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RESUMO

SOUZA, T. A. Analise quimiotaxonémica de diterpenos em quatro géneros
de Euphorbiaceae com ocorréncia no semiarido brasileiro, estudo fitoquimico e
avaliacdo da atividade biolégica de Jatropha ribifolia (Pohl) Baill. Jodo Pessoa, 2024.
211p. Tese de Doutorado - Programa de PoOs-Graduacdo em Produtos Naturais e
Sintéticos Bioativos. Centro de Ciéncias da Saude, Universidade Federal da Paraiba.

O presente trabalho demonstra a quimiodiversidade das espécies de Euphorbiaceae
com ocorréncia no semiarido brasileiro por meio da analise quimiotaxonémica de
diterpenos. Além disso, destaca a diversidade estrutural, atividades biol6gicas e
potenciais aplicacdes farmacéuticas dos diterpenos isolados de espécies de Jatropha. Por
fim, descreve a investigacdo fitoquimica e estudos de atividade do extrato e compostos
isolados de Jatropha ribifolia por meio de analises in silico e in vitro. Como resultados,
0 uso da quimiotaxonomia com base em ferramentas de inteligéncia artificial e dados
moleculares permitiram identificar padrdes quimicos entre Jatropha, Cnidosculos,
Sapium e Stillingia, géneros de Euphorbiaceae com ocorréncia na Caatinga, e sugerir
relacdes filogenéticas entre as espécies analisadas. Estes achados, aliados a revisao de
literatura, demonstraram grande potencial do género Jatropha para prospecc¢ao de novos
agentes citotoxicos e antibacterianos. Estes achados permitiram identificar espécies de
Jatropha ainda pouco exploradas do ponto de vista quimico e farmacolégico, levando a
J. ribifolia. A investigacdo fitoquimica desta espécie permitiu o isolamento de 17
compostos, sendo sete deles inéditos na literatura, denominados entdo Ribifolonas A-G.
Ensaios por docking molecular indicam grande potencial antitumoral para estas novas
substancias. Paralelamente, ensaios com o0 extrato e 0 seu composto majoritario,
jatrophona, demonstraram atividade antibiofilme contra P. aeruginosa. Assim, este
trabalho contribui para o conhecimento da quimiodiversidade do semiérido brasileiro e
abre caminhos para o desenvolvimento de novas substancias eficazes no combate a
problemas graves de saude publica na atualidade como o céncer e patdgenos
multirresistentes.

Palavras-chave: Diterpenos macrociclicos, compostos antiviruléncia, redes

neurais, fitoquimicos



ABSTRACT

SOUZA, T. A. Chemotaxonomic analysis of diterpenes in four genera of
Euphorbiaceae occurring in the Brazilian semi-arid region, phytochemical study
and evaluation of the biological activity of Jatropha ribifolia (Pohl) Baill. Jodo
Pessoa, 2024. 211p. Tese de Doutorado - Programa de Pds-Graduacdo em Produtos
Naturais e Sintéticos Bioativos. Centro de Ciéncias da Saude, Universidade Federal da
Paraiba

The present work demonstrates the chemodiversity of Euphorbiaceae species
found in the Brazilian semi-arid region through a chemophenetic analysis based on
diterpenes. Additionally, it highlights the structural diversity, biological activities, and
potential pharmaceutical applications of diterpenes isolated from Jatropha species.
Finally, it describes the phytochemical investigation and activity studies of the extract
and isolated compounds from Jatropha ribifolia through silico and in vitro analyses.
As results, the use of chemophenetics based on artificial intelligence tools and
molecular data allowed for the identification of chemical patterns among the genera
Jatropha, Cnidoscolus, Sapium, and Stillingia, Euphorbiaceae genera occurring in the
Caatinga, and suggested phylogenetic relationships between the analyzed species.
These findings, along with a literature review, indicated the significant potential of the
Jatropha genus for the identification of new cytotoxic and antibacterial agents. The
phytochemical study of J. ribifolia led to the isolation of 17 compounds, seven of which
are novel in literature, named Ribifolones A-G. Molecular docking assays indicate high
cytotoxic potential for these new substances. Assays with the extract and its major
compound, jatrophone, demonstrated antibiofilm activity against P. aeruginosa. Thus,
this work contributes to the understanding of the chemodiversity of the Brazilian semi-
arid region and opens avenues for the development of new bioactive agents effective
in combating serious current public health challenges, such as cancer and
antimicrobial-resistant pathogens.

Keywords: Macrocyclic diterpenes, antivirulance componds, neural networks;

phytochemicals
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INTRODUCAO

Os produtos naturais séo substancias quimicamente diversas obtidas a partir da fauna, flora
e microrganismos, como fungos e bactérias. Estes compostos possuem amplo espectro de
aplicacdo tanto do ponto de vista terapéutico quanto industrial. Desde a antiguidade a humanidade
faz uso das plantas medicinais como instrumento de praticas curativas em vérias culturas (R.
ALMEIDA; T. MARTINEZ; C. PINTO, 2017). O advento das técnicas de caracterizacdo e andlise
tem permitido progressivamente explorar e descobrir novos principios ativos contidos nas espécies
medicinais, levando a descoberta de compostos pertencentes a varias classes de metabolitos
bioativos (LOPES; VIEIRA, 2017).

Apesar dos avangos na area farmoquimica, o uso de plantas continua sendo um elemento
essencial para o acesso e promocao da saude. Neste sentido, a Organizacao Mundial de Saude
(OMS) estima que entre 88% dos 170 paises membros descrevem uso da medicina tradicional,
logo das plantas medicinais que dela fazem parte, para o tratamento de diversas afeccOes
(HAMILTON, 2004). Desta forma, a preservacdo dos biomas associado ao desenvolvimento de
modelos de bioeconomia tem se tornado uma demanda crescente na contemporaneidade e presente
na definicdo dos Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS), adotados desde 2015 pelas
Nacdes Unidas (BIERMANN et al., 2022).

No Brasil, 0 uso de plantas de medicinais no ambito da satde publica foi regulamentado
através da Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares (PNPIC) (Brasil,2006). A
PNPIC busca integrar o uso das plantas medicinais no Sistema Unico de Saude, respaldando o uso
tradicional dessas praticas. Com isso, esta politica contribui para o fortalecimento da fitoterapia
junto a populacdo brasileira e assegura o desenvolvimento de estudos cientificos que comprovem
eficacia e seguranca das espécies medicinais no contexto clinico, criando cenario ideal para o

desenvolvimento de novos medicamentos fitoterapicos.

A biodiversidade brasileira € descrita como uma das mais diversas do mundo, apesar disso
todos os dominios fitogeograficos tém sido devastados em decorréncia das mudancgas climaticos e
sobretudo da agdo antropica, associada a agricultura e pecuéria extensivas. A Caatinga, principal
bioma do semiérido brasileiro, conta apenas com 11,04% da sua cobertura vegetal nativa em toda
aregido (ARAUJO et al., 2023). Desta forma, considerando as preconiza¢des das ODS e o respaldo
assegurado pela PNPIC o desenvolvimento de estudos acerca dos principios ativos contidos nas
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plantas medicinais nativas é de grande valia para o desenvolvimento sustentavel de produtos com

base na biodiversidade abrangendo os ambitos social, tecnoldgico, cientifico e industrial.

Entre as familias de plantas com ocorréncia descritas no Brasil, Euphorbiaceaae se destaca
devido a sua variedade de espécies e potencial medicinal (SECCO et al., 2012). No semiarido
brasileiro muitas plantas deste grupo vegetal séo tradicionalmente utilizadas pela populagéo para
tratar casos de diarreias, infecgdes, cefaleia e mesmo cancer. Entre as mais utilizadas, podem ser
citadas o velame, pertencente ao género Croton, a malva, classificada dentre o género Euphorbia,
¢ também as espécies popularmente conhecidas como “pinhdo”, membros do género Jatropha
(CREPALDI et al., 2016). Do ponto de vista quimico Euphorbiaceae é capaz de produzir uma

miriade de compostos como cumarinas, flavoides, alcaloides e terpenoides.

Os terpenos compdem classe uma das mais diversas em Euphorbiaceae. Entre eles, os
diterpenos se destacam devido ao seu amplo espectro de atividades farmacoldgicas, mais de 30
esqueletos desta classe sdo reportados em Euphorbiaceae. Alguns deles possuem apresentam

relevancia quimiotaxonomica para alguns géneros (KEMBOI et al., 2021).

Considerando vasto potencial medicinal, farmacoldgico e quimico apresentado pela familia
Euphorbiaceae em adicdo as novas tecnologias analiticas empregadas no estudo dos produtos
naturais, este trabalho demonstra aplicacdo de quimiofénetica como estratégia para priorizacdo de
géneros ou espécies promissoras para prospeccdo fitoquimica. Além disso, sumariza os diterpenos
do género Jatropha e descreve o estudo fitoquimico de Jatropha ribifolia, uma espécie com um
grande potencial quimico e farmacoldgico ainda pouco explorado, buscando assim, isolar,
identificar e realizar ensaios bioldgicos das suas substancias quimicas. O presente trabalho
contribui com o conhecimento quimico e farmacolégico da familia Euphorbiaceae, estimula a

continuidade dos estudos ampliando o trabalho desenvolvido no PPgPNSB.
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1. FUNDAMENTACAO TEORICA

1.1. Consideracdes sobre a familia Euphorbiaceae

A familia Euphorbiaceae, da classe dicotileddneas, € uma das mais amplas e diversificadas
familias entre as plantas angiospermas, abrangem cerca de 300 géneros €.8000 espécies (SIMPSON,
2010) Compreendem plantas com flores que podem ser encontrados na forma de ervas, arbustos ou
arvores (ABOMUGHAID et al., 2024), estas podem se adaptar em zonas temperadas resultando em
uma ocorréncia cosmopolita, Figura 1. Porém, a maior diversidade ocorre principalmente em regides
tropicais, como florestas da América do Sul, Africa e Sudeste Asiatico (DA SILVA ALMEIDA;
RAMALHO; DA SILVEIRA, 2018).

Figura 1. Distribuicdo geografica da familia Euphorbiaceae

Fonte: http://www.mobot.org/MOBOT/research/APweb/.

A classificacdo da familia Euphorbiaceae com base em critérios anatdmicos apresenta desafios
consideraveis devido & enorme diversidade morfoldgica das plantas que a compdem (WEBSTER,
1994). Como exemplos € possivel citar em caracteristicas como o habito, estrutura floral e presenca
de latex, dificultando a criagdo de critérios anatdbmicos consistentes para todo o grupo (ALYAS et al.,
2024). Com base nas técnicas moleculares, a filogenia se tornou um dos pilares da classificacdo
moderna de plantas, com destaque para esforcos globais que culminaram com o sistema APG
(Angiosperm Phylogeny Group) (AN ORDINAL CLASSIFICATION FOR THE FAMILIES OF
FLOWERING PLANTS, 1998).
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O sistema APG surgiu como uma resposta a necessidade de uma classificacdo mais precisa e
baseada em dados genéticos para as Angiospermas. Antes da introducdo desse sistema, as
classificacBes botanicas eram amplamente baseadas em caracteristicas morfologicas e anatémicas, o
que levava a inconsisténcias e revisdes frequentes na taxonomia das plantas. De acordo com a ultima
atualizacdo, APG IV (2016), Euphorbiaceae séo elas; Acalyphoideae, Crotonoideae, Euphorbioideae
e Cheilosoideae (An update of the angiosperm phylogeny group classification for the orders and
families of flowering plants: APG 1V, 2016). No Brasil, representantes de Euphorbiaceae sdo
reconhecidos devido a sua importancia econdmica e medicinal, tais como Ricinus communis
(mamona), Havea brasiliensis (seringueira) e Manihot esculenta (mandioca).

Ricinus communis é cultivado principalmente na regido nordeste do Brasil devido & sua
resisténcia as condi¢cdes semiaridas e ao potencial de geracdo de renda para pequenos produtores
(NEVES, Breno Rosa; SANTOS; DONATO, 2013). Segundo a Secretaria da Agricultura, Pecuéria,
Irrigacdo, Pesca e Aquicultura a producdo de mamona no Estado da Bahia alcancou a marca de 91,4
mil toneladas em 2023. O 6leo de mamona, extraido das sementes, € amplamente exportado para a
indUstria de cosméticos, farmacéutica e de biocombustiveis. Ricinus communis possui ainda potencial
medicinal significativo, com efeitos promissores contra cancer e ulceras, atuando sobre organismos,
bactérias prejudicam a saude humana (YEBOAH et al., 2021).

Hevea brasiliensis foi fundamental para a histdria do Brasil, especialmente durante o chamado
"Ciclo da Borracha", no final do século XIX e inicio do século XX. A seringueira € a principal fonte
de latex natural, usado na producdo de borracha, que passou a ser altamente demandada devido ao
desenvolvimento da inddstria automobilistica. Na medicina popular, o latex de Hevea brasiliensis é
aplicado topicamente para ajudar na cicatrizacdo de feridas e de infec¢bes causadas por um inseto
parasita, conhecida como boro por tribos indigenas da Amazonia boliviana (HAJDU; HOHMANN,
2012). Pesquisas mais recentes identificaram peptideos, similares a heveina, pela primeira vez no
latex da seringueira, estes apresentaram atividade antifingica significativa in vitro. O latex também
é extensivamente estudado visando desenvolvimento de materiais biocompativeis, como curativos.
Estes achados indicam o potencial medicinal da espécie, que é ainda pouco explorado (GUERRA et
al., 2021; MAZURKIEWICZ-PISAREK; BARAN; CIACH, 2023)

Manihot esculenta é uma planta de grande importancia historica e cultural no Brasil, devido
ao seu papel como alimento basico para varias populacGes desde os tempos pré-coloniais. A mandioca
¢ originaria da América do Sul, e os povos indigenas brasileiros ja a cultivavam e consumiam antes

da chegada dos colonizadores. Do ponto de vista medicinal, as a planta € utilizada para tratar
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abscessos, feridas e lesdes externas; as raizes sdo combinadas com rum e aplicadas topicamente em
criancgas para tratar erupcdes cutaneas (MOHIDIN et al., 2023).

A familia Euphorbiaceae possui uma presenca significativa no semiérido brasileiro, onde
varias espécies se adaptaram bem as condicdes climaticas da regido, como altas temperaturas e baixa
disponibilidade de agua. A Caatinga, um dos biomas mais caracteristicos do semiarido, possui flora e
fauna Unicas. Neste dominio fitogrografico géneros importantes tem sua ocorréncia descrita como
Croton, Cnidoscolus, Jatropha e Euphorbia (ABDELGADIR; VAN STADEN, 2013; MOURA et al.,
2019; SATIRO; ROQUE, 2008) Devido a agdo antropica muitas espécies de Euphorbiaceae na
Caatinga enfrentam ameacas, sendo necessario um enfoque na conservacao para evitar a perda de
biodiversidade local. A restauracdo de areas degradadas com espécies nativas dessa familia é uma
estratégia para ajudar na recuperacdo ecoldgica e no desenvolvimento sustentdvel do semiérido.
Dentre os géneros mencionados, muitas espécies sdo utilizadas na medicina tradicional local, com

destaque para o género Jatropha.

1.2. Consideracdes sobre Quimiotaxonomia

A taxonomia de plantas, é o estudo sistematico da classificacdo dos organismos vegetais,
visando organizé-los em categorias com base em suas semelhancas e diferencas. No século XVIII, o
botanico Linnaeus estabeleceu o sistema de nomenclatura para classificar espécies segundo
caracteristicas morfologicas, criando um marco na organizacao das plantas em grupos bem definidos
(GODFRAY, 2007) Contudo, a variabilidade morfoldgica observada em espécies de aparéncias
semelhantes gerou a necessidade de critérios adicionais para melhor elucidar suas relagées evolutivas
e filogenéticas.

Ainda na primeira metade do século XX, estudos pioneiros lancaram as bases do que seria
denominado quimiotaxonomia, ao investigarem o potencial de compostos quimicos como marcadores
taxondmicos. Nesse contexto, a quimiotaxonomia, também referida como quimiossistematica, foi
consolidando-se como campo de pesquisa ao utilizar metabolitos secundarios, tais como alcaloides,
flavonoides e terpenos, para diferenciar e organizar as plantas em grupos taxonémicos distintos,
complementando a taxonomia classica (ERDTMAN, 1963).

Os trabalhos quimiotaxonomia, inicialmente, centraram-se em plantas de interesse medicinal
nas quais compostos como alcaloides e derivados fendlicos foram identificados e analisados por meio

de analises comparativas. Verificou-se que tais substancias possuiam distribuices especificas em
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determinadas familias de plantas, sugerindo que poderiam atuar como indicadores taxonémicos
relevantes (ALSTON; MABRY; TURNER, 1963; BOLSANI et al., 1984).

Entre as décadas de 1950 e 1970, a quimiossistematica foi formalmente consolidada como
campo cientifico, auxiliada por técnicas analiticas modernas a época. A introducdo da cromatografia
como método-padréo possibilitou a separacao e analise dos compostos naturais, tornando-se essencial
para os estudos de quimiotaxonomia. A implementacdo da espectroscopia / espectrofotometria
também foi fundamental, especialmente na analise de flavonoides e carotenoides (HARBORNE,
1967; LIAAEN-JENSEN, 1979).

No Brasil, os estudos em quimiossistematica ganharam destaque a partir do trabalho do
professor Otto Richard Gottlieb, considerado o fundador da quimiossistematica no pais, catalogando
uma gama de compostos quimicos presentes nos biomas brasileiros. Ele investigou o papel dos
compostos quimicos tanto na classificacdo das plantas quanto na compreensdo de sua ecologia e
evolugdo. Em alguns dos seus trabalhos, o professor Gottlieb observou que o grau de oxidacgéo de
certas classes, como flavonoides e diterpenos, poderiam auxiliar na compreensdo das relagdes
evolutivas entre plantas (FIGUEIREDO; KAPLAN; GOTTLIEB, 1995).

Com os avancos da biologia molecular, a quimiossistematica foi progressivamente
integrando-se com a filogenia molecular, que possibilitou 0 uso de dados genéticos como ferramenta
adicional para a classificacdo taxondémica (STUESSY; CRAWFORD, 1983; WINK et al., 2010).
Anélises de DNA passaram a confirmar e complementar as classificagdes quimicas, sendo que muitos
dos padrBes quimicos observados em plantas puderam ser correlacionados com evidéncias
moleculares, aumentando a confiabilidade das classificacdes taxonémicas. Com isso, a ado¢do do
termo quimiofenética tem sido proposta para contemplar a integracdo dos estudos fitoquimicos com
dados moleculares, obtidos por meio de técnicas dmicas aplicadas a matrizes vegetais (RAMOS et
al., 2022; ZIDORN, 2019).

Hoje, a quimiossistematica € de importancia incontestavel para as ciéncias biologicas e
farmacéuticas. Fornece uma base solida para a identificacdo e classificacdo de plantas, especialmente
aquelas com relevancia econémica e medicinal. As pesquisas nessa area também favorecem a
descoberta de novos compostos com potencial terapéutico, com 0s constantes avangos nas técnicas
analiticas, fortalecendo os apelos contemporaneos a preservacao da biodiversidade (CASSAGO et
al., 2022; KIM et al., 2016).

1.3. Consideracdes sobre o género Jatropha
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O termo Jatropha tem origem grega e é formado pelas palavras iatros, que significa "médico”
ou "curador", e trophe, que significa "alimento” ou "nutricdo”. Assim, o nome Jatropha pode ser
traduzido como "planta medicinal™ ou "planta de cura", indicando o uso tradicional e as propriedades

terapéuticas atribuidas ao género desde a antiguidade (COSTA et al., 2014). Mesmo que algumas
espécies sejam toxicas, as propriedades medicinais sdo amplamente exploradas em diversas culturas.
O género Jatropha, abrange aproximadamente 175 espécies encontradas principalmente em
regides tropicais e subtropicais, Figura 2 (RIBEIRO et al., 2024). Espécies deste grupo podem ser
encontrados na caatinga, campos limpos, cerrados, florestas ciliares ou de galeria, florestas de terra
firme, florestas ombrdfilas, restingas e areas antropizadas. No Brasil, esta representado por 22
espécies, das quais nove sdo endémicas (MOREIRA et al., 2023). As plantas deste t&xon podem variar
de pequenos arbustos a arvores de médio porte, com altura que pode chegar a 7 metros, dependendo
da espécie. Estudos morfoanatodmicos revelaram existéncia de muitas estruturas secretoras nos
Orgdos de espécies de Jatropha, incluindo cavidades, laticiferos e idioblastos excretores. Neste
mesmo estudo, por meio de histoquimica, os autores indicam o acimulo de diferentes classes de
metabolitos como derivados fendlicos e terpenoides principalmente em idioblastos (SYAHRUNI et
al., 2023).

Figura 2. Distribuicdo geogréafica do género Jatropha (representado por J. curcas em verde).
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Fonte: adaptado de Eijck et al, 2014.
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Jatropha é conhecida tanto pelo potencial medicinal quanto pelo uso de algumas de suas
espécies na producédo de biocombustiveis (VAN EIJCK et al., 2014). Com rela¢&o a sua composic¢éo,
poucas espécies foram estudadas quimicamente. Apesar disso, compostos de Vvérias classes sdo
descritas nesse género como por exemplo; peptideos, lignanas, flavonoides, cumarinas, alcaloides
entre outras. Em meio a variedade de compostos, 0s terpenoides sdo 0s mais relatados
(CAVALCANTE; DIEGO DA CONCEIQAO SANTOS; GUEDES DA SILVA ALMEIDA, 2020;
JUCA et al., 2017), em especial os diterpenos (discutidos em sessdo prépria adiante), representadas

abaixo na figura 3.

Figura 3. Estruturas de algumas substancias isoladas a partir de espécies de Jatropha.
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1.4. A espécie Jatropha ribifolia

Jatropha ribifolia € um arbusto endémico do Brasil com ocorréncia descrita na regido
Nordeste, Minas Gerais, Mato Grosso do Sul e Rio Grande do Sul, Figura 4. Popularmente conhecido

2 13

como “pinhdo rasteiro”, “pinhdo manso” ou “Mindncora do campo” seu uso medicinal € bastante
conhecido, o latex da planta é usado para o tratamento de picadas de cobra (AGRA et al., 2007).
Reconhecidas a importancia regional da conservacéo e utilizacdo dos recursos genéticos de plantas

medicinais para obtencdo de substancias bioativas, trabalhos sobre comportamento fenoldgico,
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sistemas de reproducéo e polinizacdo além de analise dos parametros genéticos de frutos, sementes e
plantulas séo relatados na literatura (NEVES, Edinaldo Luz das; FUNCH; VIANA, 2010). Leal e
Agra descreveram as caracteristicas morfoanatdmicas das folhas de duas espécies de Jatropha, sendo
uma delas J. ribifolia, neste trabalho os autores apontam a escassez de estudos fitoquimicos acerca
dessas espécies (LEAL; AGRA, 2005).

Figura 4. Espécime de J. ribifolia (A), distribuicdo geografica de J. ribifolia no Brasil (B). Em
4B, se destacam em Laranja — Estados do Nordeste brasileiro, em Rosa — Minas Gerais, em
Amarelo — Mato Grosso, e em roxo — Rio Grande do Sul.

Fonte: https://reflora.jbrj.gov.br.

Os relatos acerca da identificacdo de metabdlitos de J. ribifolia comecaram a ser realizados
na Ultima década. Estes estudos culminaram, inicialmente, com o isolamento de um diterpeno do tipo
Jatrophano (a jatrophona) e acido ciperanoico, posteriormente triterpenos do tipo damarano e
cumarinas foram descritos nas partes subterraneas. Neste mesmo periodo, o éleo essencial das raizes
também foi caracterizado, revelando a presenca de sesquiterpenos (majoritarios), monoterpenos e
fenilpropanoides. A atividade citotoxica do extrato, 0leo essencial e de jatrophona foram avaliados
frente a células tumorais demonstrando resultados promissores, principalmente para 0 composto
isolado. Um dos trabalhos mais recentes demonstrou ainda a ocorréncia de um orbitideo (peptideo
ciclico) no extrato das partes aéreas. A purificacdo subsequente resultou no isolamento de ribifolina,
0 qual apresentou atividade contra Plasmodium falciparum. Ao todo, apenas dez compostos foram
isolados de J. ribifolia, representadas na Figura5 (BATISTA etal., 2014; DA SILVA, Celia Eliane de
Laraetal., 2013; FERNANDES et al., 2013; PINTO et al., 2015; SILVA, CeliaE. L. daet al., 2014).
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Estes achados indicam a presenca de uma grande diversidade quimica ainda pouco explorada na
espécie.

Figura 5. Substancias isoladas de J. ribifolia
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Fonte: Autor, 2024.

1.5. Consideracdes sobre cancer

O céancer € uma das principais causas de morbidade e mortalidade mundialmente, com
repercussao tanto na salde publica quanto nas esferas econdmica e social. Entre os tipos mais
prevalentes, destacam-se o cancer de pulmao, mama, colon, figado e prostata (SUNG et al., 2021).

O impacto socioecondmico do cancer ¢ amplo e multifacetado, englobando tanto os custos
diretos relacionados ao tratamento da doenga quanto as perdas indiretas decorrentes da incapacidade
laboral, da morte precoce e dos custos com cuidados informais. Estima-se que, apenas nos Estados
Unidos, os custos diretos com o tratamento do cancer em 2017 tenham alcangado US$ 161,2 bilhdes
(TANG et al., 2023). Este panorama ¢é ainda mais dramatico em paises de baixa e média renda, onde

0 acesso a tratamentos adequados é restrito, exacerbando o fardo econdmico da doenca
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A acdo de varios farmacos antitumorais resulta no apoptose da célula cancerigena. A morte
celular programada, ocorre por meio de duas principais vias: a intrinseca (ou mitocondrial) e a
extrinseca (ou mediada por receptores de morte). Ambas desempenham papéis fundamentais na
homeostase celular e apresentam relevancia no contexto oncoldgico, dado que disfuncbes em seus
mecanismos sdo frequentemente associadas a resisténcia de celulas tumorais a apoptose, dificultando
o tratamento do cancer (LOSSI, 2022; TIAN et al., 2024).

A via intrinseca é acionada por estimulos intracelulares relacionados a danos ao DNA, estresse
oxidativo, hipoxia e desequilibrios na homeostase celular. Essa via é regulada principalmente pela
familia de proteinas Bcl-2, que inclui tanto as proteinas pro-apoptéticas (como Bax e Bak) quanto
antiapoptaticas (como Bcl-2 e Bcl-xL). Em condi¢es normais, essas proteinas mantém um equilibrio
que preserva a integridade celular. Contudo, em resposta a estresses celulares, as proteinas pro-
apoptoticas sao ativadas, promovendo a permeabilizacdo da membrana mitocondrial externa. Essa
permeabilizacdo permite a liberacdo de citocromo c para o citoplasma, onde ele se associa a Apaf-1
e a pro-caspase-9, formando o apoptossomo. A ativacao subsequente da caspase-9 inicia uma cascata
de caspases efetoras, incluindo a caspase-3, resultando na fragmentacdo controlada do conteido
celular e, por fim, na apoptose. No cancer, a superexpressao de proteinas antiapoptoticas, como Bcl-
2, & uma caracteristica comum. Esse fendbmeno impede a liberagdo do citocromo c e,
consequentemente, bloqueia a apoptose, promovendo a sobrevivéncia das células tumorais
(JENDROSSEK, 2012).

A via extrinseca € iniciada por estimulos extracelulares e envolve a ativacdo de receptores de
morte na membrana plasmatica, a exemplo de DR4 - DR5, e a expressao de p53. A ligacdo de
compostos especificos a esses receptores resulta na formacao do complexo de sinalizacdo indutor de
morte, que ativa a caspase-8. A caspase-8 pode entéo ativar diretamente caspases efetoras, como a
caspase-3, ou amplificar a via intrinseca (ASHKENAZI, 2008).

Neste contexto, a prospeccdo de produtos naturais com potencial antitumoral emerge como
uma abordagem relevante para o desenvolvimento de novas terapias. Alguns compostos extraidos de
especies vegetais sdo aplicados no manejo clinico de diferentes tipos de cancer. Destacam-se, dentre
essas, os alcaloides derivados de Catharanthus roseus, e o paclitaxel, extraido do teixo (Taxus spp.)
(CHUNARKAR-PATIL et al., 2024). A pesquisa em produtos naturais citotoxicos ganha relevancia
especialmente diante do crescente desafio representado pela resisténcia aos tratamentos

convencionais. Somado a isso, o desenvolvimento de tecnologias analiticas, como a cromatografia e
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a espectrometria de massas, tem permitido a identificacdo e a caracterizacdo de novos compostos
bioativos, ampliando o horizonte de tratamentos possiveis para o cancer (CHEN et al., 2024).

Em meio a diversidade quimica dos diterpenos descritos em Euphorbiaceae os derivados do
casbeno se destacam. Este grupo é caracterizado pela presenca de um anel macrociclico em sua
estrutura e apresenta diferentes esqueletos de carbono (C20) tais como; tigliano, ingenano, daphnano,
latirano, Jatrophano, flexibileno, benzocicloheptano, entre outros (Figural). Devido a ocorréncia
restrita a poucos grupos vegetais, alguns destes diterpenos sdo marcadores quimicos importantes (EL-
HAWARY et al., 2020; IMENEZ-GONZALEZ et al., 2023; WANG et al., 2023; ZI et al., 2023).

Entre os diterpenos macrociclicos promissores no combate ao cancer é possivel citar ingenol
A, B e C, derivados semissintéticos das substancias do latex de Euphorbia tirucalli, os quais foram
testados contra 70 linhagens de células tumorais e se mostraram ativos contra 15 tipos de cancer,
entre eles es6fago, pulméo e pancreas. O ingenol C (Figural) promoveu a expressdo de proteinas
reguladoras do ciclo celular e modulagdo da PKC (SILVA; ROSA; TANSINI,; et al., 2019; SILVA,
Viviane A. O; ROSA; MARTINHO; et al., 2019).

A aplicacdo de uma outra abordagem, a triagem virtual, realizada a partir de uma biblioteca
de diterpenoides de Euphorbiaceae levou a identificacdo do daphnano DD1 (Figural), o qual é ativo
em concentracao subnanomolar contra cancer de préstata resistente a castracdo, sendo capaz de inibir
seletivamente a importina-p1 reduzindo o tumor in vitro e in vivo, nos ultimos anos as importinas
vem sendo estudas como alvos terapéuticos no combate ao cancer (CAl et al., 2023; HUANG et al.,
2022; MAHIPAL; MALAFA, 2016; VERRICO et al., 2020). Outros ingenanos e daphnanos com
potencial citotdxico sdo reportados na literatura (ALVES et al., 2022; JIN et al., 2019).

O género Jatropha é rico neste tipo de compostos, e representa uma fonte inestimavel para a
pesquisa de novos compostos bioativos com potencial antitumoral. O potencial antitumoral dos

diterpenos deste grupo vegetal segue discutido em detalhes sessdo propria, no capitulo 3.

1.6. Consideracdes sobre resisténcia aos antimicrobianos (RAM)

A descoberta dos antibidticos € um dos marcos do século XX, contudo o uso indiscriminado
dessas substancias tem favorecido a prevaléncia de cepas resistentes e levado a uma grande ameaca
a saude publica na atualidade (MURRAY et al., 2022), a resisténcia a antimicrobianos (AMR). A
AMR ocorre em resposta a modificages genéticas nos microrganismos e resultam na diminuigdo da
eficacia dos medicamentos usados para tratar infecgfes bacterianas. As consequéncias da AMR tém
grande impacto sobre a mortalidade, a morbidade e a economia global, principalmente em paises de
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baixa e media renda (IKHIMIUKOR et al., 2022). Estima-se que em 2019 a AMR esteve associada a
4,95 milhGes de mortes globalmente, gerando custos anuais de tratamento em torno de US$ 4,6
bilhdes, somente nos Estados Unidos da América (EUA) (BRUSSOW, 2024; NELSON et al., 2021).
Além disso, a analise sistematica sobre AMR 2019-2021 aponta o sul da Asia, a América Latina e o
Caribe dentre as regides com maiores taxas de mortalidade por AMR, em todas as faixas etéarias,
estimando mais de 40 milhGes de 6bitos até 2050 (NAGHAVI et al., 2024).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) relata em véarios paises altas porcentagens de
resisténcia a cefalosporinas e carbapenémicos de terceira geracdo em Acinetobacter baumannii e
Pseudomonas aeruginosa (ambos Gram-negativos). O aumento de infeccGes por Staphylococcus
aureus (Gram-positivo) resistente a meticilina (do inglés Methicillin-resistant Staphylococcus
aureus-MRSA) também foi relatado (MESTROVIC et al., 2022). Cepas resistentes de P. aeruginosa
e MRSA estdo associadas a infec¢Bes graves em pulmao e pele, respectivamente, principalmente em
ambiente hospitalar e resultam no aumento das taxas de mortalidade podendo alcancar até 30%(BAI
et al., 2022; DO REGO; TIMSIT, 2023).

No Brasil, a formalizacdo de uma agenda nacional se concretizou apenas em 2018, com a
publicacdo do Plano de A¢do Nacional para Prevencédo e Controle da Resisténcia aos Antimicrobianos
no Ambito do One Health (PAN-BR), atualizado em 2023. O PAN-BR visa reconhecer a AMR como
uma questdo prioritéaria e propde acdes de monitoramento e combate a este problema O mesmo é
coordenado pelo Ministério da Salde e conta com a participacdo da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitéria (Anvisa), do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (Mapa) e do Ministério
do Meio Ambiente (MMA), seguindo a iniciativa liderada pela OMS (NEGRI et al., 2024). Apesar
das acdes implementadas recentemente, os impactos da RA em nosso pais seguem subestimados e
por esta razdo demandam pesquisas relacionadas ao tema.

Os mecanismos associados a AMR envolvem diversas estratégias, entre elas a expressao de
fatores de viruléncia e a formagdo de biofilmes estéo entre as vias mais estudadas (RATHER; GUPTA,;
MANDAL, 2021; SHARMA et al., 2023). A primeira permite ao microrganismo se replicar e se
disseminar, em parte subvertendo ou evitando as defesas imunoldgicas do hospedeiro (CROSS,
2008). Ao passo que o segundo, consiste em aglomerados de bactérias que estdo presas a uma
superficie e/ou umas as outras e incorporadas em uma matriz complexa composta por diversas
substancias como proteinas e polissacarideos. Este arranjo protege as bactérias e permite que estas
empreguem varias estratégias de sobrevivéncia para escapar dos sistemas de defesa do hospedeiro e
da acdo dos antimicrobianos (VESTBY et al., 2020).
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Além dos aspectos biologicos, outros fatores limitam o desenvolvimento de novos
antimicrobianos, entre eles se destacam a reducdo do numero de empresas, laboratérios e
pesquisadores dedicados a descoberta deste tipo de farmaco, resultando em uma linha (do inglés
pipeline) anémica que ameaca nosso controle de infeccdes (COOK; WRIGHT, 2022; PIDDOCK et
al., 2024). O futuro dos antibiodticos exige inovacdo em um campo que se baseia em métodos
altamente tradicionais de descoberta e desenvolvimento de substancias bioativas.

Tendo em vista o presente cendrio, compostos de origem natural podem atuar sobre diversos
alvos moleculares bacterianos (NOURBAKHSH et al., 2022), estes sdo capazes de matar esses
organismos resistentes ou ainda reverter a resisténcia por meio da potencializacdo do efeito dos
antimicrobianos utilizados convencionalmente (DE SOUZA et al., 2023). Além disso, a diversidade
de padrées moleculares encontrados nos compostos naturais fornece in sights valiosos na descoberta
de agentes antimicrobianos inovadores. Como exemplos temos a teixobactina e as malacidinas, duas
das mais recentes classes de antibioticos relatadas na literatura (HOVER et al., 2018; PIDDOCK,
2015).

Dentre as bactérias cuja resisténcia tem aumentado Pseudomas aeruginosa se destaca devido
a infecBes graves, frequentemente em ambiente hospitalar, e a alta taxa de mortalidade associada a
este patdgeno (KARRULI et al., 2023). P. aeruginosa possui varios mecanismos intrinsecos que
dificultam a acdo de diversos antibidticos, como exemplos podemos citar a membrana externa
impermedvel e a expressdo de bombas de efluxo. Além disso, este microrganismo é capaz de produzir
B-lactamases e formar biofilmes (GAUBA; RAHMAN, 2023).

A presenca de biofilmes de P. aeruginosa constitui um desafio significativo no tratamento de
infeccbes causadas por essa bactéria. Isto acontece devido a varios fatores, o primeiro deles é que a
matriz extracelular do biofilme atua como uma barreira fisica que limita a difusdo dos antibioticos
até as camadas mais profundas do biofilme, isso impede que o antibidtico atinja concentracbes
eficazes nas células bacterianas localizadas no interior do biofilme. Como resultado, muitas das
células dentro do biofilme permanecem expostas a concentracdes subletais de antibiotico, o que
contribui para a persisténcia e resisténcia bacteriana. O interior de um biofilme apresenta condi¢Ges
quimicas heterogéneas, incluindo gradientes de oxigénio, pH alterado e acumulacéo de subprodutos
metabolicos, que afetam negativamente a atividade dos antibioticos (FERNANDEZ-BILLON et al.,
2023).

Devido aos fatores anteriormente mencionados, as células bacterianas dentro do biofilme

podem sobreviver a tratamentos com antibioticos em concentragdes elevadas. Quando o tratamento é
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interrompido ou a concentracdo de antibiotico ndo é suficiente para erradicar todas as células, essas
bactérias podem repovoar o local da infecgdo. Consequentemente, infec¢des por P. aeruginosa podem
ser bastante persistentes, marcadas por recaidas e agravamento do quadro do paciente.

Neste sentido, terpenos sdo uma classe diversificada de metabolitos secundarios, amplamente
distribuidos em plantas, que desempenham mdltiplas funcées bioldgicas, inclusive na modulacédo de
fatores de viruléncia em patégenos. o que inclui a capacidade de inibir biofilmes, regular a produgédo
de toxinas, interferir na motilidade e no quorum sensing bacteriano, inclusive frente a P. aeruginosa
(DI MATTEO et al., 2024; EL-HOSSEINY et al., 2014).

No que se refere aos diterpenos, os policiclicos e policiclicos aromaticos sdo mais estudos.
Entre os macrociciclicos é sabido que alguns esqueletos, como os mulinanos, apresentam grande
potencial frente a inibicdo de fatores de viruléncia em P. aeruginosa (AZUAMA et al., 2020).
Contudo, apesar de promissores 0s macrociclicos ainda sdo pouco investigados frente a essa
atividade. Considerando, a ocorréncia deste tipo de substancia na familia Euphorbiaceae e sobretudo
no género Jatropha, evidencia-se um grande potencial bioativo ainda inexplorado para este grupo de

plantas.
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2. CAPITULO 2. ANALISE QUIMIOTAXONOMICA
DE DITERPENOS DE EUPHORBIACEAE: UM
CAMINHO PARA NOVOS AGENTES
CITOTOXICOS.

41



Analise quimiotaxonémica de diterpenos de Euphorbiaceae: Um caminho para

novos agentes citotdxicos
Resumo

A familia Euphorbiaceae é reconhecida por sua ampla diversidade de compostos,
principalmente diterpenos, os quais apresentam mdltiplas atividades biologicas. No Brasil, 0s
géneros Jatropha, Cnidoscolus, Sapium e Stillingia ocorrem predominantemente na regido
Nordeste. Apesar do expressivo potencial farmacolégico, os perfis quimicos dessas espécies
permanecem pouco explorados. Nesse contexto, a quimiotaxonomia surge como uma
ferramenta util para identificar marcadores potenciais e estruturas bioativas dentro de um
determinado tdxon. Com o objetivo de analisar os padrbes quimicos entre os diterpenos
presentes nos quatro géneros selecionados de Euphorbiaceae, aplicou-se quimiotaxonomia por
meio da integracdo da reconstrucdo filogenética e de mapas auto-organizaveis (SOMs). Dois
conjuntos de dados foram construidos: um contendo 324 estruturas de diterpenos e suas 363
ocorréncias botanicas, e outro composto por dados genéticos, abrangendo a sequéncia de
RuBisCO das espécies selecionadas. A reconstrucdo filogenética revelou uma estreita relagdo
entre Jatropha e Cnidoscolus, embora ndo tenha sido capaz de distinguir Sapium e Stillingia.
Por outro lado, os SOMs classificaram os diterpenos em dois grupos: o primeiro contendo
compostos derivados de benzeno e o segundo, predominantemente do tipo tigliano, que se
destaca como uma assinatura quimica. Ambos 0s grupos apresentam substancias com
significativa atividade citotoxica. Este estudo pode orientar a descoberta de novos compostos

citotoxicos e fornece novas perspectivas para a sistematica das Euphorbiaceae.

Palavras-chave: Terpenoides, caatinga, semiarido, redes neurais.
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2.1 Introducéo

Caracterizada por uma distribuicdo Pantropical, a familia Euphorbiaceae compreende
aproximadamente 8.000 espécies e 340 géneros. Essa familia destaca-se como uma notével
produtora de diterpenos, com mais de 1.000 substancias classificadas em 30 esqueletos ja
isoladas. A diversidade estrutural desses compostos é atribuida ao elevado grau de
funcionalizacdo e aos rearranjos entre 0s anéis, o que lhes confere expressivo potencial para o
estudo de atividades bioldgicas (Cheng; Qin, 2024; Mendes; Ramalhete; Duarte, 2023; Zhao et
al., 2022).

No Brasil, estima-se a ocorréncia de cerca de 1.000 espécies e 65 géneros de Euphorbiaceae,
sobretudo na regido Nordeste, com ampla distribuicdo na Caatinga (Secco et al., 2012).
Euphorbia é um dos principais e mais estudados taxons dessa familia. No entanto, em regides
semidaridas, destacam-se outros géneros de menor porte, mas com significativa biodiversidade e
potencial econdmico e medicinal, como Jatropha, Cnidoscolus, Stillingia e Sapium, cujas
espécies permanecem em grande parte inexploradas sob os aspectos quimico, genético e
farmacologico.

O uso tradicional de extratos brutos e a analise de diterpenos de algumas espécies desses
géneros revelam notével atividade citotoxica frente a diversas linhagens tumorais. Além disso,
essas espécies apresentam potenciais atividades antimicrobiana, antiviral, anti-inflamatoria e
anti-Leishmania, entre outras (Cavalcante; Diego da Conceicdo Santos; Guedes da Silva
Almeida, 2020; de Oliveira-Junior et al., 2018; He, Qiaobian et al., 2021). Espécies como
Sapium sebiferum e Jatropha curcas também sdo amplamente investigadas para a producédo de
biodiesel. Outro aspecto comum a esse grupo de plantas é a complexidade taxondmica; por
muito tempo, a distincdo entre Jatropha e Cnidoscolus, bem como entre Sapium e Stillingia,
permaneceu indefinida (Athié-Souza et al., 2019; Maya-Lastra; Steinmann, 2018).

Entre os métodos tradicionais de exploragcdo de compostos naturais com potencial bioativo
destaca-se a quimiotaxonomia. Investigacdes metaboldmicas, associadas a quimiometria e
algoritmos computacionais, tém promovido avancos significativos nessa area (Gomes P. W. P.
et al., 2024). Paralelamente, técnicas moleculares tém se consolidado como ferramentas
fundamentais na taxonomia vegetal (Kapli; Yang; Telford, 2020).

Apesar dos avancos, a delimitacdo de determinados géneros de Euphorbiaceae continua
sendo um desafio. Considerando a presenca dessas espécies na Caatinga, sua diversidade

quimica, atividades bioldgicas e as dificuldades inerentes a sua classificagdo boténica, o
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presente estudo tem como objetivo empregar a abordagem quimiotaxondémica para a
identificacdo de potenciais marcadores, por meio de analise assistida por computador e

reconstrucdo filogenética entre os géneros selecionados.

2.2 Methodologia

2.2.1 Composicdo do banco de dados

O conjunto de dados quimicos foi construido com base em referéncias voltadas ao
isolamento e a caracterizacdo estrutural de diterpenos por RMN, provenientes dos quatro
géneros selecionados: Jatropha, Cnidoscolus, Sapium e Stillingia. A busca bibliogréfica foi
realizada nas plataformas Science Direct, PubMed, SciFinder e Google Scholar. Foram
utilizados termos especificos como “diterpenes”, “secondary metabolites”, “chemical profile”,
“Euphorbiaceae” e “terpenoids”, aplicados de forma independente e em combinacdo com o
nome de cada género, juntamente com o operador I6gico “and”, nos campos de titulo e resumo.
Um total de 89 referéncias, publicadas entre 1970 e 2024, foi incluido neste estudo. Todos 0s

dados reunidos estardo disponiveis na ferramenta SistematX (https://sistematx.ufpb.br).

Para a construcdo do banco de dados genético, foram obtidas do GenBank sequéncias
representativas do gene da subunidade grande da ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase/oxigenase

(rbcL), pertencentes aos géneros selecionados da familia Euphorbiaceae.
2.2.2 Reconstrucdo filogenética

Apo6s a compilagdo das sequéncias génicas, estas foram alinhadas utilizando o software
MAFFT, otimizado para alinhamento global preciso (op¢ao “G-INS-i”). O alinhamento
resultante foi utilizado para inferéncia de uma arvore filogenética com méaxima verossimilhanca
aproximada, por meio do software FastTree 2.1.11, utilizando o modelo de substituicdo GTR
(generalized time-reversible). A arvore obtida foi enraizada e visualizada no software FigTree
v1.4.4 (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).

2.2.3 Mapas Auto-organizaveis

2.2.3.1 Obtencao de descritores moleculares

Para possibilitar a analise dos padrdes quimicos dos compostos, todas as estruturas de

diterpenos foram convertidas em codigos SMILES (Simplified Molecular Input Line Entry
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System). Em seguida, esses codigos foram transformados em representacGes candnicas
personalizadas no formato SDF (Structure-Data File). As estruturas compiladas, associadas as
ocorréncias boténicas, foram submetidas a geracdo de descritores moleculares utilizando o
software alvaDesc (https://www.alvascience.com). Os descritores moleculares resultam da
aplicacdo de funcGes matematicas sobre representacdes bem definidas das estruturas quimicas,
codificando propriedades fisico-quimicas e moleculares de forma quantitativa (Fernandez-
Torras et al., 2022; Todeschini; Consonni, 2009), as quais foram utilizadas nas analises
subsequentes. O alvaDesc permite o calculo de 5.666 descritores moleculares relacionados a
diferentes abordagens tedricas, classificados em 33 blocos l6gicos. Além disso, o software
realiza o calculo de trés tipos distintos de fingerprints moleculares. No presente trabalho, os
indices constitucionais (Constitutional indices) e os descritores de anéis (Ring descriptors)
foram considerados os mais informativos para identificar padrdes quimicos nas estruturas do

conjunto de dados, resultando na selecao de 85 descritores moleculares.

2.2.3.2 Obtencdo dos Mapas auto-organizaveis

Os descritores moleculares calculados foram utilizados como dados de entrada no
software SOM Toolbox 2.0. O conjunto de dados, composto pelos descritores moleculares, foi
apresentado a rede neural SOM sem qualquer ajuste prévio. Em seguida, os dados foram
particionados com base nas regides definidas pelos vetores de peso no mapa SOM durante cada
etapa de treinamento. Para garantir a robustez e a precisdo estatistica, a validacdo do modelo
preditivo é uma etapa essencial. Foi realizada uma validagdo cruzada do tipo 5-fold nos mapas
auto-organizaveis, dividindo-se 80% dos dados para o conjunto de treinamento e 20% para o
conjunto de teste, mantendo-se a mesma proporcao de cada classe do conjunto original em cada

subconjunto. Os detalhes de cada medida estdo apresentados na Tabela 1.

Table 1. Validacdo cruzada dos mapas auto-organizaveis.. Grupo |: Jatropha e
Cnidoscolus.s. Grupo 11: Sapium e Stillingia.

Geénero Treino 1 Treino 2 Treino 3 Treino 4 Treino 5 Média
Grupo | 90.4% 89.8% 92.7% 92.0% 92.7% 91.5%
Grupo Il 95.7% 96.4% 97.1% 97.1% 96.4% 96.5%
Acurécia 93.1% 93.1% 94.9% 94.6% 94.6% 94.1%
Geénero Teste 1 Teste 2 Teste 3 Teste 4 Teste 5 Média
Grupo | 91.4% 94.1% 82.3% 88.2% 85.3% 88.3%
Grupo 11 94.3% 94.3% 94.3% 94.3% 94.3% 94.3%
Acurécia 92.9% 94.2% 88.4% 91.3% 89.9% 91.3%
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2.3 Resultados e Discussao

Desenvolvidos para elucidar relacGes evolutivas com base na ancestralidade comum
mais recente, os métodos de reconstrucdo filogenética tém se beneficiado significativamente
dos avangos da biologia molecular e das tecnologias de sequenciamento. Esses avangos
possibilitaram o desenvolvimento de novas abordagens para inferéncia de filogenias a partir de
dados macromoleculares. Nesse contexto, a construcdo de arvores filogenéticas utilizando
sequéncias de genes codificadores de proteinas tem se consolidado como uma alternativa viavel
ao uso, por exemplo, de sequéncias intergénicas ou de DNA néo codificante. As sequéncias
proteicas apresentam diversas vantagens, como maior grau de conservacao, além de estarem
diretamente associadas a funcGes essenciais nos processos bioldgicos dos organismos (De
Bruyn; Martin; Lefeuvre, 2014; Jill Harrison; Langdale, 2006; Kapli; Yang; Telford, 2020).

No presente estudo, foram utilizadas sequéncias da ribulose-1,5-bisfosfato
carboxilase/oxigenase, comumente conhecida como RuBisCO. Essa enzima desempenha um
papel fundamental na fotossintese, catalisando a fixacdo de CO: e possibilitando a sintese de
compostos organicos. Apesar das variacOes evolutivas pontuais observadas no gene da
RuBisCO (rca), este se mantém altamente conservado entre as plantas superiores, sendo
considerado um importante marcador filogenético (Nagarajan; Gill, 2018). A Figura 1 apresenta
a arvore filogenética de méxima verossimilhanca obtida a partir da analise comparativa das
sequéncias de RuBisCO entre os quatro géneros de Euphorbiaceae investigados neste estudo.

Figura 1. Arvore filogenética composta pelos géneros selecionados da familia
Euphorbiaceae. Os grupos Jatropha—Cnidoscolus e Sapium-Stillingia estdo destacados em
verde e vermelho, respectivamente. A arvore filogenética de méxima verossimilhanca foi gerada

com sequéncias de RuBisCO obtidas do GenBank (indicadas entre parénteses), utilizando o
software FastTree. A arvore resultante foi enraizada e visualizada no programa FigTree.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Os resultados da reconstrucdo filogenética forneceram observaces relevantes sobre as
relacdes entre 0s quatro grupos analisados. Destaca-se, em particular, a estreita relacdo ancestral
observada entre Jatropha e Cnidoscolus, indicando uma afinidade genética robusta que
corrobora achados prévios na literatura. Essa descoberta amplia a compreenséao sobre esse grupo
taxonémico e contribui para o debate historico acerca da circunscri¢cdo genérica desses taxons,
gue remonta a Lineu. Somente a partir da segunda metade do século XX, Cnidoscolus passou a
ser reconhecido de forma consistente como um género distinto. Estudos recentes ressaltam ainda
que Cnidoscolus é endémico do Novo Mundo, com ocorréncia concentrada em regides aridas
do México e do Brasil. Em contraste, Jatropha apresenta ampla distribuicdo em diversas regides

geograficas (Maya-Lastra; Steinmann, 2019).

Em relacdo a Sapium e Stillingia, a analise filogenética baseada na sequéncia da
RuBisCO né&o foi capaz de distingui-los, agrupando ambos os géneros em um mesmo clado.
Esse resultado inesperado sugere uma semelhanca genética mais profunda do que aquela
inferida com base apenas em caracteristicas morfoldgicas. Tal achado evidencia a necessidade
de investigacOes adicionais com o uso de outras sequéncias génicas, a fim de identificar
marcadores mais precisos que permitam distinguir Sapium e Stillingia. Estudos sistematicos
envolvendo esses dois géneros ainda sdo escassos. Apesar disso, 0s resultados aqui apresentados
estdo em consonéncia com publicagdes anteriores que destacam as dificuldades inerentes a

classificacdo sistematica dentro da tribo Hippomaneae (Euphorbiaceae) (Sakugawa et al., 2021).
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A exploracdo do espaco quimico representado por produtos naturais tem facilitado
significativamente a descoberta de compostos promissores e de farmacos. Dentre as
metodologias utilizadas para compilar extensos conjuntos moleculares, destacam-se as
abordagens baseadas em conhecimento prévio. Essas estratégias integram informacdes quimicas
e taxondmicas obtidas na literatura cientifica, por meio de revisdes sistematicas ou de estudos
direcionados a determinados géneros ou familias. A incorporacdo de algoritmos computacionais
em associacdo com padrdes filogenéticos tem se mostrado uma ferramenta preditiva valiosa
para a identificacdo de potenciais marcadores quimicos e zonas de interesse para a prospecgédo
de farmacos (Allard et al., 2022; Domingo-Fernandez et al., 2023; Ernst et al., 2016).

As Self-Organizing Maps (SOM), introduzidas na década de 1990 como método
automatizado para analise de dados, tornaram-se uma ferramenta essencial na exploracdo do
espaco quimico. Essa técnica tem ampla aplicacdo na quimica medicinal e na prospeccao de
produtos naturais com potencial farmacoldgico (Mullowney et al., 2023; Xiao et al., 2005). Uma
das principais vantagens das SOM ¢ a capacidade de analisar informagdes multidimensionais
preservando as relacdes topoldgicas e métricas fundamentais dos dados. (Kohonen, 2013) Essa
caracteristica é particularmente Util para identificar similaridades estruturais e agrupa-las de
forma eficiente em clusters. Por isso, as SOM apresentam vantagens em relagdo aos métodos

estatisticos multivariados tradicionais.

No contexto da quimiotaxonomia, as SOM tém demonstrado eficécia na identificacéo
de padrdes entre compostos com caracteristicas especificas restritas a determinados grupos de
plantas (de Souza et al., 2024; Menezes et al., 2021). Para isso, sdo utilizados descritores
moleculares como dados de entrada, permitindo a elucidacdo de propriedades fisico-quimicas
das substancias presentes no conjunto quimico analisado. Neste estudo, foram compilados 324
diterpenos pertencentes a quatro géneros da familia Euphorbiaceae. Um aspecto relevante desse
conjunto € a informacdo botanica, que indica a ocorréncia de um mesmo composto em diferentes

espécies, conforme apresentado na Tabela 2.

Tabela 2. Informacgdes botanicas e ocorréncia de diterpenos nos géneros da familia
Euphorbiaceae considerados neste estudo.

TVOTTICT U UCT

Género Espécies incluidas NUmero de ocorréncias
diterpenos boténicas
Jatropha 14 140 171
Cnidoscolus 3 13 13
Sapium 10 126 130
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Stillingia 4 45 49

Os dados apresentados na Tabela 2 facilitaram a construcdo de um SOM (Self-
Organizing Map) dos diterpenos, os quais foram posteriormente categorizados com base em
suas similaridades quimicas. O SOM resultante esta ilustrado na Figura 2. O modelo
matematico mais eficiente obteve uma taxa de acerto de 94%, conseguindo classificar os
compostos em dois grupos distintos: o primeiro, composto por Jatropha e Cnidoscolus, e 0
segundo, formado por Sapium e Stillingia. Modelos que atingem taxas de acerto superiores a
70% sdo considerados de excelente desempenho (de Souza et al., 2024), e todos o0s testes de
validacdo cruzada geraram taxas de acerto superiores a 90%, conforme mostrado na Tabela 1.
Esses resultados estdo alinhados com as analises moleculares, destacando semelhangas quimicas

significativas dentro de seus respectivos grupos.

Figura 2. SOMs dos descritores de diterpenos da familia Euphorbiaceae. A Unified Distance
Matrix (U-matrix) é representada em tons de cinza (A). Os grupos Jatropha—Cnidoscolus e
Sapium-Stillingia séo indicados em verde e vermelho, respectivamente (B). Ao lado, hd uma PCA
da matriz de correlacdo usada para gerar o SOM, visualizando a distribuicdo das caracteristicas
dos descritores em um espaco de alta dimens&o, com as mesmas cores utilizadas para caracterizar
cada grupo (C).

%

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).
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No contexto da representacdo de mapas auto-organizaveis (SOM), a matriz U (U-
matrix) & amplamente utilizada. Na Figura 2A, cores mais claras indicam maior proximidade
entre 0s neurdnios no espago de entrada, enquanto as areas mais escuras representam as
fronteiras que separam os agrupamentos, especificamente os diterpenos analisados neste estudo.
Essa matriz sintetiza informac6es provenientes de todos os descritores utilizados como dados
de entrada. Uma das vantagens do uso de SOM ¢é sua capacidade de preservar a topologia da
distribuicdo dos dados, assemelhando-se a um mapa geogréfico. Entretanto, a representacdo
final frequentemente passa por uma reducdo de dimensionalidade para facilitar a visualizacao
da distribuicdo dos dados, conforme ilustrado na Figura 2B. Nesse caso, diferentes cores
possibilitam o reconhecimento de dois grupos distintos, classificados segundo semelhancas
entre as caracteristicas quimicas dos diterpenos. Por sua vez, a Figura 2C ilustra a topologia dos
dados por meio da Analise de Componentes Principais (PCA), calculada a partir do conjunto de
treinamento, utilizando autovetores e seus respectivos valores.

Ao interpretar os mapas, foram analisados os descritores principais e 0s compostos que
mais contribuiram para a formacdo dos agrupamentos, identificando padrdes e substancias
tipicas entre os quatro géneros selecionados. Cada descritor, representado como um mapa de
calor associado a U-matrix, fornece informacdes valiosas sobre o espaco quimico ocupado pelos
diterpenos da familia Euphorbiaceae. Treze descritores foram identificados como

particularmente informativos, sendo os compostos correspondentes mostrados na Figura 3.

Figura 3. Mapas de calor resultantes da andlise SOM, destacando descritores moleculares
selecionados dos esqueletos de diterpenos considerados neste estudo. A esquerda, apresenta-se a
U-matrix, onde as letras associadas aos géneros Jatropha—Cnidoscolus (Grupo I-A) e Sapium—
Stillingia (Grupo 11-B) representam a distribui¢cdo dos dados de entrada no espaco da U-matrix,
evidenciando os agrupamentos formados por similaridade estrutural. A direita, cada figura
colorida representa um descritor molecular; a cor amarela nos mapas de calor indica um alto nivel
da caracteristica codificada por cada descritor especifico. A associacdo entre ambos os mapas
permitiu identificar estruturas de compostos que contribuem para a discriminagéo entre os clusters
formados.
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Os resultados demonstram uma elevada diversidade quimica dos diterpenos encontrados
entre 0s géneros analisados da familia Euphorbiaceae. Uma classe proeminente de compostos
identificada foi a dos derivados de casheno, caracterizados por apresentarem um anel
macrociclico e esqueletos carbdnicos singulares. Esses diterpenos especializados costumam ser
restritos a familias vegetais especificas. Assim, a analise dos descritores permitiu elucidar os

perfis quimicos dos diterpenos nos quatro géneros selecionados de Euphorbiaceae.

Descritores associados a presenca de aneis benzénicos indicaram a existéncia de
unidades aromaticas nos diterpenos, particularmente no grupo Il. Entre os exemplos destacam-
se a filacantona (bis-nor-benzociclo-heptano), o dinimbidiol (podocarpano) e a jatrofolona A
(jatrofolona). Tais descritores também evidenciaram a presenca do dinimbidiol éter, um dimero
de estrutura quimica singular, isolado das raizes de Cnidoscolus souzae, que apresenta uma rara
ligacdo fenoxietérica, tipo de substancia incomum na natureza. Ademais, no grupo |, descritores
relacionados a epoxidos/oxiranos possibilitaram a identificacdo de latifranos, como a
jatrocurcusenona H. A presenca de grupos perdxidos também foi observada na anélise,

permitindo a identificacdo da canijoana, um ramnofolano.

Por outro lado, o grupo Il apresentou maior prevaléncia de diterpenos do tipo tigliano,
isolados de espécies pertencentes aos géneros Sapium e Stillingia. Essa caracteristica difere do
grupo |, onde poucos compostos dessa classe foram identificados, representados principalmente
por fatores de Jatropha, com padréo de substituicdo distinto nas posi¢des C-13 e C-17, conforme
ilustrado na Figura 3. Adicionalmente, descritores ligados a presenca de nitrogénio aromatico e
aminas foram observados exclusivamente no grupo Il, possibilitando a identificacdo de
sapintoxinas A-C e da tonantzitlolona F, um flexibileno raro na natureza. Outro achado
relevante foi o alto grau de oxidacdo verificado em diversos compostos. Biossinteticamente
relacionados aos tiglianos, também se verificou a ocorréncia de diterpenos do tipo daphnano

nesse grupo.

Os diterpenos macrociclicos da familia Euphorbiaceae sdo amplamente reconhecidos
por sua atividade citotoxica, demonstrada in vitro e in vivo, em alguns casos com poténcia na
faixa nanomolar. A literatura relata que jatrofanos e lativranos sdo capazes de reverter resisténcia
a drogas citotoxicas por meio da inibicdo da bomba de efluxo mediada por glicoproteina-P.
Paralelamente, os tiglianos demonstram capacidade de modulagdo de isoformas da Proteina
Quinase C (PKC), um alvo farmacologico associado a carcinogénese. A via da PKC também
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estd envolvida no desenvolvimento de antivirais, tanto para arbovirus quanto retrovirus, como
evidenciado em estudos com o género Stillingia. Compostos como a filacantona apresentaram
atividade contra linhagens de melanoma resistentes, atuando na despolimerizacéo de tubulina,
mecanismo semelhante ao de alcaloides da vinca, altamente eficazes na clinica. Esses dados
evidenciam padrdes quimicos distintos entre as classes de diterpenos macrociclicos nos géneros
estudados, bem como o potencial bioativo frente a alvos moleculares especificos de interesse
terapéutico.

Além das similaridades genéticas observadas entre os géneros, destaca-se que, apesar
das diferencas quimicas evidentes entre os dois grupos, conforme demonstrado pela analise
SOM, a disparidade no nimero de compostos descritos para Cnidoscolus e Stillingia limita
conclusdes mais abrangentes sobre o papel dos diterpenos em contextos sistematicos. Ainda
assim, os resultados apontam para a necessidade de investigacGes quimicas mais abrangentes
nesses grupos vegetais. A aplicacdo de abordagens modernas, como a metabolémica associada
a dereplicacdo por espectrometria de massas ou RMN, combinada a quimiometria, pode ampliar
significativamente a compreensdo do espaco quimico dessas espécies. Essa estratégia pode levar
a descoberta de numerosos compostos com potencial bioativo em espécies de Euphorbiaceae,

especialmente aquelas nativas da regido semiarida brasileira.

2.4 Concluséo

Este estudo oferece uma andlise aprofundada dos diterpenos encontrados em quatro
géneros da familia Euphorbiaceae: Jatropha, Cnidoscolus, Sapium e Stillingia. Por meio da
combinacdo entre reconstrucdo filogenética e analise computacional, foi conduzida uma
investigagdo quimiotaxondémica com o objetivo de comparar os referidos taxons. Essa
abordagem permitiu identificar caracteristicas intrinsecas entre 0s grupos, revelando diversos
esqueletos bioativos. Curiosamente, observou-se uma proximidade nos perfis moleculares e
quimicos entre os géneros, 0 que resultou na distincdo de apenas dois grupos. O primeiro,
composto por Jatropha e Cnidoscolus, apresentou uma ampla diversidade de compostos; o
segundo, formado por Sapium e Stillingia, foi caracterizado pela presenca de ésteres de forbol,
0S quais emergiram como uma assinatura quimica distinta. Adicionalmente, 0s compostos
identificados em ambos os grupos demonstraram capacidade de modular a atividade de
importantes alvos moleculares envolvidos na terapéutica do cancer. No Grupo I, jatrofanos e

latiranos estdo associados a modulacdo da P-glicoproteina, enquanto no Grupo I, tiglianos e
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daphnanos foram descritos como atuantes sobre as vias da proteina quinase C (PKC). Esses
resultados evidenciam padrdes moleculares especificos em cada grupo e suas respectivas
atividades bioldgicas. A criacdo de um banco de dados abrangente contendo 324 diterpenos e
suas 363 ocorréncias botanicas constitui um recurso valioso para pesquisas futuras sobre
espécies de Euphorbiaceae e seus compostos, com potencial aplicacdo em diversas areas

cientificas.
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Diterpenos de Jatropha: Uma reviséo sobre sua diversidade estrutural,

desempenho terapéutico e futuras aplica¢des farmacéuticas
Resumo

A familia Euphorbiaceae constitui uma fonte de terpenoides bioativos. Dentre seus
géneros, Jatropha se destaca como um produtor notavel de diterpenos, abrangendo
aproximadamente 175 espécies, muitas das quais possuem usos medicinais. Até 0 momento,
foram relatados 140 diterpenos isolados de Jatropha (JTDs). Considerando sua diversidade
estrutural e atividades bioldgicas relevantes, o presente trabalho tem como objetivo destacar
o potencial farmacéutico dos JTDs. Para tanto, foi realizada uma ampla revisdo da literatura,
incluindo estudos de elucidacao estrutural por RMN e ensaios farmacoldgicos, tanto in vitro
quanto in vivo. Com base na anélise de 132 artigos selecionados, é apresentada uma
discussdo abrangente sobre a biossintese, extracdo, isolamento e caracterizacao estrutural
dos JTDs, incluindo a compilacdo dos deslocamentos quimicos de 3C-RMN. A revisdo
também aborda a producdo sintética e os efeitos bioldgicos desses compostos.
Adicionalmente, foi realizada uma anélise in silico para prever o potencial farmacoldgico
de 140 JTDs, com base em parametros de drug-likeness. Destaca-se que, na Ultima década,
o numero de relatos de diterpenos macrociclicos dobrou, sendo a compilacdo dos dados de
RMN uma fonte valiosa para pesquisas futuras. Foram identificadas 21 atividades
farmacoldgicas distintas, com destaque para os efeitos citotoxicos, associados a
mecanismos e vias moleculares ainda pouco exploradas. Avangos recentes evidenciam as
contribuicdes de abordagens modernas de sintese organica e avaliacdo farmacoldgica de
produtos naturais. A analise de drug-likeness permitiu identificar classes e compostos com
caracteristicas fisicoquimicas e propriedades ADMET favoraveis ao desenvolvimento
farmacéutico. A luz desses achados, propde-se a utilizagdo da nanotecnologia como uma
estratégia promissora para a continuidade das investigacfes sobre os JTDs, uma classe
fascinante de compostos naturais. Este trabalho abre novas perspectivas para o estudo das
espécies da familia Euphorbiaceae, em especial do género Jatropha e seus compostos

bioativos.

Palavras-chave: Diterpenos inferiores; cancer; fitoquimica
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3.1 Introducéo

O céancer é caracterizado pela proliferagdo descontrolada de células transformadas,
submetidas a um processo de evolugdo impulsionado pela sele¢do natural (Brown, Joel S.
et al., 2023). Capaz de invadir tecidos e 6rgaos adjacentes, essa condi¢do apresenta graves
implicacdes para a salde humana e representa uma das principais causas de mortalidade
em todo o mundo. Segundo a Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer,
aproximadamente 19.976.499 casos foram registrados em 2022, sendo que 0s canceres de
pulmao, colorretal, figado, mama e estdmago foram responsaveis por cerca de 50% de todas
as mortes relacionadas a doenca (Bray et al., 2024). A busca por terapias eficazes permanece
um desafio critico. Nesse contexto, abordagens modernas tém intensificado o interesse por
produtos naturais como fontes promissoras de novos agentes terapéuticos (Huang, Min; Lu;
Ding, 2021; Scott et al., 2023). Diante da ampla diversidade quimica observada na natureza,
os diterpenos tém se destacado por suas diversas atividades bioldgicas e pela capacidade de
modular inumeras vias celulares envolvidas na progressao tumoral e na metastase. Alguns
farmacos aprovados sdo derivados ou inspirados em estruturas de diterpenos, como o
paclitaxel (Taxol) e o docetaxel (Taxotere) (Ghosh et al., 2024; Pavithra; Khan; Khan,
2024). O crescente interesse por diterpenos evidencia seu potencial como compostos lideres
no desenvolvimento de farmacos antitumorais, ressaltando a relevancia dos produtos
naturais na oncologia contemporanea.

A familia Euphorbiaceae é reconhecida como uma fonte de terpenoides estruturalmente
anicos, e entre seus 228 géneros, Jatropha se destaca por seu consideravel, embora ainda
pouco explorado, potencial terapéutico. O género Jatropha inclui aproximadamente 175
espécies distribuidas em regides tropicais e subtropicais (Shari et al., 2024). Muitas dessas
espécies tém sido tradicionalmente utilizadas para fins medicinais na Africa, Asia e
América Latina (Paniagua-Zambrana; Bussmann; Romero, 2020). Entre seus metabdlitos
secundarios, os diterpenos representam uma das principais classes. Até 0 momento,
diterpenos classificados em 15 esqueletos estruturais diferentes tiveram sua ocorréncia
reportada em Jatropha.

Desde a década de 1970, os diterpenos desse taxon vém demonstrando atividade em
diversos processos bioldgicos, incluindo efeitos anti-inflamatérios, antimicrobianos,
antivirais e, notavelmente, citotdxicos contra diferentes tipos de cancer (Cavalcante; Diego

da Conceigcdo Santos; Guedes da Silva Almeida, 2020). O potencial antitumoral tem
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despertado particular interesse, impulsionando esforcos multidisciplinares voltados ao
aumento do rendimento desses compostos por meio da sintese organica, bem como a
elucidacdo de seus mecanismos de acdo. Apesar desses avancos, apenas um ndmero
limitado de espécies teve sua composic¢ao quimica investigada.

A diversidade dessas substancias é vantajosa para estudos de atividade biologica, mas,
por outro lado, impde desafios significativos a sua elucidacdo estrutural (Hanson, 2001;
Zeng et al., 2019). Além disso, ha escassez de estudos abordando os pardmetros ADMET
(absorcao, distribuicdo, metabolismo, excre¢do e toxicidade) desses compostos, 0s quais
séo essenciais para a descoberta de farmacos inovadores. Ademais, embora estruturalmente
diversos, muitos diterpenos apresentam baixa solubilidade, o que impacta diretamente os
ensaios bioldgicos e suas aplicacdes farmacéuticas.

Diante do potencial das espécies de Jatropha, o presente trabalho oferece ao leitor
uma visao atualizada e multidisciplinar sobre os diterpenos, abordando sua biossintese,
diversidade estrutural — com énfase nos dados espectroscopicos de BC-RMN — e
atividades bioldgicas, além de explorar, pela primeira vez, intersecdes com a sintese
organica, a quimica medicinal e a nanotecnologia. Essa perspectiva abrangente visa
proporcionar novos insights e incentivar a continuidade dos estudos sobre essa fascinante

classe de compostos naturaisLiterature Search and Drug-likeness Analysis

3.2 Estratégia de Busca na Literatura

Os estudos foram reunidos com base em referéncias focadas no isolamento,
caracterizagdo estrutural por RMN e atividade bioldgica de diterpenos do género Jatropha
(Euphorbiaceae). A busca foi realizada nas bases SciFinder, Science Direct, Google Scholar e
PubMed. Termos especificos como “diterpenos”, “metabdlitos secundarios”, “perfil quimico”,
Euphorbiaceae e “terpenoides” foram empregados de forma independente e em combinagdo
com o termo “Jatropha”, abrangendo estudos publicados entre 1970 e 2024. Para a realizacéo
dessa busca, foram utilizados operadores booleanos, combinando os termos descritos com

“and” e “or”. Apds a remocdo de duplicatas, o presente estudo incluiu 132 artigos cientificos.
3.2.1 Drug-likeness dos Diterpenos de Jatropha

The Simplified Molecular Input Line Entry System (SMILES) codes of Jatropha
diterpenes were obtained by Jchem software (Csizmadia, 2000). Then, SMILES was
converted into the Structure-Data File (SDF) format. The compiled structures were then
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subjected to the generation of descriptors using alvaDesc software (Mauri, 2020). In the
current work, the druglike descriptors were considered to encode ADMET parameters for
the diterpenes, and SwissADME (Daina; Michielin; Zoete, 2017) was applied as previously
described (Opretzka et al., 2023). As input data, the same SMILES codes used to generate
molecular descriptors were used and then submitted to analysis.

The resulting data of Alvadesk and SwissADME were combined and then analyzed
by principal component analysis (PCA), which was carried out using The Unscrumbler®
software (Brown, Steven D., 1995). The interpretation of the score and weight plots allowed
to stablish the relation between the diterpene classes and their potential application in

pharmaceuticals..

3.3 Biossintese

Os terpenoides desempenham papéis cruciais nas interagdes ecoldgicas, incluindo
ataque, defesa e sinalizacdo em resposta a estresses bidticos e abioticos, cumprindo fungoes
vitais em todos os organismos vivos (Boncan et al., 2020; Muchlinski et al., 2019; Zhang,

Jiaming et al., 2023). A via biossintética dos isoprenodides gera uma ampla gama de
compostos e ¢é altamente conservada (Holstein, 2011). Essa via segue um principio
biogenético estrutural relativamente simples, no qual precursores lineares com grupos
pirofosfato terminais sdo formados, possibilitando a sintese de mono-, di- e triterpenos por
meio de reacOes intramoleculares. Os precursores universais chave, o difosfato de
isopentenila (IPP) e o difosfato de dimetilalila (DMAPP), sdo produzidos por sintases,
enzimas fundamentais nos pontos de ramificacdo da biossintese de terpenos (Schmidt;
Gershenzon, 2008). Nesse processo, 0 DMAPP atua como eletrofilo, enquanto o IPP age
como nucledfilo, permitindo sua combinacdo em oligoprenil difosfatos por acdo das
preniltransferases. A partir do DMAPP, reacOes de elongacao sequencial com IPP geram
inicialmente o precursor dos monoterpenos, o difosfato de geranila (GPP, C10), seguido
pelo difosfato de farnesila (FPP, C15), precursor dos sesquiterpenos, e pelo difosfato de
geranilgeranila (GGPP, C20), precursor dos diterpenos (C20) (Li, Heng; Dickschat, 2022).

As reacoes de ciclizacao do difosfato de geranilgeranila (GGPP), impulsionadas pela
formacdo de carbocations e pelo potencial para rearranjos de Wagner—Meerwein, resultam

em uma ampla variedade de variantes estruturais de diterpenoides (Dewick, 2009). Com
base nos métodos de ciclizacdo do GGPP, os diterpenoides podem ser classificados em tipos

superiores (high) ou inferiores (low). Em Jatropha, os diterpenoides superiores incluem os
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esqueletos pimarano, podocaropano e cleistantano, caracterizados por estruturas de anel
6/6/6 formadas por meio da classica reacdo em “concertina”. Por outro lado, os
diterpenoides inferiores resultam de ciclizagdes do tipo “cabega-cauda” (head-to-tail),
originando um grupo distinto de compostos conhecidos como diterpenos macrociclicos, 0s
quais derivam dos diterpenos casbenoides (Xu et al., 2021).

A presenga de diterpenoides inferiores nas familias Euphorbiaceae e Thymelaeaceae
constitui uma importante caracteristica quimiotaxondémica para ambos os grupos (Wang,
Hong-Bing et al., 2015). Em Jatropha, a maioria dos diterpenos corresponde a
diterpenoides inferiores, incluindo esqueletos do tipo casbano, rhamnofolano, jatrofano,
jatrofolano, lathirano, mirsinol, tigliano e riozolano. Além da reatividade quimica intrinseca
dessa classe, diversos fatores contribuem para a diversidade estrutural dos diterpenos.
Dentre eles, destaca-se o papel das enzimas, especialmente as terpeno sintases (TPSs) e as
monooxigenases do citocromo P450 (CYPs). As TPSs promovem a ciclizacao dos terpenos,
enquanto as CYPs modificam ainda mais o esqueleto terpénico, aumentando a polaridade
da molécula e introduzindo grupos funcionais com atividade bioldgica (Jia et al., 2022).

Figura 1. Biogénese dos diterpenos de Jatropha a partir dos precursores primarios..
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Estudos recentes destacam o papel crucial das terpeno sintases (TPSs) e das
monooxigenases do citocromo P450 (CYPs) na evolugéo das plantas, demonstrando sua
participacdo em redes biossintéticas complexas que se desviam dos modelos tradicionais de
vias lineares (Lanier; Andersen; Hamberger, 2023; Rudolf; Chang, 2020; Whitehead et al.,
2023; Zerbe; Bohlmann, 2015). De acordo com Christianson (2017), os atomos dos
substratos frequentemente sofrem alteragcOes significativas nos estados de ligacdo ou de
hibridizacdo durante a cascata reacional, evidenciando a complexidade quimica gerenciada
pelas TPSs. Além disso, analises filogenéticas revelam que determinadas subfamilias de
CYPs se expandiram de maneira taxondmica, contribuindo para a diversificacdo de classes
especificas de diterpenos. Na familia Euphorbiaceae, as CYP26As e CYP71Ds destacam-
se por sua atuacdo em reacOes pos-ciclizacdo (Bathe; Tissier, 2019; Zhang, Zihan et al.,
2023).

A compreensdo dessas vias biossintéticas tem possibilitado a identificacdo de
enzimas e genes relacionados a producao de terpenoides em diversas plantas de importancia
econébmica e farmacéutica (Kumari et al., 2024). No género Jatropha, o interesse na
producdo de biocombustiveis impulsionou a identificacdo génica, analises protedmicas e
outros estudos analiticos para determinar os perfis quimicos e a acumulacéo de diterpenos,
especialmente ésteres de forbol, em diferentes gendtipos e tecidos de J. curcas (Al-Khayri
et al., 2022; Faria-Machado et al., 2019; Farias et al., 2020; Tadano et al., 2021). Esses
estudos demonstraram concentracdes mais elevadas de tiglianos nas sementes,
evidenciando novas oportunidades para a engenharia metaboélica de compostos de Jatropha
e reforcando a diversidade quimica da espécie como produtora significativa de diterpenos
superiores e inferiores. Discussdes detalhadas sobre a composi¢do dos diterpenos sdo

apresentadas nas secOes seguintes.

3.4 Extracéo e Isolamento

A extracdo é essencial para isolar, identificar e separar compostos bioativos antes de
sua andlise (Chemat; Vian; Cravotto, 2012). Os primeiros relatos sobre diterpenos em Jatropha
surgiram na década de 1970. Devido as suas caracteristicas fisico-quimicas, especialmente a
baixa a moderada polaridade, a maioria dos diterpenos tem sido isolada por meio de técnicas
tradicionais de extragdo e cromatografia. Embora essas metodologias possam demandar
tempo, ainda sdo amplamente empregadas devido a sua eficiéncia e viabilidade econdmica,

mesmo em estudos recentes voltados a descoberta de novos diterpenos. Nossa revisdo
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identificou cinco métodos de extracdo comumente utilizados: a maceracdo foi a mais frequente
(62%), seguida por refluxo com solventes (13%), extracdo Soxhlet (8%), extracdo com
solvente quente (5%) e percolacgdo (2%).

Todos esses métodos de extracdo se baseiam no uso de solventes organicos, sendo o n-
hexano, o éter de petrdleo e solventes clorados, como diclorometano e cloroférmio, os mais
frequentemente empregados. Esses solventes sdo utilizados tanto na maceragdo do material
vegetal quanto nas etapas subsequentes de extracdo liquido-liquido e procedimentos
cromatograficos. Essa dependéncia evidencia a necessidade de explorar métodos alternativos
de extracdo que estejam alinhados aos principios da quimica verde.

Além disso, aproximadamente 9% dos artigos revisados — especialmente 0os mais
antigos — indicam que a descoberta de novos diterpenos fazia parte de estudos em andamento.
Consequentemente, esses trabalhos muitas vezes ndo apresentam descri¢cGes detalhadas das
condicdes de coleta ou extracdo, fazendo referéncia a estudos anteriores. No entanto, essas
referéncias geralmente relatam metodologias divergentes, o que dificulta a compreenséo e a
reprodutibilidade das investiga¢fes. Assim, hd uma necessidade atual de revisitar algumas
espécies de Jatropha com o objetivo de padronizar os métodos de extracdo dos compostos de
interesse.

Novas técnicas de extracdo, como o uso de ultrassom e de fluido supercritico, oferecem
melhores rendimentos, maior seguranca e aplicacdes ambientalmente sustentaveis,
solucionando limitacdes classicas, como a transferéncia de massa, e promovendo a producao
sustentavel de compostos quimicos verdes (Majid et al., 2023). A presenca de ésteres de forbol
nas sementes oleaginosas de Jatropha comprometeu a utilizacdo de seus subprodutos na
indUstria. Para enfrentar essa limitacdo, métodos modernos de extracdo seletiva de 6leo tém
sido desenvolvidos. Por exemplo, a extracdo supercritica tem sido aplicada em J. curcas, € a
extracdo assistida por ultrassom foi empregada em sementes de J. dioica e J. curcas. Também
foram documentados métodos mecénicos de extracao de 6leo (Abdudeen et al., 2023; Canencia
et al., 2023; Khalaf et al., 2023; Mouahid et al., 2018). Apesar desses avancos, a adocao de
métodos inovadores na descoberta de novas entidades quimicas ainda é limitada. Um dos
principais desafios € o alto custo de aquisi¢cdo e manutencdo dos equipamentos necessarios, o
que favorece a permanéncia das técnicas convencionais.

As raizes de plantas superiores sdo conhecidas pela producdo de uma ampla

variedade de metabdlitos secundarios (Bais et al., 2001; Touw; van Dam, 2023). Além
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disso, o papel dos 6rgdos subterrdneos na producdo de diterpenos macrociclicos é
documentado em diversas espécies da familia Euphorbiaceae, como Euphorbia lathyris
(Ricigliano et al., 2020; Zhao et al., 2022). O uso tradicional das raizes de Jatropha como
ingrediente ativo em formulagdes medicinais tem orientado estudos fitoquimicos e
contribuido para que essas estruturas estejam entre 0s principais tecidos vegetais
investigados quimicamente. A Figura 2 apresenta a quantidade de compostos identificados,
de acordo com as partes da planta.

Figura 2. Partes da planta identificadas como fonte de JDT.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Em Jatropha, o acimulo de ésteres de forbol em tecidos especificos em resposta a
varios estimulos foi documentado para J. curcas (Zhang, Wei et al., 2024). De acordo com
de Almeida et al. (2021), os produtos dos genes associados a casbano sintase (CS), uma
enzima do tipo terpeno sintase (TPS) responsavel pela primeira etapa na biossintese de
diterpenos macrociclicos, sdo encontrados exclusivamente nas raizes dessa espécie. Alem
disso, o uso tradicional das raizes na medicina popular tem historicamente orientado as
pesquisas fitoquimicas (Wu et al., 2019). Essas observacdes podem ajudar a explicar a

extensa variedade de diterpenos isolados das partes subterraneas das espécies de Jatropha.

3.5 Diversidade Quimica e Caracterizacao Estrutural dos Diterpenos de Jatropha
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Uma vez isolados, determinar a estrutura quimica € essencial para descobrir novas
moléculas bioativas. Avangos nas técnicas espectroscopicas e espectrométricas
aprimoraram muito a capacidade de identificar esses compostos. Entre essas técnicas, a
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) se destaca como um método crucial para elucidar
compostos naturais. Melhorias tanto na instrumentacdo quanto nos procedimentos
experimentais reduziram os tempos de analise e aumentaram a sensibilidade, permitindo
um exame mais eficiente de materiais em quantidades de microgramas. A integracdo das
técnicas de RMN com métodos computacionais facilitou o perfilamento quimico rapido de
extratos, expandindo sua aplicacdo em metaboldmica. Essa abordagem apoia a
identificacdo de novos compostos ativos, avaliagdo das correlagdes entre atividade e
metabolitos e garante o controle de qualidade das plantas medicinais. Uma vantagem
adicional das abordagens modernas, combinando dados de RMN e andlise teorica, € a
melhoria na determinacdo da estereoquimica em moléculas complexas, levando os estudos
atuais a aumentarem seu foco na revisdo estrutural de compostos naturais (Borges et al.,
2023; de Albuquerque; Martorano; dos Santos, 2024; de Andrade et al., 2022; Halabalaki
et al., 2014; Wolfender et al., 2015).

Estudos que compilam deslocamentos quimicos de RMN, particularmente 13C, de
compostos isolados de grupos vegetais especificos ou classes quimicas tém beneficiado
imensamente a comunidade de quimica de produtos naturais. Esses estudos fornecem
informacdes cruciais sobre padrdes moleculares que auxiliam na elucidacgdo estrutural de
moléculas complexas, como os diterpenos, que podem ser desafiadoras. Embora a
facilidade de acesso as referéncias e a disponibilidade de ferramentas de software para
prever espectros de RMN tenham tornado tais estudos mais escassos, bancos de dados de
resultados experimentais de RMN continuam a ser altamente valiosos (Kuhn; Nuzillard,
2023). Eles apoiam diversas aplicacfes em diferentes campos de pesquisa, incluindo a
melhoria de algoritmos de previséo e a facilitacdo da desreplicagédo, acelerando assim a
descoberta de novas moléculas bioativas (Wolfender et al., 2019).

Até o momento, 140 diterpenos foram descritos no género Jatropha, o que
representa o dobro nos ultimos dez anos (Devappa; Makkar; Becker, 2011). Esses incluem
tanto terpenoides superiores quanto inferiores, encontrados em aproximadamente 170
ocorréncias botanicas. Os terpenoides superiores incluem cleisthantanos, pimaranos e

podocarpones. Os diterpenos macrociclicos constituem a maioria dos compostos desse
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género, contribuindo significativamente para a extensa diversidade quimica observada.
Nossa pesquisa identificou diterpenos inferiores provenientes de 12 diferentes esqueletos,
incluindo compostos seco e outros derivados.

A elucidacdo estrutural e a identificacdo desses compostos isolados geralmente
exigem uma combinacdo de técnicas espectroscopicas, incluindo RMN 1D e 2D,
espectrometria de massa (MS) e espectroscopia no infravermelho (IR). Devido a limitagdes
praticas, ndo é vidvel apresentar e discutir os dados de RMN para todas as variagGes
estruturais dos diterpenos de Jatropha isolados até o momento. Portanto, esta revisdo
compila as estruturas, conforme ilustrado na Figura 3, e fornece seus deslocamentos
quimicos de 13C RMN correspondentes, conforme detalhado na Tabela 1. Além disso,
todos os dados também estardo disponiveis em um banco de dados gratuito de produtos

naturais de acesso aberto, o SistematX (http://sistematx.ufpb.br), oferecendo uma base para

futuras pesquisas sobre diterpenos de Euphorbiaceae. O Portal Web SistematX, lan¢ado em
2018, documenta informacdes cruciais sobre metabolitos secundarios de plantas e inclui
9514 compostos Unicos provenientes de 20.934 ocorréncias botanicas (Costa et al., 2021).

Figure 3. Os 140 diterpenos estruturalmente diversos isolados de espécies de Jatropha.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

77



Tabela 1. Deslocamentos quimicos de 3C de JTD, § em ppm.

Composto 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
c1 34.4 36.0 404 365 51.7 37.0 345 35.9 373 44.4 149.6 420 1286 156.0
c2 273 27.4 67.2 716 210.6 27.9 34.1 24.0 27.9 725 138.1 40.2 1485 1405
c3 78.2 78.3 79.0 76.8 82.7 78.8 217.8 79.8 78.8 794 207.1 82.9 80.0 211.9
ca 39.3 39.6 385 38.7 44.9 38.9 49.0 37.7 38.9 39.3 45.4 145.1 145.2 476
cs 479 53.1 431 431 49.2 498 138.7 490 493 51.1 492 1345 1375 79.2
c6 24.0 17.9 186 185 19.1 18.9 1445 35.3 19.0 20.0 285 745 736 73.6
c7 1317 33.7 30.2 30.1 29.4 29.7 1814 1976 29.2 304 325 418 421 413
cs 131.0 470 1348 1349 1267 126.8 1217 1253 1250 1244 1247 19.3 19.4 18.9
co 164.2 1727 1464 1462 1458 121.2 1529 1236 1476 1495 1323 27.1 27.3 28.6
C10 37.3 414 38.7 38.8 434 37.3 410 38.0 375 38.3 1363 17.5 17.2 16.0
ci1 116.7 1220 1242 1241 1103 110.6 1125 1040 1097 1108 1175 19.0 19.2 19.9
Cc12 202.2 88.7 1268 1268 1522 1483 1627 1626 1521 1543 153.0 28.1 285 28.3
c13 731 1314 1351 1352 1222 151.9 1268 1556 1193 1193 1326 389 38.1 438
cl4 5.5 1509 1298 1299 1315 131.1 1305 1208 1391  140.0 1305 212.8 212.3 210.5
Ci5 138.9 140.0 : : 15.2 15.3 27.1 16.1 1351 137.0 226 83 87.8 51.5
Cl6 117.9 1137 : i i i i : 1195 1204 : 16.9 13.9 10.1
C17 14.0 15.2 21.0 21.0 : : : : 12.9 13.3 : 29.7 29.3 26.0
c18 27.4 28.3 285 28.4 29.2 28.1 218 275 28.1 30.2 19.8 285 28.8 28.9
Cc19 155 15.6 218 21.9 16.2 15.3 25.2 15.6 154 17.3 154 14.9 14.9 15.0
C20 20.7 214 258 25.7 25.9 24.8 16.3 234 24.9 27.4 1225 16.9 16.6 134
_OCH; i 55.6 : : : ;
-OCOCH; i 170.8 : : : -
-OCOCH:s : 21.2 : : : -
Solvente CDC; cDC;  CDCl;  CDCl  CDCls cDcl; C?;(SDD cocl;  CDCk  CDCly gggg CDCl;  CDCl;  Pyridine-ds
125MHz  125MHz 100MHz 100MHz 100MHz — 125MHz 12 125MHZ 125MHz 125MHz ;%0 100MHz 100MHz  N.I
Referéncia [56] [56] [57] [57] [58] [59] [60] [59] [56] [56] [61] [62] [62] [63]
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Composto 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28

c1 154.3 160.2 151.8 386 387 385 423 425 1557 64.0 152.7 36.6 36.4 43.1
c2 140.4 140.3 145.4 397 396 397 755 752 143.6 625 142.7 436 435 75.4
c3 2105 2132 195.7 875 87.7 875 208.8 2084 1955 1956 203.4 208.9 208.9 217.3
c4 4738 479 1399 1483 149.1 148.8 162.2 1648 1374 1343 62.4 167.2 166.3 164.9
cs 349 334 149.9 636 636 636 60.6 616 1419 1515 57.7 56.3 56.2 5.8
C6 715 716 75.9 65.2 65.4 65.2 63.1 638 74.9 756 58.6 60.4 60.4 60.8
c7 410 3738 414 37.9 376 37.9 36.9 37.0 429 419 410 405 405 403
cs 175 20.9 196 19.1 19.1 188 19.2 193 205 193 18.4 195 195 195
o 271 3538 381 351 362 308 36.9 373 26.0 26.9 201 283 283 283
C10 157 2838 26.9 24.6 263 30.1 26.8 276 17.3 17.7 165 180 180 181
c11 200 286 289 277 279 239 201 292 215 19.2 18.7 235 234 23.4
Cc12 282 1495 1535 1376 142.8 135.0 145.8 1484 249 28.7 243 26.6 26.4 265
c13 403 1325 1284 1379 140.8 138.8 137.8 1377 305 412 376 406 403 436
Ccl4 2133 199.3 1990 1950 194.4 195.2 1925 1921 815 209.2 214.0 208.3 207.3 207.6
c15 859 818 826 1415 141.9 141.4 136.2 1352 793 823 86.4 1365 135.7 134.1
Cc16 9.9 101 108 182 183 182 26.1 25.0 105 101 102 17.2 157 26.2
c17 200 200 255 17.8 17.9 17.8 17.4 17.1 295 28.9 183 185 183 185
c18 289 20.1 285 29.0 290 719 20.1 209 28.7 283 28.2 288 2838 2838
Cc19 151 16.4 155 161 16.2 118 16.4 165 145 14.9 15.4 150 150 150
C20 15.4 117 120 136 58.6 138 12.7 125 213 17.0 146 17.8 176 17.1

solvente  Pyridine-ds  cDCly CDCl;  CDCl;  CDCly cbcl;  cbCl;  CDCl;  CDCl;  CDCl;  CDCl;  CDCly CEC';'_E"VBS‘ CDCls
75MHz  100MHZ ~ 100MHz 100MHz 100MHz ~100MHz ~ 100MHz ~ 100MHz 100MHz 100MHz 100MHz 100 MHz  %° QL) 100 MHz

Referéncia [64] [65] [65] [65] [65] [65] [65] [65] [66] [67] [68] [68] [68] [68]
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Composto 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42

c1 435 1506 1495 1510 1499 1515 1555 420 1466 156.4 1516 1553 1575 1548
c2 755 1492 1468 1453 1487 1466 1438 404 1492 1448 144.9 1413 1395 1415
c3 208.8 1957 1964 1954 1942 1957 1957 82.9 194.1 200.9 1973 197.9 199.7 207.9
ca 166.7 1322 1346 1320 1331 1370 1376 1453 130.4 704 134.0 54.7 5.1 54.5
c5 56.2 1455 1537 1458 1490 1440 1418 1346 1408 75.0 145.0 1173 120.0 117.9
C6 61.0 735 73.9 84.4 75.7 76.0 746 745 75.0 73.9 75.0 146.7 1447 146.1
c7 405 436 435 36.9 28 15 2.7 416 83.1 37.85 429 36.9 37.2 36.3
cs 19.4 18.1 19.0 18.1 19.0 195 206 195 228 20.7 205 28.6 28.8 27.8
o 28.6 27.4 24.8 27.1 24.0 26.9 26.2 27.3 25.8 37.88 285 349 304 329
C10 18.1 17.8 16.9 175 17.4 17.9 17.0 17.8 16.3 27.7 17.2 25.6 314 30.2
ci1 23.0 201 221 20.1 20.9 19.4 215 19.3 203 28.3 20.9 301 26.5 30.7
C12 26.1 30.0 28.3 295 27.9 296 248 28.4 275 1513 206 1523 1500 146.1
c13 43.9 38.6 37.4 436 38.1 38.2 305 38.9 36.6 1322 38.9 131.9 1325 1345
cla 207.0 2135 2108 2120 2111 2109 814 2106 923 195.0 209.8 208.5 2085 198.1
C15 1332 85.0 84.1 85.3 83.3 84.2 79.8 84.6 68.0 79.2 59.6 84.9 84.9 84.7
C16 25.0 10.7 108 10.7 10.9 10.9 104 17.2 112 113 11.0 10.7 123 106
C17 18.2 29.2 29.0 23.7 291 29.0 29.3 298 29.2 20.7 31.2 20,5 205 204
c18 28.7 28.8 28.7 29.0 28.7 28.3 285 285 28.0 285 28.6 29.3 708 Acetato
C19 15.1 149 155 149 15.7 149 14.3 14.6 155 16.0 15.3 16.4 12.6 10.2
C20 17.1 16.7 19.4 165 186 16.9 214 17.2 115 116 18.1 118 105 12.1
-OCHs ) i ) i
OCOCH; - : - 170.1 : 1756
_OCOCH: 221 52.5
Solvente C%%'S cDCls C%%'S cDCl,  CDCl;  CDCl;  CDCl;  CDCls  pyridine-ds C%%h pyridine-ds CES%'S pyridine-ds  CDCls
g0 100MHz %0 100MHz 100MHz 100MHz 100MHz 100MHz 150MHz o0 ISOMHz 1 150MHz 125 Mhz
Referéncia  [68] [66] [66] [68] [68] [68] [69] [69] [70] [70] [70] [70] [70] [71]
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Composto 43 14 45 16 a7 18 29 50 51 52 53 54 55 56
c1 154.2 1522 1476 356 1508 1508 39.0 ni ni 391 39.0 171.9 386 1710
c2 1402 1494 1293 404 1438 1438 754 ni ni 76.5 764 131.0 2035 170.4
c3 211.1 1990 1949 2082 2102 2102 2085 1467 1649 2129 2131 60.3 168.1 82.0
ca 456 612 1361 1307 53.9 53.9 151.0 ni ni 1555 1553 1238 1452 1213
c5 89.2 635 1357 57.7 718 718 448 ni 55.7 703 70.7 138.1 55.0 1376
c6 74.0 70.9 74.2 60.4 751 751 152.7 ni ni 50.2 50.1 73.7 88.8 73.7
c7 40.0 84.7 84.8 405 4.2 4.2 404 416 ni 325 324 422 38.8 457
cs 17.9 235 228 195 16.1 16.1 26.8 29.7 26.5 196 19.9 20.0 20.1 201
o 27.7 25.9 271 28,6 28.7 28.7 271 1958 2076 276 276 27.0 24.9 26.77
C10 16.1 16.5 17.6 182 17.1 17.1 20.0 ni ni 20,5 205 18.4 19.7 18.9
ci1 193 201 218 236 19.4 19.4 27.2 38.2 436 222 222 218 277 218
c12 28.1 271 351 26.8 24.3 24.3 486 19.6 19.5 25.1 25.2 28.4 1.1 301
c13 44.0 37.2 34.2 365 38.7 38.7 77.0 27.0 28.2 5.7 5.6 477 75.3 448
cl4 209.6 009 1580 69.6 2135 2135 2036 195 234 2036 2034 2058 2026 202.2
C15 51.1 669 1166 1805 84.0 84.0 1549 18.0 181 1447 1434 1574 1335 1267
C16 10.4 11.3 10.8 17.7 10.0 10.0 24.6 17.0 185 25.4 253 147 303 138
17 25.3 26.8 208 29.1 23.9 23.9 1117 15.0 17.7 137 138 221 20.6 26.80
c18 28.9 28.9 294 153 156 156 16.5 10.9 15.0 29.0 29.0 29.4 16.4 29.2
19 15.1 15.4 158 17.3 28.3 28.3 28.7 201 28.8 156 156 156 28.7 158
C20 13.3 11.9 128 13.9 14.9 14.9 21.7 28.4 26.2 17.7 18.0 137 213 11.8
-OCH; 60.3 - : : : :
_OCOCH; - ; : i : 171.0
_OCOCH: - - i i : 20.9
Solvente cocl;  CDCls C?Z%'S cocl;  cbCl,  CDCl,  CDCl;  CDCls CEo%IS CEO%b cDCl;  CDCls  CDCls cDcl
125MHz  125MHz 2> 100MHz = 100MHz 100MHz 150MHz 100MHz 200 190 a00MHz 75MHz  150MHZ 150 MHz
Referéncia  [71] [71] [71] [72] [72] [72] 73] [74] [74] [72] [72] [75] 73] [70]
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Composto 57 58 59 60 61 62 64 65 66 67 68 69 70 71

c1 34.4 359 1527 1588 1545 1547 2096 2127 2121 2123 2093 2041 2033 204.7
c2 36.2 375 1427 1242 1463 1462 483 39.2 308 74.7 73.0 1457 1448 492
c3 741 818 2034 1318 2055 2057 76.8 36.3 364 437 431 1521 1526 80.3
ca 148.0 1378 624 129.4 458 46.3 1484 1605 1586 1581 1584 889 863 160.0
c5 122.4 1350 577 1283 2092 2090 1984 1991 1985 1984 1975 2063  208.0 209.6
c6 79.2 80.7 58.6 1147 442 441 1413 1412 1410 1412 1409 1312 1363 37.3
c7 1101 2137 410 158 188 18.9 1372 1364 1367 1369 1375 1390 1344 338
cs 29.8 378 18.4 203.8 26.0 26.1 437 43.9 138 435 138 457 455 450
o 218 466 291 403 17.8 17.7 454 156 60 454 156 28 438 406
C10 17.7 1457 165 29.0 24.8 241 1605 1490 1490 1487 1483 574 591 1427
ci1 21.9 1388 187 245 291 295 1489 1477 1488 1468 1469 1487 1467 1477
C12 25.6 1298 243 17.3 39.8 39.2 36.4 36.7 36.7 36.7 36.4 369 364 34.2
c13 37.9 724 37.6 25.9 2133 2136 343 346 346 34.6 34.3 344 337 323
Ccl4 107.0 1762 2140 19.1 82.6 82.7 514 51.9 51.9 52.0 51.5 537 519 484
C15 477 167 86.4 441 105 105 1466 1470 1470 1454 1460 1468 1501 145.4
C16 14.2 12.9 10.2 209.8 30.3 30.3 1134 1134 1134 1136 1135 1125 1125 1117
C17 15.9 276 183 29.9 29.3 29.4 18.7 188 188 18.9 188 202 187 17,6
c18 29.3 215 28.2 17.4 14.8 14.8 1084 1082 1083 1083 1091 1080  107.0 104.7
C19 15.1 1105 154 29.0 19.0 18.4 145 17.8 147 26.3 24.0 108 106 12.9
C20 14.8 19.4 14.6 147 18.9 196 196 19.6 19.7 220 190 155
-OCH; - : : : : i
-OCOCH; 170.8 170.4 - : : : : i
_OCOCH: 21.0 21.2
Solvente cDCl;  CDCls c%c(:)b cocl;,  cbCl,  cDCl;,  CDCls  CDCly CEZ!Csb CEZ!CS's cocl 052?3 055%'3 cDCls
125MHz  125MHz 00 100MHz 150MHz 125MHz 125MHz 125MHz o 10 poswmz 1200 10 5o v,
Referéncia [76] [76] [77] 78] [79] [79] [80] [81] [81] [81] [81] 2]  [83] [83]
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Composto 72 73 74 75 76 77 78 79 80 81 82 83 84 85
c1 2009 2109 2103 2119 2095 2086 2083 369 1049 1040 1086 1080 1038 37.2
c2 407 203 404 422 740 4711 473 34 417 459 386 408 776 37.8
c3 340 360 330 314 NI 722 778 910 804 803 373 749 439 8L4
c4 1679 1538 841 86 1579 1507 1495 1400 1383 NI 1361 1354 1389 1401
cs 2077 2045 2176 2154 1982 1973 1980 1397 1921 1915 1903 1920 1936 1315
c6 819 642 421 421 1420 1417 1420 489 1356 1380 1381 1382 1371 493
c7 702 655 821 84 1360 1351 1344 2104 1414 1401 1400 1416 1386 2117
cs 471 n2 a2 46 436 435 437 462 32  3B\4 372 32 353 466
co 390 485 395 302 450 5.7 517 468 434 446 436 435 472 2104
c10 1405 1476 555 519 1468 1466 1466 1459 1514 1490 1495 1501 1473 516
c11 1468 1495 1463 1428 1481 343 344 1342 757 757 756 754 698 53.7
c12 36.3 %7 33 32 %5 365 366 1312 288 287 256 256 322 1319
c13 340 36 333 335 343 1482 1480 534 256 278 287 288 257 1346
c14 475 519 479 481 519 453 450 2110 490 495 488 490 513 489
c1s 1467 1466 1460 1464 1465 1560 1574 512 1458 1460 1460 1458 1465 146.3
c16 1129 1143 1125 1124 1133 84 153 136 1141 1145 1139 1141 1133 1105
c17 19.1 196 182 185 186 188 185 168 204 192 189 100 189 217
c1s 1068 1084 1065 1090 1083 1133 1133 213 734 688 733 737 700 17.1
c19 182 148 145 180 240 186 186 1101 190 101 110 71 236 140
c20 26.8 73 152 156 187 1084 1082 177 90 208 208 205 205 18.1
-OCH, : : : : : : : :
-OCOCH; - : : 1699 1701 1708 : : : : : 1712
-0COCH: 204 206 213 216
solene  CDCl - cocls DSk cpe,  cpek,  cpel,  cpcl,  cocl D%k OOk epg,  CDSk - cpa, oy
150MHz  150MHz =0 150MHz ~100MHz 100MHz 100MHz 125Mhz 00 100 gsombz 10 asomHz  100MHz
Referencia  [83] B3] [83] [83] [4] [72] 2] 851 (881 [87] B3] [87 s8] [87]
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Composto 86 87 88 89 90 91 02 93 03 04 95 96 97 08
c1 169.1 180.6 207.0 210.3 209.9 199.6 194.3 208.8 2087 2074 206.2 1587 1586  157.8
c2 205.2 35.0 38.8 39.3 40.2 36.8 153.1 144.3 144.2 59.2 58.7 1128 1202 1194
c3 425 423 416 38.1 38.4 384 132.1 153.4 153.6 53.7 52.7 1418 1467 1451
c4 142.6 205.1 200.3 142.7 143.1 190.0 201.2 330 33.1 144.7 136.2 1352 1386 1389
C5 193.6 167.2 170.9 1675 167.5 169.0 79.3 199.7 1995  203.1 200.7 30.6 232 241
Cc6 137.0 126.2 127.4 147.7 147.6 127.1 133.6 1335 1334 1429 142.8 26.7 26.9 25.9
c7 145.0 138.1 1475 118.0 118.1 1442 1312 146.6 1468  130.2 1298 1269 1256 1259
c8 40.9 45.4 44.9 46.3 465 431 39.3 40.9 411 44.0 439 1352 1323 1309
c9 46.9 433 43.9 417 416 425 412 47.9 481 46.0 455 415 47.2 46.0
C10 137.5 129.4 114.2 153.6 152.8 114.7 55.4 60.7 60.7 162.8 162.5 129.1 755 75.6
c11 83.3 1456 146.6 146.8 146.7 1442 146.9 1453 1456 1487 1478 1268 1293 1249
C12 283 35.3 36.8 355 355 354 35,6 36.8 37.0 36.6 36.4 1355 1364 1373
C13 25.9 32.9 2.7 332 33.1 316 33.0 336 338 34.3 34.3 123.0 38.6 34.4
Ci14 46.4 51.8 54.5 514 514 52.4 50.7 50.4 50.6 515 514 27.6 28.4 26.7
C15 145.6 146.7 150.4 147.1 147.1 1485 146.8 146.2 1463  146.9 146.7 337 333 29.9
C16 114.6 112.4 1111 112.0 112.0 1111 16.7 113.4 113.5 113.3 113.0 22.1 23.3 214
c17 188 186 196 185 185 19.3 19.0 19.4 194 187 184 221 20.8 212
C18 69.4 108.1 108.6 107.9 108.1 108.2 19.3 106.7 106.9 211 19.7 1907 1951 1954
C19 30.2 17.8 19.0 173 157 17.8 1122 105 105 179 179 16.0 159 16.3
C20 215 189 215 19.8 19.7 216 106.0 16.1 162 108.2 108.5 20.2 16.4 18.0
-OCHs - - - - 55.3 555
-OCOCH; - - - - - -
-OCOCHs - -

150 MHz 150 MHz 150 MHz 150 MHz MHZ 195MHz 150MHz 125MHz MHz MHz 150 MHz MHz MHz MHz
Referéncia [83] [83] [83] [83] [83] [89] [73] [82] [81] [90] [90] [91] [91] [91]
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Composto 99 100 101 102 103 104 105 106 107 108 109 110 111 112
c1 425 29.9 294 186 1538 1503 216.9 2180 303 301 2082 2082 303 305
c2 38.3 37.8 81.2 80.8 1439 1447 2138 2156 425 024 25 426 422 400
c3 1237 1547 1228 125 1967 195.2 2072 2106 2077 2081 302 304 2084  208.0
ca 1371 1388 1373 1403 1360 1325 1447 1445 1369 1375 1343 1343 1460 1455
cs 1470 1313 1476 1460 1395 139.7 129.1 1384 1343 1344 1461 1501 1331 1330
c6 14138 1368 1428 1429 82.8 81.6 725 1359 1455 1450 1148 1148 1455 1455
c7 201.8 2029 2013 2013 37,6 37.6 67.8 1281 334 333 1374 1374 332 333
cs 1287 66.7 1287 1287 25.6 255 65.6 64.5 208 208 259 259 211 211
co 158.7 79.9 1501 1509 885 88.1 5.5 555 231 231 161 161 255 255
C10 36,6 37.0 36.7 37.0 36.0 35.7 529 51.4 23.0 23.0 194 195 19.0 19.0
ci1 213 433 413 416 345 344 468 51.0 25.9 258 158 158 278 278
C12 183.1 76.9 1839 1834 313 30.9 38.0 398 1354 1353 334 335 1367 1367
c13 1124 87.7 1124 1130 420 435 37.0 383 1306 1310 1501 424 1317 1313
cia 203.8 2137 2032 2034 2118 204.6 35.0 380 1501 1503 1311 1318 1507 1506
C15 99.8 91.4 97.7 97.9 824 88.9 34.2 374 1327 1318 1455 1456 1305 1305
C16 18.9 19.2 26.9 271 106 10.7 277 27.9 158 17.0 132 133 16.7 155
c17 207 21.9 207 211 242 24.0 232 236 1152 1155 1158 282 1145 1142
c18 304 275 30.2 305 241 28.2 2022 20.7 738 738 174 174 280 28.0
C19 26.9 22,0 26.7 271 28.4 234 162 205 121 121 173 214 158 158
C20 6.0 142 59 63 20,6 206 147 14.0 126 126 132 133 133
-OCHs : : ; : : : i i : i : :
_OCOCH; : : ; : : 1693 i : 1713 1713 : i : :
-OCOCH; i i - i i 221 20.9 20.9
Solvente CDCl,  CDCl,  CDCls  CDCl gotl)lcs'g CDCp CoDe cDCl, C?O%b cDCl;  CDCls Ci)%h CDCl,  CDCls
620MHz 100MHz 620MHz 125MHz S0 agomHz  1s0MHz  125MHz X0 100MHz 7sMHz (X0 somHz 50 MHz
Referéncia [92] [93] [92] [94] [95] [96] [97] [91] [92] [93] [92] [94] [95] [96]
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Composto 126 126 127 128 129 130 131 132 133 134
C1 40.4 415 150.9 273 27.8 34.3 34.3 75.7 77.0 316
Cc2 37.8 39.1 144.6 41.6 42.8 39.7 395 51.0 48.3 415
C3 327 336 195.2 207.3 205.3 213.1 213.1 209.2 207.9 214.8
C4 149.3 150.0 129.8 128.7 129.5 142.0 142.0 142.3 145.3 157.6
C5 203.3 206.6 149.3 148.5 147.9 339 34.0 355 35.3 710
C6 50.3 51.8 394 384 38.1 385 384 39.8 39.3 48.0
c7 45.6 46.9 379 38.0 384 38.1 38.0 39.3 39.0 304
C8 180.6 184.1 16.0 16.0 16.1 16.4 16.4 24.3 24.0 21.2
C9 68.6 70.2 19.2 19.3 194 24.0 23.8 157.7 158.0 37.1
C10 205.3 207.5 17.4 17.3 17.1 21.7 21.7 36.7 36.5 44.0
Cl11 332 345 20.9 20.4 20.0 29.9 29.5 121.8 121.3 73.7
C12 21.8 233 40.9 42.1 42.1 157.7 157.7 155.8 155.7 45.3
C13 37.8 38.0 817 81.8 817 137.2 137.2 132.1 131.6 54.0
Cl4 206.8 209.5 208.3 208.5 209.1 192.3 1925 191.3 188.6 204.9
Ci15 26.3 274 81.3 43.1 44.1 161.3 161.3 163.4 158.4 147.6
C16 284 28.6 10.8 16.4 14.2 16.4 16.3 14.3 14.7 16.1
C17 16.5 16.9 194 194 18.9 24.6 24.4 20.7 20.7 14.3
C18 10.7 11.0 15.7 28.6 28.8 28.6 28.7 219 21.2 28.3
C19 215 221 28.5 15.7 15.7 16.1 16.1 21.6 214 15.1
C20 11.8 12.1 27.7 26.9 27.0 17.0 16.9 16.2 16.0 14.0

-OCHjs - - - - - - - - -

-OCOCHj3 - - - - - - - - 170.8 -

-OCOCH3 20.8

Solvente CDCl3 MeOD-d, CDCls CDCls CDCls CDCls CDCls Pyridine-ds Pyridine-ds CDCls

100 MHz 100 MHz 125 MHz 150 MHz 150 MHz 125 MHz 125 MHz 100 MHz 150 MHz 125 MHz

Referéncia [101] [101] [102] [70] [70] [70] [70] [103] [103] [104]
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Compound 135 136 137

C1 161.2 cr 1733 C1 161.2 Ccr 173.7 C1 160.8 Ccr 173.8

Cc2 133.4 Cc2 38.1 Cc2 133.0 Cc2 38.1 Cc2 133.1 Cc2 38.6

C3 208.7 Cc3 1250 C3 208.8 Cc3 121.8 C3 208.7 Cc3 123.3

C4 74.0 c4 1368 C4 73.6 c4 135.9 C4 74.0 c4 133.9

C5 39.1 Ccs 51.7 C5 38.8 Ccs 132.6 C5 38.9 Ccs 129.8

C6 140.9 Co’ 45.0 C6 140.4 Co’ 128.9 C6 140.7 Cce’ 131.6

Cc7 129.5 Cc7 1330 C7 129.4 Cc7 47.0 C7 129.1 CcT 48.9

C8 389 c® 1310 C8 38.3 C8’ 49.2 C8 385 Cs® 47.1

C9 76.4 co 1331 C9 75.9 co 139.4 C9 76.0 co 137.7

C10 56.1 Cc10’ 1181 C10 55.7 c1e 115.8 C10 55.9 c10 115.9

Cl11 36.7 c1r 1752 Cl11 36.3 c1r 174.8 Cl11 36.5 c1r 166.6

C12 320 Cc12’ 51.1 C12 317 Cc12’ 53.6 C12 319 Cc12’ 119.0

C13 63.4 C13 26.8 C13 64.3 C13 30.0 C13 64.4 C13 145.9

Cl14 334 Cl# 323 C14 30.0 Cl4 35.3 Cl4 30.2 C14 42.1

C15 259 Cc15 23.3 C15 26.1 (0 244 C15 26.3 Cc1s 441

C16 74.0 Cci1e’ 130.0 C16 68.7 Cle’ 134.1 C16 69.4 Ci1e’ 132.0

C17 12.0 c1r 1349 C17 10.6 cr 128.8 C17 10.9 c17r 130.4 or 132.7

C18 18.7 C18’ 130.8 C18 18.4 c1® 130.7 C18 18.6 Cc1® 130.4 or 132.8

C19 10.1 Cc19’ 1318 C19 10.2 c19 130.7 C19 10.2 Cc19 130.4 or 132.9

C20 68.4 20 131.0 C20 68.2 20 130.7 C20 68.2 20 130.7
cr 135.8 cr 134.6 cr 135.6
22 35.3 22 35.0 22 35.3
23 22.9 23 22.6 23 23.0
24 13.9 24 14.0 24 14.0

Solvent CDCls/ 125 MHz CDCl3 125 MHz CDCl3 125 MHz
Reference [105] [105] [105]
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3.6 Sintese Quimica de Diterpenos de Jatropha

As caracteristicas estruturais Unicas dos produtos naturais, aliadas a sua diversidade de
atividades bioldgicas, tém impulsionado o desenvolvimento de novas estratégias em sintese
orgénica (Shenvi, 2024). Nesse contexto, a sintese de terpenos € uma area de destaque na
quimica sintética moderna. No caso dos diterpenos de Jatropha, embora os latifiranos sejam
0s compostos isolados com maior frequéncia, a sintese total de jatrofanos e rhamnofolanos
¢ a mais bem documentada. Compostos como jatrofona, jatrofatriona, citlalitriona,
jatrofolanos A-B e, mais recentemente, a série de spruceanol e curcusonas, tiveram rotas
sintéticas descritas.

Para evidenciar o impacto da sintese organica nessa area, tragamos 0s avangos desde
a década de 1970, com énfase na sintese total da jatrofona. Inicialmente isolada de J.
gossypiifolia L., a jatrofona foi o primeiro composto de sua classe a ser sintetizado. Sua
estrutura macrociclica e o anel 3(2H)-furanona, também presente em outros compostos
citotoxicos da época, motivaram estudos adicionais de atividade e levaram a identificacéo
de novos agentes antitumorais. Esses primeiros esforgcos geraram varias tentativas — muitas
delas infrutiferas, conforme relatado por Smith 11l em 1984 (Smith, 1984). As mesmas
caracteristicas estruturais que atraiam os pesquisadores também apresentavam grandes
desafios, até que a jatrofona foi finalmente sintetizada, conforme descrito brevemente a
seguir.

A primeira sintese total da jatrofona foi realizada por meio de um projeto em trés fases.
A primeira fase concentrou-se no desenvolvimento do anel 3(2H)-furanona; a segunda, na
construcdo do macrociclo; e a terceira, no controle da estereoquimica da reacdo para
reproduzir com fidelidade o composto natural. Esse projeto resultou na sintese bem-sucedida
da jatrofona e de diversos derivados relacionados, incluindo a normetiljatrofona, seus
derivados cis e trans, e os derivados hidroxilados em C2 (2a- e 2p-hidroxijatrofona) (Smith
et al., 1989; Smith; Malamas, 1982). Na década de 1990, novos protocolos para a sintese da
jatrofona e seus epimeros foram propostos. O primeiro utilizava acoplamento carbonilativo
catalisado por palédio entre triflatos vinilicos e estandis vinilicos para formar o macrociclo,
enquanto o segundo empregava uma variante de Wadsworth—Horner—-Emmons para
construir o anel C da jatrofona, incorporando a ligacao dupla C5-C6 com estereoquimica Z
por meio de acoplamento cruzado catalisado por Pd, formando o macrociclo via condensagéo

de um aldeido acetilénico (Gyorkos; Stille; Hegedus, 1990; Han; Wiemer, 1992).
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Desde entdo, a sintese de diterpenos jatrofanos expandiu-se além de um Unico
composto. Quimicos sintéticos demonstraram interesse em outras substancias bioativas,
especialmente aquelas do género Euphorbia, como as encontradas em E. characias. Uma
discussdo abrangente sobre as estratégias e reacdes utilizadas até a Ultima década pode ser
encontrada em publicacdes anteriores (Lentsch et al., 2014; Mohan; Koushik; Fuertes, 2015;
Rinner, 2015). Apo6s a jatrofona, foi realizada a sintese dos jatrofolanos A-B, também
isolados de J. gossypiifolia L. Essa sintese envolveu 12 etapas, com rendimento global de
6%, a partir da 1-pirrolidinociclopenteno, e demonstrou a aplicacdo de reagdes de Diels—
Alder sob alta pressdo na sintese de produtos naturais (Smith et al., 1985).

Ap6s um hiato, a sintese de diterpenos de Jatropha foi retomada com a producéo de
ciclojatrofanos, jatrofatriona e citlalitriona, conforme relatado em 2003. Os autores
desenvolveram uma estratégia de sintese linear com 20 etapas para obter esses compostos.
Por meio da andlise retrosintética, identificaram-se fatores-chave para a formacdo do
esqueleto triciclico, introduzindo-se posteriormente os grupos funcionais restantes. O
protocolo comecou com uma rearranjo aniénico tipo oxy-Cope, gerando uma estrutura
tetraciclica, seguido de hidroxilagdo em C12 e C14 por hidrossililacdo intramolecular. O
alcool alilico resultante permitiu desidratagdo regioseletiva, e o segmento 1,3-dicetona foi
adicionado para produzir jatrofatriona. A oxidacdo com peracido da jatrofatriona resultou na
obtencdo de (£)-citlalitriona (Yang; Long; Paquette, 2003).

A literatura recente apresentou protocolos para a sintese do spruceanol, um diterpeno
cleistantano, e das curcusonas A-D, J e I, diterpenos macrociclicos do tipo rhamnofolano.
Para o spruceanol, a sintese foi realizada em 13 etapas a partir do diterpeno natural ent-
labdano andrographolida, com rendimento global de 9%. A sintese envolveu cicloadicao
Diels—Alder regioseletiva controlada por acido de Lewis e técnicas de olefinacdo de Wittig
para construir o esqueleto do composto-alvo (Cai et al., 2020).

Quanto as curcusonas A-D, trés diferentes abordagens foram relatadas. A primeira
envolve a constru¢do do ndcleo carbociclico 5-7-6 por meio de anelagdo tipo Stetter ou
descontinuidades via metatese de anelamento, com destaque para o uso de acoplamento
cruzado entre eletrofilos. Uma abordagem alternativa, do mesmo periodo, emprega
acoplamento de Suzuki, ciclopropanacéo intramolecular e um rearranjo divinilciclopropano
crucial. A terceira abordagem, descrita em outro estudo, utiliza rearranjo sigmatrdpico
térmico [3,3] e uma nova reacdo em cascata catalisada por FeCls para formar rapidamente o
nucleo essencial cicloheptadienona das curcusonas, resultando nas curcusonas A e B em 9

etapas, C e D em 10 etapas e na dimericursone A em 12 etapas. Além disso, as curcusonas |
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e J foram sintetizadas por meio de formacgdo de furano catalisada por ouro, seguida de
cicloadicéo furano-alceno tipo [4+3], e uma reacdo de Diels—Alder exo para formar o anel
de seis membros (Cui et al., 2021; Li, Yong; Dai, 2017; Wright; Lee; Stoltz, 2019; Wright;
Stoltz, 2019).

A sintese de precursores biossintéticos como casbano, bem como de diterpenos com
esqueletos diferentes, como tiglianos e mirsinanos, ressalta a importancia dos terpenoides
das Euphorbiaceae no dominio da sintese organica (Loffler; Wirtz; Firstner, 2021;
Watanabe; Hikone; et al., 2024; Watanabe; Nagatomo; et al., 2024). Nesse sentido, as
contribuicdes da area para a pesquisa de produtos naturais tém se consolidado por meio dos
esforcos para aumentar os rendimentos desses compostos, expandir sua diversidade
estrutural e melhorar a compreenséo de sua biossintese. Exemplos desse progresso incluem
a sintese bioinspirada, métodos quimioenzimaticos e abordagens de biologia sintética para
producdo de terpenos (Chen et al., 2024; Schneider et al., 2024; Sun et al., 2024). Além disso,
a sintese bem-sucedida sustenta estudos bioldgicos em andamento, conforme discutido na

proxima secao.

3.7 Atividade Bioldgica

A revisdo das analises biologicas dos diterpenos isolados identificou 21 diferentes
modelos de atividade e revelou que apenas 15 compostos desse grupo permanecem ndo
testados. Essa situacdo contrasta com outras classes de produtos naturais, como 0s
glicosideos de pregnano da familia Apocynaceae, que, apesar de sua extensa diversidade
quimica, foram minimamente explorados do ponto de vista farmacoldgico (de Souza et al.,
2024). Essa discrepancia pode ser atribuida a disponibilidade desses compostos por meio da
sintese organica e a sua ocorréncia em outras espécies da familia Euphorbiaceae,
particularmente nos géneros Euphorbia e Croton, que sdo mais amplamente estudados tanto
quimica quanto biologicamente (Moremi et al., 2021; Rojas-Jiménez et al., 2024; Xu et al.,
2021).

Entre os diversos ensaios realizados, a citotoxicidade contra linhagens celulares
tumorais (in vitro) é a mais comumente testada, com os grupos de diterpenos lathyranos e
rhamnofolanos sendo os mais proeminentes, seguidos pelos jatrofanos. Um resumo dos
compostos mais potentes é apresentado na Tabela 2. Embora promissores, modelos bem
definidos de relacédo estrutura—atividade (SAR) para essas classes de diterpenos ainda séo
escassos na literatura. Fatores como a heterogeneidade das linhagens celulares e os baixos

rendimentos podem contribuir para o progresso limitado nessa area.
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Table 2. Dez principais diterpenos de Jatropha com notavel atividade citotoxica.

ICso (linhagens de

Composto célulay* Ensaios** Referéncias
0.08 uM (HEPG2) (Aiyelaagbe et al.,
Curcusone C 0.25 uM (L5178y) MTT 2011; Liu, Jie-Qing et
al., 2013)
Aiyelaagbe et al.,
0.15 uM (HEPG2) (Aiyelaagbe et
Curcusone D MTT 2011; Liu, Jie-Qing et
0.51 uM (L5178y) al., 2013)
0.70 UM (L5178y) (Zhang, Jun-Sheng et
Curcusone B 2,64 uM (HL-60) MTT al., 2018)
0.91 uM (L5178y) (Zhang, Jun-Sheng et
Curcusone A 1.63 UM (HL-60) MTT al., 2018)
(Fernandes et al.,
1.80 uM (MCF-7) X .
Jatrophone SRB 2013; Sharietal.,
1.82 uM (U-251) 2023)
(Zhang, Jun-Sheng et
Jatromultone D 2.69 UM (A549) MTT al., 2018)
- ) (Zhang, Chun-Yan et
Jatrogrossidione 2.6 uM (RKO) CKK-8 al., 2018)
15-epi-4Z-Jatrogrossidentadion 2.61 uM (HEPG?2) MTT (Zhangi Juzrg)—lsgr;eng et
2.67 UM (HEPG2)
2-epi-hydroxyisojatrogrossidion 3.20 uM (HL-60) MTS (Z“angl.?%'%}eng et

3.20 uM (MCF-7)

(Liu, Jie-Qing et al.,

2.86 UM (HL-60) MTT 2013)

3-dehydroxy-2-epi-caniojane

* Linhagens celulares: HEPG2 — hepatocarcinoma humano; L5178y — leucemia murina; HL-60
— leucemia humana; MCF-7 — cancer de mama; U-251 — glioblastoma maligno humano; A549
— carcinoma  pulmonar humano; RKO — carcinoma colorretal  humano.
**Ensaios: MTT — (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazolil-2)-2,5-difenil-tetrazélio); MTS — (3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetraz6lio); SBR —
Sulforodamina B; CCK-8 — Kit de Contagem Celular-8.

Com base no exposto, trés esqueletos de diterpenos do tipo jatrofano (JTDs) —
rhamnofolanos, jatrofanos e lathyranos — destacam-se como 0s compostos mais citotdxicos
identificados no género. Sua atividade inclui também eficacia contra alguns dos tipos de
cancer mais prevalentes e com maiores taxas de mortalidade, como os carcinomas de mama,
pulmdo e colorretal (Bray et al., 2024). A eficacia desses compostos foi avaliada
principalmente por ensaios colorimétricos. Entre os dez compostos mais ativos (vide supra),
0 metodo MTT foi 0 mais aplicado. As vantagens desses ensaios estdo associadas a rapidez,
baixo custo e sensibilidade, oferecendo uma forma agil de quantificar a viabilidade celular,
a proliferacdo ou a morte (Sanjai et al., 2024). Além disso, culturas in vitro proporcionam
relevancia biologica e controle experimental preciso, permitindo testar a seletividade e a

eficacia contra diversos tipos de cancer, além de possibilitar investigacbes mais detalhadas
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dos mecanismos de acdo (Atanasov et al., 2021). A combinacdo dessas abordagens é util na
descoberta de novos compostos com potencial antitumoral, iniciando com triagens rapidas
por ensaios colorimétricos em linhagens celulares e avangando para modelos in vivo.

Isolados das raizes de J. curcas, os rhamnofolanos curcusonas A-D foram descobertos
pela primeira vez em 1986, embora o interesse por esses compostos tenha sido renovado
apenas recentemente (Cui et al., 2021). As pesquisas sobre esses compostos oferecem
importantes insights estruturais sobre sua atividade citotoxica. Destacam-se, notadamente, a
formacéo de um anel de sete membros pela ligacdo C8-C14 e a presenca do sistema dienona
no anel B. A configuracdo relativa do grupo metila em C-19 e da hidroxila em C-2 influencia
sua poténcia contra linhagens celulares de carcinoma hepatocelular e linfoma, embora a
atividade geral seja mantida. Para os lathyranos, derivados de jatrogrossidiona, a presenca
do sistema de anéis 5/11/3, da epdxi ou da dupla ligagdo em C-5 foram observadas como
elementos importantes para a manutencdo da atividade, ja que a presenca de 5-OH mostrou-
se prejudicial (Liu, Jie-Qing et al., 2013; Zhang, Jun-Sheng et al., 2018).

Quanto aos mecanismos de acdo, a protedmica quimica tem se destacado como uma
abordagem de ponta para rastrear sistematicamente e identificar as proteinas-alvo de
pequenas moléculas ativas (Wang, Xin et al., 2024). Essa abordagem integra a quimica de
produtos naturais e o design de sondas por sintese com a proteémica, tendo sido aplicada
com sucesso as curcusonas. Especificamente, demonstrou-se que a curcusona C induz dano
mitocondrial e ativa a via mitocondrial de apoptose em células de cancer de prostata e
endométrio. Seu mecanismo envolve a via de sinalizacdo TGF/Smad e a desregulacdo do
balanco Bax/Bcl-2, ao inibir a expressdo da proteina-alvo PCBP2 (proteina ligante de
poli(rC) 2). Estudos adicionais sugerem que a curcusona C também interage com o fator 2
de repeticdo telomérica (TRF2), induzindo resposta de dano ao DNA telomeérico, inibindo a
proliferacdo de células tumorais e promovendo a parada do ciclo celular, o que culmina em
apoptose (An; Li; Zhang, 2021; Huang, Lan et al., 2023; Wang, Mingxue et al., 2017; Yuan;
Chen; Cai, 2021). A capacidade de atingir proteinas especificas representa um avanco
significativo nas estratégias terapéuticas contra o cancer.

A curcusona D foi identificada como um inibidor do ativador da ATM associada a
BRCA1 (BRATI1), um alvo importante anteriormente considerado “ndo farmacologico”.
Essa inibicdo resulta em resposta prejudicada ao dano no DNA e reducdo da migracao
celular, além de aumentar a eficacia do farmaco etoposideo, que causa dano genético. Em
mieloma multiplo, a curcusona D também inibe o crescimento celular e induz apoptose ao

atuar como inibidor da via ubiquitina-proteassoma. A identificacdo dos alvos moleculares da
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curcusona D destaca o potencial dos produtos naturais para abrir novas frentes no tratamento
do cancer e superar a resisténcia a quimioterapia convencional (Cao et al., 2014; Cui et al.,
2021). De maneira semelhante a curcusona D, a jatrogrossidiona também apresenta atividade
antitumoral mediada por inibicdo do crescimento celular e inducdo de apoptose. Segundo
Zhang et al. (2018), a jatrogrossidiona inibe a proliferacdo de células RKO por meio da
indugdo da parada do ciclo celular na fase G2/M e promove aumento significativo da
apoptose de forma dependente da dose. No entanto, diferentemente da curcusona D, os alvos
moleculares envolvidos nessa atividade ainda ndo foram descritos.

Para os diterpenos do tipo jatrofano, foi demonstrado que a jatrofona inibe a proliferagao
de células MCF-7/ADR em baixas concentracfes micromolares, por um mecanismo
relacionado a via PI3K/AKt/NF-«kB (Liu, Rui et al., 2020; Shari et al., 2023). A ativacdo da
PI3K/Akt é conhecida por promover o crescimento, proliferacdo, invasdo e metastase de
células tumorais, além de inibir a apoptose. Em contrapartida, embora lathyranos como os
derivados de jatrogrossidiona apresentem relevante potencial citotoxico, 0s mecanismos
precisos que explicam essa atividade ainda néo estéo claramente definidos, embora alguns
autores associem esses efeitos a inibicdo da glicoproteina-P (Kopecka et al., 2020).

Lathyranos e jatrofanos também demonstraram eficacia como agentes anti-MDR
(resisténcia multipla a farmacos mediada por glicoproteina-P). Estudos envolvendo espécies
de Euphorbiaceae foram fundamentais para a identificacdo de elementos farmacoféricos
nesses esqueletos e para o desenvolvimento de modelos QSAR (Fattahian et al., 2020; Sousa
etal., 2013; Velaet al., 2022). Apesar do seu potencial, apenas um namero limitado de JTDs
foi avaliado quanto a sua eficacia contra MDR. O direcionamento desse mecanismo
molecular € terapeuticamente relevante, pois visa superar a resisténcia a diversos
quimioterapicos e aumentar os efeitos citotoxicos por meio do aumento da concentracao
intracelular de farmacos antineoplasicos e da restauracdo da morte celular imunogénica (Kar
et al., 2024; Nanayakkara et al., 2018). A Figura 4 apresenta uma visdo geral dos principais

alvos moleculares.

Figura 4. Principais alvos envolvidos nas atividades antitumoral e anti-MDR dos
diterpenos de Jatropha (JDT).
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Além de suas propriedades citotoxicas, alguns diterpenos demonstraram eficécia contra
doencas como leishmaniose, tuberculose e malaria. Modificacdes estruturais da jatrofona
mostraram que a ligacdo olefinica entre C8 e C9, juntamente com o esqueleto molecular,
contribui para sua atividade antimalarica. Compostos como caniojano e outros diterpenos
contendo pontes de perdxido apresentaram fortes efeitos antiplasmodiais. Pesquisas
adicionais reforcam o potencial dos diterpenos no combate a diversas doencas tropicais
negligenciadas (Barros de Alencar et al., 2017; Soto-Sanchez, 2024), embora 0s estudos
focados especificamente em diterpenos macrociclicos ainda sejam limitados em comparacao
com outras classes, como lactonas sesquiterpénicas da familia Asteraceae ou compostos
sintéticos (Luna et al., 2023; Silsen, 2021; Valli et al., 2024).

Os numerosos estudos in vitro destacam os beneficios desses métodos na pesquisa com
produtos naturais. No entanto, hd uma caréncia notavel de estudos in vivo, ex vivo ou com
modelos alternativos. Alguns compostos, como 9f,13a-diidroxiisabeliona, jatrofona e
jatrofolonas A-B, foram avaliados quanto a seus efeitos gastroprotetores. Por exemplo, a
jatrofolona B e a jatrofona demonstraram atividade dose-dependente, reduzindo as lesdes
géastricas em 91% e 93%, respectivamente, na maior concentracdo testada (100 mg/kg). Além
disso, os efeitos da jatrofona sobre a contracdo do musculo liso e cardiaco foram relatados,

mostrando que o composto inibe diretamente as contracbes musculares, com variacao de
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poténcia conforme o tecido e o estimulo utilizados (Calixto; Sant’Ana, 1987; Calixto;
Sant’Ana, 1990; Silva; Brum; Calixto, 1995).

Compostos como jatrofona, jatrofolonas A—B e spruceanol tém sido extensivamente
testados para diversas atividades e demonstraram resultados promissores. Embora esses
achados levantem questdes sobre seletividade, também revelam padrdes estruturais com
potencial para aplicacdes em diferentes alvos moleculares. Isso levou ao desenvolvimento
do conceito de farmacos multitarget, ou seja, compostos capazes de interagir
simultaneamente com mudltiplos alvos. Tal abordagem se mostra promissora no
enfrentamento de doengas complexas, oferecendo vantagens como maior eficacia, perfis de
seguranca aprimorados e administracdo simplificada (Bizzarri et al., 2020; Zhang, Weilin;
Pei; Lai, 2017). Nesse contexto, os diterpenos do tipo Jatropha (JTD) podem ser
considerados candidatos promissores. A compreensdo de seus mecanismos de acéo e a
avaliacdo de sua toxicidade sdo cruciais para explorar seu potencial em aplicacdes
farmacéuticas.

Os dados apresentados nesta revisao reforcam a importancia de continuar a busca por
novas substancias bioativas naturais, paralelamente ao estudo de moléculas ja bem
estabelecidas. Uma lista completa das atividades relatadas para cada composto esta
disponivel no Material Suplementar (Tabela S1 — Material Suplementar). Para mais detalhes
sobre os testes e atividades bioldgicas de extratos e fracdes, recomenda-se a consulta aos
artigos previamente publicados (Abdelgadir; Van Staden, 2013; Cavalcante; Diego da
Conceicdo Santos; Guedes da Silva Almeida, 2020; Sabandar et al., 2013; Wu et al., 2019).

3.8 Propriedades Drug-likeness

E bem estabelecido, de uma forma ou de outra, que os produtos naturais desempenharam
historicamente um papel essencial na descoberta de medicamentos, fornecendo
consistentemente novos agentes terapéuticos. As pressoes bioldgicas impostas pela natureza
contribuem para a diversidade molecular e refinam esses compostos para interagir com alvos
moleculares. Por exemplo, mais de 30% de todas as novas entidades moleculares aprovadas
pelo FDA sé&o derivadas ou inspiradas em espécies microbianas e vegetais (Newman &
Cragg, 2020; Patridge et al., 2016). No entanto, levar uma molécula até os ensaios clinicos
também depende de suas caracteristicas fisico-quimicas, conhecidas coletivamente como seu
perfil “semelhante a firmaco”.

O conceito de "semelhanca a farmaco™ foi desenvolvido com base nas propriedades

fisico-quimicas comumente encontradas em medicamentos aprovados, COmo peso
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molecular, hidrofobicidade e polaridade. Estudos cléssicos identificaram padrdes
compartilhados entre esses compostos e propuseram faixas aceitiveis, sendo a mais
conhecida a Regra dos Cinco (Ro5) (Lipinski et al., 2001). Substéncias dentro dessa faixa
sd0 consideradas “semelhantes a farmacos” e t€ém maior probabilidade de exibir boa
biodisponibilidade. Avaliar atributos de semelhanca a farmaco tornou-se uma pratica padréo
em quimica medicinal. Algoritmos avangados para prever essas propriedades foram
aplicados a grandes conjuntos de dados moleculares, incluindo bibliotecas de produtos
naturais (NPLs), para apoiar a identificacdo e selecdo de candidatos promissores (Bickerton
etal., 2012; Camp et al., 2012; Shultz, 2019).

Dentre as metodologias utilizadas para construir NPLs, destacam-se as abordagens
baseadas em conhecimento, que combinam dados quimicos e taxonémicos. Esses métodos
ajudam a identificar regides dentro do espaco quimico onde compostos bioativos
provavelmente se agrupam. Além disso, entender a relacdo entre os clusters génicos
biossintéticos e as estruturas moleculares dos metabolitos secundarios pode avangar
significativamente na descoberta e engenharia de produtos naturais (Domingo-Fernandez et
al., 2023; Talevi & Bellera, 2024).

As revisOes da literatura sdo recursos valiosos para apoiar estratégias baseadas em
conhecimento. Uma revisdo sistematica recente de Obende et al. (2024) sobre metabolitos
secundarios de Croton (Euphorbiaceae) incluiu previsdes de suas propriedades ADME/Tox.
O estudo revelou que 38% dos compostos aderem a Regra dos Cinco, e 76,37% exibem
perfis fisico-quimicos semelhantes aos de medicamentos aprovados pelo FDA, agrupando-
se no mesmo espaco quimico. Com base nas vantagens das NPLs e dos critérios de
semelhanca a farmaco para identificar candidatos promissores, montamos um pequeno
conjunto de dados de JTD e realizamos previsdes in silico de suas propriedades ADMET e
semelhanca a farmaco. Os resultados sdo apresentados no grafico de analise de componentes
principais (PCA) mostrado na Figura 5.

Figure 5. Andlise de componentes principais das propriedades drug likness dos
diterpenos de Jatropha JTDs. A figura 5(A) representa o grafico de pontuagédo
(scores), nele os compostos foram organizados de acordo com suas subclasses
representadas pelas cores e rétulos contendo as letras iniciais de cada grupo seguidas
pelo nimero na lista de identificagdo. Em 5(B), observa-se o graficos de pesos
(loadings) demonstrando os descritores qualitativos de ADMET e o0 espago quimico
composto por CMC (80% ou 50%) ou um dos sub-setes que indicam classes de
farmacos.
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A anélise do gréafico de pontuacdo na Figura 5A revela uma variancia total de
67%, distinguindo claramente os diterpenos do tipo cembrano, tiglianos e dimers de
rhamnofolano dos outros compostos. Quando esses achados sdao comparados com 0
gréfico de carga (B), fica evidente que essas substancias estao fora do intervalo ideal
para compostos com propriedades de farmaco, conforme previsto por diversos
algoritmos. Estes incluem a Regra dos Cinco (R05), a regra de Egan, a regra de
Ghose, a regra de VVeber e a regra de Muegge, juntamente com as violagdes observadas
(representadas por #). Os parametros de saida consideram fatores como o coeficiente
de particdo octanol/agua (log Po/w), peso molecular (MW), o nimero de ligacdes de
hidrogénio doadas/aceitas pelo soluto em solugdo aquosa, 0 numero de ligagdes
rotacionaveis (RB) e o coeficiente de particdo cérebro-sangue previsto (BBB) (Daina;
Michielin; Zoete, 2017).

A literatura identifica a proteina quinase C (PKC) como um alvo molecular para

os diterpenos tiglianos. Embora os avangos na caracterizacao estrutural das isoformas
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de PKC e as variag¢Oes na sua expressao em células tumorais sugiram que os tiglianos
possam exibir atividade citotoxica seletiva, estudos anteriores sobre fragdes
enriquecidas indicam que os compostos tiglianos presentes nas sementes de 6leo de
Jatropha possuem propriedades irritantes e toxicidade inerente. Como resultado,
esses compostos sdo geralmente excluidos da consideracdo como candidatos
promissores para o desenvolvimento farmacéutico (Otsuki; Li, 2023; Parker et al.,
2021).

Outra variavel que desempenha um papel significativo nas diferencas observadas
na PCA ¢ a “consenso”, que reflete o valor médio do LogP (coeficiente de particdo
octanol-agua) previsto pelos algoritmos mencionados anteriormente. Em resumo,
compostos com valores mais altos de LogP tendem a se agrupar nos quadrantes 2 e 4,
enquanto os dimers e tiglianos apresentam valores extremos de LogP,
respectivamente. Embora existam métodos mais avancados para calcular a
lipofilicidade de uma substancia, o LogP continua sendo um parametro padréo
correlacionado com a biodisponibilidade. Esta anlise demonstra que, em
comparacdo com bancos de dados de medicamentos focados em atividades
terapéuticas especificas, os compostos com os perfis mais favoraveis estdo agrupados
nos quadrantes 1 e 3.

Uma andlise cuidadosa dos descritores moleculares sugere que as variaveis
localizadas no primeiro quadrante (grafico de carga B) caem dentro do intervalo de
propriedades entre 80% ou 50% do CMC total (espaco quimico de seus
subconjuntos), o que inclui farmacos aprovados como antineoplasicos (Neoplastic-
50) e anti-hipertensivos (Hypertens-50). A medida que a distribuicio se move em
direcdo ao centro do gréfico (grafico de pontuacdo A), o limiar aumenta, juntamente
com a lipofilicidade, atingindo pelo menos 80% de similaridade com as mesmas
classes, incluindo farmacos anti-inflamatdrios e anti-infecciosos (Neoplastic-80,
Hypertens-80, Antiinflammat-80 e CMC-80). Consequentemente, como representado
pelas varidveis de ADMET (Biodisponibilidade, Absorcdo Gl e R05), esse conjunto
estd em conformidade com a Regra dos Cinco de Lipinski (cR05), mostrando valores
ideais para absor¢do Gl e boa biodisponibilidade estimada. Entre as substancias
promissoras estdo os rhamnopholanos, como curcusones C—H, caniojane e seus
derivados, seguidos pelos jatrofanos derivados de jatrofone, multifidona e epi-

jatrophol—um lathyrano e jatrofolone, respectivamente.
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O alinhamento das previsdes de ADMET com os descritores dos bancos de
medicamentos também sugere que moléculas capazes de cruzar a barreira
hematoencefdlica (BBB) seriam candidatas ao desenvolvimento de agentes
antidepressivos e antipsicéticos, como indicado pelos rétulos no grafico de carga
(BBB, Depressant-50 e Psychotic-50). As caracteristicas estruturais dos diterpenos
podem explicar alguns desses achados, como o arranjo dos anéis, que se assemelha a
compostos antidepressivos conhecidos. No entanto, é importante observar que, a
medida que a distribuicdo das moléculas se desloca em dire¢do ao quarto quadrante,
0 potencial inibidor delas para as enzimas CYP—especificamente, CYP3A4,
CYP2C9 e CYP2C19—também aumenta. Essas enzimas desempenham um papel
crucial no metabolismo de medicamentos e xenobidticos e estdo implicadas em varias
interacfes medicamentosas clinicamente significativas. Versdes expandidas da Figura

5A,B sdo fornecidas como informacdes suplementares para analise adicional

3.9 Perspectivas

Os esqueletos macrociclicos representam a estrutura primaria dos diterpenos
encontrados em Jatropha. Apesar dos continuos esforgos de pesquisa, sua descoberta
ainda depende em grande parte de técnicas tradicionais de extracdo e isolamento. No
entanto, os avancos em métodos de derepicacdo utilizando MS e RMN expandiram
significativamente o potencial para acelerar e priorizar a descoberta de novos
compostos, especialmente entre os diterpenos de Euphorbiaceae.

Ao avaliar seu potencial bioativo, como mencionado anteriormente, a maioria
dos estudos focou principalmente em ensaios in vitro, especialmente para medir a
citotoxicidade contra células tumorais. Uma limitacdo notadvel € que muitos
compostos nao foram testados quanto a viabilidade celular em células normais. Além
disso, faltam estudos pré-clinicos e clinicos, embora esses passos sejam cruciais para
o desenvolvimento de fitomedicamentos e produtos farmacéuticos. Questdes como
baixa solubilidade aquosa, biodisponibilidade limitada, toxicidade n&o seletiva
potencial e farmacocinética também apresentam desafios. Dadas essas limitacOes, a
nanotecnologia poderia oferecer estratégias promissoras para superar esses
obstaculos e aprimorar o potencial terapéutico dos diterpenos de Jatropha.

Os sistemas nanotecnologicos, que variam de 1 a 1000 nm, oferecem o potencial

para melhorar as propriedades de biocompatibilidade dessas moléculas, protegendo-
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as de fatores biologicos e ambientais externos e aumentando sua permeabilidade
através de barreiras fisiologicas, aumentando assim a biodisponibilidade. Ao
promover um perfil de liberacdo controlada, esses sistemas também podem reduzir a
toxicidade ao aumentar a seletividade para células tumorais.

Nesta revisdo, Vvarios compostos citotoxicos demonstraram um potencial
significativo, particularmente das classes de rhamnofolano, jatrofano e lathyrano.
Entre eles, curcusones C e D se destacam como 0s mais potentes. Embora as previsoes
in silico sugiram que exibem boa solubilidade aquosa, outras limitagdes, como as
mencionadas anteriormente, ainda precisam ser abordadas. Para esses compostos, as
nanoparticulas poliméricas criadas por meio de um processo de emulsificacdo dupla
oferecem uma solucdo promissora. Esses sistemas consistem em uma fase aquosa
interna (W1), onde a molécula é dispersa em uma fase organica (O) contendo um
solvente que dissolve o polimero. Isso forma uma emulsdo primaria (W1/0), que €
entdo dispersa em uma fase aquosa secundaria (W2), resultando em uma emulsédo
maltipla (W1/O/W2) por meio de um processo de emulsificagdo e evaporacdo do
solvente. Essa abordagem pode levar a uma alta eficiéncia de encapsulacdo desses
diterpenos, aumentando seu potencial terapéutico.

Para diterpenoides com solubilidade aquosa moderada, como jatrofone,
jatromultona D e jatrogrossidiona, sistemas de liberacdo a base de lipidios, como
microemulsdes (10-100 nm) e nanoemulsdes (50-500 nm), séo recomendados. Esses
sistemas consistem em gotas de 6leo dispersas em uma fase aquosa estabilizada por
surfatantes. Eles diferem na concentracdo de surfatante e na natureza termodinamica
dos sistemas. Essa configuracdo ndo apenas melhora a solubilidade da molécula
encapsulada, mas também aumenta a area de superficie, aumentando assim a
atividade bioldgica.

Para moléculas mais hidrofobicas, as nanoparticulas lipidicas, como as
nanoparticulas de lipidios sélidos (SLNs) e os transportadores lipidicos
nanoestruturados (NLCs), sdo alternativas viaveis. Esses sistemas podem encapsular
diterpenos dentro de uma matriz lipidica composta por lipidios solidos (em SLNs) ou
uma mistura de lipidios sélidos e liquidos (em NLCs). Além disso, sistemas
nanoparticulados core-shell, como as nanocapsulas, oferecem uma outra abordagem
promissora. Elas possuem um nucleo oleoso que solubiliza a molécula e uma
cobertura polimérica que proporciona protecdo e controla a liberacdo. Além da

encapsulacao, esses sistemas permitem a adsorcao superficial de diterpenoides, bem
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como a funcionalizagdo com substancias que promovem propriedades de disfarce,

entrega direcionada a células especificas e aumento da absor¢éo celular.

Assim, considerando a ampla gama de sistemas nanotecnol6gicos disponiveis,
sua aplicacdo a esses compostos é fortemente recomendada como uma nova e
promissora estratégia para aproveitar suas propriedades biologicas de maneira mais
eficaz. Essa abordagem tem o potencial de avancar em dire¢do a um uso mais preciso
e translacional, abrindo caminho para o desenvolvimento de fitomedicamentos que

podem ser produzidos e utilizados de forma eficiente.

3.10 Conclusdes

A presente revisdo destaca a ampla quimiodiversidade dos diterpenos de
Jatropha (JTD), apresentando suas vias biossintéticas, extracdo e isolamento,
caracteristicas estruturais e efeitos biologicos. Um total de 140 JTDs foi considerado
para este trabalho, a compilacdo de seus deslocamentos quimicos de **C RMN prové
informacBes essenciais para orientar a descoberta de novas entidades quimicas de
espécies de Jatropha. A importancia farmacoldgica dos JTDs é enfatizada pela sua
capacidade de interagir com novos alvos moleculares e exibir potentes bioatividades,
0 que reforca seu papel no desenvolvimento de agentes terapéuticos potenciais,
especialmente contra o cancer. Além disso, o papel da sintese organica na obtencgédo
de JTD ilustra estratégias modernas que levaram a alguns dos compostos mais
promissores relatados no género, como jatrofona e curcusonas A-D. Aliada a analise
in silico, a presente pesquisa oferece insights valiosos sobre as propriedades ADMET
e a similaridade com farmacos dos JTDs, fornecendo uma base para aplicacdes
farmacéuticas futuras, particularmente como novos agentes citotoxicos. Entre as
classes abordadas, os rhamnofolanos se destacam como uma das estruturas mais
interessantes para o desenvolvimento adicional devido as suas propriedades fisico-
quimicas favoraveis, quando comparadas aos medicamentos aprovados, e seu
potencial citotoxico. Além disso, 0s autores preveem o uso das tecnologias atuais para
orientar a descoberta de novos diterpenos de fontes naturais e abordagens
nanotecnoldgicas para melhorar as propriedades biofarmacéuticas das moléculas

mais ativas. Esses resultados destacam a necessidade de pesquisa continua nesta area
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e abrem caminho para futuras investigacfes em espécies de Euphorbiaceae,
principalmente aquelas dentro do género Jatropha.
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3.11 Informagdes adicionais
Atividade Bioldgica

Tabela S1. Lista de atividades bioldgicas de diterpenos isolados de espécies de
Jatropha..

Name of the compound Biological activity
Leishmanicidal
Trypanocidal
Cytotoxicity
Jatrogrossidione Cytotoxicity/Apoptosis induction

Thioredoxin reductase inhibition

Anti-inflammatory/Inhibition of Inhibition of NO
production

Cytotoxicity
Thioredoxin reductase inhibition
Anti-inflammatory/Inhibition of NO production

2-epi-jatrogrossidione

Antimicrobial

Caniojane

Cytotoxicity
Antiplasmodial
Antituberculosis

Cytotoxicity

1,11-bisepicaniojane

Antiplasmodial
Antituberculosis
Cytotoxicity

Jatrogrossidion

Antiherpes (HSV-1)
Cytotoxicity
Antiproliferative

Isojatrogrossidion

Cytotoxicity

2-epi-isojatrogrossidion

Cytotoxicity

2-epi-
hydroxyisojatrogrossidion

Cytotoxicity
Cytotoxicity
Antimicrobial
Antiherpes (HSV-1)
Antiproliferative
Cytotoxicity

2-
hydroxyisojatrogrossidion

Cytotoxicity
Cytotoxicity
Antimicrobial
Antiherpes (HSV-1)
Antiproliferative

Cytotoxicity

Jatrophalactone
Cytotoxicity
Cytotoxicit
Jatrophalone v ”y
Cytotoxicity
Jatrophadiketone Analgesic
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Anti-inflammatory
Antipyretic
NO elimination

Curcusone A

Cytotoxicity
Cytotoxicity
Thioredoxin reductase inhibition

Curcusone B

Cytotoxicity
Cytotoxicity
Thioredoxin reductase inhibition

Antimetastatic
Antiproliferative
Cytotoxicity

Curcusone C

Cytotoxicity
Cytotoxicity
Thioredoxin reductase inhibition
Cytotoxicity
Antiproliferative and apoptotic
Antitumoral - prostate cancer

Cytotoxicity
Cytotoxicity

Curcusone D Thioredoxin reductase inhibition
Cytotoxicity
Antitumoral
Curcusone E Cytotox!c!ty
Cytotoxicity
Curcusone F Cytotoxicity
Curcusone G Cytotoxicity
Curcusone H Cytotoxicity
Curcusone | Cytotoxicity
Curcusone J Cytotoxicity
3-dehydroxy-2-epi- Cytotoxicity

caniojane

4-epi-curcusone E Cytotoxicity

4Z-jatrogrossidentadione

Antibacterial
Antiherpes (HSV-1)
Cytotoxicity
Cytotoxicity
Cytotoxicity

4E-jatrogrossidentadione

Antiherpes (HSV-1)
Cytotoxicity
Cytotoxicity
Cytotoxicity
Cytotoxicity

15-epi-4E-
jatrogrossidentadion

Antiherpes (HSV-1)
Cytotoxicity

Cytotoxicity



Cytotoxicity

Cytotoxicity
Antiherpes (HSV-1)
15-epi-4Z- Cytotoxicity
jatrogrossidentadion Antibacterial
Cytotoxicity
Japodagrin Antibacterial
Multidione Cytotoxicity
Multifidanol Cytotoxicity
Antimicrobial
Multifidenol Cytotoxicity
Antimicrobial
Multifidone Cytotoxicity
14-deoxy-1p-hydroxy- Antimalarial
4(4E)- Antimicrobial
jatrogrossidentadione Antileishmanial
15-deoxy-1p-hydroxy- Antimalarial
4(4E)- Antimicrobial
jatrogrossidentadione Antileishmanial
Jatrocurcasenone A Cytotoxicity
Jatrocurcasenone B Cytotoxicity
Jatrocurcasenone C Cytotoxicity
Jatrocurcasenone D Cytotoxicity
Jatrocurcasenone E Cytotoxicity

Jatrocurcasenone F

Anti-inflammatory

Jatrocurcasenone G

Anti-inflammatory

Jatrocurcasenone H

Anti-inflammatory

Jatrocurcasenone |

Anti-inflammatory

Japodagricanone A

Cytotoxicity

Japodagricanone B

Cytotoxicity

Antimicrobial

Jatrointelone A

Thioredoxin reductase inhibition
Thioredoxin reductase inhibition

Jatrointelone B

Thioredoxin reductase inhibition

Jatrointelone C

Thioredoxin reductase inhibition

Jatrointelone D

Thioredoxin reductase inhibition

Jatrointelone E

Thioredoxin reductase inhibition

Jatrointelone F

Thioredoxin reductase inhibition

Jatrointelone |

Thioredoxin reductase inhibition

Jatropha factor C1

Effect on platelet aggregation

Jatropha factor C2

Effect on platelet aggregation

Jatropha factor C3

Effect on platelet aggregation
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Jatropha factor C4

Effect on platelet aggregation

Jatropha factor C5

Effect on platelet aggregation

Jatrophenone

Antimicrobial

Jatrophone

Leishmanicidal
Insulin release inhibition

Uterine muscle contraction
inhibition

Effect on smooth and cardiac muscle
Portal vein contraction inhibition

Molluscicidal

Vasorelaxant in isolated rat aorta

Cytotoxicity

Lymphocyte activation inhibition

Platelet aggregation inhibition

Antiproliferative and antimigratory

Gastroprotective

Glutamate and GMP-PNP binding inhibition

Antiviral and anti-inflammatory
Antiproliferative
Cytotoxicity
Cytotoxicity

Japodagrone

Antibacterial

98,130~
dihydroxyisabellione

Gastroprotective
Antiproliferative

Jatropholone A

Molluscicidal
Gastroprotective
Antiplasmodial
Antituberculosis
Cytotoxicity
Cytotoxicity
Cytotoxicity
Thioredoxin reductase inhibition
Gastroprotective
Cytotoxicity
Cytotoxicity
Anti-inflammatory
Antiproliferative
Cytotoxicity

Jatropholone B

Molluscicidal
Gastroprotective
Antiplasmodial
Antituberculosis

Cytotoxicity

Cytotoxicity

Thioredoxin reductase inhibition

Gastroprotective
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Cytotoxicity
Antiproliferative

Cytotoxicity

Anti-inflammatory
Cytotoxicity
Jatropholone C Cytotoxicity
Jatropholone D Cytotoxicity
Jatropholone E Cytotoxicity

2a-hydroxyjatropholone

Antiplasmodial
Antituberculosis
Cytotoxicity

2p-hydroxyjatropholone

Antiplasmodial
Antituberculosis
Cytotoxicity

epi-jatrophol

Cytotoxicity
Cytotoxicity

Jatrophaldehyde

Cytotoxicity
Cytotoxicity

Epi-Jatrophaldehyde

Cytotoxicity
Cytotoxicity
Antibacterial

Jatromulone A

Thioredoxin reductase inhibition

Spruceanol

Cytotoxicity
Growth inhibition

Cytotoxicity
Cytotoxicity
Antioxidant
Cytotoxicity
NO inhibition
Cytotoxicity

RANKL-induced osteoclastogenesis

Cytotoxicity
Antimicrobial
Anti-HCV
Cytotoxicity

NO production inhibition

Antitumoral

Cleistanthol

Cytotoxicity
Antitumoral
Cytotoxicity
Antioxidant

RANKUL-induced osteoclastogenesis

Cytotoxicity
Antibacterial
Antiviral

Jatrocurcadiones A and B

Thioredoxin reductase inhibition

Lathyranlactone

Cytotoxicity
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Jatrophodione A

Cytotoxicity
Cytotoxicity
Thioredoxin reductase inhibition

Jatrophodione B

Cytotoxicity

Jatrophodione C

Cytotoxicity

Jatrophodione D

Cytotoxicity

Jatrophodione E

Cytotoxicity

Jatrophalactam

Cytotoxicity

Heudelotinone

Cytotoxicity

Thioredoxin reductase inhibition

Cytotoxicity

) ) Antiviral (Antiherpes)

Riolozatrione -

Cytotoxicity

Antiviral (Antiherpes)
. . Cytotoxicity

6-epi-riolozatrione

Antiviral (Antiherpes)

Antitumoral
(Lymphocytic Leukemia)
Jatrophatrione Cytotoxicity
Antiherpes
Cytotoxicity
. Antiherpes
Citlalitrione .

Cytotoxicity
Cytotoxicity
Falodone Cytotoxicity
Jatromultone A Cytotoxicity
Jatromultone B Cytotoxicity
Jatromultone C Cytotoxicity
Jatromultone D Cytotoxicity
Jatromultone F Cytotoxicity
Jatromultone G Cytotoxicity
Jatromultone H Cytotoxicity
Jatromultone | Cytotoxicity

Jatrogricaine A

Anti-inflammatory

Jatrofoliane A

Reversal of multidrug resistance (MDR) in cancer cells

Jatrofoliane B

Reversal of multidrug resistance (MDR) in cancer cells

Jatrophainolide A

PTP1B enzyme inhibition (Type 2 diabetes and obesity)

Jatrophainolide B

PTP1B enzyme inhibition (Type 2 diabetes and obesity)

Jatrophainolide C

PTP1B enzyme inhibition (Type 2 diabetes and obesity)

Jatrophacine

Anti-inflammatory

Integerrimene

Cytotoxicity

Jatrophadiketone

Cytotoxicity

Thioredoxin reductase inhibition

Jaherin Antimicrobial and Antifungal
Jatrophol Cyt(_)toxwlt.y
Antibacterial
Abiodone Cytotoxicity
Curcusecon A Cytotoxicity

129



Curcusecon B

Cytotoxicity

Curcusecon C Cytotoxicity
Curcusecon D Cytotoxicity
Curcusecon E Cytotoxicity

ADMET e Druglikeness

Expansoes da figura 5. No gréfico de pontuacdo, cada composto representa uma
amostra, sendo que o0s c6digos sdo compostos por trés letras seguidas de nimeros.
As letras correspondem ao nome da espinha dorsal de cada diterpeno, e 0 nimero
indica a posi¢cdo ocupada por cada um deles no conjunto de dados utilizado para
gerar os descritores moleculares. Essa representacdo nos permite identificar
exatamente qual composto apresenta caracteristicas distintas ao interpretarmos 0s
gréficos de pontuacéo e pesos da PCA.
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A expansdo do gréafico de pontuagdo mostra a presenca de diterpenos do
tipo latirano (“"Lat"), em rosa, concentrados no quadrante 1. Além desses, em
verde, ha alguns compostos representados pela sigla "Oth", atribuidos a diterpenos
da série seco ou muito modificada. Também é possivel observar substancias dos
tipos mirsinano (Myr), jatropano (Jat) e jatrofolano (Jap), sobrepondo-se, 0 que
indica sua similaridade em termos de caracteristicas fisico-quimicas.
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4. CAPITULO 4. RIBIFOLONAS A-G, NOVOS
DITERPENOS COM POTENCIAL
CITOTOXICO ISOLADOS DE JATROPHA
RIBIFOLIA (POHL) BAILL
(EUPHORBIACEAE)
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Ribifolonas A-G, novos diterpenos com potencial citotoxico isolados de
Jatropha ribifolia (pohl) baill (euphorbiaceae)

Abstract

The genus Jatropha is a promising source for discovering new compounds
with antitumor potential. Jatropha ribifolia is an endemic species traditionally
used in folk medicine in the semi-arid region of Brazil. Few chemical and
pharmacological studies have been conducted on this plant. Thus, the aim of this
work is to expand the knowledge of the Jatropha genus by isolating and
structurally characterizing the chemical constituents of J. ribifolia and assessing
the cytotoxic potential of the isolated compounds through silico analyses. To
achieve these main goals, the plant was collected in Maturéia, Paraiba Brazil, after
that it was dried, and stabilized. The plant material was then extracted with hexane,
and then with methanol. Fractionation of the hexane extract, using classical and
instrumental chromatographic techniques, together with one- and two-dimensional
NMR experiments, led to the identification of 17 compounds, seven of which are
diterpenes previously unreported in the literature, named ribifolones A-G.
Molecular docking experiments on apoptosis-related targets suggest that the
structural modifications in ribifolones enhance cytotoxic activity compared to
jatrophone, a compound with well-documented antitumor activity. In vitro studies
will be conducted to confirm the activity of these new compounds. This work
demonstrates the chemodiversity and opens new perspectives for the discovery of
cytotoxic compounds from Euphorbiaceae species found in the Caatinga,
particularly from the Jatropha genus.

Keywords: Terpenoids, phytochemicals, macrocyclic diterpenes
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4.1 Introduction

Distributed across tropical and subtropical areas, Jatropha genus
(Euphorbiaceae) includes approximately 175 species (Ramadan Hassanien, 2023).
In Brazil, the semi-arid region is home to a diverse range of endemic species, many
of which remains poorly investigated regarding their chemical and
pharmacological potential. Among these plants, Jatropha ribifolia (Pohl) Baill.

stands out as a promising species to the discovery of new bioactive compounds.

Conventionally known as “pinhdo-manso”, J. ribifolia latex is widely used
throughout northeastern Brazil due to its antivenom activity. Moreover, its seeds
are a source for oil production and are also used in veterinary fields as purgative.
Previous studies led to the isolation of ten compounds such as coumarins, an
orbitide-type peptide and terpenoids (Pinto et al., 2015). The genus Jatropha is an
inestimable reservoir of diterpenes with remarkable cytotoxic activity. However,
to date only jatrophone and 2-hydroxyjatrophone derivatives were reported in J.

ribifolia.

For the last 40 years our research group have investigated the
chemodiversity encompassed by Brazilian Caatinga unveiling its bioactivity.
Therefore, the main goals of the current work were to isolate, characterize and
evaluate the cytotoxic potential of new macrocyclic diterpenes from J. ribifolia by

in silico analysis.

4.2 Materials and methods

4.2.1 General Experimental Procedures

Isolation and purification were performed by several chromatographic
methods, including column chromatography (CC) and thin-layer chromatography
(TLC). Silica gel (Silicycle, particle size of 0.040-0.063 mm) was used in CC.
Commercial silica gel (Whatman) plates were used in TLC in layers with a
thickness of 0.25 mm on an aluminum support (20 x 20 cm). The spots in TLC
were analyzed by using ultraviolet radiation at wavelengths of 254 and 366 nm
(Boitton brand apparatus). Additionally, a high-performance liquid
chromatography (HPLC) apparatus coupled with photodiode array detectors
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(PDA) was also applied, separations were carried out using analytical C1s (YMC;
250 mm X 4.6 mm X 5 pm) and preparative C1g (YMC; 250 mm x 21.2 mm x 5
um) columns. The 1D and 2D NMR spectra were obtained using Bruker Avance
11 HD 400 MHz instrument. The residual nondeuterated solvent peaks were used

as references.
4.2.2 Plant material

The botanical material of the species was collected in the city of Pocinhos-
PB in March 2016 and identified by Prof. Maria de Fatima Agra. The voucher
specimen was deposited at the Lauro Pires Xavier Herbarium (UFPB) under
voucher number 123491. The access registration in the National System for the
Management of Genetic Heritage and Associated Traditional Knowledge
(SISGEN) was obtained under number A22E9B0.

4.2.3 Extraction and isolation

The underground parts were dried at room temperature for 72 hours,
yielding 245.0 g. The botanical material was then ground and macerated with
hexane (3 L) for 7 days, with this process repeated three times. The extract
solutions were filtered and concentrated under reduced pressure at 40 °C, resulting
in 2.53 g of hexane extract from the roots (JRRHXx). After that the process of

extraction was repeated with methanol, resulting in roots methanolic extract.

Initially, 2.45 g of JRRHx was subjected to column chromatography (CC)
using silica gel 60 (0.063-0.2 mm) as the stationary phase. The extract was eluted
with hexane, ethyl acetate, or binary mixtures in a gradient of increasing polarity;
150 mL were collected for each fraction, and the column was completed with pure
methanol, yielding 33 fractions. The fractions were then analyzed by TLC, using
plates eluted with a hexane and ethyl acetate gradient and visualized under UV
light at 296 and 364 nm. Subsequently, the fractions were analyzed by analytical-
scale HPLC with exploratory gradients ranging from 50% to 100% acetonitrile
(ACN) and ultrapure water over 60 minutes. The fractions were also subjected to
'H NMR analysis in CDCI3_33. Fraction F9 (99.0 mg) showed a single peak on
HPLC and was thus directly analyzed by NMR. The remaining fractions were
grouped based on their similarity, resulting in the following sets: FR 3-5 (135.0
mg), FR 11-13 (352 mg), FR-15-16 (50 mg), FR-17 (28 mg, ungrouped), and FR-
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20-22 (95 mg). All samples mentioned were subsequently subjected to exploration
analyses on analytical HPLC and further fractionated on preparative-scale HPLC.
The chromatographic conditions for each sample are provided in detail in the

supplementary material, along with the respective chromatograms.
4.2.4 Molecular docking

The new compounds obtained, were modeled using MarvinSketch v.23.14.
They were optimized using the semi-empirical MMFF method implemented in
Spartan '14". The crystallographic structure of three targets involved in apoptosis
were retrieved from the Protein Data Bank (PDB) (Table 1). The RMSD values
herein presented serve as parameters to quantify the similarity of the pose
predicted by the software and the experimental pose of the ligand co-crystallized
with the protein. Low RMSD values indicate proximity between the experimental
and predicted poses (Lopez-Camacho et al., 2016).

Table 1. Targets and ligands used in molecular docking

Target PDB ID Resolution Ligand RMSD
MAPK14 7BDO 2.70 A TBK 0.92

IKKB 4KIK 2.83A KSA_700 0.23

NF-kB INFK 230A e e

Molegro Virtual Docker 6.0 was employed to perform molecular docking.
All water molecules and cofactors were excluded from the workspace. Prior to
molecular docking, a redocking step was conducted for the assessment of the
accuracy and reliability of the docking results, and the Root Mean Square
Deviation (RMSD) was calculated. RMSD is a crucial step to verify whether the
algorithm was able to generate the same pose of the PDB file and values < 2 A are
considered acceptable (Hevener et al., 2009).

The simulation was conducted using default parameters. The MolDock
Score function was used to evaluate ligand poses, considering internal energy,
hydrogen bonding, and torsional energy contributions. Twenty independent
docking runs were performed using the MolDock SE algorithm, and the top poses
were retained. A grid with a radius of 15 A and a resolution of 0.30 A was

generated centered on the positions of the crystallographic ligands in the selected
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proteins, with the exception of the NF-kB whose crystallographic data does not
include a crystallized ligand, the grid was generated based on the amino acid
sequence found in the active site. The specific sequence was previously described
(Piccagli et al., 2008). The docked poses were subsequently analyzed using
Discovery Studio Visualizer. Jatrophone was used as positive control to compare

the activity on the selected targets.

4.3 Results and discussion

From fractions FR 11-13 and FR 15-16, seven peaks displayed NMR data
not reported in the literature, suggesting the possible presence of novel
compounds. The H and 1*C NMR analyses of compound 1 revealed twenty carbon
signals in the 3C NMR spectrum. Among them, signals at §C 212.4 and 202.7
were assigned to ketone and conjugated ketone carbonyl groups, respectively.
Additionally, two olefinic carbon signals, four carbinolic carbons, two methylene
carbons, and five methyl carbons were observed. In the *H NMR spectrum, methyl
hydrogen signals appeared at 6H 1.83 (d, J = 1.3 Hz), 1.16 (s), 1.13 (s), 1.13 (d, J
= 6.7 Hz), and 1.11 (s). Olefinic hydrogen signals were detected at 6H 5.63 (gl, J
= 1.3 Hz), alongside oximethinic hydrogens at 6H 4.06 (d, J = 12.0 Hz) and 3.34
(s). Analysis of the NMR data (Tables 1 and 2), combined with a comparison to
literature data, identified compound 1 as a macrocyclic diterpene analogous to
9B,13a-Dihydroxyisabellione. Differences between the compounds included the
absence of olefinic signals at C-3 and C-4 and the presence of carbinolic signals at
oC 75.5 (C-3) and 64.1 (C-4), indicating oxidation at these positions and the
formation of an epoxide group. COSY, HSQC, and HMBC spectra confirmed the
proposed structure, while NOESY spectra showed cross-peaks between H-3 —
Me-16 — H-1B; H-9 — Me-18 — H-11a — Me-20; and H-8 — Me-19. The

compound was named Ribifolone A, a novel natural product.

Compound 2 exhibited twenty carbon signals in its *C NMR spectrum,
including 6C 206.8 and 199.8, attributed to ketone and conjugated ketone carbonyl
groups, respectively. It also displayed four olefinic carbon signals and three
carbinolic carbon signals, differentiating it from Ribifolone A. Additionally, two
methylenic carbons and five methyl carbons were identified. In the *H NMR
spectrum, methyl hydrogen signals were observed at 6H 1.06 (d, J = 5.6), 1.98 (s),
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1.22 (s), 0.94 (s), and 1.52 (s), with olefinic hydrogens at 6H 6.15 (d, J = 2.0) and
6.51 (s), and an oxymethine hydrogen at dH 4.81 (t). The shared similarities
between the NMR spectra of Ribifolone A, 9B,13a-Dihydroxyisabellione, and
compound 2 enabled its identification as a macrocyclic diterpene. Distinct
differences included signals at 6C 91.1 (C-15) and 6C 91.2 (C-12), indicating
lactone cleavage and the presence of two oxidized quaternary carbons. DEPT-135
analysis, coupled with COSY, HSQC, and HMBC experiments, and a comparison
with the literature, confirmed that compound 2 is a new diterpene, named
Ribifolone B.

Compound 3 featured twenty carbon signals in its 13C NMR spectrum, with
0C 204.4 and 202.3 attributed to ketone and conjugated ketone carbonyl groups,
respectively. The spectrum also showed two methylenic carbons, eight olefinic
carbons, and five methyl carbons. In the *H NMR spectrum, methyl hydrogen
signals were observed at oH 1.95 (s), 1.33 (s), 1.21 (s), and 1.73 (s). Olefinic
hydrogens were identified at 6H 6.11 (bs), 6.10 (s), 6.00 (d, J = 13.2 Hz), and 6.5
(d, J = 13.2 Hz). The absence of oximethinic proton signals and the presence of
olefinic signals suggested a higher degree of conjugation, distinct from
Ribifolones A and B. Comparison of *H and **C NMR data with literature indicated
structural similarities to jatrophone. Notable differences included a signal at 6C
93.4 (C-4), indicative of oxidation, and 6H 1.65 (s), attributed to an additional
methyl group on a double bond. Bidimensional NMR experiments (COSY, HSQC,
and HMBC) corroborated the findings, identifying compound 3 as a new diterpene

named Ribifolone C.

Compound 4 displayed twenty carbon signals in its *C NMR spectrum,
including three carbonyl signals at 3C 214.7, 211.5, and 211.2, corresponding to
two ketones and one conjugated ketone. Additionally, olefinic carbon signals were
detected at 6C 139.1 and 129.1. These signals suggested a unique skeletal structure
compared to the previous compounds. Analysis of the spectroscopic data,
supplemented by a comparison with the literature, revealed that compound 4
closely resembled citlalitrione, with differences in the signals for carbons C-3, C-
4, and Me-16 (Table 2). Stereochemical inversions of the epoxide between C-3 and
C-4, as well as the methyl group Me-16, were proposed. The NOESY spectrum
confirmed these inversions, showing cross-peaks between H-3 and Me-16.
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Consequently, compound 4 was identified as a novel diterpene, named Ribifolone
D.

Compound 5 exhibited *H and *3C NMR spectra similar to jatrophone. The
13C NMR spectrum revealed twenty carbon signals, including 5C 204.3 and 201.3,
corresponding to conjugated ketone carbonyl groups. Additionally, six olefinic
carbon signals were observed between 6C 112.2 and 185.3. Analysis of the NMR
data (Tables 1 and 2), along with comparisons to the literature, showed that the
main difference between Ribifolone E and jatrophone was the absence of olefinic
signals at C-3 and C-4 (reported for jatrophone) and the presence of carbinolic
signals at 6C 69.1 (C-3) and 67.1 (C-4). This indicated oxidation at these positions
and the formation of an epoxide group. COSY, HSQC, and HMBC spectra
confirmed this substitution, while NOESY spectra showed cross-peaks between
H-3 — Me-16 — H-1p; H-9 — Me-18 — H-11a — Me-20; and H-8 — Me-19.
These findings led to the identification of Ribifolone E, a novel macrocyclic

diterpene.

Compound 6 exhibited twenty carbon signals in its *C NMR spectrum,
including 6C 203.2 and 201.9, corresponding to two conjugated ketone carbonyl
groups. Additionally, ten olefinic carbon signals and four methyl carbon signals
were observed. The *H NMR spectrum displayed four methyl hydrogen signals at
OoH 1.98 (d, J = 0.8), 1.23 (s), 1.36 (s), and 1.77 (s). These data suggested a
resemblance to jatrophone. Differences between compound 6 and jatrophone were
indicated by signals at 6C 148.9 (C-2) and 6C 109.6 (C-16), suggesting the
presence of an exocyclic double bond. This was supported by hydrogen signals at
SH 5.10 (s) and 5.25 (bs). COSY, HSQC, and HMBC analyses reinforced this
structural proposal. For instance, HMBC contour maps showed correlations
between 0H 5.1 and 5.2 with 6C 138.9 (C-3) and 37.1 (C-1). Thus, compound 6
was identified as a new Jatrophane diterpene, named Ribifolone F.

Compound 7 displayed twenty carbon signals in its *C NMR spectrum,
including three carbonyl signals at 6C 214.7, 211.3, and 209.1, corresponding to
two ketones and one conjugated ketone. These findings suggested a resemblance
to Ribifolone D, a cycloJatrophane. The distinction between compound 7 and the
previously identified substance was observed in four olefinic carbon signals at 6C
125.2 (C-5), 143.6 (C-6), 143.0 (C-4), and 139.7 (C-5), the absence of a carbinolic
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hydrogen signal at 6H 3.4 (C-15), and differences in the chemical shift of the
oxymethine proton from 6H 3.16 (s) to 6H 4.27 (d, J = 4.0). The shift in the C-3
carbon signal from dC 65.8 to dC 86.9 further supported this distinction. These
findings were confirmed by COSY, HSQC, HMBC, and NOESY analyses.
Consequently, compound 7 was identified as a novel natural product named
Ribifolone G. Figure 1 presents the structures of the new compounds, and the *H
and °C NMR data are summarized in Tables 1 and 2.

Figure 1. Structure of Ribifolones A-G

Ribifolone A

Ribifolone E Ribifolone F Ribifolone G
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Table 2. 'H NMR data at 400 MHz (CDCL) for Ribifolones A-G (J in Hz).

Rib A Rib B Rib C RibD Rib E Rib F Rib G
No. OH OH OH OH OH OH OH
1o 2,22d 2,43 m 26d 1,24 d (13,3) 1,67m 2,99t 2,71'm
(14,4; 8,4) (12)
2,11d 2.2d 2,04 dd
18 1,89d (14,4) 1,64-154m 2,83 m 2,11m
(4,4, 44) (12) (14,3; 8,3)
2 2,38 m 2,99 m - 2,12-2,06 m 2,48'm - 2.12-2,08 m
6.15d 427d
3 3,345 6.11bs 3,16 sl 3,035 6.6
(2,0) (4,0)
4 - - - - - - -
5,74 dd
5 5,63 gl (1,3) 6,51 6.10s  524ql(1,6) 6.3s 5.99s
(3,22, 1,6)
6 - - - - - - -
7 - - - - - - -
3,31d 6,0d 6,01d 2,78d
8  382d(113) 2,56-250m  6,23d (16,5)
(1,6) (13,2) (12,0) 2,81d (1,6)
65d  2,84dd (10,0; 6,54 d 2,59d (2,0)
9 4,05d (11,3) 4,81t 6,41 d (16,5)
(13,2) 17) (12,0 (5,0)
10 - - - - - - -
2,30 dd 2,7d 2,43d 2,48dd (0,8; 2,49d
1lla 2,13 d (15,3) Z2,80m
(1,6;16) (12,0) (16,0) 0,8) (10,8)
2,60d 2,4d 2,24d 2.23d
115 1,860 (15,3) 2,85 d (14,8) 2,50m
(13,6) (12,0) (16,0) (12,8)
12 - - - - - - -
13 - - - - - - -
14 - - - - - - -
3,41dd (10,0;
15 - - - - - -
7,5)
510s
16 1,12d(6.,6) 1.06 d (5,6) 1,655 1,05d(7,5)  1,20d (7,6) 1,14d (5,2)
5,25 bs
17 1,83d(1,3) 1,985 1,955 1,90d (16) 1,83d(15)  1,98d(0,8) 1,955
18 1,115 1,22s 1,335 0,84 1,22s 1,23s 0,88
19 1,13s 0,94 s 1,21s 1,21s 1,41s 1,36s 1,28
20 1,16s 1,52s 1,73 1,345 1,70d (0,7) 1,77s 1,32s
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Table 3. ¥C NMR data at 100 MHz (CDCl) for Ribifolones A-G.

Rib A Rib B Rib C Rib D Rib E Rib F Rib G
No. dc dc dc dc dc dc dc
1 444 46,0 415 33,6 37,6 37,1 41.6
2 31,0 37,0 139,0 34,9 33,2 148,9 43.0
3 75,6 1489 136,2 65,8 69,2 135,9 86.9
4 64,0 140,8 93,9 66,8 68,4 142,1 143.0
5 131,4 127,3 136,3 129,1 122,9 137,2 125.2
6 143,5 137,7 143,9 139,1 142,3 1422 143.6
7 202,7 199,8 202,3 211,2 201,3 201,9 209.1
8 66,5 66,9 128,7 38,8 129,7 128,3 38.9
9 79,9 80,8 158,6 49,2 158,3 157,7 51.1
10 37,2 37,8 40,9 37,6 36,7 40,8 374
11 43,2 48,9 43,3 55,2 41,7 43,2 55.4
12 77,6 91,1 185,6 2147 185,3 185,3 214.7
13 87,0 88,0 1134 64,0 112,2 1131 64.2
14 2124 206,8 204,4 2115 204,4 203,2 211.3
15 894 91.0 97,7 45,6 94,8 98,5 139.7
16 16,5 204 24,2 14,9 17,2 109,6 18.2
17 22,3 20.7 13,3 21,2 214 13,1 19.2
18 27,6 25.3 30,4 27,6 30,8 30.3 27.3
19 22,1 28.0 26,5 23,6 27,2 26.3 23.6
20 14,0 17,3 73 14,2 6,1 72 145

In recent research paper the authors demonstrated the involvement of NF-
kB pathway to arrest cancer cells proliferation in the in a triple resistant lineage of
breast cancer treated with jatrophone (Shari et al., 2023). Based on that, and
considering the structural similarities of Ribifolones with jatrophone, after
characterized the compounds, in silico analysis were carried out by Molecular
docking. In the current study NF-kB and other two apoptosis related targets were
selected. This analysis may shed light over the cytotoxic potential of the new

compounds.

The results of molecular docking follow summarized in Table 3. They
provide estimations of the binding energies for complexes formed between the
ligands and the selected molecular targets. Negative binding energy values suggest

more stable complexes (Prieto-Martinez et al., 2018).
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Table 4. Binding energy for complexes formed between the ligands.

Target PDB ID Ligands Moldock Score
Jatrophone -106.09
Ribifolone A -113.74
Ribifolone B -118.76
M ADKA A 2BRA Ribifolone C -126.74
Ribifolone D -118.88
Ribifolone E -112.01
Ribifolone F -107.40
Ribifolone G -125.78
Jatrophone -87.51
Ribifolone A -73.88
Ribifolone B -105.33
IR an~7 Ribifolone C -102.55
Ribifolone D -96.97
Ribifolone E -81.08
Ribifolone F -88.85
Ribifolone G -93.81
Jatrophone 102.76
Ribifolone A -104.89
Ribifolone B -104.89
Ribifolone C -109.63
NF-kB 1QTN Ribifolone D -111.39
Ribifolone E -104.00
Ribifolone F -102.76
Ribifolone G -110.38

After obtained the energies values were analyzed to identify the best
molecules fit and estimated the most promising compounds. The first analysis was
MAPK14. The analysis of the complex formed with, and Ribifolone C exhibited a
significantly lower MolDock Score (-126.73) compared to the complex formed
between the protein and Jatrophone (-105.54) (R6hm et al., 2021). This finding
suggests that Ribifolone C binds to the MAPK14 receptor with a substantially
higher affinity than the positive control Jatrophone. The lowest score presented by
the interaction with Ribifolone C may be related to the lower number of
Unfavorable Negative-Negative interactions. The interactions are visualized in
Figure 2A, the three-dimensional spatial arrangement of the ligands in relation to

the enzyme is depicted in Figure 2B.
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Figure 2. Interactions of Ribifolone C and the molecular target MAPK14. A-
Amino acids involved in complexes formed between ligand and target. B. three-
dimensional spatial arrangement of jatrophone and Ribifolone C.
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Concerning to the second target, the protein IKKB, the analysis revealed the
complex formed with and Ribifolone B exhibited a significantly lower MolDock
Score (-105.33) compared to the complex formed with jatrophone (-87.51) (Liu et
al., 2013). This result suggests Ribifolone B binds to the receptor with a
substantially higher affinity than the control molecule. The lower score observed
might be associated to the higher number of sites able to interact by means of Pi-
alkyl with amino acid residues. These interactions follow represented below in
Figure 3A, and the position of the ligand in three dimensions is represented in
Figure 3B.

Figure 3. Interactions of Ribifolone B and IKKB. In A. Amino acids involved in
complexes formed with IKKB are visualized by a 2D plot. In B three-
dimensional spatial arrangement.
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The results for the last target, NF-kB, revealed better values of energy to
the complex with Ribifolone D whose MolDock Score (-111.39) was the lowest,
taking as reference the complex of NF-kB and Jatrophone (-102.76) (Ghosh et al.,
1995). The results indicate Ribifolone D shows higher affinity to the target than
the control molecule. The lower score values of Ribifolone D complex may be
explained by the absence of Unfavorable Negative-Negative interactions and the
higher number of hydrogen interactions formed with the aminoacid residues.
These interactions are depicted in Figure 4.
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Figure 4. Interactions of Ribifolone B and NF-kB. In A, Amino acids are involved
in complexes formed between Ribifolone B and NF-kB. In B. Three-dimensional
representation of the interaction of micro and macromolecules.
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In addition to the ribifolones, the purification of other fractions resulted in
the isolation of 10 compounds. After comparison of the *H and 3C data with
literature,  jatrophone,  9B,13a-dihydroxyisabellione, 20- and  2PB-
hydroxyjatrophone, citlalitrione, 6-hydroxycyperene, patchoulenone, sugeonol,
propacin, and Jatrophadioxan were identified. Figure 5 represents the structure of

the additional isolated compounds in the present study.
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4.4 Conclusion

The present work unveils the chemodiversity of Jatropha ribifolia,
leading to the identification of seven novel diterpenes, ribifolones A-G, through
uni and bidimentional NMR techniques. The structural elucidation followed by in
silico analysis revealed enhanced cytotoxic potential of these compounds through
three apoptosis-related molecular targets, when compared to jatrophone a known
antitumoral Jatrophane diterpene. Further experiments are required to
comprehensively characterize these new compounds, in vitro investigations are
also warranted to validate the antitumor activity of the ribifolones and advance
with their development as therapeutic agents. These findings contribute to expand
the knowledge about Jatropha genus and highlights the importance to preserve and

study Euphorbiaceous species occurring in Brazilian semiarid region.
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Supporting information

Ribifolones A-G, new diterpenes with cytotoxic potential isolated from
Jatropha ribifolia (Pohl) Baill -(Euphorbiaceae)

Thalisson Amorim de Souza!, Thiago Araljo de Medeiros Brito®, Adiel
Henrique de Oliveira Pontes!, Maria de Fatima Agra, Marcus Tullius Scotti', Lucas

Silva Abreu?, Josean Fechine Tavarest, Marcelo Sobral da Silval.

Figure 1. Chromatograms and chromatographic methods for the fraction
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*Method:
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*Injection volume 100 microliters
*Flow rate 8ml per min

FR15-16
*Method:

-10% to 80% Acetonitrile in 40 min
-80% to 100% Acetonitrile in 5 min
-100% acetonitrile for 15min
*Injection volume 100 microliters
*Flow rate 8ml per min
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*Method:
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*|Injection volume 100 microliters
*Flow rate 8ml per min
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*NMR data

Figure 2. H spectrum of Ribifolone A, 400MHz in CDCls,
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Figure 3. Expansion of *H spectrum of Ribifolone A, 400MHz in CDCls,
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Figure 4. Expansion of *H spectrum of Ribifolone A, 400MHz in CDCls (0.9-
2.6ppm).
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Figure 5. Expansion of *H spectrum of Ribifolone A, 400MHz in CDCl3 (3.1-5.9
ppm).
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Figure 6. 13C spectrum of Ribifolone A, 400MHz in CDCl.
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Figure 8. Cosy spectrum of Ribifolone A, 400MHz in CDCla.
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Figure 9. HMBC contour map of Ribifolone A, 400MHz in CDCls.
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Figure 10. HSQC contour map of Ribifolone A, 400MHz in CDCla.
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Figure 11. Noesy spectrum of Ribifolone A, 400MHz in CDCls.
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Figure 12. Noesy spectrum expansion of Ribifolone A, 400MHz in CDCls.
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Figure 13. 'H spectrum of Ribifolone B, 400MHz in CDCls.
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Figure 14. Expansion *H spectrum of Ribifolone B, 400MHz in CDCls
(0.8-2.8 ppm).
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Figure 15. Expansion H spectrum of Ribifolone B, 400MHz in CDCls
(2.9-4.8 ppm).
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Figure 16. Expansion *H spectrum of Ribifolone B, 400MHz in CDCls
(6.1-6.8 ppm)
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Figure 17. 3C spectrum of Ribifolone B, 400MHz in CDCls.
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Figure 18. Dept spectrum of Ribifolone B, 400MHz in CDCls.
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Figure 19. Cosy spectrum of Ribifolone B, 400MHz in CDCla.
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Figure 20. HMBC contour map of Ribifolone B, 400MHz in CDCls.
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Figure 21. Expansion of HMBC contour map of Ribifolone B, 400MHz in
CDCls.
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Figure 22. HSQC contour map of Ribifolone B, 400MHz in CDCls.
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Figure 23.H spectrum of Ribifolone C, 400MHz in CDCls,
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Figure 24. Expansion H spectrum of Ribifolone C, 400MHz in CDCls,
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Figure 25. 3C spectrum of Ribifolone C, 400MHz in CDCls,
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Figure 28.HMBC contour map of Ribifolone C, 400MHz in CDClz.
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Figure 29. Expansion of HMBC contour map of Ribifolone C, 400MHz in
CDCls.
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Figure 30. Expansion of HMBC contour map of Ribifolone C, 400MHz in
CDCls.
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Figure 32.'H spectrum of Ribifolone D, 400MHz in CDCls.
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Figure 33.
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Figure 34. 13C spectrum of Ribifolone D, 400MHz in CDCls
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Figure 35. Dept spectrum of Ribifolone D, 400MHz in CDCl3
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Figure 36. Cosy spectrum of Ribifolone D, 400MHz in CDCl3
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Figure 37. HMBC contour map of Ribifolone D, 400MHz in CDCls
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Figure 38. HSQC contour map of Ribifolone D, 400MHz in CDCls
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Figure 39. NOESY spectrum of Ribifolone D, 400MHz in CDCl3
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Figure 40. H spectrum of Ribifolone E, 400MHz in CDCl3
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Figure 42. Expansion of H spectrum of Ribifolone E, 400MHz in CDCl3
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Figure 44. Dept spectrum of Ribifolone E, 400MHz in CDCl3
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Figure 45. Cosy spectrum of Ribifolone E, 400MHz in CDCl3
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Figure 46. HMBC contour map of Ribifolone E, 400MHz in CDCl3
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Figure 47. Expansion of HMBC contour map of Ribifolone E, 400MHz in
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Figure 48. HSQC contour map of Ribifolone E, 400MHz in CDCl3
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Figure 49. NOESY contour map of Ribifolone E 400MHz in CDCls
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Figure 50. *H spectrum of Ribifolone F, 400MHz in CDCl3
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Figure 51. Expansion of H spectrum of Ribifolone F, 400MHz in CDCls
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Figure 52. Expansion of *H spectrum of Ribifolone F, 400MHz in CDCls

g 8 Z2HZZERE RHZEFES
™ o~ NN ONONON NN N NN ONONONN oY
T SRR S BN NN
1
ﬂ. 0 i
i |
i A ' [, 'H ,\. h ||| Hl
A AN Eol G
| | | | W \ il I \ l'l‘ |
v /| v \ Y, RAYRVI
= - / A s _,u,;\,/‘) N N U 4 02
s i ——
2 T 3 =
: : — : . — ~ : : : : : -
3.10 3.05 3.00 2.95 2.90 2.85 2.80 2.75 2.70 2.65 2.60 2.55 2.50
f1 (pom)
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Figure 54. 13C spectrum of Ribifolone F, 400MHz in CDCls
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Figure 55. Dept spectrum of Ribifolone F, 400MHz in CDCl3
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Figure 56. Cosy spectrum of Ribifolone F, 400MHz in CDCls
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Figure 57. HMBC spectrum of Ribifolone F, 400MHz in CDCl3
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Figure 58. HSQC spectrum of Ribifolone F, 400MHz in CDCls
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Figure 59. H spectrum of Ribifolone G, 400MHz in CDCl;
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Figure 60. Expansion of H spectrum of Ribifolone G 400MHz in CDCl3
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Figure 61. Expansion of *H spectrum of Ribifolone G, 400MHz in CDCls
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Figure 62. Expansion of H spectrum of Ribifolone G, 400MHz in CDCls
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Figure 63. °C spectrum of Ribifolone G, 400MHz in CDCl3
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Figure 64. Dept spectrum of Ribifolone G, 400MHz in CDCl3
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Figure 65. Cosy spectrum of Ribifolone G, 400MHz in CDCl3
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Figure 66. HMBC contour map of Ribifolone G, 400MHz in CDCls
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Figure 67. HMBC contour map expansion of Ribifolone G, 400MHz in

CDCls
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Figure 68. HSQC contour map of Ribifolone G 400MHz in CDCls3
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5 CAPITULOS5. O EXTRATO DE JATROPHA
RIBIFOLIA (EUPHORBIACEAE) E SEU
COMPOSTO MAJORITARIO APRESENTAM
ATIVIDADE ANTIBIOFILME CONTRA
PSEUDOMONAS AERUGINOSA
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Jatropha ribifolia (Euphorbiaceae) extract and its main compound
display antibiofilm activity against Pseudomonas aeruginosa

Abstract

Antimicrobial resistance (AMR) is a current public health challenge. Among
bacterial strategies to evade the effects of antibiotics, the expression of virulence factors
and biofilm formation stands out as some of the most studied. Pseudomonas aeruginosa,
a gram-negative bacterium, is notorious for nosocomial infections and the occurrence of
highly multidrug-resistant strains. Natural products have been a valuable source for
identifying new virulence arresting compounds. In this context, terpenoids display
significant activities against resistant bacteria. Brazilian semi-arid region harbors
numerous unexplored terpenoid enriched plants with bioactive potential, including
Euphorbiaceae species. Based on that, the current study aims to assess the antibiofilm
and antivirulence properties of the root extract of Jatropha ribifolia (JRR) and its major
compound, jatrophone (JTP), against P. aeruginosa biofilm. Antibiofilm activity was
evaluated through biofilm formation and dispersion crystal violet assays, with additional
analysis by confocal microscopy. Fluorescence anisotropy was carried out to measure
membrane fluidity. Moreover, to associate the activity with extract composition the
content of JTP was quantified by HPLC-PDA. As a result, 422 mg/g of JTP was quantified
by HPLC analysis. JRR and JTP did not affect bacterial growth but moderately reduced
pyocyanin and biofilm formation. Membrane rigidification, observed in treated cultures,
suggesting an involvement of membrane homeostasis-associated genes in the activity.
Confocal microscopy and COMSTAT analysis have confirmed the reduction in biofilm
formation. This research demonstrates the antibiofilm activity of JRR and JTP against P.
aeruginosa, offering new perspectives for the study of macrocyclic diterpenes and
contributing to the understanding of the bioactive potential of Euphorbiaceae species

from the Caatinga.

Key words: Phytochemicals; Antibacterial activity; Terpenoids
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5.1 Introduction

The discovery of antibiotics is one of the milestones of the 20th century.
However, the indiscriminate use of these substances has favored the prevalence of
resistant strains, leading to a major public health threat today: antimicrobial
resistance (AMR) [1]. The consequences of AMR have a particularly severe
impact on low- and middle-income countries [2]. The systematic analysis on AMR
from 2019 to 2021 identifies South Asia, Latin America, and the Caribbean as
regions with the highest mortality rates due to AMR across all age groups, with an
estimated death toll exceeding 40 million by 2050 [3].

The mechanisms associated with AMR involve several strategies, with the
expression of virulence factors and biofilm formation being among the most
extensively studied pathways [4,5]. These mechanisms allow the pathogen to
employ survival strategies, either through replication and dissemination or by
protecting the bacteria from the action of antibiotics. Consequently, they enable
the microorganism to subvert host defense mechanisms, resulting in severe
infections [6,7]. ldentifying molecules active against these evasive strategies
opens new avenues for the development of more effective antimicrobial agents. In
this regard, the diversity of molecular patterns found in natural compounds
provides valuable insights and may aid in this endeavor.

Pseudomonas aeruginosa is an opportunistic human pathogen, responsible
for acute nosocomial lungs, soft tissue, and systemic infections. It is also
associated with chronic pulmonary infections in individuals with underlying
inflammatory lung diseases and in those with indwelling medical devices (e.g.,
catheters, prosthetic joints, and surgical implants) [8,9]. This pathogen is
responsible for over 500,000 deaths annually [10]. One of the most striking
features of P. aeruginosa is its intrinsic resistance to many antibiotics.
Furthermore, through chromosomal gene mutations and the acquisition of
resistance markers via horizontal transfer, its ability to develop resistance to nearly
all available antibiotics has led to the global spread of multidrug-resistant strains
[11,12].

Among the many classes of natural products, terpenoids exhibit remarkable
activity against resistant microorganisms [13,14]. Diterpenes are promising agents

in the fight against P. aeruginosa because, in addition to their structural diversity,
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they can target biofilm and virulence factors [15,16]. Rich in diterpenes, species
from the Euphorbiaceae family may serve as a source for the discovery of new
virulence arresting compounds. Among its many genera, Jatropha stands out for
its production of macrocyclic diterpenes. Nevertheless, only a small number of
these compounds had their antimicrobial and antivirulence potential assessed.

J. ribifolia (Pohl) Baill is a Brazilian endemic species, previous
investigation has been focused mainly on the evaluation of its cytotoxic activity
[17]. Moreover, the role that this plant may exert in pathogenic bacteria virulence
factors and biofilms is completely unknown. Therefore, this study aims to assess
the antibiofilm and antivirulence properties of the root extract of Jatropha ribifolia
(JRR) and its major compound, jatrophone (JTP), against P. aeruginosa.

5.1 Materials and Methods
5.1.1 Quantification of jatrophone
The obtention of the J. ribifolia roots extract and their main compound were
previously described. The method for quantifying JTP was developed using
HPLC-PDA, adhering to the linearity parameter established by ANVISA, as
described in RDC No. 166 of July 24, 2017 [18]. The external standard method

was chosen.

5.1.2 Reference Chemical Substance
The chemical compound used as a standard for analysis through high-
performance liquid chromatography (HPLC) was jatrophone (JTP), obtained from
previous chromatographic processes and spectroscopic characterization.

5.1.3 Solvents and reagents
Solvents used were ultrapure water, acetonitrile (Biograde®) and formic acid
(J. T. Baker®). All of them meet the purity HPLC-grade. Prior to use, the solvents
were exposed to ultrasonic cavitation for 20min, for this step a Q13L/37 ultrasonic

cleaner (Eco-sonics®) was used.

5.1.4 High Performance Liquid Chromatography (HPLC) analytical

method
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An analytical chromatograph Proeminence (Shimadzu®) with an auto-
injector was used for the analyses, equipped with a GIST C-18 reversed-phase
column (Shimadzu®) with a particle size of 5 um and dimensions of 250 mm x
4.6 mm. The elution was composed by (A) water acidified with 0.1% formic acid
(J. T. Baker®) (v/v) and (B) acetonitrile, isocratic elution composed by 60% of B
ranging from 0 to 25 min was used. After that, the column was cleaned and
reconditioned for the next chromatographic run. Analyses were carried out in
triplicate, the injection volume of 10 pL and a flow rate of 0.6 mL/min were
applied.

A stock solution of the standard compound was prepared at a concentration
of 1.2 mg/mL in MeOH, from which dilutions were made to prepare concentrations
of 228.9, 343.4, 457.8, 572.25, and 686.7 pg/mL. Similarly, a calibration curve
was obtained to JRR. A stock solution of 3 mg/mL was prepared by dissolving the
extract in methanol (MeOH). Then, serial dilutions (from the stock) were
performed to achieve final concentrations of 500, 750, 1000, 1250, and 1500
pg/mL.

5.1.5 Bacterial strain, growth conditions and chemicals
The bacterium P. aeruginosa H103, a phototroph of the wild type of strain
PAO1, was used in the current study. The bacteria strain stored in -80°C were
cultured in LB medium (Difco, BD) at 37°C in shaking condition (180rpm). The
hexanic extract of J. ribifolia (JRR) and jatrophone (JTP) were obtained as
previously described. The samples were suspended in DMSO at a concentration of
10 mg/mL and stored at 4°C.

5.1.6 Kinetics growth
To visualize the effect of compounds on Pseudomonas aeruginosa
viability, growth kinetics were performed with different concentrations [25ug/ml,
50 pg/ml and 100 pg/ml] of JRR and JTP. An overnight culture grown in LB
medium and adjusted at an ODsgonm Of 0.08 was incubated at 37°C during 24h. The
absorbance was recorded every 15mn with shaking using the Spark 20 M
multimode Microplate Reader, equipped with an active temperature regulation

system (Te-CoolTM, Tecan Group Ltd., Mé&nnedorf, Switzerland).
5.1.7 Pyocyanin production
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Pyocyanin is one of the main virulence factors in P. auruginosa. To evaluate
the effect of samples on the virulence of the bacterium, the pyocyanin was extracted
from untreated and treated culture. An overnight culture, adjusted to an ODsgonm Of
0.08, was incubated with or without 25, 50, 100 pg/ml of samples in 96-well-plates
at 37°C during 24h with shaking conditions. The pyocyanin quantification assay
was carried out as previously described [16]. Briefly, one volume of chloroform was
added to the culture supernatants. After centrifugation, the chloroform layer (blue
layer) was collected and half a volume of 0.5M HCI was added. After a second
centrifugation, the HCI layer (red-pink layer) was collected and the ODsonm Was
measured using the Spark 20M multimode Microplate Reader controlled by Spark
Control™ software Version 2.1. The data were normalized for bacterial cell density

and expressed as a percentage of the control value.

5.1.8 Biofilm formation

To assess the impact of samples on biofilm formation in Pseudomonas
aeruginosa H103, a bacterial culture adjusted to OD = 0.08 was grown with or
without25, 50 or 100 pg/ml of samples. Cultures were incubated under static
conditions at 37°C for 24h in 96-well plates, and optical density at 580 nm was
measured before and after the 24h incubation.

The biofilm was then revealed by crystal violet staining. Briefly, after 2
rinses with physiological water (9g/L NaCl) removed planktonic cells, the biofilm
was marked with 0.1% crystal violet. After 15 min incubation at room temperature,
the biofilms were rinsed with MilliQ water, and the stain was resolubilized in 30%
acetic acid. Optical density at 595nm was then measured using the Spark 20 M
multimode Microplate Reader controlled by Spark Control™ software Version 2.1.
Results were normalized for bacterial cell density and expressed as a percentage

of the control value.

5.1.9 Biofilm dispersion
Biofilm dispersion of Pseudomonas aeruginosa H103 was explored
with25, 50 and 100 pg/ml of the samples. A bacterial culture adjusted to an
ODsgonm = 0.08 was grown under static conditions at 37°C in 96-well plates with

peg lids (Inovotech®).
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After 24 h, the biofilm clinging to the pegs was rinsed with physiological
water (9g/L NaCl) and then incubated again for 24 h at 37°C in static condition
with and without compounds. The crystal violet staining method was then used.
Briefly, biofilms were rinsed three times with ultrapure water before and after
staining with 0.1% crystal violet. The stain was resolubilized in 30% acetic acid.
Optical density at 595nm was then measured using the Spark 20 M multimode
Microplate Reader controlled by Spark Control™ software Version 2.1. Results

were expressed as percentage relative to control.

5.1.10 Biofilm formation and Confocal Laser Scanning Microscopic
(CLSM)

For CLSM imaging, a bacterial culture was adjusted to an ODsgonm 0f 0.08
in absence or in presence of 100 pug/mL of the samples in a 24-well plate and
incubated for 24h at 37°C under static conditions. Planktonic cells were removed
and after 2 rinses with physiological water, the biofilm was stained with SYTO9
The CLSM observations were carried out with a Zeiss LSM710 (Carl Zeiss
Microscopy, Oberkochen, Germany) using a 63x oil immersion objective. Images
were taken every micrometer throughout the whole biofilm depth. For
visualization and processing of three-dimensional (3D) images, the Zen 2.1 SP1

zen software (https://www.zeiss.com/microscopy/int/downloads/zen.html) (Carl

Zeiss Microscopy, Oberkochen, Germany) was used. Quantitative analysis of
images stacks was performed using the COMSTAT software

(http://www.imageanalysis.dk/). At least five image stacks from each of three

independent experiments (15 in total) were used for each analysis.

5.1.11 Fluorescence Anisotropy
To assess membrane fluidity in bacteria treated with samples (25, 50 and
100 pg/mL), the fluorescence anisotropy technique was used as previously
described [16]. A static 24h culture, adjusted at OD580 = 0.1 and incubate at 37°C,
was treated for 2h with the samples. The cells were then centrifuged and the pellet
rinsed 2 times with 10 mM MgSO4. After dilution of the suspensions to ODsgy =
0.1 with the same solvent, 1 puL of 4mM 1,6-diphenyl-1,3,5-hexatriene (DPH)

dissolved in tetrahydrofuran was added and the suspensions were incubated at
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37°C for 1h to allow the probe to incorporate into the bacterial membrane.
Fluorescence polarization was measured using Spark 20M multimode Microplate
Reader, equipped with an active temperature regulation system (Te-CoolTM,
Tecan Group Ltd., Mannedorf, Switzerland) with wavelengths of excitation and
emission set at 365 and 425nm, respectively. The relationship between anisotropy
and membrane fluidity is an inverse one, where decreasing anisotropy values

correspond to a more fluid membrane and vice versa.

5.1.12 Data and Statistical analyses

The chromatographic runs were obtained at a wavelength of 208 nm, the
peak areas were obtained based on the standard substance (jatrophone), which
were analyzed in five concentration levels (50% to 150%). The areas were then
plotted on a linear regression graph to obtain the regression equation and
correlation coefficients (R?). For biological tests, all experiments were carried out
at least three times independently and the meaning with standard error of the mean
(SEM) were calculated and plotted. Statistical significance was evaluated using
Prism GraphPad software version 9.0. The data were statistically analyzed using
ordinary one-way analysis of variance (ANOVA) followed by Dunnett's multiple
comparisons test, to calculate p values. Significance was considered at ****,
p<0,0001; ***, p = 0.0001-0.001; **, p = 0.001-0.01; *, p = 0.01-0.05; NS: (not
significant), p > 0.05.

5.2 Results
5.2.1 J.ribifolia roots extract contains high levels of jatrophone

With the aim of correlating the activity exhibited by the extract with the
concentration levels of the constituent compounds, a quantitative determination
was carried out by an analytical approach. The calibration curve was constructed
using five concentrations JTP standard, it was observed that the relative standard
deviations were < 5%. The equation of the line was obtained, and the correlation
coefficient (r) was determined to be 0.9998. Statistical analysis of linear regression
was performed, and the residuals were examined, showing a close-to-zero random
distribution and the absence of outlier samples. Therefore, it can be affirmed that
the method's linearity complies with the recommendations given by RE n°
166/2017. Also, JTP content in Jatropha ribifolia extract was found to be 422.5
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mg/g. Figure 1A depicts the chromatogram showing the large presence of
jatrophone at the root extract and Figure 1B the linear regression curves.

Figure 1. (A) Chromatogram of J. ribifolia extract (JRR) (B) Regression curves
of JRR and JTP.
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5.2.2 Exposure to JRR and JTP Did Not Affect P. aeruginosa Growth

Kinetic

Since the aim of this study was to evaluate the response of J. ribifolia
extract (JRR) and its main compound (JTP) exposure on P. aeruginosa, the
antibacterial activity of the two samples were evaluated. The bacterium was grown
with or without 25, 50 and 100 pg/ml of the samples. In the conditions analyzed,
the samples were not able to interfere in the growth of P. aeruginosa H103 at any

concentration (Figure 2)

Figure 2. Growth curve of P. aeruginosa H103 exposed or not to 25, 50 and 100
png/ml of JRR and JTP.
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5.2.3 JRR and JTP Did Not Deeply Alter the Production of Pyocyanin
by P. aeruginosa

Pyocyanin is a natural phenazine and composes one of the major virulence
factors of P. aeruginosa. Capable of interacting with biological membranes, it
triggers oxidative stress pathways at the host, acting as a pathogen defense line.
Moreover, pyocyanin plays an essential role in quorum sensing mechanisms
[19,20]. Reducing pyocyanin levels is a promising strategy to attenuate P.
aeruginosa pathogenicity. The effects of JRR and JTP over pyocyanin were
assessed, as results we observed a significant reduction around 25%for both
samples at 50 and 25ug/ml. The extract and the isolate compound have not

reduced the pigment production at 100ug/ml. (Figure 3)

Figure 3. Effect of JRR and JTP on pyocyanin production of P. aeruginosa H103.
OD520nm was normalized to bacteria growth and was exprimed as the
percentage of the control untreated. Quantifications are the meaning of 3
independent experiments and error bars represent the mean SEM standard
error. Significance was considered at ****, p<0,0001; ***, p = 0.0001-0.001; *, p
=0.01-0.05; NS: (not significant), p > 0.05.
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5.2.4 JRR and JTP Affect P. aeruginosa Biofilm Formation

Biofilm formation is an adaptive mechanism, it is also considered as the
key pathogenicity factor enhancing the survival of exposure to antibiotics and
initiating chronic infections [21]. The effects of JRR and JTP were first screened
by crystal violet method and a reduction around 35 % were registered to the extract
and jatrophone at 100 pg/ml, respectively. A dose-dependent relation was
observed to JTP at the conditions tested, results are depicted in Figure 4A. In order
to verify the morphological changes in the P. aeruginosa biofilm treated with JRR
and JTP, confocal microscopy observations were carried out. The images obtained
demonstrate a clear effect, especially over the cultures treated with the isolated
compound, Figure 4B. Associated to COMSTAT analysis, the mitigation of
biofilm production was corroborated, represented by three parameters: Biovolume,
average and maximum thickness. (Figure 4C).

Figure 4. JRR and JTP inhibit the biofilm formation of P. aeruginosa. (A) Effect
of JRR and JTP on biofilm formation by using crystal violet assay tests.
OD595nm normalized to the growth bacterium was presented as percentage of
the control untreated. Data is presented as a mean of three independent
experiments and the error bar corresponds to the mean standard error (SEM).
Significance was considered at **** p<0,0001; *, p = 0.01-0.05; NS: (not
significant), p > 0.05. (B) COMSTAT analyses were performed to analyze the
biovolume (um3.um-2), average and maximum thickness (um) of biofilm
untreated and treated with 100pg/ml of JRR or 100ug/ml of JTP. Data are
exprimed as the mean of at least five views of three independent experiments
and the error bar represents the mean standard error. Significance was
considered at ***, p = 0.0001-0.001 **, p=0.001-0.01 *, p = 0.01-0.05. (C) 3D
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view of 24-old-biofilm untreated and treated with 100ug/ml of JRR or 100ug/mi
of JTP. Bacteria cells were stained with SYTO9 and were visualized by CLSM.
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5.2.5 JRR and JTP Did not Affect P. aeruginosa Biofilm dispersion

Biofilm dispersal can occur because of mechanical breakage of biofilms
due to flow or shear stresses. Furthermore, dispersal could be induced by the
biofilm itself in response to environmental cues [22]. Auto inducted dispersion
requires a previous formed biofilm, many molecular signals have been described
in that process, such as c-di-GMP [23]. The dispersion induced by exogen
compounds could change the molecular balance into to the biofilm architecture
and aid to disrupt its complex matrix, allowing the action of antimicrobials agents.
Considering the activity of JRR and JTP in biofilm formation, their potential to
disperse P. aeruginosa biofilm was also evaluated by using crystal violet method.

However, no significant effects were observed (data not shown).

5.2.6 JRRand JTP Exposure Affect P. aeruginosa Membrane Fluidity
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The membrane performs essential functions for the microorganism's
survival and virulence. Among these functions, it confers resistance to many
antimicrobials and enables biofilm formation through membrane-anchored
proteins that assist in adhesion to different surfaces. Membrane homeostasis is
directly related to its fluidity [24], analyzing changes in membrane fluidity aids in
understanding potential mechanisms associated with the activity of antibiofilm
compounds. To assess membrane fluidity in P. aeruginosa, the fluorescence
anisotropy method was used. The results indicated that cultures treated with JRR
and JTP experienced membrane stiffening approximately in 20% compared to the
control. The analysis of these results is based on an inverse relationship between
fluidity and fluorescence polarization [25], revealing physiological changes and
adaptations in the cellular envelope of H103 in response to JRR and JTP exposure.
Below, Figure 5 illustrates the effect of JRR and JTP at three concentrations, a

dose-dependent response seems to occur for the isolated compound (JTP).

Figure 5. Anisotropy fluorescence of P. aeruginosa H103 treated with JRR and
JTP. The DPH fluorescent probe, inserted into the bacterial membrane, was used
to measure fluorescence anisotropy. Quantifications are the mean of three
independent experiments and error bars represent the mean SEM standard
error. Significance was considered at ****, p<0,0001; **, p = 0.001-0.01; *, p =
0.01-0.05; NS: (not significant), p > 0.05.
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5.3 Discussion
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Plant extracts are complex matrices resulting from the combination of
many compounds. Thus, defining markers (chemical or pharmacological) aids in
understanding activity, ensures greater reproducibility in assays, and provides
information for assessing the potential toxicity of these extracts [26,27]. In this
regard, regulatory agencies recommend the use of analytical methods to
characterize and quantify these markers [28,29]. In the present study, jatrophone
(JTP) was quantified using HPLC-PDA.

The linearity assays indicated that 42.2% of the JRR mass consists of JTP.
This result is noteworthy, as, to our knowledge, other species within the same
genus contain only small quantities of JTP. As demonstrated by Pletsch and
Charlwood (1997), these authors evaluated the presence of JTP in root callus cell
lines of eight different Jatropha species and concluded that no JTP, or only trace
amounts, were found in the analyzed material [30]. In J. isabellei roots, previously
reported as a source of JTP, the content was 90 pg/mg in the dichloromethane
phase [31] Based on these results, it is possible to infer that extracting the plant

material directly with hexane is a favorable condition for obtaining JTP.

Regarding P. aeruginosa growth, To assess growth kinetics is an essential
tool to understand the effects of a substance over the virulence of microorganisms,
without necessarily compromising their growth, and to develop more specific and
safer therapeutic approaches. The exposure of cultures to JRR and JTP did not
interfere with bacterial growth. Literature indicates that some diterpenes, including
macrocycles, are inactive or weakly active against P. aeruginosa growth [32].
Previous studies on hexanic extracts from different Jatropha species also showed
reduced growth inhibition [33,34]. The virulence-arresting strategy does not aim
to directly exterminate pathogens but rather to inhibit their mediated resistance
factors. This approach implies that sub-inhibitory concentrations should be used
in subsequent experiments. Among the advantages of seeking compounds with
selective activity against pathogenicity factors are their lower susceptibility to
promoting antimicrobial resistance (AMR) production [35]. Additionally,
targeting virulence or biofilm traits increases the number and diversity of
therapeutic targets. Over the past five years, more than 20% of the U.S. Federal
Drug Agency approvals for first-in-class antimicrobial agents have been for

virulence-arresting drugs [36]. Subsequently, JRR and JTP were tested for their
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effects on pyocyanin production and biofilm formation and dispersion at sub-
inhibitory concentrations.

Quorum sensing (QS) is the bacterial communication pathway. In biofilms,
QS chemical signals play essential roles in intra- and interspecies communication.
Most pathogenic bacteria orchestrate their virulence factors, biofilm formation,
and antibiotic resistance through QS systems [37]. In P. aeruginosa, pyocyanin
production occurs at different regulatory levels controlled by the main QS systems:
Las, Rhl, and PQS. Pyocyanin production is associated with bacterial density, so
variations in its levels affect biofilm formation and other previously mentioned
resistance mechanisms [38]. The samples tested, JRR and JTP, showed moderate
activity on pyocyanin production. However, this finding differs from what was
observed for mulinane-type macrocyclic diterpenes, which significantly reduced
pyocyanin levels by approximately 70% [16]. These results encourage further
studies on the structural characteristics involved in the response triggered by

macrocyclic diterpenes on the virulence factors of P. aeruginosa.

Biofilms are surface-associated communities enclosed within an
extracellular matrix primarily composed of polysaccharides, proteins, nucleic
acids, lipids, and other macromolecules and chemicals [39]. Among the
mechanisms associated with diterpenes on biofilms, there is inhibition of adhesin
expression, essential proteins for bacterial attachment in the initial phase, and
interactions with extracellular matrices through polar group interactions
decorating the structural nuclei [40]. Additionally, diterpenes may also interact
with membranes. In this study, biofilm formation activity was observed for both
JRR and JTP at 100 pg/mL. Morphological changes included a reduction in
biofilm biovolume and thickness, as well as an increase in maximum distribution.
Together, the analysis of these parameters confirms the biofilm reduction. To
investigate potential mechanisms involved in this response, the action of the
samples on the P. aeruginosa membrane was also evaluated using fluorescence

anisotropy.

Fluorescence polarization experiments are well established in the literature
for evaluating membrane fluidity in biological systems [41]. Bacteria actively
adjust membrane fluidity by changing lipid composition in response to
temperature, pressure, ion concentrations, pH, nutrient availability, and
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xenobiotics. Pseudomonas can modulate their gene expression in response to a
wide range of environmental stressors, enabling effective physiological and
biochemical adaptation [42]. Among the genes involved in this response SigX is
related to the synthesis of lipids in P. aeruginosa [43]. Our data suggest that the
membrane stiffening caused by JRR and JTP in P. aeruginosa could be associated
with these mechanisms; additional experiments are needed to confirm this

hypothesis.

5.4 Conclusions

The results obtained in the current study indicate that J. ribifolia extract
(JRR) and its main compound, jatrophone (JTP) did not demonstrate a direct
inhibitory effect on growth of P. aeruginosa. On the other hand, they exhibited
moderate activity on pyocyanin production and caused significant morphological
changes in biofilms, such as a reduction in biovolume and thickness. This finding
suggests Jatrophane scaffold as effective as antibiofilm agents, contributing to the
search for alternative strategies for controlling P. aeruginosa infections. The
fluorescence anisotropy analysis also suggests that JRR and JTP may induce
membrane stiffening on the treated strains, possibly influencing the expression of
genes related to lipid synthesis. These findings open new perspectives for further
investigations into the structural characteristics and mechanisms of action of
diterpenes on pathogenicity factors in Gram-negative pathogenic bacteria, thus
expanding therapeutic options in the fight against antimicrobial resistance (AMR)
using plant species found in the Brazilian semi-arid region, particularly
representatives of the Euphorbiaceae family. Further analysis based on omics
methods, such as transcriptomics, may be useful tools to provide evidence of the
genes implicated in the activity of JRR and JTP and elucidate their mechanisms,

leading to potential candidates for inhibiting P. aeruginosa biofilm.
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Conclusao

A partir da integracdo de conceitos classicos da quimica de produtos naturais,
como a quimiotaxonomia, com 0s avangos tecnoldgicos contemporaneos, o
presente trabalho fornece base para o desenvolvimento de estratégias eficazes para
selecdo de géneros e priorizacdo de espécies. Além disso, destaca a
quimiodiversidade e o potencial bioativo de espécies do género Jatropha e outras
espécies de Euphorbiaceae, particularmente encontradas na regido do semiarido
Brasileiro. Por fim, com base nos estudos de atividade in silico e in vitro do extrato
e compostos de J. ribifolia oferece perspectivas valiosas para o desenvolvimento
de novos agentes citotoxicos e antimicrobianos ativos contra patdgenos

multirresistentes.
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