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RESUMO

Conhecida como “sangra d’agua” em decorréncia do seu latex vermelho vivo, Croton
urucurana Baill. pertence ao segundo maior género da familia Euphorbiaceae. O chéa
de suas cascas é utilizado pela populagdo como analgésico, anti-inflamatério e
cicatrizante. Na literatura, sdo descritas atividades biolégicas como: antimicrobiana,
antiulcerogénica e citotdxica. Do latex foi isolado um ciclopeptideo do tipo orbitideo,
que apresentou atividade citotoxica em células tumorais humanas. Assim, por ser
utilizada pela populagdo e ser rica em metabolitos secundéarios bioativos, os
objetivos foram tracar o perfil quimico do latex e do extrato metandlico da casca de
C. urucurana (via CLAE-DAD-IES-EM/EM), analisar os constituintes volateis (via CG-
EM) e, paralelamente, investigar 0os genes responsaveis pela biossintese dos
ciclopeptideos produzidos por C. urucurana. Para tanto, o extrato metandlico das
cascas (EMCu) foi submetido a particéo liquido-liquido para obter as fases hexanica
(FHC), acetato de etila (FAC) e hidrometandlica (FHMC). Semelhantemente, o latex
(LACu) foi suspenso em MeOH e originou as fases hexanica (FHL) e acetato de etila
(FAL). As fases acetato de etila foram fracionadas através de técnicas de
cromatografia em coluna utilizando como suporte silica gel e Sephadex LH-20® e/ou
por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Como resultado, através do perfil
quimico foi possivel a identificacdo de 21 compostos. Foram isolados de FAC os
diterpenos 3-o0xo-12-epi-barbascoato de metila (19) e o 3-hidroxi-12-epi-barbascoato
de metila (22); de FAL, foram isolados dois ciclopeptideos o [1-9-NaC]-Crourorb Al
(18) e o [1-9-NaC]-Crourorb A2 (23), sendo 22 e 23 inéditos na literatura. Dos
constituintes volateis de FHC e FHL foram identificados 95 componentes que
correspondem a 66,71% e 67,02 %, respectivamente. Para a busca pelos genes
que produzem os ciclopeptideos foi realizado o desenho de oligonucleotideos
iniciadores a partir do alinhamento de sequéncias depositadas no banco de dados
do National Center for Biotechnology Information (NCBI) para cada médulo. Foram
realizadas reacbes de PCR (Polymerase Chain Reaction) utilizando o DNA
gendmico de C. urucurana como molde, para a selecdo dos genes NRPS alvo. Um
par de oligonucleotideos apresentou uma banda de amplificacdo, porém os dados
obtidos ndo foram suficientes para formar o consenso de uma sequéncia completa.
Concluindo, com o perfil quimico foi possivel a identificacdo de compostos como
mondmeros e dimeros de flavan-3-ol, alcaloides, ciclopeptideos e diterpenos. Das
fases acetato de etila foram isolados quatro compostos, dos quais um diterpeno de
esqueleto clerodano e um ciclopeptideo do tipo orbitideo inéditos na literatura. Dos
constituintes volateis foi observado que a maior parte de FHC é formada de
diterpenos de esqueleto clerodano e FHL de esteroides e acidos graxos. Dos
oligonucleotideos degenerados desenhados, com as metodologias utilizadas, ndo se
obteve sucesso nas reacdes de PCR, 0s experimentos representaram um avango na
determinacdo dos genes responsaveis pela producdo de ciclopeptideos em C.
urucurana.

Palavras chaves: diterpenos clerodano, ciclopeptideos, orbitideo, perfil quimico,
NRPS.
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ABSTRACT

As known as "Dragon’s Blood" because of its red-colored latex, Croton urucurana
belongs to the second largest genus of the Euphorbiaceae family. The tea from its
bark is used by the population as analgesic, anti-inflammatory and healing. In the
literature, biological activities are described as: antimicrobial, antiulcerogenic and
cytotoxic. A cyclopeptide of the orbitide-type was isolated from the latex, which
showed cytotoxic activity in human tumor cells. Thus, because it is used by the
population, and because it is rich in bioactive secondary metabolites, the objectives
were to trace the chemical profile of the latex and methanol extract from the bark of
C. urucurana (by HPLC-DAD-ESI-MS/MS), to analyze the volatile constituents (by
GC-MS) and, in parallel, to investigate the genes responsible for the biosynthesis of
the cyclopeptides produced by C. urucurana. For this purpose, the methanol extract
of the barks (EMCu) was subjected to liquid-liquid partition to obtain the hexane
(FHC), the ethyl acetate (FAC) and the hydromethanolic (FHMC) phases. Similarly,
the latex (LACu) was suspended in MeOH and gave the hexane (FHL) and the ethyl
acetate (FAL) phases. The ethyl acetate phases were fractionated by column
chromatography techniques such as gel carrier and Sephadex LH-20® and/or by
high performance liquid chromatography (HPLC). As a result, through the chemical
profile it was possible to identify 21 compounds. Were isolated from FAC the
diterpenes methyl 3-oxo-12-epi-barbascoate (19) and the methyl 3-hydroxy-12-epi-
barbascoate (22); From FAL, two cyclopeptides [1-9-NaC]-Cururorb Al (18) and [1-9-
NaC] Crourorb A2 (23) were isolated, being 22 and 23 unpublished in the literature.
From the FHC and FHL volatile constituents were identified 95 components
corresponding to 66.71% and 67.02%, respectively. For the search for genes that
produce cyclopeptides was conducted the design of primers from the alignment of
sequences deposited in the National Center for Biotechnology Information (NCBI)
database for each module. PCR (Polymerase Chain Reaction) reactions were
performed using C. urucurana genomic DNA as template for the selection of target
NRPS genes. A pair of primers had an amplification band, but the data obtained were
not sufficient to form the consensus of a complete sequence. In conclusion, with the
chemical profile it was possible to identify compounds such as monomers and dimers
of flavan-3-ol, alkaloids, cyclopeptides and diterpenes. From the ethyl acetate phases
four compounds were isolated, of which a clerodane-type diterpene and an
cyclopeptide orbitide-type unpublished in the literature. From the volatile constituents
it was observed that the majority of FHC is formed from clerodane-type diterpenes
and FHL from steroids and fatty acids. The primers designed, as in the
methodologies developed, did not obtain success in the PCR reactions, the
experiments represent an advance in the determination of genes responsible for the
production of cyclopeptides in C. urucurana.

Keywords: clerodane diterpenes, cyclopeptides, orbitide, chemical profile, NRPS.
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1. INTRODUCAO

Durante a evolucdo biolégica os organismos desenvolveram diversas linhas
de defesa quimica, levando ao avanco de grupos de metabdlitos secundarios que
sdo usados para sua funcdo biolégica enddgena como mudltiplos sistemas de
sinalizacao quimica, tais como alcaloides, terpenoides, compostos fendlicos (Wink,
2003) e ciclopeptideos (Zhou e Tan, 2000).

Alguns desses metabolitos secundarios sdo empregados na induastria
farmacéutica como fonte de imunossupressores, anti-helminticos e antibidticos
movimentando, anualmente, no mercado cerca de U$ 40 bilhdes (Demain, 2014).
Uma das classes de metabolitos utilizados nessa industria sdo os ciclopeptideos
sintetizados por complexos enzimaticos multifuncionais chamados Peptideos
Sintetase Nao Ribossomais (NRPS) (O’brien e Wright, 2011). Esses metabdlitos
secundarios empregados em medicamentos, em sua maioria, sdo primeiramente
oriundos de produtos naturais, principalmente as plantas (Newmam e Cragg, 2016;
Rates, 2001).

Neste sentido, a pesquisa por novas moléculas proveniente de produtos
naturais deve ser estimulada, pois as propriedades terapéuticas conferidas a essas
estruturas sao notodrias pela complexidade estrutural como o nimero de centros de
quiralidade, pontes, anéis e grupos funcionais presentes nesses metabdlitos
(Demain, 2014). Como exemplo temos o taxol, a forscolina e a artemisinina (Filho e
Yunes, 1998; Foglio et al., 2006), utilizadas até hoje na medicina.

As plantas que apresentam algum potencial medicinal sdo imensuraveis
(Veiga Junior et al., 2005). E, levando em consideragao que o Brasil ampara cerca
de 20 % de toda biodiversidade da terra (Lewinsonhn e Prado, 2002), torna-se fonte
natural dessas substancias ativas (Barreiro e Bolzani, 2009). Assim, a quimica de
produtos naturais, aliada a outras areas como a biologia molecular, colabora
significantemente na busca por prototipos de novos medicamentos (Pupo et al.,
2007).

Nesse contexto, destacam-se as espécies da familia Euphorbiaceae que séo
de grande interesse farmacoldgico. E disseminada em todo globo terrestre em
regides tropicais e subtropicais, principalmente do continente africano e americano

(Conegero et al., 2003). No Brasil ocorrem aproximadamente 70 géneros com 1.100
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espécies encontradas em diferentes tipos de biomas como a regido amazonica, o
cerrado e a caatinga (Filho, 2011).

Inserido nessa familia e pertencente a subfamilia Crotonoideae (Morais et al.,
2006), o género Croton é considerado o segundo maior género da familia
Euphorbiaceae (Lima e Pirani, 2008). No Brasil ha em média 300 espécies,
notoriamente habituados no nordeste (Randau et al., 2004) onde estima-se existirem
52 espécies (Vunda, 2011). Esse género ocupa o0s mais variados ambientes,
enfatizando-se o cerrado, campos rupestres e caatinga (Silva et al., 2009).

Dentre as espécies do género encontra-se a Croton urucurana, alvo de
estudo desse trabalho, uma &rvore de pequeno médio porte (Sorreano et al., 2011),
nativa da regido do cerrado (Luchi, 2004). Perante a medicina popular, a casca de
C. urucurana € utlizada empiricamente na forma de cha como analgésica,
anticancerigena (Alves et al.,, 2008; Antoniazzi et al., 2016), antiviral, anti-
inflamatéria e também antiulcerogénica (Scalon, et al., 2008). Em que, estudos
evidenciam a efetividade da C. urucurana na agédo antimicrobiana (Oliveira et al.,
2008), antidiarreica (Gurgel et al., 2001), cicatrizante (Esmeraldino et al., 2005),
antiulcerogénica (Cordeiro et al., 2012), antinociceptiva (Cordeiro et al.,2016), entre
outras.

Levando em consideracdo que a espécie C. urucurana € alvo de estudos
cientificos, como demostrado, esse estudo objetivou-se contribuir para os estudos

fitoquimicos e genéticos avancando na busca por novos constituintes quimicos.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Familia Euphorbiaceae

A familia Euphorbiaceae é considerada uma das maiores familia com
flor, com cerca 307 géneros e 8000 espécies espalhadas pelos tropicos e
subtrépicos do globo terrestre (Judd et al., 1999; Webster, 1994). E constituida
de arvores, arbustos, ervas, plantas peneres e plantas anuais (Webster, 2014).

Os géneros mais populosos dessa familia sdo: Euphorbia (cerca de
2000 espeécies), Croton (cerca de 700 espécies), Phyllanthus (cerca de 500
espécies), Acalypha (cerca de 430 espécies), Jatropha (cerca de 175 espécies)
e Manihot (cerca de 170 espécies) (Webster, 1994).

E caracterizada como uma familia complexa composta desde espécies
de grande agregacdao financeira como a mamona (Ricinus communis L.), em
que das sementes € extraido Oleo utilizado na industria aeronautica, fonte de
polimeros para confeccdo de préteses humanas; a mandioca (Manihat
esculenta Crantz), fundamental fonte de amido para alimentacdo humana; e a
seringueira (Hevea brasiliensis Willd. Ex. A. Juss), fonte de borracha natural;
até ervas daninhas consideradas nocivas a saude como Euphorbia maculata L.
(Schultes, 1987).

Alguns espécimes dessa familia, além de importancia econdmica, séo
toxicos como a Ricinus communis L. da onde é isolada a ricina, uma toxina
potente (Palatnick e Tenenbein, 2000, Oliveira et al., 2007); Outras espécies
sdo de uso benéfico na medicina popular como, por exemplo, as espécies
Croton oblongifolius e Croton tiglium utilizadas para tratar convulsées, asma,
reumatismo, entre outras (Kapoor, 1989); E algumas espécies sdo utilizadas
meramente como ornamentais, como a Euphorbia milii Desmoul, coroa-de-
cristo, usada como cerca viva; Euphorbia pulcherrima, bico-de-papagaio,
cultivada principalmente para decoragdes natalinas (Biondi et al., 2008). Sendo
uma familia com potencial de pesquisa interessante.

As propriedades conferidas as espécies dessa familia podem ser

associadas a metabdlitos secundarios como diterpenos, taninos, alcaloides,
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triterpenos, flavonoides (Seigler, 1994; Mwine e Damme, 2011), ciclopeptideos
(Zhou e Tan, 2000), entre outras. Um exemplo é o eufol (1), um triterpeno
tetraciclico, comum nesse grupo (Moreira et al., 2010) e os diterpenos como a
jatrofona (2), rodojaponina (3) e cis-desidrocrotonina (4) (Figura 1) (Pilon, 2011,

Salatino et al., 2007), que sao estruturas obtidas, primeiramente, de plantas.

(1 ) @) (4)

Figura 1. Estrutura dos principais terpenos encontrados na familia Euphorbiaceae

2.2. Género Croton e a espécie Croton urucurana

O género Croton, € o segundo maior da familia Euphorbiaceae
(Webster, 1994, Lima e Pirani, 2008). No Brasil, sdo encontradas mais de 300
espécies habitando diversas vegetacBes, estando concentrada na
pincipalmente na parte leste do pais (Caruzo et al., 2011).

O género é particularizado e reconhecido pela producéo de diterpenos
com esqueleto do tipo clerodano como metabdlitos secundarios predominantes
(Maciel et al., 2006). No entanto, as espécies de Croton produzem, também,
monoterpenos, sesquiterpenos, flavonoides, alcaloides, diterpenos (Salatino et
al., 2007; Gupta et al., 2008) e ciclopeptideos (Quintyne-Walcoot et al., 2007;
Mehmood e Malik, 2010).

Nas regibes em que Croton sdo distribuidas existem mudltiplos registros
da utilizacdo dessas plantas no tratamento de distintas enfermidades, ou seja,
sao usadas como plantas medicinais (Salatino et al.,, 2007). As atividades
farmacoldgicas relevantes ja descritas na literatura sdo anti-inflamatoria,

antiulcerogénica, analgésica e anti-hipertensiva (Randau et al., 2004). Alguns
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exemplos sdo a canelinha (C. zehntneri), que tem atividade antimicrobiana
frente a bactérias patogénicas e a sacaca (C. cajucara) ou bruxaria segundo os
indios Tupi, com atividade anti-inflamatoria, anti-nociceptiva (Carvalho et al.,
1996), antiulcerogénica (Brito et al., 1998), hipotensor (Silva et al., 2005) e
antioxidante (Rodriguez et al., 2004). Em suma, as espécies do género Croton
com propriedades terapéuticas sdo diversas, entre elas Croton urucurana, alvo
desse estudo.

Evidenciada por estudos etnobotéanicos (Alves et al., 2008; Antoniazzi et
al., 2016) e numerosos estudos farmacolégicos (Salatino et al., 2007) a Croton
urucurana Baillon, que libera um latex vermelho vivo quando um talho é feito
em seu tronco, € habitualmente chamada de sangue de drago ou sangra
d’agua (Figura 2) (Peres et al., 1998a). E considerada uma arvore de pequeno-
meédio porte (Sorreano et al., 2011) e, em geral, é utilizada na reabilitacdo de
vegetacdes riparias (Simionatto et al., 2007; Lima et al., 2016) e banhados
(Gurgel et al., 2005).

Além de ser importante para reflorestamento de matas ciliares, C.
urucurana também é um atrativo farmacoldgico, pois ja foi evidenciada sua
acao antimicrobiana (Peres et al., 1997; Oliveira et al., 2008,), antidiarreica
(Gurgel et al., 2001), cicatrizante (Esmeraldino et al., 2005), antiulcerogénica
(Cordeiro et al., 2012), antiocecptiva (Cordeiro et al., 2016) e toxicidade em
ratas gravidas (Moraes-Souza et al., 2017).

Entre as partes da planta utilizadas para estudos cientificos e/ou
empiricamente na medicina popular encontram-se as folhas, cascas e latex
(Salatino et al., 2007; Gupta et al., 2008) as quais estdo associadas a
atividades como antiulcerogénica (casca) (Cordeiro et al., 2012), antimicrobiana
(latex) (Oliveira et al., 2008) e antioxidante (6leos essenciais das folhas) (Costa
et al., 2008).
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Figura 2. A- Fotografia do tronco de Croton urucurana que permite visualizar seu latex
vermelho vivo; B- Fotografia da exsicata semelhante a depositada no herbario (Foto:
Nidia C. Yoshida e Arquivo Pessoal).

As propriedades terapéuticas estdo relacionadas com estruturas
presentes e/ou acumulos de metabdlitos secundarios nos tecidos vegetais
(Moreno et al., 2009). Como mencionado antes, metabdlitos secundarios como
compostos fendlicos, diterpenos, esterois, flavonoides, alcaloide e triterpenos (
Seigler, 1994; Oliveira et al., 2008; Mwine e Damme, 2011). A literatura revela
que em extratos da casca e do latex da C. urucurana ja foram identificados

compostos dessas classes, como mostrado na Tabela 1 (Figura 3).



Tabela 1. Compostos identificados, método utilizado e atividade de C. urucurana

26

Compostos identificados

Parte da planta

Método utilizado

Atividade

Referéncia

Acido acetil aleuritdlico (1); B-sitosterol-3-O-
glucosidio (2); Sonderianino (3); Campesterol
(4); Estigmasterol (5); B-Sitosterol (6); (+)-
catequina (7); (+)-galocatequina (8);

Casca
(extrato metandlico)

Cromatografia em
coluna aberta (Silica gel
60)

Antimicrobiana

Peres et al., (1997)

Acido acetil aleuritélico (1); B-sitosterol-3-O-
glucosidio (2); Sonderianino (3); Campesterol
(4); Estigmasterol (5); B-Sitosterol (6), (+)-
catequina (7); (+)-galocatequina (8); 15,16-
epoxi-3,13(16)-clerodano-trien-2-ona (9); 12-
epi-barbascoato de metila (10);

Casca
(extrato metandlico)

Cromatografia em
coluna aberta (Silica gel
60)

Peres et al. (1998a)

Acido acetil aleuritélico (1); B-sitosterol-3-O-
glucosidio (2); Sonderianino (3); Campesterol

Casca

Cromatografia em

(4); Estigmasterol (5); B-Sitosterol (6); (+)- (Extrato metanalico) coluna aberta (Silica gel Analgésica Peres et al. (1998b)
catequina (7); (+)-galocatequina (8); 60)

83 compostos e 0s principais sdo: Borneol

(11); Acetato de bornila (12);1-isopropil-7- Oleo essencial da casca CG-EM Antioxidante Simionatto et al., (2007)

metil-4-metileno-1,3,4,5,6,8-hexahidro-2H-
naftalen-4a-ol (13); Sesquicineole (14);

Sonderianino 3); 15,16-epoxi-3,13(16)-
clerodano-trien-2-ona (9); 12-epi-barbascoato
de metila (10); 3-oxo-12-epibarbascoato de
metila (15);

Casca
(Extrato hexano,
acetato de etila e etanol)

Cromatografia em
coluna aberta (Silica gel
230-400 mesh)

Pizzoatti et al., (2013)

Catequina (7); Galocatequina (8); 12-epi-
barbascoato de metila (10); 3-oxo-12-epi-
barbascoato de metila (15); 4cido hardwickiico
(16) Epicatequina (17); Procianidina B3 (18),
Tembetarina (19); Magnoflorina (20); Taspina
(21);

Casca
(extrato metandlico)

CLAE-DAD-IES-EM/EM

Anti-inflamatoria e
antinocicptiva

Cordeiro et al., (2016)

[1-9-NaC]-Crourorb Al (22);

Latex

CLAE

Citotoxica

Candido-Bacani et al.
(2015)
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Figura 3. Estruturas quimicas dos compostos ja isolados de C. urucurana



2.3. Ciclopeptideos Nao Ribossomal Peptideo Sintetase (NRPS)

Ciclopeptideos sdo metabdlitos secundarios constituidos de pequeno
namero de aminoacidos. Trata-se de uma classe de substancias de distribuicdo
restrita, muitos deles dotados de importantes atividades biolégicas incluindo
atividade citotoxica e defesa do organismo (Menezes e Jared, 2002).

Devida a variedade estrutural, os ciclopeptideos séo classificados por
niveis e subniveis de acordo com as caracteristicas biossintéticas e estruturais.
A primeira classificacdo foi dada por Zhou e Tan (2000), porém tais
especificacdes necessitavam de maiores informacdes taxinbmicas, sendo esta
divisdo revisada pelos autores em 2006 quando beneficiaram alguns

ciclopeptideos antes omitidos (Figura 4) (Picchi et al., 2009; Tan e Zhou, 2006).

Ciclopeptideos alcaloidicos
Monociclicos <Depsiciclopeptideos
Heterociclopeptideos Tipo-Solanaceae

Diciclicos == Tipo-Urticaceae

Ciclopeptideos , .
Tipo-Compositae

Tipo-Caryophyllaceae

Homociclopeptideos &~Diciclico — Tipo-Rubiaceae

Monociclico <

Policiclicos = Ciclotideos

Fonte: Adaptado de Tan e Zhou (2006).
Figura 4. Classificag&o dos ciclopeptideos segundo Tan e Zhou (2006)

No entanto, a nomenclatura alicercada em nomes de familias generaliza
os taxom citados e pode levar a conclusdo erronia de que todos os peptideos
de natureza ciclica contidos nessa familia se enquadram nessa classificacao.
Mas, € visto pelas caracteristicas estruturais que essa abordagem é
contraditoria (Picchi et al., 2009).

Arnison et al. (2013) sugeriram entdo uma revisao bibliografica, em que
0s taxons enquadrem o maior numero possivel de estruturas dadas pelas
caracteristicas biogeneticamente relacionadas. Como, por exemplo, orbitideos

ao invés de Tipo-Caryophyllaceae, que enquadra todas e quaisquer



substancias de natureza peptidicas ciclizadas via “cabeca-cauda”, que nao
possuem ligacBes dissulfeto e tenham entre 5-12 residuos de aminoacidos.
Tipo o qual, sdo encontrados em pelo menos nove familias de plantas entre
elas Annonaceae, Caryophyllaceae e Euphorbiaceae.

A complexidade dessas estruturas desafia a quimica de produtos
naturais na busca por metodologias de isolamento r4pido, com as reacdes
complexas que podem realizar e sua biossintese (Pinto et al., 2002). Em
relacdo a biossintese, sabe-se que ela ocorre por uma via nao ribossomal,
observado que mesmo com a adicdo de inibidores de RNAses (responsaveis
pela degradacdo do RNA) estes peptidicos sdo gerados (Schwarzer et al.,
2003).

A rota de biossintese contempla um complexo enzimatico formado por
pelo menos trés proteinas (NRPS, do inglés “Non-Ribossomal Peptide
Synthese”), com arranjo modular. Os dominios basicos sao: Dominio de
Adenilacdo (Dominio A), onde os aminoécidos sdo ativados por conversao em
AMP-ésteres com a formacao de um aminoacil adenilato pela acdo da enzima
aminoacil-tRNA sintetase; Dominio de Tiolagdo (Dominio PCP — peptidyl carrier
protein) que contém fosfopantateina como cofator utilizado para transportar a
cadeia peptidica em crescimento através do seu grupo tiol pela acdo da
fosfopantateina transferase, formando um aminoacil tio éster; E, o Dominio de
Condensacdo que ocorre a formacédo de ligacdo peptidica, catalisando o
ataque nucleofilico pelo ataque do grupo amino do aminoacil tio éster vizinho.
No modulo final, encontra-se um dominio de tioesterase (TE) responsavel pela
terminacdo da cadeia. Os modulos sdo realizados permitindo uma sequencia
de ligacdes peptidicas, até que finalmente o peptideo € libertado da enzima na
forma linear ou ciclica (Figura 5) Dewick, 2009.

Em geral, os processos que levam a producdo desses metabolitos sao
menores do que aqueles apresentados pela via ribossémica ja que na sintese
nao-ribossdbmica as proteinas modulares catalisam o agrupamento dos
peptideos e simultaneamente servem como molde e utiliza uma grande
variacdo de substratos, incluindo aminoacidos ndo proteicos. Além disso, a
manipulacdo genética das NRPS permite a producdo de peptideos com
modificagcdes programadas de acordo com o gene codificado (Dewick, 2009,

Picchi et al., 2009). Ou seja, oferecem vantagens, pois 0s passos que levam a



formacdo desses metabolitos ocorrem mais rapidamente com maiores

possibilidades de matrizes e formacao de estruturas.
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Figura 5. Esquema de formacdo e organizagdo dos modulos do complexo enzimatico N&o
Ribossomal Peptideo Sintetase (NRPS).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O objetivo deste trabalho foi tracar o perfil quimico, purificar e caracterizar
metabolitos secundarios da casca e do latex de C. urucurana e, paralelamente,
investigar os genes responsaveis pela producdo dos ciclopeptideos produzidos

por C. urucurana.

3.1.1 Objetivos especificos

- Obter o extrato metandlico da casca de Croton urucurana.

- A partir do extrato metandlico, obter as fases hexanica, acetato de etila
e hidrometandlica.

- Submeter o latex a particdo liquido-liquido e obter a fase hexanica e
fase acetato de etila

- Tracar o perfil quimico do extrato metandlico da casca, o latex e suas
as fases acetato de etila e a fase hidrometandlica por cromatografia liquida de
alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas por ionizacdo de
electrospray (CLAE-DAD-IES-EM/EM).

- Proceder o fracionamento cromatografico das fases acetato de etila do
extrato metandlico da casca e do latex, a fim de obter o isolamento,
identificacdo e/ou elucidacdo estrutural das substancias majoritarias.

- Analisar os principais constituintes volateis da fase hexanica, tanto do
extrato metanodlico da casca quanto do latex, pela técnica de cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas por impacto de elétrons (CG-
EM).

- Obter dados de sequenciamento dos genes envolvidos na biossintese
dos ciclopeptideos, com foco nas enzimas do complexo Peptideo Sintetases
N&o Ribossomais (Non-Ribosomal Peptide Synthases, NPRS) por meio da
técnica de PCR.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Cascas

Inicialmente as cascas de C. urucurana foram coletadas no municipio de
Dourados (22°17°142” S/ 54°43’ 327" W longitude), Mato Grosso do Sul, Brasil,
previamente identificadas pela Prof 2 Dra. Zefa Valdivina Pereira (Faculdade de
Ciéncias Biologicas da Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD),
Dourados, MS, Brasil), com a exsicata depositada no Herbario DDMS da

Cidade Universitaria de Dourados sob o nimero 4601.

4.1.1. Extrato metandlico da casca de Croton urucurana (EMCu)

As cascas de C. urucurana (1 Kg) foram secas em estufa de circulagéao
de ar a 40°C, moidas em moinho de quatro facas (Manesco e Ranieri Ltda,
Willey) e extraidas em metanol. O extrato bruto (EMCu) foi concentrado sob
pressdo reduzida e liofilizado, apresentando um rendimento de 15,4 %.
Inicialmente, parte do extrato bruto (100,5 g) foi particionado entre MeOH:H,O
9:1 v/v (500 mL) e hexano (100 mL, 5x), posteriormente o volume de agua foi
elevado para MeOH:H,O 1:1 viv (900 mL) e a mistura extraida,
exaustivamente, com acetato de etila (100 mL, 3x). As fases resultantes foram
a FHC (hexanica), a FAC (acetato de etila) e a FHMC (hidrometandlica) com

rendimentos de 10,2%, 24,7% e 60,4%, respectivamente (Figura 6).

4.1.2. Estudo quimico da fracido FAC

Uma parte da fase AcOEt (FAC, 5 g) foi aplicada em uma coluna de
silica gel 70-230 mesh (@ 9 cm x 12 cm) usando como sistema de eluente
Hex:AcOEt 8:2 v/v em gradiente de polaridade até AcCOEt 100%. As subfracdes

resultantes foram avaliadas por cromatografia em camada delgada analitica
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(CCDA) em cromatoplacas de silica gel 60G com fluorescéncia w/254 nm
eluidas com CHCI;:MeOH 9,5:0,5 v/v e revelados com MeOH/H,SO, 10%
seguido de aquecimento. As subfracbes foram reunidas conforme a
similaridade do fator de retencdo (Rf) resultando em 23 subfracdes finais
(Figura 6).

4.1.2.1 Fracionamento da fragdo FAC-5: Isolamento das substancias 19 e 22

A subfracdo FAC-5 (968 mg) foi submetida a fracionamento
cromatografico sobre uma coluna tendo como suporte silica gel 200-400 mesh
(@ 2 cm x 29 cm) eluida com n-hexano e quantidades crescentes de AcOEt
(20-100%) e deste processo, foram obtidas 374 fracdes (~10 mL cada), as
quais foram avaliadas por CCDA (CHCI3:MeOH 9:1, 8:2 ou 7:3 viv) e
combinadas em 38 fracdes finais. Dessas a fracdo 26, inicialmente na forma de
um Oleo amarelo e depois de lavagens sucessivas com CH,Cl,:MeOH originou
19 (33 mg), sob forma de cristais agulha, [a]p + 50,5 ( ¢ 1,03, acetona). De

modo semelhante, a fracdo 32 originou 22 (31 mg), também na forma de

cristais; Ponto de fusdo = 145,5-147,6 °C; IV (KBr) yCHCL

max

;em™: 3455 (OH),

2951, 1727 (CO), 1433, 1342, 1231, 1175, 1070, 1035, 874, 784, 594, [a]p — 50
(c 1,0 ; CHCI3) (Figura 6).
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Casca de C. urucurana (1 Kg)

1-Coleta

2-Secagem em estufa de circulagéo de ar
3-Moagem

4-Extracdo em MeOH

5-Concentrado sob presséo reduzida
6-Liofilizado

Extrato metandlico (EMCu)
(100,5 g)

Particéo:
1- MeOH:H;0 (9:1 v/v) e hexano
2- MeOH:H;0 (1:1 viv) e AcOEt

FHC (10,2 g) FAC (247 g) FHMC (64,6 g)
CLAE-DAD-ES-
CG-EM EM/EM
CLAE-DAD-ES-
EM/EM FAC (59)

- Cromatografia em coluna de silica 70-230 mesh
Hex:AcOEt 8:2 viv — AcOEt 100%
- CCDA (23 fracdes - FAC 1a FAC 23)

FAC 5 (968 mg)

- Cromatografia em coluna de silica 200-400 mesh
Hex:AcOEt 8:2 viv — AcOEt 100%
- CCDA (38 fracGes — FAC 5-1 a FAC 5-38)

FAC 5-26 FAC 5-32
Substancia 1(33 mg) Substancia 2 (31 mg)

Figura 6. Fluxograma do fracionamento da casca de Croton urucurana.

4.2 Latex

O latex de C. urucurana foi coletado no municipio de Campo Grande, Mato
Grosso do Sul, Brasil (20°25'13" S/ 54°39'31" W longitude). O espécime foi
identificado por Prof. Arnildo Pott (Centro de Ciéncias Biologicas e da Saude,
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS, Brasil),
amostra de n. 30924 depositado no Herbario CG/MS da Universidade Federal

de Mato Grosso do Sul.

4.2.1 Fracionamento do latex (LACu)




37

O latex (100 g) (LACu), imediatamente ap0s a coleta, foi suspenso em
MeOH 9:1 v/v (500 mL), e a mistura foi extraida, exaustivamente, com hexano
(100 mL, 5x) e posteriormente com aceto de etila (100 mL, 5x) (Figura 8). As
fases resultantes desse procedimento foram FHL (hexanica-7,3%) e FAL
(acetato de etila-40,7%).

4.2.2 Estudo guimico da fracdo FAL

Uma aliquota de 3,0 g da fase acetato do latex (FAL) foi aplicada numa
coluna Sephadex LH-20® (@ 5 cm x 36 cm) eluida em sistema isocratico com
MeOH para se obter um total de 54 subfragdes (~10 mL cada). Tais fracOes
foram analisadas por CCDA utilizando cromatroplacas de silica gel 60 com
indicador de fluorescéncia na faixa de 254 nm (Merck). O eluente usado foi
CHCI3:MeOH na proporcédo 9:1 v/v, reveladas com solugéo de sulfato de cério
(Cey(S0O,)4) seguidas de aquecimento e agrupadas de acordo com a

similaridade do fator de retencao (Rf) em 7 subfrac@es finais (Figura 8).

4.2.2.1 Deteccao de amida peptidica por cromatoplaca de alta resolucéo (Zhou
e Tan, 2000)

As 7 subfracdes obtidas do fracionamento da fase acetato de etila do
latex foram submetidas a deteccdo de amida peptidica para determinacdo de
ciclopeptideos nas amostras. As amostras foram aplicadas em cromatoplacas
de alta resolucdo de silica gel (10 cm x 5 cm, Merck) e eluidas com
CHCI3:MeOH 9:1 v/v. Apbés esse processo, a cromatoplaca foi colocada,
suspensa num recipiente de vidro selado com cerca de 20 mL de HCI
concentrado, numa estufa de secagem (100 °C) durante 2 h para promover a
hidrolise. Arrefeceu-se durante 10 minutos e em seguida, pulverizada com

reagente de 0,2% de ninidrina em acetona seguida de aquecimento. O
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aparecimento de manchas vermelho-alaranjadas é um indicio que as amostra

contém ciclopeptideos (Figura 7).

FAL: 1 2 3 4 5 6 7 Padraociclopeptideo

FAL. 1 2 3 4 5 6 7 Padriaociclopeptideo

Figura 7. A-Cromatoplaca com revelador para aminoacidos aplicado ap6s hidrélise com HCI;
B- Cromatoplaca com revelador para aminoacidos sem hidrolisar com HCI

4.2.3. Estudo quimico da subfracdo FAL-1 e FAL-2: Isolamento das
substancias 18 e 23.

As subfracdes FAL-1 (260 mg) e FAL-2 (40 mg) solubilizadas em DMSO
na concentracdo de 50 mg/mL foram submetidas, separadamente, a CLAE
semi-preparativa em coluna cromatografica de fase reversa C-18 (Luna® 5y C-
18(2), 100 A, Phenomenex, USA), em aparelho Waters com detector UV/vis
Waters 2489 e bombas Waters™ 600 pump. A fase moével utilizada foi um
sistema isocratico de CH3CN 37% com 0,1% de TFA em solucdo aquosa e
deteccdo em A 277 e A 220 nm, resultando no isolamento e elucidagao
estrutural das substancias 18 (30 mg), sélido branco amorfo, [a]s46 — 27,1(Cc 2,1
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x103, solucdo aquosa de CH3;CN 37%): e 23 (20 mg), também como sélido
branco amorfo, [a]sss — 28,7(c 1,4 x1073, solucdo aquosa de CHsCN 37%)
(Figura 10).

4.2.3.1. Configuracdo absoluta dos aminoacidos pela analise de Marfey
(Bhushan e Bruckner, 2004).

Na primeira etapa, o composto 18 (1 mg) e 23 (1 mg) foi hidrolisado
adicionando 1 mL de HCI 6N a 95°C durante 16 h. Apos esse periodo, o
hidrolisado foi evaporado com N, até a secura para remover qualquer resquicio
de HCI da amostra e, como segunda etapa, redissolvido em 900 pL de acetona
e 20 uL de NaHCO3; 1M. Foi adicionada a mistura 100 pL da solugdo de N-a-
(2,4-dinnitro-5-fluorfenil)-L-alaninamida (_-FDDA, reagente de Marfey, sigma) e
aguecida durante 1 h. Despois de resfriada em temperatura ambiente,
adicionou-se 10 pL de HCI 2N, seco e dissolvido em solugcdo aquosa de
acetonitrila 50% (600 pL). Cinco pL dessa solucdo, amino &cidos derivado de
FDDA, foram submetidos & CLAE em escala analitica (Shimadzu, Kyoto,
Japan), utilizando coluna C-18 (Shim-pack CLC-ODS(M)® 5p, 100 A,
Shimadzu, Tokyo, Japan). Como fase mével foi usada uma solucédo aquosa de
CH3CN contento 4% de TFA, em gradiente linear (20-35 % em 40 min) para
analise do tempo de retencéo para L e D- serina e isocratico (45%) para L e D-
alanina, leucina e fenilalanina com fluxo de 0,9 mL.min? e detector com
absorcdo em 340 nm.

Padrdes de | e p-serina (S), | e p-alanina (A), . e p-leucina (L) e L e p
fenilalanina (F) (50 mM) foram preparados iniciando-se pela segunda etapa e
submetidos & CLAE sob condicdes supracitadas e entdo observados os tempos
de retencdo (min) para os aminoacidos derivados de FDDA e o reagente
residual de Marfey, respectivamente. Os seguintes tempos foram observados |-
Ala (2,04 e 2,36); p-Ala (2,15 e 2,36); .-Leu (3,22 e 2,40); p-Leu (4,41 e 2,40); -
Fen (3,93 e 2,35), p-Fen (3,18 e 2,35), -Ser (7,32 e 13,13) e p-Ser (7,52 e
13,13). O tempo de retencdo (min) do composto 18 e o residuo de Marfey
foram -Ala (2,05 e 2,39), .-Leu (3,12 e 2,39), -Fel (3,89 € 2,39) e -Ser (7,37 €
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13,16); para o composto 23 (-Ala (2,08 e 2,40), .-Leu (3,16 e 2,40), -Fen (3,97
e 2,40) e .-Ser (7,32 e 13,10), nessa ordem.

4.2.4. Estudo quimico da subfracdo FAL-4: Identificacdo das substancias 3, 7, 9
el?

A fragdo FAL-4 (114 mg) foi submetida a cromatografia em coluna
aberta usando como suporte Sephadex LH-20® (2,5x26 cm), eluida com
sistema isocratico em MeOH 100%, resultando em 33 fra¢des finais (10 mL).
As fracdes foram avaliadas por CCDA em cromatoplacas de silica gel 60G com
fluorescéncia w/254 nm, eluidas com CHCIl;:MeOH 6:4 v/v e revelados com
Ce,(S0,)4, seguido de aquecimento. Da subfracdo 22 levou a identificagédo, em
mistura, das substancias 3 e 7 (37 mg); e da subfracdo 27 a identificacdo, em

mistura, das substancias 9 e 12 (30 mg) (Figura 8).

| Latex de C. urucurana (100 g) |

1-coleta
Particdo
1- MeOH:Hz0 (1:1 v/v) e hexano
2- MeOH:Hz0 (1:1 viv) e AcOEt
FHL (7,3 ) FAL (407 g)

| CG-EM | |

| Fase AcOEt (3g) I |CLAE-DAD»IES-EM/EM|

-Cromatografia em coluna Sephadex LH-20®
MeOH 100%
- CCDA (7 fragdes —~FAL 1a FAL 7)

FAL 1 (260 mg) FAL 2 (40 mg) FAL4 (114 mg)
-CLAE -Sephadex LH-20®
Sistema isocratico SCL;AE . st MeeCp)Ha 1?])[(!%
CH.CN 37% 0.1% TEA istema isocratico , Sagre X L
£ CHiCN 37% 0.1% TFA 3:(2‘3}CDA (33 fracées — FAL 4-1 a FAL 4
o FAL4-22 FAL4-27
Substancia 18 (30 mg) Substancia 23 (20 mg) Substéncia 9+12 (30 mg) Substéncias 3+7 (37 mg)

Figura 8. Fluxograma do fracionamento do latex de Croton urucurana.
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4.3. Perfil quimico por CLAE-DAD-IES-EM/EM (HR-IES-EM/EM)

Foi obtido um espectro de massas de alta resolucdo da substancia
isolada por ionizacdo por electrospray em espectrofotbmetro Shimadzu,
localizado no Laboratério de Produtos Naturais e Espectrometria de Massas
(LAPNEM-UFMS). Para tanto, foram preparadas solucées dos padrdes de
Galocatequina, Catequina, Epicatequina, Procianidina B3, 3-oxo0-12-epi-
barbascoato de metila, 12-epi-barbascoato de metila e Acido Hardwikiico, todos
na concentracdo final de 300 ug.mL™, e dos extratos e fases, na concentracdo
final de 1 mg.mL™, previamente submetidos & clean up por microextracdo em
fase solida (Waters, Sep-Pak Classic, C18). Todas as amostras utilizadas para
essa andlise foram filtradas em membranas de PVDF de 0,22 pum (Allcrom, S&o
Paulo, Brazil), usando como solvente a mistura MeOH-H,0 (8,5:1,5 v/v).

O equipamento € composto por bombas Shimadzu LC-20AT, detector de
arranjo de diodos (SPD-M20A DAD) acoplado a um espectrémetro de massas
de alta resolugdo por tempo de v6o micrOTOF-Q Il (Bruker Daltonics,
Germany), com fonte de ionizacao por electrospray (IES) e operando no modo
positivo e negativo. Um sistema gradiente de dois solventes A e B (A= 1% (v/v)
de &cido acético em agua Milli-Q; B=1% (v/v) de acido acético em acetonitrila).
Para cada amostra, foi realizada uma eluigdo de 3% B (0-2 min) avangando
para 25% B (2-25 min) e posteriormente para 80% B (25-40 min), em fluxo de
0,3 mL.min™,

Foram injetadas aliquotas de 5 pL das amostras, individualmente, em
coluna RP-18 (Kinetex, 2.6um, 150x2.1mm, Phenomenex, USA) com
temperatura controlada e 50°C, acoplada a um cartucho SecurityGuard™
ULTRA para C18 HPLC, sub-2 um (Phenomenex, USA). Os espectros de
massas foram obtidos no intervalo de razdo massa/carga (m/z) de 120-1200,

sendo essa razdo calibrada com adutos de &cido trifluoroacético (TFA).

4.4. Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)
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Os espectros de RMN de hidrogénio (*H) e carbono (**C) uni- e
bidimensionais foram adquiridos no equipamento Bruker® DPX-300, localizado
no Instituto de Quimica-UFMS, operando na frequéncia de 300 MHz para
hidrogénio tendo como referéncia interna sinais de hidrogénio residual do
solvente e 75 MHz para carbono dispondo como referéncia interna o sinal
residual do carbono do solvente. As amostras foram preparadas usando 0s
solventes deuterados CDCl;, CD3OD e DMSO-Dg (Cambridge Isotope

Laboratories, Inc).

4.5. Andlise por cromatografia gasosa/espectrometria de massas (CG-EM)

A analise dos constituintes volateis de FHC e FHL foram realizados na
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto Universidade de S&o
Paulo (USP), através da técnica de cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG-EM) em um aparelho Shimadzu® QP2010
(Kyoto, Japan) utilizando coluna DB-5MS (30 m de comprimento x 0,25 mm de
diametro interno, 0,25 mm de espessura do filme). As amostras foram diluidas
em hexano na concentracéo final de 1 mg/mL.

O gas de arraste era Hélio (99,999%) com pressao de 95,8 kPa e fluxo
de 1,40 mL/min. A temperatura do injetor foi de 260 °C, Split de 1:20 e
temperatura da fonte em 250°C. A programacdo de temperatura foi
estabelecida de 80-320 °C aumentando em 4°C/min. O espectros de massas
foram gravados no modo de ionizacdo eletrbnica (IE), com energia de
ionizacdo de 70 eV. Os espectros de massas de varredura completa foram
adquiridos ao longo do intervalo de 35-550 Da (tempo de varredura: 3 scans/s).

A identificacdo dos constituintes, individualmente das amostras, foi
determinada com base nos indices de retencao (IR), calculados a partir de n-
alcanos (Cy0-Cy40) preparados em uma mistura diluida em n-hexano,
comparacao dos espectros de massas com aqueles existentes em banco de
dados (WILEY e NIST), dados pulicados na literatura (Adams, 2007; Simionatto

et al., 2007) e/ou dados de amostras auténticas obtidas no Laboratério de
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pesquisa de produtos naturais bioativos da Universidade Federal de Mato
Grosso do Sul (PronaBio-UFMS).

4.6. Genes envolvidos na biossintese dos ciclopeptideos

4.6.1.__Extracdo _do_DNA gendmico_(Dovle e Dovle, 1987: Ferreira_e

Grattapaglia, 1998)

Cerca de 30-50 mg de folhas secas em silica gel foram
trituradas com N liquido, em almoariz e transferido par a um microtubo de
centrifuga de 1,5 mL com o auxilio de uma espétula de ponta fina. A extracéo
do DNA total foi realizada com a solucdo de CTAB (brometo de hexadecil
trimetil amoénio catidnico 2%; 1,4 M NaCl; 20 mM EDTA; 100 mM Tris-Cl pH 8;
2- mercaptoetanol 2%), misturada ao material vegetal com auxilio do vértex, de
acordo com o procedimento de Doyle e Ferreira, seguido de incubacédo a 65 °C
por 30 minutos, com agitagédo a cada 10 minutos. Em seguida foram feitas duas
extragbes com cloroférmio, invertendo o material por 5 minutos, sendo entéo
submetido a centrifugacéo (12.000 rpm) durante 5 minutos, seguido da adicéo
de 80 pL de NH4OAc 7,5 M juntamente com 1,2 mL de isopropanol 70% frio (-
20 °C). O material foi deixado em refrigerador a temperatura de -20 °C por 40
minutos, sendo retirado do refrigerador e centrifugado a 12.000 rpm por 10
minutos, seguido de duas lavagens do pellet com etanol 70%. Apds ser
deixado em repouso por 10 minutos, o material foi centrifugado a 7.000 rpm por
3 minutos, descartando-se o sobrenadante e ressuspendendo o material em

100 pL de &gua ultrapura.

4.6.2. Quantificacao do DNA (Sambrook e Green, 2014)

A guantificacdo do DNA total extraido foi realizada no espectrofotbmetro

NonoDrop (Termo Scientific) avaliado nos comprimentos de onda 260 e 280
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nm, e o nivel de pureza estimado pela relacdo a razdo dos comprimentos de

ondas de Azeo/Az30, Aze0/Azso.

4.6.3. Construcao de oligonucleotideos para os dominios A, Ce TE

Para o desenho dos iniciadores para amplificacdo dos genes alvos, a
estratégia adotada foi selecionar no banco de dados NCBI

(www.ncbi.nlm.nih.gov/) sequéncias de nucleotideos da classe aciltransferases

e acil-CoA sintetase a fim de identificar regides conservadas e desenhar os
oligonucleotideos degenerados para essas regifes. A sequéncias de
nucleotideos que codificam cada regido foram alinhadas com ajuda do
programa BioEdit®.

Com base nas sequencias de nucleotideos adquiridos no banco de
dados NCBI foram desenhados oligonucleotideos degenerados para o0s
dominios de Adenilacdo (A)- direto 5 -TATKTSATSTAYACYTCTGG-3" e
reverso  5-YYGGTGRWCTSTRTGTYTCWR-3; Para o0 dominio de
Condensacédo (C)- direto 5'-CCTGCTTAGTSYTGCCTCACG-3" e reverso 3'-
CGTGAGGCAYSACTAAGCAGG-5"; E, dominio Tiosterase (TE) — direto 5’-
RGTGATGGCWCCTGGBTATG-3’ e reverso 5-
GRTCTGGMACMACATYCAGW-3'.

4.6.4. Amplificacdo dos genes e reacdo em cadeia da Polimerase (PCR)

Para a amplificacdo do gene, foram usadas dois oligonucleotideos
alicercado em regides conservadas dentro das sequéncias usadas como molde
para as reacdes de PCR. As reacdes de amplificacédo foram preparadas com 1
ML de DNA genbmico; 0,4 uL de dNTPs (0,2 mM); 2 ul de cada iniciador (1 uM);
1,2 uL de cloreto de magnésio (1,5 mM); 4,0 uL de tampao 10x; 0,4 uL de Taq
DNA polimerase; e completado com agua ultrapura para um volume final de 20

ML por reagdo. A amplificagdo foi realizada com termociclador TR-100™


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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(BioRad®) programado da seguinte forma: 1 ciclo inicial de desnaturacdo a 95
°C por 3 min, posteriormente foram realizados 30 ciclos em que cada ciclo
passou por uma etapa de desnaturacéo a 95 °C durante 1 min, 2 min a 53 °C
na etapa de anelamento (temperatura varidvel de acordo com o primer
utilizado) e 1 min a 72 ° para etapa de extensao final.

Para confirmagédo de amplificagédo, 8 uL dos produtos finais e do padrao
de fragmentos de DNA (100 pb DNA Ladder (invitrogen™)) foram submetidos a
eletroforese sobre gel de 1% agarose em tampao TBE 1X corado em solucdo

de brometo de etidio 0,5 pg/mL e visualizado no transluminador.

4.6.5. Purificacdo do produto da PCR com acetato de amédnio

O conteudo foi transferido para um microtubo de 1,5 mL e adicionado a
solucédo, 2 puL de acetato de amoénio 3M (P.A-A.C.S, Synth, Daidema, S&o
Paulo) e 40 pL de alcool etilico absoluto (P.A, CHEMCO, Hortolandia, Sao
Paulo), ambas solu¢gfes estavam geladas. A mistura foi homogeneizada em
Vértex e deixada em freezer (-4 °C) overnight. Apos esse periodo, a amostra foi
centrifugada (12000 rpm) durante 20 minutos em temperatura ambiente. O
sobrenadante descartado por imersdao em papel toalha sobre a bancada, até
nado ter nenhum residuo liquido dentro do microtubo. Em seguida, 200 uL de
alcool etilico 70% foi adicionado e centrifugado durante 5 min (12000 rpm,
temperatura ambiente) e novamente o sobrenadante foi descartado. Para
garantir que ndo ha residuo de solvente, a amostra foi seca a 56 °C por 15 min.
Por fim, adicionado 15 pL de agua ultrapura e mantido overnight na geladeira
(4°C). Posteriormente, a amostra foi congelada e enviada para sequenciamento
na Plataforma de sequenciamento de DNA, Universidade Federal do
Pernambuco (UFPE), sob coordenacido da técnica Dr.? Heidi Lacerda A. da

Cruz.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Perfil quimico do extrato da casca, latex e fragdes de C. urucurana.

A determinacéao do perfil quimico do extrato metandlico da casca (EMCu)
e latex (LaCu) de C. urucurana e de suas respectivas fracbes (FAC, FHMC e
FAL) foi realizada por CLAE-DAD-IES-EM/EM (Item 4.3, p. 37) por meio da
analise dos tempos de retencdo nos cromatogramas e o cruzamento de dados
apresentados pelos espectros de UV-vis, EM e EM/EM (Figuras 13, 14 e 15)
em comparacdo com dados de padrfes isolados de C. urucurana e/ou dados
da literatura. No total, 21 compostos foram identificados, conforme mostrado na
Tabela 2, 3 e ilustrados na Figura 10.

O composto 1 m/z 341,1076 ([M-H], Tr= 1,2 min), que ndo apresentou
absorcado no espectro de UV, é compativel com a formula molecular C1,H2,011
(A= 4,0 ppm,) e sugestivo de um dissacarideo constituido de unidades de
hexoses. A confirmacdo de cada unidade do dissacarideo ndo pode ser
confirmada, pois a perda neutra de 162 daltons (Da) pode corresponder a
perda de diversas hexoses como: glucose, galactose ou frutose. Os fragmentos
observados m/z 179 e m/z 161 indicam a ruptura da ligacdo glicosidea para
formacdo da molécula de monohexose complementar e subsequente perda de
H,O (Levandi et al., 2014). Dissacarios como maltose, sucrose ou lactose
possuem m/z 341 e seguem esse padrdo de fragmentacdo (Gabbanini et al.,
2010; Levandi et al., 2014). Esse dissacarideo foi comum a todos as amostras.

As analises dos dados de EM e EM/EM dos picos [M-H] dos compostos
de 2 a 13 e 16, com maximos no UV entre A 270-280 caracteristicos de
compostos fendlicos e tipicos da absorcdo do anel A de mondémeros, dimeros e
trimeros de flavan-3-ol.

Os mondmeros 3 m/z 305.0654 ([M-H], Tr= 3,7 min) e 7 m/z 305,0669
(IM-H]',Tr=7,8 min) sdo compativeis com a formula molecular C15H;307 (A 4,3 e
0,2 ppm, respectivamente) identificados como sendo os flavonoides
galocatequina (3) e epigalocatequina (7). Os compostos 9 m/z 289.0732 ([M-H]
,Tr= 8,2 min) e 12 m/z 289,0723 ([M-H], Tr=11,9 min) compativeis com a
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férmula molecular Ci15H1306 (A 1,4 ppm, e 1,2 ppm, respectivamente) foram
identificados como sendo catequina (9) e epicatequina (12). A analise dos
principais fragmentos no EM/EM sdo compativeis com dados citados na
literatura (Jaiswal et al., 2012; Cordeiro et al., 2016) e com os dados de UV-Vis,
Tr, EM e EM/EM de amostras padrdes. Para mondmeros desse tipo o tempo de
retencdo € um importante parametro para diferenciacdo de epimeros, uma vez
que é observado na literatura e/ou em amostras padrbes tempos de corrida
bem diferentes para os compostos. Esses (3, 7, 9 e 12) previamente isolados
de C. urucurana. O composto 3 foi encontrado em todas aas amostras; 7 nas
amostras EMCu, LaCu e FAC; 9 e 12 nas amostras EMCu, LaCu, FAL e FAC.
Os ions [M-H] do composto 8, m/z 577,1326 (Tr=8,0 min), 10, m/z
577,1343 (Tr= 10,3 min), 11, m/z 577,1350 (Tr=11,3 min), 13, m/z 577,1356
(Tr=12,1 min) e 16, m/z 577,1347 (Tr=14,5 min) correspondem a diferentes
dimeros de procianidinas. Sdo compostos formados por unidades de catequina
e/lou epicatequina [(epi)catequina], compativeis com a férmula molecular
C3oH25012 (A=4,4; A=1,5; A=0,2; A=0,8 e A=0,7 ppm, nessa ordem).
Metabolitos secundarios dessa classe produzem fragmentos
caracteristicos pela fissdo Retro-Diels-Alder (RDA) m/z 425 ([M-H-152]) e
fissdo do anel heterociclico (HRF) m/z 451, fornece informacfes sobre as
ligacdes entre as duas unidades monoméricas e padréao de hidroxilacdo do anel
B e a fragmentacdo quinona metideo (QM) m/z 289 que ajuda a definir qual a
unidade de base, sdo as fragmentacdes que mais prevalecem nesse tipo de
composto (Figura 9) (Li e Deinzer, 2007; Callemien e Collin, 2008; Cheng et al.,
2011). No presente estudo, o composto 8 foi identificado como procianidina B3
(catequina-(4,8’)-catequina), por co-injecdo do padrdo auténtico e
fragmentacdo EM e EM/EM descritos na literatura (Friedrich et al., 2000). Os
demais compostos com mesma razao m/z produziram padrao de fragmentacéo
semelhante e podem ser designados dimeros de (epi)catequina. A presenca de
jons ([M-H*-H,O]), segundo Jaiswal et al. (2012), caracteriza uma
conectividade 4,8 entre as unidades. Mas, por falta de padrbes a
estereoquimica das unidades monomeéricas ndo podem ser determinadas por

espectrometria de massas.
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As substancias 4 m/z 593.1290 ( [M-H], Tr= 3,9 min), 5 m/z 593.1272
(IM-H]’, Tr=4,7 min) e 6 m/z 593.1286 ([M-H]’, Tr=11,9 min) foram compativeis
com a férmula molecular CzoH26013 (A=1,9; A=48 e A=1,2 ppm,
respectivamente) sendo identificadas como pertencentes a classe das
prodelfinidinas tipo B. De acordo com a literatura, as prodelfinidinas seguem a
mesma fragmentacdo das procianidinas (Cheng et al., 2011). Os isémeros 4 e
5 produziram fragmentacfes semelhantes e os fragmentos no EM/EM de m/z
407,0756 (CxH150s, A=4,1 ppm) e m/z 407,0761 (CyH140s, A=2,9 ppm),
compativeis com uma fissdo RDA ([MH-152]) seguido da perda de agua (18
Da), bem como o fragmento QM m/z 289, revelam que a unidade base é uma
(epi)catequina, sendo dimeros de isbmeros de catequina e
galocatequina/epigalocatequina [(epi)galocatequina] do tipo (epi)galocatequina-
(4,8')-(epi)catequina. Ja o0 composto 6 apresentou o0 pico base em m/z
423.0705 (CooH1509, A=2.1 ppm) pela perda de um fragmento RDA ([M-152]),
seguida da perda de agua (18 Da); fragmento no espectro EM/EM de m/z
305.0663 (C15H1307 A=4.8 ppm) indicando que a base é uma (epi)catequina,
de modo a apontar um composto do tipo (epi)catequina-(4,8')-
(epi)galocatequina (Jaiswal et al., 2012).

Em contraste, a substancia 2 apresentou-se no cromatograma como
pico de m/z 609,1228 ([M-H]’, Tr=3,0 min), compativel com a férmula molecular
C30H25014 (A=3,5 ppm) e também sugestiva de um composto da classe das
prodelfinidinas, porém constituida de unidades de (epi)galocatequina. O
fragmento m/z 423,0697 (Cx:H1509, [M-186], A=5,8 ppm), correspondente a
perda por fissdo RDA, seguido de uma perda de 4gua (18 Da), e o fragmento
m/z 305.0683 (C15H1307, A=5,2 ppm), sugerem que a molécula é composta por
duas unidades de (epi)galocatequinas (Jaiswal et al., 2012; Résch et al., 2004).
Assim, a andlise dos dados de EM e EM/EM, e a comparacdo com dados da

literatura, indica que 2 € uma (epi)galocatequina dimérica.
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Em ambos os extratos e suas respectivas fases foram observados esses
compostos e a literatura revela que as proantocianidinas ja foram identificadas
no latex vermelho de C. urucurana (Esmeraldino et al., 2005; Gurgel et al.,
2001). Monbmeros e dimeros de catequinas, tais como esses compostos,
apresentam atividades antitlcera (Bezera et al., 2011), antioxidante (Kim et al.,
2016; Muccilli, et al., 2017) e anticancer (Cai et al., 2016), entre outras.

Os compostos 14 [m/z 344,1855 (M]*, Tr=12,9 min)], 15 [m/z 342,16
(IM]*, Tr= 13,6 min)] e 17 [m/z 370,1298 ([M]", Tr=21,7 min)] foram identificados
como o alcaloide benziltetraidroisoquinolinico (BTIQ) tembetarina e os
alcaloides aporfinicos magnoflorine e taspina, respectivamente. A identificacédo
desses compostos baseou-se nas férmulas moleculares CyoH2sNO4 (A=0,4
ppm), CooH24NO4 (A=2,9 ppm), C20H20NOg (A=3,4 ppm), respectivamente, e na
observacédo dos principais fragmentos de base, os quais foram coerentes com
agueles relatados na literatura para estes compostos (Sim et al., 2013; Wang et
al.,, 2013; Le et al., 2014). As fragmentacOes iniciam com a perda de
dimetilamina [(CHs),NH]" e sdo seguidas de perdas sucessivas de grupos CHs
ou CH3OH (Zhang et al., 2006; Sim et al.,, 2013). Esses picos foram
encontrados nos extratos da casca (EMCu) e no latex (LaCu), sendo que na
casca eles estdo presentes em maior nimero em FHMC e no latex em FAL.
Em geral, apesar da ocorréncia desse tipo de metabdlito secundario ndo ser
comum em Euphorbiaceae, alcaloides com esqueleto BTIQ e aporfinicos séo
isolados do latex e ndo da casca (Salatino et al., 2007). Sdo compostos que
detém importantes atividades bioldgicas, tais como anti-inflamatéria, citotdxica,
antiviral (Zhan et al., 2011), leishmanicida e antifungica (Chunmei e Myeong-
Hyeon, 2014).

O composto com pico a m/z 817,4192 ([M+H]", Tr=30,4 mim) e férmula
C37Hs7N10011 (18, A=3,2 ppm) foi identificado como sendo o ciclopeptideo,
[1-9-NaC]-Crourorb Al, com nove residuos de aminoacidos, ja obtido do latex
de C. urucurana por nosso grupo de pesquisa (Candido-Bacani et al., 2015).
Essa classe de composto em geral, € extraida com solventes como metanol ou
etanol, ou seja, possuem afinidade com solventes de meédia-alta polaridade
como os utilizados para extracdo dos extratos e fracbes (Tan e Zhou, 2006).
Este composto foi observado em LaCu, de onde foi inicialmente obtido, e

também em EMCu, onde ndo havia sido caracterizado. Este ciclopeptideo foi
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classificado como sendo um orbitideo e apresenta importante atividade
citotdéxica contra linhagens de células de cancerigenas humanas (Candido-
Bacani et al., 2015). Em geral, orbitideos sdo relatados por possuirem potente
atividade citotoxica a diferentes linhagens de células cancerigenas (Tan e
Zhou, 2006; Sabandar et al., 2013).

Os picos a m/z 373,1643 ([M+H]", Tr= 32,5 min), m/z 359,1856 ([M+H]",
Tr=36,5 min) e m/z 315,1972 ([M+H]", Tr=39,5 min) foram compativeis com as
férmulas moleculares C,1H2506 (19, A=1,4 ppm), C21H2705 (20, A= 0,8 ppm) e
C20H2703 (21, A=0,7 ppm), respectivamente. Os valores de m/z associados as
férmulas moleculares provaveis e a ocorréncia comum dessa classe na familia
(Salatino et al., 2007) indicam que os ions protonados pertencem a classe dos
diterpenos. A comparacdo dos tempos de retencdo dos espectros de EM e
EM/EM com os de padrbes co-injetados confirmaram tratar-se dos diterpenos
de esqueleto clerodano 3-oxo-12-epi-barbascoato de metila (19), 12-epi-
barbascoato de metila (20) e acido hardwiickico (21). Diterpenos com esse
esqueleto sdo associados na literatura a atividade anti-inflamatéria (Carvalho et
al., 1996), antitlcera (Antonisamy et al.,, 2014; Rodriguez et al., 2004),
citotéxica (Wang et al., 2013), antifungica (Tamokou et al., 2009), leishmanicida
(Lima et al., 2015), antibacteriana (Du et al., 2015), entre outras propriedades.

Os mesmos nao foram observados no latex.



Tabela 2. Dados cromatograficos, UV, EM e EM/EM de compostos identificados no EMCu, LaCu, FAC, FAL e FHMC de Croton urucurana.
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Tr

N° (min) Composto Principais fragmentacdes [M-H] Principais fragmentacdes [M+H]" UV (nm)
1 12 Di-hexosidio EM: 341.1076 [M-H], 191.0527. EM/EM: 179.0543, )
' (ndo especificado) 161.0410
2 30 (epi)galocatequina- EM: 609.1228 [M—H]", 291,9878, 217.0018. EM: 611,1452, 443,0945, 305, 0635 271
' (4,8")-(epi)galocatequina EM/EM: 423.0697, 305.0683, 219.0550, 177.0178 EM/EM: 425, 0799.
3 37 Galocatequina* EM: 305.0654 [M-H], 261.0734, 221.0247, 307,0815, 267,0750, 218, 0197. 273
’ 179.0286. EM/EM: 219.0629 175.0353, 165.0145 EM/EM: 177,0589.
(epi)catequina-(4.8)- EM: 593.1290 [M-H]-, 387.0650, 305.0655, _
4 3,9 (epi)galocatequin,a 216.9996. EM/EM: 407.0756, 339.0821, 289.0732, 273
245.0776, 203.0588, 177.0170
(epi)catequina-(4,8)- EM: 593.1272 [M—HJ", 425.0837, 291.9888. EM/EM: B
5 47 . 7’ 407.0761,339.0887, 289.0689, 245.0766, 203.0688, 273
(epi)galocatequina 1770167
. . , EM: 593.1286 [M—H],425.0710, 291.9882, 216.995. _
6 52 Eggg;g}gg;{gglﬁ: > EM/EM (593.1286, 45.9 eV): 423.0705, 305.0663, 271
289.0717, 245.0465, 219.0605
7 78 Epigalocatequina* EM: 305.0669 [M-H]", 217.0034, 179.0279 EM/EM: EM: 307,0819, 289,0678, 181, 0480 EM/EM: 278
’ 175.0428, 167.0347 177,0552, 163,04161
g go (epcatechin-(4,8)- EM: 577.1326 [M—H] ", 425.0867. EM/EM: 407.0763, )78
) (epi)catechin [B3]* 289.0714.
9 83 Catequina* EM: 289.0732 [M-H]-, 245,0813, 217.0023, 179.0298 EM: 291, 0838 [M+H]", 205,0309, 165,0536. 278
’ EM/EM: 221.0861, 203.0694, 187.0386, 159.0499 EM/EM: 207,0574, 189,0533, 161,0584.
10 103 (epicatequina-(4,8)- EM: 577.1343 [M-H]", 425.0817, 291.9866. EM/EM: B )78
' (epi)catequina 407.0766, 289.0704.
11 113 (epi)catequina-(4,8')- EM: 577.1350 [M-H]", 425.0871, 291.9899. EM/EM: _ 278
' (epi)catequina 407.0779, 289.0716.
EM: 289.0723 |[M-H], 245.0828, 221.0786, EM: 291,0854 [M+H]’, 205,0301, 163,0179.
12 119 Epicatequina 203.0670, 179.0289. EM/EM: 221.0799, 203.0696, EM/EM: 161,0543. 278
175.0621, 159.0482
13 121 (epi)catequina-(4,8')- EM: 577.1356 [M-H]", 425.0826, 291.9912. EM/EM: _ 278
' (epi)catequina 407.0722, 289.0724.
. EM: 344.1855 [M]", 289.0662, 269.0676,
14 129  Tembetarina - 247,0256, 233.0256, 205.0201, 191.9723,  °'S
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173.9627, 163.0181, 155.9728, 149.0168,
1450074, EM/EM: 267.1018, 192.0996.
175.0746
EM: 342.1686 [M], 297.1108, 262.9768,
232.0006, 217.0671, 205.0289, 191.9731,
15 13.6 Magnoflorina _ 173.9589, 163.0188, 155.9739, 145.0053. 278
EM/EM:  297.1105, 282.0887, 265.0835,
237.0905, 222.0633, 191.0868
16 145 (epicatequina-(48)- EM:. 577.1347, 4250865  291.0892. EMI/EM: ~ 7
' (epi)catequina 407.0814, 289.0749.
EM: 370.1298 [M+H], 2559750, 217.0736,
17 217 Taspina ~ 191.9732, 173.9661, 155.9752, 149.0263, 275
145.0097. EM/EM: 325.0737, 310.0431
EM: 8154066 [M+H]", 588,8969, 475,1573, EM: 839.4043 [M+Na]" 817.4177 [M+H]",
407,1711, 248,9599 EM/EM: 615,3022, 5552612, 704.3280, 428.1895  205.0298. EM/EM:
18 304  [1-9-NaCJ-Crourorb Al 4575555 413, 2473, 3851510, 363,1789, 317.1199, 799.4171, 772.4066, 687.3377, 5152536, 200
280.1271, 170,0594. 412.1762. 319.1449, 258.1471, 172.0772.
3-ox0-12-0p1- EM: 409.1401 [M+CI, 373.1643 [M—HJ, 330,2056, EM: 397,1625 [M+Na], 3751791 [M+H],
19 325 JOXOEEPE . 3050223, 2630350, 2230186, 201.0266. EM/EM: 332,2261, 2811387. EM/EM:  249,1078, ;
341.1382.325.1012, 297.15, 203.1015, 187.0741 221.1204. 203,1071, 175,1100.
EM: 717.3433 [2M+H],, 359.1856 [M+H[,
0 g5 12epibarbascoato  de 3411750, 265.1441, 233.1168, 219.1385. ;
S metila* = EM/EM:  251.1266, 233.1167, 215.1051,
187.1116, 169.1014, 159.1169
1 395 Acido Hardwikicor EM: 315.1972 [M—H], 311.1665, 223.0189. EM/EM: B ]

185.0066.

*compostos identificados com a co-injecéo de padrbes
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Figura 10. Estruturas quimicas das substancias identificadas no EMCu, LaCu, FAC, FAL e FHMC de Croton urucurana.



Tabela 3. Compostos identificados nas amostras Lacu, EMCu, FAL, FAC e FHMC.

Amostra

© 0O N O g A~ W N P Z
o

N N R R R R R R R R R
B O © 0 N O U M W DN R O

Composto

Di-hexosidio (ndo especificado)

(Epi)galocatequina-(4,8')-(epi)galocatequina

Galocatequina
(Epi)catequina-(4,8')-(epi)galocatequina
(Epi)catequina-(4,8')-(epi)galocatequina
(Epi)catequina-(4,8')-(epi)galocatequina
Epigalocatequina
(epi)catechin-(4,8")-(epi)catechin [B3]
Catequina
(Epi)catequina-(4,8')-(epi)catequina
(Epi)catequina-(4,8")-(epi)catequina
(-)-epicatequina
(Epi)catequina-(4,8")-(epi)catequina
Tembetarina

Magnoflorina
(Epi)catequina-(4,8')-(epi)catequina
Taspina

[1-9-NaC]-Crourorb A1
3-0x0-12-epi-barbascoato de metila
12-epi-barbascoato de metila

Acido Hardwikiico

LaCu

X

X X X X X X X X X X X X

X X

EMCu

X

X X

X X X X X

FAL

X

xX X

X X

FAC

X

X X

X X X X

FHMC

X

X

xX X

X X

Total de compostos identificados

15
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Figura 11. Cromatogramas de CLAE-IES-EM (BPC) A- EMCu (modo positivo),B-EMCu (modo
negativo);C- LaCu (modo positivo); D-LaCu (modo negativo).
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Figura 12. Cromatogramas de CLAE-IES-EM (BPC) A- FAC (modo positivo), B-FAC (modo negativo),
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5.2. Identificacdo/Elucidacao estrutural das substancias 19 e 22

A subfracdo FAC-5, proveniente de uma coluna de silica gel “filtrante” (70-230
mesh) da FAC, foi submetida & cromatografia em coluna aberta usando como
suporte silica gel 200-400 mesh a fim de isolar os componentes majoritarios. Desse
processo, apos analise por CCDA, originou-se 38 fracdes finais. Este experimento
resultou na identificacdo de dois diterpenos com esqueleto clerodano, 19 (33 mg) e
22 (31 mg) (Item 4.4.1, p. 38).

O composto 19 (Figura 14) foi identificado como sendo o 3-0x0-12-epi-
barbascoato de metila.

Na analise do espectro de RMN *H (Figura 15) foram observados sinais de
hidrogénios caracteristicos de um sistema furano 3-substituido: um singleto em &y
7,44 (H-16), um singleto largo em dy 7,41 (H-15) e um singleto largo em &y 6,41 (H-
14). Além destes, observa-se um duplo dubleto em &y 5,49, dois sinais relativos a
hidrogénios metilicos em &4 1,11 (H-20) e outro em &y 1,25 (H-19) e um sinal de
metoxila em &y 3,68 (H-21). Além destes sinais, foi observada uma série de sinais
entre 6y 1,10-2,5, compativeis com hidrogénios metilénicos e metinicos (Tabela 4).

A andlise dos espectros de RMN de **C (Figura 16) mostrou 21 sinais na
regido entre ® 15,1 e & 204,7 sendo 3 CH3 (uma delas é metoxila - & 51,9; C-21), 5
CH,, 7 CH e 5 C, sendo um deles de carboxila de éster & 168,3 (C-18). O sinal em &
171,9 (C-17), quando associado ao sinal & 71,9 (C-12), é caracteristico da presenca
de um sistema &-lactona, enquanto uma carbonila de cetona é evidenciada pelo
sinal a 6¢ 204,7 (C-3). Em adicao a estes, ha também sinais relativos a carbonos de
um anel furano [6¢ 139,6 (C-16), 144,1 (C-15) e 108,6 (C-14) e 125,8 (C-13)]. Dentre
os sinais de RMN *C destaca-se o a & 69,5 (C-4), uma regido atipica para um
carbono sp® ndo ligado a heteroatomo (Tabela 3).

O espectro de massas - HR-IES-EM - (Figura 17) apresentou um pico a m/z
375,1800 [M+H]*, compativel com a férmula molecular C,1H»;0¢ (calculado para
Co1H2706, 375,1808 [M+H]"). Estes dados, aliados a analise dos espectros de RMN
1D e comparacdo com dados da literatura (Pizzolatti et al., 2013) levou a
identificagcdo do composto 19, conforme mencionado, como sendo o diterpeno 3-

0Xx0-12-epi-barbascoto de metila, ja isolado anteriormente de C. urucurana.



Tabela 4. Deslocamentos quimicos (3) de RMN 'H (300 MHz) e *C (75 MHz) do 3-0x0-12-epi-
barbascoato de metila em CDCIl; e da mesma citada na literatura (RMN 'H 500 MHz e *

Figura 14. Estrutura quimica do 3-oxo-12-epi-barbascoto de metila (19)

125 MHz em CDCl,)

—
s}

OCH;
21

2
=
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C

Substancia 4

3-0x0-12-epi-barbascoato de metila
(Pizzolatti et al., 2013)

CH oym,J (HZ) oc oym,J (HZ) ¢
1 2,00m 22,1 2,00, m 22,4
2 2,55 dt, (J 3,0) 40,4 254 dt, (J 3,3) 40,6
3 - 203,9 - 204,7
4 3,21s 69,5 3,22s 69,6
5 - 37,1 - 37,3
6 1,99 m 37,6 1,90 m 37,7
7 1,35dd, (J 13; 3,7) 18,2 1,34 m 18,4
8 208dd, (J11:3,4) 511 2,10 dd, (J 12,5: 3.3) 51.6
9 2.22d, (J3,1) 41,2 2.23d ,(J 3,3) 415
10 - 54,1 - 54,2
11 1,58 m 44,4 1,60 m 44,6
12 549dd, (J115:54) 716 5,49 dd, (J 11,4; 5,9) 71.9
13 2,30dd, (J13,3:54) 1256 236 dd, (J 13,2; 5,9) 1258
1,74dl, (J 3,3) 1,75d, (J3,7)

14 6,41, s 108,4 6,41 s 108,6
15 7,40, t 143,9 7,41 s 1441
16 7,44, s 139,4 7,44 s 139,6
17 - 171,5 - 171,9
18 - 168,0 - 168,3
19 1,24, s 15,2 1,25, s 15,4
20 1,10, s 14,9 1,11, s 15,1

OCH; 3,68, s 51,7 3,68, s 51,9
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O espectro de RMN *H (Figura 21) de 22 apresentou as caracteristicas de um
diterpeno, com os sinais tipicos de um anel furano 3-substituido (&4 7,41, H-16, 7,38,
H-15 e 6,38, H-14), de duas metilas ligadas a carbonos tetrassubstituidos (64 1,22,
H-19 e 1,05, H-20), além de uma metoxila (&4 3,70) e dois hidrogénios ligados a
carbonos oxigenados (0 4,10, H-3 e 5,48, H-12) (Tabela 5).

O espectro de RMN **C (Figura 22) mostrou 21 sinais, cujo padrdo confirmou
a natureza diterpénica e a presenca do anel furanico (&¢ 143,77, C-15, 139,31, C-16,
125,90, C-13 e 108,47, C-14), além de duas carboxilas (¢ 175,35, C-18 e 172,25,
C-17), dois metilenos oximetinicos (&c 71,93, C-12 e 67,16, C-3), dois metinos, duas
metilas e dois carbonos quaternérios (Tabela 5).

A andlise destes dados revelou uma similaridade grande com os dados de
parte da estrutura do composto 19, um diterpeno com esqueleto clerodano isolado
também de Croton urucurana (Pizzolatti et al., 2013). A parte da estrutura da
molécula que apresenta similaridade corresponde ao anel B, a uma lactona entre os
carbonos C-17 e C-12 e ao anel furano. Portanto, a estrutura de 22 se diferencia da
estrutura do composto 19 (Figura 14) pelos substituintes do anel A.

A analise dos dados obtidos através dos experimentos HSQC e HMBC
(Figuras 23 e 24) permitiram atribuir todos os sinais de RMN *H e *C (Tabela 5),
confirmando a parte da estrutura mencionada, definiu que o anel A possui uma
carboximetila ligada a C-4 e uma hidroxila ligada a C-3, caracterizando a estrutura
como sendo o 3-hidroxi-barbascoato de metila. O experimento NOESY (Figura 26)
mostrou correlacdes que permitiram definir a configuracdo relativa (rel 3R, 4S),

conforme mostrado na Figura 18.

Figura 18. Principais correlagdes observadas nos experimentos NOESY.
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Tabela 5. Deslocamentos quimicos (5) de RMN 'H (300 MHz) e *C (75 MHz) do 3-hidréxi-12-epi-
barbascoato de metila em CDCl;

CH & 5.y m (J Hz) HMBC "H-°C NOE COSY 'H-'H
1 16,5 18-1,44 dt+#, 56,3; 32,9; 17,6  4,10; 1,78; 2,33; 1,01 1,78
1a-1,78 qdl, 56,3; 37,1; 32,9; 4,02;1,44; 1,22 1,44, 1,01
(3 12,5; 3,3) 374
2 32,9 2B-2,01 dq*# 371,374 2,16; 1,41 -
20-1,41 dt *# 2,01; 4,10 4,10, 2,01
3 67,2 4,10 dd, 37,4, 16,5 1,41; 2,16 2,16, 1,41
(35,2; 2,8)
4 58,7 2,16 d, 175,4; 37,4; 4,10; 1,01; 1,27; 2,01 4,10
(J 2,5) 16,73; 56,3; 39,2
5 374 - - - -
6 39,2 6B-1,27, td 17,8;51,4; 14,5 2,16; 2,12 1,62
(3 13,8; 13,8;
4,5) 71,9; - 1,27
60-1,62 dd,
(J 13,8; 5,5)*
7 17,8 1,98* 37,1;172,3; 39,2; - 2,12
58,7; 51,4
1,63* 37,1 2,12
8 51,4 2,12 dd, 37,1; 44,3; 17,8; 1,01; 1,27; 6,38; 1,63
(312,6;3,7) 172,3; 14,5; 39,2 7,41; 1,63
9 37,1 - - - -
10 56,3 1,01 dd, 17,6; 14,5;37,1;  2,16; 2,12; 1,44; 1,59 1,78
(3 12,4;1,9) 37,4;17,8; 58,7;
32,9;16,5
11 443 11B8-1,59 t, 71,9; 37,1 2,33;7,41; 1,01; 5,48, 2,33
(J 13,7)*
11a-2,33 dd, 51,4; 37,1; 14,5; 1,59; 1,05; 5,48; 5,48, 1,59
(3 13,7;5,8) 56,3 1,44; 7,41
12 71,9 5,48 dd, 172,3; 139,3; 1,05; 2,33; 1,59; 7,41 2,33, 1,59
(J11,3;5,6)  1259;108,5; 44,3
13 125,9 - - - -
14 1085 6,38 dd, 139,3; 125,9; 2,33;1,59; 7,41; 7,38, 7,41
(31,8;0,8) 143,8 5,48; 2,12; 7,38
15 1438 7,381, 125,9; 139,3 6,38 6,38
(J 1,8)
16 139,33 7.41m 108,5; 143,8 1,59; 5,48; 2,12; 2,33 6,38, 5,48
17 1723 - - - -
18 1754 - - - -
19 176 1,22, 3H, s 58,7; 56,3; 39,2; 1,05; 4,02 -
374
20 145 1,05, 3H, s 374,371 1,22; 5,48 -
OH 4,02 d, 32,9, 67,2 1,78 1,41
(3 1,9)
OCH; 51,7 3,70, 3H, s 175,4 - -

* sinal sobreposto

# multiplicidade observada no experimento Jres
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As correlagcbes observadas no experimento NOESY (Figura 28) evidenciam,
portanto, que a hidroxila ligada a C-3 encontra-se axialmente orientada, o que é
compativel com os valores das constantes de acoplamento observadas (64 4,10, dd,
J 5,2 e 2,8 Hz, H-3) e que a carboximetila ligada a C-4 encontra-se em equatorial.
Observa-se que 0s outros centros quirais possuem as mesmas configuracdes
relativas propostas para a estrutura do composto 19. Portanto, a estrutura do
composto 22 corresponde a representada na Figura 21.

A substancia também foi confirmada por espectrometria de massas (HR-IES-
EM) e apresentou [M+H]" a m/z 377,1972, indicando a férmula molecular C,;H,506
(valor calculado para [M+H]" 377,1964) (Figura 29).

A busca na literatura a respeito do composto 3-hidroxi-12-epi-barbascoato de
metila ndo revelou nenhum relato do seu isolamento e/ou sintese e, assim sendo,

refere-se a uma substancia inédita na literatura.

Sl

OCH3
eyl

Figura 19. Estrutura quimica do (rel 3R, 4S) 3-hidréxi-12-epi-barbascoato de metila (22).
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5.3. Identificagao/Elucidagéo estrutural das substancias 18 e 23

As subfracbes FAL-1 e FAL-2 foram avaliadas por CCDA em
cromatoplacas de alta resolucdo para deteccdo de amidas peptidicas,
conforme a metodologia de Zhou e Tan (2000) (ltem 4.5.1, p. 39), e
apresentaram manchas vermelho-alaranjadas, indicando que estas amostras
continham ciclopeptideos. Essas fracfes foram entdo submetidas a CLAE
semipreparativa para isolar e identificar os componentes majoritarios,
resultando, até 0 momento, isolamento e caracterizacdo dos compostos 18 (30
mg) e 23 (20 mg) (Item 4.5.2, p.40).

O composto 18 (Figura 30) foi identificado como o ciclopeptideo tipo
orbitideo [1-9-NaC]-crourorb Al, isolado anteriormente do latex de C.
urucurana.

O espectro de RMN de *H (Figura 29) apresentou um grupo de sinais
entre &y 8,80 e 6,99, caracteristicos de hidrogénios de anel aromético ou
hidrogénios de ligagdo peptidica; sinais entre &y 4,54 e 3,19 de hidrogénios
ligados a carbonos a de aminoacidos, além de sinais entre 64 3,08 e 0,81
(Tabela 6).

O RMN de C (Figura 30) apresentou 10 sinais entre d. 174,5 e 169,2,
atribuidos a carboxilas de amidas, sustentando a hipdtese de que 18 é um
peptideo. O espectro de RMN *3C revelou, também, sinais de anel aromético a
Oc 137,2 (x1), 129,4 (x2), 128,3 (x2) e 126,7 e de carbonos a entre, d. 60,1 e
35,6, e sinais entre 8.24,1 e 15,9 (Tabela 6).

O pico a m/z 817,4183 [M+H]" no HR-IES-EM foi compativel com a
férmula molecular C37Hs7N10011 (calc. para Cz7Hs7N19011, m/z 817,4203) e os
fragmentos observados estdo consistentes com aqueles descritos para o [1-9-
NaC]-crourorb Al(Figura 31) (Candido-Bacani et al., 2015).

Os dados de RMN, EM e EM/EM do composto 18 foram compativeis
com aqueles citados na literatura, sendo possivel a caracterizacdo do
ciclopeptideo [1-9-NaC]-crourorb Al, constituido da sequéncia (ciclo)-
GaSLaGpAFGNL-.

As configuragBes absolutas dos residuos de amino&cidos S (serina), A

(alanina), L (leucina) e F (fenilalanina) foram identificados como L(s) pelo
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meétodo de Marfey (Item 4.5.2.1, p. 38), como descrito por Candido-Bacani et al.
(2015).

Gh

Figura 28. Estrutura quimica do [1-9-NaC]-crourorb Al (18)

Tabela 6. Deslocamentos quimicos (5) de RMN 'H (300 MHz) e **C (75 MHz) do [1-9-NaC]-
crourorb A1 em DMSO-ds e da mesma citada na literatura (RMN 'H 300 MHz e *C75
MHz em DMSO-ds)

C/H Substéancia 18 [1-9-NaC]-crourorb Al
(Candido-Bacani et al., 2015)

Glicina A (Ga) O13c oy m, (J Hz) O13c oy m, (J Hz)

NH 8,57 br, s 8,57 br, s

a 42,8 3,70 sobreposto 42,8 3,76 sobreposto

a' 3,50 dd, (J 17,0; 4,6) 3,59 dd, (J 17.0; 4,6)

CO 169,2 169,2

Serina (S)

NH 8,80 br, s 8,84 br, s

OH 5,051, (J 6,0)

BB’ 60,1 3,69 m 60,1 3,69 (2H), m

a 58,1 3,88 m 58,1 3,88t, (J 6.0)

CO 174,5 174,4

Leucina A (La)

NH 7,33 br, s 7,33 br, s
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o 23,2 0,91d,(J6,2) 23,2 0,90d, (J 6,5)

o 214 0,82d, (J 6,2) 21,4 0,82d, (J6,5)

% 24,1 1,60 m 24,1 153 m

B 39,8 1,73 m 39,8 1,75 br, t, (J 12)

B’ 1,44 m 1,45 br, dd, (J 12,0; 8,4)
a 50,3 4,55 m 50,3 4,55 ddd, (J 11,4; 8,4; 2,8)
CO 170,9 170,8

Glicina b (Gb)

NH 7,98 sl 7,97t J59Hz

a 43,1 3,80 43,1 3,82 sobreposto

a' 3,44 dd, (J 17,0; 6,0) 3,43dd, (J 17,5; 5,9)
CO 169,3 169,3

Alanina (A)

NH 8,53s 8,52 br, s

B 15,9 1,21d, (36.9) 15,9 1,22d,J7,1Hz

a 49,6 3,76 49,6 3,80 sobreposto

CO 171,9 171,9

Fenilalanina (F)

NH 7,59 d, (3 5,8) 7,58d, (J 6,0)

4 126,7 7,22 sobreposto 126,7 7,22 sobreposto
3,5 128,3 7,24 sobreposto 128,3 7,28 sobreposto
2,6 129,4 7,24 sobreposto 129,4 7,28 sobreposto

1 137,2 137,2

B 35,9 3,07, m 36,00 3,08dd, (J 13,5, 7,2)
B' 3,01, m 3,03 dd, (J 13,5, 8,4)
a 56,0 4,22,q9,(J 7,1) 56,0 4,24 br, q, (3 7,2)
CcO 173,1 173,1

Glicina C (Gc)

NH 8,30 m 8,31 m

a 42,9 3,94dl, (37,4 42,9 3,93 dd, (J 16,8, 7,4)
a' 3,19 sl 3,19dd, (J 16,8, 3,4)
CO 170,9 170,3

Asparagina (N)

NH 8,23 br, d, (J 5,0) 8,22 br, (d, J 6,3)
NHa 6,99 br, s 7,00 br, s

NHb 7,53 br, s 7,52 br, s

yCO 172,7 172,7

B 35,6 2,85dd, (J 15,7, 5,7) 35,6 2,85 br, dd, (J 15,9, 5,9)
B’ 2,61 dd, (J 15,7, 6,8) 2,62 dd, (J 15,9, 7,0)
a 4,27 br, m 4,28 br, g, (J 6,5)
CO 172,4 172,4

Leucina B (Lb)

NH 7,23 sobreposto 7,22 sobreposto

0 23,4 0,88d, (J 6,5) 23,4 0,85d, (J 6,6)

o 21,3 0,83 d, (J 6,5) 21,3 0,84 d, (J 6,6)

% 23,6 1,60 m 23,6 1,60 m

B, B 39,2 1,64 m 39,2 1,67m

a 51,2 4,40 m 51,1 4,40 m

CcO 172,7 172,7
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O espectro de RMN *H (Figura 33) de 23 apresenta sinais caracteristicos
de um peptideo, semelhante a 18, tais como entre &y 8.72 e 7.47 e multipletos
relativos a hidrogénios a entre &4 4.31 e 3.88, além de um conjunto de sinais
entre 64 3,48 € 0,77 (Tabela 7).

O espectro de RMN *3C (Figura 34) mostrou 37 sinais, sendo 10 de
carbonos carboxilicos, entre 6c 176,7 e 167,2, que foram atribuidos a
carboxilas de amidas e sinais de carbonos a entre &. 56,3 e 41, 0 que sustenta
a hipotese de que 23 um peptideo. Também apresentou quatro sinais de um
anel benzénico: 6¢ 126,9, 129,4 (x2), 129,7 (x2) e 137,9 (Tabela 7).

A analise dos experimentos de RMN 2D, HSQC, HMBC, NOESY e
COSY (Figuras 35, 36, 37 e 38) (Tabela 7), resultou na identificacdo de nove
residuos de aminoacidos: trés glicinas (Ga, Gb, Gc), duas leucinas (La, Lb),
uma fenilalanina (F), um acido aspartico (D), uma alanina e uma serina (S).

O espectro de massas HR-IES-EM mostrou ions [M+H]" com m/z
818,4011, consistente com férmula molecular C37Hs5NgO;3 (calculado para
C37Hs5NgO13 m/z  818,4048). A andlise do EM/EM revelou fragmentos
originados pela chamada via by-y,, conforme descrito para peptideos ciclicos
(Tabela 8; Figura 39) (Cantu et al, 2008; Paizs et al., 2005; Saminathan et al.,
2010).

Nesse processo, acredita-se que a abertura do anel ocorre pela
formacdo de oxazolona, resultando em aminoacidos lineares com N-terminal
livre de um lado e do outro um anel oxazolona em C-terminal. Os ions
observados no espectro sdo equivalentes aos fragmentos opostos e
complementares entre si, ou seja, 0os valores de m/z obtidos € correspondem a
diferenca entre a quebra de dois ions consecutivos da mesma sequéncia de
aminoacidos lineares. Sdo denominados —a e os fragmentos resultantes da
perda neutra de mondéxido de carbono (CO) dos ions de —b, além de perdas
neutras de H,O (Cantu et al, 2008; Paizs et al., 2005; Saminathan et al., 2010).

A configuracdo absoluta dos amino&cidos A, L, F e S foi determinada
pelo método de Marfey (Bhushan e Briickner, 2004) como sendo aminoacidos
do tipo L(s). Através das correlagBes espaciais entre os hidrogénios préximos
observadas no experimento NOE foi determinada a configuracdo de D (acido
aspartico) também como sendo L(s). As configuracdes dos aminoacidos estéo

de acordo com a configuracdo observada no ciclopeptideo anteriormente
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isolado de C. urucurana e com aqueles relatados em espécies de Croton
(Quintyne-Walcott et al.,, 2007;Mehmood e Malik, 2010), que consistem
exclusivamente de L-aminoacidos (Candi-Bacani et al., 2015).

Para determinacéo da natureza ciclica desse peptideo foram observadas
detalhadamente as correlagdes observadas no COSY *H-'H, atribuindo cada H-
a ao seu grupo NH correspondente e NOESY, ligando cada grupo NH ao
residuo de aminoacido subsequente ou antecedente (Tabela 7). A sequéncia
de aminoacidos de 23 foi determinada, entdo, como sendo (ciclo)-
GaDLaGbGCcSAFLb- (Figura 32).

O sistema de nomenclatura seguiu 0 método de nomeacéo sistematico
especifico para peptideos ciclicos sugerido por Shim et al. (2015) e Candido-
Bacani et al. (2015), sendo esse ciclopeptideo denominado [1-9-NaC]-
Crourorb A2.

Esse ciclopeptideo possui esqueleto do tipo orbitideo e a busca na
literatura ndo revelou relatos sobre o isolamento/sintese do mesmo e, assim

sendo, a substancia 23 é inédita.

Ge

Gb

Figura 32. Estrutura quimica do [1-9-NaC]-Crourorb A2 (23)



Tabela 7. Dados de RMN 1D e 2D do ciclopeptideo [1-9-NaC]-Crourorb A2
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C/H S 5, m, (J Hz) HMBC "H-C NOE COSY "H-'H
Glicina A (Ga)
NH 8,42 br, s 176,68 DCO; 174,70 D yCO 7,97 SNH;
a 41,25 4,12 s
a' 3,97 d, (J 16,3) 167,22 GaCO 8,42 GaNH, 8,39 LbNH;
CO 167,22 4,05 Aq;
Acido Aspartico (D) 4,05 Aq;
NH 8,72 d, (J 6,8) 173,38 LaCO; 49,26 Da 4,36 Daq, 2,54 DB’ 7,74 ANH; 1,21 AB
yCO 174,70
B 35,23 3,00s 174,70DyCO;
B’ 2,54d,(J5,1) 3,00 DB; 4,36 Da; 1,45 Lbp’, 4,31 Fa;
0,80 Lad

a 49,26 4,36 m 176,68DCO; 2,54 DB’; 3,00 DB; 2,49 Lbp 3,00 FB; 2,88 Fp’
CO 176,68
Leucina A (La)
NH 7,48d, (J 7,3) 169,7 GbCO; 4,24 Laa; 1,45 Lap’; 2,88 Fp’; 4,31 Fa
5 23,57 0,80 d, (J 6,5) 21,76 Lad’;
5 21,76 0,75d, (J 6,1) 24,56 Lay 7,67 FNH; 3,02 FB; 2,88 FB’;
v 24,56 1,52 m
B 40,89 2,49d, (J 5,0)
B’ 1,45dd (J 12,0; 8,1) 24,56 Lay; 21,76 Lad’; 51,67 4,24 Laq; 4,29 Laa

Laa; 173,06 LaCO
a 51,67 4,24 m 173,06 LaCO 7,76 GbNH; 1,57 Lay
CO 173,38
Glicina B (Gb)
NH 7,76 s 173,38 LaCO 4,29 Laa
a 43,26 3,88s
a' 3,65 encoberto 169,70 GbCO 8,39 LaNH
CO 169,70
Glicina C (Gc)
NH 8,35s 171,33 SCO 3,80 Gca; 7,76 Gb, 4,07 Sa
a 43,22 3,80 s 169,48 GcCO 8,35 GCcNH, 7,76 Gb 3,97 Gbd'
a' 3,52 encoberto
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CO 169,48

Serina (S)

NH 7,97 d J 6,0 Hz 173,15 ACO, 56,35 Sa 4,36 Da

OH -

BB’ 61,40 3,70 2H) m 56,35 Sa 4,36 Da

a 56,35 4,07 m 171,33 SCO; 61,35 Sa 1,21 AB; 8,35 GCNH 4,36 Da

CO 171,33 8,72 DNH; 2,54 DB’

Alanina (A)

NH 7,74 s 171,50 FCO, 17,48 AB 4,05 Aaq;

B 17,48 1,21dJ7,1Hz 49,57 Aa; 173,15 ACO 4,05 Aa; 7,21 F3, 5 4,24 Lba;

a 49,57 4,05 173,15 ACO; 17,57 AB 7,74 ANH, 1,21 AR 1,52 Lby

CcO 173,15

Fenilalanina (F) 0,80 Lbd

NH 7,67d J8,5Hz 50,87 Fa 4,29 Lba; 1,42 Lb’;

4 126,91 7,18 m 36,63 FB; 4,24 Lba;

3,5 129,42 7,21m 129,65 F2',6’ 2,88 Fp’, 8,39 LbNH 7,48 LbNH; 1,45 Lbp’

2,6 129,65 7,23 m 137,87 F1’

1 137,87

B 36,63 3,00 m 129,42 F3',5’; 7,21 F3,5; 4,29 Laa 3,65 Gcea; '

B' 2,88 m 129,65 F2',6’; 171,50 FCO 7,21 F3,5; 4,29 Laa

o 55,87 4,31* 137,81 F1’; 171,50 FCO 1,42 Lbp’; 3,00 FB 7,74 GCcNH

CO 171,50

Leucina B (Lb)

NH 8,39d (J 6,5) 167,2 GcCO, 55,87 Fa 3,97 Gad'; 4,29 Lba 3,80 Gag; 3,52 Gad’

0 23,36 0,82 d (J 6,5) 21,64 Lb& 7,21 F3,5’; 4,31 Fa; 8,35 GaNH

o’ 21,64 0,77d (J 6,1) 24,48 Lby; 8,35 GaNH

Y 24,48 1,57m

B 40,70 2,46 m

B’ 1,42 m 173,06 LbCO, 24,48 Lby; 4,29 Lba 4,07 Sq;
21,64 Lbd’; 50,85 Lba

a 50,85 4,29 m 173,06 LbCO 7,74 SNH, 4,05 Sa

CO 173,06
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Tabela 8. Principais fragmentos observados no espectro de HRIESEM/EM (m/z 818,4011,

[M+H]+, 44,6 eV)

m/z Fragmento

840,3841 [M+Na]’

818,4011 [M+H]"

800,3978 [M+H-H,0]

790,4157 [M+H-CO]

782,3922 [M+H-2H,0]

772,3993 [M+H-CO-H,0]

761,3872 [b8 GaGc]; [b8 SGal; [b8 DGb]

747,3924 [b8 FA];

729,3738 [b8 FA-H,0]

716,3627 [a8 GaGc-NHj]. [a8 SGa-NHs]; [a8
DGb-NH;]

705,3249 [b8 GclLb]; [b8 GbLa];

687,3112 [b8 GclLb-H,0]; [b8 GbLa-H,0];

677,3324 [a8 GclLb]; [a8 GbLa];

671,3345 [b8 LaF];

659,3201 [b7 FA]

653,3254 [b8 LaF-H,0]

648,3002 [b7 GaGc]; [b7 DGb];

645,3272 [b7 LbD]J;

641,2996 [b7 FA-H,0]

630,2957 [a7 GbLa];

590,2949 [b6 SGa]

533,2713 [b6 GaGc]; [b6 LbD]; [b6 GcLb];

516,2538 [b6 GclLb- H,O]; [b6 LbD- H,0]; [b6
GaGc-H,0];

513,2654 [b6 LaF]

476,2551 [b5 GaGc]; [b5 SGa]

448,1850 [a5 GaGc]; [ab SGa]

430,1870 [b5 AS]

420,1885 [b5 Gclb]

419,2312 [b4 SGa]

391,1607 [a4 SGa]

386,2033 [b5 LbD]

363,1679 [b4 GaGc]

345,1652 [b4 GaGce-H,0]

315,1671 [b4 LbD]

297,1548 [b4 LbD-H,0]

286,1424 [b3 LaF]; [b3 GbLa]; [b3 DGb]

258,1481 [a3 LaF]; [a3 GbLa]; [a3 DGb]

219,1131 [b2 AS];

171,1145 [b2 LaF]; [b2 LbDJ;

b5 GalGo bd GaGc
478,25517 7 Te1357TS
- _ 1
bl Gate  peieaae

165, 1679

'
e H
| -’131‘-527 FF H

HGa-S-A-FilakGh-D-LbiGeys*
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ATRIEN L Erm
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41935777 55-1'29'-1’9'E .
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74T =
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METTE Y a0 16 ST
:
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:
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Figura 33. Espectro de RMN *H (300 MHz-DEMO-dg) [1-9-NaC]-Crourorb A2 (23)
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5.4. Identificagao/Elucidagéo estrutural dos compostos 3,7,9e 12

A subfracdo FAL-4, apOs analise por CCDA, revelada com Ce(SOy),,
mostrou resultados promissores e foi submetida a cromatografia usando como
suporte Sephadex LH-20®. Esse processo resultou no isolamento e
caracterizacdo dos compostos 3 e 7 (37 mg) e 9 e 12 (30 mg) (Item 4.5.3,
p.42).

A subfracdo 27 foi identificada como sendo uma mistura de
galocatequina (3) e epigalocatequina (7) (Figura 40), numa proporcao de 1:1.

O espectro de RMN 'H (Figura 41) apresentou sinais em &y 2,54 (dd, J
16,1; 7,0 H-44), 2,87 (m, H-4¢g), 4,02 (m, H-3) e 4,59 (d, J 7,0) caracteristicos
do anel C de um flavan-3-ol. Para o anel B o sinal em &y 6,44 é relativo a 2
prétons correspondentes aos H-2' e H-6’, ou seja, substituigdo 3’,4’,5-OH
(acoplamento meta). E, ainda, um dubletos &4 5,92 (J 1,9) e um singleto largo
Oy 5,98 tipicos dos prétons H-6 e H-8 indicando a substituicdo OH-5,7 do anel
A do flavonoide galocatequina (3) (Tabela 9).

Foram observados, também, dois singletos em &y 4,18 e 4,76 que
segundo Weinges et al. (1969) € devido a constante de acoplamento do
isémero de galocatequina, a epigalocatequina (7) entre os hidrogénios H-2 e H-
3 Jis. Esse é o fator determinante para diferenciacdo entre a galocatequina e
epigalocatequina.

O espectro de RMN 3C (Figura 42) apresenta 25 sinais com
descolamentos tipicos de flavonoides confirmando a hipdtese da presenca de
flavan-3-ols (Tabela 9).

O padréo de substituicdo do anel A e B pode ser confirmada pelo RMN
13C pelos sinais 8. 157,4 (C-5), 157,8 (C-7), 148,7 (C-3’,4’), 133,9 (C-5') e 107,3
(C-2',6’) para galocatequina (3); 6. 157,2 (C-5), 157,5 (C-7), 148,5 (C-3'4’),
133,5 (C-5’) e 107,1 (C-2',6’) para epigalocatequina (7) referentes a 5 grupos
hidroxilas ligados a anéis aromaticos. Os dados observados foram consistentes
com aqgueles apresentados na literatura e foi identificada como um mistura de

galocatequina (3) e epigalocatequina (7) (Fan et al., 2007).
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OH

3) (7)
Figura 40. Estrutura quimica de galocatequina (3) e epigalocatequina (7)

Tabela 9. Deslocamentos quimicos (3) de RMN 'H (300 MHz) e **C (75 MHz) da mistura de Galocatequina (3) e Epigalocatequina (7) em CD;OD e das
mesmas citadas na literatura (RMN *H 500 MHz e **C 125 MHz em CD;0D)

Substéncia 3+7 Galocatequina (Fan et al., 2007) Sustancia 3+7 Epigalocatequina (Fan et al., 2007)
C/H &y m, (J=Hz) &¢ &y m, (J Hz) O¢ &y m, (J Hz) Oc dy m, (J Hz) Oc
2 4,59d, (37,0 82,8 4,53d,(J37,1) 83,1 4,76 s 79,7 4,74 s 80,2
3 4,02 m 68,6 3,87 m 69,0 4,18 s 67,4 4,16 s 67,9
4. 2,79 m 27,9 2,82 dd, (J 16,0; 7,8) 28,3 2,86 dd, (J 16,9; 4,4) 29,1 2,87 dd, (J 16,8; 4,5) 29,5
deq 2,54 dd, (J 16,1; 7,6) 2,52 dd, (J 16,0; 7,8) 2,75 dd, (J 16,9; 2,1) 2,76 dd, (J 16,8; 2,7)
5 157,4 157,9 157,2 157,6
6 5,92d, (J1,9) 96,0 5,72d, (3 2,3) 96,6 5,99 sl 96,5 5,96 d, (J 1,8) 96,9
7 157,8 158,1 157,5 157,8
8 5,98 sl 95,7 5,86d (J 2,3) 95,8 5,98 sl 96,4 5,94d, (J1,8) 96,4
9 156,7 157,1 157,4 157,9
10 100,9 101,0 100,3 100,6
1 131,5 131,9 1315 132,0
2 6,44 s 107,3 6,39 s 107,5 107,1 107,5
3 148,7 147,0 6,56 s 148,5 6,52s 147,0
4 148,7 147,0 148,5 147,0
5 133,9 1343 133,5 134,0
6’ 6,44 s 107,3 6,39 s 107,5 6,56 s 107,1 6,52's 107,5




97

052
8571
95'Z1
8521
202
202
LT
8.2
6.2
1821
082
kA
98'2-
mm&
062

LS e
Ge'e”

s

—

iy

66'C
L0
0y
S0y
gL'y
85 P~
09"
9.

05

1.0

1.5

2.0

2.5

4.0

4.5

7.0

75

Figura 41. Espectro de RMN de 'H (300 MHz — CD3;0D) galocatequina (3) e epigalocatequina (7)



98

SWAAN
YAl

'8

§1El
Gegl~
6eel’

Gopl
n@Ev
4951
Z LG
¥ L5)
P LG
G LGL
g'L51"

|

H

Dept 135°

|J

190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 an a0 70 60 50 40 30 20 10

200

Figura 42. Espectro de RMN de **C e Dept 135° (75 MHz — CD3;0D) galocatequina (3) e epigalocatequina (7)



99

A subfracéo 22 resultou na identificacdo, em mistura, dos compostos 9 e
12 (Figura 43) sendo a catequina (9) e epicatequina (12), dois flavonoides do
tipo flavan-3-ol.

O espectro de RMN 'H (Figura 44), apresentou-se semelhante ao
espectro da mistura de galocatequina (3) e epigalocatequina (7). A diferenca
esta na multiplicidade do anel B: 646,83 (d, J 1,7 Hz, H-2°), 6,77 (d, J 8,0, H-5’)
e 6,70 (dd, J 8,0; 1,7, H-6’) com multiplicidades indicativa de uma substituicdo
OH-3',4’. Observaram-se também o0s sinais na regido de hidrogénios
aromaticos (64 6,96 a 5,84). Dois dubletos em &4 5,93 (J 2,1 Hz) e &4 5,86 (J
2,2 Hz) e 64 5,8 (J 2,2 Hz) podem ser correlacionados com H-6 e H-8 do anel A
de um flavonoide (Tabela 9).

Ainda no RMN *H, observaram-se sinais em &y 2,49 (dd, J 16,0, 8,0 Hz),
2,84 (m), 408 (m) e 4,56 (d, J 7,4 Hz) de hidrogénio ligado a carbono
oxigenado benzilico, indicativos de flavan-3-ol (anel C) e foram atribuidos a H-
4ax, H-4eq, H-3 € H-2, nessa ordem. As constantes de acoplamento observadas
para H-3 e H-2 indicam que a configuracéo trans e sdo atribuidos a molécula
de catequina (3). A epicatequina foi evidenciada pela presenca do singleto
largo em &y 4,79 referente ao H-2, que sugere a configuracéo cis entre H-2 e H-
3 (Tabela 10).

O espectro de RMN 3C (Figura 45) apresentou 27 sinais, sendo 13
referentes a catequina e 14 referentes ao seu isbmero epicatequina. Destes, 0s
sinas &; 28,5 e 82,9 e os sinais &; 29,3 e 79,9 atribuidos a C-4 e C-2 da
catequina e epicatequina, respectivamente, confirmam a existéncia das duas
substancias na fracdo. Os dados observados foram consistentes com aqueles
listados na literatura (Ayres et al., 2009; Tanaka et al., 2005) (Tabela 10).

Figura 43. Estrutura quimica de catequina (9) e epicatequina (12)
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Tabela 10. Deslocamentos quimicos (8) de RMN *H (300 MHz) e **C (75 MHz) da mistura de Catequina (9) e Epicatequina (12) em CD;OD e das mesmas
citadas na literatura (RMN *H 300 MHz e **C 75 MHz em CD;0D)

Substancia 9+12 Catequina (Ayres et al., 2009) Sustancia 9+12 Epicatequina (Tanaka et al., 2005)
C/H oy m, (-J HZ) oy m, (J HZ) Oc oy m, (J HZ) ¢ oy m, (-J HZ) ¢
2 4,56 d, (J7,4) 82,9 4,59d, (J7,4) 82,6 4,79 sl 79,9 4,81 sl 79,9
3 4,08 m 68,9 4,01 ddd, (J 8,0; 7,4.5,4) 68,6 4,15 sl 67,6 4,17 m 67,5
4y 287 m 28,5 2,84 dd, (J 16,0; 5,4) 28,2 2,87m 29,3 2,86 dd, (J 16,8; 4,7) 29,2
degq 2,49 dd, (J 16,0; 8,0) 2,52 dd, (J 16,0; 8,0) 2,74 dd, (J 16,8, 2,6) 2,72 dd, (J 16,8; 2,7)
5 - 157,2 - 157,3 - 157,9 157,9
6 585d, (J2,2) 96,5 596 d, (J 2,2) 96,4 594d,J2,2) 96,3 5,93d, (J2,4) 96,5
7 - 157,4 - 157,4 - 157,1 158,2
8 5,93d,(J 2,1) 95,7 5,89d, (J 2,2) 95,6 591d,(J 2,2 96,6 591d,(J2,4) 96,0
9 - 156,9 - 156,7 - 157,6 157,6
10 - 100,9 - 100,9 - 100,2 100,2
1’ - 132,3 - 132,0 - 132,4 132,4
2 6,83d, (J1,7) 115,4 6,85d, (J1,8) 115,2 6,96 sl 115,4 6,97d,J2,1Hz 115,4
3 - 146,3 - 146,0 - 145,8 146,0
4 - 146,3 - 146,0 - 146,0 146,1
5 6,77 d, (J 8,0) 116,1 6,79d, (J 8,1) 116,2 6,74 sl 116,2 6,75d, (J 8,4) 116,0
6’ 6,70 dd, (J 8,0; 1,7) 120,2 6.72 dd, (J 2,0; 8,0) 120,1 6,78 dd, (J 9,0; 1,9) 119,6 6,79 dd, (J 8,4; 2,1) 119,5
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5.5. Analise dos constituintes volateis das fases hexanica da casca e latex
de C. urucurana

Os componentes volateis das fases hexanica do extrato metandlico da
casca (FHC) e fase hexéanica do latex (FHL) foram determinados por
cromatografia gasosa acoplada a espectrémetro de massa (CG-EM) e estédo
mostrados na Tabela 11, registrando os principais constituintes quimicos
nessas amostras. A andlise foi realizada a partir da determinacdo do indice de
retencdo linear (IR) determinado em coluna apolar DB-5MS, cruzamento de
dados do banco de dados e de amostras isoladas de C. urucurana (Item 4.7, p.
43). A analise levou a identificacdo e quantificacdo no total de 95 compostos
equivalente a 66,71% e 67,02% do total de componentes existentes para FHC
e FHL, respectivamente (Figura 48 e 49).

O IR auxilia na identificacdo dos dados e € o numero obtido da
interpolacdo dos dados adquiridos, fazendo a comparacdo do tempo de
retencdo de um pico em estudo com o tempo de retencédo de dois padroes
(hidrocarbonetos) precedente e subsequente ao pico de interesse (Van Den
Dool e Kratz, 1963).

Observou-se que, para FHC, os principais constituintes quimicos dessa
fase foram os diterpenos tipo clerodano 12-epi-barbascoato de metila (16,53%),
acido hardwikiico (9,79 %), 3-hidroxi-12-epi-barbascoato de metila (1,55%) e 3-
0Xx0-12-epi-barbascoato de metila (0,64%) (Figuras 50, 51, 52 e 53) e
representam 28,51% do total identificado. Sesquiterpenos como a-bisabolol
(4,73%), 1l-isopropil-7-metil-4-metileno-1,3,4,5,6,8-hexa-hidro-2H-naftalen-4-ol
(3,37%), espatulenol (0,90%), &-cadineno (0,94%) sdo 18,09%, seguido de
esteroides (7,50%), monoterpenos (0,68%); compostos como acidos graxos,
hidrocarbonetos, entre outros (12,61%) sdao a porcao total identificada e
guantificada.

Diferente de FHC, os esteroides [-sitosterol (23,00%), estigmasterol
(5,18%) e campesterol (4,34%), 32,52 do percentual total, sGo os principais
componentes, seguido de acidos graxos (19,52%): &cido linoleico (2,01%),
acido hexadecandico ou acido palmitico (4,04%) sdo alguns dos encontrados.
Aos esteroides e acidos graxos sao atribuidas atividades antifungica (Mbambo
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et al., 2012), antibacteriana (Sen et al., 2012), antioxidante (Farag et al., 1989;
Malhotra et al., 2016), entre outras. Os sesquiterpenos a-bisabolol (2,17%),
germacra-4(15),5,10,(14-)trien-1-a-ol (2,06%) e sesquicineol (5,44%) somam
11,72%; monoterpenos, diterpenos, sesquiterpenos, ésteres graxos (3,26%),

fazem parte da fase hexanica do latex.

Tabela 11. Composicao percentual da fase hexanica do extrato metandlico da casca e da fase

hexanica do latex de Croton urucurana

Compostos®® FHC FHL IR®  [M-] FM
1 Acido hexandico - 0,03 980 116 CeHoo
2 B-Pineno 0,02 - 984 136 CioHis
3 a-terpineno 0,01 - 1019 136 CioH1s
4 1,8-Cineolo 0,02 - 1033 154 CioH150
5 y-Terpineno 0,03 - 1059 136 CioH1s
6 Borneol 0,47 - 1168 154 C1oH1g0
7 Terpinen-4-ol 0,33 - 1178 154 C1oH1gO
8 a-Terpeniol 0,15 - 1188 154 C1oH1g0
9 Acetato de isobornilo 0,10 - 1287 196  Cy,H500,
10 Timol 0,02 - 1290 150 C10H14O
11 Carvacrol 0,05 0,06 1296 150 C1oH140
12 (2E,4E)-Decadienal - 0,05 1319 152 CioH160
13 0-Elemeno 0,07 - 1339 204 CisHoa
14 a-Cubeneno 0,05 0,03 1351 204 CisHoa
15 Ciclosativeno 0,03 - 1370 204 CisHoa
16 Acido decanoide - 0,07 1372 172 C1oH200,
17 a-llangeno 0,08 - 1378 204 CisHoa
18 3-Cubeneno 0,06 - 1392 204 CisHy4
19 B-Elemeno 0,06 - 1394 204 CisHay
20 a-Gurjeneno 0,01 - 1402 204 CisHy4
21 cis-a-Bergamoteno 0,04 - 1407 204 CisHoa
22 a-Cedreno 0,01 - 1411 204 CisHy4
23 B-Duprezianeno 0,19 - 1422 204 CisHos
24 B-Copaeno 0,11 - 1432 204 CisHos
25 trans-a-Bergamoteno 0,33 - 1442 204 CisHos
26 Aromadendreno 0,02 - 1446 204 CisHos
27 Acetato de geranilo 0,27 0,03 1455 196 C12H200,
28 (E)-B-Farneseno 0,34 - 1458 204 CisHos
29 Sesquisabineno - 0,01 1459 204 CisHy4
30 Allo-aromadrendreno 0,09 - 1464 204 CisHy4
31 a-Acoradiene 0,03 - 1467 204 CisHy4
32 trans-Cadina-1(6),4-dieno 0,04 - 1477 204 CisHos
33 y-Muuroleno 0,50 - 1479 204 CisHay
34 ar-Curcumeno 0,21 0,04 1485 202 CisHoo
35 B-Salineno 0,11 - 1489 204 CisHoa
36 a-Muuroleno 0,21 - 1503 204 CisHoa
37 B-Bisaboleno 0,14 0,03 1510 204 CisHoa
38 B-Curcumeno 0,16 - 1513 204 CisHos
39 Sesquicineolo 0,77 5,44 1517 222 C15H60
40 o-cadineno 0,94 - 1525 204 CisHz4
41 Sesquifellandreno - 0,14 1527 204 CisHoa
42 a-Cadineno 0,04 - 1541 204 CisHa4
43 cis-Sesquisabineno hirdratado 0,24 - 1544 222 C15H260
44 a-Calacoreno 0,18 1547 200 Cis5Ha0

45 (E)-nerolidol 0,61 0,09 1566 222 Ci5H260
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46
47
48
49
50
51
52
53

54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95

Acido Dodecanoico
Espatulenol
Oxido de cariofileno
1-hexadeceno
Isoespatulenol
Ledol
Epoxido Humuleno Il

1-isopropil-7-metil-4-metileno-1,3,4,5,6,8-

hexa-hidro-2H-naftalen-4-ol*
Gossomorol
epi-a-Muurolol
a-cadinol
Oxido de a-bisabolol B
cadin-4-en-10-ol
a-bisabolol*
epi-B-bisabolol
Germacra-4(15),5,10,(14-)trien-1-a-ol
Heptadecanol
Oplopanono
Isocalamendiol
1-Octadeceno
Tetradecanoato de etilo
Acetato de (z)-epi-B-santalol
Neofitadieno
Fitone
Hexadecanol
Salicilato de benzila
Hexadencen-1-0l,3,7,11,15-tetrametil
Hexadecanoato de metila
Acido hexadecandico
Hexadecanoato de etilo
Heptadecanol-1
Heptadecanoato de etila
Linoleato de metila
Linolenato de metila
Fitol
Octadecanoato de metila
Acido linoleico
Z,Z-8,10-Hexadecadien-1-ol
Linoleato de etila
Octadecanoato de etila
2-Monopalmitina
Acido Hardwikiico*
17-Pentatriacontene
3-0x0-12-epi-barbascoato de metila
12-epi-barbascoato de metila*
3-hidréxi-12-epi-barbascoato de metila*
a-Tocopherol
Campesterol
Stigmasterol*
-Sitosterol*

TOTAL

9,79

0,64
16,53
1,55
0,42
0,83
1,59
5,08

66,71

2,99

4,34

5,18
23,00

67,02

1568
1582
1587
1592
1596
1608
1609
1634

1642
1647
1652
1659
1660
1668
1674
1692
1694
1744
1750
1793
1795
1797
1810
1840
1865
1875

1928
1967
1996
2086
2095
2096
2103
2116
2129
2140
2155
2168
2196
2515
2523
2902
2979
3008
3128
3145
3241
3275
3336

200
220
220
224
220
222
220
220

218
222
222
238
220
222
222
220
256
238
238
252
256
262
278
268
242
228
296
270
256
284
256
298
294
292
296
298
280
238
308
312
330
316
490
374
358
376
430
400
412
414

C12H240;
C15H240
Ci5H240
CieHs2
Ci5H240
Ci5H260
Ci5H240
Ci5H240

Ci5H220
Ci5H260
Ci5H260
Ci5H2602
Ci5H260
CisH260
CisH260
Ci5H240
C17H360
C15H2602
C15H2602
CisHzs
C16H320;
C17H2602
CaoHzsg
CigH360
C16H340
Cl4H12O3
C20H100
Ci17H3,0;
C16H3202
CigH320;
C17H360
C19H380;
C1oH340;
C19H3202
CooHa00
C19H380:
CigH3202
C16H300
C20H3602
C20H4002
C19H3804
CooH2803
CssHro
C21HeOs
C21H2605
C21H2806
Ca29H500:
CagHss02
CagHss0
C20H500

2Compostos listados por ordem de eluicdo em coluna DB-5MS; “dentificacédo: indice de retencéo (IR), cromatogréafica

gasosa-espectrometria de massas (CG-EM); *identificacdo por IR, GC-EM e RMN (Ressonancia Magnética Nuclear);

“Indices de retengdo determinados em coluna apolar DB-5MS com temperatura programada (80°-320 °C; 4°C/min);
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Figura 46. Cromatograma CG-EM (TIC) da fase hexéanica do extrato metandlico da casca de C.
urucurana (FHC)
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Figura 47. Cromatograma CG-EM (TIC) da fase hexanica do latex de C. urucurana (FHL)
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Figura 49. Espectro de massa GC-EM do 3-oxo0-12-epi-barbascoato de metila.
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Figura 50. Espectro de massas CG-EM do 12-epi-barbascoato de metila.
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Figura 51. Espectro de massas CG-EM do 3-hidréxi-12-epi-barbascoato de metila.
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5.6. Genes envolvidos na biossintese de ciclopeptideos

A biossintese de metabdlitos envolve uma integracdo entre atividades
enzimaticas, fusdo de genes e formacéo de proteinas complexas. A estrutura
das enzimas envolvidas é caracterizada por arranjo modular chamado peptideo
sintetase ndo ribossomal (NRPS, do inglés “Non-Ribossomal Peptide
Synthetase”). As NRPSs funcionam como uma linha de montagem industrial,
onde o0s aminoacidos que constituem a estrutura dos peptideos sao
incorporados sequencialmente, por meio de reacdes enziméticas repetitivas.

A espécie Croton urucurana possui perfil metabdlito com evidente
acumulo e producédo de ciclopeptideos. Tal caracteristica torna essa espécie
um modelo para estudo da biossintese de ciclopeptideos. A busca por
informacdes das relacbes entre os genes envolvidos na biossintese de
ciclopeptideos de C. urucurana foram selecionados para o presente trabalho os
genes: aciltranferases e acil-CoA sintetase.

A presenca dos genes envolvidos na biossintese foi verificada por PCR
(reacdo em cadeia da polimerase) utilizando os oligonucleotideos iniciadores
degenerados desenhados baseados em sequencias de peptideos descritas na
literatura para as espécies Jatropha curcas, Populus trichocarpa, Populus

euphratica e Ricinus communis (item 4.8., p. 44).

5.6.1. Extracdo do DNA gendmico

A extracdo do DNA gendmico, obtido das folhas de C. urucurana, foi
realizada com sucesso pelo protocolo utlizado (item 4.8., p 44). A
concentracdo e pureza do DNA foram determinadas e em seguida foi diluido

para uma concentracéo final de 20 ng/pL.

5.6.2. Amplificacdo dos genes de NRPS
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As reacOes de amplificacdo se iniciaram testando o conjunto de
oligonucleotideos iniciadores degenerados para o dominio TE, pois a
sequéncia desse dominio possui regides bem conservadas, o que indica uma
taxa de sucesso maior na amplificacdo por PCR, quando comparados com 0s
iniciadores desenhados para os outros modulos (item 4.8.4., p. 45). Os
iniciadores foram desenhados com base em sequéncias de nucleotideos de
Jatropha curcas e Populus trichocarpa baixadas do banco de dados.

A temperatura de anelamento foi de 53,8 °C e foi observado por
eletroforese uma banda de ampliacdo com fragmento com tamanho esperado

de 700 pares de base (Figura 54).

M ‘}anda de amplificacéao

700 pb. s

Figura 52. Gel de agarose representativo do produto de amplificacdo por PCR de fragmento do
Dominio TE de NRPS. M- marcador de peso molecular 100 pb DNA Ladder
(Invitrogen);

Os fragmentos rDNA amplificados para o dominio TE purificados com
precipitacdo em acetato de amonio foram enviados para sequenciados, mas 0s
dados obtidos ainda sdo preliminares, ndo sendo possivel formar a sequéncia
consenso para os 700 pb.

Os conjuntos de oligonucleotideos degenerados dos outros dominios
foram testados e inicialmente, com as metodologias utilizadas, ndo se obteve
sucesso nas reacbes de amplificagcdo. Porém, outras metodologias, né&o
previstas nesse trabalho, podem ser testadas utilizando os oligonucleotideos

iniciadores degenerados desenhados.
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De modo geral, pelo perfil quimico realizado por CLAE-DAD-IES-EM/EM
de EMCu, LaCu e suas fases pode-se observar que o extrato da casca é
constituido de compostos como ciclopeptideos, diterpenos, flavan-3-ol e
dimeros de (epi)catequinal/(epi)galocatequina, que sd&o chamados de
procianidinas e proantocianidinas. Ja o latex apresenta maior numero de
mondmeros e dimeros de flavan-3-ol e ciclopeptideos, mas ndo apresentam
diterpenos.

Foram isolados e identificados dois compostos, um da casca: o
diterpeno 3-hidroxi-12-epi-barbascoato de metila (22); e do latex: o
ciclopeptideo [1-9-NaC]-Crourorb A2 (23). As substancias 22 e 23 foram
relatos pela primeira vez neste trabalho e séo inéditos na literatura.

Nas fases hexanica do extrato metandlico da casca (FHC) e do latex
(FHL) de C. urucurana observa-se que os principais componentes de FHC s&o
os diterpenos de esqueleto clerodano; jA FHL é constituida, basicamente, de
esteroides e acidos graxos.

O trabalho de determinacdo dos genes responsaveis pela sintese dos
ciclopeptideos foi iniciado. Nesse sentido, at¢é o momento, apenas o0s
oligonucleotideos iniciadores degenerados desenhados para o Dominio de
Tioesterase (TE) do complexo enzimatico Nao Ribossomal Peptideo Sintetase
(NRPS) apresentou um fragmento de amplificacdo. Porém, os dados obtidos do
sequenciamento ndo foram suficientes para codificar uma sequéncia completa.
Apesar de ndo se ter concluido este trabalho, as etapas realizadas apontaram
um caminho a ser seguido, no sentido de padronizar outras metodologias para
a eficiéncia na amplificacdo dos iniciadores desenhados a fim de se obter as

informacdes de interesse a partir do DNA gendmico de Croton urucurana.
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