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RESUMO

Os produtos naturais sdo usados como opc¢ao de tratamento de doengas desde 0s tempos antigos.
Nesse contexto 0 Brasil se destaca por possuir uma das principais biodiversidades mundial.
Dentre os biomas brasileiros, a caatinga possui uma vegetacdo que suporta baixos indices
pluviométricos e se torna uma regido com mais espécies endémicas. Nesse bioma séo
encontradas diversas espécies com fins medicinais, entre elas estdo as da familia Euphorbiacea
com relatos de diversas atividades biologicas. Assim, este trabalho teve como objetivo
descrever o estudo fitoquimico das espécies Stillingia loranthacea e Croton velutinus da
caatinga nordestina. As espécies foram coletadas na cidade de Morro do Chapéu — Bahia. Foram
utilizadas técnicas de extracdo por maceragdo para obtencdo dos extratos e cromatografia em
coluna aberta para fracionamento inicial. Para o isolamento dos constituintes quimicos foi
utilizado Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia em escalas analiticas, semi e preparativa, e
guando necessario, acoplado a espectrometria de massas para realizacdo de um isolamento
direcionado, utilizando como base informac6es obtidas por dados de redes moleculares. Os
compostos isolados tiveram suas elucidagbes estruturais determinadas por dados
espectroscopicos de RMN de H e *3C uni e bidimensionais, dados espectrométricos para
confirmacdo estrutural e da formula molecular, infravermelho, rotacdo Optica e comparacao
com os dados disponiveis na literatura. Das cascas das raizes de S. loranthacea, foram isolados
quatorze compostos sendo quatro novos derivados do esqueleto 28-nor-taraxareno (SL1-SL4),
quatro novos diterpenos tiglianos (SL5-SL8), trés diterpenos tiglianos conhecidos (SL9-SL11)
e trés diterpenos fexibilenos conhecidos (SL12-SL.14). A citotoxicidade e atividade antiviral
dos compostos SL1, SL2, SL5-SL.14 foram avaliadas contra células Vero e contra um virus da
Zika epidémico (ZIKV) que circula no Brasil. Seis dos doze compostos (SL2, SL5, SL9-SL11
e SL.14) exibiram efeito antiviral significante contra o ZIKV. Especificamente os compostos
SL2 e SL5 demostraram serem 0s compostos mais promissores. Das raizes de C. velutinus,
foram isolados quatro novos derivados de fenilpropanoides (CV1-CV4) e trés conhecidos
(CV5-CVT7). As atividades anti-inflamatoria, citotoxica e tripanocida dos compostos foram
avaliadas. Apenas os compostos CV2 e CV5 apresentaram atividade citotoxica para as linhas
celulares de cancer (B16F10, HL-60, HCT116, MCF-7 e HepG2) assim como atividade
tripanocida. Todos 0s compostos diminuiram a produgdo de nitrito em macréfagos J774 e
apenas o composto CV5 diminuiu a producao de IL-1.

Palavras-Chave: Stillingia loranthacea, Croton velutinus, 28-nor-taraxareno, diterpenos,

fenilpropanoides, anti-ZIKV, citotoxicidade, anti-inflamatério e tripanocida.



ABSTRACT

Natural products have been used as a treatment option for diseases since ancient times. In this
context, Brazil has one of the main biodiversities in the world. Among Brazilian biomes, the
caatinga has vegetation that supports low rainfall and becomes a region with more endemic
species. In this biome are several species of medicinal uses, including the Euphorbiacea family
with reports of various biological activities. In this context, the study describes the
phytochemical study of the species Stillingia loranthacea and Croton velutinus from the
northeastern caatinga. The species were collected in the city of Morro do Chapéu - Bahia. It
was used maceration as extraction technique in order to obtain the extracts, and classical
chromatography on open column for initial fractionation. For the isolation of chemical
components, High Performance Liquid Chromatography on Analytical, Semi and Preparative
Scales was used, when necessary mass spectrometry was also applied to perform a targeted
treatment, which was the basic information to molecular network data. The compounds had
their structures determined by *H and *C NMR spectroscopic data in one and two dimensions,
spectrometric data for molecular and structural confirmation, infrared, optical rotation and
comparison with data available in the literature. From the root barks of S. loranthacea fourteen
compounds were isolated, four new derivate of the 28-taraxarene skeleton (SL1-SL4), four new
tigliane diterpenes (SL5-SL8), three known tigliane diterpene (SL9-SL11) and three known
flexibilines (SL12-SL14). The cytotoxicity and antiviral activity of compounds (SL1, SL2,
SL5-SL14) were evaluated against Vero cells and against epidemic zika virus (ZIKV)
circulating in Brazil.Six among the twelve compounds (SL2, SL5, SL9-SL11 and
SL14) had significant antiviral effect against ZIKV. Specifically,
compounds SL2 and SL5 were the most promising compounds. From the roots of C. velutinus,
four new phenylpropanoid (CV1-CV4) and three knowns (CV5-CV7) were isolated. The anti-
inflammatory, cytotoxic and trypanocidal activities of the compounds were evaluated. Only
compounds CV2 and CV5 showed cytotoxic activity for cancer cell lines (B16F10, HL-60,
HCT116, MCF-7 and HepG2), as well as trypanocidal activity. All compounds decreased the
production of nitrite in macrophages J774, just the CV5 compound decreased the production of
IL-1p.

Keywords: Stillingia loranthacea, Croton velutinus, 28-nor-taraxarene, diterpens,

phenylpropanoids, anti-ZIKV, cytotoxic, anti-inflammatory and trypanocidal.
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1 INTRODUCAO

Os produtos naturais sdo fontes promissoras de principios ativos com potencial
bioldgico e/ou terapéutico. Grande parte das substancias naturais prospectadas nos séculos
passados foram empregadas nos estudos para o desenvolvimento de novos farmacos, seja por
utilizagdo da substancia isolada de fonte natural ou por meio do desenvolvimento de derivados
semissintéticos ou sintéticos que utilizaram o produto natural como modelo (NEWMAN;
CRAGG, 2016).

As propriedades terapéuticas das plantas sdo reconhecidas desde tempos antigos. Muitas
doencgas eram tratadas com preparagdes derivadas de plantas e foi a partir da observacao dessa
utilizacdo por diferentes povos que muitos farmacos foram descobertos. Estas drogas séo
utilizadas como extratos Gnicos ou misturas de extratos vegetais concentrados sem o isolamento
de compostos ativos. Porém a medicina moderna incentiva o isolamento e a purificacdo de pelo
menos um ou dois compostos ativos afim de sanar muitos desafios de salde como cancer,
doencas degenerativas, HIV/AIDS e diabetes, dos quais a medicina moderna esta lutando para
fornecer curas (THOMFORD et al., 2018).

O estudo fitoquimico de matérias primas-vegetais busca a ampliacdo do conhecimento
dos constituintes quimicos presentes nas espécies, levando também a descoberta de novos
candidatos ao desenvolvimento de medicamentos (ATANASQV et al., 2015). Em uma revisé&o,
Butler et al. (2014) reforcam a ideia de pesquisar farmacos oriundos de fontes naturais pois esta
havia enfraquecido durante um tempo e retornou apos a descoberta de farmacos importantes
como o taxol e artemisina. Nessa revisdo, 0s autores descrevem um levantamento entre o
periodo de 2008 a 2013, no qual 133 moléculas se encontravam em estudos de fase clinica,
dentre elas 100 produtos naturais e derivados semissintéticos e 33 produtos naturais conjugados
a anticorpos (BUTLER et al., 2014).

Nesse contexto, o Brasil € um dos paises com maior biodiversidade mundial, o que torna
a flora brasileira uma rica fonte para a busca de novos produtos farmacéuticos, cosmeticos e
nutracéuticos (BRANDAO et al., 2010). Dentre os biomas brasileiros a caatinga possui sua
biodiversidade pouco estudada. A regido do semiarido é conhecida por possuir inimeras plantas
medicinais e tem a etnofarmacologia como referéncia do conhecimento popular dessa regido
(ALBUQUERQUE; ANDRADE, 2002).

Uma estratégia para acelerar a identificacdo de produtos naturais oriundos da caatinga
é a utilizacdo de técnicas espectroscopicas e espectrométricas acopladas a cromatografia. Essa
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abordagem é possivel a partir do desenvolvimento de métodos analiticos que contribuam na
identificacdo do perfil quimico de modo eficiente e com qualidade. Nos ultimos anos, a
desreplicacdo vem se tornando uma ferramenta importante que possibilita uma rapida
identificacdo de substancias conhecidas, diminuindo no tempo de pesquisa e estimula a
pesquisa no descobrimento de novos compostos com potencial atividade farmacoldgica
(WOLFENDER, 2009; WOLFENDER et al., 2013).

Recentemente, foi criado a plataforma Global Natural Products Social Molecular
Networking (GNPS) que disponibiliza ferramentas como a rede molecular (Molecular
Networking) e dados espectrométricos para acelerar a desreplicacéo de substancias conhecidas
e auxiliar na busca de novas entidades quimicas naturais (WANG, M. et al., 2016).

Tendo como base a importancia do estudo quimico de espécies da caatinga brasileira
por meio do uso de técnicas classicas e modernas de analises, este trabalho traz contribuicfes
ao estudo fitoquimico e farmacoldgico de espécies da familia Euphorbiaceae (S. loranthacea e
Croton velutinus) da caatinga baiana.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Familia Euphorbiaceae

A familia Euphorbiaceae possui cerca de 8.000 espécies distribuidas nas regifes
tropicais e temperadas de todo o planeta. Possui 317 géneros que estdo agrupados em 49 tribos
e cinco subfamilias. No Brasil, ha relatos da existéncia de aproximadamente 1.000 espécies nas
diferentes vegetacdes do pais distribuidas em 80 géneros (SATIRO; ROQUE, 2008).

As espécies de Euphorbiaceae possuem destaque na atividade econémica, através da
alimentacdo humana e na medicina a partir do conhecimento popular. Essas espécies sdo
amplamente distribuidas no Brasil, sendo que algumas nunca foram estudadas quanto a sua
utilizacdo e sua composicéo quimica (DE SOUSA TRINDADE; ALVES LAMEIRA, 2014).

Dentre as espécies com importancia econémica e alimentar, a seringueira (Hevea
brasiliensis (Willd. Ex A. Juss.) se destaca, por ser uma fonte natural de borracha, enquanto a
espéecie Manihot esculenta Crantz, também conhecido no Brasil como "aipim™, "macaxeira™ ou
"mandioca”, se posiciona entre os 13 alimentos humanos mais consumidos (SECCO et al.,

2012). No &mbito das propriedades medicinais, Trindade el al. 2014 destaca que varios géneros
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possuem descricdo na medicina tradicional se destacando principalmente espécies de Croton,
Euphorbia e Jatropha (DE SOUSA TRINDADE; ALVES LAMEIRA, 2014).

2.2 Geénero Stillingia e a espécie S. loranthacea

O género Stillingia (Euphorbiaceae) é representado por 30 espécies nas américas, além
de varias ilhas do pacifico e India (OLIVON et al., 2015). No Brasil, sete espécies estdo
distribuidas entre Caatinga e Mata Atlantica, sendo quatro predominantemente na Caatinga (S.
saxatilis Mull. Arg., S. trapezoidea Ule, S. uleana Pax & K. Hoffm e S. loranthacea Mull. Arg.)
(ATHIE-SOUZA et al., 2014). Extratos das folhas e do latex de algumas espécies do género
possuem atividades antiflingica, antiviral e citotoxica (CHAPUIS et al., 1988; DRAGER et al.,
2007; COTA et al., 2011; TECHER et al., 2015).

Apenas quatro espécies de Stillingia foram estudadas quimicamente (OLIVON et al.,
2015). Das raizes de S. sylvatica, foi reportado o isolamento de ésteres de diterpenos dos tipos
dafnano e tiglianos (Figura 1) (ADOLF; HECKER, 1980). Das raizes de S. sanguinolenta foram
identificados diversos tipos de diterpenos, entre esses, as substancias tonantzitlolonas A e B
considerados diterpenos ndo comuns por possuir em seu esqueleto um macrociclo flexibileno
de 15 carbonos (Figura 2). Esses compostos demostraram uma significante atividade citotoxica
frente as linhagens celulares de cancer de rim e pulmao humano (DRAGER et al., 2007). Nos
ultimos anos, estudos foram publicados envolvendo a sintese desses diterpenos além de testes
de atividades antiviral, citotoxica e ensaios de inibi¢do da enzima cinesina-5 (OLIVON et al.,
2015; SOURBIER et al., 2015; BUSCH et al., 2016; PFEFFER et al., 2016). Das folhas de S.
opositifolia foram identificados triterpenos do tipo oleanano e taraxareno (Figura 3) e nas folhas
da espécie S. lineata foram identificados diterpenos do tipo tigliano e flexibileno com atividade
antiviral (Figura4) (COTAetal., 2011; OLIVON et al., 2015). A possibilidade do estudo desses
terpenos, associado ao interesse na sua atividade bioldgica, vem impulsionando estudos
quimicos e farmacologicos desse género (BUSCH; KIRSCHNING, 2008).



Figura 1: Diterpenos isolados de S. sylvatica.
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Figura 2: Diterpenos isolados de S. sanguinolenta.

Esqueleto flexibileno Esqueleto pimarano
(0]
H .
‘u,, [ \
Rw"
HO
HO

(0]
1-R= \/K)ko/‘?’z.

o
5. R_WONO%
O

Esqueleto traquilobano < \Yz , % v 7
o q 8-0 H, CH,
o OH 9-OH/H H, CH,
(6] H 10-O H, COOH/H
11-0 H,  aCH,OH.
12-0 H, bCH,OH

13-OH/H O COOH/H

Figura 3: Triterpenos identificados de S. opositifolia.

Esqueleto oleanano 4,

"
HO®
S



26

Figura 4: Diterpenos isolados de S. lineata.

Esqueleto flexibileno Esqueleto tigliano

11- R|=2"-metilbutil; R,=H

12- RI:FH\/\/\/WCSHW s Ry=H
(0] (0]

5-R=

6- R=

14-R =aH
15-R =bOH

A especie S. loranthacea se apresenta-se como um arbusto com aproximadamente 1,6
m de altura com folhas concolores, caule vindceo na extremidade, estames amarelos e latex

leitoso (Figura 5). Ndo ha estudos fitoquimicos e farmacoldgicos dessa espécie.
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Figura 5: Espécie Stillingia loranthacea.

Fonte: Lucas Abreu.

2.3 Género Croton e a espécie C. velutinus

Pertencente a subfamilia Crotonoideae, 0 género Croton é o segundo maior género de
Euphorbiaceae e conta com mais da metade das espécies dessa subfamilia. O género apresenta
aproximadamente 1300 espécies, com ampla distribuicdo. Encontra-se distribuido
especialmente nos trépicos, nos mais variados tipos de vegetacdo e habitats (SECCO, et al.
2012). No Brasil esse género possui em torno de 250 a 300 espécies que incluem ervas, arbustos
e arvores, sendo a maioria delas encontradas em regides de vegetacdes abertas ou florestas secas
(DE LIMA; PIRANI, 2003; LIMA, L. R. D.; PIRANI, 2008; SILVA et al., 2009). Foram
reconhecidas 100 espécies de Croton para a Caatinga, sendo 54 delas endémicas desse bioma
(SILVA et al., 2009).

Espécies desse género possuem diversos estudos que relatam seu uso tradicional como
plantas medicinais em diversos continentes como América do Sul, Asia e Africa. Entre 0s usos
observados estdo para o tratamento de céncer, diabetes, feridas, febre, problemas digestivos,
hipercolesterolemia, inflamacéo, hipertensdo, maléria, dor, Ulceras e obesidade. Dentre as
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classes de compostos mais presentes em espécies de Croton os diterpenos sdo 0s que mais
aparecem como derivados dos ésteres de forbol, clerodanos, labdanos, kauranos, traquilobanos,
pimaranos etc. Entretanto, ocorrem também outras classes como alcaloides, sesquiterpenos,
triterpenos, e compostos derivados de fenilpropanoides como os flavonoides (SALATINO et
al., 2007).

A espécie C. velutinus é facilmente reconhecida por apresentar ramos ferrugineos,
folhas cartéaceas, ovais a deltdides, com face abaxial velutina e adaxial glabrescente e estiletes
tetrafidos (Figura 6) (TORRES, 2009). A espécie conhecida popularmente como “pimentinha”
teve sua caracterizacdo quimica e farmacoldgica descrita na dissertacdo de Cezar, 2016. Nesse
estudo, a partir dos talos dessa espécie foi possivel realizar o isolamento e identificacdo de um
diterpeno, sesquiterpenos e flavonoides, além de relatar as atividades anticolinesterase,
larvicida, antioxidante e inibicdo da enzima conversora de angiotensina | para os extratos
hexanico e metandlico dessa espécie (CEZAR, 2016). Estudos com as raizes dessa espécie ndo
foram realizadas, tornando essas uma fonte promissora de novos metabdlitos secundarios com
potenciais atividades bioldgicas. Normalmente, os fenilpropanoides de Croton estdo presentes
nos 6leos essenciais das espécies e essa classe de metabdlito possui varios relatos de atividade
anti-inflamatoria (DE CASSIA DA SILVEIRA E SA et al., 2014).

Figura 6: Espécie Croton velutinus.

Fonte: Lucas Abreu.
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2.4 Terpenoides de Euphorbiaceae e seu potencial biolégico

Dentres os varios diterpenos biossintetizados por espécies de Euphorbiaceae, os do tipo
tigliano formam o maior grupo e da origem aos derivados do forbol. Eles possuem um sistema
de anéis tetraciclicos (5/7/6/3), no qual os anéis A-B e B-C possuem fusdo do tipo trans,
enquanto os anéis C-D possuem fusdo cis. Uma carbonila esta localizada em C3, uma dupla
ligacdo em C1, e amaioria das tiglianos sdo hidroxilados nas posi¢des 4, 9, 12, 13 e 20. Também
chamados ésteres de forbol, a maioria dos derivados tiglianos existem na forma de 12,13 ou
13,20-diésteres, além de alguns também existirem como 12 ou 13-monoésteres e 12,13,20-
triésteres. Os diterpenos de ingenanos possuem um esqueleto composto de um sistema de anéis
tetraciclico (5/7/7/3) incluindo uma ponte entre C8 e C10 e sdo B-hidroxilados em C4. Os anéis
A e B possuem fusdo trans e ligacGes duplas podem ser encontradas entre os carbonos C1 e C2
no anel A, e entre C6 e C7 no anel B. Os carbonos C3, C5, C13, C17 e C20 podem ser
oxigenados e/ou esterificados (Figura 7) (VASAS; HOHMANN, 2014; WANG, H. B. et al.,
2015).

Os diterpenos do tipo dafnanos, que se acredita serem derivados de um precursor do
tigliano, sdo baseados em um esqueleto triciclico (5/7/6), com a fusdo trans dos anéis A-B e dos
anéis B-C. Uma ligacdo dupla ou um grupo epdxido podem estar presentes entre 0s carbonos
C-6 e C-7. Um grande numero de diterpendides dafnanos possui uma porcao ortoéster, que pode
ser anexada ao anel C em varias posic¢des, isto €, C9, C11, C12, C13 e C14 (HE et al., 2002).
Os diterpenos do tipo jatrofano séo baseados em um sistema de anéis biciclicos (5/12) enquanto
o latirano possui um sistema triciclico (5/11/3). O nimero de posi¢Oes substituiveis nos nucleos
biciclico/triciclico fornecem aos jatrofanos/latiranos uma grande diversidade quimica (VASAS;
HOHMANN, 2014). Os diterpenos do tipo flexibileno sdo raros e possuem um macrocicliclo
de 15 carbonos com um tetraidrofurano intramolecular, grupo hidroxila em C-10 e uma cadeia
lateral em C-8. Pode ocorrer também a presenca de um anel de piranol no macrocicliclo. A
estrutura dos flexibilenos é rigida devido as fortes ligacdes de hidrogénio internas entre o grupo
hidroxila no C-10 e os oxigénios do grupo éster da cadeia lateral (Figura 8) (WITTENBERG et
al., 2004; DRAGER et al., 2007). Uma proposta biossintética dos diterpenos de euforbiaceae a
partir do geranilgeranil pirofosfato para a formagdo do macrociclicos pode ocorrer de duas
formas: fechamento entre os carbonos C1-C14, gerando um carbocation terciario (esqueleto
cembrano), ou pelo C1-C15, gerando um carbocation segundario (esqueleto flexibileno), menos
estavel. Por isso a rota biossintética tende a um favorecimento da formagdo do esqueleto
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cembrano, percussor da maioria dos diterpenos, em relagéo a formacao do esqueleto flexibileno
(Figura 9).

Figura 7: Diterpenos macrociclicos com esqueletos do tipo tigliano e ingenano.

12-desoxiforbol Forbol 4-desoxiforbol Ingenano

Figura 8: Diterpenos macrociclicos com esqueletos do tipo dafnano, jatrofano, latirano e
flexibileno.
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Figura 9: Proposta biossintetica dos esqueletos cembrano e flexibileno.
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Os terpenos da familia Euphorbiaceae sdo caracterizados por possuirem atividade
antiviral in vitro em escala nanomolar (OLIVON et al., 2015). A familia Euphorbiaceae possui
espécies de plantas capazes de produzir uma diversidade de diterpenoides macrociclicos que
possuem Vvarios tipos de esqueletos de carbono (por exemplo, jatrofano, latirano, mirsinano,
ingenano, tigliano, dafnano etc.), muitos dos quais sdo exclusivos dessa grande familia de
plantas (SHI et al., 2008; WANG, H. B. et al., 2015).

Desde a descoberta de suas propriedades anti-HIV no inicio dos anos 90, 0s
diterpenoides macrociclicos atrairam o interesse da comunidade cientifica e um numero
significativo de estudos concentrou-se em seu potencial anti-HIV através da ativacdo da
proteina quinase C (PKC). A ativacdo da PKC é responsavel por uma ampla variedade de
atividades bioldgicas, como agregacdo plaquetaria, promogdo de tumores e atividade anti-HIV
(VASAS; HOHMANN, 2014; WANG, H. B. et al., 2015). Alguns tiglianos ndo promotores de
tumores, como a prostratina e o DDP (13-fenilacetato de 12-desoxiforbol), exibem potente

atividade in vitro em relacéo a inibigdo da expressdo do HIV em linhagens celulares e células



32

primarias infectadas de forma latente, sendo considerados agentes anti-HIV promissores
(HEZAREH et al., 2004; SANCHEZ-DUFFHUES et al., 2011).

Por outro lado, a descoberta de propriedades antivirais de diterpenos macrociclicos
contra o virus da chikungunya (CHIKV) é muito mais recente, uma vez que seguiu 0 surto
africano da CHIKV nos anos 2000 e seu subsequente surgimento no Oceano Indico
(HEZAREH et al., 2004; LEYSSEN et al., 2014). Os principais vetores sd&o mosquitos da
familia Culicidae e do género Aedes como A. furcifer, A. africanus, A. luteocephalus, A. taylori
e A. aegypti. No Brasil, 0 virus CHIKV foi detectado pela primeira vez em 2014 e ainda vem
causando transtornos ao sistema publico de saide. Em 2018, o estado do Rio de Janeiro relatou
mais de 37 mil casos da doenca evidenciando o avango em relacdo a 2017 com
aproximadamente 4.500 ocorréncias (ANTUNES, 2019; CRUZ, 2019). Nesse contexto,
ocorreu um aumento da busca de substancias com potencial inibicdo do CHIKV. Um recente
estudo de revisdo fez um levantamento da literatura entre 2011-2019 que revelou 80 diterpenos
macrociclicos com atividade anti-CHIKYV, e propds a relagdo estrutura atividade para alguns
tipos desses metabodlitos (REMY; LITAUDON, 2019). De acordo com Remy e Litaudon
(2019), 54 compostos com o esqueleto tigliano tiveram atividade antiviral avaliada e a partir
desses dados foi possivel estabelecer uma relacdo estrutura atividade para esse tipo de
metabélito (Figura 10) (REMY; LITAUDON, 2019).

Figura 10: Relacdo estrutura atividade anti-CHIKYV dos tiglianos.
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Diversas atividades biologicas sdo relatadas para esses diterpenos além da antiviral.
Esqueletos tiglianos também apresentam atividade citotdxica contra a linhagem celular K562
com valores de ICsp entre 0,03, e 0,07 uM e foi possui relatas de atividade anti-inflamatoria
pela inibi¢do das enzimas ciclooxigenases-1 (ICso de 0,001 pM) e ciclooxigenases-2 (ICso, 2,2
uM) (RI10S; AGUILAR-GUADARRAMA, 2006; ZHANG et al., 2016).
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Das sementes de Euphorbia lathyris foram identificados diterpenos macrociclicos com
0 esqueleto latirano, onde cinco compostos foram avaliados contra as linhagens celulares de
cancer A549, MDA-MB-231, MCF-7, KB e KB-VIN. O composto EFL-9 (figura 8) foi o que
apresentou maior citotoxicidade possuindo valores de 1Cso que variam de 5,7-8,4 uM contra
quatro das cinco linhas celulares testadas. E importante ressaltar que esse composto possui uma
potente toxicidade contra as linhagens celulares cancerigenas multirresistentes KB-VIN e a
linhagem celular precursora (IC50 de 5,7 e 6,1 uM, respectivamente), enquanto que o
anticancerigeno taxol exibe uma toxicidade de com valores de IC50 de 1,9 uM e 6,7 nM,
respectivamente, semelhantes ao apresentado pelo ELF-9. O grupo esterificado no carbono C-
7 do EFL-9 possui um importante papel na citotoxicidade contra a linhagem celular KB-VIN e
0 mecanismo de acdo desse composto € a capacidade de agregacao filamentosa de actina, bem
como na interrup¢do dos microtdbulos (LU et al., 2014; TENG et al., 2018; SALEHI et al.,
2019).

Diante do exposto, os diterpenoides macrociclicos podem ser considerados uma
importante fonte de compostos alvo para o desenvolvimento de medicamentos. Assim, a
realizacdo de estudos investigativos da composicdo quimica de vegetais da familia
Euphorbiaceae, a fim de conhecer o perfil fitoquimico e a descoberta de novos principios ativos,
é de extrema relevancia para o desenvolvimento de novos medicamentos (ATANASOV et al.,
2015). Esses tipos de diterpenos ndo possuem estudos relacionados com o virus da Zika, sendo
essa uma area promissora a novos estudos. Nesse contexto uma investigacdo quimica e
farmacoldgica da espécie S. loranthacea pode levar a descoberta de compostos com potencial
antiviral. Além disso, uma continua investigacao sobre o potencial anti-inflamatorio, citotoxico
e tripanocida de compostos oriundos da familia Euphorbiaceae, como da espécie C. velutinus,

é de potencial interesse bioldgico.

2.5 Utilizacdo de técnicas cromatogréficas acopladas com espectroscopia e espectrometria

Nos ultimos anos vem aumentando o interesse nos programas de triagem (screnning)
pelos produtos naturais com potencial terapéutico. Com o desenvolvimento de técnicas
acopladas como CLAE-DAD-EM, CLAE-DAD-RMN, entre outras e tornou-se possivel o
desenvolvimento de métodos analiticos capazes de identificar e quantificar substancias com
seguranca, eficacia e qualidade, possibilitando a elucidacao estrutural de moléculas complexas
de fontes naturais, até ha pouco tempo dificeis de serem identificadas em larga escala
(WOLFENDER, 2009; WOLFENDER et al., 2013; VIEIRA, PAULO C et al., 2017).
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A desreplicagdo de extratos brutos vem sendo uma ferramenta importante para o
conhecimento da quimica do vegetal, a fim de evitar o isolamento de compostos sem interesse
e podendo focar no isolamento do composto bioativo. Recentemente, com a criacdo da
plataforma Global Natural Products Social Molecular Networking (GNPS), que visa o
compartilhamento de dados de espectrometria de massas de diferentes fontes de produtos
naturais, foi criada uma estrutura que permite a analise de dados brutos por compara¢do com
uma biblioteca espectral de referéncia alimentada por toda a comunidade cientifica e livremente
compartilhada, o que se tornou uma ferramenta estratégica na desreplicacdo de substancias
(YANG etal., 2013; WANG, M. et al., 2016).

Do ponto de vista de aplicacdo, o Molecular Networking ou rede molecular representa
um mapa quimico onde substancias que possuem espectros de EM/EM semelhantes estdo
agrupados em clusters. Além disso, é possivel enriquecer com anotacdes de dados espectrais
de padrd@es internos, in silico e bibliotecas, dados de atividade bioldgica, entre outros, para assim
ajudar na visualizacdo da composi¢do quimica de compostos conhecidos e evidenciar 0s
desconhecidos, podendo assim, guiar para o isolamento de novas substancias ou substancias
com potencial biolégico (Figura 11) (FOX RAMOS et al., 2019).

Figura 11: Esquema metodoldgico para obtencdo do Molecular Networking seguido de
desreplicacdo, obtencdo de novos compostos e biomoléculas.
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Recentemente, Nothias (2018) introduziu um roteiro para se realizar uma rede molecular
baseada na bioatividade a fim de auxiliar o fracionamento bioguiado e obteng&o de compostos com

atividade antiviral da espécime Euphorbia dendroides (Euphorbiaceae). Inicialmente deve ser
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realizado a aquisicao e processamento dos dados de CLAE-EM/EM. Em paralelo deve ser realizado
0 ensaio biolégico do extrato e fracBes. Posteriormente, deve-se usar softwares como o OpenMS ou
MZmine 2, para integrar os dados obtidos pela espectrometria de massas e dos ensaios biologicos.
Num proximo passo deve-se gerar uma rede molecular usando a plataforma GNPS, a fim de obter
anotacdes de moléculas usando a biblioteca espectral do GNPS e levar em conta os escores de
bioatividade previstos. Essas etapas tém o objetivo de identificar clusteres com candidatos bioativos
e direcionar ao isolamento de substancias que séo fortes candidatos a possuirem atividade bioldgica.
A partir dessa analise foi escolhido as fracdes que possuiam os candidatos a atividade bioldgica,
levando ao isolamento de quatro derivados de éster de forbol. Por fim, dois compostos isolados
foram bastante potentes e seletivos para inibicdo da replicacdo do virus CHIK com valores
de CEso de 0,40 uM e 0,60 uM (NOTHIAS et al., 2018). Assim, com 0 uso de técnicas classicas
associado a técnicas instrumentais e ferramentas de quimioinformatica, € possivel aumentar a rapidez

e direcionar o isolamento e identificacdo de compostos com potencial atividade bioldgica.

3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Realizar uma investigacdo fitoquimica e avaliacdo farmacoldgica das espécies Stillingia

loranthacea e Croton velutinus (Euphorbiaceae) da caatinga baiana.
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Extrair os metabdlitos presentes nas espécies S. loranthacea e C. velutinus e avaliar as
diferentes atividades bioldgicas.

e Desenvolver metodologia analitica em CLAE-DAD e promover uma transposicao para
escala preparativa para isolamento e purificacdo dos metabdlitos presentes nas especies.

e Identificar e elucidar as estruturas dos compostos isolados por espectroscopia de
Ressonancia Magnética Nuclear de *H e 3C (uni e bidimensionais), infravermelho e
espectrometria de massas de alta resolucéo.

e Desenvolver metodologia analitica em CLAE-EM/EM para determinacdo do perfil
quimico dos compostos presentes em extratos e fracdes obtidos das espécies e utilizar a

ferramenta da rede molecular para guiar o isolamento de novos compostos.
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e Auvaliar a atividade citotdxica em células Vero, avaliar a atividade inibitoria do virus da
ZIKA e propor uma relacdo estrutura atividade dos compostos isolados de S.
loranthacea.

e Auvaliar a atividade anti-inflamatdria, citotdxica, tripanocida in vitro e discutir uma

relacdo estrutura atividade dos compostos isolados de C. velutinus.

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Métodos Cromatogréaficos

O isolamento, a purificagdo e a analise dos constituintes quimicos foram realizadas
utilizando meétodos cromatograficos como: cromatografia em coluna (CC) cromatografia em
camada delgada analitica (CCDA) e cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

Para as CC utilizou-se silica gel (Silicycle® de particulas com dimensdes entre 0,063-
0,2 mm ou 0,04-0,063 mm), tendo como suporte colunas de vidro cilindricas cujos
comprimentos e diametros variaram de acordo com a quantidade de amostra a ser
cromatografada.

Na CLAE foi utilizado um cromatdgrafo da marca Shimadzu constituido de duas
bombas de alta pressdo LC-10ADvp, detector de arranjo de diodos SPD-M10Avp, forno CTO-
10Avp, controlador SCL-10Avp, degaseficador DGU-14a e injetor manual com alca de
amostragem de 20 pL (analitico) e 100 pL (semi-preparativo). As colunas cromatograficas
(analitica, semi-preparativa e preparativa) foram as da marca ACE C18, com 5 pm de tamanho
de particula e dimensdes de 250 x 4,6 mm (analitica), 250 x 10,0 mm (semi-preparativa) e 250
x 21,2 mm (preparativa). Na preparacdo das solucdes utilizou-se filtros para seringa em PVDF
com 0,45 um de diametro de poro ¢ didmetro 30 mm (Allcrom) além do aparelho de banho de
ultrassom (Unique-USC-1600).

O monitoramento das frac6es obtidas por CC foi realizado por CCDA. Para isso, foram
utilizadas placas comerciais de silica gel (Whatman), em camadas de 0,25 mm de espessura
sobre suporte de aluminio (20x20 cm).

As substancias em anélise foram evidenciadas pelo uso de radiagdo ultravioleta nos
comprimentos de onda de 254 e 366 nm (aparelho de marca Boitton) como também

impregnacéo das placas em cubas de vidro, saturadas por vapor de iodo. O monitoramento das
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substancias através do fator de retencdo (Rf) na CCDA foi o método adotado para reunir as
fragOes coletadas durante a cromatografia em coluna.

Os solventes organicos empregados para eluicdo foram: hexano, diclorometano,
acetato de etila e metanol (Quimica Moderna e Vetec). Em CLAE, foram empregados solventes

(acetonitrila e metanol) de grau cromatografico (Tedia) e agua ultrapura tipo | (Mili-Q).

4.2  Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de RMN de 'H e 3C foram obtidos em espectrometros VARIAN-
SYSTEM (500 MHz) e BRUKER AVANCE Ill HD (400 MHz), no Laboratério Multiusuario
de Caracterizacdo da UFPB (LMCA-UFPB). As amostras para analise foram preparadas
dissolvendo-se pequena quantidade das mesmas em cloroférmio, benzeno, acetona, piridina ou
metanol deuterados da marca Cambridge Isotope Laboratories. Os deslocamentos quimicos (o)
foram expressos em partes por milhdo (ppm) e as constantes de acoplamento (J) em Hz.

Os espectros de RMN também foram otimizados para as seguintes técnicas
bidimensionais: HSQC (Heteronuclear Single Quantum Correlation), HMBC (Heteronuclear
Multiple Bond Correlation), NOESY (Nuclear Overhauser Enhancement Spectroscopy) e
COSY (Correlation Spectroscopy).

4.3 Espectroscopia no Infravermelho (IV) e Rotacéo Otica.

O espectro na regido do IV (4000 a 400 cm™) foi obtido em espectrometro FTIR
Vertex-70 da Bruker, do Laboratério de Pesquisa em Matéria Médica — LAPEMM - UFBA,
utilizando 1 mg de amostra em janela de brometo de potéssio (KBr), com frequéncia medida
em cm™. A rotagdo Otica foi realizada a 25 °C em CHCIz no polarimetro Jasco P-2000 no
LMCA-UFPB.

4.4  Espectrometria de Massas (EM)

Para obtencéao dos espectros de massas das substancias foram utilizados espectrometros
de massas de alta e baixa resolucdo da marca Bruker, modelo microTOF Il e lon-Trap
AmazonX, respectivamente, pela técnica de lonizagdo por Eletrospray nos modos positivo
(IES+) e negativo (IES—), ambos situados no LMCA-UFPB.
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4.5 Estudo Fitoquimico

4.5.1 Locais da Pesquisa

Os estudos fitoquimicos das espécies S. loranthacea e C. velutinus foram realizados no
Laboratorio Multiusuario de Caracterizacéo e analise da UFPB e Laboratdrio de Pesquisa em
Matéria Médica da UFBA. As predicbes de espectros de RMN de *C foram obtidos no
Laboratdrio de Quimioinforméatica da UFPB, coordenado pelo Prof® Dr. Marcus Tulius Scotti.

45.2 Material botanico

Os materiais botanicos das espécies foram coletados na cidade de Morro do Chapéu-
BA, em marco de 2016, e identificadas pela Prof®. Maria Lenise Guedes, sendo as exsicatas
depositadas no Herbario Alexandre Leal da Costa do Instituto de Biologia, com numeros de
exsicatas 123491(S. loranthacea) e 124555 (C. velutinus). O registro de acesso no Sistema
Nacional de Gestdo do Patrim6nio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado foi

obtido sob numero A22E9BO (S. loranthacea e C. velutinus).

4.6 Obtencdo dos extratos e fracionamento do extrato das cascas das raizes de Stillingia
loranthacea

As cascas das raizes foram separadas do cerne de forma manual e posteriormente foram
secas a temperatura ambiente por 72 horas, obtendo-se 115,0g e 560,09, respectivamente. As
cascas das raizes foram fracionadas utilizando tesoura botanica e submetido a extracdo com
solvente orgénico. O processo escolhido para extracao foi a maceragcdo com hexano (4 L) por 7
dias, sendo este processo repetido trés vezes. Apds a primeira extragdo, as cascas das raizes
foram extraidas novamente com etanol absoluto (4 L) da mesma forma anteriormente descrita.
As solugdes obtidas foram filtradas e concentradas sob presséo reduzida a 40 °C para obtengéo
dos extratos hexanico (5,3 g) e etandlico (7,3 g) (esquema 1). O processo de obtengdo dos
extratos hexanicos das outras partes da planta foram realizados da mesma forma que o realizado
para as cascas das raizes. Assim obteveram-se extratos hexanicos e etanolicos para as folhas, o

caule e cerne das raizes.
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Esquema 1: Obtencéo dos extratos das cascas das raizes de S. loranthacea.

l Cascas das raizes (115,0 g) l

Maceragéo com Hexano (7dias)
(3 vezes)

presséo reduzida

l Residuo 'l Extrato Hexanico (5,3 g) '

Maceragéo com etanol (7dias)
(3 vezes)

1Concentragéo sob

presséo reduzida

I Extrato etanolico (7,3 g) I l Residuo '

Ap06s analise do extrato hexanico (2,6 g) por CCDA na busca de terpenoides, esta foi

Concentracdo sob 1

submetido a uma cromatografia em coluna aberta empacotada com silica gel 60 (0,063 — 0,2
mm), e como fase mdvel os solventes hexano, acetato de etila e metanol, puros ou em misturas
binérias, com gradiente crescente de polaridade, obtendo-se 24 fracfes de 150 mL cada (quadro
1). As frag0es foram analisadas por CCDA e reunidas de acordo com seus perfis
cromatograficos. As fracdes 1 e 2; 3 e 4; 11 e 12; 13 a 16 e 17 a 19 foram reagrupadas. Apos o
reagrupamento resultou em 12 fracdes (F1-F12).

As fracdes F4 (98,0 mg) e F8 (680,0 mg) apresentaram-se puras apos analise por RMN,
sendo entdo codificadas, respectivamente, de substancias SL12 e SL13.

Quadro 1: Fracionamento cromatografico por CC do extrato hexanico de S. loranthacea.

Fracoes Solvente
1-4 Hexano
5-8 Hex: AcOEt (95:5)
9-12 Hex: AcOEt(9:1)
13-16 Hex: AcOEt (8:2)
17-20 Hex: AcOEt (7:3)
21-24 AcOEt (100%)
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4.6.1 Isolamento e purificacdo por CLAE dos constituintes quimicos de S. loranthacea.

A fracdo F10 (314,0 mg), foi submetida a analise cromatografica em CLAE em escala
analitica e posteriormente foi submetido a fracionamento em escala preparativa utilizando uma
coluna ACE-250 x 21,2 mm C-18 e o seguinte gradiente de elui¢do: solvente A = H,O; Solvente
B = CH3CN; Perfil de eluicdo = 0,0 - 70,0 min (85 - 85% de B); 70,0 - 80,0 min (85 - 100% de
B); 80,0 - 100,0 min (100 - 100% de B); 100,0 - 110,0 min (100 - 85% de B); 110,0 - 130,0 min
(85 - 85% de B), volume de injegdo de 100 pL e taxa de fluxo de 8,0 mL/min.; tempo de corrida:
130 min; fornecendo 24 fracdes (Figura 12). As andlises dos espectros de RMN H! dos picos
isolados permitiram a identificacdo de nove compostos (SL1, SL5, SL6, SL8-11, SL13 e SL14),
além de uma mistura com duas substancias (SL2 e SL7). Os compostos isolados tiveram o0s
seguintes tempos de retencdo: 18.73 (SL13 — 9.1 mg); 27.74 (SL14 — 15.9 mg); 50.74 (SL9 —
8.2 mg); 57.26 (SL5 — 10.5 mg); 59.97 (SL1 — 12.4 mg); 68.66 (SL2 and SL7 — 7.3 mg); 77.71
(SL6 — 4.3 mg); 84.38 (SL10 — 6.5 mg); 104.92 (SL8 — 1.8 mg); and 107.24 (SL11 — 5.3 mg)
(esquema 2).

A fracdo SL2/7 (7,3 mg) também foi submetida a separacdo cromatogréafica em CLAE
(fase mével: CH3CN:H20 (70:40); fluxo 3 mL/min; tempo de corrida: 200 min; coluna ACE-
250 x 10 mm C-18; comprimento de onda 220 nm conduzindo ao isolamento dos compostos
SL2 (Tr=219.48 min; 1,0 mg), e SL7 (Tr =211.34 min; 0,8 mg) (Figura 13).
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Esquema 2: Fracionamento cromatogréafico do extrato hexanico e S. loranthacea.

- CC (silica gel);
- Hex /AcOEt

FR1

FR10 13-16 FR24

FR6
‘ ‘ - CLAE (Figura 11)
- Coluna Cig
- CH3CN:H0 (85:15- 100:0)

- CLAE (Figura 12)
- Coluna Cis
- MeCN:H0 (70:30)




Figura 12: Cromatograma da fragdo 13-16 em 220 nm com identificagdo das substancias isoladas de S. loranthacea.
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Figura 13: Cromatograma da fracdo SL2/7 em 220 nm com identificacdo das substancias
isoladas.
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4.6.2 Analise dos extratos hexanicos da casca das raizes, cerne das raizes, folhas e caule por
CLAE-IES-EM/EM.

Uma aliquota de cada extrato (1,5 mg) foi dissolvida em 1,0 mL de CH3CN com ajuda
do banho de ultrassom e filtradas através de um filtro PVDF de 0,45 um e injetadas no CLAE.
As analises de CLAE-IES-EM/EM foram realizadas utilizando um UFLC (Shimadzu) contendo
duas bombas de solvente LC20AD, um auto amostrador SIL20AHT e um controlador de
sistema CBMZ20A, acoplado com um espectrometro de massas lon-Trap (AmaZon X).

Os experimentos de CLAE foram realizados utilizando uma coluna Cig (Kromasil - 250
mm X 4,6 mm x 5 um) e o seguinte gradiente de eluigdo: solvente A = H>O e &cido formico
(0,1% v/v); Solvente B = CH3CN; Perfil de elui¢édo = 0,0 - 70,0 min (85 - 85% de B); 70,0 -
80,0 min (85 - 100% de B); 80,0 - 100,0 min (100 - 100% de B); 100,0 - 110,0 min (100 - 85%
de B); 110,0 - 130,0 min (85 - 85% de B), volume de injecdo de 20 uL e taxa de fluxo de 0,6
mL/min (Figura 14). Os parametros de analise do lon-Trap foram os seguintes: capilar 4,5 kV,
IES no modo positivo, offset da placa final 500 V, nebulizador 35 psi, gas seco (N2) com fluxo
de 8 mL/min e temperatura de 300 °C. A fragmentacdo na camera de colisdo (CID) foi
conseguida no modo autoEM/EM utilizando o modo de resolucdo avangada para 0 modo EM e
EM/EM. As possiveis estruturas putativas foram propostas com base no padrdo de
fragmentacdo EM/EM. Os espectros (m/z 50-1000) foram registados a cada 2 s.
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Figura 14: Cromatograma de ions dos extratos das cascas das raizes, cerne das raizes, caule e
folhas.
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4.7 Rede molecular

Os resultados obtidos no CLAE-IES-EM/EM foram submetidos a uma conversdo para
o formato mzXML utilizando-se o programa Data Analisys. Esse arquivo foi enviado para a
plataforma do GNPS — Global Natural Products Social Molecular Networking, onde foi
submetido a uma analise e gerado uma Molecular Networking (WANG, et al., 2016). Foi
utilizado o programa Cytoscape 3.5 para visualizagdo dos dados gerados (SHANNON et al.,
2003).

A rede molecular é gerada a partir do alinhamento dos espectros de EM/EM. Os
agrupamentos entre os nodos sdo definidos por uma pontuacdo de coseno modificado que
determina a semelhanca de dois espectros de EM/EM variando a pontuagéo de O (totalmente
dissimilar) a 1 (completamente idéntico). A rede de espectros comparou todos 0s possiveis
pares de vetores dos espectros de EM/EM, considerando tolerancia de massa para picos de
fragmentos (0,5 Da), tolerancia de massa parental (1,0 Da), o nimero minimo de picos
correspondentes por alinhamento espectral (6) e um escore de cosseno minimo de 0,6. Quanto
maior o escore de cosseno entre dois espectros, mais semelhantes sdo os espectros de EM/EM

e mais semelhantes s@o as moléculas (WANG, et al., 2016).
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Ap0s organizar os espectros com base na similaridade de fragmentagdes, os dados foram
importados para o Cytoscape e exibidos como uma rede de nds e bordas. Para evitar
interpretacdes errbneas de contaminantes ou ruido de CLAE, as inje¢cbes em branco (fase
movel) foram introduzidas na rede de espectros como um grupo de amostras distintas
identificadas no Cytoscape e removidas da rede. O atributo de espessura da borda foi definido

para refletir as pontuacdes de similaridade de cosseno, com linhas mais espessas indicando

maior similaridade.

4.7.1 Isolamento guiado por RMN de *H e CLAE-IES-EM/EM dos compostos SL3 e SL4

Um novo fracionamento do extrato hexanico foi realizado apds os estudos com CLAE-
IES-EM/EM e rede molecular. Uma cromatografia em coluna foi realizada da mesma forma
descrita anteriormente e obteveram-se 24 frag0es. Essas ndo foram reagrupadas e todas foram
analisadas por RMN de *H, onde foram selecionadas as frages 16 a 22 para analise por CLAE-
IES-EM/EM. Na fracdo 19 foi observado os ions m/z 555 e m/z 527 que estavam presentes no
cluster A da rede molecular e entdo foi submetido a um fracionamento direcionado para coleta
dos picos que possuiam essas m/z (Figura 15). Esse isolamento foi realizado utilizando CLAE
na escala preparativa nas mesmas condi¢fes ja descritas anteriormente, obtendo-se 0s

compostos SL3 e SL4.

Figura 15: Cromatograma da fragéo 19 e espectros de massas observando as m/z
correspondentes dos compostos SL1-SL4.
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4.8 Calculos do DFT e predicio dos espectros de RMN de **C.

As estruturas dos compostos foram desenhadas usando o Marvin 16.1.11.0, 2016,
ChemAxon (http://www.chemaxon.com). O software, Standardizer, JChem 16.1.11.0, 2016,
ChemAxon, foi usado para canonizar as estruturas. Esse processo converte uma estrutura
quimica escolhida arbitrariamente em uma notacéo Unica, adiciona hidrogénios e limpa a figura
molecular em trés dimensdes. A estrutura é dividida em pequenos fragmentos organizados em
uma arvore usando informacfes de conectividade. Os conférmeros gerados para a estrutura
inicial (representada pelo n6 da raiz da arvore) sdo otimizados. O processo de construcéo da
arvore usa uma versdo estendida do campo de forca Dreiding (IMRE et al., 2003). Todas as
otimizacGes geométricas e pesquisas conformacionais foram realizadas usando o Spartan'16
para Windows (Wavefunction, Irvine, CA, EUA). A geometria da estrutura quimica do
composto foi otimizada inicialmente com um campo de for¢a do Merck Molecular Force Field
(MMFF), (HALGREN, 1996) e uma nova otimizacdo geométrica foi realizada com base no
método semi-empirico, Austin Model 1 (AM1) (DEWAR et al., 1985). Posteriormente, foi
utilizado um método de busca sistemética que analisou os conférmeros e selecionou os tinham
as energias minimas usando AM1 e o algoritmo de Monte-Carlo (METROPOLIS; ULAM,
1949). Em seguida, as energias minimas selecionadas foram otimizadas com base no célculo
do modo vibracional usando DFT (teoria funcional da densidade) (BECKE, 1988). Os célculos
da DFT foram realizados com o Spartan 16 para Windows (Wavefunction, Irvine, CA, EUA)
(BECKE, 1988; LIN et al., 2004). Cada estrutura estudada foi examinada no nivel EDF2/6-
311G* e as estruturas de menor energia foram selecionadas para os calculos. O minimo global
da energia potencial na superficie foi utilizado para a determinacdo de cada geometria, e 0S

deslocamentos quimicos de RMN de *H e 3C foram geradas usando a média de Boltzmann.

4.9 Obtencdo e fracionamento do extrato hexanico das raizes de C. velutinus.

As raizes (272 g) foram secas a temperatura ambiente por 72 horas e submetidas a
extracdo com solvente organico. O processo escolhido para extracdo foi a maceracdo com
hexano (4 L) por 7 dias, sendo este processo repetido trés vezes. Apds a primeira extracao, foi
extraida novamente com metanol da mesma forma anteriormente descrita para a espécie S.
loranthacea. As solucdes obtidas foram filtradas e concentradas sob pressao reduzida a 40 °C

para obtenc¢do dos extratos hexanico (4,5 g) e metandlico (43,5 g) (Esquema 3).


http://www.chemaxon.com/
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Esquema 3: Obtencdo dos extratos das raizes de C. velutinus.

l Raizes (272,0 g) l

Maceragdo com Hexano (7dias)
(3 vezes)

Concentragéo sob
presséo reduzida

Residuo 'I Extrato Hexanico (4,5 g) l

Maceragéo com etanol (7dias)
(3 vezes)

presséo reduzida

I Extrato metandlico (43,5 g) l l Residuo '

O extrato hexanico (4,5 g) foi submetido a CC, empacotada com silica gel 60 e como

Concentracdo sob 1

fase mdvel os solventes hexano e acetato de etila, puros ou em misturas binarias e metanol puro
com gradiente crescente de polaridade, obtendo-se 26 fracbes de 150 mL cada (quadro 1). As
fragdes foram analisadas por CCDA e reunidas em 15 (FR1-FR15) fragdes de acordo com seus
perfis cromatograficos.

Quadro 2: Fracionamento cromatografico por CC do extrato hexanico de C. velutinus.

Fracoes Solvente

1-4 Hexano

5-8 Hex: AcOEt (95:5)
9-12 Hex: AcOEt (9:1)
13-16 Hex: AcOEt (8:2)
17-20 Hex: AcOEt (7:3)
21-24 AcOEt (100%)
25-26 MeOH (100%)

Ap0s o reagrupamento as fragdes FR5 (95,3 mg), FR7 (10,1 mg) e FR10 (112,2 mg)
apresentaram-se puras apés analise por RMN, sendo entdo codificadas, respectivamente, de
substancias CV1, CV5e CV2.

A fracdo F13 (15,2 mg), foi submetida a analise cromatografica em CLAE em escala
analitica e posteriormente foi submetido a fracionamento em escala semi-preparativa utilizando

0 seguinte gradiente de eluigdo: solvente A = H>O e &cido formico (0,1% v/v); Solvente B =
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MeOH; Eluicéo isocratica com 60% de A e 40% de B observado nos comprimentos de onde de
220 nm e 254 nm, volume de injecdo de 100 uL e taxa de fluxo de 3,0 mL/min.; tempo de
corrida: 90 min; fornecendo 4 fraces (Figura 16). A andlise dos espectros de RMN *H dos
picos isolados permitiu a identificacdo de 4 compostos. Os picos isolados tiveram o0s seguintes

tempos de retengdo: 57,17 min (CV6; 3,5 mg); 63,02 min (CV3; 3,8 mg); 81,03 min (CV7; 1,2
mg) e 89,96 min (CV4; 1,1 mg).

Esquema 4: Fracionamento cromatografico do extrato hexanico de C. velutinus.

Extrato Hexanico (4,5 g)

- CC (silica gel);
- Hex /AcOEt /MeOH
FR1 FRS FR7 FR10 FR13 FR14
CV-1 CV-5 CV-2 FR 13
(95,3 ma) (10.1 ma) (112,2 ma) (15,2 ma)
- CLAE
- Coluna Cis

- CH3CN:H0 (40:60)

CV-6 CV-3 CV-7 CV-4
(3,5 mg) (3,8 mg) (1,2 mg) (1,1 mg)

Figura 16:Cromatograma da fragdo 13 em 220 nm com identificagdo das substancias
isoladas.
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4.10 Atividades Bioldgicas.
4.10.1 Locais da pesquisa

A avaliacdo da atividade antiviral foi realizada na Fiocruz — Recife, sob a coordenacao
do Prof. Dr. Lindomar José Pena. A avaliacdo da atividade anti-inflamatéria, citotoxica e
tripanocida foram realizadas na Fiocruz — Salvador, todas sob a coordenagéo da Prof? Dra.

Cristiane Flora Villareal.

4.10.2 Avaliacédo da citotoxicidade e atividade antiviral dos compostos isolados de S.
loranthacea.

Células e Virus — As células Vero (células epiteliais renais extraidas de um macaco
verde africano) foram cultivadas em meio de Eagle modificado por Dulbelcco (DMEM)
suplementado com soro fetal bovino (SFB) inativado a 10%, L-glutamina 2 mM e 100 U/mL
de penicilina/estreptomicina 100 U/mL, a 37 ° C com 5% de CO. O virus da Zika utilizado foi
oriundo de uma cepa brasileira (ZIKV/H.sapiens/Brazil/PE243/2015; abreviado para ZIKV
PE243; nimero de acesso GenBank KX197192.1) (DONALD et al., 2016). A cepa ZIKV
PE243 foi propagada em células Vero e apds a titulacdo pelo método padrdo TCIDsq foi
armazenado a -80 °C até ser utilizado (REED; MUENCH, 1938). O virus foi tratado em um
laboratdrio de nivel 2 de biosseguranca (BSL-2), aprovado pelo CQB: 98/99 e seguindo toda a
legislacéo brasileira necesséria.

Ensaio de citotoxicidade - Os compostos isolados foram dissolvidos em
dimetilsulfoxido (DMSO) e depois diluidos em meio de cultura para uma concentracao final de
DMSO de 0,4% (v/v). A toxicidade celular foi determinada usando o ensaio de red¢do do MTT
(brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2yl) -2,5-difenil tetrazolium]) (MOSMANN, 1983).

Detalhadamente, ap6s plaqueamento das células Vero durante 24 horas em
concentragdes de 1x10* nas microplacas de 96 pogos, foi realizado o tratamento com varias
concentragdes de cada composto isolado (SL1, SL2 e SL5-SL14) durante 1 hora. Em seguida,
50 pL de solucdo de MTT (1 mg/mL) foi adicionada a cada poc¢o e a microplaca foi incubada a
37 °C, em 5% de CO., por 3-4 h. Em seguida, os cristais roxos de formazan do MTT foram
solubilizados com DMSO e as densidades 6pticas foram medidas usando um espectrofotdmetro
de microplacas (BioTek, ELX800, Winooski, VT, EUA) a 540 nm. Como controle para o teste
de citotoxicidade, foi utilizado a ribose de 6-metilmercaptopurina (6MMPr), uma substancia
analoga ao nucleosideo tiopurina, que possuiu atividade frente ao virus da ZIKA em testes in

vitro (DE CARVALHO et al., 2017). Uma solucéo inicial do controle positivo foi preparada
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com H20 Milli-Q, esterilizada por filtragdo em filtro de 0.22 uM Millipore e armazenado sob
refrigeracdo a -20°C. A viabilidade celular foi determinada pela subtracdo da densidade Optica
da fracdo de células tratadas pelas células controles ndo tratados. O ponto limite para tratamento
antiviral foi determinado pela concentracdo que inibe a viabilidade celular em 20% (CCxo).

Ensaio de atividade antiviral - As células Vero foram semeadas em placas de cultura de
tecido de 48 pocos a uma concentragdo inicial de 2x10* células/pogo e incubada por 24 horas
(37 °C, 5% CO:). As culturas em monocamadas confluentes foram infectadas com a cepa ZIKV
PE243 a um MOI de 0.1 diluido em 100 pL de uma cultura de média contendo 2% (v/v) SFB
por 2 horas a 37 °C e 5% CO». Apds 2 horas, as células foram lavadas com PBS e tratadas com
solugdes dos compostos isolados (SL1, SL2 e SL5-SL14) em concentracGes calculadas pela
CC20 no ensaio de citotoxicidade. As solugdes foram inoculadas em triplicata e foram incubadas
por cinco dias a 37 °C e 5% CO2. Como controle positivo e de eficicia do teste, foi usado o
6MMPr. Apos o periodo pés-infeccdo, o sobrenadante das células foi colhido e armazenado a -
80 °C. A carga viral foi avaliada por titulacdo de virus (TCIDsg) em células Vero.

A analise estatistica foi realizada para avaliar as diferencas no rendimento viral das
células infectadas tratadas com os compostos isolados SL1, SL2, SL5-SL14 em compara¢do
com o controle ndo tratado, em diferentes doses e intervalos de tempo. Os dados foram
analisados por ANOVA one-way (analise de variancia), utilizando o software GraphPad Prism
Software 6.01. O teste de Dunnett foi usado para comparar 0s tratamentos com o controle. Os
dados foram expressos como as meédias + 0s desvios padrdo de trés experimentos

independentes. Um valor de p<0,05 foi considerado estatisticamente significativo.

4.10.3 Avaliacdo da citotoxicidade, tripanocida e anti-inflamatdria in vitro realizado com os

compostos isolados de C. velutinus.

O glicocorticéide sintético, dexametasona (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), foi utilizado
como controle positivo para ensaios imunomodulatorios. A violeta genciana (Synth, S&o Paulo,
SP, Brazil), foi utilizada como controle positivo para o ensaio de citotoxicidade. O benzonidazol
(LAFEPE) foi utilizado como farmaco de referéncia anti-T. cruzi. A doxorrubicina (Laboratorio
IMA S.A.I.C., Buenos Aires, Argentina) foi utilizado como droga anticancer de referéncia.
Todos os compostos foram solubilizados em dimetilsulfoxido (DMSO; PanReac, Barcelona,
Spain) diluidos no meio de cultura celular. A concentracdo final de DMSO foi inferior a 1% em

todos experimentos in vitro.
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A linhagens celulares MCF7 (carcinoma de mama humano), HCT116 (carcinoma do
célon humano), HepG2 (carcinoma hepatocelular humano), HL-60 (leucemia promielocitica
humana), B16F10 (melanoma murino), J774 (macréfagos murinos) e MRC-5 (fibroblasto
pulmonar humano) foram obtidas da American Type Culture Collection (ATCC, Manassas,
VA). As células foram cultivadas em meio completo com suplementos apropriados, conforme
recomendado pela ATCC. Todas as linhagens celulares foram testadas quanto ao micoplasma
usando o Mycoplasma Stain Kit (Sigma-Aldrich) para validar o uso de células livres de
contaminacéo.

A cepaY de T. cruzi (DTU II) foi utilizada neste estudo. Tripomastigotas da cultura de
tecidos foram obtidos a partir de sobrenadantes de células LLC-MK?2 infectadas com 5 a 6 dias,
mantidas em meio Eagle modificado por Dulbecco’s (DMEM; Life Technologies, GIBCO-
BRL, Gaithersburg, MD) suplementado com soro fetal bovino a 10% (SFB; GIBCO) e 50
pug/mL de gentamicina (Life, Carlsbad, CA) a 37 °C em uma atmosfera de CO2 umidificada a
5%.

As células foram cultivadas em placas de 96 pocos para todas as experiéncias
(concentracdo de 7 x 10 células/mL para as células B16F10, HCT116, HepG2, MCF-7 e
MRCS5; e concentragdo de 3 x 10° células/mL para as células HL-60). Ap6s 24 horas, 0s
compostos (CV1-CV7) foram adicionados a cada poc¢o e incubados por 72 horas. Quatro horas
antes do final da incubagao, 20 pL. de uma solucdo estoque (0,312 mg/mL) do alamar Blue
(Resazurin, Sigma-Aldrich) foi adicionado a cada poco. A absorbancia a 570 nm e 600 nm foi
medida usando o Leitor de Microplacas SpectraMax 190 (Molecular Devices, Sunnyvale, CA).
Para determinar a concentracao inibitéria de 50% (Clso), foi usado regressdo nao linear. Além
disso, foi realizado um ensaio de citotoxicidade com macrdéfagos J774 na presenca de
compostos mais LPS (500 ng/mL; Sigma-Aldrich) e INF-y (5ng/mL; Sigma-Aldrich),
utilizando o mesmo método descrito acima.

Quantificacao de nitrito e IL-1p em sobrenadante de macrofagos J774- Para determinar
a quantidade de nitrito e da citocina IL-1p, foram cultivados 1x10° macrofagos J774 por pogo
em DMEM suplementado com 10% de FBS e 50 pg/mL de gentamicina por 24 horas a 37°C e
5% COz. As células foram estimuladas com LPS (500ng/mL; Sigma) e INF-y (5ng/mL; Sigma)
e tratadas com os compostos teste em diferentes concentracfes, veiculo e dexametasona. Os
sobrenadantes foram coletados 24 horas ap0s os tratamentos e armazenados a -80°C para
posterior quantificacdo. A determinagdo dos niveis de nitrito foi realizada de acordo com o
método de Griess (GREEN et al., 1982) enquanto a quantificacdo de IL-1p utilizou a técnica de
ELISA e seguiu o protocolo do kit DuoSet da R&D Systems (Minneapolis, MN, USA).
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Citotoxicidade em tripomastigotas- As tripomastigotas (4x10° células/pogo) foram
semeadas em placas de 96 pogos e os compostos foram adicionados em oito concentragoes
variando de 0,39 a 50 M, em triplicata. As placas foram incubadas por 24 horas a 37°C e 5%
de CO». Aliquotas de cada pogo foram coletadas e 0 numero de parasitas viaveis, com base na
integridade e motilidade do parasita, foi avaliado em uma camara de Neubauer e comparado a
culturas ndo tratadas. Trés experimentos independentes foram realizados. Para determinar a

concentragéo efetiva de 50% (CEso), foi usado regressdo néo linear.
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5 Resultados e discussao

5.1 Manuscrito 1: Tri- e Diterpenoides de Stillingia loranthacea como inibidores da
replicacdo do Virus da Zika (manuscrito foi aceito na revista Journal of Natural Products)

Tri- e Diterpenoides de Stillingia loranthacea como inibidores da replicacéo do Virus da
Zika
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RESUMO: Este estudo representa a primeira analise fitoquimica da espécie Stillingia
loranthacea e descreve novos terpenoides obtidos das cascas das raizes dessa planta. O
fracionamento do extrato hexanico das cascas das raizes levou ao isolamento de dois novos
derivados 28-nor-taraxarenos, loranthones A e B (SL1 e SL2), quatro novos diterpenos
tiglianos (SL5-SL8), trés diterpenos tiglianos conhecidos (SL9-SL11) e trés diterpenos
fexibilenos conhecidos, tonantzitlolonas A-C (SL12-SL14). A investigacdo desses compostos
e 0 uso de uma abordagem de priorizacdo baseada em redes moleculares proporcionou o
isolamento de outros dois novos 28-nor-taraxarenos, loranthones C e D (SL3 e SL4). A
citotoxicidade dos compostos SL.1, SL2, SL5-SL 14 foram avaliadas contra células Vero e suas
concentragOes citotdxicas variaram entre 8.7 a 328 uM e a atividade antiviral foi testata contra
um virus da Zika epidémico (ZIKV) que circula no Brasil. Seis dos doze compostos (SL2, SL5,
SL9-SL11 e SL14) exibiram em efeito antiviral significante contra o ZIKV. Especificamente
0s compostos SL2 e SL5 demostraram serem 0S compostos mais promissores por possuirem
uma reducéo na replicacdo do ZIKV de 1.7 e 1.8 logio TCIDso/mL, respectivamente. Assim,
foram identificados terpenoides de S. loranthacea como potentes inibidores anti-ZIKV e
abriram o caminho para o desenvolvimento de possiveis novos tratamentos contra esse

patdgeno devastador.
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O virus Zika (ZIKV) surgiu no hemisfério ocidental e pode ser transmitido pelo Aedes
aegypti. No Brasil, em 2015, causou uma epidemia onde foram detectadas algumas
complicagdes neuroldgicas, entre elas, sindrome de Guillain-Barré (GBS) e mielite, além de
microcefalias em recém-nascidos de mées que tiveram a doenca durante a gestacdo. O 6nus das
doencas associadas ao ZIKV levou cientistas de todo o mundo na busca de antivirais para
bloquear a infecgdo.!* Os produtos naturais representam uma grande diversidade bioldgica, e
0s metabdlitos de Euphorbiaceae representam recursos para o desenvolvimento de novos
agentes anti-ZIKAV.>® Nesse contexto, terpenos de plantas do género Stillingia possuem
atividade antiviral em escala nanomolar.”

O género Stillingia (Euphorbiaceae) é representado por 30 espécies nas Américas do
Norte e Sul e em varias ilhas do Pacifico e Oceanos Indicos.” A maior diversidade é encontrada
nos EUA e México com 15 espécies.® No Brasil sete espécies estdo distribuidas entre Caatinga
e Mata Atlantica, sendo quatro predominantemente na regido da Caatinga [S. saxatilis Mll.
Arg., S. trapezoidea Ule, S. uleana Pax & K. Hoffm., and S. loranthacea (Miill. Arg.) Pax].°
Extratos das folhas e do latex de algumas espécies do género possuem atividades antiflngica,
antiviral, citotoxica.'01

Apenas quatro espécies de Stillingia foram estudadas quimicamente.® Triterpenos dos
tipos oleanano e taraxareno foram identificados das folhas e caules de S. oppositifolia.® Das
raizes de S. sylvatica, foi reportado o isolamento de ésteres de diterpenos dos tipos daphnano e
tiglianos.** Tonantzitlolonas A e B foram isolados das raizes de S. sanguinolenta e das folhas
de S. lineata. Esses diterpenos sdo considerados ndo comuns por possuir em seu esqueleto um
macrociclo flexibilene de 15 carbonos. Exemplos desses compostos demostraram uma
interessante atividade citotoxica frente as linhagens celulares de cancer de rim e pulméo
humano.”*® Nos Gltimos anos, estudos foram publicados envolvendo a sintese desses diterpenos
além de testes de atividades antiviral, citotdxica e ensaios de inibi¢do da enzima cinesina-5."1>
17

Estudos utilizando-se técnicas hifenadas, incluindo a cromatografia liquida- ionizacéo
por electronspray — espectrometria de massas em tandem (CLAE-IESEM?), permitem a analise
do perfil quimico de matrizes complexas sem a necessidade do isolamento das substancias.®
Outra vantagem dessas técnicas € a elevada sensibilidade que permite a analise de substancias
com baixas concentra¢fes em matrizes complexas como extratos de produtos naturais, podendo
ser de grande utilidade nos processos de identificagdo dessas substancias que, provavelmente,
seriam de dificil isolamento e identificagdo estrutural.® O desenvolvimento de novas técnicas

de bioinformética, como as redes moleculares, melhora a organizacéo e a visualizagdo de dados
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de EM em tandem por meio de um mapa de similaridade espectral, revelando a presenca de
padrdes de fragmentacdo em EM? homdlogas.?® A utilizacdo dessa ferramenta, que esta
disponivel no site do GNPS (http://gnps.ucsd.edu), aumenta a velocidade de andlise e facilidade
de interpretacdo de dados gerados por CLAE-IESEM?, incluindo de extratos de produtos
naturais.?!

Baseado na diversidade quimica obtida das raizes de espécies de Stillingia, esse trabalho
buscou investigar o potencial antiviral de terpenos das cascas das raizes de S. loranthacea. Esse
estudo descreve o isolamento de substincias pela associacdo do CLAE-IESEM?, redes
moleculares e purificacdo por CLAE com a caracterizacdo dos compostos por espectroscopia
de RMN. Os compostos SL1, SL2, SL5-SL14 foram avaliados contra a replicacdo do ZIKV

em células Vero.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O fracionamento do extrato hexanico das cascas das raizes foi realizado através de dois
procedimentos principais, utilizando-se cromatografia em coluna e CLAE preparativa,
possibilitando o isolamento dos terpenoides ndo conhecidos (SL1, SL2, SL5-SL8) e
conhecidos (SL9-SL14)?2%* Suas estruturas foram identificadas utilizando experimentos de
RMN 1D e 2D além de IESEMAR. Os deslocamentos quimicos de H e 3C dos compostos
(SL1, SL2, SL5-SL8) estdo descritos nas tabelas 1 e 2 (Figura 17).

Figura 17: Substancias isoladas de Stillingia loranthacea.
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Ap0s a identificacdo dos tipos de compostos presentes no extrato hexanico das cascas
das raizes, o proximo passo foi analisar a presenca de outros tipos raros de 28-nor-taraxarenos
por CLAE-IESEM? nos extratos hexanicos das cascas das raizes, cerne das raizes, caules e
folhas. O primeiro passo foi submeter os extratos e 0s compostos SL1 e SL2 (usados como
padrdes interno para identificacdo de substancias similares e/ou clusteres dessa classe de
compostos) a analises cromatogréficas usando coluna C1g e CH3CN-H20 (0.1% &cido férmico)
como eluente. Os dados gerados de todos 6rgdos foram processados usando o site do GNPS
para se obter a rede molecular.?* Baseado pela similaridade de coseno, os espectros de EM? dos
compostos foram agrupados em clusteres. A rede molecular obtida mostrou 318 nodos (148
apo6s remocgdo dos brancos) que foram discriminados pelas diferencas de cores, indicando o
extrato hexanico correspondente (Figura 18). As intensidades das linhas entre os nodos foram
relacionadas aos valores de cosseno, indicando quanto maior a espessura maior 0 grau de
similaridade entre os nodos. A partir da utilizacdo de SL1 e SL2 como sementes, foi possivel
identificar um cluster referentes aos esqueletos 28-nor-taraxarenos nos extratos hexanicos das
partes subterraneas (cascas das raizes e cerne das raizes). Nesse cluster (A), os nodos referentes
aos 28-nor-taraxarenos SL1 (m/z 561) e SL2 (m/z 587), aléem de sete outros nodos (m/z 603,
m/z 555, m/z 527, m/z 513, m/z 499, m/z 469 e m/z 427) foram analisados. Esses dados
indicaram a presencga de estruturas relacionadas a outros 28-nor-taraxarenos ainda néo relatados
na literatura (dados de CLAE-IESEMAR e EM? podem ser visualizados no material
suplementar). Considerando essas informacGes, uma tentativa de isolamento dos compostos
presentes nesse cluster A foi realizado levando a um novo fracionamento do extrato hexanico
das cascas das raizes. As fracdes obtidas foram investigados por CLAE-IESEM?; esse
procedimento guiou ao isolamento dos compostos SL3 e SL4, que foram caracterizados por
espectroscopia de RMN. Em adicdo, foi observado que os clusteres B e C correspondiam a
diterpenos do tipo flexibileno e tigliano, respectivamente. Essa observagdo foi possivel apos
analise dos nodos e pela comparagdo dos espectros de EM? dos compostos isolados, seus
padrdes de fragmentacéo e dados da literatura.”°
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Figura 18: Rede molecular do extrato hexanico das cascas das raizes (nodos azul céu), cerne
das raizes (nodos vermelhos), caule (nodos amarelos) e folhas (nodos verdes) de Stillingia
loranthacea pelo CLAE-IESEM?.

OBS: O cluster A contendo os nortriterpenos esta expandido. As substancias com estruturas
em azul escuro (SL1 e SL2) foram isoladas por CLAE preparativa e identificada por
espectroscopia de RMN e usado como padrdo interno; as estruturas em verde escuro (SL3 e
SL4) foram submetidas a um isolamento guiado por CLAE-IESEM2. Os clusteres B e C
correspondem aos diterpenos do tipo flexibileno e tigliano, respectivamente.

Composto SL1 foi obtido como um 6leo incolor. Sua formula molecular foi definida
como CszeHagOs por IES-EMAR com m/z 561.3557 [M + H]" (calculado para CsgHagOs,
561.3575, A = 1.8 ppm ) indicando a presenca de treze graus de instauragdes. O espectro de
RMN 3C-APT mostrou a presenca de 34 sinais de carbono, sendo cinco sinais referentes a uma
unidade benzoila (6c165.5, C-7°; dc 133.1, C4’; Jc 130.4 C-1; oc 129.7, C-2°/6; 128.5,C-
3°/5”). Dos 29 sinais de carbonos remanescentes, seis foram atribuidos a carbonos metilicos
(0c 17.0, CHs-24; oc 15.8, CHs-25; oc 26.4, CHs-26; oc 20.2, CH3-27; oc 33.5, CHz-29;
oc 24.8, CHz-30) e cinco a carbonos metinicos (dc 76.3, C-3; dc 45.5, C-5; dc 47.4, C-9; dc 46.0,
C-17; 5c 47.9, C-18). Esses dados, associados aos do espectro de RMN H para os hidrogénios
metilicos o+ 0.85, 0.93, 1.03, 1.16, 1.17 e 1.30 (s, 3H para cada) e metinicos ox5.13 (1H, t, J=
2.6 Hz, H-3), 61 2.15 (1H, dd, J=10.7 e 2.5 Hz, H-5), 6n 1.76 (1H, m, H-9), 6n 2.07 (1H, m,
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H-17) e on 1.61 (1H, m, H-18), sugeriram um esqueleto nortriterpenico. Essas atribui¢des foram
confirmadas pelo espectro de HSQC. Além desses, outros sinais de carbonos também foram
observados em dc 202.5 (C-16), 185.2 (C-14) e 178.6 (C-23). A anélise conjunta dos dados de
HRESIMS, RMN 'H e 3C, confirmou que o composto SL1 é um nortriterpeno com uma
unidade benzoila, com duas carbonilas e um sistema enona (IV 1720cm™- carbonilas, 1653 e
1633cm- sistema enona, Figura 19). No espectro de HMBC, correlacdes cruzadas entre o sinal
on 5.13 (1H, t, J= 2.6 Hz, H-3) com os carbonos dc 165.5 (C-7"), 45.5 (C-5), 32.3 (C-1) e 17.0
(CH3-24) e do sinal em oy 2.15 (1H, dd, J=10.7 e 2.5 Hz, H-5) com oc 178.6 (C-23), 47.4 (C-
9), 40.5 (C-7) e 15.8 (CHz-25), permitiram inferir a localizagdo dos grupos benzoila e acido
carboxilico nos carbonos C-3 e C-4, respectivamente. De maneira analoga, correlacdes entre o
sinal on 1.76 (1H, m, H-9) com os carbonos Jc 15.8 (CH3-25) e 26.6 (CH3-26), confirmaram
essas atribuicdes. Por outro lado, a correlacdo entre o sinal on 1.61 (1H, m, H-18) com os
carbonos dc 38.1 (C-13) e 28.7 (C-12) definiu os deslocamentos quimicos destes carbonos.
Adicionalmente, correlacGes observadas no espectro de COSY entre os sinais em on 1.61 (1H,
m, H-18) com on 1.40 (1H, m, H-19a), on 1.05 (1H, m, H-19b) e 6w 2.07 (1H, m, H-17) e deste
com on 2.20 (1H, m, H-22a) e on 1.22 (1H, m, H-22b), corroboraram com a demetilacdo no
carbono C-17. Finalmente, correlacBes observadas no espectro de HMBC, entre 0s sinais em
on 1.16 (3H, s, CH3-26) com os carbonos dc 40.5 (C-7), 47.4 (C-9), assim como do on 1.17 (3H,
s, CH3-27) com oc 20.2 (C-12), 47.9 (C-18) e de ambos sinais metilicos com o carbono em dc
185.2 (C-14) confirmaram a posicdo da dupla ligacdo A'* (Figura 20). Além disso, foram
obtidos espectros de RMN 1D e 2D em CsDs, C3DsO, e CD3OD. No espectro de RMN *H em
CeDs, as Me-26 e Me-27 exibiram deslocamentos quimicos em on 0.88 e oJn 0.69,
respectivamente, enquanto no espectro de HMBC, permaneceu as correlacdes dessas metilas
com C-14, confirmando a dupla ligagio em A, Os espectros de RMN nos quatro solventes
deuterados estdo presentes no material suplementar. No espectro de HMBC, em CDCl;3, a
correlagdo em on 2.07 (1H, m, H-17) com o carbono em dc 202.5 (C-16) demostra a presenca
de um grupo carbonila de cetona em C-16, consistente com um estudo prévio para triterpenos
do tipo D-friedooleano. ?° O efeito mesomérico do sistema enona justifica o descolamento
quimico de C-14 de maneira consistente com os dados da literatura?®? e foi ratificado pelos
calculos de DFT (Tabela S3, material suplementar). A configuracdo relativa de C-3 foi definida
pelo valor do J (2.6 Hz) do H-3 correspondendo a uma orientagio 5.28 A partir dessa observagio
e as correlacbes observadas no espectro de NOESY, foi possivel estabelecer a mesma
orientacdo para Me-24/Me-25/Me-26/H-17/H-18. Além disso, correlagdes entre H-5/H-9/Me-
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27 foram observadas, assumindo uma orientacdo oposta (Figura 20). A rotacdo dptica foi
comparada com os dados da literatura do epitaraxareno com H-3 numa orientagéo 4.2
Similaridades entre os espectros de RMN de 'H e C dos compostos SL1-SL4
indicaram que todos eles sdo do mesmo tipo de nortriterpeno, mas com a presenca do grupo
cinamoila (SL2), hexonoila (SL3) e butanoila (SL4), no lugar do grupo benzoila esterificado
em C-3. Essa evidéncia, para o composto SL2, foi confirmada pela presenca de dois sinais no
espectro de RMN H em dn 6.42 (1H, d, J = 16.0 Hz, H-7") e 6n 7.64 (1H, d, J = 16.0 Hz, H-
8"), corroborando a presenga de uma dupla ligagdo com configuragdo E. Em adicdo, os sinais
emon 7.52 (2H, m) e 7.37 (3H, m), indicaram a presenca de um anel aromatico monosubstituido
que foi confirmado pela sua formula molecular, C3zgHsoOs, pelo IES-EMAR com m/z 587.3720
[M + H]" (calculado para CasHs10s, 587.3731, A= 1.9 ppm). Os espectros de RMN de 'H dos
compostos SL.3 e SL4 apresentou sinais correspondentes a metilas terminais em o 0.87 (3H,
t, J = 6.6 Hz, CH3-6") ¢ on 0.91 (3H, t, J = 6.6 Hz, CH3-6"), respectivamente, confirmando a
presenca de unidades de acido graxos. As formulas moleculares dos compostos SL3 e SL4
foram definidas pelo IES-EMAR como CzsHs4Os com m/z 555.4035 [M + H]* (calculado para
CasHs50s, 555.4044, A = 1.6 ppm) e CazHs00s com m/z 527.3730 [M + H]" (calculado para
Ca3Hs10s, 527.3731, A = 0.2 ppm), respectivamente. Essas estruturas (SL1-SL4) foram
confirmadas pelos espectros de IESEM? que possuiam fons fragmentos com m/z 439 e m/z 393,
relacionado a perda do grupo em C-3 e do carboxila em C-23. O ion fragmento com m/z 205
(pico base) corroborou com o padrdo de fragmentacdo do 16-oxo-taraxor-14-ene (Figura S1,
material suplementar).3%-3? Baseado nesses dados, os compostos SL1-SL4 foram identificados
como &cido 3a-benzoila-28-nor-D-friedoolean-14-en-16-one-23-oic, acido 3a-cinamoil-28-
nor-D-friedoolean-14-en-16-one-23-oic, acido 3a-hexanoil-28-nor-D-friedoolean-14-en-16-
one-23-oic e &cido 3a-butanoil-28-nor-D-friedoolean-14-en-16-one-23-oic, respectivamente e
receberam o nome trivial de loranthones A-D. Triterpenos do tipo 28-nor-friedooleano sao raros
na natureza e possuem apenas uma descri¢do em uma espécie da familia Euphorbiaceae.?® Uma

proposta biossintética para a perda da Me-28 é apresentada na figura 21.



Figura 19: Espectro de infravermelho do composto SL1.
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Figura 20: Correlacbes chaves nos HMBC (/—\), COSY () ¢ NOESY (m)
observadas para os compostos SL1, SL5 e SL8.
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Figura 21: Proposta biossintética para a perda da Me-28 em SL1.

oY >
COOH

Tabela 1: Dados espectroscopicos de RMN de *H (500 e 400 MHz) e 3C (125 e 100 MHz)

dos compostos SL1-SL4 em CDCls.

62

SL1? SL2# SL3® SL4°P
posicéo OH dc OH Jc OH oc OH dc

1 143 m;1.25m 323 141m;118m 322 140m;1.21m 32.3 140m;1.22m 32.0
2 1.95m 21.9 1.94m 22.1 1.88m; 1.77m 22.0 1.88m; 1.70 m 22.0
3 5.13t(2,6) 76.3 5.10t (3.0) 75.7 5.00t(2,8) 75.1 4.98 brs 748
4 49.9 49.9 49.7 49.8
5 2.15dd (10.7, 2.5) 455 2.04m 45.3 1.99m 45.1 2.09m 455
6 1.55m 21.6 1.60 m 21.6 1.60m; 1.55m 21.6 1.60m; 1.55m 21.4
7 2.05m; 1.67m 40.5 2.01m;1.58m 40.3 2.02m; 1.66 m 40.3 2.02m; 158 m 40.2
8 41.0 41.1 411 41.3
9 1.76 m 47.4 1.80 m 47.2 1.77m 47.2 1.79m 47.0
10 37.6 37.7 37.7 37.8
11 1.78 m; 1.58 m 16.3 1.80m; 1.55m 16.4 1.77m;1.61m 16.3 1.79m; 1.60 m 16.2
12 1.83m;1.35m 28.7 1.84m;1.32m 28.7 1.82m;1.37m 28.7 1.81m;1.37m 28.5
13 38.1 38.1 38.1 38.3
14 185.2 185.6 185.6 185.6
15 590s 121.6 5.89s 121.6 591s 121.7 5.87s 1215
16 202.5 202.9 202.9 n.o.°
17 2.07m 46.0 2.08 m 46.0 2.04m 46.0 2.08 m 46.0
18 161m 47.9 1.60m 47.9 1.61m 47.9 1.60m 47.8
19 1.40 m; 1.05 m 38.9 1.40 m; 1.05 m 38.9 1.40 m; 1.05 m 39.0 1.40 m; 1.05 m 38.8
20 30.3 30.3 304 30.4
21 1.45m;1.15m 38.6 1.44m;1.17m 38.6 1.46 m; 1.17 m 38.7 1.46m; 1.17m 38.5
22 220m; 1.22m 232 219m;1.18m 23.2 220m;1.22m 23.3 220m;1.22m 231
23 178.6 177.2 178.3 178.1
24 1.30s 17.0 131s 17.2 1.28s 17.1 1.24s 17.1
25 1.03s 15.8 1.02s 15.9 1.00s 159 0.99s 15.7
26 1.16s 26.4 1.15s 26.5 1.16s 26.4 1.13s 26.0
27 117s 20.2 1.20s 20.3 1.18s 20.2 1.18s 20.0
29 0.93s 335 0.94s 33.6 0.94s 33.6 0.94s 335
30 0.85s 24.8 0.86s 249 0.85s 249 0.86s 248
1 130.4 130.6 173.0 173.3
2' 7.95dd (8.0e 1.0) 129.7 7.52m 128.4 2.26dt(7.5e3.5) 34.7 2.26 tl (6.6) 36.7
3 7.41 11 (8.0) 128.5 7.37Tm 129.1 1.28m 314 1.62m 18.4
4' 7.55m 133.1 7.37Tm 1345 1.59m 24.9 0.91t (6.6) 13.7
5’ 7.41 1t (8.0) 1285 7.37m 129.1 1.29m 225

6 7.95dd (8.0e 1.0) 129.7 7.52m 128.4 0.87t(6.7) 14.7

7 165.5 7.64d (16.0) 145.3

8 6.42 d (16.0) 118.3

9’ 166.2

a8RMN de 'H, 500 MHz; RMN de 3C, 125 MHz. "RMN de 'H, 400 MHz; RMN de 13C, 100 MHz. ©n.o., sinais ndo observados.
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Composto SL5 foi obtido como um 6leo incolor. Sua férmula molecular foi definida
como Cz4Hs206 pelo IES-EMAR com m/z 539.3739 [M — H20 + H]* (calculado para C34Hs10s,
539.3731, A = -1.5 ppm) indicando a presenca de nove graus de instauragdes. O espectro de
RMN de *H apresentou uma sobreposicéo de sinais na regifo entre oy 1.29 e 1.21, assim como
0s sinais em on 5.29 (1H, ddd, J = 10.4, 7.6, 3.0 Hz) e 61 5.39 (1H, ddd, J = 10.4, 7.1, 3.2 Hz),
indicando a presenca do éster do acido (Z)-5-tetradecanoico. Os dados de IESEM? mostraram
um ion protonado com m/z 539 [M- H20 + H]" fragmentando em m/z 313, demostrando a perda
de uma unidade acido 5(Z)-tetradecandico, produzido a partir de um rearranjo do tipo
McLafferty (Figura S86).1%3334 Além disso, dados de RMN (*H, *3C, e HSQC) para este
composto indicaram que o substancia possui um nucleo diterpénico do tipo 12-desoxiforbol
similar aos ja identificados em S. lineata e S. silvatica. "*1* O espectro de RMN de H apresentou
4 sinais de metilas do esqueleto diterpénico em Jn 0.86 (3H, d, J = 6.4 Hz, CH3-18), o1 1.04
(3H, s, CHz-16), o 1.16 (3H, s, CH3-17) e on 1.72 (3H, brs, CHs-19), além de um sinal em Jn
0.86 (3H, t, J=7.2 Hz, CH3-14") caracteristico de uma metila terminal. Foi observada a presenga
de seis sinais de hidrogénios metinicos em Jn 7.54 (1H, brs, H-1), 6n 5.64 (1H, d, J = 4.0 Hz,
H-7), on 3.00 (1H, brs, H-8), dn 3.26 (1H, brs, H-10), o 1.98 (1H, m, H-11) e 6n 0.81 (1H, d,
J =5.2 Hz, H-14) e os oximetilénicos em on 3.95 (1H, d, J = 12.7 Hz, H-20a) e Jn 4.00 (1H, d,
J=12.7 Hz, H-20b). A diferenca entre os 12-desoxiforbol, isolados anteriormente de Stillingia,
foi a presenca do grupo éster do acido (Z)-5-tetradecanoico presente em C-13. " A correlagGes
observadas, no espectro de HMBC, dos sinais em Jn 1.04 (CH3-16) e ox 1.16 (CH3-17) com 0
oc 63.5 (C-13) confirmaram um substituinte nessa posi¢do. A confirmacdo da posicdo e
estereoquimica relativa do grupo 5(Z)-tetradecanoil foi possivel a partir das analises conjuntas
dos espectros de *H, COSY, HSQC e HMBC. Em relagdo ao espectro de COSY, o sinal em J
2.28 (1H, t, J = 7.5 Hz, H-2’) se correlacionou com Jn 1.65 (1H, quint, J = 7.3 Hz, H-3"),
enguanto que no espectro de HMBC, o mesmo sinal de préton se correlacionou com oc 175.9
(C-1") e oc 24.8 (C-3”). Esse sinal correspondente ao CH2 (C-2) vizinho a carbonila de éster
foi usada como referéncia inicial na busca da posicao da dupla ligacéo. As correlagdes no entre
H-2'/C-2'> H-3'/C-3'> H-4'/C-4'-> H-5'/C-5'"> H-6'/C-6" nos espectros de COSY e HSQC
confirmaram a posicdo da instauragio em A® (Figura 20). Os sinais atribuidos a H/C5’ e H/C6’
foram on 5.29/6c 128.2 e on 5.39/0c 131.5, respectivamente. A estereoquimica cis pode ser
atribuida a partir do valor de J e comparacdo com dados de RMN do éacido 5(2)-
tetradecan6ico.®® A configuracio relativa do composto SL5 foi deduzida a partir das correlagbes
do espectro de NOESY, da rotagio dptica e comparacdo com dados reportados na literatura.’
CorrelagOes cruzadas de H-8/H-11 e H-8/H-16 indicaram uma £ orientagcdo para todos esses
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prétons e grupo metila em C-16. Apesar de nenhuma outra correlacdo no NOESY ter sido
encontrada para apoiar a juncao trans dos anéis A/B com H-10a e OH-4/, assim como 0 grupo
acil em C-13 com uma posicdo a, essas orientacbes foram baseadas em consideracoes
biogenéticas de diterpenos tiglianos previamente descritos e também porque os deslocamentos
quimicos de carbonos de SL5 estdo semelhantes aos compostos estruturalmente
relacionados.®®*" Os demais dados de RMN de H e 3C podem ser observados na Tabela 2.
Baseado nesses dados, o composto SL5 foi determinado como 13-(5Z) - tetradecanoato de 12-
desoxiforbol.

O composto SL6 foi obtido como um éleo incolor. Sua formula molecular foi definida
como Cz4Hs006 pelo IES-EMAR com m/z 537.3554 [M — H20 + H]* (calculado para C34Ha90s,
537.3574, A = 2.1 ppm) indicando a presenga de dez graus de instauracdes. Os dados de RMN
de H, 3C e HSQC possuem uma grande semelhanca com os dados da substancia SL5. Nos
espectros de RMN *H e 13C, a diferenca esta na auséncia dos sinais oximetilénicos do C-20
presentes na substancia SL5 e o aparecimento dos sinais em on 9.42 (1H, s)/ 6c 193.9 indicando
a presenca de um grupo aldeido nessa posicdo?. A confirmacéo da posicdo foi possivel ao
observar a correlagdo no HMBC do én 9.42 (H-20) com dc 142.9 (C-6) e ao deslocamento
quimico de H-7 em 6n 6.71, agora numa posigdo S a carbonila, quando comparado ao H-7 do
composto SL5. Os dados de ESIMS? mostrou um fon protonado com m/z 537 [M— Hz0 + H]*
que ao ser fragmentado apresentou um ion em m/z 311, demostrando a perda de uma unidade
do 4cido 5(Z)- tetradecanoico (m/z 226) (Figura S100).3® A posicdo da instauracdo e sua
configuracao foi realizada de modo semelhante ao composto SL5. Demais dados de *H e *C
podem ser observados na Tabela 2. A estereoquimica relativa do composto SL6 foi deduzida
pela similaridade nas correlac@es no espectro de NOESY e rotagdo Optica com o composto SL5
e comparacdo com os dados reportados na literatura.” Baseado nesses dados, o0 composto SL6
foi determinada como 13-(Z)-5- tetradecanoato de 12-desoxiforbaldeido.

Composto SL7 foi obtido como um dleo incolor. Sua formula molecular foi definida
como Cs2Has06 pelo IES-EMAR com m/z 511.3410 [M — H20 + H]* (calculado para Cs2H470s,
511.3418, A = 1.6 ppm) indicando a presenca de nove graus de instauragdo. Os dados de RMN
de *H e *3C indicam que a substancia possui um ntcleo diterpénico do tipo 12-desoxiforbaldeido
similar a substancia SL6 (Tabela 2). Os dados de ESIMS? mostrou um fon protonado com m/z
511 [M-H20 + H] * que ao ser fragmentado apresentou um pico base com m/z 311, demostrando
a perda de uma unidade de &cido dodecanodico (Figura S114). Baseado nesses dados, 0 composto

SL7 foi determinado como 13-dodecanoato de 12-desoxiforbaldeido.
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Composto SL8 foi obtido como um 6leo incolor. Sua férmula molecular foi definida
como CzgHsgO7 pelo IES-EMAR com m/z 627.4268 [M + H]* (calculado para CsgHs907,
627.4255, A=-2.0 ppm) indicando a presenca de dez graus de instaurac6es. Os dados de RMN
de 'H, 3C e HSQC para este composto indicam que o substancia possui um ndcleo diterpénico
do tipo 4o-desoxiforbaldeido.” O espectro de RMN de *H apresentou quatro sinais de metilas
do esqueleto diterpénico em on 1.10 (3H, d, J = 6.3 Hz, CH3-18), dn 1.26 (3H, s, CH3-16), dn
1.33 (3H, s, CH3-17) e on 1.75 (3H, brs, CH3-19), assim como um sinal em o 0.87 (3H, t, J =
7.6 Hz, CHz-14") correspondente a uma metila terminal. Foi observada a presenca de nove sinais
de hidrogénios metinicos em J1 6.99 (1H, brs, H-1), o 2.85 (1H, m, H-4), 6w 6.04 (1H, brs, H-
7), o 2.25 (1H, m, H-8), du 3.55 (1H, m, H-10), 5n 1.76 (1H, m, H-11), 6n 5.47 (1H, d, J =
10.4 Hz, H-12), o 0.87 (1H, m, H-14) e 6 9.30 (1H, s, H-20). O sinal em 6n 5.16 (1H, s, OH-
9) foi assinalado como o grupo hidroxila em C-9. Os dados de IESEM? mostraram a presenca
de um ion protonado com m/z 627 [M + H]" que ao ser fragmentado apresentou um ion com
m/z 371, demostrando a perda de uma unidade de acido hexadecandico e um ion como pico
base com m/z 311, demostrando a perda de uma unidade de acetato (Figura S129). Correlagcdes
no HMBC de H-12 com C-1’ (6c 173.5) confirma a posicao da unidade de acido graxo em C-
12 via uma ligacdo éster (Figura 20). Além disso, experimentos de RMN 1D e 2D foram
realizados em CsDsN corroborando esse assinalamento. A configuracao relativa do composto
SL8 foi definida pelas correlacBes observadas no espectro de NOESY, rotagdo Optica e
comparagio com o composto SL11 assim como os dados reportados na literatura.” Correlagoes
cruzadas de H-8/H-11, H-8/H-16 indicam que todos os hidrogénios estdo para a mesma face e
portanto foram atribuidos a orientagdo 3, ja as correlagGes cruzadas entre H-12/OH-9, H-12/H-
18, H-18/H-10, H-10/H-4, H-4/H-5a e H-14/OH-9 foram atribuidos a orientagdo o, como
representado na Figura 20. Assim, a estrutura SL8 foi proposta como sendo o 12-O-
hexadecanoato-4a-desoxiforbol-13-acetato.

Baseado nos dados fisicos e espectroscopicos e comparagdo com os valores publicados,
0s compostos conhecidos isolados nesse estudo foram identificados como diterpenos do tipo
forbol, 12-desoxiforbol-13-dodecanoato (SL9),%? 12-desoxiforbol-13-tetradecanoato (SL10),%
e 12-O-hexadecanoato-4a-desoxiforbol-13-acetato  (SL11),2* e os diterpenos do tipo
flexibilano, tonantzitlolonas A-C (SL12-SL14).1
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Tabela 2: Dados espectroscopicos de RMN de *H (500 e 400 MHz) e *C NMR (125 e 100

MHz) dos compostos SL5-SL8 em CDCls.

posicéo
1
2
3
4
S5a

5p

10
11
12a
128
13
14
15
16
17
18
19
20

6

SL5P SL6% SL72 SL8P
OH oc OH oc OH dc OH dc
7.54 sl 161.4 7.55 sl 160.8 7.55 sl 160.4 6.99 sl 154.7
132.9 133.6 133.2 143.8
209.6 208.2 n.o. 206.7
73.8 729 n.0. 2.85m 48.7
246 d (19.0) 385 2.44 brd (19.5) 345 2.44 brd (19.5) 345 3.13m 20.9
2.52d (19.0) 2.88d (19.5) 2.83d (19.5) 3.26 dd (15.5 € 4.4)
140.1 142.9 142.6 141.0
5.64d (4.0) 130.4 671dd(54e19) 1583 671dd (53e12) 1581 6.04 sl 152.3
3.00sl 39.1 3.30t(5.4) 415 3.361(5.3) 413 225m 417
76.3 77.3 76.6 77.9
3.26 sl 55.8 3.08 sl 55.8 3.08 sl 55.7 3.55m 47.1
1.98m 36.3 2.05m 36.6 2.09m 36.5 1.76 m 42.8
1.55m 31.9 1.59m 31.7 1.59m 31.6 5.47 d (10.4) 74.8
2.07m 2.10m 2.09m
63.5 63.1 62.9 65.1
0.81d (5.2) 32.6 1.00d (5.4) 32.2 1.00d (5.3) 32.0 0.87m 36.2
22.7 22.8 22.8 25.3
1.04s 15.4 1.08s 15.4 1.08s 15.1 1.26s 16.5
1.16s 23.3 1.23s 23.3 1.23s 23.0 1.33s 24.2
0.86 d (6.4) 187 0.89.d (6.2) 186 0.88d (6.2) 185 1.10d (6.3) 12.0
1.72l 10.2 1.78 sl 10.2 1.78 sl 10.0 1.75sl 10.6
a4.00d (12.7) 68.3 9.42s 193.9 9.42s n.o. 9.30s 194.3
b3.95 d (12.7)
175.9 176.1 176.3 1735
2.29t(7.4) 34.0 2.33t(7.5) 34.0 2.31t(7.0) 345 237m 34.6
1.65 quint (7.4) 24.8 1.70 quint (7.5) 24.8 162m 24.6 124-130m¢  29.4-29.9¢
2.05m 26.6 2.05m 26.6 1.21-1.29 m¢ 29.4-29.8¢ 1.24-1.30 md 29.4-29.9¢
5.29 ddd (10.4. 7.6 128.2 5.30 ddd (10.8. 7.2 ¢ 128.1 1.21-1.29 m¢ 29.4-29.8¢ 1.24-1.30 md 29.4-29.9¢
£3.2) 3.5)
5.39 ddd (10.4. 7.6 131.5 5.39ddd (10.8. 7.2 ¢ 131.6 1.21-1.29 m¢ 29.4-29.8¢ 1.24-1.30 m¢ 29.4-29.9¢
e3.2) 3.5)
1.99m 27.3 2.00m 27.4 1.24-1.29 m¢ 29.4-29.8¢ 1.24-1.30 m4 29.4-29.9¢
1.21-1.29 m¢ 29.4-29.8¢ 1.24-1.30 m¢ 29.2-29.8¢ 1.24-1.29 m¢ 29.4-29.8¢ 1.24-1.30 m4 29.4-29.9¢
1.21-1.29 m¢ 29.4-29.8¢ 1.24-1.30 m¢ 29.2-29.8¢ 1.24-1.29 m¢ 29.4-29.8¢ 1.24-1.30 m4 29.4-29.9¢
1.21-1.29 m¢ 29.4-29.8¢ 1.24-1.30 m¢ 29.2-29.8¢ 1.24-1.29 m¢ 29.4-29.8¢ 1.24-1.30 m4 29.4-29.9¢
1.21-1.29 m¢ 29.4-29.8¢ 1.24-1.30 m¢ 29.2-29.8¢ 1.24-1.29 m¢ 29.4-29.8¢ 1.24-1.30 m4 29.4-29.9¢
1.21-1.29 m¢ 29.4-29.8¢ 1.24-1.30 m¢ 29.2-29.8¢ 0.881t(7.2) 14.0 1.24-1.30 m4 29.4-29.9¢
1.21-1.29 m¢ 29.4-29.8¢ 1.24-1.30 m¢ 29.2-29.8¢ 1.24-1.30 m4 29.4-29.9¢
0.86t(7.2) 14.2 0.88t(7.1) 14.2 1.24-1.30 m4 29.4-29.9¢
1.24-1.30 m4 29.4-29.9¢
0.87t(7.6) 14.2
173.7
21s 211

3RMN de 'H, 500 MHz; RMN de *°C, 125 MHz. "RMN de *H, 400 MHz; RMN de **C 100 MHz. ¢ n.o., sinais ndo observados. ¢ sobrepostos.
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A citotoxicidade dos terpenoides foi avaliada usando o ensaio de reducdo do MTT em
células Vero, como linhagem celular epitelial. A concentragdo citotdxica de 20% (CC2o), que €
a concentracdo do composto que causa uma reducédo da viabilidade de 20%, variou de 8.7 a 328
1M e a concentragéo citotoxica de 50% (CCso) variou de 24.6 a 848 uM (Tabela S4 e Figura
S150). Os valores de CCy e CCso do controle positivo o ribosideo 6-metilmercaptopurina (6
MMPr), um antiviral conhecido contra o ZIKV, foram de 60.5 e 291 uM, respectivamente.®
Assim, os terpenoides selecionados demonstraram baixa citotoxicidade para células epiteliais,
sugerindo seu potencial uso como candidatos antivirais contra o0 ZIKV.

A atividade antiviral dos terpenoides em células VVero foram avaliadas por titulacao viral
do sobrenadante das células infectadas com o ZIKV tratadas e ndo tratadas. Nesses
experimentos, 0 ZIKV atingiu um titulo de 6.7 logio TCIDso/mL em células ndo tratadas e 5.4
logio TCIDso/mL em ceélulas tratadas com 6MMPr. Verificou-se que seis dos 12 compostos
(compostos SL2, SL5, SL9-SL11 e SL14) reduziram significativamente a replicacdo do ZIKV
em relacdo ao controle ndo tratado. Os compostos SL2 e SL5 foram os mais ativos reduzindo
a titulacdo em 1.7 e 1.8 logio TCIDso/mL, respectivamente (Figura 22). Essas redugdes foram
similares aos achados por outros inibidores de ZIKV sintéticos®, assim como de produtos de
origem natural.>® Assim, estes resultados indicam que os terpenoides de S. loranthacea
representam candidatos antivirais promissores contra o ZIKV, o que justifica uma avaliacéo

mais aprofundada em modelos animais.

Figura 22: Atividade antiviral dos terpenoides de S. loranthacea contra o ZIKV.

Screening Post-infection TCID5, (ZIKV)

*% T

- *
6 *%k *kk Kk * *%k

Virus titer (log10 TCID, /mL)

Pos. 6MMPr 1 2 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

OBS: Células Vero foram infectadas com ZIKV MOI 0.1 e entdo tratadas com o CC20 dos
compostos SL1, SL2, SL5-SL14. As celulas foram encubadas a 37 °C e 5% CO2 por cinco

dias, quando entdo o sobrenadante foi colhido e titulado pelo método TCID50. Os valores sao
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a média £ desvio padrdo de trés experimentos independentes e foram calculados frente o
controle negativo ndo tratado (neg.) Os dados foram analisados utilizando ANOVA one-way
seguida pelo teste de Dunnett’s. *p<0.05; **p<0.001; ***p<0.0005.

Estudos anteriores sobre a relacdo estrutura atividade dos diterpenos tiglianos foram
estabelecidos para as atividades anti-CHIKV, anti-HIV-1 e anti-HIV-2.40%! Resultados
similares foram observados para os diterpenos testados nesse estudo contra a replicagdo do
ZIKV. Para os resultados obtidos, apenas as substancias que possuiam grupo hidoxila em C-20
(como nos compostos SL5 e SL9-SL11) foram ativas. Alem disso, foi observado que a
presenca de grupo formila (como nos compostos SL6-SL8) € prejudicial para a atividade

antiviral 4041

SESSAO EXPERIMENTAL

Procedimentos experimentais gerais. A rotacdo optica foi mensurada num polarimetro
Jasco P-2000 (Jasco, Easton MD) em CHCIs a 25 °C. Os espectros de 1V foram obtidos num
espectrometro Bruker Vertex 70 (Bruker, Billerica, MA, USA). Os espectros de RMN
unidimensionais (*H and **C) e bidimensionais (HSQC, HMBC, COSY e NOESY) foram
obtidos em espectrometros VARIAN-SYSTEM (500 MHz e 125 MHz) e BRUKER AVANCE
11 HD (400 MHz e 100 MHz). CsD¢, CDCl3, C3DeO e CD30OD foram utilizados como solventes
deuterados e usado os sinais dos solventes residuais ndo deuterado como referéncia. Para
obtencdo dos espectros de massas das substancias foram utilizados espectrometros de massas
de alta e baixa resolugéo da marca Bruker, modelo microTOF Il e lon-Trap AmazonX (Bruker,
Billerica, MA, USA), respectivamente, pela técnica de lonizagdo por Eletrospray modo
positivo. O isolamento, purificagdo e andlise dos constituintes quimicos foram realizados
utilizando métodos cromatograficos como: cromatografia em coluna (CC) cromatografia em
camada delgada analitica (CCDA) e cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC).

Para as CC utilizou-se silica gel (Silicycle® de particulas com dimensdes entre 0,063-
0,2 mm ou 0,04-0,063 mm). Para CCDA foram utilizadas placas comerciais de silica gel
(Whatman), em camadas de 0,25 mm de espessura sobre suporte de aluminio (20x20 cm). As
substancias em analise foram evidenciadas pelo uso de radiacéo ultravioleta nos comprimentos
de onda de 254 e 366 nm (aparelho de marca Boitton) como também por impregnacéo das
placas em cubas de vidro, saturadas por vapor de iodo.

Material vegetal. O material botanico foi coletado na cidade de Morro do Chapéu-BA,
Brasil, (11°33700"S, 41°0922"W) em marco de 2016. O registro de acesso no Sistema
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Nacional de Gestdo do Patriménio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado foi
obtido sob nimero A22E9BO0. A espécie foi identificada pela Prof?. Maria Lenise Guedes, tendo
uma exsicata depositada no Herbario Alexandre Leal da Costa (ALCB) do Instituto de Biologia,
sob 0 nimero 123491. As raizes secas a 32 °C por 72 horas, produziram 560g do cerne da raiz
e 115g das cascas das raizes.

Extracéo e Isolamento. As cascas das raizes foram fracionadas e submetidas a extragdo
com solvente organico. O processo escolhido para extracdo foi a macera¢do com hexano por 7
dias, com repeticdo desse processo por trés vezes. Apds a primeira extracao, a casca da raiz foi
extraida novamente com etanol absoluto da mesma forma anteriormente descrita. As solucées
obtidas foram filtradas e concentradas sob pressao reduzida a 40 °C para obtenc¢éo dos extratos
hexanico (5,3 g) e etandlico (7,6 g). O mesmo procedimento foi feito para obtencdo dos extratos
do cerne da raiz, caule e folhas. O extrato hexanico (2,6 g) foi submetido a CC, empacotada
com silica gel 60 (0,063 — 0,2 mm), e como fase movel os solventes hexano e acetato de etila
(100:0; 95:5, 90:10, 80:20, 70:30 e 0:100; 600 mL de cada mistura). Fracdes de 150 mL foram
coletadas e obtido 24 fragdes. As fracdes foram analisadas por CCDA e reunidas de acordo com
seus perfis cromatograficos em 12 fracdes (F1-F12). As fracdes F4 (98,0 mg) e F8 (680,0 mg)
apresentaram-se puras, sendo ap0Os analise por RMN codificadas, respectivamente, de
substancias SL12 e SL13. A fracdo F10 (314,0 mg), foi submetida separacdo cromatogréafica
em CLAE-DAD com uma coluna ACE-250 x 21,2 mm x 5um C1g com o seguinte gradiente de
eluicdo: solvente A = H0; Solvente B = CH3CN; Perfil de elui¢do = 0,0 - 70,0 min (85% de
B); 70,0 - 80,0 min (85 - 100% de B); 80,0 - 100,0 min (100 - 100% de B); 100,0 - 110,0 min
(100 - 85% de B); 110,0 - 130,0 min (85 - 85% de B), volume de inje¢do de 100 uL e fluxo de
8,0 mL/min.; foram coletadas24 fragdes. As analises dos espectros de RMN H! dos picos
isolados permitiram a identificagdo de nove compostos (SL1, SL5, SL6, SL8-11, SL13 e
SL14), além de uma mistura com duas substancias (SL2 e SL7). Os picos isolados tiveram os
seguintes tempos de reten¢do: 18.73 (SL13 — 9.1 mg); 27.74 (SL14 — 15.9 mg); 50.74 (SL9 —
8.2 mg); 57.26 (SL5 — 10.5 mg); 59.97 (SL1 — 12.4 mg); 68.66 (SL2 e SL7 — 7.3 mg); 77.71
(SL6 — 4.3 mg); 84.38 (SL10 — 6.5 mg); 104.92 (SL8 — 1.8 mg); e 107.24 (SL11 — 5.3 mg)
(Figura 12). A fracdo com a mistura de SL2 e SL5 (7,3 mg) foi submetida a separacédo
cromatografica em CLAE-DAD (fase mdvel: CH3CN:H-0 (70:40); fluxo isocratico 3 mL/min;
tempo de corrida: 230 min; coluna ACE-250 x 10 mm x 5 um C-18; comprimento de onda 220
nm conduzindo ao isolamento dos compostos SL2 (Tr = 219.48 min; 1,0 mg), e SL7 (Tr =

211.34 min; 0,8 mg). O isolamento dos compostos SL3 (0.5 mg) e SL4 (0.3 mg) foi possivel
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ao realizar um fracionamento similar ao procedimento descrito, guiado por CLAE-IESEM? na
busca de picos com valores de m/z observados no Cluster A.

Acido 3a-Benzoila-28-nor-D-friedooleano-14-en-16-one-23-oico (SL1): 6leo incolor;
[a]?°0 —25 (¢ 0.1, CHCl3); IV vmax 3400, 3192, 2944, 2872, 1720, 1272 cm™%;'H e 13C NMR,
ver Tabela 1; IES-EMAR m/z 561.3557 [M + H]" (calculado para CssHa90s, 561.3575, A=1.8
ppm).

Acido 3a-Cinamoila-28-nor-D-friedooleano-14-en-16-one-23-oico (SL2): leo incolor;
[a]?°0 —19 (c 0.1, CHCl3); IV vmax 3402, 3189, 2941, 2870, 1721, 1275 cm™%; 'H e 3C NMR,
ver Tabela 1; IES-EMAR m/z 587.3720 [M + H]" (calculado para CsgHs10s, 587.3731, A= 1.9
ppm).

Acido 3a-Hexanoila-28-nor-D-friedooleano-14-en-16-one-23-oico (SL3): 6leo incolor;
[a]?°0 —20 (c 0.1, CHCl3); IV vmax 3401, 3188, 2939, 2868, 1721, 1273 cm™%; 'H e 3C NMR,
ver Tabela 1; IES-EMAR m/z 555.4035 [M + H]" (calculado para CssHs50s, 555.4044, A= 1.6
ppm).

Acido 3a-Butanoila-28-nor-D-friedooleano-14-en-16-one-23-oico (SL4): dleo incolor;
[a]?°0 —23 (c 0.1, CHCl3); IV vmax 3399, 3187, 2939, 2868, 1721, 1273 cm™%; 'H e 3C NMR,
ver Tabela 1; IES-EMAR m/z 527.3730 [M + H]* (calculado para C33Hs10s, 527.3731, A= 0.2
ppm).

13-(2)-5-Tetradecanoato de 12-desoxiforbol (SL5): dleo incolor; [a]®o +25 (c 0.1,
CHCl3); IV vmax 3404, 2925, 2855, 1712 cm™?; *H e 3C NMR, ver Tabela 2; IES-EMAR m/z
539.3739 [M — H20 + H]" (calculado para C3sHs10s, 539.3731, A = —1.5 ppm).

13-(2)-5-Tetradecanoato de 12-desoxiforbaldeido (SL6): 6leo incolor; [a]®p +33 (c
0.1, CHCI3); IV vmax 3392, 2925, 2854, 1714 cm™*; *H e 13C NMR, ver Tabela 2; IES-EMAR
m/z 537.2959 [M — H20 + H]" (calculado para C3sHa90s, 537.3574, A =2.1 ppm).

13-Dodecanoato de 12-desoxiforbaldeido- (SL7): dleo incolor; [¢]*°p +2 (¢ 0.1, CHCl5);
IV vmax 3401, 2924, 2854, 1711 cm™%; *H e 3C NMR, ver Tabela 2; IES-EMAR m/z 511.3410
[M — H20 + H]" (calculado para C32H470s, 511.3418, A = 1.6 ppm).

12-O-Hexadecanoato de 13-acetato-4a-desoxiforbaldeido (SL8): 6leo incolor; [a]*°p —
4 (¢ 0.1, CHCI3); 1V vmax 3408, 2926, 2853, 1715 cm™*; 'H e 3C NMR, ver Tabela 2; IES-
EMAR m/z 627.4268 [M + H]" (calculado para CsgHs9O7, 627.4255, A =-2.0 ppm).

Andlises dos extratos hexanicos por CLAE-IESEM? and CLAE-IESEMAR.
Aproximadamente 1,5 mg de cada extrato foi dissolvido em 1,0 mL de CH3CN, filtradas em
um filtro PVDF de 0,45 um e injetadas no CLAE. As andlises de CLAE-IESEM? foram
realizadas utilizando um UFLC (Shimadzu) contendo duas bombas de solvente LC20AD, um
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auto amostrador SIL20AHT e um controlador de sistema CBM20A, acoplado com um
espectrometro de massas lon-Trap (AmaZon X) ou um espectrometro do tipo TOF
(microTOFII). Os experimentos de LC foram realizados utilizando uma coluna Cis (Kromasil
-250 mm x 4,6 mm x 5 um) e o seguinte gradiente de eluicdo: solvente A = H20 e acido férmico
(0,1% v/v); Solvente B = CH3CN; Perfil de elui¢do = 0,0 - 70,0 min (85 - 85% de B); 70,0 -
80,0 min (85 - 100% de B); 80,0 - 100,0 min (100 - 100% de B); 100,0 - 110,0 min (100 - 85%
de B); 110,0 - 130,0 min (85 - 85% de B), volume de injecdo de 20 uL e taxa de fluxo de 0,6
mL/min. Os parametros de analise do lon-Trap foram os seguintes: capilar 4,5 kV, IES no modo
positivo, offset da placa final 500 V, nebulizador 35 psi, gas seco (N2) com fluxo de 8 mL/min
e temperatura de 300 °C. A fragmentacdo de CID foi conseguida no modo autoEM/EM
utilizando 0 modo de resolucdo avancada para 0 modo EM e EM/EM. As possiveis estruturas
putativas foram propostas com base no padrédo de fragmentacdo EM/EM. Os espectros (m/z 50-
1000) foram registados a cada 2 s.

Tratamento dos Dados de Espectrometria de Massas e Obtencdo da Rede
Molecular. Os resultados obtidos no CLAE-IESEM? foram submetidos a uma convers3o para
o formato mzXML utilizando o programa Data Analisys. Redes moleculares foram criadas
usando um passo a passo online do site do GNPS (http://gnps.ucsd.edu).?* Esses dados foram
agupados em clusteres com uma tolerancia do ion precussor de 1.0 Da e os ions fragmentos
(MS/MS) com uma tolerancia de 0.5 Da para criar agrupamento com espectros semelhantes.
Adicionalmente, espectros que possuiam menos de dois espectros semelhantes foram
descartados. A rede foi entdo criada, onde as linhas foram filtradas para ter uma pontuacdo de
cosseno acima de 0,6 e mais de seis picos correspondentes. ApGs 0s espectros serem
organizados baseados na similaridade de fragmentacdo, os dados foram importados para o
Cytoscape 3.5.1 e mostrado como uma rede contendo nodos e linhas.*? Para evitar a
interpretacdo incorreta dos contaminantes ou ruido do CALE, inje¢des em branco (fase movel)
foram introduzidos na rede espectral para poder destinguir-se de amostras, sendo identificadas
no Cytoscape com nodos de cor branca.

Célculos do DFT e predicdo dos espectros de RMN de '3C. As estruturas dos
compostos foram desenhadas wusando o Marvin 16.1.11.0, 2016, ChemAxon
(http://www.chemaxon.com). O software, Standardizer, JChem 16.1.11.0, 2016, ChemAxon,
foi usando para canonizar as estruturas. Esse processo converte uma estrutura quimica escolhida
arbitrariamente em uma notacao unica, adiciona hidrogénios e limpa a figura molecular em trés
dimensGes. A estrutura é dividida em pequenos fragmentos organizados em uma arvore usando

informacdes de conectividade. Os conférmeros gerados para a estrutura inicial (representada
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pelo né da raiz da arvore) sdo otimizados. O processo de construcdo da arvore usa uma versao
estendida do campo de forca Dreiding.**#* A geometria da estrutura quimica do composto foi
otimizada inicialmente com um campo de forca do Merck Molecular Force Field (MMFF),* e
uma nova otimizacdo geométrica foi realizada com base no método semi-empirico, Austin
Model 1 (AM1).% Posteriormente, foi utilizado um método de busca sistematica que analisou
os conformeros e selecionou os tinham as menores energias minimas usando AM1 e o algoritmo
de Monte-Carlo.*” Em seguida, as energias minimas selecionadas foram otimizadas com base
no calculo do modo vibracional usando DFT (teoria funcional da densidade).*® Os calculos da
DFT foram realizados com o Spartan 16 para Windows (Wavefunction, Irvine, CA, EUA).44°
Cada estrutura estudada foi examinada no nivel EDF2/6-311G* e as estruturas de menor energia
foram selecionadas para os célculos. O minimo global da energia potencial na superficie foi
utilizado para a determinacéo de cada geometria, e os deslocamentos quimicos de RMN de *H
e 13C foram geradas usando a média de Boltzmann.

Células. As células Vero (células epiteliais renais extraidas de um macaco verde
africano) foram cultivadas em meio de Eagle modificado por Dulbelcco (DMEM)
suplementado com soro fetal bovino (SFB) inativado a 10%, L-glutamina 2 mM e 100 U/mL
de penicilina/estreptomicina 100 U/mL, a 37 ° C com 5% de COa.

Virus. O virus da Zika utilizado  foi a cepa brasileira
(ZIKV/H.sapiens/Brazil/PE243/2015; abreviado para ZIKV PE243; nimero de acesso
GenBank KX197192.1) (DONALD et al., 2016). A cepa ZIKV PE243 foi propagada em células
Vero e apos a titulagdo pelo método padrdo TCIDso foi armazenado a -80 °C até ser utilizado
(REED; MUENCH, 1938). O virus foi tratado em um laboratorio de nivel 2 de biosseguranca
(BSL-2), aprovado pelo CQB: 98/99 e seguindo toda a legislagéo brasileira necessaria.

Ensaio de citotoxicidade. Os compostos isolados foram dissolvidos em
dimetilsulfoxido (DMSO) e depois diluido em meio de cultura para uma concentracao final de
DMSO de 0,4% (v/v). A toxicidade celular foi determinada usando o ensaio de red¢do do MTT
(brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2yl) -2,5-difenil tetrazolium]) (MOSMANN, 1983).

Detalhadamente, ap6s plaqueamento das células Vero durante 24 horas em
concentracdes de 1x10* nas microplacas de 96 pogos, foi realizado o tratamento com varias
concentragdes de cada composto isolado durante 1 hora. Em seguida, 50 pL de solugdo de MTT
(1 mg/mL) foi adicionada a cada poco e a microplaca foi incubada a 37 °C, em 5% de CO, por
3-4 h. Em seguida, os cristais roxos de formazan do MTT foram solubilizados com DMSO e as
densidades opticas foram medidas usando um espectrofotdbmetro de microplacas (BioTek,
EL X800, Winooski, VT, EUA) a 540 nm. Como controle para o teste de citotoxicidade, foi
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utilizado a ribose de 6-metilmercaptopurina (6MMPr), uma substancia analoga ao nucleosideo
tiopurina, reproduzindo um estudo anterior, onde a 6MMPr possuiu atividade frente ao virus da
ZIKA em testes in vitro (DE CARVALHO et al., 2017). Uma solucdo inicial do controle
positivo foi preparada com H>O Milli-Q, esterilizada por filtragdo em filtro de 0.22 uM
Millipore e armazenado sob refrigeracdo a -20°C. A viabilidade celular foi determinada pela
subtracdo da densidade Optica da fragdo de células tratadas pelas células controles ndo tratados.
O ponto limite para tratamento antiviral foi determinado pela concentracdo que inibe a
viabilidade celular em 20% (CCxo).

Ensaio de atividade antiviral. As células Vero foram semeadas em placas de cultura
de tecido de 48 pogos a uma concentracéo inicial de 2x10* células/pogo e incubada por 24 horas
(37 °C, 5% CO,). As culturas em monocamadas confluentes foram infectadas com a cepa ZIKV
PE243 a um MOI de 0.1 diluido em 100 pL de uma cultura de média contendo 2% (v/v) SFB
por 2 horas a 37 °C e 5% CO». Apds 2 horas, as células foram lavadas com PBS e tratadas com
solucdes dos compostos isolados SL1, SL2, SL5-SL14 em concentragdes calculadas pela CCazo
no ensaio de citotoxicidade. As solucdes foram inoculadas em triplicata e foram incubadas por
cinco dias a 37 °C e 5% CO». Como controle positivo e de eficacia do teste, foi usado 0 6MMPr.
Apbs o periodo pbs-infeccao, o sobrenadante das células foi colhido e armazenado a -80 °C. A
carga viral foi avaliada por titulacdo de virus (TCIDso) em células Vero.

Andlise Estatistica. A andlise estatistica foi realizada para avaliar as diferencas no
rendimento viral das células infectadas tratadas com os compostos isolados SL1, SL2, SL5-
SL14 em comparacdo com o controle ndo tratado, em diferentes doses e intervalos de tempo.
Os dados foram analisados por ANOVA one-way (anélise de variancia), utilizando o software
GraphPad Prism Software 6.01. O teste de Dunnett foi usado para comparar os tratamentos com
o controle. Os dados foram expressos como as médias + 0s desvios padrdo de trés experimentos
independentes. Um valor de p<0,05 foi considerado estatisticamente significativo.

CONTEUDO ASSOCIADO

Material Suplementar. Dados de EM e RMN dos compostos SL1-SL14 estdo
disponiveis no material suplementar.
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Tabela S1: Dados de CLAE-IESEM2 e CLAE-IES-EMAR dos compostos presentes no
cluster A.

tr [M+H]* Formula
i Compostos MS?
(min.) (m/z) Molecular
MS? [499]: 481.3 (8.2); 463.1 (7.0); 439.3 (16.3); 421.3
235 - 499.3746 C3H5004
(14.3); 393.3 (42.8); 204.7 (100.0)
MS? [603]: 557.3 (7.4); 439.3 (52.3); 393.3 (100.0);
27.1 - 603.3680 C3gH50056
204.7 (29.4)
MS? [513]: 495.3 (5.0); 457.3 (3.0); 439.3 (25.3); 421.3
28.8 - 513.3593 C32H4505

(16.0); 393.3 (42.4); 204.7 (100.0)
315 - 4273584 | CaoHuO, | MS?[427]: 409.3 (25.0); 391.3 (42.81); 204.7 (100.0)

MS? [527]: 509.3 (2.8); 457.1 (4.3); 439.3 (25.8); 421.3

34.7 4 527.3730 C33H5005

(16.7); 393.3 (45.5); 204.7 (100.0)

MS? [561]: 543.3 (3.8); 515.3 (4.4); 439.3 (13.5); 421.3
43.9 1 561.3557 C3sH4s05

(14.5); 393.3 (48.8); 204.7 (100.0)

MS? [587]: 569.3 (3.8); 439.3 (24.3); 421.3 (14.9);
50.3 2 587.3720 C3gH5005

393.3 (45.2); 204.7 (100.0)

MS? [555]: 457.3 (3.7); 439.3 (28.3); 421.3 (15.9);
55.1 3 555.4035 C3s5H5405

393.3 (40.7); 204.7 (100.0)

MS? [499]: 451.3 (4.3); 409.3 (18.4); 391.3 (12.6);
75.2 - 469.3679 C31H4g03

204.7 (100.0)

Figura S1: Padrdo de fragmentacdo dos compostos SL1-SL4.
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Figura S2: Espectro de RMN de *H (500 MHz, CDCl3) do composto SL1.
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Figura S3: Espectro de RMN de H (500 MHz, CDCls) do composto SL1 (expansdo).
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Figura S4: Espectro de RMN de H (500 MHz, CDCls) do composto SL1 (expansdo).
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Figura S5: Espectro de RMN de 3C (125 MHz, CDCls3) do composto SL1.
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Figura S6: Espectro de RMN de 3C (125 MHz, CDCls3) do composto SL1 (expans&o).
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Figura S7: Espectro de RMN de **C-APT (100 MHz, CDCls) do composto SL1.
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Figura S8: Espectro de RMN de *C-APT (100 MHz, CDCls) do composto SL1 (expans&o).
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FiguraS 9: Espectro de RMN de COSY (500 MHz, CDCls) do composto SL1.
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Figura S10: Espectro de RMN de COSY (500 MHz, CDCIs) do composto SL1 (expansao).
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Figura S11: Espectro de RMN de HSQC (500 MHz, CDCI3) do composto SL1.
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Figura S12: Espectro de RMN de HSQC (500 MHz, CDClz) do composto SL1 (expansao).
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Figura S13: Espectro de RMN de HMBC (500 MHz, CDCl3) do composto SL1.
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Figura S14: Espectro de RMN de HMBC (500 MHz, CDCI3) do composto SL1 (expansao).
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Figura S15: Espectro de RMN de HMBC (500 MHz, CDCI3) do composto SL1 (expansao).
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Figura S16: Espectro de RMN de HMBC (500 MHz, CDCI3) do composto SL1 (expansao).

]
B — -~ ——————— — SR —_—
[E—  —— e ————
3 - -
Jp— I - —
B - - o -
__3 - e ——
B — -~ e— E— ——
aml———
f— eEssse . EEEESecie—
cE———
~e—- — ee— Wi — i ————
-
— — =__
— - S - S ——
——s T —— - ol
‘E —— I —
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
2.1 2.0 1.9 1.8 1.7 1.6 1 1.3 1.2 1.1 1.0 0.9 0.8 0.7

15

20

25

30

35

40

~45

50

55

f1 (ppm)

96



Figura S17: Espectro de RMN de NOESY (500 MHz, CDCls3) do composto SL1.
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Figura S18: Espectro de RMN de NOESY (500 MHz, CDCls) do composto SL1 (expans&o).
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Figura S19: Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CsDs) do composto SL1.
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Figura S20: Espectro de RMN de H (400 MHz, CsDs) do composto SL1 (expansio).
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Figura S21: Espectro de RMN de *C (100 MHz, C¢Ds) do composto SL1.
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Figura S22: Espectro de RMN de HSQC (400 MHz, C¢Ds) do composto SL.1.
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Figura S23: Espectro de RMN de HMBC (400 MHz, C¢Ds) do composto SL1.
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Figura S24: Espectro de RMN de *H (400 MHz, C3Ds0) do composto SL1.
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Figura S25: Espectro de RMN de *C (100 MHz, C3Ds0) do composto SL1.
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Figura S26: Espectro de RMN de HSQC (400 MHz, C3DsO) do composto SL1.
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Figura S27: Espectro de RMN de HMBC (400 MHz, C3DsO) do composto SL1.
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Figura S28: Espectro de RMN de *H (400 MHz, CDs0OD) do composto SL1.
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Figura S29: Espectro de RMN de *C (100 MHz, CD3z0D) do composto SL1.
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Figura S30: Espectro de RMN de HSQC (400 MHz, CD30D) do composto SL1.
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Figura S31: Espectro de RMN de HMBC (400 MHz, CD30D) do composto SL1.
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Tabela S2: Dados espectroscopicos de RMN de *C (100 e 125 MHz) do composto SL1 em
diferentes solvents deuterados.

SL1bc SL124 SL12¢ sL1af
posicao dc Oc Oc Oc
1 32.3 32.7 33.0 33.6
2 21.9 22.4 21.6 23.0
3 76.3 76.8 77.1 78.0
4 49.9 50.3 50.2 50.9
5 45.5 46.2 46.5 47.1
6 21.6 22.2 22.2 22.7
7 40.5 40.9 41.5 41.9
8 41.0 41.3 41.6 42.4
9 47.4 47.8 48.4 48.8
10 37.6 37.9 38.5 39.0
11 16.3 16.7 16.9 17.4
12 28.7 29.0 29.3 29.7
13 38.1 38.2 38.7 39.5
14 185.2 184.7 185.0 188.9
15 121.6 122.2 121.9 121.6
16 202.5 202.3 200.9 204.8
17 46.0 46.5 46.5 47.2
18 47.9 48.3 48.6 49.3
19 38.9 39.2 39.4 39.9
20 30.3 30.7 30.8 31.2
21 38.6 38.9 39.2 39.7
22 23.2 23.5 24.0 24.3
23 178.6 178.7 176.4 178.7
24 17.0 17.5 17.5 17.7
25 15.8 15.8 16.0 16.3
26 26.4 26.5 26.7 26.9
27 20.2 20.0 20.5 20.5
29 33.5 33.9 33.8 34.0
30 24.8 25.0 25.0 25.1
1’ 130.4 131.6 131.7 131.9
2’ 129.7 130.4 130.3 130.7
3’ 128.5 129.1 129.4 129.7
4’ 133.1 133.2 133.9 134.4
5’ 128.5 129.1 129.4 129.7
6’ 129.7 130.4 130.3 130.7
7' 165.5 165.9 165.7 167.1

3RMN de 3C, 100 MHz. °RMN de 3C NMR 125 MHz. ¢ CDCls. ¢
CesDs. ¢ C3DsO. F CD30D
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Tabela S3: Deslocamento quimico experimental de RMN de *3C do composto SL1 e
respectivas predi¢des por DFT (PRED 01-05) de varios conformeros. Entre parénteses estéo
os valores de distribuicdo de Boltzmann.

position
1

© 0O N O U b~ W N

w = W N NN N N NN NDNRHB B B B B B B B 2 9
\JOEU]'E~I\~,~OLD\IO'\U'IAU)NI—‘OLDG)\IO'\U1-I>NNHO

Deslocamento

PREDO1 PREDO2 PREDO3 PREDO4 PREDO5
SL1 quimico médio
(0.852) (0.144) (0.002) (0.001) (0.001)

(Boltzmann)
dc Oc Oc Oc Oc Oc Oc
32.3 32.3 32.6 36.4 36.3 36.5 32.4
21.9 21.8 21.9 23.1 22.5 23.1 21.8
76.3 76.6 77.7 76.2 77 .4 76.2 76.8
49.9 48.6 49.5 48.8 48.5 48.8 48.7
45.5 45.5 44.9 46.5 47.5 46.5 45.4
21.6 21.4 23.0 22.2 22.7 22.2 21.6
40.5 39.4 39.6 38.5 38.4 38.8 39.4
41.0 40.6 40.8 40.5 40.5 40.7 40.6
47.4 47.5 47.7 47.2 46.9 47.1 47.5
37.6 37.3 37.5 36.6 36.5 36.5 37.3
16.3 18.2 18.2 17.2 17.1 17.1 18.2
28.7 29.5 29.4 29.2 29.3 29.3 29.5
38.1 38.0 38.1 38.2 38.2 38.2 38.0
185.2 182.7 182.8 182.5 182.7 181.9 182.7
121.6 122.9 122.9 123.0 123.0 123.0 122.9
202.5 199.4 199.5 199.5 199.5 199.4 199.4
46.0 44.9 45.0 44.8 44.7 44.7 44.9
47.9 47.3 47.2 47.2 47.2 47.2 47.3
38.9 38.1 38.1 38.1 38.1 38.0 38.1
30.3 29.1 29.1 29.1 29.1 29.1 29.1
38.6 37.6 37.6 37.7 37.6 37.7 37.6
23.2 24.0 24.0 23.8 23.8 23.7 24.0
178.6 175.2 176.3 175.4 176.5 175.4 175.4
17.0 17.5 18.4 20.0 18.8 20.0 17.6
15.8 16.7 16.7 21.7 21.3 21.8 16.7
26.4 27.2 27.1 25.7 25.9 25.6 27.2
20.2 21.3 21.4 21.3 21.1 21.3 21.3
33.5 33.3 33.6 33.4 33.4 33.3 33.3
24.8 24.6 24.6 24.4 24.6 24.4 24.6
130.4 129.5 129.5 129.0 129.0 129.0 129.5
129.7 130.5 130.5 130.5 130.4 130.5 130.5
128.5 128.6 128.6 128.6 128.4 128.5 128.6
133.1 132.7 132.7 132.7 132.7 132.7 132.7
128.5 128.6 128.6 128.6 128.4 128.5 128.6
129.7 130.5 130.5 130.5 130.4 130.5 130.5
165.5 165.3 165.3 166.3 166.2 166.3 165.3
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Figura S32: Espectro de IES-EMAR de SL1 ([M + H], modo de ionizacdo positivo).
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Figura S33: Espectro de CLAE-IESMS/MS de SL1 ([M + H], modo de ionizagao positivo).
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Figura S34: Espectro de RMN de H (500 MHz, CDCl3) do composto SL2.
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Figura S35: Espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCls) do composto SL2 (expansio).
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Figura S36: Espectro de RMN de H (500 MHz, CDCls) do composto SL2 (expansio).
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Figura S37

Espectro de RMN de 3C (125 MHz, CDCls3) do composto SL2.
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Figura S38: Espectro de RMN de COSY (500 MHz, CDCI3) do composto SL2.
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Figura S39: Espectro de RMN de COSY (500 MHz, CDClI3) do composto SL2 (expansao).
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Figura S40: Espectro de RMN de HSQC (500 MHz, CDCI3) do composto SL2.
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Figura S41: Espectro de RMN de HSQC (500 MHz, CDCl3) do composto SL2 (expansao).
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Figura S42: Espectro de RMN de HSQC (500 MHz, CDClIz) do composto SL2 (expansao).
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Figura S43: Espectro de RMN de HMBC (500 MHz, CDClI3) do composto SL2.
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Figura S44: Espectro de RMN de HMBC (500 MHz, CDCI3) do composto SL2 (expansao).
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Figura S45: Espectro de RMN de HMBC (500 MHz, CDCI3) do composto SL2 (expansao).
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Figura S46: Espectro de RMN de HMBC (500 MHz, CDCI3) do composto SL2 (expansao).
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Figura S47: Espectro de RMN de NOESY (500 MHz, CDCl3) do composto SL2.

MJJL . | . M

L4 el F1
-.r"’
- 2
r3
=3
Fa €
o
=
— " 5
_ L]
6
] [
B -7
JR— L *
p— T
8
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5

4.0
f2 (ppm)

128



Figura S48: Espectro de RMN de NOESY (500 MHz, CDCls) do composto SL2 (expans&o).
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Figura S49: Espectro de IES-EMAR de SL2 ([M + H], modo de ionizagéo positivo).
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Figura S50: Espectro de CLAE-IESEM/EM de SL2 ([M + H], modo de ionizagdo positivo).
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Figura S51: Espectro de RMN de H (400 MHz, CDCl3) do composto SL3.
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Figura S52: Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCls) do composto SL3 (expansio).
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Figura S53: Espectro de RMN de *C (100 MHz, CDCl3) do composto SL3.
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Figura S54: Espectro de RMN de *C (100 MHz, CDCls3) do composto SL3 (expans&o).
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Figura S55: Espectro de RMN de COSY (400 MHz, CDCls) do composto SL3.
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Figura S56: Espectro de RMN de HSQC (400 MHz, CDCl3) do composto SL3.
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Figura S57: Espectro de RMN de HSQC (400 MHz, CDClIz) do composto SL3 (expansao).
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Figura S58: Espectro de RMN de HMBC (400 MHz, CDCls) do composto SL3.
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Figura S59: Espectro de RMN de HMBC (400 MHz, CDCI3) do composto SL3 (expansao).
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Figura S60: Espectro de RMN de NOESY (400 MHz, CDCl3) do composto SL3.
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Figura S61: Espectro de IES-EMAR de SL3 ([M + H], modo de ionizagéo positivo).
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Figura S62: Espectro de CLAE-IESEM/EM de SL3 ([M + H], modo de ionizagéo positivo).
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Figura S63: Espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCIs) do composto SL4.
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Figura S64: Espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCls) do composto SL4 (expans&o).
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Figura S65: Espectro de RMN de COSY (400 MHz, CDCIz) do composto SLA4.
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Figura S66: Espectro de RMN de HSQC (400 MHz, CDCIz) do composto SLA4.
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Figura S67: Espectro de RMN de HMBC (400 MHz, CDCl3) do composto SLA4.
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Figura S68: Espectro de RMN de NOESY (400 MHz, CDCls) do composto SLA4.
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Figura S69: Espectro de IES-EMAR de SL4 ([M + H], modo de ionizacédo positivo).
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Figura S70: Espectro de CLAE-IESEM/EM de SL4 ([M + H], modo de ionizagdo positivo).
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Espectro de RMN de H (400 MHz, CDCIs) do composto SL5.

Figura S71

7€080
£91801
505801
669801
£850'T 1
TS9T'T 4
18T
916/ |
%6157
pSzsT

L

—

THSS'T
8L€9'T V
2959'T
(9T
622L'1
6956'T \w
AYRE i
1266'T 4 ﬁ
521074

8£70'
1660°7 4
5090 4
8v97'7
€877
€20€°Z
202°2
19T
€125
ob5T

|-

TCS6'E~_
L966'€ T
vwmo.v\

0eLTS
108C°'S
6L6T'S

€8Y5'L —

91’1

81T
80
01

007

3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0

3.5

4.5

5.0
f1 (ppm)

9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5

10.0

149



Figura S72: Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCls) do composto SL5 (expansio).
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Figura S73: Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCls) do composto SL5 (expansio).
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Figura S74: Espectro de RMN de **C-APT (100 MHz, CDCls) do composto SL5.
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Figura S75: Espectro de RMN de *C-APT (100 MHz, CDCI3) do composto SL5 (expansio).
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Figura S76: Espectro de RMN de COSY (400 MHz, CDCls) do composto SL5.
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Figura S77: Espectro de RMN de HSQC (400 MHz, CDCIz) do composto SL5.
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Figura S78: Espectro de RMN de HSQC (400 MHz, CDClz) do composto SL5 (expansao).
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Figura S79: Espectro de RMN de HMBC (400 MHz, CDCls) do composto SL5.
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Figura S80: Espectro de RMN de HMBC (400 MHz, CDCI3) do composto SL5 (expansao).
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Figura S81: Espectro de RMN de HSQC (400 MHz, CDClz) do composto SL5 (expansao).
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Figura S82: Espectro de RMN de NOESY (400 MHz, CDCl3) do composto SL5.
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Figura S83: Espectro de IES-EMAR de SL5 ([M + H], modo de ionizagéo positivo).
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Figura S84: Espectro de CLAE-IESEM/EM de SL5 ([M + H], modo de ionizacgéo positivo).
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Figura S85: Padréo de fragmentacéo do composto SL5.
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Espectro de RMN de H (400 MHz, CDCIs) do composto SL6.

Figura S86
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Figura S87: Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCls) do composto SL6 (expansio).

698¢°S
¢00€'S
€L0€°S
6TCE'S
P9EES = —
8E0Y'S —=-
a81t'S
8Cey'S
66EY'G
241"

S9¢h'6

LSS L —

0071

90T

=160

4.8

9.8 9.6 9.4 9.2 9.0 8.8 8.6 8.4 8.2 8.0 7.8 7.6 f7(.4 )7.2 7.0 6.8 6.6 6.4 6.2 6.0 5.8 5.6 5.4 5.2 5.0
1 (ppm

10.0

163



Figura S88: Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCls) do composto SL6 (expansio).

9TETT~
€LSTT

9298°0
B850 I coe]
mo%_o\
6206'0 B i
ogm_o\ I
5007, 697
80'T \M .
€
15°p[

wer’/

61451
bE6S'T
90091
€229'T Tmm
ag.ﬁw
PP89'T ~ I 16
a%.@
6ETLT E09€
mowz&
[T8L'T .
9581 6100
(510 coe
607~ = I
Pp90'7 - —= Y
1280°C \
£560°
£61€°C
mmmm_N/
TS 3
momm_%
iy . Ti
LT \
859%'
£698°7 ~—
P06 — ~ Feer
§980°€ — Feot
£85E'E~
169/~ a

911

1.0 09 0.8 0.7 0.6 0.5

2.0

3.0 29 28 2.7 26 25 24 23 22 21

38 3.7 3.6 35 34 33 3.2 3.1

1.8 1.7 16 1.5 14 13 1.2 1.1

1.9

f1 (ppm)

164



Espectro de RMN de 13C (100 MHz, CDCls3) do composto SL6.

Figura S89
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Figura S90: Espectro de RMN de *C (100 MHz, CDCls3) do composto SL6 (expans&o).
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Figura S91: Espectro de RMN de COSY (400 MHz, CDCls3) do composto SL6.
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Figura S92: Espectro de RMN de HSQC (400 MHz, CDCI3) do composto SL6.
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Figura S93: Espectro de RMN de HSQC (400 MHz, CDClIz) do composto SL6 (expansao).
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Figura S94: Espectro de RMN de HMBC (400 MHz, CDCls) do composto SL6.
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Figura S95: Espectro de RMN de HMBC (400 MHz, CDCI3) do composto SL6 (expansao).
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Figura S96: Espectro de RMN de NOESY (400 MHz, CDCl3) do composto SL6.
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Figura S97: Espectro de IES-EMAR de SL6 ([M —H>O+ H], modo de ionizag&o positivo).
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Figura S98: Espectro de CLAE-IESEM/EM de SL6 ([M —H.O+ H], modo de ionizacédo
positivo).
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Figura S99: Padréo de fragmentacéo do composto SL6.
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Figura S100: Espectro de RMN de H (400 MHz, CDCl3) do composto SL7.
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Figura S101: Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCls) do composto SL7 (expansio).
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Figura S102: Espectro de RMN de COSY (400 MHz, CDCl3) do composto SL7.
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Figura S103: Espectro de RMN de HSQC (400 MHz, CDCl3) do composto SL7.
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Figura S104: Espectro de RMN de HSQC (400 MHz, CDCl3) do composto SL7 (expanséo).
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Figura S105: Espectro de RMN de HSQC (400 MHz, CDCl3) do composto SL7 (expanséo).
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Figura S106: Espectro de RMN de HMBC (400 MHz, CDCl3) do composto SL7.
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Figura S107: Espectro de RMN de HMBC (400 MHz, CDCl3) do composto SL7 (expans&o).
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Figura S108: Espectro de RMN de HMBC (400 MHz, CDCl3) do composto SL7 (expans&o).
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Figura S109: Espectro de RMN de HMBC (400 MHz, CDCl3) do composto SL7 (expans&o).
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Figura S110: Espectro de RMN de NOESY (400 MHz, CDCl3) do composto SL7.
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Figura S111: Espectro de IES-EMAR de SL7 ([M —H.O+ H], modo de ionizagdo positivo).
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Figura S112: Espectro de CLAE-IESEM/EM de SL7 ([M —H2O+ H], modo de ionizagdo
positivo).
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Figura S113: Padrdo de fragmentacdo do composto SL7.

OW )

C32Hy906
m/z 529.35

H+
-H,0 o
M\/\/\ -decanoic acid
0
Hitn,,, \

'v

CaoHp304
m/z 310.99

C3,Hy705
m/z511.28

185



Figura S114: Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) do composto SLS8.

L0840
860 -
$/16°0
£19801
oaw_i
626011 —
8011
s
PIEET L -
mko_:/ U
2550 B
bE907 "
8512 86ee°
o@m.N/ 10887
955€° 8858-
689€° 00987
LE1£°T 51187
§¢8€E'C 8eIT'E
Te6E'C whT's
0T0Y'C GIST'E
SThTE
87s7'E
S187°€
9T67'€
08€5°E
8pece
15915 -
ShOb'S
0605 -
SL50°9 —
6966'9 —
950€°6

H'e

=61t

09

Agpe |

A

96T |

HT'E

Azt ,

FOT'T

BT [

/80T

=960 |

=T

=560

=00'T

=60 |

4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0 -0.5

10.5 10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5
f1 (ppm)

11.0

186



Figura S115: Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCls) do composto SL8 (expansio).
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Figura S116: Espectro de RMN de *C-APT (100 MHz, CDCls) do composto SLS8.
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Figura S117: Espectro de RMN de *C (100 MHz, CDCls) do composto SL8 (expansio).
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Figura S118: Espectro de RMN de COSY (400 MHz, CDClIs) do composto SLS8.
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Figura S119: Espectro de RMN de HSQC (400 MHz, CDCl3) do composto SL8.
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Figura S120: Espectro de RMN de HSQC (400 MHz, CDCl3) do composto SL8 (expanséo).
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Figura S121: Espectro de RMN de HMBC (400 MHz, CDClI3) do composto SLS8.
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Figura S122: Espectro de RMN de HMBC (400 MHz, CDCl3) do composto SL8 (expanséo).
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Figura S123: Espectro de RMN de NOESY (400 MHz, CDClIs) do composto SLS8.
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Figura S124: Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CsDsN) do composto SL8.
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Figura S125: Espectro de RMN de HMBC (400 MHz, CsDsN) do composto SL8 (expansao).
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Figura S126: Espectro de IES-EMAR de SL8 ([M + H], modo de ionizacdo positivo).
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Figura S127: Espectro de CLAE-IESEM/EM de SL8 ([M + H], modo de ionizacdo positivo).
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Figura S128: Padrao de fragmentacdo do composto SL8.
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Figura S129: Espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCls) do composto SL9.
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Figura S130: Espectro de RMN de *C (100 MHz, CDCls) do composto SL9.
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Figura S131: Espectro de IES-EMAR de SL9 ([M + H — H20], modo de ionizacgao positivo).
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Figura S132: Espectro de CLAE-IESEM/EM de SL9 ([M + H — H2Q], modo de ionizagéo

positivo).
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Figura S133: Espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCls) do composto SL10.
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Espectro de RMN de 3C (100 MHz, CDCls) do composto SL10.

Figura S134
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Figura S135: Espectro de IES-EMAR _de SL10 ([M + H — H20], modo de ionizagéo

positivo).
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Figura S136: Espectro de CLAE-IESEM/EM _de SL10 ([M + H — H20], modo de ionizagdo

positivo).
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Figura S137: Espectro de RMN de H (400 MHz, CDCl3) do composto SL11.
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Espectro de RMN de 3C (100 MHz, CDCls) do composto SL11.

Figura S138
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Figura S139: Espectro de IES-EMAR_de SL11 ([M + H], modo de ionizagéo positivo).
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Figura S140: Espectro de RMN de H (400 MHz, CDCl3) do composto SL12.
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Figura S141: Espectro de RMN de *C (100 MHz, CDCls3) do composto SL12.
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Figura S142: Espectro de IES-EMAR_de SL12 ([M — H20 + H], modo de ionizacdo

positivo).
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Figura S143: Espectro de RMN de H (400 MHz, CDCl3) do composto SL13.
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Figura S144: Espectro de RMN de *C (100 MHz, CDCls3) do composto SL13.
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Figura S145: Espectro de IES-EMAR de SL13 ([M — H20 + H], modo de ionizacédo
positivo).
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Figura S146: Espectro de RMN de H (400 MHz, CDCl3) do composto SL14.
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Figura S147: Espectro de RMN de 3C (100 MHz, CDCls) do composto SL14.
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Figura S148: Espectro de IES-EMAR de SL14 ([M — H20 + H], modo de ionizacéo
positivo).
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Tabela S4: Atividade citotoxica dos compostos SL1, SL2, SL5-SL.14 em células Vero.

Cytotoxicity Cytotoxicity Cytotoxicity Cytotoxicity
Compounds Compounds

CCa (UM)?  CCso (UM)P CCz (UM)?  CCso (UM)P
1 8.7 £0.7 24.6 £1.2 9 66.2 +1.6 216 £2.1
2 20.4£0.5 50.2 £1.9 10 11.5+0.3 77.4+£35
5 27.4+1.2 60.5+2.7 11 21.5+1.4 55.9+4.4
6 63.4 +0.9 225+1.5 12 328 £0.2 848 £1.6
7 44.3+0.8 160 +2.4 13 325+1.2 106 +3.6
8 73.910.4 244 +1.4 14 84.5+0.6 368 +1.4

aCCz0 (20% cytotoxic concentration) refers to compound concentration that caused a 20%
reduction in viability and it is the maximum nontoxic concentration employed in the antiviral
assays. "CCso (50% cytotoxic concentration) refers to compound concentration that caused
a 50% reduction in viability. #° Values are the mean + standard deviation calculated from at

least three independent assays.
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Figura S149: Viabilidade de células Vero apds tratamento com diferentes concentracdes dos
compostos de S. loranthacea.
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Os efeitos dos compostos SL1, SL2, SL5-SL8 (Painel A) e SL9-SL14 (Painel B) na viabilidade
das células Vero foram determinados pelo método MTT. Resumidamente, 1x10* células
Vero/poco foram semeadas em placas de cultura de tecidos de 96 poc¢os e depois tratadas com
varias concentragdes de cada composto. Apds 120 h de incubacéo a 37° C, o meio de cultura
foi removido e reabastecido com 50 pL de solugdo de trabalho MTT (1 mg/mL) e
posteriormente incubado por 3-4 h. O controle incluiu células infectadas por simulagdo (DMSO
a 0,4% v/v em meio de cultura). Optical density was measured at 540 nm. Data are means + SD

from three independent experiments.
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5.2 Manuscrito 2: Fenilpropandides de Croton velutinus com Atividades Anti-inflamatoria,
Citotdxica e Tripanocida in vitro (manuscrito aceito na revista Fitoterapia)
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RESUMO

Esse estudo apresenta a primeira analise fitoquimica das raizes de C. velutinus, e descreve
fenilpropanoides obtidos das raizes dessa espécie. O fracionamento do extrato hexanico das
raizes levaram ao isolamento de quatro novos fenilpropanoides, velutinas A-D (CV1-CV4) e
de trés conhecidos (CV5-CV7). Essas estruturas foram determinadas com base em analises
espectroscopicas (RMN 1D-2D; EMAR e V). As atividades anti-inflamatoria, citotdxica e
tripanocida dos compostos foram avaliadas. Apenas 0s compostos CV2 e CV5 apresentaram
atividade citotoxica para as linhagens celulares de cancer (B16F10, HL-60, HCT116, MCF-7 e
HepG2) com Clso variando de 6,8 a 18,3 uM e 11,1 a 18,3 uM, respectivamente. Esses
compostos também apresentaram atividade tripanocida com um valor de CEso de 9,0 e 9,58
UM, respectivamente. Estes compostos tiveram uma melhor atividade que o medicamento de
referéncia, benzonidazol, que apresentou um valor de CEso de 12,5 pM. Além disso, foi testado
a atividade anti-inflamatéria pela capacidade de modulagdo de macrofagos ap6s um estimulo
inflamatorio de LPS e INF-y, avaliando a inibicdo de NO e IL-18, respectivamente. Todos 0s
compostos inibiram a producdo de nitrito com valor de CEsg entre 1,7 e 42,9 uM, sendo 0s
compostos CV2 e CV5 os de melhor resultado. Apenas o composto CV5 diminuiu a producgéo

de IL-1p de maneira concentragdo dependente.

Palavras-chave: Croton velutinus, fenilpropanoides, anti-inflamatorio, citotoxicidade e

atividade tripanocida.
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1. Introducéo

O género Croton € o segundo maior da familia Euphorbiaceae possuindo
aproximadamente 1300 espécies. No Brasil foram descritas cerca de 300 espécies sendo que
destas 68 foram relatadas na Caatinga sendo 21 endémicas desse bioma [1, 2]. A quimica do
género Croton € bastante descrita, tendo como principais classes de metabdlitos secundarios 0s
diterpenos e alcaloides. Sesquiterpenos e monoterpenos sdo bastante relatados na composicao
quimica dos 6leos essenciais [3].

Atividade anti-inflamatoria ja foi descrita em plantas do género Croton em ensaios
bioguiados [4], demonstrando inibicdo de cicloxigenases, producdo de nitrito e citocinas em
macrofagos [5, 6]. Espécies de Croton possuem uso popular com atividade anticancer e possui
diversos relatos de atividade citotoxica frente a células tumorais [7, 8]. Além disso ha relatos
de atividade tripanocida inibindo a via da tripanotiona redutase nas formas epimastigotas e
tripomastigotas [9]. Em adicédo, essas mesmas atividades ja foram descritas para a classe dos
fenilpropanoides [10-12].

Croton velutinus Baill. é encontrada em diversas regiGes do nordeste brasileiro,
principalmente em campos rupestres e cerrados de altitude. Cezar (2016) relata a identificacao
de flavonoides, sesquiterpenos e um diterpeno no caule dessa espécie. Além disso, atividades
anticolinesterase, antioxidante, larvicida e inibi¢do da enzima conversora de angiotensina |
foram relatadas para os extratos hexanico e metanolico [13].

Em continuidade de nossos estudos com espécies do semiarido em busca de compostos
bioativos, nesse trabalho descrevemos a ocorréncia de novos derivados de fenilpropanoides

incomuns no género Croton com atividades anti-inflamatoria, citotoxica e tripanocida.

2. Experimental
2.1 Procedimentos experimentais gerais

A rotacdo optica foi mensurada num polarimetro Jasco P-2000 (Jasco, Easton MD) em
CHCL3 a 25 °C. Os espectros de IV foram obtidos num espectrdmetro Bruker Vertex 70
(Bruker, Billerica, MA, USA). Os espectros de RMN unidimensionais (*H and *3C) e
bidimensionais (HSQC, HMBC, COSY e NOESY) foram obtidos em espectrometros
VARIAN-SYSTEM (500 MHz e 125 MHz) e BRUKER AVANCE IIl HD (400 MHz e 100
MHz). CDCls foi utilizado como solvente deuterado e usado o sinal de solvente residual ndo
deuterado como referéncia. Para obtencdo dos espectros de massas das substancias foi utilizado
0 espectrometro de massas de alta resolugdo da marca Bruker, modelo microTOF Il (Bruker,
Billerica, MA, USA), pela técnica de lonizacdo por Eletrospray modo positivo. Para as CC
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utilizou-se silica gel (Silicycle® de particulas com dimensées entre 0,063-0,2 mm ou 0,04-
0,063 mm). Para CCDA foram utilizadas placas comerciais de silica gel (Whatman), em
camadas de 0,25 mm de espessura sobre suporte de aluminio (20x20 cm). As substancias em
analise foram evidenciadas pelo uso de radiacao ultravioleta nos comprimentos de onda de 254
e 366 nm (aparelho de marca Boitton) como também impregnacdo das placas em cubas de

vidro, saturadas por vapor de iodo.

2.2. Material vegetal

O material botanico foi coletado na cidade de Morro do Chapéu-BA, Brasil,
(11°33700"S, 41°09°22"W) em marg¢o de 2016. O registro de acesso no Sistema Nacional de
Gestdo do Patriménio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado foi obtido sob
nimero A22E9B0. A espécie foi identificada pela Profé. Maria Lenise Guedes, tendo uma
exsicata depositada no Herbario Alexandre Leal da Costa (ALCB) do Instituto de Biologia, sob

0 nimero 106742. As raizes foram secas a 32 °C por 72 horas.

2.3 Extracgao e isolamento

As raizes secas de C. velutinus (272,0 g) foram maceradas por trés vezes com hexano
(4 L/7dias) e por trés vezes com MeOH (4 L) pelo mesmo periodo. As solucBes foram
concentradas sob presséo reduzida obtendo os extratos brutos hexanicos (4,5 g) e metanolicos
(43,5 g). O extrato hexanico (4,5 g) foi submetido a uma cromatografia em coluna utilizando
silica gel e como eluente hexano e acetato de etila em misturas puras ou binarias e metanol puro
com aumento crescente de polaridade. A partir desse procedimento foram obtidas 26 fracOes
que foram reagrupadas em 15 grupos (F1-F15) de acordo com o perfil cromatografico
observado por CCDA. A fragéo F5 (95,3 mg), F7 (10.1 mg) e F10 (112,2 mg) foram submetidas
para analises de RMN e foram identificados os compostos CV1, CV5 e CV2, respectivamente.

A fracdo F13 (15,2 mg) foi submetida a cromatografia utilizando CLAE-DAD e como
fase mével: MeOH:HCOOH 0,1% (60:40); fluxo isocratico de 3 mL/min; tempo de corrida: 90
min; coluna C1g ACE-250 x 10 mm x 5 um; comprimentos de onda 220 e 254 nm, levando ao
isolamento dos compostos CV3 (Tr = 63.02 min, 3,8 mg), CV4 (Tr =89.96 min, 1,1 mg), CV6
(Tr =57.17 min, 3,5 mg) e CV7 (Tr = 81.03 min, 1,2 mg).

Benzoato de (E)-4-(1-propenil) fenila (CV1). Solido amorfo; [¢]*°o +5 (c. 0,1, CHCIs).
IES-EMAR [M +H] ", 239.1073 (calculado para C16H1502, m/z 239.1067). IV vmax: 2955, 2924,
2851, 1730, 1269 cm ™. RMN de H e 3C (CDClIs) ver tabela 3 e 4.
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Benzoato de (E)-4-(1-epoxi-7,8-propen) fenila (CV2). S6lido amorfo; [«]®p +7 (c. 0,1,
CHCI3). IES-EMAR [M +H] *, 255.1023 (calculado para Ci6H1503 m/z 255.1016). IV Vmax:
2958, 2925, 1736, 1601, 1265 cm™. RMN de *H e 3C (CDClIs) ver tabela 3 e 4.

Benzoato de Eritro-4-(propan-7,8-diol) fenila (CV3). Oleo sem cor; [a]*o +15 (c. 0,1,
CHCls). IES-EMAR [M +H] *, 273.1115 (calculado para CisH170s, m/z 273.1121). IV vimax:
3391, 2923, 1734, 1268, 1204 cm™ . RMN de *H e 3C (CDClIs) ver tabela 3 e 4.

Benzoato de Treo-4-(propan-7,8-diol) fenila (CV4). Oleo sem cor; [a]*p -18 (c. 0,1,
CHCls). IES-EMAR [M +H] *, 273.1120 (calculado para CisH1704, m/z 273.1121). IV vimax:
3392, 2919, 1735, 1266, 1205 cm™*. RMN de *H e 3C (CDCIs) ver tabela 3 e 4.

2.4 Drogas

O glicocorticéide sintético, dexametasona (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), foi utilizado
como controle positivo para ensaios imunomodulatoérios. A violeta genciana (Synth, Sdo Paulo,
SP, Brazil), foi utilizada como controle positivo para o ensaio de citotoxicidade. O benzonidazol
(LAFEPE) foi utilizado como droga de referéncia anti-T. cruzi. A doxorrubicina (Laboratorio
IMA S.A.I.C., Buenos Aires, Argentina) foi utilizada como droga anticancer de referéncia.
Todos os compostos foram soltveis em dimetilsulfoxido (DMSO; PanReac, Barcelona, Spain)
e diluidos em cultura de células medias para uso nos ensaios. A concentracdo final de DMSO

foi inferior a 1% em todos experimentos in vitro.

2.5 Células e Parasitas

A linhagens celulares MCF7 (carcinoma de mama humano), HCT116 (carcinoma do
c6lon humano), HepG2 (carcinoma hepatocelular humano), HL-60 (leucemia promielocitica
humana), B16F10 (melanoma murino), J774 (macréfagos murinos) e MRC-5 (fibroblasto
pulmonar humano) foram obtidas da American Type Culture Collection (ATCC, Manassas,
VA). As células foram cultivadas em meio completo com suplementos apropriados, conforme
recomendado pela ATCC. Todas as linhagens celulares foram testadas quanto ao micoplasma
usando o Mycoplasma Stain Kit (Sigma-Aldrich) para validar o uso de células livres de
contaminagéo.
Acepa Y de T. cruzi (DTU 1) foi utilizada neste estudo. Tripomastigotas da cultura de tecidos
foram obtidos a partir de sobrenadantes de células LLC-MK2 infectadas com 5 a 6 dias,
mantidas em meio Eagle modificado por Dulbecco’s (DMEM; Life Technologies, GIBCO-
BRL, Gaithersburg, MD) suplementado com soro fetal bovino a 10% (SFB; GIBCO) e 50
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pug/mL de gentamicina (Life, Carlsbad, CA) a 37 °C em uma atmosfera de CO2 umidificada a
5%.

2.6 Ensaio da Atividade Citotoxica

As células foram cultivadas em placas de 96 pogos para todas as experiéncias
(concentracdo de 7 x 10 células/mL para as células B16F10, HCT116, HepG2, MCF-7 e
MRCS5; concentracdo de 3 x 10° células/mL para as células HL-60). Ap6s 24 horas, 0s
compostos foram adicionados a cada poco e incubados por 72 horas. Quatro horas antes do final
da incubagdo, 20 pL de uma solugdo estoque (0,312 mg/mL) do alamar Blue (Resazurin, Sigma-
Aldrich) foi adicionado a cada pogo. A absorbéncia a 570 nm e 600 nm foi medida usando o
Leitor de Microplacas SpectraMax 190 (Molecular Devices, Sunnyvale, CA). Para determinar
a concentragdo inibitoria de 50% (Clso), foi usado regressdo ndo linear. Além disso, foi
realizado um ensaio de citotoxicidade com macréfagos J774 na presenca de compostos mais
LPS (500 ng/mL; Sigma-Aldrich) e INF-y (5Sng/mL; Sigma-Aldrich), utilizando o mesmo

método descrito acima.

2.7 Quantificacdo de nitrito e IL-1$ em macrofagos J774 ativados por LPS e INF-y

Para determinar a quantidade de nitrito e da citocina IL-1pB, foram cultivados 1x10°
macrofagos J774 por poco em DMEM suplementado com 10% de SFB e 50 pg/mL de
gentamicina por 24 horas a 37°C e 5% COa. As células foram estimuladas com LPS (500
ng/mL; Sigma) e INF-y (5 ng/mL; Sigma) e tratadas com os compostos teste em diferentes
concentracdes, veiculo e dexametasona. Os sobrenadantes foram coletados 24 horas ap6s 0s
tratamentos e armazenados a -80°C para posterior quantificacdo. A determinacao dos niveis de
nitrito foi realizada de acordo com o método de Griess [14] enquanto a quantificacdo de IL-1p
utilizou a técnica de ELISA e seguiu o protocolo do kit DuoSet da R&D Systems (Minneapolis,
MN, USA).

2.8 Citotoxicidade em tripomastigotas

As tripomastigotas (4x10° células/pogo) foram semeadas em placas de 96 pogos e 0s
compostos foram adicionados em oito concentragdes variando de 0,39 a 50 puM, em triplicata.
As placas foram incubadas por 24 horas a 37°C e 5% de CO». Aliquotas de cada poco foram
coletadas e o nimero de parasitas viaveis, com base na integridade e motilidade do parasita, foi

avaliado em uma cdmara de Neubauer e comparado a culturas ndo tratadas. Trés experimentos
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independentes foram realizados. Para determinar a concentracéo efetiva de 50% (CEsp), foi

usado regressao néo linear.

3. Resultados e discusséo

O fracionamento do extrato hexanico das raizes de C. velutinus por técnicas de
cromatografica em coluna e CLAE preparativo resultou no isolamento de quatro novos
derivados de fenilpropanoides e de trés descritos na literatura (Figura 23).

Figura 23: Compostos isolados de C. velutinus.

CV2 R=Bez
CV5 R=lIval

CV3 R=Bez CV4 R=Bez
CV6 R=Ival CV7 R=lval

Composto CV1 foi isolado como dleo incolor. Sua formula molecular foi definida como
C16H1402 por IES-EMAR com m/z 239.1073 [M + H]" (calculado para CicH1502, 239.1067)
indicando a presenca de dez graus de instauragdes. O espectro de RMN de *H apresentou os
conjuntos de sinais em on 8.21 (2H, dd, J = 8.5, 1.0 Hz, H-3" ¢ H-7"), 61 7.65 (1H, tl, J = 7.5
Hz, H-5°), 0n7.52 (2H, tl, J = 8.5 Hz, H-4’ ¢ H-6") ¢ 0 7.33 (2H, d, J = 8.5 Hz, H-2 e H-6), 6n
7.15 (2H, d, J = 8.5 Hz, H-3 e H-5) evidenciando a presenca de anéis aromaticos mono e
disubstituidos, respectivamente. Os sinais em on 6.44 (1H, dd, J = 15.8, 1.6 Hz, H-7), 61 6.24
(1H, dg, J = 15.8 e 6.5 Hz, H-8) e 61 1.91 (3H, dd, J = 6.5, 1.6 Hz, CH3-9) correspondem a
presenca de um propeno com configuragio trans. O espectro de RMN *3C possui um sinal de
carbono em dJc 165.1 (C-1°) que associado a formula molecular indica a presenga de uma
carbonila de éster. A correlacdo no espectro de HMBC entre 0 dn 8.21 com oc 165.1 (C-17)
confirma a insercdo do grupo no éster no anel aroméatico monosubstituido. J& a correlacdo entre
o0 sinal em 6y 7.33 com Jc 133.5 (C-7) indica a presenca do grupo propeno no anel aromatico

disubstituido. As demais atribuicdes de *H e **C podem ser observadas nas tabelas 3 e 4. Assim,
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0 composto CV1 foi atribuido como benzoato de (E)-4-(1-propenil) fenila. Esse composto ja

foi sintetizado por Diaz-Alvarez, et al. 2012, mas esse é primeiro relato como produto natural

[15].

Composto CV2 foi isolado como 6leo incolor. Sua formula molecular foi definida como
Ci6H1403 por IES-EMAR com m/z 255.1023 [M + H]* (calculado para CisHi503 m/z
255.1016) indicando a presenca de dez graus de instauragdes. O espectro de RMN de H

apresentou sinais semelhantes ao composto CV1 correspondente a presen¢a dos anéis mono e

dissubstituidos. Além desses apresentou um conjunto de sinais em 6x 3.61 (1H, sl, H-7), 61 3.04
(1H, dg, J=5.1e 1.9 Hz, H-8) e 61 1.46 (3H, d, J = 5.1 Hz, CHz3-9) correspondem a presenca
de um sistema epoxi-propano com configuracgéo relativa trans [16]. As demais atribuicdes dos

dados de RMN de H e 3C podem ser observadas nas tabelas 3 e 4. Assim, o composto CV2

foi atribuido como benzoato de (E)-4-(1-epoxi-7,8-propen) fenila.

Tabela 3: Dados de RMN de *H 400 MHz (CDCls) dos compostos CV1 a CV7 (J em Hz).

Cvi CV2 CvV3 CVv4 CV5 CV6 Cv7
No OH OH OH OH No OH OH OH
1 1
206 7.38d(86) 7.32d(86)  7.43d(85)  7.42d(85)  2/6 7.27d(85)  7.36d(85)  7.35d(8.5)
3/5 7.15d (8.6) 7.19d (8.6) 7.21d (8.5) 7.22d (8.5) 3/5 7.05d (8.5) 7.06 d (8.5) 7.06 d (8.5)
4 4
6.44 dd
7 361d(1.9) 470d(43)  443d(72) 7 357d(1.8) 466d(42)  436d(7.0)
(15.8; 1.6)
6.24 d 3.04d 4.02d 3.88 quint 3.01d
8 q q a a 8 d 3.98m 3.82m
(15.8; 6.5) (5.1: 1.9) (6.4: 4.3) (6.4) (5.1: 1.9)
1.91d
9 (6.5 1.6) 1.46d (5.1) 1.11d (6.4) 1.11d (6.4) 9 1.45d (5.1) 1.08d (6.3) 1.06d (6.3)
1’ 1’
2’ 2’ 2.43d(7.2) 2.43d (7.2) 2.43d (7.1)
8.21dd 8.20 dd
37 8.19d (7.9) 820d(74) 3  226n(68)  223n(67)  2.23n(6.7)
(85: 1.0) (8.4: 1.1)
#/6° 7521185  751t1(80)  7.51t(7.5)  7.51t1(74) 45 1.06d(67)  1.05d(6.7)  1.05d(6.7)
5 765t(75)  7.64t1(75)  7.64t(75)  7.641(7.8)
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Tabela 4: Dados de RMN de *3C 100MHz (CDCIs) dos compostos CV1 a CV7.

Cv1 CVv2 Cv3 Cv4 CV5 CV6 Cv7
No mult  dc Jc oc oc No mult  dc oc oc
1 C 135.9 135.6 138.2 138.7 1 C 135.2 138.0 138.7
216 CH 1268 126.8 127.9 127.9 216 CH 1265 127.8 128.0
3/5 CH 121.7 121.9 121.8 121.7 3/5 CH 121.6 121.6 121.8
4 C 149.8 150.8 150.7 150.6 4 C 150.4 150.4 150.6
7 CH 1302 59.3 77.2 78.8 7 CH 590 77.2 79.0
8 CH 1261 59.2 714 72.1 8 CH 589 713 723
9 CHs 186 18.0 174 18.7 9 CHs 178 174 18.9
I C 165.3 165.2 165.3 165.2 1’ C 171.4 171.8 171.7
2’ C 129.7 129.6 129.5 129.3 2’ CH: 432 434 435
3’/77 CH 1303 130.3 130.3 130.1 3’ CH 258 26.0 26.0
4’/6> CH 128.6 128.7 128.7 128.5 4/5> CHs 223 225 225
5’ CH 1336 133.7 133.8 133.6

Os compostos CV3 e CV4 foram, isolados como oOleos incolores. As férmulas
moleculares de CV3 e CV4 foram definidas por IES-EMAR como CieHi604 com m/z
m/z 273.1115 [M + H]" (calculado para C16H1704, 273.1021) e C16H1604 at m/z 273.1120 [M +
H]* (calculado para C1sH1704, 273.1021) respectivamente, indicando se tratarem de isbmeros
com a presenca de nove graus de instauracdes. O espectro de RMN de *H dos compostos CV3
e CV4 sdo bastante semelhantes. Apresentaram sinais compativeis com a presenga dos anéis
aromaticos mono e dissubstituidos presentes também em CV1 e CV2. Além desses sistemas de
anéis, apresentaram sinais compativeis com um sistema propan-diol onde a diferenca das
estruturas esta nas configuraces relativas do tipo eritro e treo. O composto CV3 apresentou 0s
sinais em dy 4.70 (1H, d, J = 4.3 Hz, H-7), 61 4.02 (1H, dg, J = 6.4 e 4.3 Hz, H-8) e 6n 1.11
(3H, d, J = 6.4 Hz, CH3-9) estabelecendo uma configurac¢do do tipo eritro. O composto CV4
apresentou os sinais em oy 4.43 (1H, d, J = 7.2 Hz, H-7), 61 3.88 (1H, quint, J = 6.4 Hz, H-8) e
on 1.11 (3H, d,J = 6.4 Hz, CH3-9) estabelecendo uma configuracdo relativa do tipo treo.
Balboul B., et al. 1996, fez a identificacdo de derivados de fenilpropanoides em Narvalina
domingensis possuindo sistemas propan-diol, relatando valores de J em torno de 5 Hz para a
configuracdo relativa eritro e de 7 Hz para treo. Esses valores de J sdo compativeis com 0s
angulos diedro entre os hidrogénios como pode ser observado na figura 24. Os dados de RMN
de 13C estdo presentes na tabela 3. A rotagdo Optica dos diastereoisdmeros CV3 e CV4 foi
comparada com dados da literatura [17]. Assim foi atribuido ao composto CV3 como Benzoato
de eritro-1- hidroxifenilpropan-7,8-diol e ao composto CV4 como Benzoato de treo-1-

hidroxifenilpropan-7,8-diol.
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Figura 24: ProjecOes de Fisher e Newman para 0os compostos CV3 e CV4.
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Baseado nos dados fisicos e espectroscopicos e comparagdo com os valores publicados,
0s compostos isolados conhecidos nesse estudo foram identificados como sellovicine B (CV5),
4-isovalerato de eritro-4-hidroxifenilpropan-7,8-diol (CV6) e 4-isovalerato de treo-4-
hidroxifenilpropan-7,8-diol (CV7) [16, 17].

Uma vez que os compostos foram caracterizados quimicamente, 0 proximo passo foi
avaliar seus potenciais efeitos bioldgicos. Todos os compostos foram avaliados primeiro contra
células tumorais. A citotoxicidade dos compostos fooi avaliada em cinco linhagens diferentes
de células cancerigenas (B16F10, HL-60, HCT116, MCF-7 e HepG2) e em uma linhagem
celular ndo-cancerigena (MRC5) usando um método colorimétrico, o teste AlamarBlue.
Conforme demonstrado na tabela 5, o composto CV2 apresentou valores de Clso variando de

6,8 a 16,7 UM para as linhagens celulares de cancer MCF-7 e HepG2, respectivamente. CV5
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apresentou valores de Clso variando de 11,1 a 18,3 uM para as linhas celulares de cancer MCF-
7 e HepG2, respectivamente. Doxorrubicina apresentou valores de Clsg variando de 0,1 a 1,39
MM para as linhagens celulares de cancer HepG2 e MCF-7, respectivamente. Os demais
compostos ndo apresentaram citotoxicidade (Clso > 50 pM). Em relagéo a citotoxicidade em
células ndo tumorais, CV2, CV5 e doxorrubicina apresentaram valores de Clso de 16,3, 19,4 ¢
0,96 uM, respectivamente, mostrando um perfil seletivo contra a maioria das linhagens de
células cancerigenas (Tabela 5).

A atividade anti-T. cruzi dos compostos também foi investigada contra a forma
infecciosa do parasita (formas tripomastigotas). Como mostrado na tabela 5, apenas 0s
compostos CV2 e CV5 possuem atividade tripanocida. CV2 e CV5 apresentaram um valor de
CEso de 9,0 e 9,58 UM, respectivamente. Nas mesmas condi¢des, 0 medicamento de referéncia,
benzonidazol, apresentou um valor de CEsp de 12,5 uM. Esses resultados reforcam o potencial

antiparasitario do género Croton descrito anteriormente [18-20].

Tabela 5: Citotoxicidade e atividade anti-T. cruzi dos compostos CV1-CV7.

Compostos Clso (UM) CEso (M)
B16F102 HL-602 HCT1162 MCF-72 HepG22 MRC5?2 T. cruzi®
CVv1i > 50 > 50 >50 > 50 > 50 > 50 > 50
CcVv2 144 (+05)  9.8(+26) 129(+x1.8) 6.8(x159) 16.7(x0.7) 163 (x1.1) 9.0 (+059)
CV3 > 50 > 50 >50 > 50 > 50 > 50 > 50
CVv4 > 50 > 50 >50 > 50 > 50 > 50 > 50
CV5 13.8(+01)  11.4(£36) 132(+x1.0) 11.1(+x14) 183(+x1.8) 194(x17) 9.58(+0.1)
CVé >50 > 50 > 50 > 50 >50 >50 >50
Cv7 > 50 > 50 >50 > 50 > 50 > 50 > 50
Doxorrubicina 0.6 (+0.1) 047(+0.1) 02(+0.04) 1.39(x0.05) 0.1(x001) 0.96(+0.02)
Benzonidazol - - - - - - 125 (2 0.6)
VG - - - -

3Determinado 72 horas apds a incubagdo com compostos.” Determinado 24 horas ap0s a
incubacdo com compostos. Valores representativos da médiaxS.D. e foram calculados a partir
de trés experimentos independentes. CEso = concentracdo efetiva para 50%. Clsg =

concentragdo inibitdria para 50%. VG = violeta genciana. S.D. = Desvio padrao.

No que se refere aos possiveis efeitos farmacoldgicos dos compostos CV1-CV7 em
relacdo aos macrdfagos estimulados com LPS e INF-y, foi realizado um novo ensaio de
citotoxicidade utilizando macrofagos J774 na presenca dos compostos mais 0 LPS e INF-y. Os
compostos CV1, CV3, CV4, CV6 e CV7 ndo apresentaram efeito citotdxico na concentracdo
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mais alta avaliada (100 pM). Os compostos CV2 e CV5 apresentaram efeitos citotoxicos, com
valores de CCso de 10,1 e 26,3 UM, respectivamente (Tabela 6). Nas mesmas condicOes, a
violeta de genciana, o medicamento de referéncia citotoxico, apresentou um valor de CCso de
0,8 uM. Por conseguinte, foram utilizadas concentracfes nédo citotdxicas dos compostos como
concentracgdes iniciais.

A capacidade de modulagdo de macrofagos apds um estimulo inflamatério nos ensaios
de LPS e INF-y foi avaliada pela quantificagdo de nitrito (Tabela 6) e da citocina IL-1p (Figura
S191) na linhagem de células J774. Todos os compostos diminuiram a producéo de nitrito com
valor de CEsp entre 1,7 e 42,9 uM, sendo os compostos CV2 e CV5, aqueles com os melhores
perfis (Tabela 6). Nas mesmas condicfes, a dexametasona mostrou um valor de CEsp de 0.7
KUM. Compostos que reduzem a producgdo de 6xido nitrico (NO) por células que participam do
processo inflamatdrio, como os macréfagos, tem um potencial de atividade anti-inflamatério
[21]. Esta correlacdo € possivel devido ao NO ser considerado um importante mediador pro

inflamatorio e estar envolvido na patogénese da inflamagéo [22].

Tabela 6: Citotoxicidade e inibicdo da producdo de NO dos compostos isolados de C.
velutinus.

Compostos CCso (UM) CEso (UM)

cV1 >100 106 ( 1.28)
cVv2 101(+142) 43(x061)
cv3 >100 145 (+0.7)
CV4 >100 42.9 (+ 2.6)
CcVs 263(x07) 1.7 (+0.35)
CV6 >100 322 (+3.4)
cv7 >100 30.4 (+ 1.9)
Dexa - 29(x0.7)
VG 0.8 (+0.1) -

Valores representativos da médiatS.D. e foram calculados a partir de trés experimentos
independentes. CCso = concentracdo citotoxica para 50% em macrofagos J774. CEso =
concentracéo efetiva para 50 %. Dexa = Dexametasona. VG = violeta genciana. S.D. = desvio
padréo.

Em relacdo a produgdo de IL-1B pelos macrofagos J774 estimulados, o composto CV5
diminuiu a producdo de IL-1B de maneira concentracdo dependente, assim como a

dexametasona (Figura 25). Os outros compostos também diminuiram significativamente a
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producdo de IL-1pB, porém em menor poténcia (Figura S191). Outro mediador fundamental na
cascata pré inflamatoria é a IL-1pB, e a sua diminuigdo em condigdes inflamatdrias tem sido
utilizada como estratégia terapéutica em doencas inflamatorias crénicas importantes como a

artrite reumatoide [23].

Figura 25: Efeito de CV5 sobre a producao de IL-1p na cultura de macrofagos J744 ativados
por LPS e INF-y.
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OBS: Células J774 foram incubadas com veiculo (DMSO, C- grupo controle ndo estimulado),
apenas com LPS (500ng/mL) e INF-y (Sng/mL) (C+, grupo controle positivo) ou com diferentes
concentracdes ndo citotoxicas do composto testes durante 24 horas e o sobrenadante coletado
para quantificacao da IL-1p através de ELISA sanduiche. O controle padrdo ouro utilizado foi
dexametasona (10uM, Dexa). Os dados foram expressos como média + EPM; n=5 por grupo.
*p < 0.05 em comparacéo as culturas estimuladas com LPS e INF-y tratadas apenas com o
veiculo. ANOVA seguida do teste de Tukey.

Relacionando as estruturas dos compostos CV1-CV7 e suas atividades bioldgicas
avaliadas nesse estudo, é possivel observar que 0s compostos que apresentaram melhores

resultados (CV2 e CV5) possuem o epoxy-propane system. Dados da literatura demonstram
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que substancias com o grupo epoxido como farmacdforo apresentam diversas atividades

bioldgicas, entre elas citotoxica e anti-inflamatoria [24, 25].

4. Concluséo

Este trabalho avaliou a citotoxicidade, atividade anti-inflamatdria e tripanocida de sete
fenilpropanoides, dos quais quatro sdo novos produtos naturais (CV1-CV4). Os derivados
fenilpropandides CV2 e CV5 apresentaram os melhores perfis bioldgicos, sendo capazes de
inibir a proliferacdo de um numero de linhagens celulares de cancer, lisar a forma infecciosa do
T. cruzi e diminuir a producdo de mediadores pré-inflamatorios. Assim, este trabalho reforca a
importancia de investigacdes quimicas e farmacoldgicas do género Croton, em particular C.
velutinus, na busca de novos agentes anticancerigenos, anti-inflamatérios e tripanocidas.
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Figura S150: Espectro de RMN de H (400 MHz, CDCl3) do composto CV1.
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Figura S151: Espectro de RMN de H (400 MHz, CDCl3) do composto CV1 (expansio).
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Figura S152: Espectro de RMN de *C (100 MHz, CDCls) do composto CV1.
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Figura S153: Espectro de RMN de *C (100 MHz, CDCls) do composto CV1 (expansio).
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Figura S154: Espectro de RMN de COSY (400 MHz, CDCl3) do composto CV1.
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Figura S155: Espectro de RMN de HSQC (400 MHz, CDCl3) do composto CV1.
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Figura S156: Espectro de RMN de HMBC (400 MHz, CDCl3) do composto CV1.
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Figura S157: Espectro de RMN de HMBC (400 MHz, CDCl3) do composto CV1.
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Figura S158: Espectro de RMN de H (400 MHz, CDCl3) do composto CV2,
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Figura S160: Espectro de RMN de H (400 MHz, CDCl3) do composto CV2.
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Figura S161: Espectro de RMN de *C (100 MHz, CDCls) do composto CV2.
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Figura S162: Espectro de RMN de *C (100 MHz, CDCls) do composto CV2.
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Figura S163: Espectro de RMN de COSY (400 MHz, CDCl3) do composto CV2.
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Figura S164: Espectro de RMN de HSQC (400 MHz, CDCl3) do composto CV2.
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Figura S165: Espectro de RMN de HMBC (400 MHz, CDCl3) do composto CV2.
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Figura S166: Espectro de RMN de HMBC (400 MHz, CDCl3) do composto CV2.
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Figura S167: Espectro de RMN de H (400 MHz, CDCl3) do composto CV3.
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Figura S 168: Espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCls) do composto CV3.
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Figura S169: Espectro de RMN de H (400 MHz, CDCl3) do composto CV3.
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Figura S170: Espectro de RMN de *C (100 MHz, CDCls) do composto CV3,
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Figura S171: Espectro de RMN de *C (100 MHz, CDCls) do composto CV3,
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Figura S172: Espectro de RMN de COSY (400 MHz, CDClIs) do composto CV3.
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Figura S173: Espectro de RMN de HSQC (400 MHz, CDCl3) do composto CV3.
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Figura S 174: Espectro de RMN de HMBC (400 MHz, CDCls) do composto CV3.
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Figura S175: Espectro de RMN de H (400 MHz, CDCl3) do composto CV4,
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Figura S176: Espectro de RMN de H (400 MHz, CDCl3) do composto CV4,
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Figura S177: Espectro de RMN de H (400 MHz, CDCl3) do composto CV4,
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Figura S178: Espectro de RMN de COSY (400 MHz, CDCl3) do composto CV4.
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Figura S179: Espectro de RMN de HSQC (400 MHz, CDCl3) do composto CV4.
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Figura S180: Espectro de RMN de HMBC (400 MHz, CDCl3) do composto CV4.
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Figura S181: Espectro de RMN de H (400 MHz, CDCl3) do composto CV5.
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Figura S182: Espectro de RMN de *C (100 MHz, CDCls) do composto CV5.
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Figura S183: Espectro de RMN de H (400 MHz, CDCl3) do composto CV6.
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Figura S184: Espectro de RMN de *C (100 MHz, CDCls) do composto CV6.
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Figura S185: Espectro de RMN de H (400 MHz, CDCl3) do composto CV7.
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Figura S186: Espectro de RMN de *C (100 MHz, CDCls) do composto CV7.
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Figura S187: Espectro de IES-EMAR de CV1 ([M + H], modo de ionizagéo positivo).
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Figura S188: Espectro de IES-EMAR de CV2 ([M + H], modo de ionizagédo positivo).
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Figura S189: Espectro de IES-EMAR de CV3 ([M + H], modo de ionizagéo positivo).
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Figura S190: Espectro de IES-EMAR de CV4 ([M + H], modo de ionizagéo positivo).
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Figura S191: Efeito de compostos na producdo de IL-1p na cultura de macréfagos J774 ativada
por LPS e INF-y.
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apenas com LPS (500ng/mL) e INF-y (Sng/mL) (C+, grupo controle positivo) ou com diferentes

concentragdes nao citotoxicas dos compostos testes durante 24 horas e o sobrenadante coletado

para quantificacao da IL-1p através de ELISA sanduiche. O controle padrdo ouro utilizado foi

dexametasona (10uM, Dexa). Os dados foram expressos como média £ EPM; n=5 por grupo.
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6 Conclusdes gerais

O presente estudo descreveu o estudo fitoquimico e farmacologico de duas espécies de
Euphorbiaciae, S. loranthacea e C. velutinus, coletadas na cidade de Morro do Chapéu na
Bahia. Para obtencdo dos resultados, de ambas as espécies, foram realizados métodos de
extragdo classico como a maceracdo estatica utilizando inicalmente um solvente de baixa
polaridade, como o hexano, e posteriormente um de alta polaridade como metanol e etanol.
Esse procedimento teve como objetivo concentrar compostos menos polares, como 0s
terpenoides, nos extratos hexanicos e por esse motivo esses extratos foram os primeiros a serem
investigados. Foram realizados inicialmente uma investigacdo utilizando cromatografia em
camada delgada analitica e relevadores para identificacdo dos compostos presentes nos extratos
hexanicos. Posteriormente foram submetidos a cromatografia em coluna aberta utilizando silica
Gel como fase estacionaria e misturas de Hex: AcOEt como fase mdvel. A partir desse
procedimento de fracionamento ja foi possivel realizar o isolamento de substancias que foram
analisadas por RMN de 'H e 3C uni e bidimensionais, tendo suas estruturas identificadas.
Posteriormente outras fracbes foram analisadas por CLAE-DAD em escalas analiticas e
preparativas o qual forneceu o isolamento das demais substancias.

Para a espécie S. loranthacea, no intuito de responder se existiam outros 28-
nortriterpenos das partes da planta, 0s extratos hexanicos das cascas das raizes, cerne das raizes,
caule e folhas foram submetidos a analise por CLAE-DAD-EM/EM e os dados foram
submetidos ao GNPS para anélise espacial da composi¢cdo quimica desses extratos. A partir
desses dados foi possivel realizar um isolamento guiado por espectrometria de massas e obter
outros 28-nortriterpenos.

Todos os compostos isolados tiveram suas elucidagdes estruturais determinadas por
dados espectroscopicos de RMN de H e 3C uni e bidimensionais, dados espectrométricos para
confirmacéo estrutural e da formula molecular, infravermelho, rotacdo Optica e comparacao
com os dados disponiveis na literatura. Das cascas das raizes de S. loranthacea, foram isolados
quatorze compostos sendo quatro novos derivados do esqueleto 28-nor-taraxareno (SL1-SL4),
guatro novos diterpenos tiglianos (SL5-SL8), trés diterpenos tiglianos conhecidos (SL9-SL11)
e trés diterpenos fexibilenos conhecidos (SL12-SL14). Das raizes de C. velutinus, foram
isolados quatro novos derivados de fenilpropanoides (CV1-CV4) e trés conhecidos (CV5-
CV7).

Estudos com o extrato etandlico das cascas das raizes de S. loranthacea néo foi realizado

e ha uma necessidade de investigacdo dos constituintes desse extrato. Dos demais extratos
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hexanicos e etandlicos das demais partes dessa espécie apenas o extrato hexanico das folhas foi
fracionado e realizado o isolamento do triterpeno lupeol, de um diterpeno clerodano e de um
flexibileno. Esses dados foram realizados por alunos e iniciacédo cientifica e publicados como
trabalho de PIBIC.

Estudos do extrato metandlico das raizes de C. velutinus foram realizados e isolados
derivados de fenilpropandides metoxilados. Apoés investigacdo da origem da metoxilagdo
percebeu-se que se tratava de artefatos oriundos da extracdo com metanol e por isso esses dados
ndo foram colocados nesse trabalho. Os demais extratos hexanicos e metanolicos das folhas e
caule ndo foram investigados.

A atividade farmacoldgica dos compostos isolados foi realizadas de acordo com seu
esqueleto quimico. Levantamento da literatura foram estabelecidos apos a identificacdo dos
compostos e escolhido a atividade a ser realizada. Para a espécie S. loranthacea, a
citotoxicidade e atividade antiviral dos compostos SL1, SL2, SL5-SL 14 foram avaliadas contra
celulas Vero e contra um virus da Zika epidémico (ZIKV) que circula no Brasil. Seis dos doze
compostos (SL2, SL5, SL9-SL11 e SL14) exibiram efeito antiviral significante contra o ZIKV.
Especificamente os compostos SL2 e SL5 demostraram serem 0S COmpostos mais promissores.
Para a espécie C. velutinus, as atividades anti-inflamatéria, citotdxica e tripanocida dos
compostos foram avaliadas. Apenas os compostos CV2 e CV5 apresentaram atividade
citotoxica para as linhas celulares de cancer (B16F10, HL-60, HCT116, MCF-7 e HepG2) assim
como atividade tripanocida. Todos os compostos diminuiram a producdo de nitrito em
macrdfagos J774 e apenas o composto CV5 diminuiu a produgdo de IL-1p.

Por fim, esse estudo descreveu pela primeira vez a composicao quimica das cascas das
raizes de S. loranthaceae e das raizes de C. velutinus. Foi realizado o isolamento de vinte e um
compostos que tiveram suas estruturas elucidadas ou indentificadas a partir de técnicas
espectroscopicas e espectrométricas. A maioria dos compostos teveram suas atividades
bioldgicas descrita. O estudo da espécie S. loranthacea foi publicado na revista Journal of
Natural Products e o da espécie C. velutinus serd submetido a revista Fitoterapia.
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