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RESUMO

Jatropha mollissima (Pohl.) Baill, pertencente a familia Euphorbiaceae, ¢ uma espécie
endémica do bioma Caatinga, sendo popularmente conhecida como “pinhdo-bravo”, “pinhao
de purga” ou “pinhdo vermelho”. Essa espécie apresenta-se como um arbusto e o seu latex
avermelhado é largamente utilizado no tratamento de Ulceras e em acidentes ofidicos. Estudos
quimicos, principalmente com as raizes, ainda sdo bastante escassos para essa espécie vegetal,
entretanto atividades citotdxica, antimicrobiana, antioxidante, antiparasitaria e larvicida ja
foram relatadas na literatura. O objetivo geral deste trabalho visa contribuir com o
conhecimento fitoquimico e farmacoldgico de J. mollissima através do isolamento de
metabdlitos secundarios e avaliacdo de atividade citotdxica in vitro. As raizes foram coletadas
no municipio de Serra Branca no estado da Paraiba, em que uma exsicata esta depositada no
Herbario Lauro Pires Xavier (JPB) da Universidade Federal da Paraiba (UFPB), sob codigo
JPB 37920, alem de cadastro no Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio Genético e do
Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) sob o codigo AB27FD4. AplGs a coleta,
identificacdo, secagem e pulverizacdo, o po das raizes foi submetido a extracdo exaustiva por
maceracdo durante sete dias, repetindo-se o processo trés vezes. A solucdo extrativa foi
concentrada, dando origem ao Extrato Hexanico das Raizes de J. mollissima (EHIM-R), o qual
foi posteriormente submetido ao processo de desengorduramento com acetonitrila, a fim de
diminuir os interferentes apolares. O Extrato Hexanico Desengordurado das Raizes (dEHIM-
R) foi submetido a cromatografia em coluna (CC), resultando em trinta e sete fracdes, as quais
foram monitoradas por cromatografia em camada delgada analitica (CCDA). Destas, duas
fracbes (18 e 23) apresentaram melhores perfis cromatograficos e foram direcionadas a
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) em escala analitica e preparativa para o
isolamento dos compostos. Todos os compostos foram identificados e/ou caracterizados por
meio de Espectrometria de Massas (EM), Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear
(RMN) e Espectroscopia na regido do infravermelho (IV). O dEHIM-R, a Fr18 e a Fr23 foram
avaliadas quanto a atividade citotdxica in vitro nas linhagens celulares de cancer colorretal (SK-
MEL-28) e melanona (HCT-116) e linhagem ndo tumoral de queratindcitos (HaCaT) através
do ensaio de MTT. O estudo fitoquimico permitiu o isolamento de seis compostos da classe dos
diterpenos latirdnicos:  jatrogrossidiona, 2-epi-hidroxiisojatrogrossidiona, 15-epi-4E-
jatrogrossidentadiona, 15-epi-4Z-jatrogrossidentadiona e multifidiona, relatados pela primeira
vez na espécie em estudo, e jatromollissimadiona, um composto inédito na literatura. A Fr23
demonstrou atividade citotoxica significativa in vitro frente as linhagens SK-MEL-28 e HCT-
116, embora também tenha inibido a linhagem ndo tumoral HaCaT. O dEHJM-R e a Frl8
apresentaram atividade citotoxica in vitro moderada em todas as linhagens. Portanto, o presente
estudo destaca a espécie J. mollissima como uma biofonte de diterpenos latiranicos, bem como
destaca a sua potencial atividade anticancerigena in vitro, o que contribui e amplia o seu
potencial farmacoquimico.

Palavras-chaves: Euphorbiaceae; pinhao-bravo; latiranos; citotoxicidade; cancer.



PEREIRA, L.H.A. Lathyrane-type diterpenes from Jatropha mollissima (Pohl.) Baill. and
evaluation of cytotoxic activity. 2025. 146f. Dissertation (Master's) — Postgraduate Program
in Natural and Synthetic Bioactive Products, Health Sciences Center - Federal University of
Paraiba, Jodo Pessoa, 2025.
ABSTRACT

Jatropha mollissima (Pohl.) Baill., a species belonging to the Euphorbiaceae family, is endemic
to the Caatinga biome and is commonly known as "pinhdo-bravo,” "pinh&o de purga,” or
"pinh&o vermelho." This species is characterized as a shrub, and its reddish latex is widely used
in traditional medicine for the treatment of ulcers and snakebite envenomation. Despite its
ethnopharmacological relevance, phytochemical studies on this species remain scarce.
However, the literature has reported cytotoxic, antimicrobial, antioxidant, antiparasitic, and
larvicidal activities. The main objective of this study is to contribute to the phytochemical and
pharmacological knowledge of J. mollissima through the isolation of secondary metabolites and
the evaluation of in vitro cytotoxic activity. Root samples were collected in the municipality of
Serra Branca, in the state of Paraiba, Brazil. A voucher specimen was deposited at the Lauro
Pires Xavier Herbarium (JPB) of the Federal University of Paraiba (UFPB) under the code JPB
37920 and registered in the National System for the Management of Genetic Heritage and
Associated Traditional Knowledge (SisGen) under code AB27FD4.Following collection, the
plant material was identified, dried, and pulverized. The root powder was subjected to
exhaustive extraction by maceration for seven days, with the process repeated three times. The
resulting extractive solution was concentrated to obtain the Hexane Root Extract of J.
mollissima (EHIM-R), which was subsequently defatted with acetonitrile to reduce nonpolar
interfering substances. The Defatted Hexane Root Extract (dEHIM-R) was fractionated by
column chromatography (CC), vyielding thirty-seven fractions, which were monitored by
analytical thin-layer chromatography (TLC). Of these, two fractions (Fr18 and Fr23) displayed
superior chromatographic profiles and were selected for analytical and preparative High-
Performance Liquid Chromatography (HPLC) for compound isolation.All isolated compounds
were identified and/or characterized by Mass Spectrometry (MS), Nuclear Magnetic Resonance
Spectroscopy (NMR), and Infrared Spectroscopy (IR). The dEHIM-R, Fr18, and Fr23 were
evaluated for in vitro cytotoxic activity against colorectal cancer (HCT-116) and melanoma
(SK-MEL-28) cell lines, as well as against the non-tumoral human keratinocyte cell line
(HaCaT), using the MTT assay.The phytochemical investigation led to the isolation of six
lathyrane-type diterpenes: jatrogrossidione, 2-epi-hydroxyisojatrogrossidione, 15-epi-4E-
jatrogrossidentadione, 15-epi-4Z-jatrogrossidentadione, and multifidione, all reported for the
first time in this species, as well as jatromollissimadione, a novel compound not previously
described in the literature. Fraction Fr23 exhibited significant in vitro cytotoxic activity against
SK-MEL-28 and HCT-116 cell lines, although it also inhibited the non-tumoral HaCaT cell
line. The dEHIJM-R and Fr18 demonstrated moderate cytotoxic activity across all cell lines
tested. Therefore, the present study highlights J. mollissima as a promising bioresource of
lathyrane diterpenes and reveals its potential in vitro anticancer activity, thus contributing to
and expanding its pharmacochemical potential.

Keywords: Euphorbiaceae; pinh&o-bravo; lathyranes; cytotoxicity; cancer.



LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS

AcOEt Acetato de Etila

BB Broad band

C Carbono

CC Cromatografia em Coluna

CCDA Cromatografia em Camada Delgada Analitica
CDCls Cloroformio deuterado

CHCIs Cloroférmio

Clso Concentragdo Inibitoria Média

CLAE Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
COSsY Correlation Spectroscopy

C18 Octadecilsilano

d Dupleto

dd Dupleto de dupleto

ddd Dupleto de dupleto duplo

dl Dupleto largo

DEPT Distortionless Enhancement by Polarization Transfer

dEHIM-R Extrato Hexanico desengordurado das raizes de J. mollissima

EHIM-R Extrato Hexanico das raizes de J. mollissima
EM Espectrometria de Massas

EMAR Espectrometria de Massas de Alta Resolugéo
ESI lonizacéo por electospray

g Grama

Hex Hexano

HMBC Heteronuclear Multiple Bond Correlation
HSQC Heteronuclear Single Quantum Correlation
Hz Hertz

INCA Instituto Nacional de Cancer

v Infravermelho



J Constante de acoplamento

Kg Quilograma

m Multipleto

MHz Megahertz

mg Miligrama

mL Mililitro

m/z Relacdo massa-carga

Min Minutos

MeOH Metanol

nm Nanometro

NOESY Nuclear Overhause Spectroscopy
ppm Partes por milhdo

RMN Ressonancia Magnética Nuclear
S Simpleto

sl Simpleto largo

t Tripleto

uv Ultravioleta

o Deslocamento quimico

pHm Micrémetro

Hm Microlitro

[a]P Rotacdo Gptica especifica

°C Graus Celsius



LISTA DE ESQUEMAS
Esquema 1- Obtencéo do extrato hexanico desengordurado das raizes de Jatropha mollissima
(PONL.) Baill (AEHIM-R).....oiiiieiieie ettt 51
Esquema 2 - Isolamento dos constituintes quimicos da Fri8............covvereiiienenniescneienenns 53
Esquema 3 — Isolamento dos constituintes quimicos da Fr23. ..........cccceveveveneienvnesieienns 54



LISTA DE FIGURAS

Figura 1- Distribuicdo geografica mundial da familia Euphorbiaceae .............ccccccvvveivinennnnn 27
Figura 2 - Distribuicdo geografica mundial do género Jatropha............ccccceviveieiiieiieie e 29
Figura 3 - Ocorréncia da espécie Jatropha mollissima (Pohl.) Baill. no territério brasileiro.31
Figura 4 - Detalhes botanicos da espécie Jatropha mollissima (Pohl.) Baill .......................... 32
Figura5 - Formac&o dos carbocéations intermediarios tipo cembrano e flexibilano por ciclizacéo
a partir da cauda da molécula de GGPP..........ccceiieiice e 36
Figura 6 - Divisdo dos diterpenoides da familia Euphorbiaceae baseada na ciclizacdo do GGPP.
.................................................................................................................................................. 37
Figura 7 - Estrutura geral dos latiranos bioativos sem configuracéo estereoquimica.............. 42
Figura 8 - Estrutura do JmR-2308 (6Z-jatromollissimadiona )...........ccccevvveviieiiieiiecsie e, 59
Figura 9 - Cromatograma contendo JmR-2308 com tempo de retencdo em 26,75 minutos...61
Figura 10 — Espectro de Massas de Alta Resolugdo de JMR-2308..........ccccooeiireninieniniennnns 61
Figura 11 - Espectro de Absorcdo na Regido do Infravermelho de JImR-2308 ...................... 62
Figura 12 - Espectro de RMN *C-BB (100MHz, CDCls) de JMR-2308 ........c.ccocvvvevrrrrrennnns 62
Figura 13 - Espectro de RMN *C DEPT-135° (100MHz, CDCl3) de JMR-2308.................. 63
Figura 14 - Espectro de RMN H (400MHz, CDCl3) de JMR-2308.........cccccvvvvvrvereeerrerenenen, 63
Figura 15 - Expanséo do espectro de RMN *H (400MHz, CDCls) de JmR-2308 na regido de

O R I o] o TP U ST U R UUT PP SUPTOPRRURTO 64
Figura 16 - Expansao do espectro de RMN *H (400MHz, CDCls) de JmR-2308 na regido de

- 1 I o] o USSR OPR PRSI 64
Figura 17 - Expanséo do espectro de RMN *H (400MHz, CDCls) de JmR-2308 na regido de

OO B 01 o] o] 1 SRRSO 65
Figura 18 - Expanséo do espectro de RMN *H (400MHz, CDCls) de JmR-2308 na regido de

O R AT o] o] 4 PP OP PP PP 65
Figura 19 - Espectro de correlagdo *H x **C HSQC (400 e 100 MHz, CDCl3) de JmR-2308.
.................................................................................................................................................. 66
Figura 20 - Expansdo do espectro de correlagdo *H x 3C HSQC (400 e 100 MHz, CDCls) de
JMR-2308 na regido de (5 — 65 ppm) X (0 — 4,0 PPM). .eveiiiiiiiiieiieieeee e 66
Figura 21 - Expansdo do espectro de correlacdo *H x *3C HSQC (400 e 100 MHz, CDCls) de
JmR-2308 na regido de (70 - 165 ppm) X (4,5 — 7,0 PPM). weevviriiieireie e 67
Figura 22 - Espectro de correlagdo *H x *C HMBC (400 e 100 MHz, CDCls) de JmR-2308.
.................................................................................................................................................. 67
Figura 23- Expansdo do espectro de correlagdo *H x *C HMBC (400 e 100 MHz, CDCl3) de
JMmR-2308 na regido de (10 - 110 ppm) X (0,3 — 3,5 PPM). weerveiriireiieieiteere e 68
Figura 24 - Expanséo do espectro de correlagdo *H x 3C HMBC (400 e 100 MHz, CDCls) de
JMR-2308 na regido de (110 - 210 ppm) X (0,3 — 3,5 PPM). .everrriviriiriiieieiere e 68
Figura 25 - Expanséo do espectro de correlagdo *H x 3C HMBC (400 e 100 MHz, CDCls) de
JMmR-2308 na regido de (10 - 110 ppm) X (4,0 — 7,2 PPM). weevrrreirieiieeiiee et 69
Figura 26 - Expansio do espectro de correlagdo *H x *3C HMBC (400 e 100 MHz, CDCl3) de
JmR-2308 na regido de (10 - 110 ppm) X (0,3 — 3,5 PPM). weevrirriiierireie e see e 69

Figura 27 - Espectro de correlagdo 'H x *H COSY (400 x 400 MHz, CDCl3) de JmR-2308.



.................................................................................................................................................. 70
Figura 29- Estrutura de JmR-2310 (JAtrogrosSidiona). ..........coererererininiienenie e 73
Figura 30 - Cromatograma contendo JmR-2310 com tempo de retengdo em 31,62 minutos.73
Figura 31 - Espectro de Massas de Alta Resolucdo de JMR-2310........ccccceviiiiiinnieniieiiennns 75
Figura 32 - Espectro de Absorcdo na Regido do Infravermelho de JmR-2310....................... 75
Figura 33 - Espectro de RMN *C-BB (100MHz, CDCls) de JMR-2310........ccccovvevvrerrennns 76
Figura 34 - Espectro de RMN *3C DEPT-135° (100MHz, CDCls) de JmR-2310.................. 76
Figura 35 - Espectro de RMN tH (400MHz, CDCls) de JIMR-2310.........ccccoeuevevevceerererenennne, 77
Figura 36 - Expansio do espectro de RMN H (400MHz, CDCls) de JmR-2310 na regido de

OO T O o] o TSP 77
Figura 37 - Expanséo do espectro de RMN *H (400MHz, CDCls) de JmR-2310 na regido de

2,0 8 4,0 PP ettt h e R bt bt e b e e bt e R bt e bt e nabe e naeeanaeenneeas 78
Figura 38 - Espectro de correlagdo ‘H x *C HSQC (400 e 100 MHz, CDCl3) de JmR-2310.
.................................................................................................................................................. 78
Figura 39 - Expansdo do espectro de correlagdo *H x 3C HSQC (400 e 100 MHz, CDCls) de
JMR-2310 na regido de (5— 75 ppm) X (0 — 4,0 PPM).ceriiiiiiiiiiiiieeee e 79
Figura 40 - Espectro de correlagdo 'H x *C HMBC (400 e 100 MHz, CDCls) de JmR-2310.
.................................................................................................................................................. 79
Figura 41 - Expansdo do espectro de correlacdo *H x 3C HMBC (400 e 100 MHz, CDCl3) de
JMmR-2310 na regido de (8 — 44 ppm) X (0,0 — 2,5 PPM)...cvriiiiieiieieeie e 80
Figura 42 - Expanséo do espectro de correlagdo *H x 3C HMBC (400 e 100 MHz, CDCls) de
JMR-2310 na regido de (55 — 95 ppm) X (0,8 — 3,2 PPM)..eeeieiriiiieriieie e 80
Figura 43 - Espectro de correlagdo 'H x *H COSY (400 x 400 MHz, CDCl3) de JmR-2310.
.................................................................................................................................................. 81
Figura 44 - Espectro de correlacdo *H x *H NOESY (400 x 400 MHz, CDCls3) de JmR-2310.
.................................................................................................................................................. 81
Figura 45 - Estrutura de JmR-2306 (2-epi-hidroxiisojatrogrossidiona). ...........ccccceveeervereennns 84
Figura 46 - Cromatograma contendo JmR-2306 com tempo de retencdo em 23,66 minutos.84
Figura 47 - Espectro de Massas de Alta Resolucdo de JMR-2306..........ccccevvvevverieieniieiieennnns 86
Figura 48 - Espectro de Absorcdo na Regido do Infravermelho de JImMR-2306 ..............c....... 86
Figura 49 - Espectro de RMN *C-BB (100MHz, CDCls) de JIMR-2306 .........c.ccccvevvrerrennns 87
Figura 50 - Espectro de RMN *3C DEPT-135° (100MHz, CDCls) de JmR-2306.................. 87
Figura 51 - Espectro de RMN *H (400MHz, CDCls3) de JMR-2306..........cccccevevererreerererannnne, 88
Figura 52 - Expanséo do espectro de RMN *H (400MHz, CDCls) de JmR-2306 na regido de

OO T R o] o USSP RURPRTRO 88
Figura 53 - Expansao do espectro de RMN *H (400MHz, CDCls) de JmR-2306 na regido de

ST G J 0 o] o] 1 OSSP 89
Figura 54 - Expanséo do espectro de RMN *H (400MHz, CDCls) de JmR-2306 na regido de

- B T 4T o] o] o TS USTOPRUPPPRR 89
Figura 55 - Espectro de correlagio *H x *C HSQC (400 e 100 MHz, CDCls) de JmR-2306.
.................................................................................................................................................. 90

Figura 56 - Expanséo do espectro de correlagdo *H x *C HSQC (400 e 100 MHz, CDCl3) de



JMR-2306 na regido de (15 — 45 ppm) X (0 — 2,2 PPM)..eveerieiiieiieiie e 90
Figura 57 - Expansdo do espectro de correlacdo *H x *3C HSQC (400 e 100 MHz, CDCls) de

JmMR-2306 na regido de (30 — 60 ppm) X (2,2 — 4,5 PPM)...everiirieiiiininieiene e 91
Figura 58 - Espectro de correlagdo H x *C HMBC (400 e 100 MHz, CDCls) de JmR-2306.
.................................................................................................................................................. 91
Figura 59 - Expansio do espectro de correlacio *H x **C HMBC (400 e 100 MHz, CDCls) de
JMR-2306 na regido de (10 - 80 ppm) X (0,0 — 1,8 PPM). .eeerrirreiierir et 92
Figura 60 - Expanséo do espectro de correlagdo *H x 3C HMBC (400 e 100 MHz, CDCls) de
JMR-2306 na regido de (10 - 80 ppm) X (1,5 = 3,5 PPM). weerverririiiiiiiiinieiee e 92
Figura 61 - Expanséo do espectro de correlagdo *H x 3C HMBC (400 e 100 MHz, CDCls) de
JMR-2306 na regido de (130 - 210 ppm) X (1,0 — 4,0 PPM). ceeeereireeireie e 93
Figura 62 - Espectro de correlagdo *H x *H COSY (400 x 400 MHz, CDCl3) de JmR-2306.
.................................................................................................................................................. 93
Figura 63 - Espectro de correlacdo *H x *H NOESY (400 x 400 MHz, CDCls) de JmR-2306
.................................................................................................................................................. 94
Figura 64 - Estrutura de JImR-1803 (15-epi-4Z-jatrogrossidentadiona)..............cccceeevveruneenn. 96
Figura 65 - Cromatograma contendo JmR-1803 com tempo de retengdo em 22 minutos...... 96
Figura 66 - Espectro de Massas de Alta Resolugdo de JmMR-1803.........ccccoviiiiienineniniennnns 98
Figura 67 - Espectro de Absorcéo na Regido do Infravermelho de JImR-1803.............c.c.c..... 98
Figura 68 - Espectro de RMN *C-BB (100MHz, CDCI3) de JMR-1803 ..........ccooverrvrennnnne. 99
Figura 69 - Espectro de RMN **C DEPT-135° (100MHz, CDCI3) de JMR-1803................. 99
Figura 70 - Espectro de RMN *H (400MHz, CDCl3) de JMR-1803..........c.coevvvrreivircnennnes 100
Figura 71 - Expanséo do espectro de RMN *H (400MHz, CDCls) de JmR-1803 na regido de

OO T O o] o SRRSO 100
Figura 72 - Expansao do espectro de RMN *H (400MHz, CDCls) de JmR-1803 na regido de

R B K O o] o PP OP PP OPRPPR 101
Figura 73 - Expanséo do espectro de RMN *H (400MHz, CDCls) de JmR-1803 na regido de

TR B A o] ] PSPPSRI 101
Figura 74 - Espectro de correlacdo *H x **C HSQC (400 e 100 MHz, CDCI®) de JmR-1803.
................................................................................................................................................ 102
Figura 75 - Expansdo do espectro de correlagdo *H x 3C HSQC (400 e 100 MHz, CDCls) de
JmMR-1803 na regido de (5 — 60 ppm) X (0,0 — 3,0 PPM)..eviviiiiriiiiiiiieee s 102
Figura 76 - Expansdo do espectro de correlagdo *H x 13C HSQC (400 e 100 MHz, CDCls) de
JMmR-1803 na regido de (135 — 166 ppm) X (6,0 — 7,25 PPM)...ccrriiieiirieiiiiie e 103
Figura 77 - Espectro de correlagdo *H x *C HMBC (400 e 100 MHz, CDCl3) de JmR-1803.
................................................................................................................................................ 103
Figura 78 - Espectro de correlagdo *H x *C HMBC (400 e 100 MHz, CDCls) de JmR-1803
................................................................................................................................................ 104
Figura 79 - Expansio do espectro de correlacido *H x **C HMBC (400 e 100 MHz, CDCls) de
JmR-1803 na regido de (10 - 100 ppm) X (5,5 — 8,2 PPM). w.evvreireiieiieie e ie e 104
Figura 80 - Expans&o do espectro de correlagdo *H x 3C HMBC (400 e 100 MHz, CDCls) de
JmMR-1803 na regido de (130 - 210 ppm) X (0,0 — 3,0 PPM). .everreriiriiririeienie s 105

Figura 81 - Expanséo do espectro de correlacdo *H x 3C HMBC (400 e 100 MHz, CDCls) de
JMmR-1803 na regido de (120 - 210 ppm) X (5,5 = 8,2 PPM). cveevvieviieiiieiie e 105



Figura 82 - Espectro de correlagdo 'H x *H COSY (400 x 400 MHz, CDCl3) de JmR-1803.

................................................................................................................................................ 106
Figura 83 - Expanséo do espectro de correlacdo *H x 'H COSY (400 x 400 MHz, CDCls) de
JmMR-1803 na regido de (0,0 — 4,0 ppm) X (0,0 - 3,3 PPM). c.eoviiiiiiiiiiiieeieee s 106
Figura 84 - Espectro de correlacdo *H x *H NOESY (400 x 400 MHz, CDCls3) de JmR-1803.
................................................................................................................................................ 107
Figura 85 — Expanséo do espectro de correlagio *H x *H NOESY (400 x 400 MHz, CDCls) de
JMR-1803 na regido de (0,0 - 3,5 ppm) X (0,0 — 3,0 PPM). c.eoviiiiiiiiiiiieee e 107
Figura 86 - Estrutura de JmR-1805 (15-epi-4E-jatrogrossidentadiona)............ccccceeverveenene. 109
Figura 87 - Cromatograma da Fr18 contendo JmR-1805 com tempo de retengdo em 28,5
TTUNIUEOS. 1.ttt bbbt b bt bbbt s e st e b et bbb e bt Rt e bbb bbbt r e s 110
Figura 88 - Espectro de Massas de Alta Resolucdo de JMR-1805.........ccccceevvvvveiviiieiinennenn, 110
Figura 89 - Espectro de Absorcdo na Regido do Infravermelho de JImR-1805..................... 112
Figura 90 - Espectro de RMN *C-BB (125MHz, CDCl3) de JIMR-1805.........ccccccvevvecnnese 112
Figura 91 - Espectro de RMN *3C DEPT-135° (125 MHz, CDCl3) de JmR-1805................ 113
Figura 92 - Espectro de RMN *H (500 MHz, CDCl3) de JMR-1805...........cccovvvrvrvrnrnennnns 113
Figura 93 - Expanséo do espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) de JmR-1805 na regido de
KO- 2 o o O UPTPURRURTOPR 114
Figura 94 - Expanséo do espectro de RMN *H (500 MHz, CDCl3) de JmR-1805 na regido de
O W G T O o] o o TP UPPPRPPR 114
Figura 95 - Expans&o do espectro de RMN *H (500 MHz, CDCI3) de JmR-1805 na regido de
8,0 8 8,0 PPNttt e bbb e naeeenes 115
Figura 96 - Espectro de correlagdo *H x *C HSQC (500 e 125 MHz, CDCls) de JmR-1805.
................................................................................................................................................ 115
Figura 97 - Expansdo do espectro de correlacdo *H x *3C HSQC (500 e 125 MHz, CDCls) de
JmR-1805 na regido de (0 — 70 ppm) X (0,0 — 3,0 PPM)...ecveiiiieiieiieiiese e 116
Figura 98 - Expansdo do espectro de correlagdo *H x 3C HSQC (500 e 125 MHz, CDCls) de
JMR-1805 na regido de (130 — 170 ppm) X (5,5 = 8,3 PPM)...eeerrriiiiiiiiieniees e 116
Figura 99 - Espectro de correlagdo *H x *C HMBC (500 e 125 MHz, CDCl3) de JmR-1805.
................................................................................................................................................ 117
Figura 100 - Expanséo do espectro de correlagdo *H x 3C HMBC (500 e 125 MHz, CDCls) de
JmMR-1805 na regido de (10 - 90 ppm) X (0,0 — 3,5 PPM). eeverviriiiiiiiieieeeee s 117
Figura 101 - Expanséo do espectro de correlacdo *H x 3C HMBC (500 e 125 MHz, CDCls) de
JMmR-1805 na regido de (135 - 215 ppm) X (0,0 — 3,0 PPM). c.veeireiieiieiieeie e 118
Figura 102 - Expanséo do espectro de correlacdo *H x 3C HMBC (500 e 125 MHz, CDCls) de
JmR-1805 na regido de (10 - 90 ppm) X (5,0 — 8,2 PPM). 1.vevvreeieiieieerieeie e 118
Figura 103 - Expanséo do espectro de correlacdo H x 3C HMBC (500 e 125 MHz, CDCls) de
JMR-1805 na regido de (135 - 210 ppm) X (5,0 — 7,6 PPM). cveevrieiieiieeiie e 119
Figura 104 - Espectro de correlagdo *H x *H NOESY (500 x 500 MHz, CDCls) de JmR-1805
................................................................................................................................................ 119
Figura 105 - Expanséo do espectro de correlagdo *H x *H NOESY (500 x 500 MHz, CDCls)

de JmR-1805 na regido de (0,0 — 7,0 ppm) X (0,0 — 3,5 PPM). c.vervvrivririiieienie s 120

Figura 106 - Expanséo do espectro de correlagdo *H x *H NOESY (500 x 500 MHz, CDCls)
de JmR-1805 na regido de (0,0 — 7,0 ppm) X (4,5 — 8,0 PPM). c..ecvveirreieiiiieeie e 120



Figura 107 - Estrutura de JmMR-1802 (MUltifidioNe) .........ccveiiiiiiiiiiiic e 122
Figura 108 - Cromatograma contendo JmR-1802 com tempo de retencdo em 15,5 minutos

................................................................................................................................................ 122
Figura 109 - Espectro de Absorgédo na Regido do Infravermelho de JmR-1802. .................. 124
Figura 110 - Espectro de RMN *C-BB (125MHz, CDCl3) de JNR-1802..........cc.cc.covveeene. 124
Figura 111 - Expanséo do espectro de RMN *3C DEPT-135° (125 MHz, CDCl3) de JmR-1802
NA regiao de 0@ 60 PPM ....iiieiiiie et r et nte e e e e are s 125
Figura 112 - Espectro de RMN H (125 MHz, CDCls) de JMR-1802..........cccccvvvvvverreirinnne, 125
Figura 113 - Expansio do espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) de JmR-1802 na regio de
(I T2 S o] o USSR 126
Figura 114 - Espectro de correlagdo *H x **C HSQC (500 e 125 MHz, CDCls) de JmR-1802.
................................................................................................................................................ 126
Figura 115 - Expansdo do espectro de correlacio *H x *C HSQC (500 e 125 MHz, CDCls) de
JMR-1802 na regido de (0 — 75 ppm) X (0,0 — 2,5 PPM)...ceoviiiiiiiiiiiieeeeee e 127
Figura 116- Espectro de correlagdo *H x **C HMBC (500 e 125 MHz, CDCls) de JmR-1802.
................................................................................................................................................ 127
Figura 117 - Expanséo do espectro de correlagdo *H x 3C HMBC (500 e 125 MHz, CDCls) de
JMR-1802 na regido de (0 - 75 ppm) X (0,0 — 1,50 PPM). weevereiriiriiiiiiieieienie e 128
Figura 118 - Expanséo do espectro de correlagdo *H x 3C HMBC (500 e 125 MHz, CDCls) de
JMR-1802 na regido de (0 - 75 ppm) X (1,70 — 2,75 PPM). weeivreiiieiieiie e 128
Figura 119 - Expanséo do espectro de correlacdo *H x 3C HMBC (500 e 125 MHz, CDCls) de
JmR-1802 na regido de (185 - 225 ppm) X (1,80 — 2,70 PPM). c.eevreirreireieieerie e 129
Figura 120 - Espectro de correlagdo 'H x 'H COSY (500 x 500 MHz, CDCls) de JmR-1802.
................................................................................................................................................ 129
Figura 121 - Expansdo do espectro de correlacdo *H x *H COSY (500 x 500 MHz, CDCls) de
JmR-1802 na regido de (0,0 — 4,0 ppm) X (0,0 - 3,3 PPM). w.ervreireiieiieireee e 130

Figura 122 - Viabilidade celular da linhagem de cancer colorretal (HCT-116) apds 72 horas de
tratamento com diferentes concentragdes (ug/mL) do dEHIM-R (A), da Fr18 (B) e da Fr23 (C).

Figura 123 - Viabilidade celular da linhagem de melanoma humano (SK-MEL-28) ap6s 72
horas de tratamento com diferentes concentracdes (ug/mL) do dEHIM-R (A), da Fr18 (B) e da
2 () TSP 132
Figura 124 - Viabilidade celular da linhagem de queratindcitos humanos sadios (HaCaT) apds
72 horas de tratamento com diferentes concentracgdes (g/mL) do dEHIM-R (A), da Fr18 (B) e
o F: B 2 (O TSRS RRPRPRRN 133



LISTA DE QUADROS

Quadro 1- Classificacdo dos terpenoides com base na molécula de isopreno.............ccc.c....... 34
Quadro 2 (cont.)- Exemplos de diterpenos isolados em espécies do género Jatropha separados
POF ESAUEIELO QUIMMICO. ....vveveeeieie ettt nteeneeraeneenes 39
Quadro 3 - Processamento cromatografico de dEHIM-R por Cromatografia em Coluna ......52



LISTA DE TABELAS
Tabela 1 - Dados espectrais de RMN de 'H e **C (CDCls, 400 x 100 MHz) para JmR-2308.



SUMARIO

(O [N =0 5017V T 22
2. OBUIETIVOS ... et e e e e e st e e e et e e e e et e e e s e ate e e e tbe e e e araeeeanrreeean 25
2.1 ODJEIIVO GEIAL......coeiii ettt sb ettt b e be e 25
2.2 ODbjetivos ESPECITICOS .....viivviiiiiie sttt st rr et s te e sbe e be e reenns 25
3. REFERENCIAL TEORICO......c.cooiiieiieeeie et es et s s 27
3.1 A familia EUPNOMIACEAE .......covviiiiiiiici e 27
3.2 (O o g e (oI = (o] o] o= FO OSSPSR 29
3.3 A espécie Jatropha mollissima (Pohl) Baill.............ccoeieiiiiiiies e 31
3.4 DITEIPENOS ...ttt bbbttt b bbb bbb s 33
34.1 LALIFAN0S ...t Erro! Indicador ndo definido.
4. METODOLOGIA. ... .ottt s et st e e et e seate st et eseetesteste s eneeseanenrenes 47
4.1 MaALErTAiS € MELOUOS. .....veveeeiieeieie sttt et et eebe e e ne e e besre e e e seesreans 47
411  MEtodos CromatOgrafiCOS ......ccviiiiiieeei ettt e sne e 47
412  Espectrometria de Massas de Alta Resolugdo (EMAR)........cccoiiiiiiiienii i 48
413  Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) ..........cccceoviriininiininiincniens 48
414  Espectroscopia na regido do infravermelho (IV) e Rotagdo Optica...........c..ccevvervevrrunnnee, 49
415 Linhagens celulares e CUltiVO iN VITIO ..........ccoviiiiiiiiiciic e 49
4.1 Parte EXPEriMENTtal .........ccoiiiiiieei e 49
421 Material VEgEIAL.........cooviiiiiiiiee e 49
4.22  Processamento Primario do Material Vegetal ...........ccccocvviiiiiiiiiii i 50
4.2.3 Obtencao do Extrato Hexanico das raizes de J. mollissima (EHIM-R)..........ccccevvvvrrinnnnn. 50
424 Desengorduramento do EHIM-R ........ccoooiiiiiiiiiiiee e 50
425  Fracionamento do AEHIM-R.......coooiiiiiii i 50
4.2.7 Caracterizagdo quimica dos compostos iISOIAUOS. ..........cccvererieieieie e 54
5 RESULTADOS E DISCUSSAOQ ......cooiieeeieeieeeeeteeee e eeeee st n et 57
5.1 Determinacdo Estrutural de JMR-2308..........cccceiiiiiiiiieiie e 57
5.2 Determinacdo Estrutural de JMR-2310 .........c.ooiiiiiiiiie e 71
5.3 Determinaco Estrutural de JMR-2306 ............coooiiiiiiiiieieieee s 82
5.4 Determinacao Estrutural de JIMR-1803..........ccoceiiiiiieiieiie s re e 94
55 Determinaco Estrutural de JIMR-1805.........ccoiviiiiiiiieee e 108
5.6 Determinaco Estrutural de JMR-1802..........cccooiiiiiiiiiiieie e 121
B.  CONCLUSAO. ...ttt s bbb 136

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......c.coiiiiiiicieeee ettt 137



[.Introducao



22

1. INTRODUCAO

Desde a pré-historia, o0 homem utilizava os recursos naturais, como as plantas, para
realizacdo de suas atividades bésicas, como a alimentacdo. Ao longo do tempo, as plantas
passaram a ser utilizadas na confec¢édo de roupas, em construcdes, como abrigo, ferramentas e,
principalmente, com finalidade medicinal, através de observacBes de suas caracteristicas
Unicas, como modificacBes estruturais durante as estagdes do ano e seu poder de regeneragédo
mediante injurias (Rocha et al., 2021). Com isso, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS),
classificou planta medicinal como todas as espécies vegetais que apresentam, em uma ou mais
partes, substancias quimicas capazes de desempenhar atividades farmacoldgicas, auxiliando na
cura e/ou tratamento de varias doencas (Paz et al., 2023; Silva, 2023).

O Brasil é o pais com a maior biodiversidade genética vegetal do mundo, em que possui
espécies vegetais que compreendem 20-22% do numero total de espécies no mundo, o que
mostra que grande parte da flora brasileira, especialmente plantas medicinais nativas, ainda ndo
sdo conhecidas do ponto de vista fitoquimico e farmacoldgico (Ribeiro et al., 2018; Magalhaes,
2019). Dentre os biomas brasileiros, a Caatinga se destaca por ser um bioma exclusivamente
nacional e com uma ampla diversidade vegetal e animal, o que proporciona a populacao local
a utilizacdo desses recursos para fins terapéuticos e medicinais (S&-Filho et al., 2021).

Ao longo dos anos, os “remédios” de origem vegetal produzidos pelo homem nao
utilizam as plantas medicinais in natura, mas sim uma espécie vegetal manipulada e ingerida
de maneira especifica para uma determinada finalidade terapéutica. Desse modo, as pesquisas
etnofarmacoldgicas podem ser consideradas como ponto de partida para um delineamento
experimental, com objetivo de estudar a espécie como uma fonte de futuros farmacos, ou seja,
buscar saber qual acdo farmacoldgica tem o maior potencial de revelar dados que confirmem a
indicacdo terapéutica popular (Almeida, 2011).

A realizacao de pesquisas com diferentes espécies na busca de substancias e/ou principios
ativos mostra-se extremamente importante (Zago, 2018), em que, nesse contexto, destaca-se a
espécie Jatropha mollissima (Pohl.) Baill., endémica da Caatinga e pertencente a familia
Euphorbiaceae, uma das mais abrangentes familias botanicas. Conhecida popularmente como
“pinhdo-bravo”, “pinhdo-de-purga” ou “pinhdo vermelho”, essa espécie apresenta-Se COMO UM
arbusto, em que seu latex avermelhado é utilizado no tratamento de Ulceras e contra 0 veneno de
cobras; o latex e as folhas tém efeito cicatrizante, usados em feridas; as folhas sdo antireumaticas e
0 0Oleo extraido das sementes apresenta uso veterinario, como purgante, e empregado na fabricacéo
de tintas, sabdes, velas e lubrificante automotivo. Ja foram relatados que as raizes de J. mollissima

apresentam compostos eficazes no tratamento de tumores e leucemia (Castro; Cavalcante, 2011).
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Atividades antimicrobiana, antioxidante, antiparasitaria e larvicida também ja foram descritas para
0s extratos das folhas e caules dessa espécie (Araujo et al., 2021). Entretanto, estudos quimicos de
isolamento e identificacdo de compostos e ensaios farmacoldgicos, especialmente das raizes dessa
espécies, ainda sdo bastantes escassos na literatura.

Com isso, investigar os constituintes quimicos presentes nas raizes de espécies como
Jatropha mollissima (Pohl.) Baill., uma planta endémica de um bioma exclusivo do Brasil,
direcionado pelo conhecimento e uso tradicional, pode contribuir tanto para o conhecimento
cientifico quimiotaxonémico da espécie, do género e familia boténica, como pode proporcionar
o isolamento de substancias com potenciais atividades farmacoldgicas, possibilitando o

descobrimento de candidatos a novos farmacos.



2.0bjetivos
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Contribuir com conhecimento cientifico acerca da familia Euphorbiaceae através de

estudo fitoquimico e farmacoldgico das raizes de Jatropha mollissima (Pohl.) Baill.

2.2 Objetivos Especificos
e Obter o extrato hexanico das raizes de Jatropha mollissima (EHIM-R);
¢ Realizar fracionamento cromatografico do EHIM-R;

e Purificar e isolar metabolitos secundarios presentes nas fragdes do EHIM-R,

especialmente diterpenos;
e Elucidar e/ou identificar as estruturas quimicas dos compostos isolados;

e Auvaliar o potencial citotoxico do EHIM-R e suas fracbes frente & linhagens de

canceres humanos.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 A familia Euphorbiaceae

A familia Euphorbiaceae é uma das maiores, mais complexas e mais diversas dentre
familias de Angiospermas, ocorrendo em ambientes aridos e semiaridos. Essa familia
compreende, aproximadamente, 300 géneros e 8.000 espécies, as quais apresentam
comportamento cosmopolita, mas com maior afinidade por areas tropicais e subtropicais da
Africa e América (Cavalcanti; Silveira; Silva, 2020; Ramalho et al., 2017) (Figura 1). Por
ser uma familia grande e diversificada, hd uma vasta quantidade de informac6es acerca do
uso etnofarmacologico, investigacdes fitoquimicas e constituintes bioativos dessa familia
botanica (Ramalho et al., 2017).

Figura 1- Distribuicdo geografica mundial da familia Euphorbiaceae.

Fonte: http://www.mobot.org/mobot/research/apweb/orders/malpighialesweb.htm#Euphorbiaceae

No territorio brasileiro, estdo presentes, aproximadamente, 1.100 espécies e 72
géneros pertencentes a familia Euphorbiaceae, sendo esta representada em todos o0s
dominios fitogeograficos do pais, sendo o Pantanal e 0 Pampa os menos diversos (Arruda
et al., 2023). A regido Nordeste é considerada um grande centro de diversidade dessa
familia, possuindo 240 espécies em 50 géneros, distribuidas em sua grande maioria nas
regibes de Caatinga, que apresentam um grande numero de espécies endémicas. Os
principais géneros da familia Euphorbiaceae, em nimero de espécies, sdo Euphorbia L.
(1.500), Croton L. (700), Phyllanthus L. (400), Acalypha L. (400), Macaranga Thouars
(400), Antidesma Burman (150), Drypetes Vahl (150), Jatropha L. (150), Manihot Mill.
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(150) e Tragia Plumier (150) (Oliveria, 2013; Flora e Funga do Brasil, 2025).

As especies dessa familia sdo reconhecidas por possuirem habitos bastante
heterogénios, as quais incluem arboreos, arbustivos, subarbustivos, herbaceas e trepadeiras.
Além disso, essas espécies se destacam por possuirem seiva leitosa (quando presente), flor
unissexuada, ovario superior e, geralmente, trilocular, placentacdo axilar, évulos colaterais,
pendentes com rafe ventral e geralmente carunculados (Thakur; Patil, 2011; Oliveira, 2013).
Euphorbiaceae é a unica familia botanica a apresentar algumas espécies com a combinagéo
de glandulas e latex, sendo estas dividas em cinco subfamilias de acordo com o numero de
ovulos: com dois 6dvulos (Phyllanthoideae e Oldfieldoideae) e com um o6vulo
(Acalyphoideae, Crotonoideae e Euphorbioideae) (Trindade; Lameira, 2014).

A familia Euphorbiaceae apresenta uma variedade de metabdlitos secundarios, sendo
0s principais tipos os alcaloides, triterpenos, diterpenos, flavonoides (O- e C- glicosilados),
taninos e peptideos (ciclicos e lineares) (Ramalho et al., 2017). As investigacdes quimico-
farmacologicas das espécies dessa familia revelam que, em muitos casos, as propriedades
bioldgicas podem ser atribuidas a presenca de certos tipos de diterpenos, principalmente, ao
grupo dos tiglianos, dafnanos e ingenanos, bem como aos grupos de diterpenos
macrociclicos, derivados oxigenados e esterificados em uma ou mais posi¢oes, tais como
0s casbanos, latiranos, jatrofanos, jatrofolanos, crotofolanos e ramnofolanos (Cateni;
Falsone; Zilic, 2003).

As plantas da familia Euphorbiaceae sdo utilizadas na medicina tradicional com
diversas finalidades, tais como antimalarico, anti-inflamatério, antitumoral, antifingico,
antibacteriano, fitotdxico, antioxidante, antiespasmddico e inibicio da enzima
acetilcolinesterase (Al-Ghoul et al., 2019). Como exemplo, tem-se a espécie Jatropha
curcas, bastante utilizada por suas diversas propriedades medicinais, sendo relatadas
atividades anti-inflamatoria, antimicrobiana, efeito purgativo e antiparasitario. Além do
emprego medicinal, os altos niveis de 6leo presentes nas sementes de J. curcas permitem
que este seja empregado como biodiesel, sendo conhecido como “biodiesel de Jatropha”
(Agrawal; Jain; Gupta, 2023).

Em um contexto mais plural de utilizacdo de plantas, uma das formas que se pode
destacar € a pratica de utilizacdo por rezadores, especialmente catolicos, que em seus rituais
de rezas e benzeduras associam o uso de um determinado vegetal a uma agdo terapéutica
nos processos ritualisticos da reza. Em estudo realizado por Oliveira e Trovao (2009) acerca
do uso de plantas em rituais de reza no estado da Paraiba, a familia Euphorbiaceae destacou-
se ainda, através da espécie Jatropha gossypifolia L. (pinhdo-roxo), como planta utilizada
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para curar o “mal olhado”, o “quebranto”, o mal estar fisico e espiritual das pessoas
(Oliveira; Trovéo, 2009).

Com isso, é possivel perceber a relevancia da familia botanica Euphorbiaceae, que
apresenta grande importancia econdmica, nos setores farmacolégico-medicinal, industrial,
madeireiro, ornamental e também na producdo de alimentos, como é o caso da espécie

Manihot esculenta Crantz., da qual se extrai a farinha de mandioca (Oliveira, 2013).

3.2 O género Jatropha

O género Jatropha pertence a tribo Joannesieae da familia Euphorbiaceae e possui
cerca de 175 espécies. O termo “Jatropha” tem sua origem no grego, sendo a associagdo de
duas outras palavras, “jatros”, que significa médico, e “trophe” que significa “comida”, o
que implica seus usos medicinais. As espécies desse género sdo originarias da América
Tropical, mas, atualmente, podem ser encontradas espalhadas por todos os trépicos e
subtropicos da Asia e Africa (Figura 2) como plantas perenes, na forma de arbustos, arvores

e suculentas (Sabandar et al., 2013; Cavalcante; Santos; Almeida, 2020).

Figura 2 - Distribuigdo geogréfica mundial do género Jatropha.

Fonte: https://www.gbif.org/species/3072692

Dentre as espécies do género Jatropha, muitas ja sdo conhecidas por seus usos
medicinais, constituintes quimicos e atividades bioldgicas, tais como Jatropha curcas
Linn., J. chevalieri Beille, J. elliptica Muell. Arg., J. gaumeri Greenm., J. glandulifera
Roxb., J. gossypiifolia Linn., J. grossidentata Pax et. Hoffm., J. integerrima Jacq., J.

macrantha, J. mahafalensis Jum and H. Perrier, J. multifida Linn., J. nana Dalz, J.
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podagrica Hook, J. pohliana Muell. Arg., J. tanjorensis Ellis and Saroja, J. unicostata e J.
weddelliana Baillon (Sabandar et al., 2013).

De acordo com Satiro e Roque (2008), o género Jatropha é composto por arvores,
arbustos ou subarbustos mondicos, latescentes, com tricomas simples ou glandulares
estipitados, sem tricomas urticantes. Suas folhas sdo simples, alternas, membranaceas a
semissuculentas, oncolores a levemente discolores. As inflorescéncias encontram-se em
dicasios terminais, com bracteas e bractéolas presentes. As flores podem ser estaminadas e
pistiladas, os frutos com cépsula tricoca, oblongos e glabros e as sementes oblongas a
globosas e carunculadas (Satiro; Rogue, 2008).

Esse género pode ser considerado morfologicamente diverso e apresenta importancia
econdmica e etnofarmacoldgica, em que, no Brasil, Jatropha sp. é comumente encontrada
na regido Nordeste, especialmente por ser bem adaptada ao clima seco (xerofilia) (Vieira et
al., 2021).

Na medicina popular, véarias espécies de Jatropha destacam-se por suas aplicacdes,
como € o caso de J. curcas, cujo oléo extraido das sementes € utilizado como purgativo
dréstico, além do seu aproveitamento para a fabriacédo de velas para iluminacéo e sabonetes,
especialmente na Africa (Leal; Agra, 2005). A espécie J. gossypifolia é comumente
utilizada como cicatrizante, antibacteriana, anti-hipertensivo, relaxante muscular, dentre
outras indicagdes, ao passo que J. podagrica é relatada com acao antibacteriana, inseticida
e anti-helmintica (Pereira et al., 2021).

No Nordeste brasileiro, a espécie Jatropha mollissima (Pohl.) Baill. se destaca por
suas propriedades medicinais, sendo amplamente empregada na medicina popular da
caatinga paraibana, visto que seu latex in natura é empregado como antiofidico e as suas
sementes sdo comercializadas em feiras livres para o uso do 6leo fixo como purgativo para
uso veterinario (Leal; Agra, 2005).

Estudos farmacoldgicos conduzidos com espécies desse género demonstraram
relacdo entre os metabolitos secundarios e as atividades biologicas descritas, como
antileishmania, antimicrobiana, antihelmintico, citotdxica, antiespasmaodica, antitumoral,
antioxidante, analgésica e atividades gastroprotetoras. Dentre as classes de metabdlitos
secundarios, os terpenos se destacam no género Jatropha e investigagdes fitoquimicas
permitiram ainda a identificagdo de compostos da classe dos monoterpenos, sesquiterpenos,
diterpenos, triterpenos, peptideos ciclicos, lignanas, neolignanas, flavonoides, alcaloides,
cumarinas e acidos eudesmenoicos. Entretanto, das 175 espécies ja descritas, apenas 21

delas foram estudadas do ponto de vista fitoquimico (Cavalcante; Santos; Almeida, 2020).
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Inegavelmente, dentre as classes de metabdlitos secundarios, os diterpenos
destacam-se como classes importantes no género Jatropha, em que, até 0 momento, ja foram
classificados em quinze esqueletos distintos, com diversas atividades biologicas, tais como
anti-inflamatorios, antimicrobianos, antivirais e, notavelmente, efeitos citotoxicos contra

varios tipos de canceres (Souza et al., 2024).

3.3 A espécie Jatropha mollissima (Pohl.) Baill.

A espécie Jatropha mollissima (Pohl.) Baill (homotipico Adenoporium mollissimum
Pohl.), popularmente conhecida como “pinhdo-bravo” ou “pinhdo-de-purga”, pertence a
familia Euphorbiaceae e apresenta-se como um arbusto autocténe, que pode ser encontrado
em todo o Nordeste brasileiro (Figura 3), sendo uma espécie endémica da vegetacdo da
Caatinga (Braquehais et al., 2016; Queiroz Neto et al., 2019; Flora e Funga do Brasil, 2025).
Quando sofre alguma injuria, J. mollissima produz uma seiva (latex) de aspecto leitoso, que
é utilizado pela populagdo em feridas, com o objetivo de controlar hemorragias e possiveis
infecgbes, minimizando, assim, o processo inflamatorio e promovendo a cicatrizacdo
(Queiroz Neto et al., 2019).

Figura 3 - Ocorréncia da espécie Jatropha mollissima (Pohl.) Baill. no territério brasileiro.

Fonte: Flora e Funga do Brasil (2025).



32

De acordo Leal e Agra (2005), Jatropha mollissima apresenta-se morfologicamente
como um arbusto com latex avermelhado, com ramos cilindricos, glabros, suculentos e
estriados; suas folhas séo orbiculares, 5-palmatilobadas e subcrassas; as inflorescéncias em
corimbos, terminais e bracteadas; apresentam duas flores pistiladas pentameras,
circundadas por quatro flores estaminadas também pentdmeras; seus frutos sdo capsulares,
triloculares, glaucos, com deiscéncia explosiva e as sementes 3-oblongas, glabras, com
caruncula evidente, testa lisa, brilhantes e marrom-ferrugineas (Leal; Agra, 2005). A Figura
4 traz detalhes botanicos da espécie J. mollissima.

Figura 4 - Detalhes botanicos da espécie Jatropha mollissima (Pohl.) Baill.

Fonte: https://www.gbif.org/species/3073075

Na medicina popular, diferentes partes de J. mollissima sdo utilizadas com finalidade
anti-inflamatoria, suas folhas sdo usadas no tratamento de picada de cobra, além das suas
atividades antimicrobiana, antiparasitaria, larvicida, moluscicida e antioxidante. Entretanto,
mesmo com essas importantes aplicacGes farmacoldgicas, ainda sdo poucos os estudos de
identificacdo dos compostos presentes nesta planta responsaveis por essas atividades (Araujo
etal., 2021).

Com relacdo a sua composi¢éo fitoquimica, estudos anteriores relataram a presenca de

triterpenos e esteroides no extrato hexanico das folhas; ja no extrato acetato-etilico foram
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identificados triterpenos, esterdides e flavonoides, ao passo que no extrato metandlico foram
descritas saponinas, catequinas, compostos fenolicos, taninos, flavonoides e xantonas. Analises
fitoquimicas no extrato etandlico das folhas também reportaram cumarinas, alcaloides,
flavonoides, compostos fendlicos, taninos e saponinas (Passos et al., 2024).

Estudo realizado por Melo et al. (2017) investigou a citotoxicidade de J. mollissima
utilizando 50 pg/mL do extrato hexanico e metanolico das partes aéreas frente a linhagens de
células HEp-2 (cancer de laringe) e NCI-H292 (cancer de pulmao), empregando o ensaio de
MTT. Os resultados demonstraram baixa atividade citotdxica dos extratos frente a linhagem
Hep-2 comparado a boa atividade na linhagem NCI-H292 (Melo et al., 2017).

Outros estudos demonstraram a atividade anti-helmintica sobre o nematodeo
Haemonchus contortus de ovinos do extrato etandlico do caule de J. mollissima (Ribeiro et al.,
2014). O extrato etandlico das folhas mostrou significante atividade toxica e antimicrobiana
(Braquehais et al., 2016) e o extrato aquoso das folhas apresentou potencial atividade
antiofidica, com tratamento dos efeitos locais produzidos por venenos botropicos (Gomes et
al., 2016) e acdo inibitdria a atividade edematogénica de Bothrops erythromelas e atividade
antibacteriana (Félix-Silva et al., 2018).

Desse modo, perante a literatura quimica e farmacoldgica investigada, a espécie J.
mollissima se mostra promissora a estudos mais detalhadas, especialmente, quanto a sua
composicao quimica e a associacdo desses compostos a atividade farmacologica, gerando assim

conhecimento e valorizacdo de uma espécie endémica do bioma Caatinga.

3.4 Diterpenos

Terpenos e terpenoides s80 compostos onipresentes na natureza, visto que sdo
produzidos naturalmente, e compreendem uma classe de metabolitos secundarios derivados de
unidades de isopreno (cinco carbonos), que sdo montados em milhares de combinac¢des. Os
terpenos sdo meramente hidrocarbonetos, enquanto que os terpenoides possuem grupos
funcionais oxidados (Mosquera et al., 2021). Até o momento, dezenas de milhares de
compostos terpenoides foram identificados, sendo a maioria deles presentes no reino vegetal,
uma vez que as plantas superiores possuem um vasto nimero de enzimas pertencentes a classe
geral das enzimas terpenoides sintase (TPS) (Tetali, 2018).

Os compostos terpenoides produzidos pelas plantas desempenham um papel vital nos
processos intra e intercelulares basicos, como fotossintese ou cadeia respiratoria, além de

possuirem papel crucial em interagdes ecoldgicas, tais como ataque, defesa e sinalizagdo em
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situacOes de estresses bidticos e abidticos (Boncan et al., 2020; Mosquera et al., 2021). Essa
classe de compostos pode ser classificada seguindo a regra do isopreno (5C), a qual é baseada
no numero e organizacdo dos atomos de carbono na molécula, constituindo assim os grupos dos
hemiterpenos (1 unidade isoprénica, 5C), monoterpenos (duas unidades isoprénicas, 10C),
sesquiterpenos (trés unidades isoprénicas, 15C), diterpenos (quatro unidades isoprénicas, 20C),
etc., (Boncan et al., 2020; Mabou e Yossa, 2021; Mosquera et al., 2021) como pode ser

observado no Quadro 1.

Quadro 1- Classificacdo dos terpenoides com base na molécula de isopreno.

Classificacio Unidades Numero de Molécula de
Isoprénicas (n°) carbonos Isopreno (5C)
Hemiterpenos 1
Monoterpenos 2 10
Sesquiterpenos 3 15 5
Diterpenos 4 20 ) 4
Sesteterpenos 5 25 ] 3/
Triterpenos 6 30
Sesquarterpenos 7 35
Tetraterpenos 8 40

Fonte: Adaptado de Mosquera et al. (2021).

Os diterpenos representam um grupo de substancias estruturalmente diversas e
abundantes na natureza, em que possuem vinte atomos de carbonos (20C), contendo quatro
unidades isoprénicas, e podem ser encontrados em ambientes terrestres e marinhos, presentes
em plantas, fungos, bactérias e animais (Islam et al., 2022). Essa vasta classe de produtos
naturais isoprenoides possui mais de 126 esqueletos identificados, os quais deram origens a
mais de 18.000 compostos (Xu et al., 2021).

Todos os diterpenos sdo biossintetizados a partir do acido mevaldnico, através do
precursor 2E,6E,10E-geranilgeranila (GGPP). A biossintese desses compostos pode ser
dividida em trés etapas: 1) a formacdo do GGPP, 2) a construcdo de esqueletos de carbonos e
3) modificacbes pos-sintese desses esqueletos carbonicos (Xu et al., 2021). Em termos de
classificacdo, os diterpenos podem ser divididos de acordo com o nimero de anéis de carbonos,

como aciclicos (fitanos), biciclicos (labdanos, clerodanos), triciclicos (pimaranos, abietanos,
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cassanos, rosanos, vouacapanos, podocarpanos), tetraciclicos (traquilobanos, kauranos,
afidicolanos, estemodanos, estemaranos, beyeranos, atisanos, giberelanos), taxanos, diterpenos
macrociclicos (cembranos, dafnanos, tiglianos e ingenanos) e compostos mistos, baseados no
numero e padrdes de ciclizacdo exibidos por seu esqueleto (Garcia; Oliveira; Batista, 2007; Xu
etal., 2021).

Nas plantas, em termos biosintéticos, os diterpenos sdo formados a partir do isopentil
pirofosfato (IPP) e dimetilalil pirofosfato (DMAPP), que séo fornecidos pela via do acido
mevaldnico (MAV) citosdlico e via do metileritrol fosfato (MEP) no plastideo. Com isso, uma
molécula de DMAPP ¢é utilizada para adi¢do de trés moléculas de IPP para sintetizar o precursor
geranilgeranila pirofosfato (GGPP) de cadeia curta por reacdo de condensacdo (Ren et al,
2022). A ciclizacdo dos compostos diterpenos pode ocorrer por meio de dois processos de
condensacao distintos, podendo ser iniciados em partes diferentes da molécula de GGPP
(cabeca ou cauda). Na ciclizacdo a partir da cauda, o grupo pirofosfato (-OPP) terminal atua
como grupo abandonador, segundo um mecanismo do tipo E1, gerando um carbocéation que
pode sofrer o ataque nucleofilico da nuvem de elétrons x. Seis possiveis cations intermediarios
podem ser formados a partir deste mecanismo, uma vez que a molécula de GGPP apresenta trés
duplas ligacdes passiveis de adicdo. Na natureza, nota-se que ocorre preferencialmente adicao
do carbocation a ligacdo dupla da porcdo isopropilidénica da cabeca da molécula (Garcia;
Oliveira; Batista, 2007; Siqueira, 2016).

No caso de ligagdo ao carbono C14, ocorre formacéao do carbocation intermedidrio tipo
cembrano, originando os diterpenos do tipo cembrano ap6s estabilizacdo por perda de um
préton. J& a adicdo junto ao carbono C15 leva a formacdo do carbocétion intermediario tipo
flexibilano, que pode ser estabilizado por substituicbes nucleofilicas intramoleculares,
originando diterpenos policiclicos correlatos, como os taxanos, tiglanos, dafnanos e ingenanos
(Figura 5). O principal tipo de ciclizagdo acontece a partir da cabeca e é também designada
ciclizacdo catalisada por &cido, a qual ocorre quando a dupla ligacdo entre os carbonos C14 e
C15 ataca a molécula de GGPP, podendo desencadear a formacdo de intermediarios

monociclicos, biciclicos ou triciclicos (Garcia; Oliveira; Batista, 2007; Siqueira, 2016).
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Figura 5 - Formacao dos carbocéations intermediarios tipo cembrano e flexibilano por

ciclizacdo a partir da cauda da molécula de GGPP.

Carbocation

Carbocition \:<
intermediario tipo l

intermedidrio tipo Flexibiliano
Cembrano
Taxanos
Tiglanos
Cembranos =
Ingenanos

Fonte: Siqueira, 2016.

Um aspecto importante no processo de cicliza¢do é a protonacdo inicial que ocorre na
porcdo isopropilidénica da cabeca da molécula de GGPP, o que gera duas séries que se
distinguem enantiomericamente uma da outra. Normalmente, essa ciclizacdo do GGPP na
estrutura dos intermediarios depende da conformacdo das dobras da molécula, levando a
compostos que pertencem a chamada série “normal”, cuja estereoquimica segue a mesma dos
esterdides, enquanto 0s compostos que sao imagens especulares da série normal pertencem a
série “enantiomérica” (ent-), sendo esses compostos muito mais predominantes na natureza
(Siqueira, 2016; Forzato; Nitti, 2022).

Ainda baseado na ciclizacdo do GGPP (Figura 6, pag. 37), os diterpenos da familia
Euphorbiaceae podem ser classificados em “superiores” ou “inferiores”. Os diterpenos
superiores envolvem as ciclizagbes do precursor tipo sanfona (do inglés, concetina-like), as
quais formam varias estruturas de hidrocarbonetos ciclizados. Esses diterpenos geralmente
possuem trés anéis de seis membros (6/6/6) em seus esqueletos, tais como labdanos, abietanos,
atisanos, isopimaranos, rosanos e dolabranos. Os diterpenos inferiores, por sua vez, séo
formados por ciclizagdes ‘“cabeca-cauda” do precursor GGPP, em que geralmente sdo
conhecidos como “diterpenoides de Euphorbiaceae”, os quais incluem os esqueletos casbano,

cembrano, ramnofolano, gaditanona, ingenano, ingol, jatrofano, jatrofolano, latirano,
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ciclomirsinol, mirsinol, pré-mirsinol, paralianol, pepluano, presegetano, segetano, tigliano,

ciclojatrofano e expoxijatrofolano (Xu et al., 2021).

Figura 6 - Divisdo dos diterpenoides da familia Euphorbiaceae baseada na ciclizagdo do
GGPP.

X X = ™ OPP

OoPP
=
AN
5
Diterpenos Inferiores Diterpenos Superiores
Cembrano Tigliano ; ; ‘ ‘
Labdano Abietano

Latirano Jatrofano Atisano Isopimaranos

Fonte: Adaptado de Xu et al. (2021)
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Os diterpenos, por apresentaram uma grande diversidade de fungdes quimicas e
estruturais, possuem diversas atividades bioldgicas relatadas na literatura. Dentre as atividades
testadas, os ensaios in vitro de citotoxicidade contra linhagens tumorais se destacam,
especialmente para as classes dos latiranos, ramnofolanos e jatrofanos (Souza et al., 2024).
Uma gama de atividades biolégicas ja foram investigadas para os compostos diterpenos
isolados de espécies do género Jatropha, tais como citotoxicidade (Zhang et al., 2012; Zhang
et al., 2018) antibacteriana (Yang et al., 2013), antioxidante (Sutthivaiyakit et al., 2003),
inibicdo da produgdo de 6xido nitrico (Sun et al., 2020), antimaléria e antileishmania (Falodun
et al., 2014), antiherpes (Chokchaisiri et al., 2020), dentre outras. Entretanto, muitos
diterpenos, especialmente os descobertos recentemente, ndo foram ainda testados quanto as
suas atividades bioldgicas (Forzato; Nitti, 2022).

O Quadro 2 a seguir apresenta alguns exemplos de diterpenos isolados no género
Jatropha, separados por esqueleto quimico.
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Quadro 2 - Exemplos de diterpenos isolados em espécies do género Jatropha separados por
esqueleto quimico.

CEMBRANOS

1. Jatrophainolida A 2. Jatrophainolida B 3. Jatrophainolida C
Zhang et al. (2020) Zhang et al. (2020) Zhang et al. (2020)

CLEISTANTANOS

OH

HO" %
<H .
s T J
4. Espruceanol 5. Cleistantol
Denton et al. (2001) Denton et al. (2001)
JATROFANOS

6. Jatrophona 7. 9B,13a-dihidroxiisabelliona 8. 2a-hidroxijatrophona
Kupchan et al. (1970) Pertino et al. (2007) Taylor et al. (1983)

2C

17

9. 2p-hidroxijatrophona 10. Japodagrona 11. 15-O-acetiljapodagrona
Batista et al. (2014) Aiyelaagbe et al. (2007) Das et al. (2009)
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Quadro 2 (cont.) — Exemplos de diterpenos isolados em espécies do género Jatropha
separados por esqueleto quimico.

JATROFOLANOS

OH OH

sy

A : “H })\{o ¢)
12. Jatrointelona G 13. Jatrointelona | 14. Abiodona 15. Falodona
Zhu et al. (2015) Zhu etal. (2015) Falodunetal. (2012)  Falodun et al. (2012)
oH OH
16. Jatropholona A 17. Jatropholona B 18. Jatropholona C 19. Jatropholona D
Goulart et al. (1993) Goulart et al. (1993) Yang et al. (2013) Yang et al. (2013)

20. Jatropholona E 21. 2e-hidroxijatropholona 22 2|3-h_idr_0xije_atroph0|ona 23. epi-jatrophol
Yang et al. (2013) Sutthivaiyakit et al. (2009) Sutthivaiyakit et al. (2009) Zhang et al. (2012)

OH

24. Jatrophol 25. Jatromultona E 26. Jatromultona F 27. Jatrophaldeido
Naengchomnong et al. (1994) Zhang et al. (2018) Zhang et al. (2018) Zhang et al. (2012)
LATIRANOS

o’
28. Jatrointelona A 29. Jatrointelona B 30. Jatrointelona C 31. Jatrointelona D

Zhu et al. (2015) Zhu et al. (2015) Zhu et al. (2015) Zhu et al. (2015)
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Quadro 2 (conclusdo) — Exemplos de diterpenos isolados em espécies do género Jatropha
separados por esqueleto quimico.

H OH

- o .
0 = HO
32. Jatrointelona E 33. Jatrointelona F 34. Jatrointelona H 35. Multifolona
Zhu et al. (2015) Zhu et al. (2015) Zhu et al. (2015) Das et al. (2008)

36. Japodagrin 37. Jatrogrossidiona 8. Jatrowediona 39. Jatrowediol
Aiyelaagabe et al. (2007)  Schmeda-Hirschmannetal. ~ Brumetal. (1998) Brum et al. (2001)
(1992)

OH

OH
40. 2-epi- o . 42. 15-epi-4Z- 43. 15-epi-4E-
hidroxiisojatrogrossidiona 4l 2 S|_(|: f;iﬁ:ﬂﬁ:gﬁ%g;;'gg?a jatrogrossidentadiona Jatrogros§|dentad|ona
Schmeda-Hirschmann et al. 1002 " Schmeda-Hirschmann etal. Schmeda-Hirschmann etal.
(1992) (1992) (1992) (1992)
RAMNOFOLANOS

0 5
¥ 4
44. Caniojana 45. 2-epi-jatrogrossidiona 46. Jatromultona C 47. Jatromultona D
Japukovic et al. (1988) Can-Aké et al. (2004) Zhang et al. (2018) Zhang et al. (2018)
20

48.DJatrophen0na 49. Integerrimene
Ravindranath et al. (2003) Sutthivaiyakit et al. (2003)
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3.4.1 Latiranos

Os diterpenos com esqueleto do tipo latirano sdo um dos principais compostos presentes
em plantas do género Euphorbia e um dos maiores grupos de diterpenos. Eles sao
caracterizados por um esqueleto de vinte carbonos que possui um sistema triciclico altamente
oxigenado de 5, 11 e 3 membros, como ilustrado na Figura 7, a qual apresenta as posi¢des em
que funcdes oxigenadas (alcool, éter, epoxidos, ésteres e cetonas) ja foram descritos, bem como
as linhas vermelhas representam as possibilidades de ligagdes duplas. A diversidade estrutural
desses compostos decorre principalmente das modificacdes redox, eterificacdo ou esterificacao
dos anéis de cinco, onze e trés membros, em que sdo geralmente substituidos por varios grupos
acil, tais como acetil, benzoila e fenilacetil. Metoxil, tiglil ou cinamoil sdo outros grupos
bastante difundidos em latiranos de fontes naturais (Vela et al., 2022).

A estrutura quimica dos latiranos pode ser considerada privilegiada devido ao seu
enguadramento, visto que este é capaz de direcionar grupos funcionais em um espaco bem
definido, ou seja, 0 arranjo de grupos funcionais na estrutura de um diterpeno com esqueleto

latirdnico pode favorecer a interagdo com mais de um alvo bioldgico (Vela et al., 2022).

Figura 7 - Estrutura geral dos latiranos bioativos sem configuracao estereoquimica.

17
Fonte: Adaptado de Vela et al. (2022).

Os diterpenos latiranicos participam do grupo dos compostos que apresentam um anel

gem-dimetilciclopropano em sua estrutura quimica, caracteristica presente em diterpenos das
espécies da familia Euphorbiaceae, como tiglianos, ingenanos, casbanos, pré-mirsinanos e
jatrofolanos. A porcdo ciclopropano desses compostos parece ser responsavel pelas atividades
bioldgicas, principalmente, por serem fortes agentes alquilantes, no entanto poucos sdo 0s

relatos na literatura que investigaram essa correlacdo (Durdn-Pefia et al., 2015).
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A via biossintética dos latiranos inicia igualmente a todos os outros diterpenos, tendo o
GGPP como precursor, o qual gera o esqueleto casbano. Do casbano, a rota biossintética para
gerar os latiranos € pouco compreendida, porém acredita-se que prossiga atraves de compostos
intermediarios, como o Jolkinol C por meio de oxidacGes catalisadas pelo Citocromo P450 e,
possivelmente, uma enzima alcool-desidrogenase de cadeia curta (ADH) (Wong et al., 2018).

A avaliacdo de atividade citotoxica também se destaca nos ensaios bioldgicos com
diterpenos latiranicos isolados de espécies de Jatropha. Outras atividades investigadas para
esses compostos foram anti-inflamatéria (Huang et al., 2021), inibi¢do de enzima tiorredoxina
redutase (Zhu et al., 2015; Zhu et al., 2017), antiherpes (Chokchaisiri et al., 2020) e reversao

de resisténcia a maltiplas drogas (MDR) em células tumorais (Li et al., 2019).

4.5 Consideragdes gerais sobre cancer e produtos naturais

Derivado do grego karkinos, que significa caranguejo, o termo cancer € o nome geral
dado ao conjunto de doencas que tém em comum o crescimento desordenado de células, que
tendem a invadir tecidos e érgdos vizinhos. Durante o crescimento celular ndo controlado, uma
massa celular anormal de tecido € formada, cujo desenvolvimento é quase auténomo,
persistindo assim mesmo apds cessarem os estimulos que o provocaram. As neoplasias, sejam
elas in situ ou invasivas, correspondem a esse crescimento descontrolado de células, em que
sdo, na pratica, denominados “tumores” (INCA, 2020).

O cancer é uma doenca multifatorial com uma impressionante heterogeneidade devido
as alteracdes genéticas, epigenéticas e transcricionais, as quais estdo envolvidos varios genes e
proteinas. Embora esses fatores sejam relevantes para o prognostico clinico e direcionamento
do tratamento médico, ainda é necessaria uma abordagem mais ampla das complexidades
subjacentes ao mecanismo de carcinogénese (Godone et al., 2018). N&o apenas os fatores
genéticos, mas fatores ambientais e estilo de vida também influenciam na susceptibildiade ao
cancer, os quais levam a conversdo de proto-oncogenes em oncogenes devido mutacgoes
somaticas, desativacao ou desrregulacdo de genes supressores de tumores, superexpressdo de
cinases dependentes de ciclina e de receptores tirosinocinases, juntamente com fatores de
crescimento e evasdo apoptdtica (Roy et al, 2022).

O cancer apresenta-se como um importante problema de sdude publica, sendo
responsavel pelas altas taxas de morbimortalidade em todo o mundo. De acordo com a
Organizacdo Mundial da Saiude (OMS), a projecdo de novos casos de canceres é de,
aproximadamente, 26 milhdes, com estimativa de 17 milhdes de mortes relacionadas ao cancer

até 2030 (Prado et al., 2020). Com base na International Agency for Research on Cancer
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(IARC), em 2022, foram registrados cerca de 20 milhGes de novos casos de cancer juntamente
com 9,7 milhdes de mortes causadas por essa doenca. As estimativas revelam que um em cada
cinco homem ou mulher desenvolvem céancer ao longo da vida, ao passo que um em cada nove
homem ou mulher morrem por essa causa. Dentre os tipos de cancer, o cancer de pulméo foi o
mais diagnosticado em 2022, sendo responsavel por quase 2,5 milhdes dos novos casos,
representando 12,4% de todos os canceres a nivel mundial, seguido pelo cancer de mama
feminino (11,6%), colorretal (9,6%), prostata (7,3%) e estdbmago (4,9%) (Bray et al., 2024).

De acordo com o Instituto Nacional de Cancer (INCA), séo estimados 704 mil novos
casos de cancer no Brasil para cada ano no triénio 2023-2025, com destaque para as regides Sul
e Sudeste do pais, que concentram cerca de 70% de incidéncia. Nessa estimativa, o cancer de
figado aparece entre os 10 mais incidentes na regido Norte, o qual foi relacionado a infeccdes
hepaticas e doencgas hepaticas cronicas. O cancer de pancreas esta entre 0s 10 mais incidentes
na regido Sul, sendo seus principais fatores de risco a obesidade e o tabagismo. O céancer de
pele ndo melanoma (31,3% do total de casos) destacou-se como o tumor maligno mais incidente
no pais, seguido pelo cancer de mama feminina (10,5%), prostata (10,2%), célon e reto (6,5%),
pulmé&o (4,6%) e estbmago (3,1%) (INCA, 2022; Santos et al., 2023).

Atualmente, o tratamento do cancer esta baseado na quimioterapia e radioterapia, no
entanto a eficacia e aplicagdo desses métodos sdo muitas vezes dificultadas pelos seus efeitos
secundarios severos, como a cardiocitotoxicidade, nefrotoxicidade, mielossupresséo,
neurotoxicidade, hepatotoxicidade, toxicidade gastrointestinal, mucosite e alopecia, 0 que
prejudicam diretamente a qualidade de vida dos pacientes (Liu et al, 2021). Com isso, nas
Gltimas décadas, grandes sdo os esforcos para o desenvolvimento de novas estratégias que
melhorem os tratamentos oncoldgicos, especialmente aqueles que utilizem novos
medicamentos e terapias menos invasivas em comparagao as terapias convencionais (Andreani
et al, 2024).

Nesse contexto, os produtos naturais ganham destaque, visto que desempenham papéis
fundamentais no tratamento de diversas doencas, especialmente o cancer. Varios sdo 0s
compostos isolados de animais, plantas e outros organismos que enriqueceram a biblioteca
quimica e apresentaram potenciais anticancerigenos (Huang, Lu e Diang, 2021; Chen et
al.,2024). Quando comparados aos compostos sintéticos, os produtos naturais apresentam
caracteristicas Unicas que conferem vantagens e desvantagens durante a descoberta de novos
medicamentos. Normalmente, 0s compostos naturais possuem uma maior massa molecular e
um ndmero maior de atomos de carbono e oxigénio sp®, entretanto possuem menos atomos de

nitrogénio e halogénios, maior nimero de aceptores de ligagdes H e doadores, coeficientes de
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parti¢do octanol-4gua calculados (clogP) mais baixos, o que indica maior hidrofilicidade, além
de maior rigidez molecular do que os compostos sintéticos (Chen et al., 2024).

Uma gama de terapias anticancerigenas amplamente utilizadas s&o originarias de fontes
naturais, como o irinotecano, a vincristina, o etoposideo e o paclitaxel, derivados de plantas, a
actinomicina D e mitomicina C, derivadas de bactérias e a bleomicina, de origem marinha
(Huang, Lu e Diang, 2021). Como exemplo, o paclitaxel (Taxol A) constiste de um diterpeno
isolado de plantas do género Taxus e tem sido amplamente utilizado desde 1984 no tratamento
de varios tipos de céancer, tais como mama, ovarios, pancreas ou estbmago, em que, para
melhorar o seu efeito, novas formas de administracdo sdo constantemente desenvolvidas
(Niznansky et al., 2022). Esse composto interfere na fungdo normal dos microtubulos, os quais
estdo envolvidos na divisdo celular e sdo eficazes tanto no tratamento precoce como em estagios
mais avancados de canceres (Bangay et al., 2024).

Embora o desenvolvimento de produtos naturais bioativos em medicamentos seja um
grande desafio, especialmente pela dificuldade no isolamento em larga escala, na determinacao
dos mecanismos de acdo e no desenvolvimento farmacéutico (Huang, Lu e Ding, 2021), as
plantas continuam sendo, sem duvidas, uma importante fonte de novos compostos bioativos
com propriedade anticancerigenas, inclusive com potencias usos clinicos e terapéuticos, como
pode-se constatar pelos relatos na literatura, o que instiga novos estudos quimicos e

farmacologicos de espécies, até entdo, pouco exploradas.
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4. METODOLOGIA

4.1 Materiais e métodos

4.1.1 Meétodos cromatograficos

As etapas envolvidas na separacdo cromatografica dos constituintes quimicos da
espécie Jatropha mollissima (Pohl.) Baill., incluindo o fracionamento, isolamento e
purificacdo desses compostos, foram realizadas por métodos classicos e instrumentais,
como cromatografia em coluna (CC) e cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) em
escala analitica e preparativa. Além de cromatografia em camada delgada analitica (CCDA)

para monitoramento das fracdes obtidas.

4.1.1.1 Cromatografia de adsorcéo em gel de silica
O fracionamento cromatografico do extrato hexanico das raizes de J. mollissima

(EHIM-R) foi realizado por Cromatografia em Coluna (CC), utilizando como fase
estacionaria silica-gel 60 com granulometria de 70 — 230 mesh (Merck®) em colunas
cilindricas de vidro com dimensdes compativeis com a quantidade de adsorvente e
adsorbato utilizado. O acompanhamento das etapas de fracionamento foi feito por
Cromatografia em Camada Delgada Analitica (CCDA) em placas de aluminio pré-
revestidas de silica-gel 60 F254 com espessura de 0,25 mm (Merck®), reveladas em camara
contendo lampada ultravioleta (UV) sob os comprimentos de onda 254 e 365 nm. Os
eluentes empregados como fase mével foram solventes organicos grau P.A., tais como
hexano (Hex), cloroférmio (CHCIs), acetato de etila (AcOEt) e metanol (MeOH), puros ou

em misturas binarias com ordem crescente de polaridade.

4.1.1.2 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)
As etapas de purificacdo e isolamento dos compostos foram realizados por

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) de fase reversa em escala analitica e
preparativa. A CLAE analitica foi conduzida em um cromatografo Shimadzu Prominence®,
equipado com bomba binaria LC-20AT, autoinjetor SIL-20A, detector de arranjo de diodos
SPD-M20A, controlador CBM-20A e colunas de fase reversa C-18 YMC®, modelo YMC-
Actus Triart C18 (250 mm x 4,6 mm, 5um) ou Shim-pack GIST® C-18 (5um, 4,6x250mm).
A fase movel consistiu de dgua ultrapura (Milli-Q®) e acetonitrila grau cromatografico. As

amostras foram preparadas na concentragdo de 1 mg/mL, analisadas com um volume de
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injecdo de 20 pL e fluxo de 0,6 mL/min.

Na escala preparativa, utilizou-se um cromatégrafo Shimadzu composto por bomba
binaria LC-6AD, injetor Rheodyne 7725i, detector de arranjo de diodos SPD-M10A,
controlador SCL-10A e coluna YMC-Triart® C-18 (250 mm x 20 mm, 5 pm) ou Shim-
pack GIST® C-18 (250 mm x 20 mm, 5 um). Nesta etapa, a fase movel foi d4gua ultrapura
(Milli-Q®) e acetonitrila grau cromatografico, com um fluxo de 8,0 mL/min e um volume

de injecdo de amostra de 100 pL.

4.1.2 Espectrometria de Massas de Alta Resolucéo (EMAR)
Os espectros de massas dos compostos isolados foram obtidos utilizando

espectrometro de massa de alta resolucdo da marca BRUKER, modelo microTOF I,
localizado no Laboratorio Multiusudrio de Caracterizacdo e Analises (LMCA) da
Universidade Federal da Paraiba (UFPB). Para essa técnica, as amostras foram solubilizadas
em solventes de grau cromatogréfico e analisadas utilizando a técnica de lonizacdo por

Eletrospray (ESI) em modo positivo.

4.1.3 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) Uni (*H e °C) e
Bidimensionais (HSQC, HMBC, COSY e NOESY) foram obtidos em espectrdmetros
Avance NEO 500 MHz (Bruker®), operando a 500 MHz para RMN de 'H e 125 MHz para
RMN de 3C, e BRUKER ASCEND 400 MHz (Bruker®), operando a 400 MHz (*H) e 100
MHz (*3C), ambos localizados no Laboratério Multiusuario de Caracterizagio e Analise
(LMCA) da UFPB. As amostras foram solubilizadas em cloroférmio deuterado (CDCls) da
Cambridge Isotope Laboratories.

Os deslocamentos quimicos (0) foram expressos em partes por milhdo (ppm) e as
constantes de acoplamento (J) expressas em Hertz (Hz). Nos espectros de RMN !H, a
multiplicidade dos sinais foi indicada seguindo a convencao: simpleto (s), simpleto largo
(sl), dupleto (d), dupleto de dupleto (dd), dupleto de dupleto duplo (ddd), tripleto (t) e
multipleto (m). Os espectros foram referenciados pelos deslocamentos quimicos das
moléculas residuais ndo deuteradas do proprio solvente.

Além disso, o padrdo de hidrogenagdo dos carbonos foi determinado através da
utilizacdo das técnicas BB, DEPT 135° e HSQC, seguindo a convencdo: carbono nao-
hidrogenado (C), carbono metinico (CH), carbono metilénico (CH2) e carbono metilico
(CH3).
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4.1.4 Espectroscopia na regido do infravermelho (1V) e Rotacdo Optica
Os espectros de infravermelho dos compostos isolados foram adquiridos em um

espectrofotdbmetro FTIR (Shimadzu IRSpirit-T) com um acessorio QATR-S na faixa de
4000 a 400 cm™. A rotacéo Optica especifica [a]° foi medida em um polarimetro JASCO P-
2000 em metanol (MeOH) a 20 °C. Ambas as analises foram realizadas no Laborat6rio
Multiusuario de Caracterizacdo e Analises (LMCA) da UFPB.

4.1.5 Linhagens celulares e cultivo in vitro
Os ensaios farmacoldgicos foram realizados em parceria com o Laboratorio de

Oncofarmacologia (OncoFar), situado no Instituto de Pesquisa em Farmacos e
Medicamentos (IPeFarM), vinculado ao Centro de Ciéncias da Saude (CCS) da
Universidade Federal da Paraiba (UFPB), sob supervisdo do Prof°. Dr. Juan Carlos Ramos
Gongalves.

Para os ensaios de avaliacdo de atividade citotoxica in vitro foram utilizadas as
linhagens celulares tumorais de cancer colorretal (HCT-116) e melanona (SK-MEL-28) e
linhagem celular humana ndo tumoral de queratindcitos (HaCaT). As linhagens celulares
SK-MEL-28 e HaCaT foram cultivadas nos meios Dulbecco’'s Modified Eagle's Medium
(DMEM) e a linhagem HCT-116 foi cultivada em meio Roswell Park Memorial Institute
1640 (RPMI) suplementado com 10% de soro bovino fetal (SBF) e 1% de penicilina-
estreptomicina. As células foram manipuladas em fluxo laminar para evitar qualquer

contaminagéo, sendo mantidas em estufa a 37 °C com atmosfera de 5% de CO..

4.1 Parte Experimental

4.2.1 Material Vegetal

O material vegetal consistiu das raizes de Jatropha mollissima (Pohl.) Baill., as quais
foram coletadas no municipio de Serra Branca (7° 29' 14" S 36° 39' 51" O), localizado no
estado da Paraiba (PB). A espécie em questdo foi identificada pela Prof? Dra. Maria de
Fatima Agra, cuja exsicata esta depositada no Herbério Prof® Lauro Pires Xavier (JPB) do
Centro de Ciéncias Exatas e da Natureza (CCEN) da Universidade Federal da Paraiba
(UFPB) sob cédigo JPB 37920.

Além disso, para fins da utilizacdo da espécie vegetal para o presente estudo, a espécie
J. mollissima esté cadastrada no Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio Genético e do
Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) sob o0 cddigo AB27FD4.



50

4.2.2 Processamento Primario do Material Vegetal

Ap0ds a coleta e identificacdo, as raizes de Jatropha mollissima foram desidratadas
em estufa de recirculacédo de ar a 40 °C durante 72 horas. Posteriormente, as raizes secas

foram entdo pulverizadas em moinho mecénico para obtencdo do material vegetal em po.

4.2.3 Obtencdo do Extrato Hexanico das raizes de J. mollissima (EHIM-R)

O p6 das raizes de J. mollissima (1,420 Kg) foi submetido a extragcdo exaustiva por
maceragdo em hexano durante sete (7) dias, sendo este procedimento repetido trés (3) vezes,
totalizando vinte e um (21) dias de maceragdo. Em seguida, a solucéo extrativa foi filtrada
e concentrada em evaporador rotativo a vacuo, a temperatura de 40 °C, obtendo-se 15,1527g

do que se denominou de Extrato Hexanico das raizes de Jatropha mollissima (EHIJM-R).

4.2.4 Desengorduramento do EHIM-R

Uma parte do EHIM-R (9,2018g) foi submetido ao processamento de
desengorduramento a fim de retirar &cidos graxos e outros possiveis interferentes apolares
e, com isso, facilitar as etapas posteriores. Assim, o EHIM-R foi agitado manualmente com
o0 solvente acetonitrila em tubos Falcon de 50 mL, sendo realizada em seguida centrifugacédo
a 3000 rpm, a 25 °C, durante 10 minutos. Repetiu-se esse processo por 3 vezes e em seguida
todo o sobrenadante foi evaporado em evaporador rotativo a vacuo para a obtencdo do
denominado Extrato Hexanico das raizes de Jatropha mollissima desengordurado (dEHJIM-

R) (7,9510g), como observado no Esquema 1.
4.25 Fracionamento do dEHIM-R

Submeteu-se 0 dEHIJM-R da etapa anterior a um cromatografia em coluna (CC),
utilizando silica-gel 60 (70-230 mesh) como fase estacionaria e os solventes hexano, acetato
de etila e metanol, puros e em combinagdes, como fase moével. O sistema de elui¢do ocorreu
em ordem crescente de polaridade, como pode ser visualizado no Quadro 3 (pag. 52), em
que foram coletadas trinta e sete (37) fragfes (150 mL cada), as quais foram posterioremente
concentradas em evaporador rotativo a vacuo.

Todas as fragdes foram monitoradas por CCDA, utilizando cromatoplacas comerciais
de silica-gel como fase estacionaria e 0 mesmo sistema de eluicdo empregado na etapa

anterior. Para a visualizacdo das bandas, as placas foram observadas em camara UV em
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dois comprimentos de onda distintos (254 e 360 nm). As fra¢Oes 18 e 23 foram selecionadas

para fracionamentos posteriores de acordo com o seu melhor perfil cromatogréafico, bem

como pela sua quantidade de massa.

Esquema 1- Obtencédo do Extrato Hexanico desengordurado das raizes de Jatropha mollissima
(Pohl.) Baill (dEHIM-R).

[ Raizes de J. mollissima J

- Secagem em estufa (72h/ 40 °C)
- Moagem em moinho mecanico

P6 das raizes secas

1,420 kg
- Maceracdo com hexano (3x)
- Concentracéo sob pressdo reduzida
[ EHJIM-R (9,2018g) }
- Solubilizagdo em acetonitrila (3x)
- Centrifugacéo (3000 rpm/10min/ 25°C)
{ dEHJIM-R (7,9510g) J

Fonte: Proprio autor.
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Quadro 3 - Processamento cromatografico de dEHIM-R por Cromatografia em Coluna.

SISTEMA DE ELUICAO FRACOES OBTIDAS
Hex 01, 02, 03
Hex:AcOEt (9:1) 04, 05, 06
Hex:AcOEt (8:2) 07, 08, 09, 10
Hex:AcOEt (7:3) 11, 12,13
Hex:AcOEt (6:4) 14, 15, 16
Hex:AcOEt (1:1) 17,18, 19
Hex:AcOEt (4:6) 20, 21, 22
Hex:AcOEt (3:7) 23,24, 25
Hex:AcOEt (2:8) 26, 27, 28
Hex:AcOEt (1:9) 29, 30, 31
AcOEt 32,33
AcOEt:MeOH (1:1) 34
AcOEt:MeOH (25:75) 35
MeOH 36 -37

Fonte: Proprio autor.

4.2.6 Fracionamento das Fracdes 18 e 23

As FracOes 18 (Fr18) e 23 (Fr23) foram submetidas a Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE) em escala analitica para desenvolvimento de método cromatografico.
Para isso, solugdes de 1 mg/mL de ambas as fragdes foram preparadas em acetonitrila e
filtradas em filtros de nylon (0,45 um). O método desenvolvido para a Frl8 consistiu em
um sistema isocratico de agua ultrapura (Solvente A) e acetonitrila (Solvente B), este na
concentragdo de 60%, em um tempo de 40 minutos, com fluxo de 0,6 mL/min e volume de
injecdo de 20 pL. A fase estacionaria consistiu de uma coluna cromatografica Shim-pack
GIST® C-18 (5um, 4,6x250mm). Para a Fr23, o método desenvolvido consistiu em um
sistema gradiente de agua ultrapura (Solvente A) e acetonitrila (Solvente B), este variando
a concentracdo de 55% a 60% em um tempo de 30 minutos, com fluxo de 0,6 mL/min e
volume de injecdo de 20 pL. A fase estacionaria consistiu de uma coluna cromatografica
YMC® C-18 (5um, 4,6x250mm). Os métodos foram transpostos para a escala preparativa

com alteracdo apenas do volume de injecdo para 100 uL e fluxo de 8,0 mL/min.
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Com isso, 300 mg de Fr18e 300 mg de Fr23 foram solubilizados em 3.000 mL de
acetonitrila, sendo as solucdes obtidas centrifugadas a 15.000 rpm durante 5 min a 20°C e,
posteriormente, filtradas em filtro de seringa PTFE (13 mm x 0,22 um). Da CLAE
preparativa, a Fr18 resultou em sete (7) bandas, as quais trés (3) destas foram codificadas
como JmR-1802, JmR-1803 e JmR-1805. Ja a Fr23 resultou em 10 bandas, sendo trés (3)
destas codificadas como JmR-2306, JmR-2308 e JmR-2310. Todas as bandas coletadas
foram concentradas em evaporador rotativo a vacuo, a 40 °C, e encaminhadas para

caracterizagdo quimica.

Esquema 2- Isolamento dos constituintes quimicos da Fril8.

Fri8
300 mg

e m——————— ‘I
_________ I CLAE Analiticae

i Preparativa |
N ——— -

7 bandas

Banda 2 Banda 3 Banda 5
1,2mg 7,7mg 48,3 mg

Fonte: Proprio autor.
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Esquema 3 — Isolamento dos constituintes quimicos da Fr23.

Fr23
300 mg
o mm—————— ~
; CLAE Analiticae :_ _________
Preparativa I
L J
10 bandas

Banda 6 Banda 8 Banda 10
29,5 mg 2,1 mg 16,6 mg

Fonte: Proprio autor.
4.2.7 Caracterizacdo quimica dos compostos isolados

Os compostos isolados foram caracterizados quimicamente por métodos
espectrométricos e espectroscopicos. Para a obtengdo das formulas e massas moleculares,
os compostos foram solubilizados em acetonitrila e submetidos a analise por Espectrometria
de Massas de Alta Resolucdo (EMAR). Os possiveis grupos funcionais presentes nas
moléculas foram identificados através de espectroscopia de absorcdo na regido do
infravermelho (IV). Os compostos foram submetidos a espectroscopia de Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN), tanto por técnicas unidimensionais (*H e 3C) como
bidimensionais (HMBC, HSQC, COSY e NOESY) para completa caracterizagdo. Além
disso, a rotacédo Optica especifica também foi determinada.

Apols as analises, comparacGes com modelos ja descritos na literatura foram
realizados de modo a identificar e/ou caracterizar os compostos isolados das raizes de

Jatropha mollissima (Pohl.) Baill.
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4.2.8 Avaliacdo in vitro de citotoxicidade em células tumorais e ndo tumorais

A avaliagdo de atividade citotoxica in vitro foi realizada através de ensaio de
reducdo do MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio). Para isso, as
células foram semeadas em placas de noventa e seis (96) pogos na concentragéo de 3x10°
células/mL, para as linhagens HCT-116 e HaCaT, e 2x10° células/mL para SK-MEL-28,
em que foram incubadas por 24 horas a 37 °C com atmosfera de 5% de CO; . Em seguida,
as células foram tratadas com diferentes concentracdes do dEHIJM-R, Fr18 e Fr23 (3,12 —
100 pg/mL) por setenta e duas (72) horas. Apés o periodo de tratamento, foram removidos
110 pL do sobrenadante e, posteriormente, adicionados 10 pL de MTT em todos 0s po¢os,
que foram incubados novamente por 4 horas. Decorrido o tempo necessario, adicionou-se
SDS-HCL 0,01 N afim de dissolver os cristais de formazan formados e a placa foi deixada
em agitacdo em overnight. Por fim, a leitura da placa foi realizada em um espectrofotdmetro
de microplacas (Synergy HT, BioTeK, EUA) com absorbancia de 570 nm.

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média (E.P.M.) e
comparados por meio da Analise de Variancia (ANOVA) one-way, seguido pelo teste
Tukey. Os resultados foram considerados significativos quando p < 0,05. A concentracao
que inibe 50% da viabilidade celular (Clso) foi obtida por meio de regressédo néo linear. O
indice de seletividade (1S), que indica o qudo seletivo é o efeito citotoxico de uma substancia
para uma determinada linhagem celular tumoral, foi calculado com base na relacdo entre a

Clso obtida para as células ndo tumorais e a Clsg para as celulas tumorais.



5.Resultados e Discussao
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

O estudo fitoquimico do extrato hexanico das raizes de Jatropha mollissima (Pohl.) Baill.
resultou no isolamento de seis compostos, codificados como JmR-1802, JmR-1803, JmR-
1805, ImMR-2306, JMR-2308 e JmMR-2310. Ap0s a caracteriza¢do quimica dos compostos, foi
possivel inferir que todos pertencem a classe dos diterpenos com esqueleto latiranico, bastante
caracteristico no género Jatropha, em que um deles apresentou-se como um derivado
biossintético de cadeia aberta (JmR-1802). A seguir, serdo apresentadas as determinacgdes

estruturais das substancias isoladas.

5.1 Determinacéo Estrutural de JImR-2308

Ap0s o processamento cromatografico da Fracdo 23 do dEHIM-R, foi possivel isolar 2,1
mg de um sdlido cristalino incolor, o qual apresentou tempo de retencdo de 26,75 minutos na
corrida cromatografica (Figura 9) e [a]o®® +20.476° (¢ 0.1, MeOH), sendo assim codificado
como JmR-2308.

O composto isolado teve como formula molecular C2oH2504, 0 que revela um indice de
Deficiéncia de Hidrogénio (IDH) igual a sete (7), sendo a formula determinada a partir do
Espectro de Massas de Alta Resolucdo (EMAR-ESI), o qual exibiu um pico com m/z 355,1884
[M + Na]*, calculada para C2oH2sNaO4 (m/z 355,1880 e erro de -1.2 ppm) (Figura 10).

O espectro de absorgédo na regido do infravermelho (Figura 11) exibiu uma banda larga
em 3420 cmt, correspondente & deformac&o axial da ligagdo O-H, juntamente com uma banda
de deformagcéo axial da ligagdo C-O em 1016 cm™, que permite inferir a presenca de um alcool.
Duas bandas de absorcdo em 2926 e 2860 cm™, referentes a deformagcdes axiais de ligacdes C-
H, e uma banda forte e intensa em 1711 cm™, que corresponde & deformacdo axial da ligagéo
C=0 de uma carbonila conjugada, também foram observadas. Bandas de deformacdes
angulares de ligagdo C-H com absor¢des em 1453, 1249 e 758 cm™ estavam presentes no
espectro e podem estar relacionadas a presenca da ligagdo C=C de olefinas, que compdem o
esqueleto da molécula (Pavia et al., 2015; Silverstein et al., 2019).

O espectro de RMN *C BB (100 MHz, CDCls) apresentou vinte (20) sinais (Figura 12),
sendo este dado sugestivo de compostos da classe dos diterpenos, tendo em vista os relatos na
literatura para o género Jatropha (Cavalcante, Santos e Almeida, 2020). A partir do espectro de
RMN 13C DEPT-135° (Figura 13), sete (7) carbonos foram atribuidos como carbonos metinicos,
dois (2) como carbonos metilénicos, cinco (5) como carbonos metilicos e, consequentemente,

seis (6) como carbonos nao hidrogenados. Os deslocamentos quimicos 6c 207,77 (C-3) e 211,98
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(C-14) foram assinalados como carbonos de carbonila conjugada e ndo conjugada,
respectivamente. Dois sinais em ¢ 153,01 e 144,3 foram atribuidos aos carbonos olefinicos C-
1 e C-2, respectivamente, levando-se em consideracdo o efeito de desprotecdo causado pela
carbonila no carbono . Além disso, os deslocamentos 6¢ 130,90 (C-6) e 133,26 (C-7) foram
atribuidos a outros dois carbonos olefinicos e dc 75,47 (C-5) e 88,40 (C-15) atribuidos a
carbonos oxigenados, sugerindo a presenca de hidroxilas nessas posigoes.

O espectro de RMN *H (400 MHz, CDCls) (Figura 14) apresentou um envelope de sinais
na regido de o6n 0,46 a 1,80, com multiplicidades resolvidas e ndo resolvidas, bastante
caracteristico de compostos pertencente a classe dos terpenos. Observou-se a presenca de trés
simpletos, on 1,63 (3H-17), 0,99 (3H-18) e 0,88 (3H-19) e dois dupletos, on 1,79 (J=1,5, 3H-
16) e 1,05 (J= 7,1, 3H-20), correspondentes a cinco grupamentos metilas. Dois multipletos em
on 0,76 (m, 1H-9) e 0,51 (m, 1H-11) sugerem a presenca de um anel ciclopropano gem-dimetil
substituido, o qual é bastante caracteristico de diterpenos com esqueletos especificos, como pré-
mirsinano e latirano (Mendes, Ramalhete e Duarte, 2023). Além disso, outros dois dupletos
presentes no espectro com 6x 6,78 (d, J= 1,6, 1H) e 5,09 (d, J= 9,9, 1H) s&o caracteristicos de
hidrogénios olefinicos, ou seja, aqueles ligados a carbono sp?. Os demais hidrogénios da
molécula, bem como suas multiplicidades e constantes de acoplamento (J), estdo apresentados
na Tabela 1.

A partir da analise do espectro bidimensional HSQC (400 x 100 MHz, CDCls3) (Figuras
19 -21), um hidrogénio olefinico com deslocamento quimico em 84 6,78 apresentou correlacéo
direta com d¢ 153,01 (C-1), sendo determinado como H-1, ao passo que o outro olefinico em
oH 5,09 apresentou correlagdo direta com o¢c 133,26 (C-7), sendo o H-7. A posicgéo das ligagdes
duplas na molécula foram determinadas através das correlacdes a trés ligacoes de distancia dos
sinais on 1,79 (3H-16) com dc 153,01 (C-1) e én 1,63 (3H-17) com 3¢ 133,26 (C-7) no espectro
de HMBC (400 x 100 MHz, CDCIs) (Figuras 22-26), sendo esse dado corroborado pelas
correlagBes entre os hidrogénios no espectro de COSY. Além disso, a isomeria geométrica da
dupla A%’ foi determinada como Z (cis) a partir da posicdo do hidrogénio olefinico H-7 e dos
hidrogénios metilicos 3H-17 do mesmo lado da dupla ligacao.

Os dados espectrais uni e bidimensionais permitiram a determinacdo da estrutura
macrociclica da molécula, formada por um sistema triciclico de 5/11/3 membros, esqueleto este
caracteristico de diterpenos latirdnicos (Vela et al., 2022). Os compostos desse grupo sdo
bastante comuns em espécies vegetais pertencentes aos géneros Euphorbia e Jatropha
(Cavalcante, Santos e Almeida, 2020; Vela et al.,2022).

A estereoquimica relativa dos centros assimétricos foi definida atraves das correlagdes
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observadas no espectro de NOESY (Figura 28). Para isso, tomou-se como base a
estereoquimica ja definida biossinteticamente do ciclopropano presente na molécula, o qual
apresenta os hidrogénios H-9 e H-11 em orientagdo o (Mendes, Ramalhete ¢ Duarte, 2023).
Assim, as correlagdes de o1 0,76 (H-9) com dn 1,05 ¢ o4 0,56 (H-11) com 6H 0,99 permitiram
inferir a orientagdo o para Me-18 e Me-20. Ja as correlagdes entre os deslocamentos 6H 0,88
(3H-19), 2,74 (H-4), 4,66 (H-5) e 5,09 (H-7) com 1,63 (3H-17) permitiu a determinagédo da
orientagao oposta para esses hidrogénios, ou seja, orientagao .

A determinacdo da estereoquimica do C-15 é essencial, uma vez que a posicdao do
grupamento hidroxila gera os chamados epimeros, muito comuns nessa classe de metabolitos
secundarios e, principalmente, no género Jatropha (Schmeda-Hirschmann, Tsichritzis e
Jakupovic, 1992). Com isso, o espectro de NOESY mostrou correlagao do sinal 64 2,47 (OH-
15) com 8H 2,74 (H-4), o que revela que esta hidroxila esta em orientagdo f.

Dessa forma, conforme os dados descritos, o composto JmR-2308 trata-se de um
diterpeno latiranico inédito isolado das raizes de Jatropha mollissima (Pohl.) Baill, sendo

denominado de 6Z-jatromollissimadiona (Figura 8).

Figura 8 - Estrutura do JmR-2308 (6Z-jatromollissimadiona).

0
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Tabela 1 - Dados espectrais de RMN de *H e *C (CDCls, 400 x 100 MHz) para JmR-2308.

JmR-2308 HSQC HMBC
dc on* 2JcH 3JcH
C
2 144,3 - H-1, 3H-16 -
3 207,77 - H-4 H-1, H-5, 3H-16
6 130,90 - H-5, 3H-17 H-4
10 17,24 - H-11, 3H-18, 3H-19 H-12a
14 211,98 - H-13 H-4, H-12a, 3H-20
15 88,40 - H-1, H-4 -
CH
1 153,01 6,78 (d, J=1,6) - 3H-16
4 63,92 2,74 (d, J=9,0) H-5 H-1
5 75.47 4,66 (d, J=90) H-4 H-7, 3H-17
7 13326 5,00 (dl, J=9,9) - H-5, 3H-17
9 27,20 0,76 (m) H-8b H-12a, 3H-18, 3H-19
11 18,02 0,51 (m) - H-8b, H-13, 3H-18,
3H-19
13 40,24 3,49 (m) H-12a, 3H-20 H-11
CH:
8 2150 a- 2,25 (sl) - H-11
b- 1,70 (m)
12 2532 a- 1,76 (M) H-13 3H-20
b- 1,39 (s)
CHs
16 10,45 1,79 (d, J=15) ; H-1
17 11,35 1,63 (s) - H-5, H-7
18 2012 0,99 (5) - H-9, H-11, 3H-19
19 15,44 0,88 () - H-9, 3H-18
20 14,83 1,05 (d, 3=7.1) H-13 -
OH - 2,47 (sl) - -

* (multiplicidade, constante de acoplamento em Hz)
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Figura 9 - Cromatograma contendo JmR-2308 com tempo de retencdo em 26,75 minutos.
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Figura 13 - Espectro de RMN *3C DEPT-135° (100MHz, CDCl3) de JmR-2308.
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Figura 15 - Expanséo do espectro de RMN *H (400MHz, CDCls) de JmR-2308 na regido de

0,4a1,9ppm.
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Figura 17 - Expans&o do espectro de RMN *H (400MHz, CDCls) de JmR-2308 na regido de
4,0a6,0 ppm.
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Figura 18 - Expanséo do espectro de RMN *H (400MHz, CDCls) de JmR-2308 na regido de
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Figura 19 - Espectro de correlagio *H x 3C HSQC (400 e 100 MHz, CDCls) de JmR-2308.
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Figura 20 - Expanséo do espectro de correlagdo *H x *3C HSQC (400 e 100 MHz, CDCls) de

JmR-2308 na regido de (5 — 65 ppm) x (0— 4,0 ppm).
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Figura 21 - Expansio do espectro de correlagdo *H x C HSQC (400 e 100 MHz, CDCls) de
JmR-2308 na regido de (70 - 165 ppm) x (4,5 — 7,0 ppm).
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Figura 23- Expanséo do espectro de correlagio *H x *C HMBC (400 e 100 MHz, CDCls) de
JmR-2308 na regido de (10 - 110 ppm) x (0,3 — 3,5 ppm).
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Figura 24 - Expansio do espectro de correlagdo *H x *3C HMBC (400 e 100 MHz, CDCls) de
JmR-2308 na regido de (110 - 210 ppm) x (0,3 — 3,5 ppm).
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Figura 25 - Expansio do espectro de correlagdo *H x *C HMBC (400 e 100 MHz, CDCls) de
JmR-2308 na regido de (10 - 110 ppm) x (4,0 — 7,2 ppm).
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Figura 26 - Expansio do espectro de correlagdo *H x 3C HMBC (400 e 100 MHz, CDCls) de
JmR-2308 na regido de (10 - 110 ppm) x (0,3 — 3,5 ppm).
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Figura 27 - Espectro de correlagdo *H x *H COSY (400 x 400 MHz, CDCls) de JmR-2308.
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Figura 28 - Espectro de correlacdo *H x 'H NOESY (400 x 400 MHz, CDCI3) de JmR-2308.
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5.2 Determinacéo Estrutural de JmR-2310

Da Fracdo 23 foi possivel isolar o composto codificado como JmR-2310 (16,6 mg) na
forma de cristais incolorores. O composto apresentou tempo de retengéo de 31,62 minutos
(Figura 30) e [a]p?® +42.981° (¢ 0.1, MeOH).

O composto isolado JmR-2310 teve como formula molecular C2oH2804, com um indice
de Deficiéncia de Hidrogénio igual a sete, definida a partir do Espectro de Massas de Alta
Resolugdo (EMAR-ESI), com pico de m/z 333,2067, correspondente ao ion molecular da
molécula protonada [M + H*], calculada para C20H2904 (m/z 333,2060 e erro de -2,0 ppm).
Através da observacdo da formula e da massa molecular, é possivel inferir que este composto
é um isémero do JmR-2308.

Por serem isdmeros, 0 espectro de absorcdo na regido do infravermelho (IV) de JImR-
2310 (Figura 32) mostrou-se semelhante ao espectro IV de JmR-2308. Com isso, também foi
possivel observar uma banda larga em 3443 cm™, correspondente a deformagcéo axial da ligagéo
O-H, e uma banda de deformagcéo axial da ligagdo C-O em 1045 cm™, revelando a presenca de
um alcool; duas bandas de absorgdo em 2926 e 2860 cm™™, referentes a deformagdes axiais de
ligagbes C-H, devido a presenca das metilas (v CHz) também foram observadas. A banda de
absorcdo em 1714 cm, correspondente a deformacao axial da ligagdo C=0 de uma carbonila
conjugada foi observada de forma forte e intensa. Outras bandas de absor¢do em 1456, 1378 e
1243 cm™* representam deformacdes angulares de ligagdes C-H, que compdem o esqueleto da
molécula. Além disso, uma banda de absorgdo em 982 cm apareceu no espectro, o que pode
indicar a deformacdo axial assimétrica de um anel epoxido (Pavia et al., 2015; Silverstein et
al., 2019).

O espectro de RMN C BB (100 MHz, CDCls) apresentou vinte (20) sinais (Figura 33)
correspondentes a vinte (20) carbonos, comum aos diterpenos. Destes, atraves da anélise do
espectro de RMN *3C DEPT-135° (Figura 34), seis (6) carbonos foram atribuidos como
carbonos metinicos, trés (3) como carbonos metilénicos, cinco (5) como carbonos metilicos e
seis (6) como carbonos nao hidrogenados. O carbono da carbonila conjugada (C-3) foi
assinalado com o deslocamento de 6¢ 202,3 e 0 C-14, da carbonila ndo conjugada, com dc 212,6.
Diferente de JmR-2308, foram observados apenas dois sinais de carbonos olefinicos em ¢
151,0 (C-1) e 144,6 (C-2), atribuidos através do efeito de desprotegdo do carbono  em um
sistema de carbonila a,fB-insaturada.

Os deslocamentos quimicos dc 57,7 e 63,1 marcam a segunda principal diferenca

estrutural entre os dois compostos: a presenca de um anel epdxido nos carbonos C-5 e C-6.
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Esses deslocamentos sdo justificados devido a tensdo do anel e ao poder desblindante do
oxigénio ligado a esses carbonos. O sinal ¢ 87,1 de um carbono oxigenado (C-15) sugere ainda
a presenca do grupo hidroxila nessa posicao.

O espectro de RMN H (400 MHz, CDCls) (Figura 35) apresentou um envelope de sinais
na regido de 6n 0,14 a 1,92, com multiplicidades resolvidas e ndo resolvidas. Os hidrogénios
metilicos foram assinalados como trés simpletos, 61 1,37 (3H-17), 0,96 (3H-18) e 0,75 (3H-
19), e dois dupletos, o1 1,85 (3H-16) e 1,10 (3H-20). Além disso, a presenca do anel
ciclopropano gem-dimetil substituido atribuidos ao multipleto em 6+ 0,16 (H-9) e ao dupleto de
dupleto duplo em 64 0,52 (H-11) confirmam que a molécula em questdo também é um diterpeno
latiranico (Mendes, Ramalhete e Duarte, 2023). O dn 6,79 foi atribuido ao H-1, um hidrogénio
olefinico e o dn 2,90 como H-5, o hidrogénio do anel epoxido, o qual € menos desblindado do
que aqueles de éteres de cadeia aberta (Pavia et al., 2015). Os outros hidrogénios da molécula,
bem como suas multiplicidades e constantes de acoplamento (J) podem ser consultados na
Tabela 2.

A andlise dos dados espectrais obtidos comparados com dados da literatura permitiram a
identificacio de JmR-2310 como jatrogrossidiona, um diterpeno latiranico isolado
anteriormente das raizes da espécie Jatropha grossidentata (Schmeda-Hirschmann, Tsichritzis
e Jakupovic, 1992). Além disso, ha relatos de isolamento desse composto em outras espécies
de Jatropha, como Jatropha weddelliana (Brum et al.,, 2001), Jatropha curcas cv.
nigroviensrugosus CY Yang (Liu et al., 2015), Jatropha gossypifolia (Zhang et al., 2018),
Jatropha multifida L. (Chokchaisiri et al., 2020) e das raizes de Jatropha mollissima (Pohl.)
Baill. (Rios, 2011), espécie utilizada no presente estudo.

As correlagdes observadas no espectro bidimensional de HMBC (Figuras 40 — 42)
respaldam o assinalamento correto de JmR-2310 como jatrogrossidiona (Figura 10). O espectro
de NOESY (Figura 44) permitiu inferir a estereoquimica relativa da molécula, partindo da
orientagdo a de H-9 e H-11, hidrogénios do ciclopropano. Com isso, as correlagdes desses
hidrogénios em 84 0,16 (H-9) e 0,53 (H-11) com 3H-20 (8n 1,10), 3H-18 (6n 0,96) e H-5 (8n
2,90) permitem afirmar que todos estdo em orientag¢do o. Ja a correlagao de 3H-17 (61 1,37)
com H-4 (6H 2,29) releva que esses protons se encontram em posicao . A partir da definigdo
da estereoquimica da CHs-17 e do H-5, pode-se inferir que o anel epdxido encontra-se em
posicao trans, ou seja, 0s substituintes ligados aos carbonos do anel estdo em posi¢cOes opostas,
em relacdo ao plano do anel. Além disso, ndo foi possivel observar correlacdes para a hidroxila
em C-15 no espectro de NOESY, entretanto a configuragdo [ foi determinada a partir de

comparagdo com a literatura (Schmeda-Hirschmann, Tsichritzis e Jakupovic, 1992).
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Figura 29- Estrutura de JmR-2310 (Jatrogrossidiona).
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Tabela 2 - Dados espectrais de RMN de *H e *C (CDCls, 400 x 100 MHz) para JmR-2310.

JmR-2310 Schmeda-Hirschmann et al., 1992 Rios, 2011

C
1446 - 1427 - 1431 -
3 202,3 - 203,4 - 204,2 -
6 58,8 - 58,6 - 59,3 -
10 17,0 - 16,5 - 16,7 -
14 2126 - 2140 - 2145 -
15 87,1 - 86,4 - 86,5 -
CH
1 151,0 6,79 (d, J=1.8) 152,7 6,81 (q) 153,1 6,6 ()
4 63,1 2,29 (d,J=85) 62,4 2,31 (d) 62,5 2,2(d, J=8,6)
5 57,7 2,90 (d, J=8.5) 57,7 2,91 (d) 58,3 27(d,J=86)
9 29,4 0,16 (m) 29,1 0,19 (br dd) 29,3 0,01 (t)
11 19,0 0,53 (ddd, J =8,7, 5,6, 2,9) 18,7 0,53 ddd 18,9 0,37 (m)
13 38,2 3,83 (ddd, J=6,9, 5,8, 3,2) 376 3,85 ddg 37,8
CH:2
7 41,2 a-2,25 (dd, J =13,7, 7,7) 41,0 a-2,26 (br dd) 41,1 a- 2,09 (dd)
b- 1,16 (m) b- 1,12 (br dd) b- 0,9 (dd)
8 1838 a-1,73 (dd, J = 15,2, 7,9) 18,4 a- 1,75 (br dd) 185 a- 1,6 (dd)
b-0,89 (m) b- 0,90 (br ddd) b- 0,8 (dd)
12 249 a-1,60 (m) 24,3 a-1,63 ddd 245 a- 1,5 (da)
b-1,52 (ddd, J =149, 5,8, 2,9) b-1,54 ddd b- 1,38 (dq)
CHs
16 10,5 1,85(d,J =1,5) 10,2 1,87 (d) 9.9 1,69 (d,J=0,9)
17 18,8 137 () 18,3 1,40 (3) 18,1 1,24 (5)
18 285 0,96 (s) 28,2 0,99 (s) 28,2 0,84 (s)
19 15,7 0,75 (3) 154 0,78 (5) 154 0,63 (5)
20 151 1,10 (d, J=6,8) 146 1,12 (d) 145 0,95 (d, J = 6,85)
OH - 2,66 (sl) - 2,84 (brs) - *?

* (multiplicidade, constante de acoplamento em Hz)
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Figura 31 - Espectro de Massas de Alta Resolugdo de JImR-2310.
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Figura 32 - Espectro de Absorcdo na Regido do Infravermelho de JmR-2310.
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Figura 33 - Espectro de RMN *C-BB (100MHz, CDCl3) de JmR-2310.
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Figura 35 - Espectro de RMN H (400MHz, CDCls) de JmR-2310.
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Figura 37 - Expans&o do espectro de RMN *H (400MHz, CDCls) de JmR-2310 na regido de
2,0a4,0 ppm.
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Figura 39 - Expansio do espectro de correlagdo *H x C HSQC (400 e 100 MHz, CDCls) de

JmR-2310 na regido de (5 — 75 ppm) x (0 — 4,0 ppm).
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Figura 40 - Espectro de correlacdo *H x *C HMBC (400 e 100 MHz, CDCls3) de JmR-2310.
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Figura 41 - Expansio do espectro de correlagio *H x *C HMBC (400 e 100 MHz, CDCls) de
JmR-2310 na regido de (8 — 44 ppm) x (0,0 — 2,5 ppm).
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Figura 42 - Expansio do espectro de correlagdo *H x *3C HMBC (400 e 100 MHz, CDCls) de
JmR-2310 na regido de (55 — 95 ppm) x (0,8 — 3,2 ppm).
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Figura 43 - Espectro de correlagdo *H x *H COSY (400 x 400 MHz, CDCls) de JmR-2310.
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Figura 44 - Espectro de correlagdo *H x *H NOESY (400 x 400 MHz, CDCl3) de JmR-2310.
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5.3 Determinacéo Estrutural de ImR-2306

O composto codificado como JmR-2306 (29,5 mg) foi isolado na forma de sélido
cristalino amarelado. O composto apresentou tempo de retengéo de 23,66 minutos (Figura 46)
e [0]p?® +3.295 (c 0.1, MeOH).

O composto JmR-2306 apresentou a formula molecular C20H2804, com um indice de
Deficiéncia de Hidrogénio igual a sete (7), semelhante aos dois compostos descritos acima. A
formula molecular em questdo foi determinada a partir do Espectro de Massas de Alta
Resolucdo (EMAR-ESI), que apresentou um pico m/z 333,2052, que corresponde a molécula
protonada [M + H*], sendo a massa calculada para C2oH2904 (m/z 333,2060 e erro de -2,4 ppm)
(Figura 47). A partir dessas informacdes, o composto JmR-2306 também é um composto
isdmero aos compostos JmMR-2308 e JMR-2310.

O espectro de absorcdo na regido do infravermelho (1V) (Figura 48) apresentou-se
semelhante ao espectro dos compostos anteriores, entretanto com intensidades distintas das
bandas. Foi possivel observar uma banda larga em 3460 cm, referente a deformacao axial da
ligacdo O-H, bandas de deformacao axial de ligacdo C-H em 2969, 2926 e 2863 cm™, além de
duas bandas fortes e intensas em 1723 e 1691 cm™, correspondentes a deformagéo axial da
ligacdo C=0 de uma carbonila, especialmente conjugada com uma ligacdo dupla. Além disso,
varias outras bandas foram observadas na regido de 1453 a 965 cm™, que possivelmente sdo
decorrentes de deformacdes angulares de ligagdes C-H, que compdem o esqueleto da molécula.
A banda de deformacgdo angular em 752 cm™ presente no espectro esta relacionada com a
presenca de um anel epoxido (oxirano) na molécula, assim como em JmR-2310 (Pavia et al.,
2015; Silverstein et al., 2019).

O espectro de RMN *C BB (100 MHz, CDCls) de JmR-2306 apresentou vinte (20)
sinais (Figura 49) correspondentes a vinte (20) carbonos. Destes carbonos, cinco (5) foram
atribuidos como carbonos metinicos, trés (3) como carbonos metilénicos e cinco (5) como
carbonos metilicos através da analise do espectro de RMN *3C DEPT-135° (Figura 50), o que
consequentemente levou a sete (7) carbonos ndo hidrogenados. Os deslocamentos quimicos dc
207,3 e 207,6 foram atribuidos aos carbonos C-3 e C-14, correspondentes aos carbonos de
carbonilas conjugadas. Deslocamentos correspodentes a carbonos olefinicos em ¢ 164,8 (C-4)
e 133,9 (C-15) também observados, representando a presenca de apenas uma ligacdo dupla na
estrutura. Semelhante a JmR-2310, deslocamentos referentes a presenca de um anel epdxido
entre os carbonos C-5 e C-6 foram observados em é¢ 55,7 e 60,8, respectivamente. Também foi
possivel observar o sinal 6c 75,3 (C-2), 0 que sugere a presenca de um carbono oxigenado,
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possivelmente com a presenca de uma hidroxila, no entanto este deslocamento aparece mais
blindado do que os carbonos oxigenados dos compostos JmMR-2308 (d¢c 88,4) e IMR-2310 (6¢
87,1), devido ao efeito indutivo positivo do grupamento metila presente no mesmo carbono.

A andlise do espectro de RMN H (400 MHz, CDCIls) (Figura 51) permitiu a
confirmacéo da classe dos diterpenos latiranicos para JmR-2306, especialmente pela presenca
do grupo ciclopropano gem-dimetil substituido, marcado pelos deslocamentos 61 0,11 (t, H-9)
e 0,55 (ddd, 1H-11). Os hidrogénios metilicos foram assinalados como quatro simpletos, oH
1,33 (3H-16), 1,22 (3H-17), 0,96 (3H-18), 0,85 (3H-19) e por um dupleto, o+ 1,07 (3H-20). O
hidrogénio H-5 do anel epoxido apresentou deslocamento 6n 3,72, ou seja, mais desblindado
do que aquele do anel epoxido de JmR-2310 (6n 2,90), o que pode ser atribuido ao efeito
retirador de densidade eletrénica da dupla ligacéo vizinha entre C-4 e C-15. A Tabela 3 traz os
demais hidrogénios da molécula, bem como suas multiplicidades e constantes de acoplamento
).

As correlacOes observadas nos espectros bidimensionais HSQC e HMBC (Figuras 55-

61) permitiram o assinalamento inequivoco de toda a molécula em questdo. No entanto, em
comparagdo com os dados da literatura, existia a possibilidade do composto JmR-2306 ser dois
compostos  epimeros entre  si, 0  2-hidroxiisojatrogrossidiona  ou 0  2-epi-

hidroxiisojatrogrossidiona, ja isoladas em algumas espécies de Jatropha, como Jatropha
grossidentata (Schmeda-Hirschmann, Tsichritzis e Jakupovic, 1992), Jatropha weddelliana
(Brum et al., 2001), Jatropha podagrica Hook (Aiyelaagbe et al., 2007), Jatropha curcas cv.
nigroviensrugosus CY Yang (Liu et al., 2015), Jatropha gossypifolia (Zhang et al., 2018),
Jatropha multifida L. (Zhang et al., 2018; Chokchaisiri et al., 2020) e Jatropha. curcas Linn.

(Yang et al., 2021). De modo a determinar qual compostos se tratava, foi necessario a

observacdo do espectro de NOESY para determinacao da estereoquimica relativa da molécula.

Com isso, a partir do espectro de NOESY (Figura 63) foi possivel observar correlacfes
entre os hidrogénios H-9 e H-11, ja sabidamente em orientacdo a (Mendes, Ramalhete e Duarte,
2023), com H-5, 3H-18 e 3H-20, o que determina que 0 H-5 e as Me-18 e Me-20 também
encontram-se em orientacdo a. Correlacdes entre 3H-17 e H-13 revelam que estes hidrogénios
encontram-se em face oposta aos hidrogénios anteriores, ou seja, estdo em orientacao . Os
dados espectrais de H-5 e da Me-17 permitem ainda a determinag&do da posi¢do trans para o
anel epoxido, assim como no composto JmR-2310. Além disso, foi possivel perceber
correlacdo entre a Me-20 e 0 H-1a, ou seja, este hidrogénio também encontra-se em posi¢éo a,
ao passo que o seu hidrogénio diastereotopico (H-1b) encontra-se em posigao .

N&o foi possivel observar correlagcbes do grupamento hidroxila (-OH) com outros
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hidrogénios da molécula no espectro de NOESY, o que torna a estereoquimica relativa do C-2
dependente da orientacdo da Me-16, que, embora haja uma sobreposicdo de sinais no espectro,
é possivel observar correlacdo entre esse grupo e o hidrogénio H-1a, estando assim em
orientagdo a, o que permite inferir que JmMR-2306 trata-se do composto 2-epi-
hidroxiisojatrogrossidiona (Figura 45), sendo este o primeiro relato na espécie Jatropha
mollissima. No entanto, faz-se necessario a realizacao de outros experimentos para confirmacao
da estereoquimica absoluta do composto, como o Dicroismo Circular Eletronico (DCE) e o
Raio-X, visto que a sutil mudanca na estereoquimica de apenas um carbono entre epimeros
pode resultar em diferentes atividades biolégicas (Mane, Dearden e Lee, 2024).

Figura 45 - Estrutura de JmR-2306 (2-epi-hidroxiisojatrogrossidiona).
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Tabela 3 - Dados espectrais de RMN de *H e *C (CDCls, 400 x 100 MHz) para JmR-2306.

JmR-2306 Schmeda-Hirschmann et al.,
1992
C
2 75,3 - H-1a, H-1b, - 75,4 -
3H-16
3 207,3 - - H-1b, 3H-16 217,3 -
4 164,8 - H-5 H-1a, H-1b 164,9 -
6 60,8 - H-5, H-7a, - 60,8 -
3H-17
10 18,0 - - - 18,1 -
14 207,6 - H-12a, 3H-20 207,6 -
15 133,9 - H-lae H-1b H-5 134,1 -
CH
1 43,1 a- 3,12 (dd, J=18) - 3H-16 431 a- 3,13
b- 2,55 (dd, J=18) b- 2,58
5 55,7 3,72 (dd, J=3,5; 2,0) H-1a, H-1b J4 H-7a, 3H-17 55,8 3,75 (dd)
9 28,2 0,11 (t, J= 9,0) H-8a H-7a H-12a, 283 0,12 (br dd)
3H-18, 3H-19
11 233 0,55 (ddd) H-12a H-8a,3H-18, 234 0,56 (ddd)
3H-19
13 43,6 3,15 (m) H-12a, 3H-20 - 436 3,17 (ddq)
CH:
7 40,3 a- 2,33 (ddd, J=13,8, 6,3, 1,4) H-8a 3H-17 40,3 a- 2,36 (ddd)
b- 1,32 (m) b- 1,32 (br ddd)
8 194  a-1,79 (ddd, J=14.8, 6,8, 1,8) H-7a - 19,5 a- 1,83 (ddd)
b- 1,00 (m) b- 1,00 (m)
12 26,4 a- 2,07 (ddd, J = 15,2, 10,8, 4,8) - H-9, 3H-20 26,5 a- 2,11 (ddd)
b- 1,12 (m) b- 1,14 (ddd)
CHs
16 26,0 1,33 (5) H-1a, H-1b - 26,2 1,36 (5)
17 18,4 1,22 (s) - - 18,5 1,26 (s)
18 28,7 0,96 (5) - H-9, H-11, 28,8 1,00 ()
3H-19
19 15,0 0,85 (s) - H-9, H-11, 15,0 0,88 (s)
3H-18
20 175 1,07 (d, J=7,1) H-13 H-12a 17,1 1,10 (d)
OH - 2,71 (sl) - - - 2,55 (br s)

* (multiplicidade, constante de acoplamento em Hz)
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Figura 47 - Espectro de Massas de Alta Resolucdo de JImR-2306.
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Figura 49 - Espectro de RMN *C-BB (100MHz, CDCl3) de JmR-2306.
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2306.

CDCls) de JmR

Figura 51 - Espectro de RMN H (400MHz
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Figura 53 - Expans&o do espectro de RMN *H (400MHz, CDCls) de JmR-2306 na regido de
1,5a3,0 ppm.
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Figura 54 - Expanséo do espectro de RMN *H (400MHz, CDCls) de JmR-2306 na regio de
3,0a 3,75 ppm.
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Figura 55 - Espectro de correlagio *H x 3C HSQC (400 e 100 MHz, CDCls) de JmR-2306.
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Figura 56 - Expansdo do espectro de correlagio H x 3C HSQC (400 e 100 MHz, CDCls) de
JmR-2306 na regido de (15 — 45 ppm) x (0 — 2,2 ppm).
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Figura 57 - Expanséo do espectro de correlagdo *H x 3C HSQC (400 e 100 MHz, CDCl3) de
JmR-2306 na regido de (30 — 60 ppm) X (2,2 — 4,5 ppm).
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Figura 58 - Espectro de correlagdo *H x *C HMBC (400 e 100 MHz, CDCls3) de JmR-2306.
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Figura 59 - Expansio do espectro de correlagdo *H x *C HMBC (400 e 100 MHz, CDCls) de
JmR-2306 na regido de (10 - 80 ppm) x (0,0 — 1,8 ppm).
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Figura 60 - Expansio do espectro de correlagdo *H x *3C HMBC (400 e 100 MHz, CDCls3) de
JmR-2306 na regido de (10 - 80 ppm) x (1,5 — 3,5 ppm).
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Figura 61 - Expansio do espectro de correlagio *H x *C HMBC (400 e 100 MHz, CDCls) de

JmR-2306 na regido de (130 - 210 ppm) x (1,0 — 4,0 ppm).
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Figura 62 - Espectro de correlagdo *H x *H COSY (400 x 400 MHz, CDCls) de JmR-2306.
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Figura 63 - Espectro de correlagdo *H x *H NOESY (400 x 400 MHz, CDCl3) de JmR-2306
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5.4 Determinacéo Estrutural de JmR-1803

O fracionamento da Fr18 resultou no isolamento de um composto na forma de um 6leo
amarelado codificado como JmR-1803 (7,7 mg). O composto apresentou tempo de retengdo de
22 minutos (Figura 65) e [0]p?° -110.286 (c 0.1, MeOH).

A férmula molecular C20H2804 foi atribuida ao JmR-1803 a partir da presenca do pico
m/z 355,1886 no Espectro de Massas de Alta Resolucdo (EMAR-ESI). Este pico correspondeu
ao aduto de sédio da molécula [M + Na'], com massa calculada para CzoH2sNaOas (m/z 355,
1880 e erro de -1,7 ppm). (Figura 66). Com relacdo ao espectro de absorcdo na regido do
infravermelho (1V) (Figura 67), foram observadas bandas comuns aos compostos anteriores,
tais como a banda em 3417 cm, correspodente a deformagao axial da ligagdo O-H, bandas em
2975, 2935 e 2866 cm™, correspondetes a deformagado axiais de ligagdes C-H, especialmente
metilas, e também duas bandas fortes e intensas em 1700 e 1645 cm™, indicativas da presenca
de ligagOes C=0 de carbonilas (Pavia et al., 2015; Silverstein et al., 2019). Assim, 0 composto

JmR-1803 também trata-se de um isdmero dos demais compostos descritos neste trabalho.

f1 (ppm)
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No espectro de RMN *3C BB (100 MHz, CDClIs) (Figura 68) foram observados vinte
(20) sinais, representando vinte (20) &tomos de carbono, em que atribuiu-se cinco (5) carbonos
metinicos, trés (3) carbonos metilénicos e cinco (5) carbonos metilicos, além de sete (7)
carbonos ndo hidrogenados. A presenga de duas carbonilas na molécula foi inferida a partir dos
deslocamentos 6c 194,3 e 211,2, sendo atribuidas aos carbonos de carbonilas conjugada (C-3)
e ndo conjugada (C-14), respectivamente. Os deslocamentos ¢ 149,1 (C-1), 148,8 (C-2), 133,1
(C-4) e 150,1 (C-5) foram observados no espectro, sendo classificados como carbonos
olefinicos e assinalados levando-se em consideragdo os sistemas de carbonila o,B-insaturada.
Além disso, os sinais oc 75,7 (C-6) e 83,4 (C-15) revelam dois carbonos oxigenados na
estrutura, devido a presenca de hidroxilas nessas posicoes.

Um envelope de sinais na regido de &1 0,3 a 2,0 foi observado no espectro de RMN *H
(400 MHz, CDCl3) (Figura 70), em que trés simpletos, o4 1,58 (3H-17), 0,95 (3H-18) e 0,68
(3H-19), e dois dupletos, o 1,91 (3H-16) e 0,99 (3H-20), foram assinalados como 0s sinais dos
hidrogénios metilicos da molécula. Os hidrogénios olefinicos foram atribuidos aos sinais dn
6,83 (d, J=1,6 Hz, H-1) e 6,24 (sl, H-5), e os sinais caracteristicos do anel ciclopropano presente
nos diterpenos latiranicos foram observados no multipleto 6n 0,82 (H-9) e no tripleto duplo 6n
0,30 (H-11). Os demais deslocamentos observados no espectro de RMN *H estéo contidos na
Tabela 4. As correlagBes diretas entre os carbonos e hidrogénios da molecula foram
confirmadas no espectro de HSQC e suas expansodes (Figuras 74 — 76).

No espectro de HMBC e suas expansdes (Figuras 77 — 81) foram observadas
correlagBes que confirmaram o esqueleto da molécula, tais como as correlagdes entre o d¢c 148,8
(C-2) com o 6,83 (H-1) e 1,91 (3H-16), ambas a duas ligagdes de distancia, e do 6c 133,1 (C-
4) com on 6,24 (H-5), a duas ligagdes, e com 6n 6,83 (H-1), a trés ligagOes de distancia, o que
confirma a posicao das ligacdes duplas na molécula. Além disso, correlacfes a trés ligacGes
entre o d¢c 194,3 (C-3) com 6+ 6,83 (H-1), 6,24 (H-5) e 1,91 (3H-16) e do 6¢c 211,2 (C-14) com
oH 2,83 (H-13), a duas ligagdes, e on 0,99 (3H-20), a trés ligacdes, corroboram com o0
assinalamento da posicao das duas carbonilas.

A partir da observacdo do espectro de NOESY (Figura 84), as correlagcdes entre 0s
deslocamentos 6n 0,30 (H-11) e 0,82 (H-9), em orientagdo a, com doH 6,24 (H-5) e 0,95 (3H-
18), revelam essa mesma orientagao relativa para esses protons. Correlagdes entre oH 2,83 (H-
13)/ 1,58 (3H-17)/ 0,68 (3H-19) marcam a orientagcdo em face oposta, ou seja, em orientacao f3.
Além disso, ndo foram observadas correlacdes entre 3H-17 (61 1,58) e H-5 (6w 6,24), 0 que
sugere a orientacdo Z (cis) para a A*®, nem com a hidroxila (-OH) do C-15, o que significa que
JmR-1803 é um composto epimero, marcado pela orientacdo o da hidroxila, ao contrario do
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diterpeno 4Z-jatrogrossidiona, isolado das raizes de Jatropha grossidentata, o qual apresenta
esta hidroxila em orientagdo B (Schmeda-Hirschmann, Tsichritzis e Jakupovic, 1992).

Com isso, a partir da comparacdo dos dados espectrais obtidos com a literatura
cientifica, pode-se identificar o composto JmR-1803 como 15-epi-4Z-jatrogrossidentadiona
(Figura 64), um diterpeno latiranico primeiramente isolado na espécie Jatropha grossidentata
(Schmeda-Hirschmann, Tsichritzis e Jakupovic, 1992), mas com relatos de isolamento em
outras espécies, como J. weddelliana (Brum et al., 2001), J. podagrica Hook (Aiyelaagbe et
al., 2007; Minh et al., 2019), Jatropha curcas cv. nigroviensrugosus CY Yang (Liu et al., 2015),
J. multifida L. (Zhang et al., 2018; Chokchaisiri et al., 2020) e J. curcas Linn. (Yang et al.,
2021). No entanto, o presente trabalho é o primeiro relato de isolamento desse composto na

espécie J. mollissima.

Figura 64 - Estrutura de JmR-1803 (15-epi-4Z-jatrogrossidentadiona).
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Tabela 4 - Dados espectrais de RMN de *H e *C (CDCls, 400 x 100 MHz) para JmR-1803.

JmR-1803 HSQC HMBC Schmeda-Hirschmann
etal., 1992
CARBONOS oc on* 2JcH 3JcH oc OH
C
2 148,8 - H-1, 3H-16 - 148,7 -
3 194,3 - - H-1,H-5,3H-16 1942 -
4 133,1 - H-5 H-1 133,1 -
6 75,7 - H-5, H-7, 3H- H-8 75,7 -
17
10 17,5 - 3H-18, 3H-19 - 17,4 -
14 211,2 - H-13 3H-20 2111 -
15 83,4 - H-1 H-5 83,3 -
CH
1 149,1 6,83 (d, J=1,6 Hz, 1H) - 3H-16 1499 6,87 (q)
5 150,1 6,24 (sl, 1H) - H-7, 3H-17 149,0 6,27 (brs)
9 24,1 0,82 (m, 1H) H-8, H-11 H-7,H-12, 3H- 24,0 0,85 (m)
18, 3H-19
11 21,03 0,30 (td, J=8,6, 4,2, 1H) H-12 H-13,3H-18,3H- 209 0,34 (ddd)
19
13 38,2 2,83 (m, 1H) H-12, 3H-20 H-11 38,1 2,86 (ddq)
CH;
7 418 a- 2,73 (ddd, J=14,6, 6,8, H-8 H-5, H-9, 3H-17 418  a-2,76 (ddd)
2,7, 1H) b- 1,87
b- 1,84 (m, 1H) (dddd)
8 19,1 a- 1,45 (m, 1H) H-7b - 19,0 a- 1,48 (m)
b- 0,87 (m, 1H) b- 0,90 (m)
12 28,0 a- 1,63 (m, 1H) H-13 3H-20 279  a-1,63 (ddd)
b- 1,17 (m, 1H) b- 1,20 (ddd)
CHs
16 11,0 1,91 (d,J=1,5,3H) - H-1 10,9 1,95 (d)
17 29,2 1,58 (s, 3H) - H-5, H-7 29,1 1,62 (s)
18 28,8 0,95 (s, 3H) - H-9, 3H-19 28,7 0,99 (s)
19 15,8 0,68 (s, 3H) - 3H-18 157 0,72 (s)
20 18,7 0,99 (d, J=6,7, 3H) H-13 H-12b 18,6 1,02 (d)

* (multiplicidade, constante de acoplamento em Hz)
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Figura 66 - Espectro de Massas de Alta Resolucdo de JImR-1803.
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Figura 68 - Espectro de RMN **C-BB (100MHz, CDCI3) de JmR-1803
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Figura 70 - Espectro de RMN H (400MHz, CDCls) de JmR-1803.
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Figura 72 - Expans&o do espectro de RMN *H (400MHz, CDCls) de JmR-1803 na regido de
2,52a 3,0 ppm.
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Figura 74 - Espectro de correlagio *H x 3C HSQC (400 e 100 MHz, CDCI®) de JmR-1803.
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Figura 75 - Expanséo do espectro de correlagdo *H x 3C HSQC (400 e 100 MHz, CDCls) de
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Figura 76 - Expansdo do espectro de correlagio *H x C HSQC (400 e 100 MHz, CDCls) de
JmR-1803 na regido de (135 — 166 ppm) x (6,0 — 7,25 ppm).
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Figura 77 - Espectro de correlacdo *H x *C HMBC (400 e 100 MHz, CDCls3) de JmR-1803.
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Figura 78 - Espectro de correlagdo *H x *C HMBC (400 e 100 MHz, CDCl3) de JmR-1803
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Figura 79 - Expanséo do espectro de correlagdo *H x 3C HMBC (400 e 100 MHz, CDCls) de
JmR-1803 na regido de (10 - 100 ppm) x (5,5 — 8,2 ppm).

oy

L ]
°
L] °
" -

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
8.2 81 80 79 78 77 76 75 74 73 72 71 7.0 69 68 67 66 65 64 63 62 61 6.0 59 58 57 56 55

f2 (ppm)

fL (ppm;)



105

Figura 80 - Expansio do espectro de correlagdo *H x *C HMBC (400 e 100 MHz, CDCls) de
JmR-1803 na regido de (130 - 210 ppm) x (0,0 — 3,0 ppm).
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Figura 81 - Expansdo do espectro de correlagdo *H x 3C HMBC (400 e 100 MHz, CDCls) de
JmR-1803 na regido de (120 - 210 ppm) x (5,5 — 8,2 ppm).
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Figura 82 - Espectro de correlagdo *H x *H COSY (400 x 400 MHz, CDCls) de JmR-1803.
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Figura 83 - Expanséo do espectro de correlacdo *H x 'H COSY (400 x 400 MHz, CDCls) de
JmR-1803 na regido de (0,0 — 4,0 ppm) x (0,0 - 3,3 ppm).
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Figura 84 - Espectro de correlagdo *H x *H NOESY (400 x 400 MHz, CDCl3) de JmR-1803.
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5.5 Determinacdo Estrutural de JmR-1805

O composto codificado como JmR-1805 (48,3mg) foi isolado como um sélido
cristalino amarelado, o qual teve tempo de retengdo de 28,5 minutos (Figura 87) e [a]p? -
241.624 (c 0.1, MeOH).

As bandas observadas no espectro de absorcao na regido do infravermelho (1V) (Figura
89) foram semelhantes aquelas observadas para JmR-1803, destacando-se a banda de
deformagcéo axial da ligagido O-H em 3406 cm™, as bandas de deformagao axial das ligagGes C-
H em 2972 e 2923 cm™ e bandas intensas de deformac&o axial de carbonilas (C=0) em 1703 e
1657 cm™ (Pavia et al., 2015; Silverstein et al., 2019). Além disso, 0 composto JmR-1805 teve
como férmula molecular CxoH2sO4 determinada a partir do Espectro de Massas de Alta
Resolucdo (EMAR-ESI), com pico m/z 355,1874, em que esta formula teve a massa calculada
para C2oH2sNaO4 (m/z 355,1880 e erro de -1,6 ppm) (Figura 88). Com isso, JmR-1805 é outro
composto isbmeros dos outros diterpenos anteriormente ja descritos.

Observou-se vinte (20) sinais no espectro de RMN 3C BB (125 MHz, CDCls) (Figura
90), os quais representam vinte (20) a&tomos de carbonos, sendo que cinco (5) sdo carbonos
metinicos, trés (3) sdo carbonos metilénicos, cinco (5) carbonos metilicos e sete (7) carbonos
nédo hidrogenados. Os sinais observados no espectro foram bastante semelhantes ao espectro de
JmR-1803, em que as carbonilas em C-3 e C-14 absorveram em oc 195,8 e 210,9,
respectivamente. Os deslocamentos 6c 76,1 (C-6) e 84,3 (C-15), ambos carbonos oxigenados,
também sugeriram a presenca de hidroxilas nessas posi¢oes. Além disso, 0s quatro (4) carbonos
olefinicos estavam presentes com os seguintes deslocamentos: 151,6 (C-1), 146,7 (C-2), 137,1
(C-4) e 144,0 (C-5).

Os deslocamentos caracteristicos no espectro de RMN H (500 MHz, CDCls) (Figura
92) também foram observados. Os deslocamentos das cinco metilas presentes na molécula
foram trés simpletos em on 1,28 (3H-17), 0,94 (3H-18) e 0,61 (3H-18) e dois dupletos em oH
1,94 (J = 1,6 Hz, 3H-16) e 1,05 (J= 6,9 Hz, 3H-20). Os hidrogénios olefinicos H-1 e H-5
apresentaram absor¢do em o 6,82 e 6,58, respectivamente, ambos como simpletos. Néo
somento isso, mas 0 espectro ainda apresentou um dupleto duplo em &4 0,38 (dd, J = 10.3, 8.1
Hz, H-9) e um dupleto em 61 0,58 (d, J = 8.0 Hz, H-11), os quais acoplam entre si, uma vez
que compdem o anel ciclopropano, caracteristicos da classe dos diterpenos latiranicos. Dois
simpletos observados no espectro (6+ 3,31 e 5,27) foram ainda atribuidos as hidroxilas presentes
na molécula. Os outros sinais observados e atribuidos aos hidrogénios do composto estdo
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listados na Tabela 5.

O assinalamento dos carbonos e hidrogénios da molécula foram confirmados atraves
dos espectros bidimensionais HSQC e HMBC e suas expansfes, 0s quais podem ser
visualizados nas Figuras 96 — 103. A partir da analise das correlagdes no espectro HMBC entre
O 3,31 (-OH) e 6¢ 29,2 (C-17)/ 41,6 (C-7)/ 76,1 (C-6), foi possivel atribuir esse sinal a hidroxila
presente em C-6, enquanto que as correlagdes entre oy 5,27 (-OH) e 84,3 (C-15)/ 134,1 (C-4)/
151,6 (C-1) permitiram atribuir esse sinal para a hidroxila presente em C-15. As demais
correlagdes do HMBC foram bastante semelhantes entre JmR-1803 e JmMR-1805.

A diferenciacgéo entre os compostos JmR-1803 e JmR-1805 foi determinada a partir
da analise das correlacBes presentes no espectro de NOESY (Figura 104), principalmente
baseado na posicdo do H-5. Assim, a correlacdo observada entre H-5 (3 6,58) € 3H-17 (on
1,28) sugere a orientagao E (trans) para a A*°, diferenciando assim de JmR-1803, o qual possui
a mesma ligacdo dupla em orientacéo Z (cis). As correlag6es das hidroxilas OH-6 (61 3,31 ) e
OH-15 (8n 5,27) com H-9 (61 0,38) e H-11 (dn 0,58), sabidamente a-orientados, permitem
propor que JMR-1805 trata-se do composto epimero, ou seja, aquele que possui a hidroxila em
C-15 o-orientada. As outras estereoquimicas relativas foram analisadas pelo NOESY e
permaceneram semelhantes a JmMR-1803.

Portanto, em comparacdo com a literatura, o composto JmR-1805 trata-se do diterpeno
15-epi-4E-jatrogrossidentadiona (Figura 86), previamente isolado das espécies J. grossidentata
(Schmeda-Hirschmann, Tsichritzis e Jakupovic, 1992), J. weddelliana (Brum et al., 2001), J.
gaumeri (Can-Aké et al. 2004), J. multifida L. (Das et al., 2009; Zhang et al., 2018), J. curcas
Linn. (Zhang et al., 2012) e J. curcas cv. nigroviensrugosus CY Yang (Liu et al., 2015). Porém,

este também é o primeiro relato de isolamento deste composto na espécie J. mollissima.

Figura 86 - Estrutura de JmR-1805 (15-epi-4E-jatrogrossidentadiona).
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Figura 87 - Cromatograma da Fr18 contendo JmR-1805 com tempo de retengédo em 28,5

minutos.
mal)
fl
f
] LI
8
s00] D
| nd
| E
-
I
|
| |
1004 I|
.’ﬂ". |I II
|II \
T _.-"\‘——j(\"_\———"_"lll \ —-'—\/\J “\__ — ]
a EI 1ID 1IE EID 2|E EI.(] SIE 40
min
Figura 88 - Espectro de Massas de Alta Resolucdo de JmR-1805.
Intens. +MS, 0.3-0.4min #19-22
x1097
1 3554874
1.0 ('
| [
0.8 ’
0.6 ‘}I
0.4 '!
1 ‘ 356.1914
0.2 | | A
. S .. . .
353 354 355 356 357 358 m/z



111

Tabela 5 - Dados espectrais de RMN de *H e *C (CDCls, 500 x 125 MHz) para JmR-1805.

JmR-1805 Schmeda-Hirschmannet al.,
1992
CARBONOS dc O 2JcH 3JcH he OH
C
2 146,7 - H-1, 3H-16 - 146,6 -
3 195,8 - - H-1, H-5, 3H-16 195,7 -
4 137,1 - H-5 H-1, -OH15 137,0 -
6 76,1 - H-5,H-7, 3H-17, H-8 76,0 -
OH6
10 18,0 - H-9, 3H-18, 3H- - 17,9 -
19
14 210,9 - H-13 H-1, H-12, 3H- 210,9 -
20, OH15
15 84,3 - H-1, -OH15 H-5 84,2 -
CH
1 151,6 6,82 (s) - 3H-16, -OH15 151,5 6,86 (br q)
5 144,0 6,58 (s) - H-7, 3H-17 144,0 6,63 (d)
9 27,0 0,38 (dd, J=10,3, H-8, H-11 H-7, 2H-12, 3H- 26,9 0,43 (br dd)
8,1 Hz, 1H) 18
11 19,5 0,58 (d, J=8,0 Hz, 2H-12 3H-18 194 0,64 (br dd)
1H)
13 38,3 2,84 (m) 2H-12, 3H-20 H-11 38,2 2,89 (ddq)
CH>
7 41,6 a- 1,90 (m) H-8 H-9, 3H-17 415 a- 1,98 (m)
b- 1,65 (m) b-1,71 (m)
8 19,6 a- 1,65 (m) H-7 H-11 19,5 a- 1,68 (m)
b- 0,82 (m) b- 0,87 (m)
12 29,6 a- 1,45 (ddd, J = H-13 3H-20 29,6 a- 1,49 (br ddd)
14,0, 8,1, 5,3 Hz, b- 1,36 (ddd)
1H)
b-1,32 (dd, J =
15,0, 3,0 Hz, 1H)
CHs
16 10,9 1,94 (d, J=1,6 Hz, - H-1 10,9 1,98 (d)
3H)
17 29,2 1,28 s -OH6 2H-7 29,0 1,33 (s)
18 28,4 0,94 s - H-9, H-11 28,3 0,99 (s)
19 15,0 0,615 - H-9, H-11, 3H-18 14,9 0,67 (s)
20 17,0 1,05 (d, J = 6,9 Hz, H-13 2H-12 16,9 1,11 (d)
3H)
-OH6 - 3,31 (sl) - - - 3,29 (br )
-OH15 - 5,27 (sl) - - - 5,30 (br s)

* (multiplicidade, constante de acoplamento em Hz)



112

Figura 89 - Espectro de Absorcdo na Regido do Infravermelho de JImR-1805.

——-8€'GSL

-—€9'188
—~-8¥'016

——¥'6L6
-—-86'¢E0L
——6L7L01
-~-8L'SOLL
™-8ELELL
-—-6¢'6¢ct
——-6l712€eL
-——v9'8LEL

---61"9G¥1

-—6€'1€9L

~-v2'LS9L

—~-61'€0LL

—--98'€¢6¢
—-69'¢L6C

-—-8€'90V¢

1800

2400

400
cm-1

600

2000

PTE6'0T
Z600'ST |
2450°41+
mmoo,m;w
bETS 6T
1299°61
PEQD 22
FTSb '82-F
P02 ,@lﬂ
546962
ozrege”
zbs9 Th

0EST ,wm/
690694
1951 ,hmw
PSTRLLY
m.—mm,vm\.

pzzt 2617
0080 bbT~
8504 96T~
ZE99'TSTA,

Figura 90 - Espectro de RMN *C-BB (125MHz, CDCl3) de JmR-1805.

£058'56T —

£8960T—

13

} 10 it 1%

=
=

20

40

70 50

T T r T T T T T T r T T
200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 00
f1 (ppm)

T
210

T
20



113

Figura 91 - Espectro de RMN *3C DEPT-135° (125 MHz, CDCls3) de JmR-1805.
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Figura 93 - Expansio do espectro de RMN *H (500 MHz, CDCl3) de JmR-1805 na regido de

0,0a2,2 ppm.

Ommm_o
:mm.o.m
958807
210b°0

T495°0
TESS O
mﬁm.nﬂ
PbeL O
b59L'01
698L°0
£88L°0
SPEL'D
£978°0
19£8°0~
sapa 0]
87980
0Zk6'0—

€960 T~
00901~
BKEZ T
28627
THOETH
£82€°T+
ZHEE'T
T0Zb'TH
2057
bOER'T
28bb'T
909k T~5
mmmv.&m
69T
983657
mmof%
081917
mmmm.i
£1$9°7-
#8597
1589'T
05£9°T
€/89'T
25697
24881
£638'T
0Z06'T
SET6'T
BSE6'T
06£6°T

0.1 0.0

0.2

0.4 0.3

0.5

0.6

0.7

0.8

0.9

1.0

11

1 (ppm

1.2

14 1.3

1.5

6

1.7

1.8

2.1 2.0 1.9

2.2

)

Figura 94 - Expans&o do espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) de JmR-1805 na regi&o de

2,0a6,0 ppm.
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Figura 95 - Expans&o do espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) de JmR-1805 na regi&o de

6,0 a 8,0 ppm.
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Figura 96 - Espectro de correlagio *H x 1*C HSQC (500 e 125 MHz, CDCl3) de JmR-1805.
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Figura 97 - Expansio do espectro de correlagdo *H x C HSQC (500 e 125 MHz, CDCls) de

JmR-1805 na regido de (0 — 70 ppm) x (0,0 — 3,0 ppm).

PR WOV NIV T

L |

I

||
0

@ O

116

20

25

30

35

L B B B e e B e L B e L B S S e s By s s
3.0 29 28 27 26 25 24 23 22 21 20 1.9 1.8 1.7 16 1.5 14 1.3 12 11 1.0 0.9 0.8 07 0.6 05 0.4 03 0.2
f2 (ppm)

f1 (ppm)

Figura 98 - Expansdo do espectro de correlagdo *H x 3C HSQC (500 e 125 MHz, CDCls) de

JmR-1805 na regido de (130 — 170 ppm) x (5,5 — 8,3 ppm).
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Figura 99 - Espectro de correlagdo *H x 3C HMBC (500 e 125 MHz, CDCl3) de JmR-1805.

IR
n
&

4 noﬁ-‘l-.-..
[ ° --"* -
— = @ ]
— L "; }

117

~| . 8 *
— - . e off
T T T T r T T T T T T T T T T
7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5
f2 (ppm)

f1 (ppm)

Figura 100 - Expanséo do espectro de correlacdo *H x 3C HMBC (500 e 125 MHz, CDCls) de

JmR-1805 na regido de (10 - 90 ppm) x (0,0 — 3,5 ppm).
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Figura 101 - Expanséo do espectro de correlagdo *H x **C HMBC (500 e 125 MHz, CDCls)

de JmR-1805 na regido de (135 - 215 ppm) x (0,0 — 3,0 ppm).
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Figura 102 - Expansdo do espectro de correlagio *H x 3C HMBC (500 e 125 MHz, CDCls)

de JmR-1805 na regido de (10 - 90 ppm) x (5,0 — 8,2 ppm).
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Figura 103 - Expansio do espectro de correlagdo *H x C HMBC (500 e 125 MHz, CDCls) de
JmR-1805 na regido de (135 - 210 ppm) x (5,0 — 7,6 ppm).
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Figura 104 - Espectro de correlagdo *H x *H NOESY (500 x 500 MHz, CDCl3) de JmR-1805
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Figura 105 - Expanséo do espectro de correlagdo 'H x *H NOESY (500 x 500 MHz, CDCls)

de JmR-1805 na regido de (0,0 — 7,0 ppm) x (0,0 — 3,5 ppm).
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Figura 106 - Expanséo do espectro de correlagdo *H x *H NOESY (500 x 500 MHz, CDCls)

de JmR-1805 na regido de (0,0 — 7,0 ppm) x (4,5 — 8,0 ppm).
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5.6 Determinacéo Estrutural de JImR-1802

A Fr18 forneceu ainda um composto na forma de um o6leo incolor (1,2 mg), com um
tempo de reten¢do de 15,5 minutos (Figura 108) e [a]o?® -8.638 (c 0.1, MeOH), o qual foi
codificado como JmR-1802.

No espectro de absorcdo na regido do infravermelho (IV) (Figura 109), duas bandas
intensas em 2926 e 2857 cm™ foram observadas, as quais representam deformagcdes axiais de
ligagces C-H, bem como banda de deformagéo axial da ligagdo C=0 em 1711 cm™, indicando
a presenca de grupo carbonila na molécula. Além disso, também foram observadas a presenca
de fortes bandas de deformac6es angulares de ligacbes C-H com absor¢des em 1456 e 1375 cm”
! (Pavia et al., 2015; Silverstein et al., 2019).

O espectro de RMN 13C BB (125 MHz, CDClIs) (Figura 110) apresentou doze (12) sinais,
que correspondem a doze (12) carbonos. A partir do espectro de RMN *3C DEPT 135° (Figura
111) e HSQC (Figuras 114 — 115), atribuiu-se dois (2) carbonos metinicos, trés (3) carbonos
metilénicos, quatro (4) carbonos metilicos e trés (3) carbonos nao hidrogenados. Sinais em dc
209,0 e 209,1 presentes no espectro foram indicativos da presenca de dois grupos carbonila na
molécula, os quais foram atribuidos ao C-2 e C-9, respectivamente, a partir das correlacdes
observadas no espectro bidimensional HMBC. Com isso, éc 209,0 (C-2) apresentou correlacfes
com én 2,13 (s, 3H-1) e 61 2,33 (dd, J=7,1; 1,5 Hz, 2H-3), a duas ligacGes de distancia, e com
0,79 (m, 2H-4), a trés ligagdes de distancia, bem como correlacées entre dc 209,1 (C-9) com oH
2,42 (m, 2H-8) e 2,11 (s, 3H-10), a duas ligagdes, e com on 1,44 (qd, J = 7,7; 1.8 Hz, 2H-7), a
trés ligacdes, confirmaram as posicdes desses grupos.

Deslocamentos em oc 17,2 (C-5), 21,4 (C-4) e 25,6 (C-6), juntamente com 0s
deslocamentos presentes no espectro de RMN H (500 MHz, CDCls) (Figura 112) em 8 0,79
(m, H-4) e 0,51 (dt, J = 8,9; 7,3 Hz, H-6), indicaram a presenca de um anel ciclopropano gem-
dimetil substituido na molécula, caracteristico dos diterpenos latiranicos (Mendes, Ramalhete
e Duarte, 2023), como 0s compostos anteriores ja descritos, sugerindo assim que 0 composto
JmR-1802 é um derivado ciclopropano desses mesmos esqueletos (Schmeda-Hirschmann,
Tsichritzis e Jakupovic, 1992). As correlagdes no HMBC (Figuras 116 — 119) de oc 21,4 com
dn 2,33 (H-3)/ 1,44 (H-7)/ 0,87 (H-11)/ 1,03 (H-12) e do &c 25,6 com &n 1,44 (H-7)/ 2,42 (H-
8)/ 0,87 (H-11)/ 1,03 (H-12) confirmaram a posicdo do anel ciclopropano em C-4 e C-6. Além
disso, correlagfes observados no espectro de COSY entre H-3/H-4/H-6/H-7/H-8 confirmam a
cadeia aberta da molécula (Figuras 120 - 121).

A comparacdo dos dados de RMN H e *C do composto JmR-1802 com aqueles
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apresentados por Chokchaisiri et al. (2020) mostraram-se compativeis, de forma que o
composto foi identificado como multifidiona (Figura 107), um derivado de cadeia aberta de
diterpenos latiranicos, anteriormente isolado das raizes de Jatropha multifida L. (Chokchaisiri
et al., 2020). Entretanto, ndo ha relatos de isolamento de multifidiona em outras espécies, o que

torna este trabalho o primeiro relato na espécie Jatropha mollissima.

Figura 107 - Estrutura de JmR-1802 (multifidiona).

Figura 108 - Cromatograma contendo JmR-1802 com tempo de retengdo em 15,5 minutos
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Tabela 6 - Dados espectrais de RMN de 'H e **C (CDCls, 500 x 125 MHz) para JnR-1802.

JmR-1802 Chokchaisiri et al.
(2020)**
CARBONOS oc on* 2JcH 3JcH oc OH
C
2 209,0 - H-1, H-3 H-4 208,2 -
5 17,2 - 3H-11,3-12 - 175 -
9 209,1 - H-8, H-10 H-7 208,1 -
CH
4 214 0,79 (m, 1H) H-3 H-7,3H-11, 22,2 0,76 (td)
3H-12
6 256 051 (dt, J=8,9, 7,3 Hz, 1H) H-7 H-8,3H-11, 26,3 0,50 (td)
3H-12
CH,
3 39,3  233(dd, J=7,1,15Hz 2H) - H-1 392  2,39(d)
7 190 144 (qd, J=7,7, 1,8 Hz, 2H) H-8 - 19,6 1,45 (ddd)
8 439 2,42 (m, 2H) H-7 3H-10 439 2,44 (brt)
CH;s
1 29,8 2,13 (s, 3H) - - 294 2,10 (s)
10 30,1 2.11 (s, 3H) - - 298 2,07 (5)
11 14,9 0,87 (s, 3H) - H-12 15,0 0,89 (s)
12 28,9 1,03 (s, 3H) - H-6, H-11 292 1,03 (s)

* (multiplicidade, constante de acoplamento em Hz)
** dados obtidos em acetona-d6
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Figura 109 - Espectro de Absorcéo na Regido do Infravermelho de JmR-1802.
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Figura 110 - Espectro de RMN *°C-BB (125MHz, CDCl3) de JmR-1802.
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Figura 111 - Expanséo do espectro de RMN 3C DEPT-135° (125 MHz, CDCl3) de JmR-1802

na regiao de 0 a 60 ppm.
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Figura 112 - Espectro de RMN H (125 MHz, CDCl3) de JmR-1802.
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Figura 113 - Expanséo do espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) de JmR-1802 na regido de

0,0a2,5 ppm.
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Figura 114 - Espectro de correlagio *H x 3C HSQC (500 e 125 MHz, CDCls3) de JmR-1802.
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Figura 115 - Expanséo do espectro de correlagdo *H x *3C HSQC (500 e 125 MHz, CDCls) de
JmR-1802 na regido de (0 — 75 ppm) x (0,0 — 2,5 ppm).
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Figura 116- Espectro de correlagdo *H x *C HMBC (500 e 125 MHz, CDCl3) de JmR-1802.
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Figura 117 - Expansio do espectro de correlagdo *H x C HMBC (500 e 125 MHz, CDCls) de
JmR-1802 na regido de (0 - 75 ppm) x (0,0 — 1,50 ppm).
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Figura 118 - Expanséo do espectro de correlacdo *H x 3C HMBC (500 e 125 MHz, CDCls) de
JmR-1802 na regido de (0 - 75 ppm) x (1,70 — 2,75 ppm).
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Figura 119 - Expansio do espectro de correlagdo *H x *C HMBC (500 e 125 MHz, CDCls) de

JmR-1802 na regido de (185 - 225 ppm) x (1,80 — 2,70 ppm).

M JUL

T T T T T T T T T T T
2.65 2.60 255 250 245 240 235 230 225 220 215
f2 (ppm)

Figura 120 - Espectro de correlagdo *H x *H COSY (500 x 500 MHz, CDCls) de JmR-1802.
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Figura 121 - Expansdo do espectro de correlacdo *H x *H COSY (500 x 500 MHz, CDCls) de
JmR-1802 na regido de (0,0 — 4,0 ppm) x (0,0 - 3,3 ppm).

N

0.0

0.2

8 1 TU‘G
. " f0.8
r1.0

ri.2

) WS

o 2 [
W ‘ U

s ? 'd ° N |

; 0 . [
1.6

08 i .
‘
.

f1 (ppm)

26 25 24 23 22 21 20 19 18 17 16 1.'?2 (p;l;) 13 12 11 10 09 08 07 06 05 04 03
5.7 Ensaio de Citotoxicidade em linhagens de células tumorais e ndo tumorais.

Através do ensaio de MTT, observou-se que a Fr23, dentre as amostras testadas,
apresentou maior citotoxicidade para ambas as linhagens celulares, com Clso de 18,34 £ 0,91
pg/mL para a linhagem celular de cancer colorretal (HCT-116) e 10,47 + 0,42 pug/mL para a
linhagem celular de melanoma (SK-MEL-28), com maior efeito nesta ultima linhagem (Tabela
7 e Figuras 126 e 127). O dEHIJM-R e a Fr18 demonstraram efeitos semelhantes em cada
linhagem celular tumoral, em que suas Clso estdo apresentadas na Tabela 7. Estudo realizado
por Aiyelaagbe et al. (2011) com os extratos hexanico, acetato-etilico e metandlico das raizes
de Jatropha curcas apresentou forte atividade citotdxica para as linhagens tumorais L5178y
(células de linfoma de ratos), PC12 (células de feocromocitoma da medula adrenal de ratos) e
HelLa (células de carcinoma do colo do Utero humano) com concentra¢des abaixo de 5 pug/mL.
O extrato hexanico destacou-se dentre os extratos testados com notavel inibi¢do da linhagem
L5178y (0,82 £ 0,1 pug/mL) e HeLa (1,7 £ 0,1 pg/mL) (Aiyelaagbe et al., 2011), o que
demonstra uma alta atividade citotoxica. O mesmo estudo ainda investigou o efeito citotoxico

na linhagem L5178y de compostos isolados, em que o 2-hidroxiisojatrogrossidiona apresentou
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um ECso de 0,20 pg/mL e o 15-epi-4E-jatrogrossidentadiona, presente na Fr18 de J. mollissima,
teve um ECso de 0,85 pg/mL (Aiyelaagbe et al., 2011).

Tabela 1 - Citotoxicidade do dEHJM-R, da Fr18 e da Fr23 em linhagens tumorais e ndo
tumoral humana apds 72 horas de tratamento.

Linhagem celular? Amostras Cl," (Hg/mL) £ E.P.M. [ndice de Seletividade

(15)°

dEHIM-R 33,71 + 3,82 0,646

HCT 116 Fri8 33,90 £1,52 0,707

Fr23 18,34 + 0,91 0,655

dEHIM-R 21,47 + 2,52 1,014

SK-MEL-28 Fri8 20,73 £ 3,26 1,155

Fr23 10,47 £ 0,42 0,902
dEHIM-R 21,78 + 0,88

HaCaT Fr18 23,95+0,71 -

Fr23 12,02 + 0,60

8HCT-116: linhagem celular de carcinoma de colon humano; SK-MEL-28: linhagem celular de melanoma
humano; HaCaT: linhagem celular de queratindcitos humanos imortalizados. °Concentrago Inibitéria Média; °IS:
indice de Seletividade. Os resultados estio expressos como média + erro padrdo da média (E.P.M) obtidos por
meio de regressdo ndo linear utilizando a Equacédo de Hill, a partir de dados de trés experimentos independentes
realizados em triplicatas.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Outros estudos também investigaram a atividade citotdxica para 0s compostos isolados
jatrogrossidiona, 15-epi-4E-jatrogrossidentadiona, 15-epi-4Z-jatrogrossidentadiona e 2-
hidroxiisojatrogrossidiona em outras linhagens tumorais, como HL-60 (leucemia mieloide
humana), SMMC-7721 (carcinoma hepatocelular), A-549 (cancer de pulméo), MCF-7 (cancer
de mama) e SW48 (cancer de cdlon) pelo método MTS (Liu et al., 2015) e A-549, Hela,
MDAMB231 (cancer de mama humano epitelial), HEPG2 (carcinoma hepatocelular humano)
e HEPG2-DOX (linhagem resistente a doxorrubicina) pelo método MTT (Zhang et al., 2018).
O composto 2-hidroxiisojatrogrossidiona apresentou potente inibicdo na maioria das linhagens
tumorais testadas e o0s compostos 15-epi-4Z-jatrogrossidentadiona e jatrogrossidiona
demonstraram atividade citotoxica moderada nessas linhagens. O composto 15-epi-4E-
jatrogrossidentadiona apresentou baixa ou nenhuma atividade citotdxica para as linhagens
testadas nos dois estudos, bem como para as linhagens HEPG2 e LOVO (cancer de célon) em
estudo realizado por Zhang et al. (2012), o que pode relevar que a geometria trans (E) da dupla
ligagido A*® interfere, de algum modo, no efeito citotoxico desse diterpeno.

Levando-se em consideragéo as diferentes linhagens tumorais testadas, bem como as
divergéncias metodoldgicas, uma vez que os estudos utilizaram menores concentracdes de

células, tais como 1x10° células/mL no estudo de Liu et al. (2015), é possivel afirmar que o
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dEHIJM-R, a Fr23 e a Frl8 apresentaram atividade citotoxica moderada in vitro frente as
linhagens tumorais HCT-116 e SK-MEL-28, sendo o melhor efeito observado para a Fr23, o
que torna essa fracdo e os seus compostos isolados fortes candidatos a estudos futuros.

Figura 122 - Viabilidade celular da linhagem de cancer colorretal (HCT-116) ap6s 72 horas de
tratamento com diferentes concentragc6es (1g/mL) do dEHIM-R (A), da Fr18 (B) e da Fr23 (C).
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Dados obtidos a partir de trés experimentos independentes realizados em triplicatas e apresentados
em média do percentual de viabilidade celular £ E.P.M. (erro padrao da média), comparados por andlise
de variancia (ANOVA) seguido do teste Tukey. *p<0,05 quando comparado os grupos de tratamento
com o controle.

Figura 123 - Viabilidade celular da linhagem de melanoma humano (SK-MEL-28) ap6s 72
horas de tratamento com diferentes concentrac¢des (1g/mL) do dEHIM-R (A), da Fr18 (B) e da
Fr23 (C).
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Figura 124 - Viabilidade celular da linhagem de queratindcitos humanos sadios (HaCaT) apds
72 horas de tratamento com diferentes concentracdes (ng/mL) do dEHIM-R (A), da Fr18 (B) e
da Fr23 (C).
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Dados obtidos a partir de trés experimentos independentes realizados em triplicatas e apresentados
em média do percentual de viabilidade celular + E.P.M. (erro padrdo da média), comparados por analise
de variancia (ANOVA) seguido do teste Tukey. *p<0,05 quando comparado os grupos de tratamento
com o controle.

Embora tenham apresentado atividade citotoxica moderada para as linhagens tumorais,
0 dEHIM-R, a Fr23 e a Frl8 também apresentaram uma consideravel citotoxicidade para a
linhagem celular ndo tumoral de queratindcitos (HaCaT), como pode ser verificado na Tabela
7 e Figura 128, sendo o maior efeito também observado para a Fr23 (Clsp 12,02 + 0,60 pug/mL),
0 que pode representar mecanismos de citotoxicidade ndo especificos para células tumorais.
Por esse motivo, calculou-se o Indice de Seletividade (IS), que é um parametro utilizado para
avaliar se existe diferenca na citotoxicidade de um composto para as células ndo tumorais e
tumorais em ensaios in vitro, revelando o quanto mais citotoxico um composto é para as células
tumorais em comparacdo com as ndo tumorais (Indrayanto, Putra e Suhud, 2021; Oliveira,
2023). Normalmente, considera-se um resultado significativo quando um composto antitumoral
mostra-se, pelo menos, duas ou trés vezes mais seletivo para as células tumorais em comparagao
com as células ndo tumorais (Bézivin et al., 2003; Oliveira et al., 2015).

Com isso, a partir do célculo do IS, o dEHIM-R e a Fr18 apresentaram um IS >1 para a

linhagem SK-MEL-28, sendo indicativo de uma leve seletividade dessas amostras para essa
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linhagem tumoral. Em contrapartida, na linhagem HCT-116, as trés amostras apresentaram
baixos indices de seletividade, sugerindo que ndo ha predilecdo para essa linhagem tumoral
especifica. O resultado obtido ndo invalida o efeito citotoxico in vitro das amostras testadas,
bem como ndo deve ser um obstaculo para a continuidade dos estudos em outras linhagens
celulares tumorais, visto que ja € bastante debatido os efeitos tdxicos de agentes
quimioterapicos em células ndo tumorais, tais como a droga padrdo doxorrubicina, que
apresentou IS = 0,01 para a linhagem HCT-116 em estudo realizado por Nunes (2022) e IS =
0,11 para essa mesma linhagem em estudo realizado por Ferreira (2023). Os efeitos tdxicos de
um farmaco antitumoral sdo variaveis de acordo com o proprio agente, a dose, a via de
administracdo e, até mesmo, a predisposicdo do paciente (Fernando e Jones, 2015; Smith e
Prewett, 2017). Desse modo, a citotoxicidade de novas e potenciais drogas antitumorais em
células saudaveis ndo deve limitar as investigacdes futuras de caracterizacdo de seus efeitos
sobre o cancer (Ferreira, 2023).

Além disso, a maioria dos estudos de investigacdo de atividade farmacoldgica de
diterpenos isolados de Jatropha sp. tem como foco os ensaios in vitro, especialmente aqueles
de avaliacdo da citotoxicidade em celulas cancerigenas, no entanto hd uma lacuna dessa
investigacdo em linhagens de células saudaveis (Souza et al., 2024), como no presente estudo,

sendo essa uma informacdo crucial no desenvolvimento de novos fitomedicamentos.
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6.Conclusdo
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6. CONCLUSAO

O estudo fitoquimico da espécie Jatropha mollissima (Pohl.) Baill., pertencente a
familia Euphorbiaceae, possibilitou o isolamento de seis compostos da classe dos diterpenos
com esqueleto quimico de latirano, sendo eles: 6Z-jatromollissimadiona (inédita na literatura),
jatrogrossidiona, 2-epi-hidroxiisojatrogrossidiona, 15-epi-4E-jatrogrossidentadiona, 15-epi-
4Z-jatrogrossidentadiona e multifidiona. Embora cinco compostos ja tenham sido isolados em
outras espécies do género Jatropha, o presente estudo mostra-se como o primeiro relato de
isolamento dessas substancias na espécie J. mollissima, o que confirma os relatos existentes na
literatura e contribui com o conhecimento quimico e taxonémico da familia, do género e da
espécie botanica.

O estudo de avaliacdo de citotoxicidade frente a linhagens celulares dos canceres
humanos colorretal (HCT-116) e melanoma (SK-MEL-28), através do ensaio de MTT,
demonstrou atividade citotoxica significativa da Fragdo 23 (Fr23) para as duas linhagens, com
maior efeito na linhagem de melanoma (10,47 = 0,42 pg/mL). O Extrato Hexanico
Desengordurado das Raizes de J. mollissima (dEHIJM-R) e a Fracdo 18 (Frl18) apresentaram
atividade citotdxica moderada em ambas as linhagens. As amostras testadas apresentaram ainda
inibigdo significativa da linhagem celular de queratindcitos e baixos indices de seletividade, o
que pode representar mecanismos citotoxicos nao seletivos, 0 que aponta para a necessidade de
estudos de modificagOes estuturais que possam aumentar a seletividade desses compostos para
as linhagens tumorais. No entanto, este dado torna-se importante perante a caréncia de avaliacao
de citotoxicidade de produtos naturais em linhagens ndo tumorais, etapa crucial no
desenvolvimento de novos farmacos, ndo sendo um obstaculo para estudos futuros.

Os resultados obtidos neste estudo indicam que a metodologia utilizada foi eficiente
no isolamento dos diterpenos latiranicos de J. mollissima e que esta espécie apresenta uma
potencial atividade anticancerigena in vitro para os canceres colorretal e melanoma, o que
instiga a continuidade dos estudos com os compostos isolados dessa espécie, bem como com
novas metodologias. Portanto, a partir do presente trabalho foi possivel ampliar o conhecimento

quimico e farmacolégico da espécie Jatropha mollissima (Pohl.) Baill.
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