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RESUMO

RODRIGUES, Lais Azevedo, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, agosto de 2022.
Bioprospeccao molecular de espécies vegetais da Mata Atlantica leva a identificacao de
Casearia arborea como fonte de diterpenos clerodanicos com potencial atividade
antitumoral. Orientador: Jodo Paulo Viana Leite. Coorientadores: Gustavo Costa Bressan e
Alisson Andrade Almeida.

A bioprospeccdo de produtos naturais a partir de colecdes de extratos vegetais tem sido uma
estratégia eficiente e promissora para a descoberta de novos farmacos antitumorais. O objetivo
dessa pesquisa foi bioprospectar produtos naturais com potencial antitumoral de espécies
vegetais nativas do bioma Mata Atlantica. Foi avaliado o potencial citotéxico de 282 extratos
provenientes de 72 espécies em linhagens celulares B16F10 (melanoma), SW480
(adenocarcinoma de c6lon), Jurkat (leucemia) e Vero (células epiteliais de rim de macaco). Os
extratos promissores foram submetidos ao fracionamento biomonitorado e determinada a
concentracdo inibitdria do crescimento celular em 50% (ICso). As espécies que apresentaram
maior citotoxicidade foram Sorocea hilarii (Moraceae), espécie até entdo com escasso estudo
fitoquimico e farmacolégico e Casearia arborea (Salicaceae). Apos fracionamento
biomonitorado, foi realizado para as fracdes ativas um estudo de desreplicacdo, empregando-se
dados de cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada ao espectrometro de massas de alta
resolugdo, em associacdo com a plataforma GNPS (Global Natural Product Social Molecular
Networking). Para S. hilarii foram identificadas clusters moleculares referentes as classes
megastigmanos, lignanas e saponinas esteroidais, enquanto para C. arborea foram identificados
diterpenos clerodanicos e flavonoides. Na tentativa de isolar e identificar os compostos com
atividade antitumoral, diferentes extratos de folhas de C. arborea foram obtidos. O extrato em
diclorometano se mostrou mais citotoxico frente as linhagens SW480, MDA-MB-231 (cancer
de mama) e Hep G2 (cancer de figado). O fracionamento biomonitorado desse extrato levou a
fragdes contendo diterpenos clerodanicos, sendo purificados e elucidados estruturalmente trés
diterpenos clerodanicos, dois deles inéditos: casearborina F e casearborina G. As estruturas
quimicas foram elucidadas empregando técnicas de espectroscopia de massas de alta resolucao
e por experimentos de Ressonincia Magnética Nuclear unidimensional (RMN de 'H, '°C,
DEPT 135) e bidimensional (HMBC, HSQC e NOESY). Fracdes contendo estes compostos
induziram a morte celular por apoptose, e apresentam as propriedades antimigratérias e

anticlonogénicas, assim como atuam em GO/G1 no ciclo celular de células SW480. Essa



pesquisa mostra que espécies vegetais nativas da Mata Atlantica brasileira sdo potenciais fontes

de compostos antitumorais, inclusive de novas moléculas bioativas.

Palavras-chave: Bioprospec¢do. Mata Atlantica. Antitumoral. Sorocea hilarii. Casearia

arborea. Diterpenos clerodanicos. Casearborina



ABSTRACT

RODRIGUES, Lais Azevedo, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, August 2022. Molecular
bioprospecting of plant species from the Atlantic Forest leads to the identification of
Casearia arborea as a source of clerodane diterpenes with potential antitumor activity.
Advisor: Joao Paulo Viana Leite. Co-advisors: Gustavo Costa Bressan and Alisson Andrade
Almeida.

The bioprospecting of natural products from collections of plant extracts has been an efficient
and promising strategy for the discovery of new antitumor drugs. The objective of this research
was to bioprospect natural products with antitumor potential from plant species native to the
Brazilian Atlantic Forest biome. The cytotoxic potential of 282 extracts from 72 species was
evaluated in cell lines, B16F10 (melanoma), SW480 (colon adenocarcinoma), Jurkat
(leukemia) and Vero (monkey kidney epithelial cells). Promising extracts were submitted to
biomonitored fractionation and determined inhibiting cell growth by 50% (Glso). The species
that showed the greatest cytotoxicity were Sorocea hilarii (Moraceae), a species that until now
had scarce phytochemical and pharmacological studies; and Casearia arborea (Salicaceae).
After biomonitored fractionation, a dereplication study was carried out for the active fractions,
using data from high performance liquid chromatography, connected to a high resolution mass
spectrometer, in association with the GNPS platform (Global Natural Product Social Molecular
Networking). For S. hilarii, molecular clusters related to megastigmanes, lignans and steroidal
saponins were identified. Whereas for C. arborea, clerodane diterpenes and flavonoids were
identified. In an attempt to isolate and identify compounds with antitumor activity, different
extracts from leaves of C. arborea were produced. The dichloromethane extract was more
cytotoxic against SW480, MDA-MB-231 (breast cancer) and Hep G2 (liver cancer) strains. The
biomonitored fractionation of this extract led to fractions containing clerodane diterpenes,
purifying and structurally elucidating three clerodane diterpenes, two of which were
unpublished: casearborin F and casearborin G. The chemical structures were elucidated using
high resolution mass spectroscopy techniques and one-dimensional (‘H, '*C, DEPT 135) and
two-dimensional (HMBC, HSQC and NOESY) Nuclear Magnetic Resonance experiments.
Fractions containing these compounds induced cell death by apoptosis, and have antimigratory
and anticlonogenic properties, as well as acting on GO/G1 in the cell cycle of SW480 cells. This
research shows that plant species native to the Brazilian Atlantic Forest are potential sources of

antitumor compounds, including new bioactive molecules.



Keywords: Bioprospecting. Brazilian Atlantic Forest. Antitumor. Sorocea hilarii. Casearia

arborea. Clerodane diterpenes. Casearborin.
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INTRODUCAO GERAL

1.1 Colecoes de extratos vegetais como estratégia de bioprospeccao molecular na busca de

novos medicamentos.

As constantes agdes humanas vém destruindo os ecossistemas e ameacando a
biodiversidade e a sobrevivéncia da vida na Terra [1]. Retardar e rever essa situacdo vem sendo
o desafio da ciéncia [2]. Ao falar sobre biodiversidade, ressaltamos a biodiversidade brasileira,
sendo o Brasil um pais megadiverso, onde sua vegetacdo abriga a maior parte das espécies

existentes, com uma variedade de ecossistemas que estdo sob constante ameaca de extingao [3].

A Mata Atlantica € um dos biomas brasileiros que possui uma rica biodiversidade,
entretanto € muito devastado pelas acdes antropicas, que vao desde a colonizacio e exploracao
do pau-brasil até a ocupacdo demografica das grandes cidades, fazendo com que este bioma
seja o segundo mais ameagado de extin¢do e considerado um hotspot [4-5]. Atualmente, suas
dreas remanescentes de vegetacdo nativa estdo reduzidas a aproximadamente 12,4% da sua
cobertura original [6]. Assim, a conservagdo e uso sustentavel da Mata Atlantica sdo vistas
como prioritarias [5,7]. Vale ressaltar que a pesquisa de bioprospec¢do farmacéutica além de
possuir grande potencial para a descoberta de produtos naturais promissores para o tratamento

de doencas pode ser um aliado para a conservacao florestal [8].

Para se obter compostos bioativos de espécies vegetais com potencial de
desenvolvimento de novos farmacos € necessario tracar estratégias [9-10]. Um destes meios €
a triagem de grandes colecdes de extrato. Neste método, é determinado os extratos vegetais
bioativos mais promissores, passando por fracionamentos biomonitorados até isolar o composto
ativo. Este procedimento € eficiente para otimizar o processo de obten¢cao de um possivel novo

medicamento [10-11].

O pioneiro a estabelecer grandes colec¢des de extratos com objetivo farmacolégico foi o
Departamento de Produtos Naturais do Instituto Nacional de Cancer (NCI), dos Estados
Unidos, que em 1960 elaborou a primeira colecdo de extratos utilizando a abordagem
randomica. Essa cole¢cdo conta com mais de 230.000 amostras, de onde importantes agentes

clinicos anticancer como os taxanos e a camptotecina foram isolados [10].



18

Seguindo o modelo adotado pela NCI, o grupo de pesquisa BIOPROS (Bioprospeccao
Molecular no Uso Sustentdvel da Biodiversidade), formado por uma rede de parceria entre
pesquisadores da Universidade Federal de Vigosa (UFV) e de outros centros de pesquisa, vem
investindo esforcos para a construcao de uma colecdo de extratos oriundos de espécies vegetais
da Mata Atlantica. Atualmente, esta colecdo conta com extratos de 126 espécies. Estes extratos
tém sido direcionados para avaliac@o do potencial terapéutico dessas espécies frente a diferentes
alvos, dentre eles antimicrobiano, antitumoral, anticolinesterdsico e defensivos agricolas [12-

15].

Assim, a pesquisa de bioprospec¢do com espécies nativas de dreas hotspots envolvendo
colecdes de extratos de plantas pode constituir uma estratégia para o uso sustentdvel da
biodiversidade no campo da satude e para a economia [16]. Existem cerca de 250 mil espécies
de plantas conhecidas mundialmente, no entanto, menos de 10% tem estudos fitoquimicos ou
foram avaliadas frente a algum alvo bioldgico, mostrando que muitos compostos bioativos

serdo identificados e aplicados em biotecnologias para a sociedade [11].
1.2 Bioprospeccao de extratos vegetais e o cancer

Cancer é um termo abrangente para definir um ndmero extenso de doengas que sao
caracterizadas pela proliferacdo e crescimento anormal de células que podem atingir partes do
corpo e se espalhar para outros 6rgios. E a segunda principal causa de morte em todo o mundo,
sendo responsavel por 10 milhdes de mortes em 2020 [17]. Os tipos de cancer mais comuns sao
mama, pulmao, célon, préstata, pele e estdmago, sendo que os que mais levam a 6bito sdo os

canceres de pulmao, célon, figado, estdmago e mama, estatisticamente nessa ordem [17].

Em evidéncia, o cincer de célon se desenvolve a partir de vérios fatores genéticos e
epigenéticos que contribuem para formagdo de polipos que eventualmente progridem para
adenocarcinoma. A progressdo para cancer € um processo heterogéneo, através de mutacdes
que tem como alvo oncogenes, genes supressores de tumor e genes relacionados a0 mecanismo
de reparo do DNA. Por ser um tipo de cancer muito agressivo e dindmico o prognéstico de
sobrevida é diminuido e investir esfor¢os na busca de terapias mais eficientes tem sido objetivo

das pesquisas no intuito de reduzir o nimero de casos e 6bitos por cancer de c6lon [18-20].

O numero de novos casos e mortes por cancer vem aumentando devido a fatores como
crescimento populacional, aumento da expectativa de vida e maior exposicao a fatores de risco,

como o sedentarismo, tabagismo, obesidade, entre outros [21]. Agravantes que também
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contribuem para a alta mortalidade s@o as metdstases, que favorecem a dissemina¢do do tumor
devido a invasdo dessas células cancerigenas para outros 6rgados. Elas sdo responsaveis por mais
de 90% das mortes relacionadas ao cancer [22]. Outro fator importante para a evolucdo da
doenga € sua heterogeneidade, o que faz com que as células tumorais se tornem resistentes e

menos sensiveis as quimioterapias [23].

Tendo em vista os agravantes da doencga e, consequentemente, sua agressividade, bem
como a resisténcia aos quimioterapicos existe um forte interesse em se descobrir e desenvolver

novos farmacos a partir de produtos naturais [24].

Os produtos naturais contribuiram para o arsenal terapéutico usado na clinica para uma
infinidade de doencas [25]. No entanto, ainda hd muito o que se conhecer quando se fala de
produtos naturais. Ressaltando sua importancia, de acordo com levantamento feito por Newman
e Cragg (2020) [26] entre o periodo de 1946 a 2019, 64,17% de todos os novos compostos
quimicos descobertos para tratamento do cancer apresentaram em algum momento durante a
pesquisa relacdo com produtos naturais, sendo estruturas derivadas ou farmacof6ro proveniente

dos mesmos.

Estratégias de bioprospec¢do na busca por novos quimioterdpicos ja se mostrou eficiente
e promissora, tendo em vista a descoberta dos taxanos e a camptotecina através da colecao de
extratos do NCI [10]. Recentemente, foi realizado uma pesquisa de bioprospec¢do em espécies
vegetais do bioma Mata Atlantica, empregando a extratoteca BIOPROS. Esse estudo levou a
descoberta de uma molécula inédita, nomeada Vitalutina, com alto potencial antitumoral. Se
trata de um esteroide vitanolideo, isolado da espécie Atheneae velutina (Solanaceae), planta

endémica do Brasil [27].

Os produtos naturais conseguem atuar sobre processos de proliferagdo celular,
diferenciacdo, morte celular e metdstase interferindo na iniciacdo, desenvolvimento e
progressao do cancer [28]. As pesquisas com produtos naturais vém dedicando a investigar a

atividade anticancer tanto na carcinogénese quanto na progressao tumoral [29].

Assim, levando em consideracao o alcance a diversos alvos, a diversidade quimica dos
produtos naturais e sua importancia como precursor na preparacao de andlogos e pro-farmacos
mais eficientes, estratégias para bioprospectar esses compostos sdo favordveis [30-32]. Nesse

contexto, esse trabalho através de uma triagem inicial com 282 extratos identificou as espécies
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Sorocea hilarii e Casearia arborea apresentando relevante atividade citotéxica contra

linhagens tumorais de importincia epidemiolégica.
1.3 Sorocea hilarii.

O género Sorocea possui apenas 27 espécies distribuidas em regido Neotropical [33].
No Brasil s@o cerca de 18 espécies identificadas, sendo a espécie Sorocea hilarii Gaudich.
(Moraceae) nativa e endémica, presente majoritariamente nos biomas Cerrado e Mata Atlantica
(Figura 01) [34]. Alguns nomes populares s@o atribuidos como bainha-de-espada, canxim-
mirim, cega-olho, cincho [35], bem como o uso tradicional como antipruriginoso [36]. No
entanto, até o momento, a espécie € ainda pouco conhecida pela ciéncia, quanto ao perfil

fitoquimico, e quanto a atribuicio de atividades bioldgicas.

4)

Sdo Pa@
@

Figura 1. Fotografia de campo (A) e distribuicdo geografica com georreferenciamento ja
identificadas em territdrio brasileiro (B) da espécie Sorocea hilarii Gaudich [37-38].

1.4 Casearia arborea.

A espécie Casearia arborea (Rich.) Urb. (Salicaceae), conhecida popularmente como
erva-de-lagarto, espeteiro ou pau-prego, € nativa do Brasil, mas amplamente distribuida em 19
paises. No Brasil, esta espécie é encontrada nos biomas Cerrado, Amazdnia e Mata Atlantica

(Figura 2) [39-40].
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A)

Figura 2. Fotografia de campo (A) e distribuicdo geografica com georreferenciamento ja
identificadas em territdrio brasileiro (B) da espécie Casearia arborea (Rich.) Urb [39,55].

Estudos farmacoldgicos com C. arborea confirmaram seu efeito antibacteriano,
antifungico, antileishmanicida e citotoxico [41-43]. Em evidéncia, o potencial citotoxico da
espécie foi relatado em linhagens metastaticas de melanoma, gliossarcoma e carcinoma epitelial

[43-44].

Alguns produtos naturais ja foram identificados em C. arborea como flavonoides,
esteroides e diterpenos [41,43,45-46]. Os diterpenos isolados de C.arborea sdo do tipo
clerodanicos, casearborinas (Figura 3), que apresentam forte potencial contra o cancer,

despertando o interesse dos cientistas [43,47].

O género Casearia possui cerca 180 espécies e algumas dessas sdo de grande interesse
devido as suas propriedades bioldgicas [48]. A espécie Casearia sylvestris € uma importante
representante desse género devido a diversidade do seu perfil fitoquimico e as suas atribuicdes
terapéuticas [49]. O avanco nas pesquisas realizadas com a espécie demostra que esses
diterpenos clerodanicos, as casearinas, sdo promissores ativos biolégicos que atuam de forma

perspicaz nos processos de desenvolvimento e na progressao tumoral [50-51].

Os diterpenos clerodanicos sdo biosintetizados a partir do geranilgeranil pirofosfato

(GGPP), apresentando uma grande diversidade estrutural que tem origem na ciclizacdo da
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cadeia de GGPP. Essa variedade estrutural € resultado de diferentes rearranjos em vias

biosintéticas paralelas [52]. Esses diterpenoides biciclicos, no genero Casearia, possuem

estrutura basica formada pelos anéis A e B do sistema decalinico, com 2 metilas em C-8 e C-9,

uma ligacdo dupla em C-3, uma cadeia lateral com 6 carbonos em C-9 (C-11 a C-16), contendo

um dieno conjugado terminal C-12 (Z) e C-14, e um terceiro anel C furanico substituidos nos

carbonos 18 e 19, frequentemente, com grupamento acetdlico (Figura 3) [53]. Os diterpenos

clerodanicos possuem sete diferentes tipos de classificacao estrutural relacionado aos carbonos

C11-C-16 e ao anel decalina. As casearborinas sdo classificadas como tipo I subtipo Ib, com

um padrdo de ligacdo dupla diferente na cadeia lateral aciclica C-11-C-16 e diferentes

possibilidades de ésteres em C-2 ou C-6 [54].

Esqueleto clerodinico

Casearborina C

OH

o,

O

/u\cl\"

Casearborina A

HO
0 j/

o]

/- oH
0
(-))‘\

Casearborina D

Casearborina B

OH

Casearborina E

Figura 3. Diterpenos clerodanicos, casearborinas A-E, isolados de Casearia arborea com
atividade citotéxica em linhagem tumorais.
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OBJETIVOS

Objetivo Geral

Bioprospectar produtos naturais com potencial antitumoral de espécies vegetais da Mata

Atlantica.
Objetivos especificos

- Avaliar a citotoxicidade de 282 extratos provenientes de 72 espécies nativas da Mata Atlantica
em trés linhagens tumorais, sendo elas melanoma (B16F10), cancer de célon (SW480) e

leucemia (Jurkat);

- Selecionar os extratos mais promissores para subsequentes fracionamentos biomonitorados

por ensaios considerando os valores de 1Cso;
- Determinar o indice de seletividade na linhagem n@o tumoral vero;

- Realizar estudo de desreplicagdo das fracdes bioativas, empregando dados de espectrometria
de massas de alta resolucdo, em associacdo com a plataforma GNPS (Global Natural Product

Social Molecular Networking);

- Identificar possiveis compostos responsdveis pela atividade citotoxica das fragdes ativas de

Sorocea hilarii e Casearia arborea;

- Avaliar a citotoxicidade de diferentes extratos de folhas de C.arborea para SW480, Hep G2
(cancer de figado), MDA-MB-231 (cancer de mama);

-Realizar fracionamento cromatografico com monitoramento da atividade citotéxica em

SW480 no extrato ativo de C.arborea;

- Determinar o efeito dos produtos naturais de Casearia arborea sobre fatores relacionados com

o desenvolvimento do cancer de c6lon (SW480);

- Isolar, purificar e elucidar estruturalmente os produtos naturais com atividade citotdxica da

espécie Casearia arborea.
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Cytotoxic screening of the plants from the Brazilian Atlantic Forest led to the identification of

Casearia arborea and Sorocea hilarii as source of antitumor compounds.
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Abstract

Biodiversity is an important source of bioactive compounds, with various applications in the
field of medicine. The investigation of the antitumor property of plant secondary metabolites,
using natural product libraries, has led to the development of new anticancer agents. In the
present study, the cytotoxic activity of 282 extracts from 72 native plant species of the Brazilian
Atlantic Forest biome was evaluated. As a result, Casearia arborea and Sorocea hilarii leaves'
extracts showed cytotoxic activity against three tumor cell lines tested (B16F10, SW480 and
Jurkat). After bioassay-guided fractionation, the bioactive fractions were submitted to the
dereplication study via High Performance Liquid Chromatography, connected to High-
resolution Mass Spectrometry (HPLC-ESI-QTOF/MS) analysis, combined with a Global
Natural Products Social Molecular Networking (GNPS) tool. A combination of bioactivity-
guided and dereplication approaches resulted in the putative annotation of 27 clerodane
diterpenes and 9 flavonoids as main compounds present in the cytotoxic fractions of C.
arborea. In the case of the active fraction of S. hilarii, 10 megastigmans, 17 spirostane steroids
derivatives and 2 lignans were putatively identified. In conclusion, Casearia arborea and

Sorocea hilarii are potential sources of antitumor compounds.
Keywords: Cytotoxic, dereplication, GNPS, Casearia arborea, Sorocea hilarii
1. Introduction

Cancer is an uncontrolled proliferation and dedifferentiation of a normal cell, currently
being one of the most common causes of death worldwide [1]. It is estimated that there are over
200 different types of cancer, affecting various tissues of the human body. Reducing the cancer-
related death rate has become a health challenge, and has attracted the attention of researchers
around the world [2]. In this discovery for effective and safe drugs for the treatment of cancer,

an increasing number of studies have demonstrated the potentiality of natural products [3].

Although medicinal plants have been used by mankind since ancient times,
biodiversity continues to be an important source of chemical constituents leading to drug
discovery programs [4]. Natural products have played a key role in anticancer drug discovery,
and an impressive number of natural components have been introduced into therapy [5].
Bioactive natural products can interfere in the carcinogenesis process through different

abnormally activated molecular signaling pathways [6].
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As a strategy for the discovery of new bioactive molecules for drug development,
libraries of source organisms, including plants, have been implemented [7-8]. As prominent
references, the US National Institute of Cancer (NCI-Frederick), through the screening of
natural product libraries, led to the discovery of important taxanes and camptothecins as
anticancer drugs [9-10]. For crude extracts with potential activity, fractionation guided by
bioassays is used to continue the isolation of active natural products. In some cases, this
fractionation procedure has been currently associated with dereplication research. The
dereplication, carried out as a preliminary to in-depth phytochemical study, aims to detect
known molecules in the semi-purified bioactive fraction and evaluate the possibility of isolating

new bioactive compounds [11].

The introduction of the Global Natural Products Social Molecular Networking (GNPS),
employing tandem Mass Spectrometer-coupled Liquid Chromatography data, has contributed
to the study of dereplication of metabolites in complex matrices as plant extracts [12]. With the
aid of public spectral libraries and employing annotation propagation bioinformatics tools with
MS/MS spectra for unknown molecules, GNPS has helped to identify natural products, making

the process faster and more efficient.

In this study, we report the cytotoxic screening of 282 extracts from 72 plant species
native to the Brazilian Atlantic Forest. This biome is well known for its wide biological
diversity, housing approximately 20,000 high plant species, most of them endemic [13]. Despite
its high deforestation levels [14], this biome has great potential for bioprospecting. Our results
identified extracts from Casearia arborea and Sorocea hilarii leaves with potential cytotoxic
activity. Bioguided fractionation of these extracts, combined with dereplication studies, led to

the identification of compounds related to the antitumor activity of the species.
2. Materials and methods
2.1 Plant collections and extracts preparation

The plant species were accessed in two distinct fragments of the Atlantic Forest: (1)
Parque Estadual de Itatinas (PEI), a restinga (herbaceous/shrubby coastal sand-dune habitats)
region located in Concei¢ao da Barra, Espirito Santo state (Latitude: 18° 25'5.97" - Longitude
39°4225.68 "W), and: (2) Universidade Federal de Vigcosa (UFV), Vicosa, Minas Gerais state
(Latitude: 20° 46'1.51 "S - Longitude 42° 52'24.48 "W). Both obtained legal authorization for
collection through the Sistema Nacional de Gestdo do Patrimonio Genético e do Conhecimento

Tradicional Associado (SisGen). The authorization by PEI is under A381FAOQ register, and
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UFV'sis registered as AASI15AD. The voucher specimens collected in PEI were deposited in
the SAMES/UFES Herbarium and of the UFV in the VIC Herbarium.

The production of the extracts followed the methodology described by Almeida (2020)
[15]. Leaves and branches of 30 species from PEI and 42 species from UFV were collected.
The plant material was dehydrated in an oven with air circulation at 40 °C, for 48 hours, and
was then grinded. The dry material was deposited in a percolator for extraction at room
temperature for sequential extraction, in a 1:5 ratio. First, with a solvent mixture of
dichloromethane and methanol (DCM:MeOH 1:1), and then methanol (MeOH). After
maceration for about 15 hours, each extract was concentrated in a rotary evaporator under
reduced pressure and, subsequently, lyophilized. Then, the dry extract was stored in a freezer
at -20 °C. A total of 282 extracts were produced from 72 species distributed in 35 botanical

families.

2.2 Bioguided fractionation

An aliquot of 1,0 g of the two extracts with the most promising cytotoxic activity was
put in the separating funnel and resuspended in 100 mL ultrapure water. Around 100 mL of n-
hexane was added into the suspension and shaken until a dual phase was formed. The n-hexane
phase was separated and the water phase was then re-shaken, in sequence, with
dichloromethane, ethyl acetate and n-butanol, with the same volume at all times. The water
phase was the last partition. These fractions were evaporated under reduced pressure and, after,
lyophilized, until a dry extract was obtained. Then, the collected fractions were tested against
B16F10 and SW480. The most active fraction of each extract was directed to HPLC-MS

analysis for a dereplication study.
2.3 Cell culture

The cell lines used were Jurkat (leukemia, T-lymphocytes, non-adherent), B16-F10
(murine melanoma), SW480 (colon adenocarcinoma) and Vero. Culture in RPMI 1640 medium
supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS), 2 mM L-glutamine and 100 U/mL penicillin
were used in the B16F10, Vero and Jurkat strains. Dulbecco's Modified Eagle's Medium
(DMEM) was supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS), 2 mM L-glutamine and 100
U/mL penicillin, used in the SW480 strain. These cells were maintained in a humidified 5%
CO, incubator at 37 °C. For the assays, adherent cells were collected by enzymatic digestion

(trypsin/EDTA).
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2.4 In vitro cytotoxicity assay

To evaluate the cytotoxicity activity of each extract on Jurkat, B16-F10, SW480, and
Vero cells, the MTT assay was employed. For bioguided fractionation, the Jurkat line was not
used. The cells were seeded in 96-well plates at a cell density appropriate for each cell line:
[Jurkat (8 x 10%); B16-F10 (1 x 10%); SW480 (0.7 x 10*); Vero (1 x 10%)]. After 24 hours, the
cultures were treated with the different extracts (100 ug/mL). After 48 hours, 10 uL of MTT at
5 mg/mL was added to each well and incubated for 3 hours. Subsequently, the supernatant was
discarded, and 100 pL of DMSO was added to each well to solubilize the Formazan crystals.
In non-adherent strains, the plates were centrifuged before removing the supernatant. The

absorbance was determined by spectrophotometric quantification at 540 nm.

Cytotoxic activity was established by comparing the absorbance values of the negative
control (0.25% v/v DMSO) and the absorbances in the presence of the extracts. Through the
calculation of cell inhibition:

absorbance of the treated cells

Cell inhibition = 100 — 100

X
absorbance of the negative control

The extracts that inhibited cell growth by 70% or more in all three strains were retested
at eight concentrations, ranging from 200 to 1.56 pg/mL, to determine the extract concentration
that inhibits 50% of cell growth (Glso). From the cell viability curve as a function of extract
concentration for each cell line, the GIso was calculated by non-linear regression analysis, using

GraphPad Prism 6.0 statistical software (GraphPad Software Inc., CA, USA).
2.5 Statistical analysis

Statistical differences between groups were determined by one-way ANOVA, followed
by Dunnett's post-test for multiple comparisons. Results were considered significant with p <
0.05. GraphPad Prism 6.0 statistical software (GraphPad Software Inc., CA, USA) was used to

analyze the data.
2.6 HPLC-ESI-HRMS analysis

The untargeted analysis was carried out using a Shimadzu HPLC connected to QTOF
mass spectrometer model MAXIS 3G Bruker Daltonics, equipped with electrospray ionization
(ESI). The HPLC system consisted of LC10AD solvent pumps, a SLC 10A system controller,
a CTO-10AS column oven, a SIL-20AC injector, and an UV detector (SPD-20A, Shimadzu,

Japan). The samples were diluted in methanol in 1 mg/mL concentration, and filtered through
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a PTFE filter (0.22 pym, 25 mm). A sample volume of 15 uL was injected into the Shimadzu
Shim-Pack XR-ODS-III column (C18, 2.2 uym, 2.0 x 150 mm). The temperature was maintained
at 40 °C. The flow rate was maintained at 0.4 mL/min. For elution of the column, solvent A
(0.1% formic acid in water) and solvent B (acetonitrile) were used with the following program:
5% B (0 to 5 min), a linear gradient to 100% B in 40 min, and a hold at 100% for 5 minutes.
Analytical blank containing only the solvent MeOH was analyzed at the beginning and at the
end of each sampling. The MS detection was performed in atmospheric pressure ionization-
electrospray source positive mode (ESI-MS). The acquisition parameters were: collision gas,
helium (He); nebulizing and drying gas, nitrogen; desolvation temperature, 200 °C; desolvation
gas flow, 8 L/min; capillary voltage, 4.5 kV. MS/MS was performed at a collision energy of
15-60 eV. The MS data was acquired using a range of m/z 100 to 1500, using a calibrant solution

of 1 mM sodium formate in 50% 2-propanol.
2.7 Molecular Networking

Data files obtained from the mass spectra generated by HPLC-ESI-HRMS were first
converted to .mzXML using ProteoWizard's MSConvert (version 3.0) [16]. The .mzML files
were uploaded on Global Natural Product Social Molecular Networking (GNPS) platform [17]
(http://gnps.ucsd.edu), using WinSCP software (version 5.17.3) [11]. The data was filtered by

removing all MS/MS fragment ions within +/- 17 Da of the precursor m/z. MS/MS spectra were
window filtered by choosing only the top 6 fragment ions in the +/- 50Da window throughout
the spectrum. The precursor ion mass tolerance was set to 0.02 Da and a MS, fragment ion
tolerance of 0.02 Da. A network was then created, where edges were filtered to have a cosine
score above (.7 and more than 5 matched peaks. Later on, edges between two nodes were kept
in the network if and only if each one of the nodes appeared in each other's respective top 10
most similar nodes. Finally, the maximum size of a molecular family was set to 100, and the
lowest scoring edges were removed from molecular families until the molecular family size
was below this threshold. The spectra in the network were then searched against GNPS' spectral
libraries. The library spectra were filtered in the same manner as the input data. All matches
kept between network spectra and library spectra were required to have a score above 0.65, and
at least 4 matched peaks [12]. For those features that did not have a match in the GNPS library,
manual spectral annotation was performed. Thus, the chemical formula was predicted from the
exact mass, and compounds were annotated according to the amount of hits in the Dictionary
of Natural Products (GNPS [12], Dictionary of Natural Products [18] and LOTUS [19])

databases and reported literature data. In addition, structural confirmation was done by careful


http://gnps.ucsd.edu/
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inspection, based on the fragmentation patterns of each molecular family. Metabolites were
annotated at level 3 annotation [20]. Additional chemical class annotations were assigned using
the NPClassifier [21]. Molecular networks created were then visualized in Cytoscape 3.6.1®
[12]. Features detected in the solvent blank were removed from the resulting feature table. The
mass spectral molecular networking jobs are accessible at:
https://gnps.ucsd.edu/ProteoS AFe/status.jsp?task=728bff2c46344722a9284e4b0866d2db., for
dichloromethane leaves extract from Caseria arborea and
https://gnps.ucsd.edu/ProteoS AFe/status.jsp?task={709a60212d94ccab0al5ce89c2dd48f for n-

butanolic leaves extract from Sorocea hilarii.

3. Results and discussion

3.1 Cytotoxic screening in cancer cell lines

Table 1 shows the results of cytotoxic activity of 282 extracts from 72 species of 35

botanical families. These results were evaluated by a MTT assay (Table 1).


https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/status.jsp?task=728bff2c46344722a9284e4b0866d2db
https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/status.jsp?task=f709a60212d94ccab0a15ce89c2dd48f

Table 1. Cell Growth Inhibition (GI%) of the plant extracts against cancer cells using MTT assay.
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GI (%) ; Extracts® [100 pg/mL]

Family Plant Species Voucher Parts B16F10 SW480 Jurkat
D:M? MeOH® D:M? MeOH® D:M? MeOH®

Achariaceae Carpatroche brasiliensis VIC20172 é‘f;;is ;;2 ;(1)2 %; i;g ;‘;g 19555
Anacardiaceae Byrsonima sericea SAMES7929 ]Sjte;:;zs ; ; I;II6C g i ‘g g 4313 (3) 23;
Annonaceae Annona glabra SAMES7927 I;:;;? 32; ;‘gg 23471 gg? 2;; ggg
Annonaceae Guatteria villosissima VIC20151 ]éfezzs gi i]? gi gi §(7); 31;1.10
Annonaceae Rollinia laurifdlia VIC20152 Ef;‘lﬁis iﬁ 237.'94 2:3 f\g ig:i ‘;%0
Annonaceae Rollinia sylvatica VIC20154 ]éf;:lzs 384:53 ;;g ggz 333 2(1)3 2(6)2
Apocynaceae Hancornia speciosa SAMES7946 Ete:;]lzs ? ; 41‘ 1;'10 213’18 Ei 22 ; 32;
Apocynaceae Himatanthus phagedaenicus SAMES7934 é’f:rzzs 2(5); ggé 232 Zj é 32451 ;35
Aquifoliaceae llex cerasifolia VIC16161 ]gte;;? 21(\)1.10 ;\Ié Ei Ei ;; 2 %Z‘i
Aquifoliaceae llex integérrim SAMES7941 Igteeanvlzs 810'?0 51;1'19 61;‘17 i% g?:g ;5:2
Asparagaceae Herreria glaziovii SAMES7946 Aerial part 52.3 30.6 235 53 13.9 19.0
Bignoniaceae Jacaranda macrantha VIC20158 ]é'fezzs ]I;'IO Ei 11:111 ;& gg? Z; 3
Bignoniaceae Zeyheria tuberculosa VIC31901 Isfteeijgs g? Ei gg:? 360_'19 ;(9):2 218_‘76
Boraginaceae Cordia glabrifolia SAMES7949 gfez‘;‘s 385. ; f\é i;é 21313 437'%8 fg;
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GI (%)? ; Extracts® [100 pg/mL]

Family Plant Species Voucher Parts B16F10 SW480 Jurkat
D:M? MeOHP D:M? MeOH" D:M? MeOHP

Boraginaceae Cordia taguahyensis SAMES7930 ISdteeE::s:s 31;1'19 31;1.18 211' .60 §(7)§ 235 ?g (1)
Burseraceae Trattinnickia ferruginea VIC20508 IS‘;?I:S 213'18 il? Ei Ei Ei gi
Burseraceac Protium heptaphyllum SAMES7931 éf;:l . 112.18 iﬁ 133' ?6 ?\121; ;2:3 ég:g
Burseraceae Protium icicariba SAMES7938 ]S“f;:]less Ei ig 4121.10 213.15 61;11 23;
Celastraceae Maytenus distichophylla SAMES7936 gf;:;is ?\é 165.'26 367'.63 586’% 792’.34 223
Celastraceae Maytenus obtusifolia SAMES7928 IS‘;?IGS:S 612\31.14 ;?(1) 31:31.16 ?\3 51;1.19 iég
Celastraceae Maytenus robusta VIC20080 Ig;i;;zs ?\I? 1;'18 Ei 1;'17 igg ;gé
Chrsobrlaaene Sl oo SAMES7944 éfez ° égig 23:2 égg 3;‘1'19 gg:? gg:g
Clusiaceae Tovomita glazioviana VIC2404 Iéf;:;ess ZZ; lltg 22; i&l ;gg 22431
Clvezas Moveransls A VIC20184 Iéf;:l © 228?8 113'14 ;8:8 1%.58 ggé gi:g
Clusiaceae Rheedia gardneriana VIC20515 Isﬁl ‘;“S 2(5):2 }(2):2 ZZ:; ?‘7‘:2 ;Z:i g;i
Commelinaceae Dichorisandra procera SAMES7954  Aerial part 4.7 NI 16.1 8.4 NI NI
Cunoniaceae Lamanonia ternata VIC20511 Iéﬁ;:lis 1;'12 Ei Ei Ei }22 3(5);
Dilleniaceae Davilla morii SAMES7953 éf:::’] > 31113 21;1'11 ]I;I ‘17 é\I é 416].17 }1‘9‘:?
Elaeocarpaceae Sloanea monosperma VIC20168 Igteea::/]fszs Ei Ei }2; igg ?4212 4313?
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GI (%)? ; Extracts® [100 pg/mL]

Family Plant Species Voucher Parts B16F10 SW480 Jurkat
D:M? MeOHP D:M? MeOHP D:M? MeOH"

Euphorbiaceae Mabea fistulifera VIC20137 é‘gﬁis g;? ?g? 343"69 5229 2(9)2 43133
Fabaceae Andira fraxinifolia SAMES7945 ]gfei:llis ?\I? Ei 192'% 3151,1() g } % g%g
Fabaceae Inga alba VIC20101 Iéf:;;;? Ei Ei Ei Ei ;g; 22%
TN
Fabaceae Machaerium stiptatum VIC20115 éte:;:;zs 1131'14 (I)\Iélg Ei Ei %g (9) 14734
Fabaceae Newtonia contorta VIC20104 ]é’f;;fszs 4312 g ?g j 683. '14 Ei ;g ,57 713'10
Fabaceae Platipodium elegans VIC20119 ]éfezis i\g Ei 323 gz gg é ;;;
Fabaceae Pseudopiptadenia contorta VIC36590 ]é'f;\rllzs 501' '92 1151'15 7; '36 41?1.14 i;; 221
Fabaceae Swartzia elegans VIC20120 Iéteezzs 336'?6 L:f ég? 43182 52421 24712
Fabaceae Swartzia simplex SAMES7951 Igteeirlzs ;gg 3122 gg? égg 746?0 61;.17
Lauraceae Nectandra lanceolata VIC20188 éf;;‘;“s ?éé 25%51 113'11 1;1'19 ﬁé ;3:2
Lauraceae Ocotea corymbosa VIC20190 ]é'f;l\;zs 116.'53 IIZI'IS Ei Ei Ei Ei
Lauraceae Ocotea notata SAMES7942 gfear;‘;“s Ei ?\1(1) Ei gizg Zgzi 22:?
Lauraceae Ocotea odorifera VIC2149 Iéteei:/lis :1)’(6)‘7‘ 109‘;17 ;32 1131'13 31;10 12]' §9
Lauraceae Persea pyrifolia VIC20200 Iéfei:lzs 14712 ?;8 ?gg Ei zgg ]59.;15




Table 1. (Continued)

GI (%)? ; Extracts® [100 png/mL]

Family Plant Species Voucher Parts B16F10 SW480 Jurkat
D:M? MeOH" D:M? MeOH" D:M? MeOHP

Malpighiaceae Stigmaphyllon ciliatum SAMES7926 Aerial part 62.0 19.8 NI NI NI 16.6
Melastomataceae  Miconia cinnamomifolia SAMES7952 Is“te;;/lzs lltg 41?.15 %2; ?33 24271 gig
Meliaceae T Gt VIC20122 Ef;z © iﬁ ﬂ 106.13 Ei ;g:g 5:2
Moraceae Sorocea hilarii SAMES7947 (S i e e o [ o
Myrtaceae Eugenia astringens SAMES7911 IS‘;?IGS:S g;g 4131'19 ‘3&? ;‘;% 222 46122
Myrtaceae Eugenia brejoensis SAMES7937 154:2;;25 612.11 31;.19 112.18 %\é 2(9) ; g (l)g
Myrtaceae Eugenia leptoclada VIC20145 Ig;ijlzs ?13 2 Ei ?\é Ei 17 97. '199 713'18
Myrtaceae Mpyrcia formosiana VIC20232 Iéf;:;ess ;ég lltg lltg lltg gég 313'15
Myrtaceae Mpyrciaria strigipes SAMES7932 Iéf;:/lzs ggg 3(3)2 71;14 317‘17 ggg Zgg
Oleaceae Heisteria silvianii vIC20233  SENS o o N N o o8
Piperaceae Piper arboreum SAMES7940 Isféijlzs 5131'15 ;;; 585. '95 206.80 ;33 Zgg
Polygonaceae Coccoloba alnifolia SAMES7933 Is“f;;]lis 213'10 31(\)1'15 150.89 Z\é 41213 2131'16
Primulaceae Rhapanea umbellata VIC20522 éfea::’] :S ]I;I'Il fg:f 182.'21 ;g:g 23:3 gg:g
Rosaceae Prunus sellowii VIC20239 (VS o4n N l N - o
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GI (%)? ; Extracts® [100 pg/mL]

Family Plant Species Voucher Parts B16F10 SW480 Jurkat
D:M? MeOH" D:M? MeOH" D:M? MeOH"

Rubiaceae Amaiowa guianensis VIC51750 ]gfe?;is gg 11;1'19 Ei Ei ;}g gi
b 26T oo VIC20549 ]S‘f;z‘zs ég 193’:58 ?\é N ;?; 143‘:(3)
Rubiaceae Palicourea guianensis VIC20551 Iéf:;;? }ég ;(2) 591.’12 213’14 ;gg ?ég
i et Bl SAMES7939 gtee"‘rflzs igzg ;gé gf; ‘7‘;2 782?2 é;:é
Rubiaceae Psichotria carthagenemis VIC20529 éte:;:;zs 21;1.13 1;1'19 595.253 Ei ?2411 i;;
Rutaceae Conchocarpus insignis SAMES7948 é’fggﬁs 301. '97 491' .83 65394 51;11 235' .15 ‘1‘22
Rutaceae Hortia arborea VIC2279 ]éfezis i ;g 298.41 ?\& ?glg g } Z i;g
Salicaceae Casearia arborea VIC20173 ]gf:r:;zs 22491 ggg g;g 739i0 ;4912 Zég
Salicaceae Casearia ulmifolia VIC51752 Igfezzs E :Z f;‘; };:g 3;‘1'17 ;Z:é 7;;
Stz AT aes VIC20242 Is‘teearflzs ;i:g 21;1'16 121‘18 f; 51;'19 g:;‘
Sapindaceae Cupania emarginata SAMES7935 é’f;:gs 212 géé ;gg ;32 ;gz ;2;
Siparunaceae Siparuna arianeae VIC20221 ]gf:n\;zs Ei Ei ?;; ?;(5) 547‘} g?Z
Sapotaceae Manilkara subsericea SAMES7943 ]gf;:lzs 2;1'16 1131'10 (1)\1 i 21;1.17 ggg 2;3

2Cell growth inhibition (GI%) was obtained from the formula GI% = [100- (absorbance of treated cells/control absorbance 0.25% DMSO) x 100]. NI = no inhibition
observed. B16F10 (murine melanoma). SW480 (human colorectal adenocarcinoma) and Jurkat (human acute T lymphocyte cell leukemia).

bD:M: extract in dichloromethane: methanol (1:1); M: extract in methanol.
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In general, a higher percentage of cytotoxic activity was observed in the extracts
obtained with the solvent extracts DCM:MeOH (1:1) (64.3%), in relation to the solvent MeOH

(35.7%). However, no differences were observed between leaves' and stems' extracts.

As preliminary results, 72 extracts reduced cell viability by more than 70% for at least
one tumor cell line. Among these, some extracts showed specific cytotoxic activity for a specific
tumor cell line, while others were active in common for two or three cancer cells, as shown in
the Venn diagram (Figure 1). All these extracts are derived from eight plant species: Hirtella
corymbosa, Casearia arborea, Rheedia gardneriana, Swartzia simplex, Myrciaria strigipes,
Psychotria bahiensis, Cupania emarginata and Sorocea hilarii. This data shows the
pharmacochemical potential of the library of extracts built from the Brazilian Atlantic Forest

plant species.

0 0
0
B16F10 SW480
14
ak 6
JURKAT
51

Figure 1. Venn diagram representing the unique and common features of the 72 selected plant
extracts. These extracts showed reduction of cell viability equal or greater than 70% for one or
more tumor cell lines.

Based on the Venn diagram, 14 extracts inhibited 70% or more cell growth for the three

tumor cell lines selected to determine the Glso (Table 2).
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Table 2. Concentration of extracts that inhibited 50% of cell growth Glso (ug/mL) selected by

prescreening using MTT assay.

Family Species Parts Solvent? B16F10° SW480° Jurkat”
Chrysobalanaceae  Hirtella carymbosa Stems  DCM:MeOH (1:1) 80.5+17.1 65.6+£3.3 156.3£7.0
Clusiaceae Rheedia gardneriana Leaves DCM:MeOH (1:1) 31.6x1.9 66.8+5.7 40.6+7.5
Fabaceae Swartzia simplex Stems DCM:MeOH (1:1) 114.4+8.8 38.8%£2.5 51.1£1.6

Leaves DCM:MeOH (1:1) 24.3+£3.6 19.7£2.5 17.2+5.40
Moraceae Sorocea hilarii

Leaves MeOH 28.1+4.2 16.3£1.0 20.0£10.6
Myrtaceae Myrciaria strigipes Stems DCM:MeOH (1:1) 142.3+1.3 54.6+4.0 103.7£13.7

Stems  DCM:MeOH (1:1) 148.3+£6.6 31.8+1.0 ID®
Rubiaceae Psychotria bahiensis

Stems MeOH ID 32.1£1.8 ID

Leaves DCM:MeOH (1:1) 19.0+2.4 18.1+0.8 7.2+0.4
Salicaceae Casearia arborea

Leaves MeOH 40.1£0.6 37.145.5 46.6+£7.4

Leaves DCM:MeOH (1:1) ID ID D

Leaves MeOH ID 1D 1D
Sapindaceae Cupania emarginata

Stems  DCM:MeOH (1:1) 113.6£12.6  68.8+£12.0 85.3+11.7

Stems MeOH ID 171.0+£29.9 ID

2 DCM:MeOH (1:1): dichloromethane:methanol (1:1) extract; MeOH: methanol extract; PData are reported as

pg/mL for 3 replicates per treatment of 3 independent tests after 48 h of treatment. The data are expressed as the

mean =* standard error. ID: indeterminated.

From this result of Glso, the DCM:MeOH (1:1) extracts from the leaves of Casearia

arborea (Rich.) Urb. (Salicaceae) and Sorocea hilarri Gaudich (Moraceae) showed the lowest

Glsp values for the three cell lines tested, and were therefore considered promising to cytotoxic

natural product identification [22]. Both extracts were subjected to bioguided fractionation, and

were later screened in vitro for its cytotoxic activity.
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3.2 Fractionation bioguided by cytotoxicity

For each of the active extracts, fractionation by partition was performed using five
different solvents. The collected fractions were then tested against B16F10, SW480 and Vero
cell lines (Table 3).

Table 3. Concentration of extracts or fractions from Casearia arborea and Sorocea hilarii

leaves that inhibited 50% of cell growth Glso (ug/mL) and selectivity index (SI).

Cell lines SI
Species Sample VERO/ VERO/
B16F10 SW480 VERO BI6F10 SWA480
DCM:MeOH (1:1) extracts  19.0+2.4* 18.1+0.82 50.8+4.6% 3 3
Hexane fraction 8.2+1.2° 17.7£2.8* 52.1+£0.7% 6 3
Dichloromethane fraction 2.8+0.3° 9.2+1.1° 34.2+0.7° 12 4
Casearia arborea  py,q) ycetate fraction 352+42°  121.8+23.8°  >200¢ - ;
n-Butanol fraction 5 %j’”' 100742325 >200¢ - -
Water fraction >200° >200¢ >200° - -
DCM:MeOH (1:1) extracts  24.3+3.6* 19.9+2.22 17.443.22 0.7 0.9
+
Hexane fraction 74'1‘;12' 57.6£7.0°  54.7+1.8° 0.7 0.9
Dichloromethane fraction 62.945.0"  46.746.2°  22.241.7° 0.4 0.5
Sorocea hilarii
+
Ethyl acetate fraction 103'250_ 12 443463 459438 0.5 1
n-Butanol fraction 23.840.6*  11.6x1.1° 8.6x1.7° 04 0.7
Water fraction >200¢ 99.3+21.3¢ >200¢ - -

“Equal superscript letters in the same column indicate no significant differences between means (p < 0.05) by the
one-way ANOVA followed by Dunnett's post-test. Cytotoxic assays were performed in triplicate with three
independent experiments. Results were expressed as means =+ standard error. DCM:MeOH -

Dichloromethane:Methanol. ** Selectivity index (SI) = Glso (Vero)/Glso (B16F10).

In the case of C. arborea extract, the dichloromethane fraction concentrated the
bioactive compounds, providing a significant increase (p < 0.05) in cytotoxic activity in relation
to the initial extract, for both cell lines. Furthermore, this fraction exhibited a high selectivity
index (SI) for Vero cells. There was no significant difference between the Glso of the Sorocea
hilarii DCM:MeOH (1:1) extract (24.3 + 3.6 ug/mL) compared with its bioactive n-butanol
fraction (23.8 + 0.6 ug/mL) for BI6F10. In SW480 there is a reduction of the Glso from 18.1 £
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0.8 ug/mL to 9.2 + 1.1 pg/mL from extract to fraction, respectively. However, the n-butanol

fraction showed selectivity index < 1, compared with non-cancerous Vero cells.

The active fraction of each extract was subjected to dereplication analysis, using HPLC-
ESI-HRMS data combined with molecular networking by the GNPS platform for the putative

annotation of possible bioactive compounds.

3.3 Dereplication analysis of active fractions

The MS/MS data, analyzed in the GNPS platform for dichloromethane fraction of C.
arborea and n-butanol fraction of S. hilarii, generated a molecular networking with precursor
ions represented as nodes, which were grouped into clusters, according to the chemical
similarity (cosine score). MS/MS data dereplication was performed by searching spectral
libraries, which allowed the annotation of 39 compounds in C. arborea (Supplementary Table
S1) from 6 different molecular families, including 27 clerodane diterpenoids, 1 flavan-3-ol, 2

proanthocyanins, 5 flavonols, 3 flavones and 1 cinnamic acid derivative (Figure 2).

Ris=
H, OH, AcO, OCH,

[0}
;{‘JJ\(\
© X=H, CH,
o

¥ = H, OH, OCH,

O manual annotation
O no spectral match

an

Class:
[ | Flavan-3-ols [l Proanthocyanins [ Flavonols [ Flavones |2 Clerodane diterpenoids [ Cinnamic acid and derivatives

Figure 2. (A) Molecular network from UHPLC-ESI-HRMS data in the positive in mode for
the dichloromethane fraction of Casearia arborea leaf extract. (B) Detail for the main cluster

(in magenta) of the molecular network, referring to the clerodane diterpenoids compounds.
“Numbers inside the nodes correspond to the m/z accurate masses (Da). ““Nodes manually annotated are circled in
red. Nodes circled in gray did not show spectral match.

A priori, Casearia species are known for the presence of a wide variety of clerodane

diterpenes, considered chemotaxonomic markers for this genus. These clerodane diterpenes
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have a basic structure, containing a decalin system (A and B rings) linked to a tetrahydrofuran
ring, normally containing oxygenated substituents, mainly ester groups. The main product ions
formed by MS/MS involved neutral losses of 18, 42, 60, 150 and 168 Da, mainly associated
with the cleavage of the ester groups, as acetate and benzoate derivatives, present in the basic
structure (Supplementary Figure S1). This fragmentation pattern, which is in agreement with
reports published in the literature, implies the presence of casearin-type clerodane diterpenes
[23]. Other metabolites, present in the active fraction, are phenolic compounds, which are
clustered into a molecular family, such as flavonols and proanthocyanidins. In the MS/MS
fragmentation flavonoids, there was evidence of loss of their sugar attachments, resulting in

aglycones, such as quercetin, luteolin and kaempferol (Supplementary Table S1).

Some of the clerodane-type diterpenes and flavonoids (Figure 2), identified in the
dichloromethane fraction, were also identified in C. arborea by Beutler et al. (2000) [24] and
Santos et al. (2021) [25], respectively. The genus Casearia has about 180 species, distributed
in tropical and subtropical zones. Several species of this genus have attracted great interest due
to their pharmacological properties, mainly antitumor activities, which are attributed to the

presence of clerodane diterpene compounds [26].

Nevertheless, this is the first time that the cytotoxic activity of this species has been
reported to colon adenocarcinoma and jurkat cancer cell lines. There are studies reporting the
antitumor activity of C. arborea to metastatic melanoma tumor lines A2058 [27] and LOX IMV
I [24], and also to gliosarcoma (SF539) [24]. Both of these studies attributed the antitumor
activity of C. arborea to clerodane diterpenes. This data reinforces that clerodane-type
diterpenes, identified in the active dichloromethane fraction, are responsible for the cytotoxic

activity of C. arborea.

The resulting molecular networking of the n-butanol active fraction from Sorocea hilarii
allowed to annotate 29 compounds (Supplementary Table S2), categorized into three different
clusters, including 10 megastigmanes, 17 spirostane steroids and its saponin derivatives and 2
lignans (Figure 3). The molecular family referring to megastigmanes was initially constructed
from four spectral matches (m/z 373, 387, 389 and 505), and followed by fragmentation analysis
generated by connecting nodes. Megastigmanes are norterpenoides (C-13 skeleton), derived
from the oxidative degradation of carotenoids (apocarotenoide) [28]. Its basic skeleton a-ionol
is commonly linked to sugar units. During MS/MS fragmentation, it was possible to notice that
megastigmanes lost sugar units, such as hexoside and pentoside, resulting in aglycone exposure.

Another molecular family annotated in the S. hilarii fraction was steroidal saponins with
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spirostane-type aglycone. The generated cluster, based on MS2 fragments, include the
sapogenins spirostenol and spirostadienol, with a m/z 415.3206 and 413.3048, respectively. The
remaining 14 saponins annotated are mainly derived from these two sapogenins, showing losses
of sugars. Additionally, a minor cluster and isolated nodes were characterized as lignans, being

annotated with five compounds (Supplementary Table S2).

A,

Class:
[T spirotane steroids [ Megastigmanes [l Lignans

O GNPs library match
O manual annotation
O no spectral match

Figure 3. (A) Molecular network from HPLC-ESI-HRMS data in a positive mode for the n-
butanol fraction of Sorocea hilarii leaf extract. (B) Orange cluster corresponds to spirostane
steroids and its saponin derivatives compounds. (C) Green cluster corresponds to megastimanes

compounds. “Numbers inside the nodes correspond to the m/z accurate masses (Da). **Nodes annotated through
the GNPS spectral library are circled in blue. ““*Nodes manually annotated are circled in red. ***Nodes circled in
gray did not show spectral match. “***Saccharide chain consists of pentosides, deoxyhexosides and hexosides that
are linked to the aglycones by O-glycosidic bonds.

The neotropical genus Sorocea (Moraceae) contains approximately 27 species [29]. The
species S. hilarii is endemic to Brazil, and there are no studies reporting its chemical or
pharmacological properties. Megastigmanes, spirostane steroids derivatives and lignans were
reported for the first time in S. hilarii (Figure 3). However, in the Moraceae family, the
presence of megastigmanes [30-31], steroidal saponins [32-33] and lignans [34] has been

described. There are several reports of the cytotoxic activity of megastigmane glycosides for
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various tumor lines, including colon cancer [35] and melanoma [36]. In the molecular families
of lignans, podophyllotoxin stands out, a lignan with high cytotoxic and anticancer power that
has been widely studied and used in clinical therapy [37-38]. These natural products, identified
in the n-butanol fraction of S. hilarii, can be considered the probable cytotoxic actives of this

species.
4. Conclusions

Natural products of plant origin have been a promising source for the discovery of new
antitumor drugs. After screening 282 extracts, the species Casearia arborea and Sorocea
hilarii have proved to be the most promising sources for cytotoxic compounds. Applying a
molecular network tool using HPLC-ESI-HRMS data for the active fractions of C. arborea and
S. hilarii, combined with silico dereplication approaches, it was possible to characterize the
constituents responsible for the cytotoxicity of these two species. In the case of C. arborea,
clerodane diterpenes must be responsible for the cytotoxic activity of the bioactive
dichloromethane fraction. The molecular network of the active fraction evidenced the cluster
formed by this class of secondary metabolites, being annotated 27 clerodane diterpenoids. In
the case of Soroceae hilarii, we demonstrate herein that mesgastigmans derivatives and lignans
are possibly the compounds responsible for the cytotoxic activity. These findings provide
evidence that not only one class of compounds, but both, contribute to the observed cytotoxic
activity of S. hilarii. The chemical isolation and biological evaluation of these supposedly
bioactive metabolites will be important to reveal the potential of these two species as a source

of antitumor compounds.
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Table S1. HPLC-MS/MS data of the annotated metabolites in dichromethane fraction from Casearia arborea leaves based on GNPS spectral
library match.

[M+H]
Peak :}nTin ) ObservedM  Calculated gﬁﬁﬁ?r flrrl(:; 1(\:%;“5 Fragments CA(::O:)E:ﬁgS Chemical class® gztt‘zli)e;lsf;/
7 ass (m/7) Mass (m/z) PP P
165.0547, 147.0450, Catechin or
1 9.33 291.0859 291.0869 Ci5H1506 -3.3 139.0394, 123.0446 (epi)catechin Flavan-3-ols GNPS
2 949  355.1025 355.1029 Ci6H1500 12 163.0393, 145.9863 Neochlorogenic acid  Giomamic acidand ™ o\ g
derivatives
(epi)catechin-
3 10.55 579.1489 579.1503 C30H27012 -2.3 Té;égg?’ 291.0862, (epi)catechin Proanthocyanins GNPS
715.1612, 579.1532, (epi)catechin-
4 11.55 867.2142 867.2136 C45H39013 0.6 453.1215, 409.0898, (epi)catechin- Proanthocyanins DNP
291.0864, 289.0709 (epi)catechin
465.1031 Quercetin-0-
5 12.73 611.1615 611.1612 C27H31016 0.5 ’ ’ deoxyhexoside- Flavonols GNPS
303.0500 .
hexoside
6 12.95  433.1135 433.1135 C21H21010 <0.1 32’3782(9)3 SLSIAL, Apigenin-C-hexoside Flavones GNPS
7 12.98 465.1033 465.1033 C21H21012 <0.1 gg;gggé [M+Nal, Quercetin-0O-hexoside Flavonols GNPS
8 1345 4350025 4350027 CuHuOn 06 goio0l0d VN Quercetin-O-pentoside  Flavonols GNPS
9 13.93  449.1086 449.1084 CyH2011 05 303.0501 Quercetin-0- Flavonols GNPS
deoxyhexoside
10 1403 595.1669 595.1663 CyH30i5 1.0 463.1247, 301.0713 o gEEalinGs g GNPS
hexoside-pentoside
11 1469 4190987 419.0978 CxH1001p 2.1 287.0553, 153.0190 Kaempferol-O- Flavonols GNPS
pentoside
5,7,4'-trihydroxy-3',5'-
12 18.24 331.0814 331.0818 Ci17H1504 -1.1 287.0550, 153.0167 dimethoxyflavone Flavones GNPS

(Tricin)




Table S1. (Continued)
RT [M+H] Molecular Error  MS/MS Fragments Annotated Reference/
Peak finting ObservedM  Calculated Formula G @R g compounds Chemical class? Database
“ ass (mfz) Mass (m/z) PP & P
diacetoxy-18,19-
739.2714, 679.2517, epoxy-feruloyloxy-(4-
13 2535 F&izNgaz]f 799.2942 CaeHagNaO1 - 5 529.2157,335.1582,  hydroxy-3- glltzrr"‘ifl‘(‘)‘;’ i proposed
¢ 177.0551, 151.0392 methoxybenzoyloxy)- P
hydroxy-clerodatriene
S779411 517.2202, 475.2083, glicf“_)ay_‘l 8,19- Clorodane Beutler et
14 25.40 [M-iLNa]Jf 577.2414 C;3H3sNaOy  -0.4 457.1986, 337.1776, hp dr(ilx benzoyloxy)- diterpenoids al., 2000
297.1848, 279.1745 YAroxybenzoy oxy P (LOTUS)
hidroxy-clerodatriene
diacetoxy-18,19-
547.2304, 505.2200, :
15 2772 6072518 607.2519 CoaHaoNaO1 ) 5 4872091, 319.1667, ~ CSPOXy-(4-hydroxy-3-— Clerodane proposed
[M+Na] 0 methoxybenzoyloxy)- diterpenoids
151.0393 .
hydroxy-clerodatriene
709.2615, 649.2409, S;C;yto:;’f'fleg;&y p
769.2832 C41H46NaO; 487.2092, 319.1701, i 7 Clerodane
16 27.90 [M-+Na]* 769.2836 X -0.5 207.1845. 163.0388 hydroxy-3- R —— proposed
methoxybenzoyloxy)-
151.0391 .
clerodatriene
diacetoxy-18,19-
679.2517, 619.2299, ’
17 2815 31\34121\17&12]6 7390731 CwHuNaOw 4 o 591977 319.1657. flp‘c)l’r‘gfifﬁgg l‘l)gi ()4 dCilteeroi?lrcl)? i« proposed
2 297.1757, 163.0390 yOTORyDONZOY 10Xy P
clerodatriene
diacetoxy-18,19- Beutler et
18 2840 O/7-2420 577.2414 C3iH3sNaOo 1.1 >17.2192, 4752094, epoxy-(4- Clerodane al., 2000
[M+Na] 457.1976 hydroxybenzoyloxy)- diterpenoids
; . (LOTUS)
hidroxy-clerodatriene
453.2267, 411.2136 triacetoxy-18,19- Prakash et
513.2455 ’ ’ ) Clerodane
19 28.45 [M+Nal* 513.2464 CyH3sNaOg  -1.8 393.2035, 329.2097, epoxy-methoxy- diterpenoids al., 2002

297.2052, 279.1730

clerodatriene

(LOTUS)
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Table S1. (Continued)
RT [M+H] Molecular Error  MS/MS Fragments Annotated Reference/
Peak finting ObservedM  Calculated Formula G @R g compounds Chemical class® Database
7 ass (m/7) Mass (mn/z) PP . P
573.2470, 513.2255, diacetoxy-18,19-
20 2862 ?&iiﬁaﬁz 6332676  C#HeNaOv 0 51071675 297.1826,  epoxy-feruloyloxy- g};‘:";‘(‘)‘:’ .« proposed
0 177.0548 hydroxy-clerodatriene p
519.2351, 501.2249, diacetoxy-18,19-
621.2672 C33H42NaO; 351.1940, 329.21009, epoxy-(4-hydroxy-3- Clerodane
AL B g @200 f 06 3111996,297.1861.  methoxybenzoyloxy)- diterpenoids Zlopeeed
279.1751, 151.0393 methoxy-clerodatriene
diacetoxy-18,19-
527.2620 467.2422, 425.2297, ’ Clerodane Danuello et
22 28.87 [M+Nal* 527.2621 CosHsoNaOg  -0.2 407.2185 epoxy-butanoyloxy— diterpenoids al., 2020
hydroxy-clerodatriene
S7a100 S1aly, GO IS0
23 289 ?1\94112\16%1 6972605 HENOT g6 4750166457081, POVORE ) Coerodane proposed
a 1 319.1682. 297.1848. 1y r(gg}tf enzoyloxy)- iterpenoids
779.1761 clerodatriene
diacetoxy-18,19-
625.2415, 607.2304, epoxy-(4-hydroxy-3-
727.2728 C39H44NaO; 667.2504, 457.1989, methoxybenzoyloxy)- Clerodane
4 2950 NNap o 7FEBL 03 319.1648,297.1850, (4 diterpenoids proposed
279.1744, 151.0393 hydroxybenzoyloxy)-
clerodatriene
triacetoxy-18,19-
559.2302, 517.2205,
25 2923 [61\149+st1]2 619.2519 CosHaoNaOr 4 4 499.2095, 439.2103, flpzxy'(t loxy) g.lte“’dan‘? i Dlanzugélg ot
a 0 379.1881. 279.1846 ydroxybenzoyloxy)- iterpenoids al.,
clerodatriene
693.2670, 651.2570, diacetoxy-18,19-
753.2885 C41H46NaO; 633.2462, 457.1986, epoxy-feruloyloxy-(4-  Clerodane
26 294 MiNap 753.2887 2 0.3 319.1670, 297.1856,  hydroxybenzoyloxy)- diterpenoids proposed

177.0548

clerodatriene
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Table S1. (Continued)
RT el Molecular Error MS/MS Fragments Annotated Reference/
Peak finting ObservedM  Calculated Formula G @R g compounds Chemical class? Database
7 ass (m/7) Mass (mn/z) PP . P
539.2616 479.2415, 437.2299, glicf s Clerodane
27 2965 e 539.2621 CpHiNaOs  -0.9 419.2199, 397.2381, POXy ; ; proposed
[M+Na] methylbutenoyloxy- diterpenoids
297.1846, 279.1749 :
hydroxy-clerodatriene
589.2405, 547.2298, triacetoxy-18,19-
649.2615 C34H4,NaO; 529.2196, 439.2081, epoxy-(4-hydroxy-3- Clerodane
4 2Hif) [M+Na]* (SRR 1 ) 379.1875, 339.1951, methoxybenzoyloxy)- diterpenoids Eorid
297.1841 clerodatriene
723.2778, 681.2674, diacetoxy-18,19-
663.2569, 487.2094, epoxy-feruloyloxy-(4-
29 2991 31?4112\1958 7832993 CeHsNaOr 5 o 30071878 310.1662.  hydroxy-3- dclltzrroiir(‘)f i« proposed
3 297.1854, 177.0542, methoxybenzoyloxy)- p
151.0393 clerodatriene
. Vieira
501.2254, 459.2147, diacetoxy-18,19- L.
30 3002 012459 561.2464 C3HsNaOg  -1.0 441.2037,297.1843,  epoxy-benzoyloxy- Clerodane Jnior et al.
REL 279.1743 hydroxy-clerodatriene dlizpoinsidls A
: ydroxy (LOTUS)
615.2564, 573.2468, triacetoxy-18,19-
31 3031 [61\7/[12N7a7]8 6752781  CoHuNaOr 5 5 5555356 370.1885.  epoxy-feruloyloxy- dCilteeroiircl)? i« proposed
! 297.1851, 177.0547 clerodatriene P
481.2567, 439.2444, diacetoxy-18,19- Morita et al.,
32 3033 f&iﬂl 541.2777 CpHpNaOs  -1.2 421.2351, 311.2016 epoxy-butanoyloxy- ilteemi‘;‘l‘(‘)? s 1991
297.1847, 279.1744 methoxy-clerodatriene P (LOTUS)
5912577 531.2367, 489.2255, Slicft(-)éfi;%rli A Clerodane Beutler et
333074 oo 591.2570 C3HyoNaOy 1.2 471.2147, 321.1823, rrll)ethzx bezzo lg’x - diterpenoids al., 2000
151.0394 yoenzoyloxy P (LOTUS)

clerodatriene




Table S1. (Continued)

[M+H]
Peak ::n’l;n ) ObservedM  Calculated ﬁiﬁc:l?r ?rr:::; 1(\:3/?48 Fragments 2}1::03::535 Chemical class® gzizll‘)ez:lsce?’/
7 ass (m/7) Mass (mn/z) PP . P
Gibbons et
4952708, 453.2620,  diacetoxy-18,19- ’i‘iﬁalfff;l
555.2929 435.2500, 319.1660, epoxy- Clerodane ”
34 3177 [M+Na]* 3352934 CaoHaaNaOs - -0.9 311.2001, 297.1842, methylbutanoyloxy- diterpenoids 1990(2),
279.1738 thoxy-clerodatri Prakash et
. methoxy-clerodatriene al.. 2002
(LOTUS)
621.2464, 579.2347, diacetoxy-18,19-
681.2670 CisHpNaOr 561.2247, 501.2232, epoxy-benzoyloxy-(4-  Clerodane
o S e 20D 08 4412033.319.6208,  hidroxybenzoyloxy)- diterpenoids Eorid
297.1848, 279.1739 clerodatriene
515.2386, 473.2295, diacetoxy-18,19-
36 32.71 ?1\74112\163% 575.2621 C3HioNaOs 2.2 455.2176,311.2003,  epoxy-benzoyloxy- glltzrr"‘ifl‘(‘)‘;’ i proposed
297.1841, 279.1736 methoxy-clerodatriene P
diacetoxy-18,19-
677.2732, 635.2591, ’
37 3379 31\34121\?3]1‘ 737.2938 CaHigNaO1 ¢ 5 617.2515, 441.2035, Epoxy'ﬁemloyl"xy' g.lte“’dan‘? | proposed
. ! 297.1857, 177.0547 cnzoy oxy- 1erpenolds
clerodatriene
493.2583, 451.2454, diacetoxy-18,19-
553.2771 433.2339, 371.2208, epoxy- Clerodane
B B8 e P77 GeHeNaOs L2 350 5106,311.1999,  methylbutenoyloxy-  diterpenoids Proposed
297.1839, 279.1760 methoxy-clerodatriene
545.2498 Zég;ggg [4%21—212)87 diacetoxy-18,19- Clerodane Khan et al.,
39 34.06 [M+Na]* 523.2696 C31H3sNaO;  -3.2 363.1957’ 321.1821’ epoxy-benzoyloxy- diterpenoids 1990
’ ’ ’ ’ clerodatriene p (LOTUS)

281.1892

 Chemical class annotations were assigned using the NPClassifier [21]; ® Database source: GNPS [13] and Dictionary of Natural Products [18].
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Figure S1. (A) MS/MS mass spectra of the precursor ion at m/z 607 (compound 15) of the
clerodane diterpenoid chemical class in dichloromethane fraction of Casearia arborea. (B)
Proposed fragmentation mechanism of the precursor ion at m/z 607.



Table S2. HPLC-MS/MS data of the annotated metabolites in n-butanolic fraction from Sorocea hilarii leaves.
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[M+H]*
Peak RT: ObservedM  Calculated Molecular Error MS? Fragments (m/z) Annotated Chemical class® Referencql:’/
(min.) Formula (ppm) compounds Database
ass (m/z) Mass (m/z)
Dihydroxy-
1 10.17 551.2693 551.2704 Cy5H43013 -1.9 389.2150, 227.1637, megastigmanenone O- Megastigmanes proposed
209.1532, 191.1433 . .
hexoside-hexoside
Dihydroxy-
2 1132 387.2010 387.2019 Ci9H310g -2.3 225.1482, 207.1377 megastigmadienone O- Megastigmanes GNPS
hexoside
Dihydroxy-
3 11.40 389.2168 389.2175 C19H330s -1.8 227.1640, 209.1535, megastigmanenone O- Megastigmanes GNPS
191.1430, 149.0961 .
hexoside
Hydroxy-dinor-
4 11.42 359.1697 359.1706 Ci17H270s -2.5 197.1171, 179.1076 megastigmenolide O- Megastigmanes DNP
hexoside
373.2173, 229.1797, Dihydroxy-megastigmanone .
5 11.71 391.2326 391.2332 Ci9H3503 -1.5 211.1698. 193.1590 O-hexoside Megastigmanes DNP
485.1793, 341.1381,
323.1273, 311.1274, . .
6 12.95 503.1909 503.1917 Cy6H31010 -1.6 251.1064, 175.0753. Glycosylated lignan Lignans GNPS
137.0598
373.2223, 371.1484,
353.1370, 341.1386, . .
7 13.13 533.2010 533.2023 C»7H33011 2.4 281.1166, 211.1688. Glycosylated lignan Lignans DNP
167.0704
8 13.17  535.2748 535.2755 CosHuOn  -12 SIS, 2L, BSUOrg e EEE  ore DNP

193.1591

O-hexoside-hexoside
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Table S2. (Continued)
RT WARAELF Molecular Error Annotated Reference/
Peak . ObservedM  Calculated MS? Fragments (m/z) Chemical class? b
(min.) Formula (ppm) compounds Database
ass (m/z) Mass (m/z)
9 1322 373.2220 373.2226 C1oH3307 1.7 211.1692, 193.1591 gfgxzﬁ?gamgmmem“e Megastigmanes GNPS
SIS, 22N, Hydroxy-megastigmanone
10 1323 507.2799 507.2805 CuHi0n  -13 213.1846, 195.1748, yaroxy-megasust Megastigmanes proposed
O-hexoside-pentoside
177.1638
Hydroxy-
11 13.88 371.2062 371.2070 C19H3,04 2.1 209.1537, 191.1433, megastigmadienone O- Megastigmanes DNP
137.0963, 133.1013 .
hexoside
DU 222, UL UGER, Hydroxy-megastigmanenone
12 13.90  505.2641 505.2649 CuHyOn <16 193.1591, 175.1484, yaroxy-megastigl Megastigmanes GNPS
O-pentoside-hexoside
135.1169
265.1066, 235.0970, (epi)syringaresinol
13 1402 419.1703 419.1706 C2Hy704 0.7 217.0861, 205.0858, pLsyring Lignans GNPS
167.0706
1011.5175, 883.4755,
865.4605, 737.4099, O-(hexoside-deoxyhexoside-
719.3978, 591.3523, deoxyhexoside- . .
14 14.79 1191.5798 1191.5793 Cs7Ho1026 -0.1 429.3000, 411.2892. fesr i o) Spirostane steroids proposed
393.2784, 293.1229, spirostadienediol
239.0909
1013.5320, 867.4727, O-(hexoside-deoxyhexoside-
721.4127, 575.3576, deoxyhexoside- . .
15 16.14 1175.5872 1175.5903 Cs0Hos0O39 -3.1 413.3050. 293.1226. deoxyhexoside-hexoside) Spirostane steroids proposed
271.2055, 253.1950 spirostadienol
575.3575, 433.2591, 0-(hexoside-hexoside) . .
16 16.24 737.4114 737.4112 C39oHe1013 0.2 271.2055. 253.1950 sl Spirostane steroids ~ DNP
1015.5476, 869.4884, g;ge’l‘l‘;i‘g:if:’xyhexoSlde'
17 1626  1177.6013  1177.6006 CstHosO2s 6 723.4309, 577.3732, y Spirostane steroids ~ DNP

415.3206, 253.1946

deoxyhexoside-hexoside)
spirostenol
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Table S2. (Continued)
RT WARAELF Molecular Error Annotated Reference/
Peak . ObservedM  Calculated MS? Fragments (m/z) Chemical class? b
(min.) Formula (ppm) compounds Database
ass (m/z) Mass (m/z)
723.4308, 579.3136,
577.3747, 433.2568, O-(hexoside-deoxyhexoside- . .
18 16.31 885.4837 885.4848 C45H73017 -1.2 415.3205, 397.3110. hexoside) spirostenol Spirostane steroids DNP
271.2053, 253.1952
577.3715, 415.3210, 0-(hexoside-hexoside) . .
19 17.98 739.4265 739.4269 C39oHe3013 -0.5 271.2058. 253.1955 e Spirostane steroids ~ DNP
883.4658, 737.4097, g;ie‘;l’gﬂz?é’:_‘de‘
20 21.08 1029.5262 1029.5265 Cs1Hzs1021 -0.8 591.3513, 429.2995, deoxyh xoside-hexoside) Spirostane steroids ~ DNP
411.2889, 285.1846 oxyhexoside-iexoside
spirostenone
433.2572, 271.2050, . . . . .
21 21.6 575.3576 575.3584 Cs3Hs510g -14 253.1946, 157.1015 O-hexoside spirostadienol Spirostane steroids DNP
885.4804, 739.4283, .
721.4152, 593.3662, gééie‘l’l’;iﬁiﬁ’:de'
22 21.85  1031.5419  1031.5427 Cs1Hs3021 0.8 575.3575, 431.3151, q yh ide-hexoside) Spirostane steroids ~ DNP
413.3046, 395.2939, Sei‘f(‘)zt;’:ésilole' exoside
293.1229 P
883.4658, 737.4007,  O-ldeoxyhexaside:
23 22.39 1029.5262 1029.5270 Cs1Hg 102 -0.8 591.3513, 429.2995, deoxyh ide-h i) Spirostane steroids ~ DNP
411.2889, 285.1846 oxyhexoside-iexoside
spirostenone
>79.3109, 575.3719, O-(deoxyhexoside-hexoside)
24 24.19 721.4154 721.4163 C39H61012 -1.3 413.3037, 395.2923, rost dy | Spirostane steroids DNP
271.2062, 253.1947 sprrostadieno
25 243 413.3048 413.3056 C27H4103 -1.9 %g;%g?g 253.1947, spirostadienol Spirostane steroids ~ GNPS
O-(deoxyhexoside-
869.4887, 723.4314, deoxyhexoside- . .
26 24.98 1015.5468 1015.5478 Cs1Hs30920 -1.0 577.3733. 415.3204 deoxyhexoside-hexoside) Spirostane steroids DNP
spirostenol
433.2581, 415.3195,
27 25.11 577.3737 577.3740 C33Hs305 -0.6 271.2051, 253.1948, O-hexoside spirostenol Spirostane steroids DNP

157.1011
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Table S2. (Continued)
RT RIS Molecular Error Annotated Reference/
Peak . ObservedM  Calculated MS? Fragments (m/z) Chemical class? b
(min.) Formula (ppm) compounds Database
ass (m/z) Mass (m/z)
579.3164, 433.2581, O-(deoxyhexoside-
28 25.15 723.4317 723.4320 C39He3012 -04 415.3211, 397.3094, deo heyos" de) spirostenol Spirostane steroids DNP
271.2054, 253.1949 Xyhexoside) spt
O-(deoxyhexoside-
577.3746, 415.3214, . . . .
29 26.05 869.4892 869.4899 C45H73016 -0.8 271.2059. 253.1953 depxyhexomde-hexomde) Spirostane steroids ~ GNPS
spirostenol
30 26.92 415.3206 415.3212 Co7H4303 -1.5 271.2057, 2531955, spirostenol Spirostane steroids ~ GNPS

157.1018

@ Chemical class annotations were assigned using the NPClassifier [21]; ® Database source: GNPS [13] and Dictionary of Natural Products [18].
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CAPITULO II — ARTIGO 2

Atividade antitumoral em adenocarcinoma de c6lon (SW480) de fragdes enriquecidas em

diterpenos clerodanicos obtidas de Casearia arborea (Salicaceae).
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Atividade antitumoral em adenocarcinoma de célon (SW480) de fracées enriquecidas

em diterpenos clerodanicos obtidas de Casearia arborea (Salicaceae).

Rodrigues LA? Almeida AA?, Souza JRR?, Paiva SIS? Torres CMMED®, Oliveira LLS,
Bressan GC?, Leite JPV?.

iDepartamento de Bioquimica e Biologia Molecular, Universidade Federal de Vigosa, 36570-

900 Vicosa, Minas Gerais, Brasil.

Departamento de Engenharia Florestal, Universidade Federal de Vicosa, 36570-900 Vigosa,

Minas Gerais, Brasil.

“Departamento de Biologia Geral, Universidade Federal de Vigosa, 36570-900 Vicosa, Minas

Gerais, Brasil.

Resumo

O cancer de colon € responsavel por quase 10% dos 6bitos em pacientes portadores de cancer.
A busca pela redugdo da taxa de mortalidade vem sendo objetivo da ci€ncia através da
descoberta de novos agentes quimioterapicos. Os produtos naturais t€ém demostrado eficacia na
inibicdo da proliferacdo e invasdo dos tumores, sendo por isso, considerados moléculas
promissoras para o desenvolvimento de novas drogas antitumorais. O objetivo deste trabalho
fol bioprospectar produtos naturais ativos em Casearia arborea e avaliar a sua atuacdo em
alguns mecanismos utilizados para o desenvolvimento de adenocarcinoma de c6lon (SW480).
Inicialmente foram coletadas folhas de C. arborea e produzido extratos utilizando a
metodologia de percolagdo exaustiva seriada com os solventes hexano, diclorometano, acetato
de etila e etanol. Em uma triagem inicial, foi avaliado o potencial citotéxico desses extratos
pelo método de MTT em trés linhagens tumorais, SW480, MDA-MB-231 (cancer de mama) e
Hep G2 (cancer de figado). A partir desta triagem, observou-se que os produtos naturais ativos
se concentraram no extrato produzido em diclorometano. Esse extrato foi submetido ao
fracionamento cromatografico utilizando coluna de silica gel onde obteve-se 32 grupos. Em
uma segunda triagem, os grupos foram avaliados em uma unica concentracdo (10 ug/mL) em
SW480. Como resultado, 4 grupos apresentaram inibi¢do da viabilidade celular > 80%, assim
esses grupos foram avaliados quanto a concentragdo que inibe 50% do crescimento celular

(ICs0). Os grupos denominados G16, G17 e G22 apresentaram os menores valores de ICs.
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Esses grupos foram submetidos a prospecc¢do fitoquimica, no qual foi identificado diterpenos
clerodanicos, indicando um enriquecimento desses produtos naturais nesses grupos.
Posteriormente foram realizados os ensaios de formacao de coldnia, migracio, morte celular e
avaliagdo do ciclo celular. Os grupos G16, G17 e G22 apresentaram redu¢do na formacdo de
clones e migracao de SW480, e os grupos G16 e G17 induziram a morte celular por apoptose.
Além disso, o grupo G17 atuou na distribui¢do do ciclo celular reduzindo a porcentagem de
células na fase GO/G1. Através de uma estratégia eficiente foi possivel chegar em fracdes
enriquecidas em diterpenos clerodanicos obtidas de C. arborea, que demostraram afetar

processos importantes para o desenvolvimento e progressdao do cancer de célon.

Palavras-chave: Casearia arborea, diterpenos clerodanicos, cancer de c6lon, metdstase, morte

celular.

1. Introducao

O cancer € a segunda principal causa de morte em todo mundo, sendo o responsével por 10
milhdes de 6bitos em 2020. Os tipos de cancer mais comuns sdo os de pulmado, mama e c6lon.
Em 2020, o cancer de c6lon acometeu 1,9 milhdes de pessoas, sendo o segundo tipo de cancer
que mais leva a 6bito [1]. Por ser um cincer muito agressivo, metastatico e com caracteristicas

muito heterogéneas, se faz necessdrio a busca por quimioterdpicos eficazes [2].

Os produtos naturais se consagraram como importantes compostos direcionados ao
desenvolvimento de medicamentos usados na terapia clinica, principalmente contra o cancer
[3]. Recentemente um nimero expressivo de farmacos com origem em produtos naturais foram
aprovados para serem usados na terapia clinica [4]. Sendo assim, a busca de novos
quimioterdpicos a partir de produtos naturais é uma forte tendéncia que assegura a descoberta
de compostos com uma grande diversidade quimica e com alto potencial antitumoral [5]. Os
produtos naturais sdo capazes de atuar em vdarios mecanismos utilizados pelas células
cancerigenas para o desenvolvimento e progressdo do tumor, dentre esses, impedindo o
surgimento de metdstases, induzindo a morte celular por apoptose ou afetando a divisao celular

ao bloquear fases do ciclo celular [6].

Os produtos naturais isolados da espécie Casearia arborea, como diterpenos do tipo
clerodanicos, possuem atividade citot6xica confirmada contra diversos tipos de cancer [7]. Em
trabalhos anteriores (Capitulo I — Artigo 1), nosso grupo de pesquisa relatou a atividade de C.

arborea em adenocarcinoma de célon e atribuiu essa atividade aos diterpenos do tipo
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clerodanicos. Assim, o objetivo desse trabalho foi bioprospectar os produtos naturais bioativos
de Casearia arborea e avaliar sua atividade em alguns mecanismos utilizados pelas células

tumorais para o desenvolvimento e progressao do adenocarcinoma de célon.

2. Materiais e métodos

2.1 Material vegetal e producio dos extratos

Folhas de C. arborea foram coletadas em fragmento de Mata Atlantica localizado no
municipio de Vicosa, Minas Gerais (20°45' 14" S e 42° 52' 53" W). O registro de autorizacao
de coleta foi obtido pelo Sistema Nacional de Gestdo do Patrimonio Genético e do
Conhecimento Tradicional Associado (SisGen), numero de cadastro AA515AD. A
identificacdo botanica foi realizada por Ronaldo Marquete e a exsicata depositada no Jardim
Boténico do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro — RJ, sobre nimero de tombo RB 808529. Apos a
secagem em estufa ventilada a temperatura abaixo de 40 °C, as folhas foram trituradas em
moinho de faca. Em seguida, 1,0 kg de folhas secas foi submetido a extracdo por percolacao
seriada empregando sucessivamente hexano, diclorometano, acetato de etila e etanol, de forma
exaustiva. Todos os extratos foram evaporados até a secura, sob vacuo, usando um evaporador
rotativo a 40 °C e, posteriormente, liofilizados e pesados. Ao final foram obtidos os extratos

secos em hexano (27,3 g), diclorometano (30 g), acetato de etila (8,13 g) e etanol (30 g).

2.2 Cultivo celular

As linhagens celulares utilizadas nesse trabalho foram Hep G2 (carcinoma
hepatocelular), MDA-MB-231 (adenocarcinoma de mama), SW480 (adenocarcinoma de
cOlon). A cultura em meio Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) suplementado com
10% de soro fetal bovino (SFB), 2 mM de L-glutamina e 100 U/ml de penicilina foi usado para
cultivo das linhagens. Essas células foram mantidas em atmosfera controlada com 95% ar, 5%

de CO2 a 37 °C. Para os ensaios, as células foram coletadas por digestdo enzimatica

(tripsina/EDTA).

2.3 Avaliacio da atividade citotéxica

Para avaliacdo da atividade citotoxica desses extratos foi realizado o ensaio pelo método
MTT determinando a concentracdo que inibe 50% do crescimento celular (ICso). As células
foram semeadas em placas de 96 pocos a uma densidade celular apropriada para cada linhagem:
[Hep G2 (1 x 10%); MDA-MB-231 (0,65 x 10%) e SW480 (0,7 x 10*)]. ApSs 24h, as culturas

foram tratadas com os diferentes extratos em concentra¢des que variam de 100 a 1,56 ug/mL.
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O dimetilsulféxido (DMSO), veiculo usado para a solubilizagdo das amostras, foi utilizado
como controle negativo em uma concentragdo de 0,4% (v/v). Apos as 48 h, 10 uL de MTT a 5
mg/mL foram adicionados a cada pogo e incubados por 3 h. Posteriormente, o sobrenadante foi
descartado e 100 uL. de DMSO foi adicionado a cada pogo para solubilizar os cristais de
Formazan. A absorbancia foi determinada por quantificacdo espectrofotométrica em 540nm. O
ICso foi calculado por uma andlise de regressdo ndo linear usando o software estatistico

GraphPad Prisma 6 a partir da curva de viabilidade celular pela concentragdo do extrato.

2.4 Fracionamento biomonitorado

2.4.1 Fracionamento cromatografico

O extrato diclorometanico das folhas de C. arborea (15,0 g), com comprovada atividade
citotoxica, foi adsorvido em Si gel (3 g), introduzido no topo da coluna de gel de Si (70-270
Mesh/ 240 g/ 30 x 5 cm) e eluido com gradiente de hexano, seguido por hexano-diclorometano
e, posteriormente, diclorometano-acetato de etila, coletando-se fracdes de 100 mL. Foram
coletadas um total de 427 fracdes. Apds as fragdes serem submetidas a andlise por
Cromatografia em camada delgada (CCD), foram reunidas em 32 grupos, por similaridade dos
perfis fitoquimicos. Todos os grupos foram submetidos a secagem e, posteriormente, a anélise

de citotoxicidade.

2.4.2 Avaliacao da atividade citotoxica

A atividade citotoxica dos 32 grupos foi determinada pelo ensaio em MTT descrito em
2.3. Inicialmente, foi feita uma triagem ao qual avaliou a viabilidade celular de SW480 obtida
apos o tratamento dos grupos em uma concentragdo de 10 pg/mL. Para todos os grupos que
reduziram a viabilidade celular nesta concentracdao em 80% ou mais foi determinado o ICso para

linhagem SW480.

2.4.3 Prospeccao fitoquimica dos grupos ativos

Os grupos ativos foram submetidos a prospeccao fitoquimica para investigar a presenca
de terpenos utilizando cromatografia em camada delgada, empregando como fase estaciondria

cromatofolha de silica gel F254 e revelador especifico Liberman-Burchard.
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2.5 Ensaios biologicos os com grupos ativos

2.5.1 Formacio de colonia

Este ensaio avalia a sobrevivéncia e a capacidade das células em formar clones [8].
Foram semeadas 1000 células de SW480 em pogos de placas de 6 pogos contendo 2 mL de
meio DMEM suplementado com 10% de SFB. Apés 24 horas foi adicionado os grupos ativos
nas concentracoes de Y, ¥2 e 34 do valor de ICsp, bem como DMSO (0,4% v/v) nos pogos de
controle negativo. Apds 24 horas o meio de cultivo foi retirado e trocado por meio DMEM
suplementado com 2% de SFB. Essas placas foram armazenadas em estufa de CO2 a 5%
umidificada a 37 °C por 9 dias. No nono dia, as colonias foram fixadas e coradas com solugdo
de azul de toluidina (0,5% v/v) e metanol (20% v/v). O nimero total de coldnias foi contado

usando o software ImageJ.

2.5.2 Migracao

Este ensaio avalia a capacidade do composto em inibir a motilidade celular impedindo
a cicatrizacdo de feridas [9]. Foram semeadas 4 x 10° células de SW480 em pocos de placas de
24 pocos contendo 1 mL de meio DMEM suplementado com 10% de SFB. Apés 24h, a
monocamada de células com confluéncia de 80% foi entdo riscada com uma ponta de pipeta
estéril de 200 pL. Posteriormente, os pogos foram lavados e adicionados 1 mL de meio DMEM
suplementado com 10% de SFB. Em seguida, foi adicionado os grupos ativos nas concentragdes
de Y, Y2 e 3% do valor de ICso, bem como DMSO (0,4% v/v) nos pocos de controle negativo.
Apés 72h, foram capturadas as imagens usando um microscépio invertido (Evos FL,
ThermoFisher Scientific, MA, EUA). A area de fechamento da ferida foi determinada usando

o software ImageJ e a porcentagem de migracao celular foi calculada em relacio ao controle.

2.5.3 Apoptose

Foi avaliada a morte por apoptose pela detec¢ao da expressao de fosfatidilserina usando
Anexina V-FITC [10]. Em placas de 24 pocos foram semeadas 2,5 x 10° células de SW480 por
poco contendo 1 mL de meio DMEM suplementado com 10% de SFB. Ap6s 24h, foi adicionado
0s grupos ativos na concentragdo de 3% do valor de ICso, bem como DMSO (0,4% v/v) nos pogos
de controle negativo. Depois de 24h, as células foram retiradas das placas e passadas para
microtubo, centrifugadas e ressupendidas em 300 pl de meio DMEM sem SFB. Em cada
microtubo foi adicionado 3 pul de Anexina V-FITC e incubadas sobre abrigo da luz por 2h. Nos

15 min que antecede a leitura, foram adicionados 2,5 pl de lodeto de propideo (100 pg/mL)
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para avaliar a apoptose tardia. As amostras celulares entdo foram analisadas utilizando

Citdbmetro de Fluxo (BD FACSVerse™),

2.5.4 Ciclo celular

A andlise de ciclo celular foi realizada para avaliar o conteido de DNA através da
coloragio com lodeto de propideo [11]. Em placas de 24 pocos foram semeadas 2,5 x 10°
células de SW480 por poco contendo 1 mL de meio DMEM suplementado com 10% de SFB.
Ap06s 24h, foi adicionado os grupos ativos na concentracdo de 3 do valor de ICsp, bem como
DMSO (0,4% v/v) nos pogos de controle negativo. Apos 24h, as células foram retiradas das
placas e passadas para microtubo, centrifugadas e ressupendidas em etanol 70% (v/v),
centrifugadas novamente e ressuspendidas em 200 uL. de RNAse (0,2 mg/mL) e 5 uL de lodeto
de propideo (1 mg/mL). Posteriormente, as amostras celulares foram incubadas sobre abrigo da

luz em estufa a 37 °C por 3h e analisadas utilizando Citdmetro de Fluxo (BD FACSVerse™).
2.6 Analises estatisticas

As diferencas estatisticas foram determinadas por ANOVA seguida de pds-teste de
Dunnet. Os resultados foram considerados significativos com p < 0,05. O software estatistico
GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Software Inc., CA, EUA) foi usado para analisar esses dados.

Todos os ensaios foram realizados em triplicata.

3. Resultados e discussoes

3.1 Fracionamento biomonitorado e prospeccio fitoquimica.

A atividade citotoxica dos extratos de Casearia arborea em linhagens tumorais (Hep
G2, MDA-MB-231 e SW480) foi determinada pelo ensaio de MTT. Nesta primeira triagem, o
extrato em diclorometano apresentou o menor valor de ICso para todas as linhagens tumorais
testadas (Tabela 01), sendo, portanto, o mais citotéxico. A partir destes resultados, o extrato
em diclorometano foi selecionado para fracionamento cromatografico utilizando coluna de
silica gel. Ao final do processo obteve-se 32 grupos. Estes grupos foram reavaliados na
concentracdo de 10 pg/mL a fim de determinar a inibicdo da viabilidade celular em SW480

(Figura 1).
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Tabela 01. Atividade citotéxica dos extratos de folhas de Casearia arborea produzidos por

percolagdo seriada exaustiva frente a linhagens tumorais pelo método de MTT.

Linhagens celulares (ICso pg/mL)

Extrato

Sw480 MDA-MB-231 HEPG2
Hexano 35,40+2,5 21,45+3,26 42,32+44.84
Diclorometano 3,83+1,03 5,37+0,47 12,39+0,37
Acetato de Etila ID ID ID
Etanol ID ID ID

*ID= ICso indeterminado. **Controle negativo considerado 100% de viabilidade celular: DMSO (0,4% v/v).
120
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40

Viabilidade celular (%)

20

1234567 891011121314151617181920212223242526272829303132
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Figura 1. Viabilidade celular (%) de SW480 ap6s tratamento com 32 grupos (10 pg/mL)
obtidos por fracionamento cromatografico do extrato de folhas de diclorometano de Casearia
arborea pelo método MTT. *Controle negativo considerado 100% de viabilidade celular: DMSO (0,4% v/v).

Os grupos 15, 16, 17 e 22 reduziram a viabilidade celular em 80% ou mais (Figura 1)
sendo selecionados para determinacdo do ICso em SW480 pelo método MTT. Apds essa
avaliacdo, obtivemos os seguintes valores de ICso, G15 de 9,18+0,61 ug/mL, G16 de 3,90+0,54
pg/mL, G17 de 5,95+£1,04 ng/mL e G22 de 4,224+0,25 pg/mL. Dessa forma, os grupos que
apresentaram menores valores de ICso e, portanto, maior atividade citotoxica concentrando os
compostos ativos foram G16, G17 e G22. Esses grupos foram submetidos a prospec¢ao
fitoquimica, identificando a classe de produtos naturais terpenos, em concordancia com
trabalhos anteriores (Capitulo 1- Artigo 1) que identificaram majoritariamente em C. arborea
a presenca de diterpenos do tipo clerodanicos. Este resultado demostra que a extracdo seletiva
de produtos naturais com atividade bioldgica € otimizada na escolha do melhor solvente extrator
e na eliminacdo de compostos interferentes através do fracionamento cromatografico [12].

Assim, os grupos mais citotoxicos (G16, G17 e G22) foram analisados quanto a outros
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parametros bioldgicos relacionados ao desenvolvimento e progressdo do cancer de cdlon

(SW480).

3.2 Ensaios biologicos com os grupos ativos

O ensaio de formacdo de coldnia ou ensaio de clonogenicidade avaliou a capacidade das
células tratadas com extrato de folhas em diclorometano (EFDM) e com os grupos G16, G17 e
G22 em formar clones. Apds os tratamentos, observou-se que em todas as concentracdes
testadas, houve reducgdo significativa (P < 0,001) na formagdo de col6nias em relacdo ao
controle (Figura 2), que foi de 210 coldnias. Quando comparados os grupos em relagcdo ao
EFDM foi notado uma grande redu¢do no ndmero de col6nias. Por exemplo, na maior
concentracdo testada, 3% do ICsp, 0o EFDM com cerca de 100 colonias foram formadas, G22

formaram-se 4 col6nias e os grupos G16 e G17 nenhuma coldnia foi observada.

A) B)
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Figura 2. Efeito do extrato de folhas em diclorometano de Casearia arborea e dos grupos
enriquecidos em diterpenos clerodanicos G16, G17 e G22 sobre a formacdo de colonias em
células SW480. (A) Imagem representativa do ensaio de formagio de coldnia em que as células foram coradas
com azul de toluidina. (B) Quantificacdo dos clones formados apds o tratamento com o extrato em diclorometano
de C. arborea e dos grupos G16, G17 e G22. *Os tratamentos foram feitos em concentragdes abaixo do valor de
1Cso, sendo, %, Y2, % do valor do ICs. ** A estatistica foi aplicada em relagdo aos resultados (média + DP) do
controle negativo (DMSO 0,4% v/v) e obtidas por ANOVA unidirecional com pds-teste de Dunnett (¥**P <
0,001).

O método utilizado para determinar o efeito migratorio in vitro das células de SW480

consiste em um risco na monocamada celular e a observacgao através da captura de imagens do
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fechamento dessa “ferida” pela motilidade das células, sendo um método que imita a migragao

celular in vivo na cicatrizacao de feridas [13].

Ao analisar o potencial migratério de SW480 foi observado uma reducio significativa na
porcentagem de migracdo dos tratamentos nas concentracdes mais altas testadas, ¥2 e 34 do ICs,
em relacdo ao grupo controle (Figura 3). Ao compararmos os tratamentos, observamos uma
reducdo ainda mais alta dos grupos em relacdo ao EFDM. Em destaque, os grupos G16 e G17,
reduziram significativamente o percentual de migracdo para menos de 20% a partir da

concentragdo igual a ¥2 ICso.

A migragdo celular é fundamental para o desenvolvimento do cancer pois as células
precisam migrar para colonizar outros 6rgaos sendo o passo inicial da metastase, isso ocorre

através de interacdes célula-célula e célula-meio extracelular [14].
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Figura 3. Efeito do extrato de folhas em diclorometano de Casearia arborea e dos grupos

enriquecidos em diterpenos clerodanicos G16, G17 e G22 sobre a migragdo de células SW480.
(A) Imagem representativa do ensaio de migragdo apds incubagdo em um aumento de 100x. (B) Percentual (%) de
migracdo celular ap6s o tratamento com o extrato em diclorometano de C. arborea e dos grupos G16, G17 e G22.
*Qs tratamentos foram feitos em concentragdes abaixo do valor de ICso, sendo, %, %2, 34 do valor do ICs. ** A
largura da ferida foi medida e a porcentagem de migracado celular foi expressa como a média + DP da diferenga de
largura no tempo de 72 horas em relag@o a 0 horas. A estatistica foi aplicada em relacdo aos resultados do controle
negativo (DMSO 0,4% v/v) e obtidas por ANOVA unidirecional com pds-teste de Dunnett (** P <0,01; ***P <
0,001).
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A morte por apoptose foi investigada em citométro de fluxo utilizando a marcacdo com
anexina V-FITC e iodeto de propideo. Os grupos G16 e G17 induziram a morte celular
preferencialmente por apoptose (Figura 4). Na concentracdo testada de % do ICso, estes grupos
apresentam significativo aumento de células em apoptose quando comparadas ao controle
negativo, ao EFDM e ao G22. A porcentagem de células em apoptose foi de 20% e 30% para

os grupos G16 e G17, respectivamente.

A morte celular por apoptose € um evento naturalmente programado, no entanto, caso
ocorra um desequilibrio deste processo bioquimico, muitas doencas como cancer podem
acontecer. Devido a essa desregulacdo pela inibicao de vias apoptoticas, drogas anticancer que

induzem a apoptose sdo relevantes [15-16].

A distribuicdo do ciclo celular de SW480 foi analisada em citometria de fluxo usando a
coloracdo com iodeto de propideo. Os resultados (Figura 4) demonstram que, na concentragao
testada (34 do ICso), apenas o grupo G17 alterou significativamente (P <0,01) o ciclo celular

reduzindo a fase GO/G1.

As mutagdes ocorridas na divisdo celular de células cancerigenas perturbam o controle do
ciclo celular levando a uma divisdo continua e excessiva, as células tumorais criam varios
mecanismos para impedir que essas células saiam do ciclo e ainda assim se mantenham vidveis

[17].
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Figura 4. Efeito do extrato de folhas em diclorometano de Casearia arborea (EFDM) e
dos grupos enriquecidos em diterpenos clerodanicos G16, G17 e G22 sobre a morte celular e o

ciclo celular de SW480. A) Anilise em citometro de fluxo demostrando a coloragio com anexina V-FITC e
iodeto de propideo. B) Percentual (%) de células apoptdticas. C) Percentual (%) de distribui¢do do ciclo celular.
*Qs tratamentos foram feitos na concentracdo de % do valor do ICso. ** A estatistica foi aplicada em relagdo aos
resultados (média = DP) do controle negativo (DMSO 0,4% v/v) e obtidas por ANOVA unidirecional com p6s-
teste de Dunnett (** P <0,01; ***P <0,001).

Dessa forma, observou-se que os compostos ativos de C. arborea em concentragdes nao
citotoxicas reduziu significativamente a formacdo de clones e a migracdo celular, além de

induzir a morte por apoptose e interferir no ciclo celular de células de adenocarcinoma de c6lon.

Os terpenos possuem grande potencial anticancer podendo atuar como uma importante
ferramenta terapéutica, e muitas pesquisas vém sendo realizadas a fim de comprovar esse
potencial contra diversas vias de desenvolvimento do cancer [18]. Mais especificamente, as
casearinas, um tipo de diterpeno clerodanico isolado do género Casearia, possuem relatos de
citotoxicidade contra diversos tipos de cancer desde 1990 [19], além de apresentarem indugdo
de apoptose, bloqueio de ciclo celular e inibi¢ao clonogénica [20-21], como observado para os
grupos enriquecidos em tepernos G16, G17 e G22. Dessa forma, os resultados deste estudo sdo
relevantes haja visto que o cancer de célon € agressivo, metastatico e com altas taxas de
mortalidade, causado por mutagdes heterogéneas que tem como alvo genes supressores de

tumor e oncogenes [2].
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4. Conclusao

A bioprospeccao molecular em Casearia arborea empregando uma estratégia eficiente de
triagem e fracionamento bioguiado permitiu a obten¢do de fracdes enriquecidas em terpenos
com potencial atividade anticlonogénica, antimigratdria, além de demostrar redug¢do do ciclo
celular na fase GO/G1 e a indug¢do de morte por apoptose em células tumorais de cancer de
cOlon. Os terpenos presentes nos grupos ativos confirmam uma correlagdo entre o composto e
a atividade bioldgica observada. Mais estudos para purificacdo e confirmacao estrutural destes

compostos fazem-se necessdrios.
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CAPITULO III — ARTIGO 3

Novos diterpenos clerodanicos peroxidados identificados em fragdo antitumoral de

Casearia arborea.
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Resumo

Os diterpenos clerodanicos sdo importantes marcadores quimiotaxonémicos com potencial
farmacoldgico para a espécie Casearia arborea. Em trabalhos anteriores, obtivemos através de
fracionamento biomonitorado uma fragao antitumoral enriquecida em diterpenos clerodanicos.
Nesse contexto, o objetivo deste trabalho foi isolar e identificar novos diterpenos clerodanicos
em fracdo antitumoral de C.arborea. A partir do extrato de folhas em diclorometano de C.
arborea realizou-se o fracionamento cromatografico e através da andlise de dados espectrais
empregando técnicas de espectroscopia de massas de alta resolugdo e por experimentos de
Ressonancia Magnética Nuclear monodimensionais (RMN de 'H, 3C, DEPT 135) e
bidimensionais (HMBC, HSQC e NOESY) foi possivel isolar e identificar 3 diterpenos
clerodanicos, sendo casearborina B e dois novos diterpenos clerodanicos peroxidados,

casearborina F e casearborina G.

Palavras-chave: Casearia arborea, diterpenos clerodanicos, casearborina.
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1. Introducao

H4 anos os produtos naturais vém sendo isolados de organismos vivos e empregados
como agentes farmacoldgicos em diferentes doencas. Isto deve-se a diversidade quimica destes
compostos, muitas vezes inéditos e com grande dificuldade de serem obtidos por sintese
quimica [1]. Associado a este fato, a biodiversidade brasileira é considerada uma fonte
incalculdvel de substincias quimicas com potencial uso para o desenvolvimento de

medicamentos ainda desconhecidos pelos cientistas [2].

O género Casearia é amplamente distribuido pela Africa, Asia, Australia, Américas e
Ilhas do pacifico, com cerca de pouco mais de 48 mil registros georreferenciados. Ao todo sdao
catalogadas 180 espécies, sendo que, no Brasil, existem cerca de 50 espécies distribuidas pelos
biomas [3-4]. Algumas destas espécies, como a Casearia silvestre, apresentam relatos de
atividade bioldgica e alguns produtos naturais ja foram identificados [5-6]. Entre os compostos
isolados de C. silvestre, destacam-se os diterpenos do tipo clerodanicos, importantes

biomarcadores do género [7-8].

A biossintese quimica dos diterpenos clerodinicos ocorre a partir do geranilgeranil
pirofostafo com vdrias vias biosintéticas paralelas que contribuem para a diversidade de
compostos quimicos presentes nessa classe de produtos naturais [9]. Sdo mais de 1300
compostos ja identificados que possuem uma estereoquimica em nucleos decalina e alguns

desses compostos apresentam extraordindrias propriedades farmacologicas [8,10].

A espécie Casearia arborea (Rich.) Urb. (Salicaceae) tem sido estudada quanto ao seu
potencial terapéutico apresentando atividade antimicrobiana, antileishmania e antitumoral [11-
13]. Quanto ao perfil fitoquimico, ja foram isolados flavonoides, esteroides e diterpenos do tipo
clerodanicos [14-15]. Beutler et al. (2000) [13] atribuiram atividade citotéxica a esses
diterpenos isolados de C. arborea. Trabalhos anteriores (Capitulo II — Artigo 2) demostraram a
atuacdo de uma fracdo enriquecida em diterpenos clerodanicos nos processos de
desenvolvimento e progressdao tumoral. Neste contexto, o objetivo deste trabalho visa isolar e
elucidar estruturalmente os diterpenos clerodanicos presentes em fracdo antitumoral de

Casearia arborea.
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2. Materiais e métodos
2.1 Procedimentos experimentais gerais

HPLC foi realizada usando um sistema em escala semipreparativa em cromatdgrafo
liquido de alta eficiéncia Shimadzu®, constituido de injetor manual, detector no UV modelo
SPD-10A-UV, duas bombas modelo LC-6AD e coluna C-18 (Shim-pack®, 5 uM, 20 x 250
mm, i.d.) ou de silica gel Shim-pack® (5 uM, 20 x 250 mm, i.d.). A cromatografia em camada
fina (CCD) foi realizada com placas de silica gel G60/F254 (0.25 mm, Merck, Darmstadt,
Germany). O reagente revelador Lieberman Burchard foi usado para a detec¢do de terpenos
durante o fracionamento. Todos os dados HRESIMS foram obtidos com um espectrometro de
massa Bruker maXis ESI-QTOF (Bruker Daltonics, Bremen, Germany) acoplado a Shimadzu
Nexera HPLC system (Kyoto, Japan), equipado com detector fotodiodo SPD-M20A. Os
espectros de RMN foram registrados com um espectrometro Bruker Ascend 400 (Bruker
BioSpin Group, German), operando a 400 MHz ('H) e 150 MHz (!3C), com desvios quimicos
dados em ppm (8) para analises de RMN 'H e de '°C.

2.2 Material vegetal e obtencao do extrato

Folhas de C. arborea foram coletadas em fragmento de Mata Atlantica localizado no
municipio de Vigosa, Minas Gerais (20°45' 14" S e 42° 52' 53" W). O registro de autorizagao
de coleta foi obtido pelo Sistema Nacional de Gestdo do Patrimonio Genético e do
Conhecimento Tradicional Associado (SisGen), numero de cadastro AA51I5AD. A
identificacdo botanica foi realizada por Ronaldo Marquete e a exsicata depositada no Jardim
Botanico do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro — RJ, sobre niimero de tombo RB 808529. Apds
submetido a secagem em estufa ventilada a temperatura abaixo de 40 °C, as folhas foram
trituradas em moinho de faca. Em seguida, 1,0 kg de folhas secas foi submetido ao processo de
desengorduramento com hexano, empregando percolacdo. Em seguida, realizou-se a extragdao
com diclorometano. Ambas as extracdes foram realizadas de forma exaustiva e os extratos
foram concentrados sob pressao reduzida usando evaporador rotativo a 40 °C e, posteriormente,

liofilizados, obtendo 30g (rendimento de 3%) de extrato seco diclorometanico (DECa).
2.3 Extracao e isolamento

15g de DECa foram submetidos a fracionamento cromatografico em coluna de gel de

Si (70-270 Mesh) e eluido com gradiente de hexano, seguido por hexano-diclorometano e,
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posteriormente, diclorometano-acetato de etila, coletando-se fracdes de 100 mL. Foram
coletadas um total de 427 fracdes. Apds as fracdes serem submetidas a andlise por CCD, foram
reunidas em 32 grupos, por similaridade dos perfis cromatogrificos. As fracdes contendo

terpenos foram detectadas empregando reagente revelador de Liebermann Burchard.

O grupo G16 (1.040 mg), por apresentar maior massa entre aqueles que apresentaram
resultado positivo quanto a presenca de terpenos, foi recromatografado. Uma aliquota de 750
mg de G16 (dividido em 5 partes iguais) foi fracionada em coluna de silica gel (230-400 mesh),
usando gradiente de eluicdo isocratico com fase movel diclorometano e acetato de etila (9:1).
Para cada coluna cromatografica, foram coletadas 35 fragdes, que apds monitoramento por
CCD, usando o revelador para terpenos Liebermann-Burchard, foram agrupadas em 4 grupos

nomeados como GF1 (176,6 mg), GF2 (278 mg), GF3 (86 mg) e GF4 (26 mg).

Ao grupo GF2 foram realizadas duas tentativas de purificagdo dos diterpenos
clerodanicos empregando cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) em escala
semipreparativa. Primeiramente, uma aliquota de GF2 (150 mg) foi solubilizada em mistura
metanol e dgua (75:25) v/v e centrifugada por 5 min a 6400 xg. Trés aliquotas de 1 ml cada do
sobrenadante foram injetadas em HPLC empregando coluna em fase reversa (Shim-pack® C-
18,5 uM, 20 x 250 mm, 1.d.), fluxo de 7 mL/min e detecgdo no UV em 220 e 254 nm e gradiente
de metanol em agua (10%—75% em 40 min; 75%—100% em 1 min; 100% em 9 min),
resultando no isolamento do composto Cal (18,6 mg). Em outra tentativa, 128 mg de GF2
foram submetidos ao HPLC semipreparativa usando coluna de silica gel Shim-pack® (5 puM,
20 x 250 mm, i.d.), eluida com uma mistura isocratica de (99,9:0,01) % v/v de diclorometano
em methanol, fluxo de 7 ml/min e detec¢do no UV em 254 nm. Esse procedimento resultou na

purificagdo dos compostos Ca2 (11 mg) e Ca3 (17,9mg).
2.4 Elucidacao estrutural das substancias isoladas

Para obtencdo dos espectros de massas, as amostras foram submetidas a anélise de
espectrometros de massas de alta resolucdo, pela técnica de ionizagdo por eletrospray no modo
positivo. Os espectros de RMN unidimensionais ('H, *C e DEPT135) e os mapas de contorno
bidimensionais (HSQC, HMBC e NOESY), em material suplementar, foram obtidos em
espectrometro de Ressonincia Magnética Nuclear Bruker Ascend 400, do Laboratério
Multiusudrio de Caracterizacdo de Moléculas da Escola de Farmécia-UFOP. Como padrao

interno utilizou-se o tetrametilsilano (TMS) e as amostras foram solubilizadas em cloroférmio
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deuterado (CDCI3). Os deslocamentos quimicos (d) foram expressos em ppm, € as constantes

de acoplamento (J) em Hz.
3. Resultados e discussao

O emprego de técnicas cromatograficas sequenciais resultou no isolamento e
identificacdo de um diterpeno clerodanico conhecido (Cal) e de outros dois inéditos (Ca2 e
Ca3). Esta classe de compostos é considerada marcador quimiotaxondmico para o género
Casearia [6], cuja estrutura basica € formada pelos anéis A e B do sistema decalinico, com 2
metilas em C-8 e C9, uma ligacdo dupla em C-3, uma cadeia lateral com 6 carbonos em C-9
(C-11 a C16), contendo um dieno conjugado terminal C-12 (Z) e C-14, e um terceiro anel C
furanico substituidos nos carbonos 18 e 19, frequentemente, com grupamento acetdlico. Além
disso, outros substituintes oxigenados (ésteres, €teres, hidroxilas ou cetonas) podem estar
presentes nos carbonos 2, 6 e 7 (Figura 1) [16]. As estruturas dos compostos purificados foram
elucidadas com base em dados de espectrometria de massas de alta resolucdo (HRMS),
ressonancia magnética nuclear unidimensional e bidimensional e por comparacdo com valores

relatados na literatura.

15

16 14

R,R4 e Rs: substituintes oxigenados

R, e R3:grupamento acetélico

Figura 1. Estrutura bédsica de diterpenos clerodanicos encontrados em plantas do género
Casearia.
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O composto Cal foi obtido como um sélido amorfo branco. Sua férmula molecular foi
definida por HRESIMS (modo positivo) como C32H100O9, baseado no pico do fon aducto [M +
Na]+ C32H40NaOg com m/z 591,2579 (calculado em 591,2570, erro de 1,5 ppm). Essa formula
molecular indica a presenca de treze graus de instauracdo que poderia ser estimado pela

presenca de trés anéis, trés carbonilas, trés ligacdes duplas, e um anel benzeno adicional.

A comparacdo dos dados de RMN da amostra com dados da literatura auxiliou na
caracterizacdo estrutural dessa substincia. Os dados de RMN !3C (Tabela 1) revelaram 32
sinais atribuiveis a 10 carbonos quaterndrios (incluindo trés carbonilas), 11 metinicos, cinco
metilénicos e seis metilas. A multiplicidade desses sinais foi confirmada pelo experimento
DEPT135 (Distortionless Enhancement by Polarization Transfer, utilizando angulo de 135 °C).
Os deslocamentos observados foram consistentes com uma subestrutura contendo o sistema
decalinico (anéis A e B) e um anel tetrahidrofurano diacetélico, caracteristico de um diterpeno

clerodanico.

Completa atribui¢do da estrutura planar de Cal foi possivel pela interpretacdo dos
mapas de contorno de HSQC e HMBC. Pelo espectro de HSQC (Heteronuclear Single Quantum
Correlation) e HMBC (Heteronuclear Multiple-Bond Correlation) foi possivel atribuir sinais
referentes a duas unidades de acetil [06c 170,3 e 21,46, du 2,06 (3H, s); &c 169,94 e 21,66, du
1,92 (3H, s)] e de uma unidade benzoato 3-metoxi,4-hidroxi substituido. Os sinais referentes a
unidade benzoato foram claramente evidenciados pelo par de dubletos de 8,4 Hzno RMN 'He
pelos sinais de correlagdo observados pelo HMBC entre o sinal da carbonila ¢ 165.87 (C-77)
e os sinais oy 7,57 (H-2") e 7,64 (H-6") (Tabela 1). Os 20 carbonos restantes no espectro de
RMN B3C foram atribuidos ao esqueleto estrutural diterpénico. As posicdes de ligacio dos dois
grupos acetil foram atribuidas pelas correlagdes exibidas pelo espectro de HMBC. Um desses
grupos acetil ligado ao C-18 foi deduzido pela correlacido observada entre o sinal 6c 170,63 e o
sinal dn 6,67 (H-18); e para o segundo grupo acetato, o sinal dc 169,94 e o sinal 6n 6,36 (H-
19). Pelas estruturas ji relatadas para os diterpenos clerodanicos do tipo casearinas, dois
possiveis sitios de ligacdo do grupo benzoato seriam no C-2 ou no C-6. A correlacdo a longa
distancia do sinal em dc 29,28 (C-6) com aquele em 6u 6,36 (H-19) eliminou a possivel ligacao
do grupo benzoato ao C-6, evidenciando, assim, sua ligacdo ao C-2. Os sinais foram
consistentes com a do composto casearborina B (Figura 2), previamente isolado de Casearia

arborea [13].
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Os dois sinais de carbonos metinicos acetais em 0 94,54 (C-18) e 99,04 (C-19), bem
como a presenca de dois grupos metilicos (C-17 e C-20) ligados aos C-8 e C-9, respectivamente,
corroboram com o padrao estrutural de diterpeno do tipo clerodanico. A correlacdo observada
entre o sinal 6c 99.04 (C-19) e os sinais oy 1.52 e 1,74 de C-6, pelo espectro HMBC, sugeriu

que nao havia substituinte neste carbono, um padrao semelhante ao composto casearborina B.

5 \\
Ho L 16
~ ~ e
4 13
~ ™ L 12
‘\Of"' I .11
7 7 20

Figura 2. Estrutura de Cal (casearborina B).

Andlises de espectro de HMBC também revelou a presenca de uma cadeia lateral
butadieno-2-substituido contendo um sistema 8, y-insaturado (dupla ligagdo em C-12 e C-14).

A ligacdo dessa cadeia no C-9 foi confirmada pela correlagao do sinal do hidrogénio ¢ 27,56

(C-11) com 64 0,88 (H-17).

A configuracgdo relativa dos centros quirais foram atribuidas com base nas constantes de
acoplamento de RMN 'H, deslocamentos quimicos de RMN '3C e pelas correlagdes por
NOESY (Nuclear Overhauser Effect SpectroscopY), em comparacdo com dados da literatura.
Foram observadas correlagdes NOESY entre H-17 e H-7; H-17 e H-11; H-18 e H-6a; H-18 e
H-3; H-19 e H-7a; H-19 e H-11 e H-20 e H-10. A configuracdo da dupla ligacdo de C-12,13 foi

determinada como trans, baseada no fator de blindagem do sinal de C-16.
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Tabela 1. Dados espectroscépicos de RMN de '*C (100 MHz, 8¢, multiplicidade) e de 'H (400
MHz, dn) e dos mapas de contorno HMBC e NOESY para o composto Cal em CDCls.

Carbono 13Cs 'H8 (J em Hz)* Correlagio HMBC NOESY
C1 26,54 CH; 2,02 (m) H-3 (J3)
C2 67,30 CH 5,57 (m)
120,60 CH 6,00 (d, 4.0) H-18
C3
C4 147,27 C H-19 (J3)
49,39 C H-3 (J3), H-10 (J2), H-19
Cs 12)
c6 29,28 CH, 1,52 (m) e 1,74 (m) H-19 (J3)
c7 30,66 CH, 1,78 (m) e 2,21 (m) H-20 (J4)
cs 36,73 CH 1,62 (m) H-10 (J3), H-20 (J3)
9 37,68 C H-17 (J3)
C10 35,18 CH 2,33 (m)
C11 27,56 CH» 1,45 (m) H-17 (J4)
Cc12 129,43 CH 5,43 (m) H-14 (J3)
C13 135,85 C H-15
c14 141,42 CH 6,24 (m) H-12 (J3)
111,13CH, 4,91 (d, 10.8); 5,06 (d,
L 17.2)
C16 12,21 CH, 1,65 (s) H-14
c17 15,85 CH; 0,88 (d, 6.8) H17/H7 e
H17/H11
18 94,54 CH 6,67 (s) H-3 (J3), H19 (J3) HI18/H6
H18/H3
C19 99,04 CH 6,36 (s) H-18 (J3) H19/H7 e
H19/H11
C20 25,99 CH3 0,84 (s) H20/H10
18-OAc 170,63 C H-18 (J3)
CH: 21,46 CHs 2,06 (s)
19-OAc 169,94 C H-19 (J3)
CH: 21,66 CHs 1,92 (s)
Cr 122,83 C H-57(J3)
cr 112,08 CH 7,57 (s) H-6"(J3)
c3 146,49 C H-5"(J3), OCH;3
ca 150,38 C H-2'(J3), H-5"(J2), H-
6°(J3)
Cs 114,20 CH 6,96 (d, 8.4)
ce 124,19 CH 7,64 (d, 8.4) H-2" (J3)
CT 165,87 C H-2"(J3), H-6"(J3)
OCH; 56,23 CH3 3,94 (s)

Nota: s (simpleto), d (dupleto), dd (duplo dupleto), m (multipleto). J (constante de acoplamento). * Atribui¢dao
com auxilio de HSQC.

A férmula molecular para Ca2 foi determinada como C32H400O13, de acordo com o ion

aducto [M + Na]*, C32H4oNaO13, com m/z 655,2362 (calculado em 655,2367, erro de -0,7 ppm),

diferindo em 4 adtomos de oxigénio adicionais em relacdo a Cal e mantendo o mesmo grau de

insaturacdo. O espectro de RMN de !*C revelou a presenca de 32 sinais de carbono (Tabela 2),

estando de acordo com a férmula molecular. Suas multiplicidades foram deduzidas dos
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resultados das analises de RMN '3C DEPT como dez carbonos niio hidrogenados (sendo trés
cetonas a oc 170,49; 170,01 e 165,88), onze metinicos, seis metilénicos e cinco metilas (Tabela
2). A interpretacdo dos dados de RMN indicou claramente se tratar de uma estrutura bastante
similar & Cal.0s sinais de espectros de RMN 'H e '3C de Ca2, em relacdo ao composto Cal
diferiram principalmente na regido da cadeia lateral ligada a C-9. Observou-se que o0s sinais
para a unidade de butadieno 2-substituido foram substituidos por sinais indicando o
componente estrutural 1,2-dioxina-3,6-dihidro (endoperdxido). As correlacdes de longa
distancia dos sinais em C-16 (8 70,03) com aquele em 6n 4,64 (H-14), como também entre C-
12 (6 82,35) e on 4,64 (H-14), corroboram com essa atribui¢do. A presenca do elemento 1,2-
dioxina-3,6-dihidro na estrutura de diterpenos clerodanicos foi descrita por Calderon et al.
(2017) [17]. Outra diferenca significativa observada no espectro de RMN 13C de Ca2 foi a
presenca adicional préton oximetinico em campo mais desprotegido dc 82,35 (C-12), sugerindo
a presenca de uma funcionalidade peroxido, que € consistente com a presencga de simpleto largo
em & 4,51 no espectro de RMN 'H. A presenca de elemento estrutural peréxido em diterpenos
clerodanicos foi relatada por Hussien et al. (2020) [18], sendo bastante raro nessa classe de
compostos. Beutler et al. (2000 [13] relatou uma série de diterpenos clerodanicos em C.
arborea, atribuindo a esses compostos os nomes de casearborina (A — E). Contudo, como Ca2

trata-se de um novo composto, atribui-se o nome de casearborina F (Figura 3).
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Tabela 2. Dados espectroscépicos de RMN de '*C (100 MHz, 8¢, multiplicidade) e de 'H (400

MHz, dn) e do mapa de contorno HMBC para o composto Ca2 em CDCls.

Carbono 13C § (mult.) H § (HSQC) Correlagio HMBC NOESY
C1 26,55 CH, 1,96 ¢ 2,15 H-10 13)
C2 67,09 CH 5,56
c3 120,69 CH 5,99 SRl ER):
c4 146,93 C H-19 (J3)
Cs 49,59 C H-3 (J3), H-10 (J2), H-19 (J2)
Cé6 29,53 CH, 1,55¢ 1,77 H-3 (J4), H-19 (J3)
c7 33.71 CH, 126 ¢ 129 H-17 (J3)
c8 37,36 CH 1,59 (m)
C9 37,99 C H-17 (J3)
C10 38.20 CH 2,06 (m) H-6 (J2), H-10 (J3), H-20 (J3)
ci1 27,44 CH, 1.43 (m) H-20 (J3)
C12 82,35 CH 451 (sl) H-14 (J3)
C13 135,85 C
Cl4 122,44 CH 5,87 (m)
Cis 69,92 CH, 4,51 (sl)
C16 70,03 CH, 4.64 (s]) H-14 (J3)
C17 15908 CH, 0,94 (d, J6.8Hz) H17/H12
Ci8 94,50 CH 6,67 (s) H-19U3) H18/H6
H-18 (J3) H19/H7
C19 99,64 CH 6,25 (s) Rl
C20 25,54 CH; 1,06 (s)
18-OAc 170,49 C=0 H-18 (J3)
CH; 21,46 CH; 2,05 (s)
19-OAc 170,01 C=0 H-19 (J3)
CH; 21,75 CH; 1,99 (s)
cr 122,70 C H-2°(J2), H-5"(J3)
c2 11210CH 7,56 (d, J1.6Hz) H-6'(13)
c3 146,51 C H-5"(J3), OCH; (J3)
4 150,42 C H-2°(J3), H-5"(J2), H-6(J3)
cs 11423CH 6,94 (d, J8.4Hz)
e arscn 701 J8dHze H-2°(J3),
1.6Hz)
cT 165,88 C=0 H-2°(J3), H-6"(J3)
OCH; 56,27 CH; 3,94 (s)

Nota: s (simpleto), d (dupleto), dd (duplo dupleto), m (multipleto). J (constante de acoplamento). * Atribuicao

com auxilio de HSQC.
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Figura 3. Estrutura de Ca2 (casearborina F).

O espectro obtido por HRESIMS (modo positivo) de Ca3 exibiu pico de {on molecular
623.2469 [M + Na]* (calculado para C32:HsoNaO11; m/z 623,2468, erro de 0,1), consistente com
a formula molecular C3;H400O11. Sinais referentes a dois grupos metilas [0 1,07 (3H, s, H-20),
dc 24,98 (C-20) e 61 0.95 (3H, d, 6,8 Hz, H-17), d¢c 16,04 (C-17)], dois carbonos metinicos de
acetal [on 6.66 (1H, s, H-18), 6c 94.55 (C18) e ou 6,19 (1H, s), dc 99,60 (C-19)], dois
grupamentos de acetoxi [0c 170,53 e 21,46, oun 2,03 (3H, s); e oc 169,98 e 21,88, du 1,89 (3H,
s)], além dos sinais referentes a uma unidade benzoato 3-metoxi,4-hidroxi substituido, foram
consistentes com o esqueleto carbonico de diterpeno clerodanico. Assim, os dados de RMN de
'H e 3C para o composto Ca3 foram muito semelhantes aos de Ca2, exceto em relacdo ao
grupamento ligado ao C-9. Os sinais referentes ao grupamento 1,2-dioxina-3,6-dihidro
(endoperoxido) foi substituido por de um butadieno 2-substituido [(dc 145,96 (C-13), ou 6,28
(1H, d, J 6,8 Hz, H-14), 8¢ 135,53 (C-14), du 5.16 (2H, m, H-15a, H-15b), 8¢ 116,07 (C-15),
ou 5,27 (2H, H-16a e H-16b), dc 117,48 (C-16)]. Esta atribui¢do foi corroborada com
correlagdes de longa distancia dos sinais em C-13 (8 145,96) com on 5,16 (H-15), além da
correlacdo entre o C-16 (6 117,48) com aqueles em o 4,64 (H-12) e 6,28 (H-14).
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Tabela 3. Dados espectroscépicos de RMN de '*C (100 MHz, 8¢, multiplicidade) e de 'H (400
MHz, dn) e dos mapas de contorno HMBC e NOESY para o composto Ca3 em CDCls,

Carbono 13C § (mult.) 'H 6 (HSQC) Correlagio HMBC
C1 26,55 CH, 1.96 ¢ 2,15 H-2 (12), H-3 (3)
C2 67.12 CH 5,55 (m)

C3 120,48 CH 5.96 (m) H-1 (J3), H-18 (J3)
c4 147,09 C H-19 (J3)

Cs 49,63 C H-1 (J3), H-3 (J3). H-10 (J2)
C6 29,59 CH, 1,53 ¢ 1,79

C7 37,0 CH, 122127

C8 37,11 CH 0,95 H-20 (J3)

9 38.34 C H-12 (13), H-17 (J3)
C10 39,66 CH 2,0 (m) H-1(J2), H-6 (13), H-8 (I13)
it 27,44 CH, H-20 (J3)

C12 83.13 CH 4,64 H-14 (J3), H-16 (J3),
C13 145,96 C H-15 (J3)

Cl14 135,53 CH 6,28 (d, J6,8Hz)

C15 116,07 CH, 5,16 (m)

C16 117,48 CH, 5,27 (m) H-12 (J3), H-14 (J3)
C17 16,04 CH; 0,95 (d, J6,8Hz) H-7 (13), H-8 (12),
C18 94,55 CH 6.66 (s) H-19 (13),

C19 99,60 CH 6,19 (s) LIS ),

C20 24,98 CH, 1,07 s)

18-OAc 170,53 C=0 H-18 (J3)

CH; 21,46 CHs 2,03 (s)

19-0Ac 169,98 C=0 H-19 (J3)

CH; 21,88 CHs 1,89 (s)

cr 122,76 C H-5'(J3)

c2 112,11 CH 7,56 (s) H-6"(J3)

c3 146,49 C H-5°(J3), OCH3 (J3)
ca 150.37 C H-2°(J3), H-5"(J2), H-6(J3)
cs 114,37 CH 6.92 (d, J8.4Hz)

C6 124,13 CH 7.61 (d, J8.4Hz) H-2°J3),

cr 165,85 C=0 H-2°(J3), H-6" (J3)
OCH; 56,25 CH; 3,93 (s)

Nota: s (simpleto), d (dupleto), dd (duplo dupleto), m (multipleto). J (constante de acoplamento). * Atribuicdo
com auxilio de HSQC.

Os espectros também mostraram a presenca de um préton de oxometinico em on 4,51

(1H, m), atribuido a presencga do grupo peréxido ligado ao C-12, sendo sua posi¢do na molécula

evidenciada pelo acoplamento a longa distancia entre dc 83,13 (C-12) e os sinais ou 6,28 (H-

14) e 5,27 (H-16). Ca3 também se trata de uma substincia inédita, sendo atribuida a

denominacdo de casearborina G (Figura 4).
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Figura 4. Estrutura de Ca3 (casearborina G).

A Tabela 4 mostra dos dados de espectroscopia de RMN '*C dos trés compostos

isolados da fragdo citotétoxica de Casearia arborea.
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Tabela 4. Dados espectroscépicos de RMN '*C para Cal, Ca2 e Ca3.

Posicio Cal &c ppm Ca2 &c ppm Ca3 8c ppm
Cc1 26,54 CH, 26,55 CH; 26,55 CH,
C2 67,30 CH 67,12 CH 67,09 CH
C3 120,60 CH 120,48 CH 120,69 CH
C4 147,27 C 147,09 C 146,93 C
Cs 49,39 C 49,63 C 49,59 C
Cé6 29,28 CH» 29,59 CH» 29,53 CH,
C7 30,66 CH» 37,00 CH» 33,71 CH»
C8 36,73 CH 37,11 CH 37,36 CH
C9 37,68 C 38,34 C 37,99 C
C10 35,18 CH 39,66 CH 38,20 CH
C11 27,56 CH» 27,44 CH, 27,44 CH,
C12 129,43 CH 83,13 CH 82,35 CH
C13 135,85 C 145,96 C 135,85 C
C14 141,42 CH 135,5 CH 122,44 CH
C15 111,13 CH; 116,07 CH, 69,92 CH,
C16 12,21 CH;3 117,48 CH, 70,03 CH»
C17 15,85 CH3 16,04 CH3 15,98 CH;
C18 94,54 CH 94,55 CH 94,50 CH
C19 99,04 CH 99,60 CH 99,64 CH
C20 25,99 CH;3 24,98 CH;3 25,54 CH;
18-OAc 170,63 C 170,53 C 170,49 C
CHs 21,46 CH3 21,46 CH3 21,46 CHs
19-OAc 169,94 C 169,98 C 170,00 C
CHs 21,66 CH3 21,88 CH3 21,75 CH3
cr 122,83 C 122,76 C 122,70 C
c2 112,08 CH 112,11 CH 112,10 CH
c3 146,49 C 146,49 C 146,51 C
c4 150,38 C 150,37 C 150,42 C
C5 114,20 CH 114,37 CH 114,23 CH
C6’ 124,19 CH 124,13 CH 124,15 CH
CT 165,87 C 165,88 C 165,88 C
OCH; 56,23 CH3 56,25 CH3 56,27 CH3

4. Conclusao

Dois novos peroxidos de diterpeno clerodanicos peroxidados, denominados
casearborina F (Ca2) e casearborina G (Ca3), juntamente com o composto casearborina B
(Cal), previamente ja relatada, foram isolados das folhas de Casearia arborea. Suas estruturas
foram determinadas usando uma combinagao de técnicas espectroscépicas, incluindo UHPLC-
ESI-HRMS e anélises monodimensional e bidimensional de RMN ('H, '*C, DEPT, HMQC,
HMBC e NOESY).
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Figura S1. Espectro de RMN 'H do composto Cal (CDCls, 400 MHz).
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Figura S2. Expansio 1 do espectro de RMN '"H do composto Cal (CDCls, 400 MHz).
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Figura S21. Espectro de RMN 'H do composto Ca3 (CDCl3, 400 MHz).
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Figura S25. Expansio 1 do espectro de RMN *C do composto Ca3 (CDCls, 100 MHz).
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CONCLUSAO FINAL

Este trabalho avaliou a atividade citotéxica de 282 extratos oriundos de 72 espécies
vegetais tipicas da Mata Atlantica. Os resultados preliminares revelaram duas espécies
promissoras, Casearia arborea e Sorocea hilarii. Através da andlise de dados
espectofométricos em ferramentas de rede molecular aplicando desreplicagdo foi possivel
identificar os produts naturais presentes nas fragdes citotoxicas dessas duas espécies. Para
fragdo diclorometanica de Casearia arborea, os diterpenos clerodanicos identificados podem
ser os responsdveis pela atividade. Na fracdo n-butandlica de Sorocea hilarri, ndo apenas uma
classe de produtos naturais identificados, mas sim duas, sdo provdveis respossdveis pela
atividade citotoxica, sendo elas megastigmanos e lignanas. Refor¢cando a importancia da
pesquisa com bioprospeccdo molecular ao revelar um grande potencial farmacoldgico de
espécies do bioma Mata Atlantica. Os compostos ativos dessas espécies podem ser importantes

agentes antitumorais.

Nesse sentido, a espécie Casearia arborea foi selecionada para o isolamento e a
identificacdo de produtos naturais ativos que atuem no desenvolvimento do cancer de c6lon.
Utilizando fracionamento cromatografico biomonitorado, foi possivel chegarmos a fracdes
enriquecidas em diterpenos clerodanicos. Essas fracoes demostraram inibir a formagdo de
clones e a migracao celular, induzir a morte celular por apoptose e interferir na distribui¢ao do
ciclo celular de células cancerosas de célon SW480. Posteriormente foi feita a purificacdo
desses diterpenos clerodanicos de Casearia arborea. Foi possivel isolar 3 diterpenos
clerodanicos, dois deles inéditos: casearborina F e casearborina G. Para continuidade dos
estudos, esses novos diterpenos clerodanicos podem ser analisados a fim de obter mais
informacdes que reforcem como esses compostos atuam contra o cancer de célon e entdo se

tornar um possivel medicamento anticincer.

Iniciar a pesquisa com uma grande colecdo de extratos e conseguir ao final obter
produtos naturais isolados com potencial antitumoral e inéditos € valioso. A bioprospec¢do mais

uma vez se mostra eficiente na busca de produtos naturais com potencial antitumoral.



