mL
C. campanulatus:
Caule 50,0 500,0
Folha 50,0 500,0
C. floribundus:
Raiz (pequena escala) 31,9 320,0
Raiz (grande escala) 267,1
Caule 10,8 108,0
Folha 4,9 50,0

A extracéo foi feita por maceracao e o processo foi repetido trés vezes, com
intervalos de 24 horas. A solucdo extraida foi entdo filtrada e concentrada, sob
pressdo reduzida em evaporador rotativo a uma temperatura de banho de 40°C e

posteriormente congelada com nitrogénio liquido e liofilizada (APENDICE A)

3.2.2 Extracédo do latex de C. campanulatus
A extracdo do latex (15,0 mL) consistiu em uma particdo liquido-liquido, no

qual utilizou-se uma solu¢do aquosa. Inicialmente, o latex foi solubilizado em 90,0
mL de agua (6 X Vi aex), transferido para um funil de separacédo e, seguidamente,
feita a adicdo de 225,0 mL de acetato de etila (15 X Vi aex). ApOS branda agitacéo e
formacdo das fases imisciveis, a fase organica extraida e concentrada em
evaporador rotativo. Tal procedimento foi repetido por trés vezes, reutilizando a fase

aguosa, e deu-se origem a fracao acetato.

3.2.3 Fracionamento dos extratos em Cig
3.2.3.1 Fracionamento em cartucho de extracdo em fase sdlida Cyg

Foi realizado triagem para os extratos dos diferentes tecidos das duas
espécies, antes de partir para uma escala maior. Para isso, 50,0 mg dos extratos
brutos (raiz, caule, folha e latex) foram solubilizados em 3,0 mL de solucéo a 15% de
ACN/H20. O cartucho utilizado continha como fase estacionaria C;g, marca Strata
Cis — Phenomenex — 500,0 mg. As elui¢cbes foram feitas utilizando-se solventes em
misturas com percentuais de: A (95% ACN/H,0/0,045% TFA) e B (H,0/0,045%
TFA), nas propor¢des de 10%, 20% , 80% e 100% de B em A conforme 0 esquema
da figura 6.
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FIGURA 6. Esquema do processo de fracionamento do extrato.

Acondicionamento:

Ativacao: Injecéo da Solucdo a Solucéo a 100%
Solugéo a 10% de B em 80% de B
100% ACN amostra 20% B em A Solucéo B
A em A
5mL 5 Ml 5mL 15 mL 15 mL

Etapal Etapa 2 Etapa 3 Etapa 4

As etapas 1 e 2 foram as de condicionamento e equilibrio da fase mével. Na
etapa 4 ha eluicdo de alguns compostos ndo peptidicos, e portanto, nao
interessantes neste estudo. E na fragdo 80% (etapa 5) obtida que os peptideos
eluem e, portanto, é a fracdo de interesse. A fracdo 80% foi liofilizada e analisada

por HPLC analitico.

3.2.3.2 Fracionamento em maior escala.

O mesmo procedimento foi realizado para o fracionamento em maior escala
da fracdo acetato de etila de C. campanulatus e do extrato hidroetandlico da raiz da
espécie C. florifundus, porém fez-se o empacotamento de um funil sinterizado com
Cis no lugar do cartucho de Cig. A eluicdo se deu com os mesmos solventes e
conforme a sequéncia de etapas descritas no esquema anterior. Na tabela 7

encontram-se alguns dados utilizados.
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TABELA 7. Alguns dados utilizados no fracionamento em “maior escala” para os extratos de C.
floribundus e C. campanulatus.

Latex de Raiz de

C. campanulatus C. floribundus
Funil Altura 40,0 cm
Sinterizado Diametro 24,0 cm 4 cm
Fase Altura 30,0 cm 5cm
Estacionaria Massa C18 369
Amostra Massa 2,979 403,0 mg
Etapa 1 Ativacdo 100% ACN 200 mL 96 mL
Etapa 2 Solugéo a 10% de B/A 150 mL 64 mL
Etapa 4 Solugdoa20% BemA 150 mL 96 mL
Etapa 5 Solugdoa80% BemA 400 mL 160 mL
Etapa 6 Solugédo a 100% B 250 mL 128 mL

3.2.4 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (High performance liquid
chromatography - HPLC)

Os perfis cromatograficos das amostras foram obtidos utilizando-se HPLC-
DAD em escala analitica e o sistema de solvente utilizado foi: H,0/0,10% acido
férmico (solvente A) e solucdo de ACN/0,10% ac. férmico (solvente B). Os
cromatogramas foram monitorados pelo detector de UV a 220 nm, absorc¢éo
caracteristica de ligacdo peptidica. Os dados da coluna e os métodos utilizados

estao listados na tabela 8.

TABELA 8. Dados de colunas e métodos utilizados em escala analitica para as analises das
espécies C. floribundus e C. campanulatus.

Latex de C. campanulatus Raiz de C. floribundus
Tipo Phenomenex® Cys-Luna Phenomenex® Cys-Luna
Coluna A!tura (cm) 250,0 250,0
Diametro (nm) 4,6 4,6
Particula (um) 5,0 50
Poro (A) 100,0 100,0
Vazéo (mL min™) 1,0 1,0
Volume de inje¢ao (uL) 50,0 50,0
Método exploratdrio 5-100%, 45 min 5-100%, 45 min
Método otimizado 15-60%, 45 min 15-60%, 45 min

A purificacdo dos compostos foi feita utilizando o HPLC-DAD em escala

preparativa. O sistema de solvente e o comprimento de onda foram 0os mesmos
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utilizados em escala analitica. Na tabela 9 encontram-se alguns dados utilizados
para este procedimento.

TABELA 9. Dados utilizados em escala preparativa para as analises das espécies C. floribundus e C.
campanulatus.

Latex de C. Raiz de C. floribundus
campanulatus
Tipo Phenomenex” Cig-Luna Kromasil® Cis
Altura (cm) 150,0 250,0
Coluna Diametro (mm) 21,2 10,0
Particula (um) 50 50
Poro (A) 100,0 300,0
Massa (mg) 190,0 392,3
Amostra Volume (50%
ACN/H,0) 300M
Vazéo (mL min™) 4,0 10,0
Método (Primeira purificacéo) 15-50%, 45 min 15-60%, 45 min
Método (Segunda purificacéo) - 25-85%, 45 min

Os processos descritos até agora para a raiz (grande escala) de C.
floribundus e o latex de C. campanulatus estdo exemplificados no Esquema 1
(APENDICE A) e 2 (APENDICE B), respectivamente.

3.25 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a
Espectrometia de Massa (High performance liquid chromatography coupled to
mass spectrometric - LC-MS).

As analises por LC-MS foram obtidas utilizando HPLC-DAD acoplado a um
espectrometro de massas ESI-lon Trap. A coluna analitica utilizada para a anélise foi
do modelo Phenomenex® Cjg-Luna (25,0 x 4,6 mm d.i.; 5,0 um), tamanho do poro
de 100,0 A e vazdo de 1,0 mL.mint. O sistema de solventes utilizado foi: H,0/0,1%
ac. férmico (solvente A) e solucdo de ACN/0,1% ac. formico (solvente B) e as
amostras foram submetidas a um gradiente exploratério 5-100% de solventes B em
A em 45 minutos. Os cromatogramas foram monitorados pelo detector de UV a 220

nm e os experimentos foram realizados no modo positivo.

3.2.7 Espectrometria de Massa (Mass spectrometry - MS).

As analises de espectrometria de massas de alta resolugcéo foram realizadas

no laboratério do Nucleo de Bioensaios, Biossintese e Ecofisiologia de Produtos
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Naturais do Instituto de Quimica da UNESP-Araraquara sob a supervisao do técnico
Me. Jodo Luiz Bronzel Junior. Utilizou-se um espectrometro de massas XEVO-G2-
XS Q-TOF- ESI (Waters) para a analise das fracdes Fr.2 e Fr.4 isoladas do latex de
C. campanulatus. Os experimentos foram realizados no modo positivo e as
temperaturas da fonte e do gas de desolvatacdo foram respectivamente, 100 e
200°C. Ja as vazbes, do gas no cone e de desolvatacao foram, respectivamente 50
e 450L/Hr, e a voltagem do capilar utilizado foi de 1600 kV. Para as andlises de MS?

utilizou-se uma energia de colisédo de 6000.

3.2.8 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN).

As andlises de RMN foram realizadas no Laboratorio Multiusuario do Instituto
de Quimica da UNESP-Araraquara sob supervisdo do Dr. Nivaldo Boralle, sendo
utilizado o equipamento Bruker Avance Ill HD 600 operando com um criossonda de 3
mm, para o nicleo de 'H. As amostras submetidas (3 mg de cada fracdo) foram
solubilizadas em 200 uL, com resolugéo de 512 pontos e “mixing time” de 0,30 e
0,08 segundos para as técnicas unidimensionais NOESY e TOCSY,
respectivamente. Para plotagem dos dados foi empregado o software TOPSpin 6.5.
Na tabela 10 encontram-se os tipos de experimentos realizados para cada fracéo
obtida das espécies C. floribundus e C. campanulatus, bem como os solventes

usados para solubilizacdo das amostras.

TABELA 10. Experimentos realizados para as fracdes obtidas das espécies C. floribundus e C.
campanulatus, e os solventes utilizados para solubilizacdo de cada fracao.

Solvente  Experimentos
C. campanulatus

Fracéo Fr.2 DMSO 'H, DEPTq, NOESY 1D, TOCSY 2D, HSQC, HMBC, DOSY e ROESY
Fracéo Fr.4 DMSO 'H, DEPTq, NOESY 1D, TOCSY 2D, HSQC, HMBC, DOSY e ROESY

C. floribundus

Fracdo Fr. 1 CDCls 'H, DEPT 135°, TOCSY 1D, NOESY 1D, HSQC e HMBC
Fracédo Fr. 2 CD;0D H, DEPT(q, TOCSY 1D, NOESY 1D, HSQC e HMBC
Fracéo Fr. 3 CD;0D H, DEPT(q, TOCSY 1D, NOESY 1D, HSQC e HMBC
Fracdo Fr.4  CD3;OD H, DEPT(q, TOCSY 1D, NOESY 1D, HSQC e HMBC

3.2.9. Espectroscopia de Infravermelho
A analise de espectroscopia de infravermelho foi feita em um

espectrofotometro de absorgéo na regido do infravermelho médio com transformada

de Fourrier utilizando a técnica de refletancia total atenuada. O experimento foi
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realizado no Laboratorio Multiusuario do Instituto de Quimica da UNESP-Araraquara.
Os parametros do método utilizado foram: intervalo de comprimento de onda de 400-
4000 cm™, resolucdo de 4 cm™ e niimeros de scans (amostras e background) de 64.

Os dados foram registrados no programa Origin versao 8.

3.2.10 Avaliacéo da atividade antiplasmodial

Esse ensaio foi realizado no Instituto de Fisica de S&o Carlos da
Universidade de Sao Paulo sob a responsabilidade da Prof. Rafael V. C. Guido e
Dra. Anna Caroline C. Aguiar. As amostras testadas foram a fracdo 80% do latex de

C. campanulatus e o peptideo impuro, [1-7NaC] crocaorb A;.

3.2.10.1 Preparo das amostras
As amostras foram recebidas em forma sélida e diluidas em DMSO para o
preparo das solugdes estoque a 20 mg/mL (para as fracGes de peptideos) ou 20 mM

(para os peptideos puros), que foram armazenadas a -20°C.

3.2.10.2 Ensaio de avaliagdo da atividade antiplasmodial

Os compostos foram avaliados quanto a atividade antiplasmodial contra a
cepa de P. falciparum 3D7 (sensivel a cloroquina), utilizando a técnica de SYBR
Green |. Foram testadas em diluicbes seriadas de fator 2 as doses de 10 - 0,152 uM.
Neste ensaio, as diluicdes dos compostos sdo incubadas com o parasito por 72 h, e
em seguida é adicionado o reagente de SYBR green e ocorre a marcacdo do DNA
dos parasitos viaveis. A reducdo de parasitemia em cada concentracdo é calculada
em relacdo a controles de crescimento positivo (sem adicdo de compostos, 100% de
viabilidade) e negativo (hemacias nao-parasitadas, 0% de viabilidade). Graficos
dose-resposta desses dados sdo usados para determinar a concentracdo inibitoria
meédia (IC50) de cada composto.

Primeiramente, a porcentagem de inibicdo de cada composto foi determinada
a uma concentracéo fixa de 50 ug/mL (para as fragdes de peptideos) ou uM (para os

peptideos puros).
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3.2.11 Avaliacéo da atividade anti-inflamatoria

Esse ensaio foi realizado no Departamento de Ciéncias Biologicas,
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Estadual Paulista, campus
de Araraquara, sob a responsabilidade da Profa. Alexandra Ivo Medeiros e Ana C.
Codo. As amostras testadas foram a fracdo 80% da raiz de C. floribundus e o

composto majoritério, cloflorina A.

3.2.11.1 Cultura de células

A linhagem RAW 264-7 foi adquirida do Banco de células do Rio de Janeiro
(BCRJ) derivada de uma linha de mondcitos-macrofagos leucémicos de rato
ATCC/TIB-71. As células foram cultivadas em garrafas de cultura celular em
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) suplementado com 10% de soro bovino
fetal inativado pelo calor (FBS) e gentamicina (0,1% - Gibco), a 37°C numa
incubadora umidificada com 5% de CO..

3.2.11.2 Ensaio MTT

As células RAW 264-7 foram cultivadas em placas de cultura de tecidos de
96 pocos a uma densidade de 1x10° células por poco, volume final de 200uL. Ap6s
18h, o sobrenadante foi removido, e entdo adicionada 0os compostos/extratos de
interesse, por 90min. Em seguida, os macrofagos foram tratados com LPS
(100ng/mL - Sigma), por subsequentes 18h a 37°C em incubadora umidificada com
5% de CO,. Apdés esse periodo, o novo sobrenadante foi coletado para
determinacdo do NO, e os macrofagos foram incubados com 5mg/mL de MTT
(brometo de (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio) tetrazolio) em PBS durante
3h a 37°C numa incubadora umidificada com 5% de CO,. Foi adicionado a SDS 20%

para dissolver os cristais e a placa foi lida a 595 nm (BioTek - Synergy H1).

3.2.11.3 Deteccéo de Nitrito

Apés 18h, o sobrenadante resultante da segunda incubacdo descrita
anteriormente permitiu a deteccdo de nitrito, conforme Griess (1879).
Resumidamente, 100 pL de solu¢do de NEED 0,1% e sulfanilamida 1% em H3PO,
(v/v) foram adicionados a 100 pl de sobrenadante de cultura. A absorbancia foi
detectada a 540 nm (BioTek - Synergy H1).
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3.2.12 Avaliacao da atividade citotoxica

Esse ensaio foi realizado no Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Departamento de Farmacologia da Universidade de S&o Paulo sob a
responsabilidade da Profa Leticia Veras Costa Lotufo. As amostras testadas foram
0s extratos de raiz, caule e folha, as fracées 20 e 80% da raiz de C. floribundus e o
composto majoritario, cloflorina A. As linhagens de células tumorais utilizadas neste
trabalho foram o HCT-116 (carcinoma colon-retal) e MCF-7 (adenocarcinoma de

mama).

3.2.12.1 Preparo das amostras

As substancias foram diluidas em DMSO na concentracao de 10 mg/mL.

3.2.12.2 Ensaio de avaliacao da atividade citotoxica

Foram plaqueadas 1 x 10 * células por poco, em placas de 96 pocos (5 x 10*
células/ml em 200 uL de meio). Apos 24 horas, as substancias (diluidas em DMSO
na concentracdo de 10 mg/mL) foram adicionadas em concentra¢des de 5uM e 50
MM, cada concentracdo em duplicata, e incubadas por 72 horas. A doxorrubicina foi
utilizada como controle positivo e dimetilsulfoxido (DMSO) com controle negativo.
Apoés 72 horas de incubacdo, o sobrenadante foi substituido por meio de cultura
contendo MTT (0,5 mg/mL). Trés horas mais tarde, o sobrenadante foi removido, e
apos secagem da placa, o precipitado contendo azul de formazan de MTT foi
dissolvido em 150 yL de DMSO, e a absorbancia foi medida a 570 nm (Mosmann,
1983). Foram realizados dois experimentos independentes em HCT 116 e MCF-7

em duplicata.
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4. Resultados e discussao:

4.1 C. campanulatus

4.1.1 Obtencao da fracéo rica em peptideos

Apbs o processo de extracao de acordo com a metodologia descrita em 3.2.1,
foram obtidos o extrato hidroetandlico bruto de folha (180 mg) e de caule (100 mg).
Ja a extracao do latex consistiu numa particdo liquido-liquido (item 3.2.2) na qual se
obteve 403 mg da fracdo acetato (extrato bruto). Com o intuito de obter a fracdo rica
em peptideos ciclicos (fracdo C13-80%), um fracionamento em pequena escala
desses extratos foi realizado, de acordo com o item 3.2.3.1. Essas fragbes foram
previamente analisadas com o intuito de se verificar o perfil das amostras; para tanto
utilizou-se HPLC em modo analitico, com programa gradiente exploratorio (FIGURA

7).

FIGURA 7. Comparacao dos perfis cromatogréficos das fracdes 80% de folha (preto), caule (azul) e
latex (vermelho) de C. campanulatus.
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Observacdo: Programa de 15 a 60 % de B em A em 45 minutos (A: H,0/0,1% &c. férmico e B:
ACN/0,1% &c. formico), vazdo de 1,0 mL.min™, coluna Phenomenex® Cig-Luna, 250 x 4,6 mm, 5 ym e
poro de 100 A, 220 nm.

Os peptideos ciclicos de baixo peso molecular — orbitideos - sdo moléculas
gue eluem numa faixa de tempo compreendida, aproximadamente, entre 50-70% de
B para o gradiente utilizado (5-95% de B em A em 45 minutos). Se existirem sinais
nessa faixa e, adicionalmente, houver boa absorgéo pelo detector no comprimento

de onda de 220 nm (comprimento no qual absorve a ligacdo peptidica), existem
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indicios de que tais moléculas sdo peptideos. Esse foi o critério utilizado na anélise
dos perfis.

Diante dos perfis obtidos na figura 8, verificou-se que todas as fracdes
apresentam picos na faixa de eluicdo de orbitideos, de 50-70% de solvente B.
Assim, os cromatogramas de folha e caule apresentaram-se complexos com varios
picos eluindo nesta faixa, porém o latex apresentou apenas 4 picos.

Para aferir as massas correspondentes a cada pico e assim obter mais um
indicio da presenca de peptideos, as fracbes 80% de folha, caule e latex, foram
encaminhas para o LC-MS. Uma vez que os orbitideos mais comuns possuem de 6
a 9 aminoacidos, esperava-se que as massas moleculares das substancias
correspondentes a esses tempos de retencdo compreendessem numa faixa,
aproximadamente, de 600 a 1000 Da.

Apés a andlise dos resultados, apenas o latex apresentou substancias com
ions caracteristicos de peptideos ciclicos, os quais foram eluidos na regido de 20-27
minutos, conforme figura 8. Dentre elas, somente as substancias com tempos de
eluicdo na faixa de 21,2-21,4 e 25,4-25,6 minutos apresentaram fragmentacdes
referentes a aminoAcidos, segundo anélise MS?. A figura 9 elenca os espectros de
massas MS? correspondentes a cada pico e neles sdo atribuidas as perdas de

valina, leucina e/ou isoleucina e serina.
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FIGURA 8. Espectros de massa LC-ESI-IT-MS-(+) dos compostos com tempos de retencao entre 20-

27 minutos da fracdo 80% do latexde C. campanulatus.
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As substancias com tempos de retencao de 22,5 e 22,9 minutos apresentam
ions com m/z 615,25 e m/z 586,7, respectivamente. Estes ndo apresentaram
fragmentacdes caracteristicas a residuos de aminoacidos e, portanto, ndo foram

prioridade neste estudo.
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FIGURA 9. Espectros de massa LC-ESI-IT-(+)-MS/MS, com fragmentacéo do ion (M+H)" 827,46 (a) e
843,42 (b).
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As fracBes também foram analisadas por RMN, o que permitiu observar sinais

na regido de 6,5 a 10,0 ppm, o que corresponde a sinais de hidrogénios amidicos.

Também, foi observado, outros sinais caracteristicos de peptideos, como 0s sinais

referentes aos hidrogénios a na regiao de 4 ppm (FIGURA 10).
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FIGURA 10. Espectro de RMN *H da fragdo 80% do latex da espécie C. campanulatus.
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Mediante o exposto, deu-se continuidade com o processo de purificacao do

latex e posterior isolamento das substancias m/z 827,46 e 843,42.

4.1.2 Purificacdo do Latex

Inicialmente, foi feito a otimizacdo do método em escala analitica, para se
obter uma melhor resolucdo dos picos. Assim, a fragdo 80% do latex (190 mg) foi
injetada em HPLC modo preparativo, utilizando-se gradiente de 15-60% de B em A
em 45 minutos, conforme item 3.2.4. Os picos foram coletados manualmente,
obtendo-se 4 fracBes (FIGURA 11). As fragbes Fr.2 (4,0 mg) e Fr.4 (7,4 mg) eluidas
nas faixas de tempos 27,5 e 35,8 minutos, foram liofilizadas e, apds analise em
HPLC modo analitico, verificou-se que as mesmas apresentavam os peptideos de

interesse.
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FIGURA 11. Comparacédo dos cromatogramas da fracdo 80 % do latex de C. campanulatus (preto)
com os das fracdes isoladas Fr.2 (verde) e Fr.4 (azul). Em destaque, as regifes coletadas em HPLC
preparativo.
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Observacdo: Programa de 15 a 60 % de B em A em 45 minutos (A: H,0/0,1% &c. férmico e B:
ACN/0,1% ac. férmico), vazdo de 1,0 mL.min™, coluna Phenomenex® Cig-Luna, 250 x 4,6 mm, 5 ym e
poro de 100 A, 220 nm.

Essas fragcbes foram analisadas por espectrometria de massa de alta
resolucdo, que permitiu observar o padrédo de fragmentacdo dos residuos de
aminoacidos que compdem o0s peptideos em questdo, bem como, um breve
sequenciamento. E com os experimentos de RMN 1D e 2D foi possivel estabelecer
e corroborar o sequenciamento proposto.

Assim sendo, inicialmente sera discutida os resultados que permitiram a
caracterizacdo da substancia isolada na fracdo Fr.4, a qual foi obtida em maior
guantidade. Por sua vez, a substancia isolada na fracao Fr.2 foi analisada de forma
analoga e seus resultados sdo discutidos posteriormente. Vale ressaltar que as
fracGes Fr.1 e Fr.3 por ndo apresentarem m/z caracteristicas de peptideos ciclicos

nao serdo discutidas nesse trabalho.

4.1.3 Caracterizacao da fragcéo Fr.4

O Espectro de Massas HRESI-MS dessa amostra apresentou m/z 827,4538
(APENDICE C) e a fragmentacdo desse peptideo por essa técnica mostrou perdas
caracteristicas aos aminoacidos valina, leucina e/ou isoleucina, metionina e serina
(FIGURA 12). Ainda, foi possivel observar o ion m/z 284, equivalente ao dipeptideo
composto pelos residuos dos aminoacidos prolina e triptofano (CANTU, et al., 2008).
A presenca dos ions imoénios com m/z 70, 104 e 159, na regido mais baixa do

espectro, permitiu confirmar a existéncia dos residuos prolina, metionina e triptofano,
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respectivamente (FIGURA 13). Esses ions sdo formados quando a fragmentacao

ocorre simultaneamente nas posi¢cées amino e carboxi-terminal do mesmo residuo
de aminoacido (CANTU, et al., 2008). A soma dos residuos de aminoéacidos

encontrados, Val, lle/Leu, lle/Leu, Met, Ser, Pro e Trp equivale a razdo massa-carga

obtida para esse peptideo, o que corrobora sua natureza ciclica.

FIGURA 12. Espectros de massa HR-ESI-(+)I-QTOF-MS/MS com fragmentacdo do ion [M+H]"
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FIGURA 13. Ampliacdo da regido mais baixa do espectro de massa HR-ESI-(+)-Q-TOF-MS/MS
obtido da fragédo Fr.4 isolada do latex de C. campanulatus.
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Portanto, além de fornecer a composicdo dos aminoacidos que contempla

esse peptideo, esta técnica permitiu propor as sequéncias para a substancia em

estudo:

-Val-Leu/lle-Leu/lle-Met-Ser-Pro-Trp- ou -Val-Leu/lle-Leu/lle-Met-Ser-Trp-

Pro-, ou seja, por essa técnica nao foi possivel estabelecer a ordem dos dois ultimos

residuos nem a diferenciacdo dos residuos isobaricos Leucina e Isoleucina. A

confirmacédo do sequenciamento foi determinada pelas técnicas de RMN uni e

45



bidimensionais: *H (APENDICE D), DEPTq (APENDICE E), NOESY 1D, TOCSY 2D
(APENDICE F), COSY (APENDICE G) , ROESY, HSQC (APENDICE H) e HMBC
(APENDICE 1).

Por meio da técnica TOCSY 2D (APENDICE F) foi possivel determinar o
sistema de spin dos aminoacidos que compde esse peptideo. Essa técnica revelou 6
correlagdes entre os hidrogénios NH, compreendidos entre 6,85 e 8,75 ppm, com 0s
demais H do residuo (a, B, v, 9, pertencentes a cadeia lateral). Na figura 14 encontra-
se 0 espectro obtido por esta técnica evidenciando os sistemas de spin dos
aminoéacidos presentes.

FIGURA 14. Ampliacdo do mapa de contorno de TOCSY 2D evidenciando os sistemas de spin dos

aminodcidos pertencentes ao peptideo da fragéo Fr. 4
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O sistema de spin do residuo prolina ndo foi determinado do mesmo modo, ja
que esta ndo possui hidrogénio amidico e por isso ndo apresenta correlagbes nessa

regido. Desta forma, na figura 15 encontra-se em destaque o sistema de spin desse
residuo.
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FIGURA 15. Ampliacdo do mapa de contorno TOCSY 2D evidenciando o sistema de spin do residuo

de aminoéacido prolina pertencente ao peptideo da fragdo Fr. 4.
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Os isébmeros leucina e isoleucina foram diferenciadas pela técnica de COSY
(APENDICE G) na qual observou-se o acoplamento entre os hidrogénios y metilicos
e/ou metinicos e os hidrogénios . Sendo assim, o aminoacido que possui 0 NH com
deslocamento quimico de 6,85 ppm foi identificado como leucina, uma vez que foi
observado o acoplamento entre os hidrogénios B (1,30; 1,82 ppm) com apenas o
hidrogénio metinico em 1,61 ppm (H-y). J& o aminoacido com NH em 7,37 ppm
possui acoplamento de seu H-B (1,84) com hidrogénio metinico H-y; (1,29 ppm),
mas também com os hidrogénios metilicos em 0,80 ppm (y.). Portanto, esse residuo
de aminoé&cido foi identificado como isoleucina. Na Figura 16 apresenta a

visualizacdo dos acoplamentos descritos para os aminoacidos leucina e isoleucina.
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FIGURA 16. Representacao esquematica tridimensional dos residuos dos aminoacidos de leucina (a)

e isoleucina (b) mostrando os acoplamentos p-y visualizados no espectro de COSY.

b)

Uma vez feito as atribuicbes dos sinais de cada residuo de aminoéacido
pertencente ao peptideo, foi realizado o sequenciamento da cadeia peptidica
utilizando-se interagbes do tipo NH;-aHi.1 que foram observadas pelo espectro de
ROESY. Na figura 17 encontra-se a sobreposicéo dos espectros de TOCSY 2D (em
preto) e ROESY (em rosa). Os sinais justapostos compreendem aqueles que
pertencem ao mesmo residuo de aminoacido. Deste modo, o espectro de ROESY
correlaciona os hidrogénios amidicos com seus proprios hidrogénios alfas e com os
hidrogénios alfa do residuo de aminoacido que o sucede, permitindo assim o

sequenciamento.

48



FIGURA 17. Sequenciamento do peptideo presente em Fr.4 pela ampliacdo da sobreposi¢do dos mapas de contorno de TOCSY (preto) e ROESY (rosa)
evidenciando a regido dos hidrogénios amidicos e dos hidrogénios alfas. Os triangulos representam algumas das correlagbes observadas por NOESY 1D.

NH-Val

H

NH-Trp  NH-Ser
NH-Met \' t/r
J\/"-r'i-

LA

NH-Leu

(S

a-Pro

a-Val

o-Met

a-lle

=+

o-Trp
o-Trp

a-5Ser
a-5er

j 'n._JHL’IJ‘I"ux_..
i

F1 [ppm]

49



Os triangulos no espectro sao indicativos de sinais que representam as
interacdes que foram observadas por NOESY 1D, uma vez que nao foi possivel
verificar no ROESY. O NOESY 1D também evidencia as interacdes inter-residuais.
Na figura 18 encontra-se o espectro de NOESY 1D, no qual foi irradiado o
hidrogénio amidico da leucina em 6,85 ppm. Neste espectro é possivel conferir a
interac&o entre o hidrogénio amidico da leucina e o hidrogénio a da isoleucina. Com
isso, pode-se inferir que a isoleucina é o residuo que sucede o residuo de leucina.
Nota-se também a interacdo entre NH desses aminoacidos, o que corrobora a

sequéncia proposta.

FIGURA 18. Espectro de NOESY 1D do NH-Leu.
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Do mesmo modo, ao irradiar o hidrogénio amidico da isoleucina obtemos um
espectro de NOESY 1D na qual destaca-se a interacdo desse NH com o hidrogénio
a e o hidrogénio amidico do residuo de metionina (FIGURA 19), validando assim a
proposta sugerida pela analise do perfil de fragmentacdo obtido pelo espectro de

massas. Esse espectro também mostrou a interacdo do NH-lle com NH-Leu.
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FIGURA 19. Espectro de NOESY 1D do NH-lle
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O aminoacido que o sucede a serina nao foi possivel determinar por ROESY,
uma vez que a Unica interacdo observada foi entre seu hidrogénio amidico e o
hidrogénio a do seu sistema de spin. Assim, foi realizado o experimento de NOESY
1D (FIGURA 20) para esse residuo, afim de se obter mais informacdes. Este,

mostrou interag¢des entre o seus NH e Ha, bem como, NH e o Ha do triptofano.

FIGURA 20. Espectro de NOESY 1D do NH-Ser.
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Ao irradiar o NH do triptofano em 8,11 ppm pode-se observar a interacéo
entre ele e o Ha da prolina (FIGURA 21). Logo, foi possivel concluir que a prolina
presente neste peptideo apresenta configuracéo cis. Esse acoplamento também é
fundamental, uma vez que demonstra a natureza ciclica do peptideo. Além dessa
interacédo, observa-se a relacdo entre o NH do triptofano com o NH do residuo do

aminoacido que o antecede, ou seja, a serina.

o1



FIGURA 21. Espectro de NOESY 1D do NH-Trp

£
NH-Trp '
8,11 ppm
o-Val
4,06 ppm
y I
NH-Ser ele |
4,23 ppm |
8,05 ppm » | B
| oaPro 1\ |
Al 435ppm \ | |
MJ \‘l et I e et gt A ik gk ey e ) g YA T e . y . e Pty V! '“\W\«?

: ] : : topm

Apesar de néo ter sido possivel determinar a ordem da sequéncia dos dois
ultimos residuos de aminoacido (Val e Trp) e diferenciar os residuos da leucina e
isoleucina por espectro de massas, por NOESY e ROESY, aponta que o orbitideo
em estudo apresenta um sequenciamento de seus residuos de aminoacidos de
acordo com a segunda sequéncia proposta pela analise do EM, ou seja, -Val-Leu/lle-
Leu/lle-Met-Ser-Trp-Pro-.

O orbitideo com as correlacdes encontradas no experimento de ROESY (seta
preenchida) e NOESY 1D (seta tracejada) esta representado na Figura 22. Portanto,
o conjunto de dados obtidos por EM e RMN bidimensionais permitiram concluir que
o orbitideo isolado do latex de C. campanulatus na fracdo Fr.4 de m/z 827,4538
[M+H]" é compativel com a férmula molecular C4;Hgs2NgOgS € possui uma sequéncia
peptidica ainda ndo reportada na literatura, ciclo(-Pro*-Val*-Leu®-lle*-Met>-Ser®-Trp).
Essa estrutura foi denominada como [1-7NaC] crocaorb A;, de acordo com Shim e
colaboradores (2015) e os residuos de aminoacidos que compde esse peptideo

ciclico foram numerados de acordo com a regra CIP (CRAIK, at al., 2017).
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FIGURA 22. Peptideo [1-7NaC] crocaorb A, evidenciando as correlacdes observadas por ROESY
(seta preenchida) e NOESY 1D (seta tracejada).

Fonte: Autor

Na tabela 11 encontram-se os deslocamentos quimicos de 'H e *3C e
algumas correlagcbes obtidas pelos experimentos bidimensionais do orbitideo

isolado.
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TABELA 11. Dados do espectro de RMN 'H, *C e correlacdes observadas por RMN bidimensionais
do orbitideo [1-7NaC] crocaorb A;, DMSO- d6, 600 e 150 MHz, respectivamente.

=
o
‘

)
N
N

5c, ppm Su, ppm
Pro 1 N - -
2 CcoO 170,37 -
3 a 60,25 4,33
4 g? 30,75 1,59
5 R° 1,98
6 a 20,65 1,31
7 v’ 0,32
8 52 45,40 2,29
9 5° 3,04
Va - 8,75
11 coO 172,29 -
12 a 58,25 4,06
13 B 29,08 1,95
14 v 18,66 0,96
15 v 18,71 0,86
Leu 16 N - 6,85
17 coO 170,62 -
18 a 50,95 4,57
19 g2 40,49 1,83
20 R® 1,30
21 v 24.59 1,61
22 5 23,88 0,89
23 5 22,13 0,98
N - 7,38
25 co 171,66 -
26 a 57,92 4,10
27 B 35,54 1,85
28 v 15,82 0,82
29 v 24,62 1,29
30 5 21,04 1,06
Met 1 N - 8,60
32 cO 170,99 -
33 a 54,25 4,05
34 B 30,74 1,94
35 v 44,39 2,45
36 CH3 (d 47,58 2,02
Ser 37 N - 8,05
38 CcO 171,62 -
39 a 53,77 4,45
40 B? 62,67 3,80
41 B° 4,13
42 OH - 5,95
Trp 43 N - 8,11
44 CcO 170,31 -
45 a 56,93 4,23
46 B 27,28 3,28
47 B
48 1°(NH) - 10,96
49 2 123,77 7,03
50 3 110,52 -
51 4 111,9 7,33
52 5 118,81 6,95
53 6 121,5 7,07
54 7 117,90 7,51
55 3a 127.,6 -
56 7a 136,9 -

ROESY

12

12,18

24, 26*

16, 26, 31, 33*

33, 39

16, 39, 43, 45

3, 37, 45*

HMBC

4,6,8

27, 28, 29,

44,46, 50
45, 50, 49, 55

50, 55, 56

52, 55
52, 53, 55, 56
52
49, 50, 53, 55, 56

*Interacdes observadas por NOESY 1D.

54



Ao se atentar para os espectros de 'H e DEPT(q nota-se a presenca de sinais
além daqueles que ja foram atribuidos ao orbitideo. O espectro de DEPTqg mostra
que a fracdo isolada como Fr.4 apresenta 61 carbonos porém, apenas 45 pertence
ao peptideo ciclico (C41Hs2NgOgS) logo, a impureza presente contém em sua
composicdo 20 atomos de carbono. Para obter maiores informagfes sobre a
impureza realizou-se o experimento de RMN denominado DOSY (FIGURA 22).

FIGURA 22. Espectro de DOSY da fragéo Fr.2 isolado da fracdo 80% do latex de C. campanulatus.
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Este experimento é baseado no coeficiente de autodifusdo translacional da
molécula e, se as substancias que compdem a mistura possuirem valores de difusédo
distintos, é possivel determinar quais sdo os sinais do espectro de *H que pertencem
a cada uma das substancias (VIZZOTTO, 2004). Essa situacdo pode ser notada na
fracdo em estudo, como esta destacado na imagem acima, onde em vermelho tém-

se 0s sinais que pertencem ao orbitideo caracterizado e em verde, 0os da impureza.

4.1.4 Caracterizacao da fracéo Fr.2
O Espectro de massa HRESI-MS da fracdo Fr.2 apresentou m/z 843,4436
(APENDICE J) e seu perfil de fragmentac&o foi semelhante & do peptideo isolado na
fracdo Fr.4, evidenciando perdas caracteristicas dos aminoacidos valina, leucina
e/ou isoleucina e serina. Também foi possivel observar o ion m/z 284, equivalente
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ao dipeptideo composto pelos residuos dos aminodcidos prolina e triptofano
(CANTU et al., 2008). Comparando as fragmentagdes encontradas para o peptideo
elucidado na secédo anterior 4.2.3 (Fr4) e o descrito nesta secéo (Fr2), verificou-se
diferenca em apenas uma quebra, com perda de 147 pa, peculiar dos residuos de

aminoacidos fenilalanina ou metionina oxidada (FIGURA 24).

FIGURA 24. Espectros de massa HR-ESI-(+)I-QTOF-MS/MS com fragmentacdo do ion [M+H]"
843,4436.
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Portanto, por essa técnica foi possivel obter informacdes sobre as algumas
das quebras de aminoacidos que compde o peptideo em questdo. Também foi
possivel apontar a natureza ciclica do peptideo, uma vez que a soma dos residuos
de aminoéacidos encontrados equivale a razdo massa-carga obtida para ele. Apesar
disso, néo foi possivel determinar quais dos aminoacidos, fenilalanina ou metionina
oxidada, pertence a essa substancia, tdo pouco diferenciar os residuos isobéricos de
leucina e isoleucina. Para sanar essas questfes e estabelecer o sequenciamento
desses residuos, foi realizado os experimentos de RMN 1D e 2D: *H (APENDICE K),
DEPTq (APENDICE L), NOESY 1D, TOCSY 2D (apéndice M), COSY (APENDICE
N), ROESY, HSQC (APENDICE O) e HMBC (APENDICE P).

Assim, os dados de RMN foram tratados inicialmente, estabelecendo-se o
sistema de spin dos aminoacidos que compde o peptideo pela técnica de TOCSY
2D. Nela se pode observar 6 correlacdes entre os hidrogénios NH, compreendidos
entre 6,83 e 8,74 ppm, com os demais H do residuo (a, B, v, 8, pertencentes a cadeia
lateral). J& o sistema de spin da prolina foi determinado através da correlagédo entre

seu hidrogénio a e os demais residuos. Na figura 25 encontra-se o espectro obtido
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por esta técnica evidenciando os sistemas de spin dos aminoécidos que apresentam
hidrogénios amidicos e na figura 26 localiza-se o sistema de spin do residuo de
aminoécido prolina.

FIGURA 25. Ampliacdo do mapa de contorno de TOCSY 2D evidenciando os sistemas de spin dos

aminodcidos pertencentes ao peptideo da fragao Fr. 2.
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FIGURA 26. Ampliacdo do mapa de contorno TOCSY 2D evidenciando o sistema de spin do residuo

de amino&cido prolina pertencente ao peptideo da fragéo Fr. 2.
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O sistema de spin que engloba o hidrogénio amidico com deslocamento
quimico de 8,72 ppm € caracteristico do residuo de aminoacido metionina. No
entanto, a presenca dos hidrogénios metilicos terminais de sua cadeia lateral na
regido mais blindada do espectro (2,45 ppm) ao do residuo que constitui o peptideo
elucidado anteriormente (2,02 ppm), indica a presenca de uma oxidacdo no seu
atomo de enxofre. Além disso, a auséncia de sinais aromaticos, a ndo ser daqueles
atribuidos ao aminoéacido triptofano, descarta a possibilidade do residuo de
fenilalanina fazer parte da composicao desse peptideo. Logo, o ion com m/z 147 foi
atribuido ao aminoacido metionina oxidada.

Para definir a composicdo dos residuos de aminoacidos do peptideo em
questdo, os residuos isobéricos de leucina e isoleucina foram diferenciados e
atribuidos através do experimento COSY. Assim sendo, o aminoacido com NH em
6,83 ppm foi identificado como leucina, uma vez que seus hidrogénios 3 (1,30; 1,83
ppm) acoplam apenas com o hidrogénio metinico em 1,60 ppm (H-y). Ja o
aminoacido com o prétom amidico em 7,37 ppm possui acoplamento de seu H-
(1,84) com hidrogénio metinico H-y; (1,29 ppm), mas também com os hidrogénios
metilicos em 0,81 ppm (y2). Logo, esse residuo de aminoacido foi identificado como
isoleucina.

Assim, apés a atribuicao de todos os sinais aos residuos de aminoécidos,
procedeu-se com 0 sequenciamento da cadeia peptidica utilizando-se interacdes do
tipo NH;-aH;;; observadas pelo mapa de contorno ROESY. Na figura 27 encontra-se

a sobreposicao dos espectros de TOCSY 2D (em preto) e ROESY (em rosa).
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FIGURA 27. Sequenciamento do peptideo presente em Fr.2 pela ampliacdo da sobreposicdo dos mapas de contorno de TOCSY (preto) e ROESY (rosa)
evidenciando a regido dos hidrogénios amidicos e dos hidrogénios alfas. Os tridngulos representam algumas das correlagdes observadas por NOESY 1D.
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Através do mapa de contorno ROESY, ndo foi possivel observar as

correlagbes NHi-aHi;.1 dos aminoécidos leucina, isoleucina e serina e, portanto, 0os

triangulos no espectro séo indicativos de sinais que representam as interacdes

observadas por NOESY 1D. Nas figuras 28, 29 e 30 encontram-se 0S espectros

obtidos por NOESY 1D quando irradiados os hidrogénios amidicos dos aminoacidos

leucina, isoleucina e serina, respectivamente.

FIGURA 28. Espectro de NOESY 1D do NH-Leu
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FIGURA 29. Espectro de NOESY 1D do NH-lle
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FIGURA 30. Espectro de NOESY 1D do NH-Ser
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Foi possivel observar por NOESY 1D a interacdo entre o hidrogénio amidico
do triptofano em 8,08 ppm e o Ha da prolina (FIGURA 31), sugerindo que a prolina

presente nesse peptideo apresenta configuracao cis.

FIGURA 31. Espectro de NOESY 1D do NH-Trp
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Contudo, da fracdo Fr.2, obtida do latex da C. campanulatus, foi possivel
isolar o orbitideo com m/z 843,4536 [M+H]*, compativel com a formula molecular
C41Hes2NgOoS. O composto possui uma sequéncia peptidica ainda ndo reportada na
literatura, ciclo(-Pro*-Val*-Leu®-lle*-Met[O]>-Ser®-Trp”), sendo descrita aqui pela
primeira vez na literatura. Essa estrutura foi denominada como [1-7NaC] crocaorb
A,. O orbitideo com as correlagbes encontradas no experimento de ROESY (seta

preenchida) e NOESY 1D (seta tracejada) esta representado na Figura 32.
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FIGURA 32. Peptideo [1-7NaC] crocaorb A, evidenciando as correlacdes observadas por ROESY

(seta preenchida) e NOESY 1D (seta tracejada).
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Na tabela 12 encontram-se os deslocamentos quimicos de 'H e *3C e

algumas correlacbes obtidas pelos experimentos bidimensionais do orbitideo

isolado.
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TABELA 12. Dados do espectro de RMN H, *C e correlacdes observadas por RMN bidimensionais
do orbitideo [1-7NaC] crocaorb A,, DMSO- d6, 600 e 150 MHz, respectivamente.

Sc, ppm 54, ppm ROESY HMBC
Pro 1 N - -
2 [e7e) 170,37 -
3 a 60,25 4,33 12 4,6,8
4 g? 30,75 1,59
5 B° 1,98
6 v 20,65 1,31
7 v’ 0,32
8 6: 45,40 2,29
9 5 3,04
Val 0 N - 8,74 12,18
11 Cco 172,29 -
12 a 58,25 4,06 3
13 B 29,08 1,94
14 v 18,66 0,95
15 ’ 18,71 0,85
17 co 170,62 -
18 a 50,95 4,59
19 g2 40,49 1,83
20 R® 1,30
21 Y 24.59 1,60
22 5 23,88 0,88
23 5 22,13 0,97
25 [e7) 171,66 -
26 a 57,92 4,10 27, 28, 29,
27 B 35,54 1,85
28 Y 15,82 0,81
29 v 24,62 1,29
30 5 21,04 1,06
32 CO 170,99 -
33 a 54,25 4,00
34 g? 30,74 2,01
35 R° 2,14
36 a 44,39 2,78
37 Vv’ 2,89
38 CH3 (5 47,58 2,53
Ser 39 N - 8,06 45*
40 CO 171,62 -
41 a 53,77 4,44
42 g? 62,67 3,78
43 R° 4,12
44 OH - 5,98
Trp 45 N - 8,08 3,41, 47*
46 Cco 170,31 -
47 a 56,93 4,22 3 46,48, 52
48 B 27,28 3,24 47,52, 51, 57
49 B
50 1°(NH) - 10,96
51 2 123,77 7,03 52,57, 58
52 3 110,52 -
53 4 111,9 7,33 54, 57
54 5 118,81 6,95 54, 55, 57, 58
55 6 121,5 7,07 54
56 7 117,90 7,51 51, 52, 55, 57, 58
57 3a’ 127,6 -
58 7a’ 136,9 -
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Os orbitideos isolados dessa espécie ndo foram obtidos em quantidades
suficientes para a realizacdo da atividade biol6gica. Com o intuito entdo de explorar
novos orbitideos e obter massa o suficiente para a realizacdo de tais testes,

estudou-se a espécie C. floribundus.

4.2 C. floribundus

Diante dos resultados obtidos e discutidos para a espécie C. campanulatus a
mesma metodologia foi empregada para a espécie C. floribundus com o objetivo de
se identificar novos peptideos. Assim sendo, sdo discutidos na sequéncia os dados
oriundos da busca desse metabdlito para essa espécie.

4.2.1 Obtencao da fracédo 80%

Os extratos hidroetanolicos foram obtidos seguindo a metodologia descrita no

item 3.2.1. Na tabela 13 estdo as massas obtidas.

TABELA 13. Massas de extratos obtidos de folha, caule e raiz de C.floribundus.

Orgéo Vegetal Extrato bruto (g)
Folha 0,4
Caule 0,8
Raiz (pequena escala) 2,5
Raiz (grande escala) 9,3

Para obter a fracdo de interesse, 50 mg desses extratos de folha, caule e raiz
foram entdo submetidos a um fracionamento em pequena escala, de acordo com o
procedimento descrito no item 3.2.3.1. Assim, as fracdes com peptideos (fracdo Cig-
80%), possivelmente presentes em cada um desses oOrgaos, foram previamente
analisadas em HPLC analitico por gradiente exploratorio, de modo a averiguar o
perfil das amostras. Na figura 33 se encontra uma comparacao dos cromatogramas

obtidos por HPLC das fracdes 80% da raiz, caule e folha dessa espécie.
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FIGURA 33. Comparacdo dos perfis cromatograficos das fracdes 80% de folha (preto), caule
(vermelho) e raiz (azul) de C. floribundus.
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Observa'(;éo: Programa de 5 a 95 % de B em A em 45 minutos (A: H,0/0,1% &c. férmico e B:
ACN/0,1% ac. férmico), vazdo de 1,0 mL.min™, coluna Phenomenex® C18-Luna, 250 x 4,6 mm, 5 gm
e poro de 100 A, 220 nm.

Diante dos perfis obtidos, verificou-se que todas as fracdes apresentam sinais
com tempos de retencdo caracteristicos de orbitideos. Com o objetivo entdo de
melhorar a resolugdo dos cromatogramas, as amostras foram submetidas a um
gradiente de 15-60% de B em A em 60 min. Observou-se uma expressiva melhora
na resolucdo dos picos e, portanto, da separacdo dos compostos. Na figura

34encontram-se 0s cromatogramas obtidos.

FIGURA 34. Comparacao dos perfis cromatogréaficos das fracées 80% de folha (preto), caule (azul) e
raiz (verde) de C. floribundus.

uv

400000

300000

200000

100000+

o

-100000

-200000

-300000

0.0 ‘5‘0‘ o ‘10‘.0‘ o ‘15‘0‘ o ‘20‘.0‘ o ‘25‘.0‘ o 300 350 ‘40‘.0‘ o ‘45‘0‘ o 50.0 ‘551.0‘ o ‘60‘.0‘ o ‘65‘.0‘ o ‘min
Observacdo: Programa de 15 a 60 % de B em A em 60 minutos (A: H,0/0,1% ac. Férmico e B:
ACN/0,1% &c. férmico), vazéo de 1,0 mL.min, coluna Phenomenex® Cig-Luna, 250 x 4,6 mm, 5 ym e
poro de 100 A, 220 nm.

Com o objetivo de se aferir as massas correspondentes a cada pico e verificar
se as massas moleculares dessas substancias compreendiam a faixa de 600 a 1000

Da, foram realizadas a andlises por LC-MS para as 3 fra¢cdes. Apenas a fragdo 80%
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da raiz apresentou compostos com massas caracteristicas de orbtideos. Na figura

35 encontram-se algumas massas correspondentes aos picos na faixa de 25-37

minutos da fracdo 80% da raiz obtidos por LC-MS.

FIGURA 35. Espectros de massa obtidos por LC-MS dos compostos com tempos de retencao entre

25-37 minutos da frag@o 80% da raiz de C. floribundus.
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Observacdo: Programa de 15 a 50 % de B em A em 45 minutos (A: H,0/0,1% &c. férmico e B:
ACN/0,1% &c. formico), vazdo de 1,0 mL.min™*, coluna Phenomenex® Cig-Luna, 250 x 4,6 mm, 5 ym e
poro de 100 A.

Diante do exposto, optou-se em primeiro instante a dar continuidade ao

estudo com a fracdo 80% da raiz de C. floribundus. Foi feito entdo, o extrato

hidroetandlico bruto e o fracionamento desse 6Orgdo em grande escala e

posteriormente, a fracdo 80% foi encaminhada para purificagéo.

das substancias obtidas.

4.2.2. Purificagdo da Fragcao 80% da raiz e caracterizagao estrutural

Como mencionado anteriormente, o objetivo principal desse trabalho é a

obtencdo de peptideos ciclicos e assim, utilizando o gradiente otimizado na secéo

anterior, procedeu-se com a primeira purificacdo dando prioridades para as

substancias que eluissem numa porcentagem de solvente B entre 50-70%,
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caracteristico da classe de metabdlito de interesse. No entanto, uma segunda
purificacdo também foi realizada, como serd discutida posteriormente, visando a

obtencéo de outras substancias.

4.2.2.1 Primeira purificagao

Uma massa correspondente 392,30 mg da fragdo 80% de raiz foi injetada no
HPLC preparativo e submetida a um gradiente de 15-60% de B em A em 45
minutos, conforme item 3.2.4. Os picos foram coletados manualmente, obtendo-se 3
fracOes eluidas nas faixas de tempos 24,5 e 37,0 minutos: Fr.1 (3,5 mg), Fr.2 (7,3
mg) e Fr.3 (5,8 mg). Antes de ser lioflizada, uma aliquota 50 uL de cada fracao foi
injetada no HPLC analitico para analisar o grau de pureza das fracdes coletadas
(FIGURA 36).

FIGURA 36. Comparacao dos perfis cromatograficos da fragado 80% (preto) com aquelas obtidas por

HPLC preparativo: Fr.1 (azul); Fr.2 (verde); Fr.3 (vermelho).
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Observacdo: Programa de 15 a 60 % de B em A em 50 minutos (A: H,0/0,1% &c. férmico e B:
ACN/0,1% &c. formico), vazdo de 1,0 mL.min™, coluna Phenomenex® Cig-Luna, 250 x 4,6 mm, 5 um e
poro de 100 A, 220 nm.

Todas as 3 fragbes foram entdo encaminhadas para o RMN afim de obter os
espectros necessarios para a elucidagdo desses compostos. Em primeiro instante
sera discutida a caracterizacdo estrutural da substancia isolada na fracdo Fr.3 uma
vez que esta apresentou em maior quantidade, e em seguida, da substancia
presente em Fr.1. Devido a complexidade da fracdo Fr.2, a analise dos resultados

obtidos seré&o discutidas no final desta seccéo.
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4.2.2.1.1 Caracterizagdo da substancia presente na fracao Fr. 3

A fragéo Fr.3, isolada da fragéo 80% da raiz de C. floribundus, foi obtida como
um p6 amorfo de coloracéo branca e seu espectro de *C (FIGURA 37b) apresentou
20 sinais dos quais 5 sdo carbonos sp? (& 144,00 C-15, & 139,70 C-16, 125,90 C-13
e 0 108,40 C-14) e 3 possuem deslocamentos quimicos caracteristicos de carbonos
carbindlicos (6 71,40 C-12, 6 76,18 C-3, 6 76,22 C-4). Outra informacg&do importante
fornecida por esse espectro € a presenca de um sinal com deslocamento quimico de
177,50 ppm que é tipico de uma carbonila de éster. Com ajuda do DEPT 135°
(FIGURA 37a) foi possivel também determinar que desses sinais, 5 sdo carbonos
metilénicos, 10 sdo carbonos metinicos ou metilicos e, pela subtracdo dos dois

espectros obtém-se 5 carbonos quaternarios.

FIGURA 37. Comparac&o dos espectros de **C e DEPT-135° da substancia isolada na fragéo Fr.3, da
raiz de C. floribundus
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Com a técnica de RMN bidimensional HSQC (APENDICE Q) foi possivel
correlacionar os hidrogénios ligados diretamente a cada carbono e assim permitiu
também identificar os deslocamentos quimicos dos carbonos quaternarios: 41,7 (C-
5), 76.22 (C-4), 51,80 (C-9), 125,9 (C-13) e 177,50 (C-20) ppm.

Ja 0 RMN de 'H (APENDICE R) indica a presenca de 3 metilas com
deslocamentos quimicos de 6 0,93 (d, H-17, xx), 6 1,30 (s, H-18) e 6 1,23 (s, H-19)
e, portanto, 0 numero de carbonos metinicos sao 7. Nesse espectro destaca-se a
presenca de um duplo dubleto (H-11, 13,96; 8,47) com 6 2,30 (dd) e 2,23 (dd)
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indicando a presencga de hidrogénios diasterotopicos (FIGURA 38b). Na zona de alto
campo existem 3 sinais dos quais 2 estdo mais desblindados (6 7.35, t, 1.72, H-15; &
7.38, sl, H-14) e outro um pouco mais blindado (6 6.33, s, H-14), mas todos com
deslocamentos quimicos caracteristicos de hidrogénios ligados a carbono sp?
(FIGURA 38a). Logo, essas ultimas informag@es, apontam para a presenca de anel

furanico na estrutura terpénica (VIGOR, et al., 2002).

FIGURA 38. a) Espectro de 'H da substancia isolada na fracdo Fr.3, da raiz de C. floribundus e
comparacao dos espectros de H (ampliado) e dos espectros obtidos através da irradiacdo seletiva
dos H-11 (b)
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Com a finalidade de atingir resultados mais concretos, relacionou-se esses
dados até agora descritos com o espectro obtido por infravermelho (FIGURA 39).
Esse espectro apresenta uma banda em 1749 cm™ caracteristica de um grupo Y-
lactonico (JAKUPQVIC et al., 1986) e, portanto, estd em consonancia com os dados
observados no espectro de RMN de **C que indicava a existéncia de uma carbonila

de éster. Outra informagcdo que o IR-ATR forneceu, essencial para a elucidacdo
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dessa substancia, foi & presenca de banda em 3390 cm™ tipica do estiramento da
ligacdo O-H. Desse modo, dos 3 carbonos carbinélicos observados no RMN **C,
supdem-se que dois deles estdo ligados a hidroxilas e o outro faz parte do éster

pentaciclico.

FIGURA 39. Espectro de IR-ATR obtido para a substancia isolada na frac&o Fr.3 da raiz de C.
floribundus
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Com a analise das conectividades C-H a longa distancia, obtidas do pelo
mapa de contorno HMBC (APENDICE S), foi possivel conectar as duas estruturas
até aqui ja elucidadas (lactona e anel furanico). Partiu-se entdo dos hidrogénios
diastereotopicos (H-11) e observou-se que eles se correlacionam com o carbono
carbonilico (6 177,5 C-20) e com o carbono carbindlico (6 71,4 C-12), ambos
compativeis para o esqueleto de um anel lacténico. Notou-se também a correlagdo
com o carbono quartenario sp® (6 125,9 C-13) do anel furanico. Na figura 40 estdo

representadas essas correlacdes.
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FIGURA 40. Ampliacdo do mapa de contorno HMBC evidenciando as correlagdes dos hidrogénios

diasterotdpicos H-11 com os carbonos 12, 13 e 20 da substancia isolada na fracédo Fr.3, da raiz de C.

floribundus.
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Tendo em vista que a substancia até aqui elucidada ndo apresenta nenhuma
semelhanca estrutural com orbitideos, buscou-se na literatura esqueletos que
possuissem alguma analogia com a estrutura que esta sendo proposta.

Levando entdo em consideracao que a substancia em processo de elucidagéo
apresenta 20 carbonos e sendo esta isolada do género Croton, em que 0s terpenos
sdo marcadores quimiotaxondmicos, pressupds-se tratar-se de um composto do tipo
diterpénico. Logo, na estrutura parcial montada até agora com base nos dados
analisados falta a presenca de mais um nucleo, e no caso, o decalinico mostrou-se
compativel com o modelo proposto para a estrutura em discussao, acrescida ainda
dos substituintes correspondentes as metilas e as hidroxilas. Esse grupo foi entédo
conectado com a estrutura até entdo elucidada, através da correlagdo a longa
distancia dos hidrogénios H-11 (FIGURA 41).
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FIGURA 41. Ampliacdo do mapa de contorno HMBC evidenciando as correla¢gdes dos hidrogénios
diasterotopicos H-11 com os carbonos 9, 10, 12, 13 e 20 da substancia isolada na fracédo Fr.3, da raiz

de C. floribundus.
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As posicoes das metilas foram determinadas por HMBC, no qual as

correlagdes a longa distancia entre os hidrogénios metilicos H-17 (&4, 0,93, 3H, s) e

os carbonos C-7, C-8 e C-9, em conjunto com a literatura (VIGOR, et al., 2002),

permitiram apontar que esta se encontra na posicdo 8. Esta afirmacdo foi

corroborada com o TOCSY 1D o qual revelou que H-17 pertence a0 mesmo sistema

de spin dos hidrogénios H-6, H-7 e H-8 (FIGURA 42).

FIGURA 42. Espectro de TOCSY 1D dos hidrogénios metilicos H-17 da substancia isolada na fracdo

Fr.3 daraiz de C. floribundus.
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Devido as correlagBes a longa distancia dos hidrogénios metilicos H-19 (&4

1,30; 3H; s) com os carbonos C-4, C-5, C-6, C-10 foi possivel determinar que a

metila em questdo se encontra na posicdo 5. Analogamente, a localizacdo da metila

18 (64 1,23; 3H; s) foi designada através da correlacdo entre seus hidrogénios com

os carbonos C-4 e C-5 (FIGURA 43). Portanto, essas Ultimas informagfes apontam

que o diterpeno em estudo € do tipo clerodanico subtipo V (RONGTAO, at al., 2016)

(FIGURA 44).

FIGURA 43. Ampliacdo do mapa de contorno HMBC evidenciando as correlacdes dos hidrogénios

metilicos H-17, H-18 e H19 da substéancia isolada na fracdo Fr.3 da raiz de C. floribundus.
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FIGURA 44. Esqueleto basico de um diterpeno clerodanico classificado por Rongtéo e colaboradores

como do subtipo V.
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Como demonstrado na figura 45, os grupos metilicos nas posi¢cdes C-4 e C-8
apresentam multiplicidade de dubletos, porém, no espectro de RMN de 'H da
molécula em estudo observa-se que apenas os hidrogénios de um grupo metilico,
com deslocamento quimico de 0,93 (H-17) é um dupleto (FIGURA 45). Logo, para
que os hidrogénios H-19 sejam um simpleto € necessario que uma das hidroxilas

esteja ligada ao carbono 4.

FIGURA 45. Ampliacdo do espectro de 'H evidenciando a regido dos hidrogénios metilicos, obtido
para fracdo Fr.3 isolada da raiz de C. floribundus.
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Através do TOCSY 1D foi possivel determinar que a segunda hidroxila
pertence ao anel A do nucleo decalinico, uma vez que um dos hidrogénios
pertencente a esse sistema esta ligado a um carbono metinico com deslocamento
quimico de 76,18 ppm, caracteristico de um carbono carbindlico. Por meio entédo do
acoplamento a longa distancia entre o hidrogénio H-3 e os carbonos C-1, C-4, C-5

(FIGURA 46), pode-se concluir que em C-3 esta ligada a outra hidroxila.
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FIGURA 46. Ampliacdo do mapa de contorno HMBC evidenciando as correlacées do hidrogénio H-3

com os carbonos 1, 4 e 5 da substancia isolada na fracdo Fr.3 da raiz de C. floribundus.
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Logo, na figura 47 encontra a estrutura elucidada da substancia em estudo.

FIGURA 46. Estrutura da substéncia, isolada na fracdo Fr.3 da raiz de C. floribundus.

Os deslocamentos quimicos dos hidrogénios pertencentes ao mesmo sistema

de spin (H-10, H-1, H-2, H-3 e H-6, H-7, H-8, H-17) foram determinados através do
TOCSY 1D (FIGURA 48). A tabela 13 apresenta os dados obtidos pelas técnicas

unidimensionais e bidimensionais de RMN para a substancia isolada na fragéo Fr.3.
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FIGURA 48. Comparacdo dos espectros de 'H (azul) com os TOCSYs 1D obtido da substancia
isolada na fracdo Fr.3, da raiz de C. floribundus.
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TABELA 13. Dados de RMN 'H, *C e correlacdes observadas por HMBC da substancia isolada em
Fr.3, CDCls-d, 600 e 150 MHz, respectivamente.

O¢, ppm. Sy, mult., (J em Hz) HMBC
1a; 1B 19,25 1,75; m;1,52; m -
2a; 2B 30,89 1,72; m; 2.00; m -
3 76,18 3,54; sl 1,4,5
4 76,20 - -
5 41,70 - -
6 32,16 1,53; m -
7 26,05 1,41, m -
8 40,20 1,99; m -
9 51,80 - -
10 48,10 2,07; m 1,19,11
11a; 11b 45,50 2,30; dd; 2.23; dd (13,96; 8,47) 8,9, 10,12, 13, 20
12 71,40 5,30; 1 (8,70) 11, 13, 14, 16
13 125,90 - -
14 108,40 6,33; s 13, 15, 16
15 144,00 7,35;t(1,72) 13, 14, 16
16 139,70 7,38; sl 13, 14, 15
17 17,01 0,93; d (7,12) 7,8,9
18 15,37 1,30; s 4,5
19 21,80 1,23;s 4,5, 6,10
20 177,50 - -

A configuracéo relativa foi determinada levando primeiro em consideragéo o
deslocamento do hidrogénio metinico H-3, uma vez que é caracteristico da posi¢ao
B (SOARES et al.; 2016). Sendo assim, a posigao espacial dos outros grupos foram
estabelecidos por NOESY 1D tendo como base esse hidrogénio. Logo, as interacoes
presentes no espectro de NOESY 1D entre os hidrogénios H-3 - H-18 - H-19
(FIGURA 49a), evidenciam que as metilas 18 e 19 também se encontram no mesmo

lado do plano tragcado que o hidrogénio H-3 e, portanto, as hidroxilas estariam em
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posicoes opostas. Do mesmo modo, a interacdo existente entre as metilas 17, 18 e
19 e o hidrogénio metinico H-12 (FIGURA 49b) mostra que o grupo furanico também

esta do lado oposto as metilas.

FIGURA 49. Comparac¢éo dos espectros de 'H (azul) e NOESY 1D (vermelho) de H-19 (1) e 'H (azul)
e NOESY 1D (vernelho) de H-12 (2) (Ampliacdo) obtidos da substancia isolada na fracao Fr.3 da raiz
de C. floribundus.
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Por fim, a juncéo trans do anel A e B da decalina foi definida considerando o
deslocamento quimico da metila 19 (MANABE; NISHINO, 1986). Na figura 50 esta
representado a estrutura da substancia, isolada na fragao Fr.3, em sua configuragcao

relativa.

FIGURA 50. Configuragdo relativa da substancia presente na fracédo Fr.3 (isolado da fracdo 80% da
raiz de C. floribundus).
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Portanto, com todas as técnicas descritas até agora foi possivel obter da
fracdo 80% da raiz de C. floribundus uma substancia pertencente a classe dos
diterpenos clerodanicos de férmula molecular CxH230s € m/z [M + H]" 349.2000
(FIGURA 51). No entanto, ainda era necessario reanalisar o LC-MS, uma vez que a
interpretacdo dos dados obtidos por essa técnica ndo entrava em consonancia com

0s espectros de RMN.

FIGURA 51. Espectro de massa HR-ESI-(+)I-QTOF-MS/MS com fragmentacdo do fon [M+H]
349,2000.
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Dessa forma, observou-se pelo LC-MS que o ion molecular com tempo de
retencdo de 37,3 minutos (Fr.3) e razdo m/z de 719,32, que antes acreditava-se ser
um orbitideo, corresponde na verdade a um dimero do composto [2M + Na]®, ou
seja, a substancia isolada na fracdo Fr.3 apresenta razdo m/z 349,15 [M + H]".
Portanto, esta constatacao reafirma a estrutura proposta para essa substancia pela
técnica de RMN.

A busca de informacbes sobre a presente estrutura na literatura nao
identificou nenhum diterpeno com essa massa molecular e com essa estrutura,
sugerindo que esta substancia tenha uma estrutura ainda ndo descrita na literatura.
A substancia isolada na fracdo Fr.3 da raiz de C. floribundus foi denominada croflorin
A.

Apesar da substancia isolada nédo pertencer a classe dos peptideos ciclicos
de baixo peso molecular, mas sim aos terpenos da classe dos clerodanicos, esse
resultado é coerente com os dados da literatura e importante, uma vez que 0sS

diterpenos sao estruturalmente relacionados ao isolado neste estudo ocorrem com
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frequéncia nas espécies desse género, constituindo-se o0s marcadores

quimiotaxondémicos do genéro e familia.

4.2.2.1.2 Caracterizacado da substancia presente na Fracéo Fr. 1

A fracdo Fr. 1, isolada da fracdo 80% da raiz de C. floribundus, também foi
obtida como um pé amorfo de coloracdo branca e seus espectros de RMN
apresentaram algumas semelhancas com a substancia croflorin A, como a presenca
de 20 sinas no espectro de DEPT(, a existéncia de 3 metilas (C-17: d4 1,00, d, d¢
14,1; C-18: &4, 1,37, s, 0¢c 19,3; C-19: &4 1,21, s, &¢ 20,0) e sinais caracteristicos da
decalina e do anel furanico (C-13: &¢ 126,1; C-14: 64 6,48, t, d¢ 108,8; C-15: &4 7,48,
s, O0c 143,0; C-16: dy, 7,49, s, 6c 139,2). Esses grupos de sinais ja evidenciam que a
substancia aqui isolada também pertence a classe dos diterpenos, e ndo dos
orbitideos, como era esperado.

Porém, alguns grupos de sinais evidenciam as diferencas entre essa
substancia e aquela elucidada anteriormente, como aqueles caracteristicos de um
grupo acetato (04 2,00 s, ¢ 20,1; 6¢c 171,3) e de um hemiacetal (C-12: &y 5,14, t, ¢
68,9; C-20: &4 5,86, s, 8¢ 100,2) (APENDICE T-V) (VIGOR, et al., 2012). A posicédo
deste ultimo grupo foi determinada através das correlacbes a longa distancia
observada no HMBC entre o H-20 e os carbonos das posicdes 9, 11 e 12 (FIGURA
52). Portanto, diferentemente da substancia croflorin A que apresenta uma lactona, a
substancia em questao apresenta um anel de 5 membros que contempla um grupo

hemiacetal.
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FIGURA 52. Estrutura da substancia isolada na fracédo Fr.1, da raiz de C. floribundus, destacando as

correlacdes observadas por HMBC entre o H-20 e C-9,11 e 12.
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Por meio do espectro de DEPT(q foi possivel observar a presenca de mais um
carbono carbindlico e através do espectro HSQC determinou-se que o hidrogénio a
ele ligado possuia 6 5,05 ppm. A posicao desse atomo foi entdo definida por meio do
espectro de TOCSY 1D que aponta que ele se encontra no mesmo sistema de spin
dos hidrogénios da metila (H-17). Somado a isso, o acoplamento entre o H-7 e a
carbonila presente no mapa de contorno HMBC indica a localizacdo do grupo
acetato em C-7 (FIGURAS 53, 54 e 55).

FIGURA 53. Comparacéo dos espectros de 'H (azul) e de TOCSY 1D dos hidrogénios metilicos H-17

(vermelho) da substancia isolada na fragéo Fr.1 da raiz de C. floribundus.
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FIGURA 54. Mapa de contorno HMBC da substéancia isolada na fracdo Fr.1 da raiz de C. floribundus.
Em destaque esta a correlacdo observada entre H-7 e o carbono metilico do grupo acetato

(COOCH,).
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FIGURA 55.

Em azul destaca-se o sistema de spin H-17 e em vermelho mostra a correlacdo

observada por HMBC entre H-7 e o carbono da carbonila da substancia isolada na fragéo Fr.1 da raiz

de C. floribundus.
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A comparacdo dos dados de deslocamento quimico de **C e *H com os da
literatura permitiram apontar a grande semelhanca dessa substdncia com a
cascarillina F (VIGOR, et al. 2002). A Tabela 14 apresenta uma comparacao entre
os dados de RMN *H e *C da substancia isolada nessa fracdo com os da literatura
(cascarillina F).

A cascarillina foi o primeiro composto isolado dessa série da raiz de Croton
eluteria, uma planta nativa do Equador (DUVAL, 1845) e desde entdo, essa espécie
veio se mostrando como uma fonte rica de diterpenos clerodanicos que contém em
sua estrutura o grupo furano. Outra caracteristica dessas substancias é a presenca
de um grupo acetato na posicdo 7. Até o momento foram isolados 11 derivados da
cascarillina: cascarillina A (HALSALL, 1965), cascarilona (HAGEDORN; BROWN,
1991), cascarillina B, C e D (VIGOR, et al. 2001) e cascarillina E, F, G, H e | (VIGOR,
et al. 2002).
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TABELA 14. Comparacéo dos dados de RMN *H e *C da substancia isolada na fracdo Fr.1 da raiz
de C. floribundus (600 e 150 MHz, respectivamente) e da Cascarillina F (400 e 100 MHz,
respectivamente) CD;OD-d.

Substénciaisolada na fragdo Fr.1 Cascarillina F

&4 (ppm), mult., (J em Hz) oc, (ppm) Oy (ppm), mult., (J em Hz) oc, (ppm)

1q: 1,73; m 2,47; ddl (12,2, 2,7)
19,0 19,5

1B 2,63; m 1,73; m
2a 1,70; dd 30,3 1,65; ddI (13,7, 2,7) 30,8
2B 1,96; m 1,92; m

3,54; 1 (2,66) 77,3 3,50;t(2,7) 77,9

- 75,2 - 75,4

- 41,25 - 41,4
6a 1,82; dd, (14,76, 2,56) 36,2 1,80; dd (14,8; 2,5) 36,6
6B 2,10; dd (14,76; 2,56) 2,10; dd (14,8; 2,5)

5,05; m 76,1 5,04; m 76,3

1,58; t (2,92) 45,0 1,58; qd (7,3; 2,8) 45,3

- 52,6 - 54,0
10 2,08; m 47,2 1,96; dd (12,2; 1,6) 45,3
11a 2,48; dd (13,0; 7,5) 2,62; dd (13,2; 7,1)
11b 1,77 m 458 1,92; m o
12 5,14; m 68,9 5,02; m 71,6
13 - 126,1 - 130,6
14 6,48; dd (1,75; 0,73) 108,8 6,63; dd (1,7; 0,7) 109,9
15 7,48;d (1,74) 143,0 7,39;t1(1,7) 143,0
16 7,49; sl (0,72) 139,2 7,44;1(0,7) 139,7
17 1,00; d, (7,23) 14,1 1,11;d (7,3) 14,6
18 1,37;s 19,3 1,36;s 19,4
19 1,21;s 20,0 1,19; s 20,0
20 5,86; s 100,2 5,29;s 100,7
OCOCH; 2,00; s 20,1 2,04; s 20,3
OCOCH; - 171,3 - 171,3

Apesar da substadncia em estudo apresentar a mesma estrutura que a
cascarillina F, elas se diferem na esterioquimica. Portanto, a seguir serdo discutidas
as semelhancas e diferencas espaciais entre essas substancias.

Os centros estereogénicos do anel A da decalina apresentam a mesma
configuracdo em ambas as substancias, uma vez que H-3 expressa uma constante
de 2,7 Hz, caracteristica da posi¢cdo equatorial. O que corrobora esse resultado € o

espectro de NOESY 1D desse hidrogénio (FIGURA 56), uma vez que esse
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apresenta interacdo com H-18, H-13 e H-2[3. Logo, para que H-3 possa ter apenas
interacdo com H-18, a metila 19 que se encontra na juncao dos anéis, precisa estar

para tras do plano, ou seja, em a.

FIGURA 56. Comparacao dos espectros de H (azul) e NOESY 1D de H-3 (vermelho) obtidos para a

fracdo Fr.2 evidenciando as interac6es entre H-3 e H-1(3, H-2[3 e H-18.
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J& a posicdo espacial dos grupos do anel B da decalina foram determinados
levando primeiro em consideracdo a constante te acoplamento entre H-8 e H-7 uma
vez que é do tipo: Jguax - 78eq = 2,8 Hz. A B-configuragéo de H-7 foi corroborada com
a interacdo presente entre esse hidrogénio e H-6a — H-10 — H-17 — H-20 no espectro
de NOESY 1D (FIGURA 57).
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FIGURA 57. Comparacao dos espectros de *H (azul) e NOESY 1D de H-7 (vermelho)obtidos para a

fracdo Fr.2 evidenciando as interacdes entre H-7 e H-6a, H-8, H-10, H-17 e H-20.
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Ja a posicdo beta da metila 17 foi definida tendo como base a interacao

presente entre H-7, H-11b e H-17 (FIGURA 58) e corroborada com a auséncia de

interacdo entre H-17 e H-18. Portanto, diferentemente da cascarillina F que

apresenta a metila 17 na posicao axial, a substancia em processo de elucidagéo

sinaliza que esse grupo se encontra em equatorial e para frente do plano.

FIGURA 58. Comparacéo dos espectros de *H (azul) e NOESY 1D de H-17 (vermelho)obtidos para a
fracdo Fr.2 evidenciando as interagfes entre H-17 e H-7, H-8, H-11b, H-14, H-15 e H-20.
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No espectro de NOESY 1D proveniente da irradiacdo seletiva nos hidrogénios

metilicos H-17 (FIGURA 59) mostra interagdo entre esses hidrogénios e H-20, H-14,

H-15 sinalizando que esses se encontram na posigéo 3 (para frente do plano). Logo,
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para que H-17 possua interacdo com os hidrogénios do grupo furano é necessério
gue esse grupo se encontra para frente do plano, o que corrobora a auséncia de
interacdo entre H-17 e H-12. Por fim, a juncdo trans do anel A e B da decalina foi
definida considerando o deslocamento quimico da metila 19 (MANABE; NISHINO,
1986).

Portanto, a substancia isolada na fracdo Fr.1 da raiz de C. floribundus possui
formula molecular C,,H3,07 € m/z [M + Na]® 431,16. Uma busca na literatura
apontou que nenhuma das substancias ja reportadas apresenta essa estrutura com
a esterioquimica aqui proposta. Porém, a substancia isolada neste trabalho é um
derivado da cascarillina e foi denominada como cascarillina J. Na figura 58 estéo as

cascarillinas J e F nas suas configuracdes relativas.

FIGURA 59. Configuragfes relativas da cascarillina F e da cascarillina J, isolada da raiz de C.

floribundus.
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4.2.2.1.3 Caracterizacdo das substancias presentes na fragdo Fr. 2

A fracdo Fr. 2 foi obtida como um pd branco e seu espectro de RMN de
DEPTqg (FIGURA 60) apresenta 40 carbonos, os quais 18 s&o metilénicos ou
quartenarios, 16 sdo metinicos e 6 metilinicos. Observa-se também que esses sinais
estdo divididos em 20 pares, nos gquais a maioria apresenta deslocamento quimico

préximos, variando de 0,1 a 0,7 ppm.
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FIGURA 60. Espectro de DEPTq da fracao Fr.2, isolada da raiz de C. floribundus.
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Para a andlise de RMN a fracdo Fr.2 precisou ser solubilizada em DMSO,
uma vez que em nenhum dos dois solventes usados anteriormente foi sollvel. Na
tabela 15 encontram-se os valores de deslocamentos quimicos obtidos em pares,
bem como sua classificacdo e a diferenca em ppm entre os valores de
deslocamentos quimicos dos carbonos que constituem o par.

Apesar das andlises terem sido em solventes distintos, uma compara¢ao
superficial j& é o suficiente para notar algumas semelhancas entre a substancia da
fracdo em estudo e a cascarillina J (Fr.1), como a presenca dos sinais caracteristicos
da decalina, do anel furanico e do grupo hemiactélico (APENDICE W). Para cada
grupo desses, observam-se dois grupamentos de sinais caracteriticos. Portanto, a
fracdo em estudo trata-se de duas substancias que estdo em mistura e a auséncia
dos sinais referentes ao grupo acetato mostra a diferenca estrutural entre essas

substancias e a cascarillina J.
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TABELA 15. Dados do espectro de RMN **C da fragdo Fr,, DMSO- d6, 150MHz.

Oc, ppm Assignacao Diferenca em ppm
15,88; 19,10 CHs; 3,22
18,68; 18,70 CHs; 0,02
21,60; 21,79 CHs; 0,19
18,90; 19,60 C ou CH, 0,70
27,40; 27,28 C ou CH, 1,40
31,08; 31,74 C ou CH, 0,66
33,24; 33,35 C ou CH, 0,11
41,68; 41,83 C ou CH, 0,15
43,36; 44,49 CH 1,13
45,87; 48,89 C ou CH, 3,02
47,11; 47,31 CH 0,20
49,82; 53,18 C ou CH, 3,36
67,70; 69,07 CH 1,37
74,93; 75,03 C ou CH, 0,10
75,33; 75,70 CH 0,37
99,80; 100,43 CH 0,63

109,65; 109,95 CH 0,30
126,86, 127,29 C ou CH, 0,43
139,50; 139,68 CH 0,18
143,80; 143,89 CH 0,09

Em verde e em vermelho destacam-se, respectivamente, os carbonos caracteristicos do grupo
hemiacetalico e fur&nico. Em azul evidencia os carbonos carbindlicos.

Como no processo de extracdo foi utilizado acido (fracionamento e
purificacdo) e tendo os presentes compostos um grupo hemiacetalico surgiu a
davida se ambos eram de origem natural ou um deles artefato do processo, uma vez
gue este grupo em meio acido pode ser hidrolisado e por se tratar de um equilibrio,
guando ciclizado novamente poderia ter invertido a conformacdo espacial de sua
hidroxila, originando uma substancia distinta. Para sanar esse problema, realizou-se
0 mesmo procedimento empregado no isolamento da fracdo Fr.3 descrito
anteriormente, porém, na auséncia de acido. Contudo, o mesmo resultado foi obtido,

ou seja, 0s sinais também se mostraram duplicados.
4.2.2.2 Segunda purificagéo

Uma vez que nao foi possivel identificar e nem isolar peptideos na espécie C.
floribundus e uma vez que a raiz demonstrou promissora para a obtencao de novos
diterpenos, deu-se continuidade aos estudos com esse 0rgao vegetal. Desse modo,
a fracdo 80% da raiz também foi analisada por HPLC-DAD em modo analitico com
um gradiente de 25-85% de B em A, em 45 min para investigar a presenca de

substancias que eluissem numa porcentagem de solvente B superior aquela
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caracteristica de peptideo ciclico (50-70% de B). A figura 61 apresenta o
cromatograma obtido.

FIGURA 61. Perfil cromatografico da fracdo 80% da raiz de C. floribundus.
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Observacédo: Programa de 25 a 85 % de B em A em 45 minutos (A: H,0/0,1% ac. Férmico e B:
ACN/0,1% &c. férmico), vazdo de 1,0 mL.min™", coluna Phenomenex® Cig-Luna, 250 x 4,6 mm, 5 um e
poro de 100 A, 220 nm.

Como demonstrado na figura 63, a fracdo 80% da raiz de C. floribundus ainda
€ um potencial para a obtencédo de novas substancias. Sendo assim, essa fracao foi
encaminhada para o HPLC em modo preparativo onde foi possivel obter mais duas
fracOes eluidas nas faixas de tempos 26,5 e 31,3 minutos: Fr.4 (3,0 mg) e Fr.5 (3,7
mg). Antes de ser lioflizada, uma aliquota 50 pL de cada fragdo também foi injetada
no HPLC analitico para, analisar o grau de pureza das fracdes coletadas (FIGURA
62).

FIGURA 62. Comparacédo dos perfis cromatograficos da fracdo 80% (preto) com aquelas obtidas por
PLC preparativo: Fr.4 (rosa); Fr.5 (azul).

uVv

125000(Ff
lOOOOO&f
75000(%?
SOOOO(Ff

250000-]

e e s Bt B s Ly B B L B Sy B B B
5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0 40.0 min

Observacdo: Programa de 25 a 85 % de B em A em 45 minutos (A: H,0/0,1% &c. Férmico e B:
ACN/0,1% &c. férmico), vazéo de 1,0 mL.min%, coluna Phenomenex® Cig-Luna, 250 x 4,6 mm, 5 ym e
poro de 100 A, 220 nm.
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4.2.2.2.1 Caracterizacédo da substancia obtida em Fr.4

A fracéo Fr. 4, isolada da fracdo 80% da raiz de C. floribundus, também foi
obtida como um p6é amorfo de coloracdo branca. Seus espectros de RMN
apresentam algumas semelhancas com a substancia croflorin A, como a presenca
de 20 sinais no espectro de DEPTg, (APENDICE X) e a existéncia de sinais
caracteristicos da decalina e do anel furanico (C-13: ¢ 125,33; C-14: &4 6,56, t, Oc
107,96; C-15: 8y 7,62, s, 8¢ 144,00; C-16: &y, 7,56, s, ¢ 139,90) (APENDICES Y e
2).

Apesar de essa substancia apresentar 3 metilas (C-17: &4 1,05, d, &¢ 15,87,
C-18: dy, 1,09, s, 6¢c 23,57; C-18: d4 1,02, s, 6¢ 18,65), os deslocamentos quimicos
dos hidrogénios metilicos H-18 e H-19 diferem significativamente daqueles
encontrados nas substancias croflorin A e cascarillina J. Além disso, o espectro de
DEPTq apresenta apenas um carbono com deslocamento quimico de carbono
carbindlico. Por fim, a presenca de carbonos quaternarios com deslocamentos
quimicos caracteristicos de dupla ligacdo (C-5: dc 125,33; C-10: &¢ 140,05),
sinalizam as diferencas entre a substancia em processo de elucidacdo e as
elucidadas anteriormente neste estudo para esta espécie. A posicdo dessa
insaturacao foi determinada através das correlacGes a longa distancia observadas
no HMBC entre o H-18 e o carbono da posi¢céao 5 e entre o C-10 e os hidrogénios H-
1, H-2 e H-11.

Tais correlacBes, bem como outras constatadas (FIGURA 63), indicam que
a substancia isolada na fracdo Fr.4 é um diterpeno pertencente a classe dos
halimanos, denominado 3-hidroxi-5,10-didehidrociliolida. Esse diterpeno foi obtido
como intermediario na sintese de 3a-hidroxi-5B, 10B-epoxiciliolida (Bohlmann, 1988)
e foi relatado como um produto natural em 2003 quando foi isolado de partes
aéreas de Nardophyllum bryoides (SANCHES et al. 2010).
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FIGURA 63. Mapa de contorno HMBC evidenciado algumas correlacdes a longa distancia da substancia isolada na fracdo Fr.4 da raiz de C. floribundus.

C-20

- c9

‘ H-18
il
i . J Wb AN s
c-19 m ‘ ciofk |5
et © g0 "0RED i ot E

Hil@ KLl @ Hle o o !

@ Qi 3 B

T
50

&
a@a « & ' e
® P m c-5#
o
@H11 wH8
| T T T T I T T T T = ﬂ'|
3 2 F2 [ppm]

91



Através dos espectros de TOCSY 1D foi possivel sinalizar os hidrogénios
pertencentes ao mesmo sistema de spin (FIGURA 64).

FIGURA 64. Comparacao dos espectros de 'H (azul) com os TOCSYs obtidos da fracdo Fr.4, isolada
da raiz de C. floribundus.
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A tabela 16 apresenta os dados obtidos pelas técnicas unidimensionais e

bidimensionais de RMN para a substancia isolada na fracao Fr.4.

TABELA 16. Dados de RMN 'H, *C e correlacdes observadas por HMBC da substancia isolada na
fracdo Fr.4 daraiz de C. floribundus, CD;OD-d,, 600 e 150 MHz, respectivamente.

Oc, ppm. oy, mult., (J em Hz) HMBC
1a; 18 25,76 2,50; m; 1,89; m -
2a; 2B 26,35 1,82; m; 1,75; m -
3 74,85 3,46; dd (11,76; 3,38) 2,4,18
4 39,82 - -
5 140,05 - -
6 24,75 2,20; m; 2,00; m -
7 26,96 1,58; m; -
8 38,43 1,66; m -
9 53,79 - -
10 125,88 211;m 1,9
1la; 11b 44,45 2,76; dd; 2.26; dd (13,96; 8,47) 8,9,10,12, 13,20
12 72,80 5,55; 1 (8,65) 11, 13, 14, 16
13 125,33 - -
14 107,96 6,52; s 13, 15, 16
15 144,00 7,62;1(1,46) 13, 14, 16
16 139,90 7,56; sl 13, 14, 15
17 15,87 1,05; d (6,78) 7,8,9
18 23,57 1,09; s 45
19 18,65 1,02; s 4,5,6,10
20 179,70 - -
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A comparacdo dos dados de deslocamento quimico de *C e *H com os da
literatura permitiram apontar a grande semelhancga dessa substancia com a série de
diterpenos da classe dos halimanos que foram obtidos como intermediarios na
sintese do 3-hidroxi-5, 10-epoxiciliolida (Bohlmann e Harde, 1988). Dentre esses
isémeros, o 3a-hidroxi-5,10-didehidrochiliolida foi relatado como um produto natural
em 2003 quando foi isolado de partes aéreas de Nardophyllum bryoides. Na figura
65 estdo os diterpenos obtidos como intermediarios sintéticos por Bohlmann e Harde

e em destaque (na cor verde) se encontra o isbmero que foi obtido de fonte natural.

FIGURA 65. Diterpenos da classe dos halimanos que foram obtidos como intermediarios sintéticos
por Bohlmann e Harde e colaboradores e em destaque (na cor verde) se encontra o isbmero que foi

obtido de fonte natural.

X a OH, 1 a OH_H BOH H BOH H
R aH BH aH BH

Para definir qual desses diterpenos foi isolado na fracao Fr.4 da raiz de C.
floribundus, foi determinado a configuracao relativa. O primeiro centro estereogénico
definido foi do carbono 3 uma vez que H-3 apresenta uma constante de
acoplamento com H-2 do tipo Jsgax - 2¢ax = 11,76 Hz. Portanto, H-3 se encontra em
pseudo-axial e para trds do plano da molécula. Tendo entdo como base esse centro,
determinou-se a configuracdo relativa dos demais centros pelos espectros de

NOESY 1D. Os espectros obtidos estdo apresentados na figura 66.
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FIGURA 66. a) Comparacdo dos espectros de 'H (azul) e NOESY 1D dos hidrogénios H-3 (roxo), H-
17 (verde) e H-12 (vermelho) obtidos para a fragéo Fr.4. da raiz de C. floribundus. b) Ampliagé&o

evidenciando a regido dos hidrogénios metilicos.
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Como demonstrado no espectro acima, o hidrogénio metinico H-3 apresenta
apenas interagdo com a metila H-19, sinalizando que estdo no mesmo plano da
molécula, ou seja, pra frente do plano ou na posicdo equatorial. Ja a metila 17
também se encontra para tras do plano, uma vez que ha interacdo entre seus
hidrogénios metilicos e H-19. No entanto, para que essa interacdo possa existir, a

metila 17 precisa estar em axial.
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No espectro de irradiacdo dos hidrogénios metilicos H-17 também foi
possivel constatar a interacdo presente entre esses e 0 hidrogénio diastereotopico
H-11a e néao foi possivel observar interacdo com H-12, podendo indicar que o anel
furdnico se encontra em plano oposto ao da metila 17. Essa suposicdo foi
corroborada pela interagéo existente no NOESY 1D entre H-12 e H-11b, apontando
que estes se apresentam do mesmo lado da molécula, mas em plano oposto ao da
metila 17. Na figura 67 se encontra a substancia isolada na fracdo Fr.4 na sua

configuracéo relativa.

FIGURA 67. Substancia isolada na fracdo Fr.4 da raiz de C. floribundus em sua configuracéo relativa.
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Portanto, a substancia isolada na fracdo Fr.4 da raiz de C. floribundus
corresponde a substancia 3B-hidroxi-5,10-epoxiciliolida, um dos diterpenos
halimanos obtidos como intermediarios sintéticos por Bohlmann e Harde. Vale
destacar que essa substancia esta sendo reportada pela primeira vez como produto
natural e possui férmula molecular CooH2604 com m/z 331,46 [M + H] ™.

4.2.2.2.2 Caracterizacao da fragéo obtida em Fr.5

A fragédo Fr. 5, isolada da fragcdo 80% da raiz de C. floribundus, foi obtida
como um po amorfo de coloragdo branca e seus espectros de RMN apresentam
algumas semelhangas com a substancia croflorin A, como a presenca de 20 sinais
no espectro de DEPTq (ANEXO AA) e a existéncia sinais caracteristicos da decalina
e do anel furanico (C-13: &¢ 125,6; C-14: o4 6,56, t, 6c 107,96; C-15: dy 7,62, s, Oc
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144,08; C-16: dy, 7,56, s, d¢c 139,97) (APENDICES BA e CA). Outra analogia é a
presenca de 3 metilas com a mesma multiplicidade daquelas presentes em croflorin
A e as correlacdes a longa distancia observadas por HMBC (FIGURA 68) mostram

gue essa substancia também é pertencente a classe dos diterpenos clerodanicos.

FIGURA 68. Mapa de contorno HMBC evidenciado algumas correlac6es a longa distancia dos

hidrogénios metilicos da substancia isolada na fracéo Fr.5 da raiz de C. floribundus.
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No entanto, a dessemelhanca entre essa substéncia e croflorin A é a
presenca de mais uma carbonila que se encontra no anel A da decalina, uma vez
que ja foi possivel sinalizar todos os deslocamentos quimicos dos carbonos
pertencentes ao seu anel B por meio dos espectros de TOCSY 1D (FIGURA 69). Na

figura 67 encontram-se também os outros sistemas de spin dessa substancia.
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FIGURA 69. Comparacédo dos espectros de 1H (azul) com os TOCSYs obtidos da fracéo Fr.5, isolada

da raiz de C. floribundus
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exata dessa carbonila observou-se as

correlacdes a longa distancia no espectro de HMBC com os hidrogénios 2, 4 e 18,

indicando sua localizacdo no carbono 3. Além dessa correlagdo, a figura 70

apresenta também outras que foram observadas nesse mapa de contorno que

corroboram a estrutura proposta.

FIGURA 70. Mapa de contorno HMBC evidenciado algumas correlagdes a longa distancia da

substancia isolada na fracao Fr.5 da raiz de C. floribundus.
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A tabela 17 apresenta os dados obtidos pelas técnicas unidimensionais e
bidimensionais de RMN para a substancia isolada na fragcéo Fr.4 (3a-hidroxi-58, 10(3-

epoxiciliolida).

TABELA 17. Dados de RMN 'H, *C e correlacdes observadas por HMBC da substancia isolada na
fracdo Fr.5, CD3;0D- d4, 600 e 150 MHz, respectivamente.

Oc, ppm. oy, mult., (J em Hz) HMBC
1a; 1B 24,10 2,34; m; 1,77; m -
2a; 23 40,27 2,54; m; 2.43; m -
3 213,30 - 2,4,18
4 57,20 2,39 -
5 41,30 - -
6 37,73 1,78; m; 1,38; dd (10,10;3,40) -
7 26,50 1,96; m; 1,51; m -
8 39,80 1,66; m -
9 52,20 - -
10 53,71 2,11; dd (13,22; 3,06) 1,9
11a; 11b 44,00 2,66; dd; 2.50; dd (14,09; 8,36) 8,9, 10, 12, 13, 20
12 72,26 5,52; 1 (8,76) 11, 13, 14, 16
13 125,70 - -
14 107,80 6,50; s 13, 15, 16
15 144,00 7,56; 1t (1,66) 13, 14, 16
16 139,90 7,61; sl 13, 14, 15
17 15,95 1,05; d (6,75) 7,8,9
18 5,84 0,92; d (6,73) 4,5
19 11,77 0,93;s 4,5,6, 10
20 178,00 - -

Como ponta de partida para a determinagdo da configuragcédo relativa dessa
substéancia, teve-se como base a constante de acoplamento entre H-10 e H-1, uma
vez que é do tipo: Jiopax - 1aax = 13,22, ou seja, H-10 se encontra na posi¢ao axial e
para frente do plano. J& a posicdo da metila 19, que se encontra também na juncéo
dos aneéis da decalina, foi definida através do deslocamento quimico do carbono
metilico 19 uma vez que esse apresenta d caracteristico da juncao trans dos anéis A
e B do grupo decalinico (MANABE; NISHINO, 1986). Logo, H-19 se encontram na
posicao axial.

Os outros centros estereogénicos foram entdo estabelecidos a partir dessa
determinacao trans da decalina pelo espectro de NOESY 1D (FIGURA 71). Esse
espectro mostra a interagdo existente entres os hidrogénios metilicos H-18 e H-19
sinalizando disposi¢cao da metila 18 para tras do plano. A posi¢do a dessa metila foi

corroborada pela interacéo presente entre H-10 e H-4 em outro espectro de NOESY.
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J& a metila 17 se encontra na posicdo beta, uma vez que ha interacdo de seus
hidrogénios metilicos com o hidrogénio metinico H-4. Nesse espectro também nao
foi possivel observar interacdo com H-12, podendo indicar que o anel furanico se
encontra no mesmo plano que a metila 17. A configuracdo 12S foi confirmada
através da interacao existente no espectro de NOESY entre H-12 e H-1a (NDUNDA
et al., 2016).

FIGURA 71. a) Comparac¢éo dos espectros de H (azul) e NOESY 1D dos hidrogénios H-12 (verde) e
H-17 (vermelho) obtidos para a fragéo Fr.5 da raiz de C. floribundus. b) Espectro de NOESY 1D do
hidrogénio metilico H-18.
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. A figura 72 apresenta a substancia isolada na fracdo Fr.5 em sua

configuracéo relativa.

FIGURA 72. Substancia isolada na fracdo Fr.5 da raiz de C. floribundus em sua configurag&o relativa.

Logo, a substancia isolada na fracdo Fr.5 da raiz de C. floribundus condiz
com a féormula molecular CyoH204 € € um isbmero da substancia isolada em Fr.4,
com m/z [M + HJ]" 331,46. A busca de informacGes sobre a presente estrutura na
literatura n&o identificou nenhum diterpeno com essa massa molecular e com essa
estrutura, sugerindo que esta substancia tenha uma estrutura ainda néo descrita na
literatura, ou inédita.

Como o diterpeno croflorin A é a substancia majoritaria isolada, encaminhou-
se para a avaliacao da atividade anti-inflamatdria juntamente com a fracdo 80% da

raiz de C. floribundus.
4.3 Atividade Biologica
4.3.1. Avaliacéo da atividade antiplasmodial

Alguns orbitideos de Jatropha apresentam de moderada a forte atividade
antimalarica (AUVIN et al. 1997, 1999; AUVIN-GUETTE et al. 1999; BARAGUEY et
al. 1998, 2000, 2001), inclusive o orbitideo ribifolina isolado por nosso grupo de
pesquisa (PINTO et al. 2015). Diante disso, realizou-se a avaliacdo da atividade
antiplasmodial frente ao Plasmodium falciparum 3D7 da fracdo rica em peptideos

(fracdo 80%) e do peptideo [1-7NaC] crocaorb A; de acordo com a metodologia
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descrita em 3.2.10. Vale ressaltar que o peptideo isolado estava impuro, como foi
discutido. No entanto, nenhuma das duas amostras apresentaram uma

concentracao inibitoria acima de 50% (IC50) contra esse plasmodio (TABELA 18).

Tabela 18. Concentracdo inibitéria de 50% (IC50) contra P. falciparum, cepa 3d7, sensivel a

cloroquina.
Amostra % de Inibic&o
Fracéao 80% 45
[1-7NaC] crocaorb A, (impuro) 5

4.3.2 Avaliacdo da atividade anti-inflamatoria

A avaliacdo da atividade anti-inflamatéria da fracdo 80% (C.F.R.Fr80%) da
raiz de C. floribundus e o composto croflorin A, isolado dessa fracdo, foram
considerados promissores por apresentarem viabilidade celular superior a 90%
(FIGURA 73). Concentragdes acima de 25 ug/mL exibiram viabilidade inferior e,
portanto, foram descartadas devido a sua citotoxicidade evitando assim, falsos

positivos.

FIGURA 73. Avaliacdo da citotoxicidade da fragdo 80% (C.F.R.Fr80%) da raiz de C. floribundus e o
composto croflorina A, isolado dessa fragdo. As células foram pré-tratadas com os extratos brutos por
90 min utilizando diferentes concentracdes (25 a 0,78 pg/mL). Apds esse periodo as mesmas foram
estimuladas com LPS (100 ng/mL) por 18h. Apo6s tal tratamento foram submetidas a teste de
viabilidade por MTT. Sua viabilidade foi calculada tomando como 100% a viabilidade encontrada nas
células tratadas apenas com LPS — controle positivo. A linha vermelha indica 90% de viabilidade

celular calculada a partir dos 100% do controle positivo.
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Devido a baixa toxicidade apresentada por essas amostras determinou-se a
concentracdo de nitrito através do reagente de Griess no sobrenadante celular
(FIGURA 74).

FIGURA 74. Avaliacédo da inibicdo de NO por tratamento com a fracdo 80% (C.F.R.Fr80%) da raiz de
C. Floribundus e o composto croflorin A, isolado da mesma. As células foram pré-incubadas com os
extratos por um periodo de 90 min e em seguida estimuladas com LPS (1 ug/mL) por 18hs. A
concentracao de nitrito foi determinada através do reagente de Greiss. Os resultados correspondem a
média £ E.P.M. de trés experimentos independentes realizados em quadruplicatas. * P < 0,05 vs meio
(controle) # P < 0,05 vs LPS. (ANOVA).
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Como demonstrado na Figura 73 a incubacdo de LPS resultou em um
aumento na sintese de NO quando comparado com células cultivadas apenas com
meio — controle negativo. No entanto, o pré-tratamento das células na presenca de
diferentes concentracfes das amostras promoveu a inibicdo na producdo de nitrito
quando comparadas com as células tratadas apenas com LPS. Dentre as amostras
testadas, o composto isolado da fracdo 80% da raiz de C. floribundus croflorin A)
mostrou-se mais potente em inibir a sintese de NO em células previamente tratadas
com LPS quando comparado com essa fracdo. Em concentragcdes mais altas ambas
as amostras foram capazes de inibir a sintese de NO em niveis semelhantes aos
obtidos com células estimuladas apenas com meio. Porém, apenas no composto

isolado concentracdes mais baixas foram capazes de inibir a sintese de NO.
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4.3.3 Avaliacao da atividade citotoxica

Em colaboragdo com o Departamento de Farmacologia da Universidade de
Sao Paulo foi possivel a realizacdo do teste de citotoxicidade para os extratos de
raiz, caule e folha da espécie C. floribundus, bem como das fracdes 20 e 80% da
raiz e do diterpeno clerodanico croflorina A. O estudo citotoxico pelo método de MTT
permite definir facilmente a citotoxicidade, mas n&o o mecanismo de acao
(BERRIDGE et al., 1996). Portanto, o objetivo deste ensaio foi realizar um screening
inicial para determinacdo do potencial citotoxico e antitumoral dessas amostras e
para tanto foram utilizadas 2 linhagens de células tumorais cultivadas: HCT-116
(carcinoma colon-retal), MCF-7 (adenocarcinoma de mama).

Apéds a preparacao das placas conforme o item 4.10, as absorbancias foram
lidas em espectrofotdmetro a 570nm. Os experimentos foram analisados segundo
porcentagem de inibicdo do crescimento celular (Gl), média + desvio padrdo da
média (SD) através do programa GraphPad Prism, resultando nos dados da tabela
19. Analisando os dados, infere-se que nenhuma das amostras testadas foram

consideradas ativas ao teste.

Tabela 19. Porcentagem de inibicdo do crescimento celular (Gl) e a média + desvio padrao da média

(SD) das amostras.

MCF-7

Amostra Gl (%) 5 ug/mL Gl (%) 50 ug/mL

Média EPM n Média EPM n
Extrato de folha -31,13 21,80 2 -9,29 18,79 2
Extrato de caule -18,29 8,00 2 -5,42 12,72 2
Extrato de raiz -23,01 10,64 2 30,22 13,69 2
Frcao 80% da raiz -27,16 9,98 2 -14,50 11,87 2
Fracao 20% da raiz -30,37 23,03 2 26,35 4,01 2
croflorina A -15,23 10,45 2 -11,88 18,74 2

HCT-116

Amostra Gl (%) 5 ug/mL Gl (%) 50 ug/mL

Média EPM n Média EPM n
Extrato de folha -32,94 8,32 2 30,84 10,14 2
Extrato de caule -16,01 411 2 -13,40 16,17 2
Extrato de raiz -1,99 12,61 2 27,03 6,25 2
Frcao 80% da raiz -4,81 9,50 2 25,40 6,29 2
Fracdo 20% da raiz -32,55 13,08 2 15,23 14,24 2
croflorina A -12,12 9,58 2 -15,70 9,55 2
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5. Conclusao

Face o numero incipiente de estudos direcionados a busca por peptideos
ciclicos no género Croton, o trabalho desenvolvido permitiu obter maior
conhecimento sobre a presenca dessa classe de compostos em duas espécies
desse género: C. floribundus que possui um papel importante na medicina
tradicional e C. campanulatus que € recém descoberta e possui apenas um relato na
literatura de estudo de investigacdo de metabdlitos secundarios.

Os métodos de extracdo e purificacdo voltados a peptideos ciclicos, mais
precisamente aos orbitideos, permitiu isolar do latex da espécie C. campanulatus
dois novos peptideos que foram caracterizados por HR-ESI-(+)-Q-TOF-MS/MS e
RMN 1D e 2D como sendo ciclo(-Pro’-Val*-Leu® lle*-Met>-Ser®-Trp’) na qual foi
denominado [1-7NaC] crocaorb A; e ciclo(-Pro'-Val*-Leu®lle*-Met[O]>-Ser®-Trp’)
nomeado [1-7NaC] crocaorb A,. Porém, ndo foi possivel testar a atividade bioldgica,
uma vez que a concentracdo de massa dos peptideos isolados foram insuficientes.

Com relacdo a C. floribundus, essa mesma metodologia ndo permitiu a
identificacdo de orbitideos nessa espécie. No entanto, trés novos diterpenos
clerodanicos foram isolados e caracterizados pelas técnicas LC-ESI-(+)-IT-MS e
RMN 1D e 2D e nomeados como cascarillina F, croflorlina A e croflorlina B. O
diterpeno halimanico conhecido como 3B-hidroxi-58, 10B-epoxiciliolida também foi
isolado, sendo a primeira vez relatado como produto natural. Ja os diterpenos
presentes na mistura ndao foram possiveis de serem isolados. Embora nenhum
peptideo ciclico tenha sido constatado nessa espécie, esse trabalho permitiu
caracterizar trés novos diterpenos clerodanicos em um género que € conhecido pela
sua rigueza de metabolitos secundéarios com esqueleto terpénico.

A fracéo rica em peptideos (Fr.80%) bem como o peptideo impuro [1-7NaC]
crocaorb A; foram avaliados quanto atividade antiplasmodial contra Plasmodium
falciparum 3D7. No entanto, nenhuma das amostras apresentaram uma
concentracéo inibitéria maior que 50%.

O terpeno majoritario obtido, croflorina A e a fragdo 80% foram testadas frente
ao potencial anti-inflamatorio. A partir dos resultados obtidos pode-se concluir que a
fracdo 80% da raiz de C. floribundus e o composto croflorina A possui um efeito
inibidor na producdo de nitrito, e, portanto, um possivel efeito anti-inflamatorio

profilatico. No entanto, novos experimentos sdo necessarios, como a quantificacdoes
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de citocinas e mediadores lipidicos, para comprovar seu efeito anti-inflamatorio.
Essas amostras bem como os extratos de raiz, caule e folha e a fracdo 20% obtidos
dessa espécie também foram avaliados quanto a citotoxidade em 2 linhagens de
células tumorais cultivadas: HCT-116 (carcinoma coélon-retal) e MCF-7
(adenocarcinoma de mama). Porém, nenhuma das amostras testadas foram

consideradas ativas ao teste.
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APENDICE A: Esquema 1. Metodologia usada no processo em grande escala para
a raiz de C. floribundus.

N NAR 0A TFA

Extracdo em
fase sdlida Cig

1ismLRalz
EtOH/H20 m=26709
95:5 .
v=2,670L v
3X24h Maceragao
Extrato Residuo
Hidroetandlico Vegetal
m=9,35g
Solv. A: H,O/ 0,045% m=2.979
TFA Descarte
Solv. B: ACN/ H,0O/

20 % Solv. Bem A

% Solv. Bem A

100 % Solv. B

Fr. 20%

Fr. 80%
m = 392,30 mg

Fr. 100%

HP I—Cprepalrativo

1° Purificacao

Fr. 1
m = 3,50 mg

Fr. 2
m = 7,30 mg

29 Purificacao

m = 5,80 mqQ

Fr.3

Fr. 4
m = 3,00 Mg

Fr.3
m = 3,50 mg
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APENDICE B: Esquema 2. Metodologia usada no processo em grande escala para

a raiz de C. campanulatus.

Latex
Solubilizacao
em H,O
Frac&o aquosa
Acetato
1:15
Particao
Liquido-liquido

Fracao Acetato
m = 402,8 mg

Solv. A: H,O/ 0,045%
TFA
Solv. B: ACN/ 5% H>0/

0,045% TFA
Extracdo em fase
solida Cis

Fracdo Aquosa

20 % Solv. Bem A

80 % Solv. B em A80

Descarte

100 % Solv. B

Fr. 80%
0
Fr. 20% m= 190,0 mg Fr. 100%
HP I—(-\'preparativo
Fr. 2 Fr. 4
Fr.1
m= 4,0 ma Fr.3 m= 7,4 mg
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APENDICE C: Espectro de massa HR-ESI-(+)-Q-TOF-MS obtido da frac&o Fr.4 isolada do latex de C. campanulatus.
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APENDICE D:Espectro de *H da fracéo Fr.4 isolada do latex de C. campanulatus.

[ren

10 8 6 4 2 [ppr]
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APENDICE E: Espectro de DEPT(q da fracéo Fr.4 isolada do latex de C. campanulatus.
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APENDICE F: Mapa de contorno TOCSY 2D da frac&o Fr.4 isolada do latex de C. campanulatus.
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APENDICE G: Mapa de contorno COSY da fracéo Fr.4 isolada do latex de C. campanulatus.
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APENDICE H:

Mapa de contorno HSQC da fragdo Fr.4 isolada do latex de C. campanulatus.
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APENDICE I: Mapa de contorno HMBC da frac&o Fr.4 isolada do latex de C. campanulatus.
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APENDICE J: Espectro de massa HR-ESI-(+)-Q-TOF-MS obtido da fra¢&o Fr.2 isolada do latex de C. campanulatus.
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APENDICE K:Espectro de *H da fracéo Fr.2 isolada do latex de C. campanulatus.
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APENDICE L: Espectro de DEPT(q da frac&o Fr.2 isolada do latex de C. campanulatus.
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APENDICE M: Mapa de contorno TOCSY 2D da fracéo Fr.2 isolada do latex de C. campanulatus.
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APENDICE N:

e J.rl__iUL A

Mapa de contorno COSY da fracao Fr.2 isolada do latex de C. campanulatus
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APENDICE O: Mapa de contorno HSQC da frac&o Fr.2 isolada do latex de C. campanulatus
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APENDICE P: Mapa de contorno HMBC da fracdo Fr.2 isolada do latex de C. campanulatus.
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APENDICE Q: Mapa de contorno HSQC da substancia Fr.3 isolada da raiz de C. floribundus.
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APENDICE R: Espectro de 'H da substancia Fr.3 isolada da raiz de C. floribundus.
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APENDICE S: Mapa de contorno HMBC obtido da frac&o Fr.3, isolada da raiz de C. floribundus.
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APENDICE T: Espectro de *H da substancia Fr.1, isolada da raiz de C. floribundus.
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APENDICE U: Espectro de DEPTq da Substancia A, isolada da raiz de C. floribundus
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APENDICE V: Mapa de contorno HSQC da Substancia A, isolada da raiz de C. floribundus.
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.APENDICE W: Espectro de 'H da fracdo Fr.2, isolada da raiz de C. floribundus.
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APENDICF X- Espectro de DEPT(q da frag&o Fr.4 isolada do latex de C. floribundus.
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APENDICE Y: Espectro de *H da fragéo Fr.4 isolada da raiz de C. floribundus.
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APENDICE Z: Espectro de HSQC da frac&o Fr.4 isolada da raiz de C. floribundus.
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APENDICE AA: Espectro de DEPTq da fracdo Fr.5 isolada da raiz de C. floribundus.
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APENDICE BA: Espectro de *H da fragéo Fr.5 isolada da raiz de C. floribundus.
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APENDICE CA: Espectro de HSQC da frac&o Fr.5 isolada da raiz de C. floribundus.

o FE
.y
] -
ng w
Lo
o
@ w o
a4
f @ “ o e
@ o
L ]
-]
L Lo
w
[-]
Lo
(]
o
re
[ ]
(=]
re
0 -2
[ ]
— -
7 6 5 4 3 2 1 F2 [ppm]

139



