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REesumo

Este projeto é parte do projeto teméatico "Conservation and Sustainable Use of
the Plant Diversity from Cerrado and Atlantic Forest: Chemical Diversity and
Prospecting for Potencial Drugs" — Biota/FAPESP e descreve o isolamento,
purificacdo e caracterizagdo de peptideos ciclicos presentes em Jatropha curcas L.
Este tema foi proposto para o projeto tematico por tratar-se de um assunto atual e
inédito no Brasil, sendo importante no que diz respeito da descoberta de novas
classes de produtos naturais. A obtengdo dos peptideos foi realizada através da
particdo do latex com acetato de etila e da aplicacdo de técnicas cromatograficas
para sua purificacdo. Este procedimento permitiu a obtencao de dois peptideos
ciclicos, posteriormente caracterizados por analise de aminoacidos e espectrometria
de massas. O seqlenciamento dessas substancias foi realizado por Ressonéancia
Magnética Nuclear, e permitiu identificar o peptideo ciclico Polianina A [¢(Pro-Leu-
Gly-Val-Leu-Leu-Tyr)], ja descrito na literatura, e um peptideo de estrutura inédita,
denominado Jatrofidina | [c(Leu-Leu-Asn-Leu-Trp-Cly-Pro-Gly)]. Andlogos lineares e
ciclicos desses peptideos foram obtidos pela metodologia da sintese peptidica em
fase solida, empregando a estratégia Fmoc/tBu. Os analogos obtidos bem como os
peptideos naturais foram submetidos a diversos ensaios biologicos. Por fim, foi feita
uma avaliagdo mensal qualitativa e/ou quantitativa do perfil ciclopeptidico de
espécimes cultivadas de Jatropha curcas L.(Euphorbiaceae), gossypifolia, para
verificar se ocorrem alteragées na producao destas moléculas em funcao da época
do ano. Os resultados mostraram que as 2 espécies produzem os peptideos ciclicos
durante o ano todo. E interessante notar que as descricdes de peptideos ciclicos na
literatura foram obtidas de espécies de Jatropha coletadas usualmente em regides
da Africa e da Asia e, nesse contexto, este trabalho contribui para a elucidagao do
perfil ciclopeptidico dessas espécies em diferentes ecossistemas no territério
brasileiro.

Palavras chave: peptideos ciclicos, Jatropha curcas L., Jatropha gossipifolia




ABSTRACT

This project is part of the thematic project "Conservation and Sustainable Use
of the Plant Diversity from Cerrado and Atlantic Forest: Chemical Diversity and
Prospecting for Potencial Drugs" — Biota/FAPESP, and deals with the isolation,
purification and characterization of cyclic peptides from Jatropha curcas L. This is a
quite new natural product subject in Brazil, which is also important for discovery from
our biodiversity. These compounds were obtained through partition of the latex with
ethyl acetate, followed of HPLC chromatography for separation and purification. This
procedure resulted in two cyclic peptides, which were characterized by amino acid
analysis and mass spectrometry. The structures of these compounds were
elucidated by 2D Nuclear Magnetic Resonance. One compound was identified as
Pohlianin A [c(Pro-Leu-Gly-Val-Leu-Leu-Tyr)], a known cyclic peptide already
isolated from XXX, and one novel which was named jatrophidin | [¢(Leu-Leu-Asn-
Leu-Trp-Cly-Pro-Gly)]. Linear and cyclic analogues of these peptides were obtained
through solid phase synthesis methodology by using of Fmoc/tBu reagents. The
linear peptides as well as synthetic cyclic peptides were submitted to several
biological assays. Finally, the cyclopeptidic profile of Jatropha curcas and
gossypifolia was evaluated. The results showed a continuing production of these
compounds in both species all over the year. These results can be relevant for
further chemotaxonomy and phylogeny studies of Jatropha species that occur in
Latin America, and in special Brazil. Previously, all cyclic peptide in the literature
search were isolated from African and Asian Jatropha species, and our results can
be useful to map the chemical composition of other Brazilian Jatropha species.

Keywords: cyclic peptides, Jatropha curcas L., Jatropha gossypifolia
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ABREVIATURA DOS AMINOACIDOS-PADRAO DAS PROTEINAS
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Nome
3 letras | 1 letra Férmula M.M.(g/mol) Férmula M.M. (g/mol)
Com cadeia lateral apolar
Glicina Gly G CaHeNO; 75,068 CaHaNO 57,052
Alanina Ala A CaHNO2 89,095 C3H:NO 71,079
Valina Val W CsHNO2 117,149 CsHeNO 99,134
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Cisteina Cys C C3H/NOLS 121,159 C3H:NOS 103,145
Com cadeia lateral carregada
Lisina Lys K CeH1sN202 146,191 CeHioN20O 128,175
Arginina Arg R CeHsN4 02 174,204 CeHioN4O 156,189
Histidina His H CgHgN1:02 155,158 CgH-N20O 137,142
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INTRODUGAO

1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos, a procura por novas moléculas potencialmente ativas,
principalmente oriundas de produtos naturais, tem sido focada na busca de
macromoléculas. Nesse contexto, os peptideos ciclicos, isolados de poucos taxons
de plantas superiores, sao de interesse da industria farmacéutica, devido ao amplo
espectro de atividades biol6gicas (MORITA et al., 1997) e a possibilidade de serem
prototipos para o desenvolvimento de novos agentes terapéuticos (HORSTEN,
S.F.AJ,, 1995).

Peptideos ciclicos isolados de vegetais superiores sao ciclos contendo de 2-
37 aminoacidos, sendo a maioria proteinogénicos (HORSTEN S.F.A.J, 1995). Sao
encontrados principalmente em espécies das familias Caryophyllaceae, Rubiaceae e
Euphorbiaceae e apresentam atividades biolégicas diversas (JOHANSSON S.,
2001). Dentre estes podemos citar alguns peptideos do tipo Caryophyllaceae, que
sdo homomonociclopeptideos contendo de 2 a 12 aminoacidos e que possuem
atividade citotoxica, antiplaquetaria, antimalarica, imunomodulatoéria,
imunossupressiva, antagonista de Ca*?, inibidora de ciclooxigenase e tirosinase
(ZHOU; TAN, 2005).

O latex das plantas do género Jatropha (familia Euphorbiaceae) tem se
destacado como uma fonte de peptideos ciclicos bioativos. A espécie Jatropha
multifida proporcionou o isolamento dos primeiros 2 peptideos ciclicos descritos na
literatura para este género, chamados de labaditina e bioboleina, ambas as
seqliéncias com atividade imunomodulatéria. Utilizando a metodologia empregada
para a Jatropha multifida, outros peptideos ciclicos foram isolados de um grande
nuamero de plantas, como por exemplo, a curcaciclina A da Jatropha curcas L. com
atividade imunossupressiva, e as ciclogossinas A e B, provenientes da Jatropha
gossypifolia (BARAGUEY et al., 1998).

A primeira classificacao destas substancias foi feita por Zhou e Tan em 2000,
pois até entdo a literatura tratava esses compostos como peptideos alcaloidicos,
depsiciclopeptideos e ciclopeptideos. Atualmente, esta classificagdo foi atualizada,
sendo as cadeias peptidicas ciclicas divididas em 2 classes, 5 subclasses e 8 tipos,

de acordo com seus esqueletos estruturais (Figura 1).
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Apesar de todas as atividades biolégicas descritas para os peptideos ciclicos,
0 seu modo de agdo ainda & pouco conhecido. Desta forma, além da procura por
novas moléculas, énfase tem sido dada a elucidagéo do esqueleto estrutural e sua
relagdo com a atividade bioldgica.

Os dados obtidos, até o momento, destacam a restricdo estrutural desses
peptideos, que sao descritos como importantes para o seu modo de acdo, mas até
agora nao avaliados (KARLE, et. al., 2007). Essa caracteristica estrutural favorece
as interagdes ligante-receptor devido a pouca mobilidade, e aumenta a estabilidade
dos ciclopeptideos frente a degradagdo enzimatica (HORSTEN, 1995). Essas
particularidades ndo sao observadas em peptideos lineares, que apresentam livre
rotacdo em torno da ligagdo amida e varias conformacdes, além de baixa
estabilidade quimica (CRAIK, 2001). Os farmacos desenvolvidos a partir de
peptideos lineares requerem inibidores de proteases em suas formulagbes, ou
modificacdes em sua estrutura primaria a fim de nao serem degradados rapidamente
(REDDY et al., 2004). Como resultado dessa nova abordagem, que relaciona a
estrutura com a atividade, espera-se o desenvolvimento de novos farmacos através
do desenho racional de novas moléculas.

O desenvolvimento de novas moléculas necessita em um determinado
momento, tanto da sintese da molécula natural como de analogos. Dentre os
métodos utilizados, 0 mais empregado € o da sintese peptidica em fase sdlida, ja
utilizado para a sintese de varios peptideos ciclicos de plantas, como € o caso das
segetalinas (DAHIYA et al., 2007), dendroamidas, (MATSUMOTO et al., 2007),
cherimolaciclopeptideo G (DAHIYA R., 2008), interregimidas (MONGKOLVISUT et
al., 2006), chevalierinas (BARAGUEY et al., 1998), entre outros.

A partir do exposto, é evidente a importancia tanto do isolamento de novos
ciclopeptideos de espécies vegetais, como da relagdo estrutura/funcao destas
moléculas. Os dados obtidos através destes estudos podem orientar no
desenvolvimento de novos farmacos.

Desta forma neste trabalho foram isolados 2 peptideos ciclicos de espécies
vegetais, caracterizados, sintetizados quimicamente e avaliados biologicamente.
Para complementar este estudo, alguns analogos também foram obtidos, visando
avaliar a importancia do ciclo na atividade destes peptideos.
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Figura 1. Classificagdo dos peptideos ciclicos isolados de plantas (ZHOU; TAN, 2005).
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2. REViISAO DA LITERATURA

A década de 90 foi marcada pelo isolamento, elucidacdo estrutural e
atividades biologicas dos peptideos ciclicos, entretanto, no século XXI| novas
perguntas surgiram sobre os aspectos conformacionais, sintéticos, e biologicos
desta classe. Assim, na era pés gendmica e em resposta a estas indagacgdes
observa-se que o estudo dessas macromoléculas esta tomando diregées novas com

foco no desenvolvimento de novos farmacos.
2.1 Peptideos Ciclicos em Plantas: O que ha de novo?

Por ser uma classe de estruturas relativamente nova na literatura, os
ciclopeptideos ainda ndao possuem uma nomenclatura esclarecida. Por este motivo,
sdo propostos constantemente novos termos para auxiliar a sua descricdo estrutural.
O termo ciclopeptideo abrange todos os peptideos ciclicos vegetais, contudo, em se
tratando de peptideos ciclizados via cabeca-cauda, e ainda contendo apenas um
ciclo, pode-se destacar dois tipos comumente encontrados em espécies vegetais: 0s
ciclotideos e os peptideos de pequenos ciclos.

Os ciclotideos sao peptideos ciclicos cabeca-cauda que possuem em média
30 residuos de aminoacidos, além de um arranjo caracteristico denominado CCK
(Cyclic Cystine Knot), um anel formado por 3 pontes dissulfeto, que confere
propriedades interessantes a esses compostos. Esses peptideos, segundo Zhou e
Tan, sao da classe dos homociclopeptideos, e da subclasse homopoliciclopeptideos
(Figura 1).

Os pequenos peptideos ciclicos, segundo essa mesma classificacao,
pertencem também a classe dos homociclopeptideos, porém, sdo da subclasse
homomonociclopeptideos, e dentro dessa subclasse sédo inseridos no Tipo
Caryophillaceae (Figura 1). Esta classificacdo, no entanto, gera equivocos, pois 0s
peptideos ciclicos de 2 a 12 residuos de aminoacidos ndo ocorrem somente na
familia Caryophyllaceae. Desta forma, Picchi, observando a inadequagéo de termos,
propds, em 2008, a terminologia euciclopeptideos para descrever todos que contém
cadeias de ciclizacao cabeca-cauda, englobando seqiiéncias com 2 - 12 residuos de

aminoacidos.
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Ciclotideos Euciclopeptideos

~30 residuos de aminoacidos ~2-12 residuos de aminoacidos
Pontes dissulfeto

Figura 2. Peptideos ciclicos ciclizados via cabega-cauda pertencentes a classe dos
homociclopeptideos. A esquerda, um peptideo ciclico do tipo ciclotideo com sua principal
caracteristica estrutural, o cyclic cystine knot (em amarelo), e a direita um peptideo ciclico do tipo
euciclopeptideo,neste caso com cadeia de 7 residuos de aminodcidos.

Dentre as familias que produzem peptideos ciclicos, os euciclopeptideos
também ocorrem em Euphorbiaceae (HORSTEN, S.F.A.J., 1995), Annonaceae
(WELE et al., 2005a,b), Linaceae (GORSK et al, 2001; MORITA et al, 1999;
BENEDETTI; PEDONE, 2005; ). Desde que o primeiro exemplar desta classe,
ciclolinopeptideo A, de potente atividade imunossupressiva (GAYMES et al., 1997)
foi isolado da espécie Linum usitatissimum em 1959, mais de 168 peptideos de
espécies de plantas superiores foram descritos até o ano de 2005 (ZHOU;TAN,
2005).

No periodo compreendido entre os anos de 2005 a 2008, novos peptideos de
fontes naturais foram isolados, tais como cariofilusina A (LI et al.,, 2008),
ciclomontaninas A-D (CHUANG et al, 2008), querimolaciclopeptideo E e F (WELE et
al, 2005b), interregimidas (MONGKOLVISUT et al., 2006), e longicalicinina (HSIEH et

al., 2005, evidenciando a importancia desta classe de produtos naturais.
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Figura 3(a) Peptideos ciclicos vegetais isolados na década de 90; (b) Peptideos ciclicos vegetais
isolados entre os anos de 2005 a 2008.
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2.2 Algumas consideracoes sobre atividades bioldgicas dos peptideos

ciclicos

Poucos autores discutem os aspectos moleculares das interagcdes dos
peptideos ciclicos frente ao seu alvo. Entretanto, este tipo de investigagdo vem
crescendo nos ultimos anos.

Varios euciclopeptideos apresentam uma expressiva variedade de atividades
farmacolégicas, e alguns resultados interessantes estdo descritos sendo possivel
tracar um perfil do potencial desses compostos para o desenvolvimento de novos
farmacos. Varios euciclopeptideos apresentam acgao citotéxica para linhagens de
células tumorais, como por exemplo, o glaucaciclopeptideo A que inibiu o
crescimento da cultura de células tumorais (WELE et al., 2005b). Outros como
querimolaciclopeptideo A e B (WELE et al., 2005a), diantina E (HSIEH et al, 2004) e
segetalina C (MORITA et al., 1995) também apresentaram acao citotéxica bastante

relevante.

Os peptideos isolados de espécies de Jatropha (Euphorbiaceae) se destacam
pela atividade anti-proliferativa nas cepas do parasita Plasmodium falciparum. Entre
as substancias mais ativas vale mencionar quevalierina A (BARAGUEY et al., 1998),
mahafaciclina A (BARAGUEY et al., 2000) e B (BARAGUEY et al, 2001) e
polianinas A, B e C (AUVIN-GUETTE et al., 1999). Além das atividades citotdxica e
antimalarica, os euciclopeptideos exibem atividade sobre proteases (MORITA et al.,
1994) e cicloxigenase (MORITA et al, 1996, 1997), também sdo imunomoduladores
(van-den-BERG et al, 1995), imunossupressores (GAYMES et al, 1997) e miméticos
de hormonios estrogénicos (YUN et al, 1997) (Quadro 1).

Propriedade

o Referéncia
Farmacoldgica

Peptideo Sequliéncia

COZZOLINO et al.,
Astinas c(ProCly-Thr-Ser-(S)B*-Phe- anticancerigena
Abu) 2005
atividade citotéxica ,
Querimolaciclopeptideo ¢(Pro-Gly-Ala-Ala-Trp-lle- ] WELE et al., 2004
c Pro) contra células KB
Querimolaciclopeptideo | c¢(Pro-Gly-Leu-Asn-Ala-Val- atividade citotéxica .
WELE et al., 2005a
D Thr) contra células KB

Quevalierina A c(Pro-lle-Leu-Ala-lle-Met- antimalarica BARAGUEY et al.,
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Gly-lle) 1998
c(Gly-Leu-Leu-Gly-Thr-Val- VAN DEN BERG et
Curcaciclina A imunomoduladora
Leu-Leu) al., 1995
Curcaciclina B c(Leu-Gly-lle-Leu-Gly-Ser- aumento da atividade BARAGUEY et al.,
Pro-lle-Leu) rotamase da ciclofilina 1997
Diantina E (3) c(Gly-Pro-lle-Ser-Phe-Val) citotoxica HSIEH et al., 2004
c(Val-Leu-Pro-Ser-Val-Tyr- inibicao de
Dicotomina F . . MORITA et al., 1997a
Pro-Tyr-Phe) ciclooxigenase
) ) c(Ser-Pro-Leu-Pro-lle-Pro- inibicao de
Dicotomina G MORITA et al., 1997a

Phe-Tyr) ciclooxigenase
c(Ala-Pro-Thr-Phe-Tyr-Pro- ) )
Dicotomina H citotoxica MORITA et al., 1997b
Leu-lle)
. c(Val-Pro-Thr-Phe-Tyr-Pro-
Dicotomina | citotoxica MORITA et al., 1997b
Leu-lle)
Dicotomina J c(Gly-lle-Phe-Leu-Tyr-Ala) vasodilatadora MORITA et al., 2005
. ) c(Tyr-Tyr-Val-lle-Pro-Ala-Val- )
Dicotomina K vasodilatadora MORITA et al., 2005
lle-Pro)
c(Gly-Phe-Asp-Phe-lle-Leu- inibidor de a-
Gipsofina A o LUO et al., 2007
Pro) glicosidase
. c(Pro-Gly-Ala-Gly-Val-Val- o .
Glaucaciclopeptideo A Leu) citotoxica WELE et al., 2005b
eu
o c(Pro-Trp-Gly-Leu-Leu-Leu- o MONGKOLVISUT et
Integerrimida A citotoxica
Thr) al., 2006
o ¢(Pro-Trp-Ala-Leu-Leu-Val- o MONGKOLVISUT et
Interregimida B citotoxica
Ser) al., 2006
c(Gly-val-Trp-Thr-Val-Trp-
Labaditina imunomoduladora KOSASI et al., 1989
Gly-Thr-lle-Ala)
Longicalicinina A o(Gly-Phe-Tyr-Pro-Phe) citotoxica HSIEH et al., 2005
o o(Tyr-Pro-Leu- . AUVIN-GUETTE et
Polianina A Gly-Val-Leu-Leu) antimalarica al. 1999
c(Pro-Leu-Gly-Leu-Leu-Leu- ) ) AUVIN-GUETTE et
Polianina B antimalarica
Tyr) al., 1999
c(Gly-Gly-Thr-lle-lle-Phe-Gly- o AUVIN-GUETTE et
Polianina C antimalérica
Phe) al., 1999
c(Pro-Leu-lle-Leu-Gly-Tyr- o o
Pseudostelarina D aly) inibidor de tirosinase HIMAJA et al., 1999
y

Segetalina G

c(Gly-Ala-Lys-Tyr-Val)

atividade estrogénica

YUN et al., 1997
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Segetalina H c(Gly-Phe-Ser-Tyr-Arg) atividade estrogénica YUN et al., 1997
NAPOLITANO et al,,
Yunanina A c(Gly-Gly-Pro-Phe-Pro-Gly- citotéxica
Tyr) 2003
. c(Tyr-Ser-Pro-Gly- o
Yunanina C lle-Gly-Phe) citotoxica MORITA et al., 1996

Quadro 1. Peptideos ciclicos isolados de plantas e suas atividades

O largo espectro de atividades desta classe é atribuido a sua estrutura
molecular rigida. Acredita-se que a funcao biol6gica dos peptideos ciclicos esteja
relacionada a diminuicdo da flexibilidade estrutural imposta pelo anel pequeno, em
muitos casos permitindo aumentar a seletividade para um dado receptor e com isso
a estabilidade metabdlica (GOMES et al., 2007). De fato, Bogdanowich-Knipp et al.
mostraram que o peptideo ciclico RGD (Arg-Gly-Asp) é mais estavel na faixa de pH
entre 3-7 que seu analogo linear. Outros estudos revelaram a perda da atividade
biol6gica apds a linearizagdo da cadeia peptidica (MORITA et al., 1997), como as
segetalinas isoladas da espécie Vaccaria segetalis. A atividade anticancerigena das
astinas também é perdida com a quebra do ciclo peptidico (COZZOLINO et al.,
2005).

A composicao de aminoacidos também ¢é considerada importante, pois
modifica as caracteristicas fisico-quimicas dos peptideos. A tirocidina A, por
exemplo, € um peptideo ciclico antimicrobiano cuja agéo antibacteriana depende de
seu carater anfipatico. Deste modo, a delecao ou substituicido de um aminoacido por
outro pode modificar a atividade ou até mesmo neutraliza-la. O comportamento dos
peptideos frente & membranas bioldgicas também varia bastante. No modelo virtual
exposto por Rezai, um peptideo ciclico é permeavel a membrana porque tem a
propriedade de formar liga¢des de hidrogénio.

Assim, denota-se a importancia do isolamento de novas estruturas de origem
natural, bem como o estudo das ja existentes, que possam servir de modelos para o
desenvolvimento de novos protétipos, pois a diversidade de funcdes farmacol6gicas
apresentadas por este tipo de substancias tem sido explorada pelas industrias
farmacéuticas, fato observado com o consideravel niumero de peptideos ciclicos com

protecéo patentaria (Quadro 2).
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Numero da Atividade o
Peptideo Referéncia

Patente Farmacolégica
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Pro-His ciclodipeptideo 1951954-A nao informado Ma et al., 2007
c[Tyr-Tyr-(D-HSer)-L- )
) ) Sivonen et al.,
Pro-L-Val- ((2S,4S)-4- 2007138171-A1 2008 antibacteriano 2007
MePro)-Tyr]
cadeia néo informada 2007072037-A1 2007 antibacteriano Oneil D., 2007
antidiabético, Zhang; Alsina-
VPAC2 2007101146-A2 2007 ]
anorexigeno Fernandez, 2007
c(Gly-Lys-Val-Leu-Lys- ) Navolotskaya
RU2330860-C1 2008 anti-estresse
Lys-Arg-Arg)n E.V., 2008
analogo de agonista de
) ] W0O2008080845- Chen, L. et al,
Cadeia néo informada 2008 receptor de
Al ) 2008
melanocortina

Quadro 2. Seqiiéncias peptidicas com protegdo patentaria.

2.3 Estudos Conformacionais

Analisar as caracteristicas do arranjo espacial dos peptideos ciclicos é
importante na investigacdo da relagao estrutura-atividade, visto 0 amplo espectro de
atividades biolégicas envolvidas. Com isso, técnicas fisico-quimicas, como estudos
de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), Dicroismo Circular (CD) e métodos
computacionais quimicos, tém sido empregadas na determinacdo da conformacao
predominante das cadeias peptidicas.

Analises sobre o0s aspectos conformacionais dos peptideos ciclicos
demonstram em geral a presenca de dobras na estrutura, estabilizadas por ligagdes
de hidrogénio entre um grupo-amino na extremidade C-terminal e um grupo-carboxi
localizado na extremidade N-terminal (JOSH; VERMA, 2007).

Neste contexto, alguns aminoacidos, como a glicina, prolina e D-aminoacidos
sdo conhecidos como unidades indutoras de dobras das estruturas peptidicas
(JEREMIC et al. , 2005), em especial o amino&cido prolina, devido a sua cadeia
lateral alifatica ciclizada, que o torna conformacionalmente Unico dentre os demais
aminoacidos (MORETTO et al.,, 2007). Nas plantas superiores a presenca de
residuos de prolina é freqlente, o que resulta na formacdo de dobras,
freqientemente estabilizadas por ligacbes de hidrogénio, reduzindo o numero de
conformagdes possiveis.
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2.4 Estudos de Sintese

Os peptideos sao substancias que podem ser obtidas sinteticamente por meio
de diversas metodologias, portanto tém sido explorados no que diz respeito ao
desenvolvimento de protocolos de sintese e modificagcées estruturais. A principio,
para peptideos pequenos isolados de plantas superiores, a técnica mais utilizada é a
sintese peptidica em fase sélida, como ja descrito anteriormente, contudo, alguns
estudos sobre a obtencao de sequiéncias peptidicas ciclicas podem ser ferramentas
para o melhoramento da sintese de peptideos de plantas.

Os euciclopeptideos ciclizados via “cabeca-cauda”, sdo um tipo estrutural de
interesse para a sintese quimica e, mesmo que a sintese de cadeias lineares ocorra
facilmente, o passo chave e desafiante para sua obtencao é a reacao de ciclizagao
(RIVERA et al.,, 2008). A ciclizacdo de peptideos ciclicos pequenos ¢é
freqientemente dificil, sendo necessaria a utilizagcdo de métodos e reagentes
sintéticos especiais para auxiliar na reacdo, como por exemplo, a introducido de
aminoacidos glicina e prolina, D-aminoacidos, e aminoacidos N-alquilados que
induzam uma volta na estrutura (JEREMIC et al., 2005).

Com base nessas particularidades, Horton e colaboradores sintetizaram uma
série de tetrapeptideos ciclicos apdés uma otimizacdo da sintese mediante a
utilizacdo do HnB (2-hydroxy-6-nitrobenzylaldehyde) para auxiliar na ciclizagéo, o
qgue foi chamado de estratégia de contracdo de anel (Figura 4). (HORTON, et. al.,

2008).
D
iii} or
Ozn]é,DH i, iv) @
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Figura 4. Sintese de peptideo ciclico utilizando a técnica de contragéo de anel.
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Outros dados interessantes foram apresentados para o peptideo ciclico
dendroamida A, isolado da cianobactéria Stigonema dendroideum. Analogos desse
peptideo foram sintetizados na forma linear e a ciclizagao foi feita em diferentes
posicoes na seqliéncia peptidica. Como resultado, foi comprovado que pode haver
na cadeia peptidica um residuo especifico para sofrer o ataque do nucledfilo que
favorece a reacao de ciclizagao cabeca cauda (MATSUMOTO et al., 2007).

1

Posicao C
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Figura 5. Trés possiveis posigbes para a ciclizacdo do precursor linear da dendroamida A, e
conformacgbes mais estaveis dos 3 precursores para que a ciclizacao ocorra de maneira efetiva.

Avangos nas técnicas sintéticas também se fazem presentes na descoberta
das relacbes estrutura-atividade dos peptideos ciclicos. Conhecendo-se a cadeia
original e sua atividade, é possivel sintetizar analogos com modificacées em pontos
especificos da estrutura, observando qual alteracdo se deseja na ligagdo com o
receptor, e com isso indicando as por¢gdes essenciais na substancia para que ela
seja reativa (Figura 6) (GEORGE et al., 2007).
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Essencial para a atividade inibitéria
Essencial atividade inibitoria cognata

Nao-essencial para a atividade inibitdria

Figura 6. Seqliéncia peptidica (cores) indicando quais por¢des sdo essenciais para a atividade,
detectadas mediante sintese de diferentes analogos e posteriores testes de relagdo estrutura-
atividade (GEORGE et al., 2007)..

Conclui-se, diante de tantos aspectos quimicos a serem analisados, que a
pesquisa sobre peptideos ciclicos é fascinante e oferece diferentes desafios para
serem desvendados buscando a compreensédo completa de sua estrutura e modo de
acao. Ainda ha diversos alvos a serem explorados, e uma infinidade de
combinagbes que podem ser utilizadas para a constru¢do de uma biblioteca de
estruturas peptidicas. Plantas superiores podem contribuir com novos peptideos,

gue podem ser potenciais prototipos para a industria farmacéutica.
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3. OBJETIVOS

Como parte do projeto tematico "Conservation and Sustainable Use of
the Diversity from Cerrado and Atlantic Forest: Chemical Diversity and
Prospecting for Potential Drugs Phase II' (PROC. No. 03/02176-7) este trabalho

teve como objetivos principais:

e |solamento e caracterizacdo de peptideos ciclicos bioativos de Jatropha

curcas L.

e Avaliacdo mensal qualitativa e quantitativa do perfil ciclopeptidico de
espécimes cultivadas de Jatropha curcas L.(Euphorbiaceae), e qualitativa de

uma espécime cultivada de Jatropha gossypifolia.

e Sintese, purificagdo e caracterizacdo de analogos do peptideo isolado,
através da metodologia em fase sélida, incluindo moléculas lineares e ciclicas

com ou sem D-AA.

R

proteases e de DNA girase, atividade antimalérica, antifungica e antioxidante.
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4. Materials E METODOS
4.1 Atualizacoes bibliograficas

Durante o periodo de desenvolvimento do projeto (Processo FAPESP n°
06/58699-6) foram realizados varios levantamentos bibliograficos sobre peptideos.
De modo geral as principais fontes foram os bancos de dados disponiveis on line.

Varios tdpicos relacionados aos peptideos ciclicos foram abordados, desde
novas descri¢coes, atividades bioldgicas, estudos conformacionais e sintese. Por
meio das informacdes obtidas percebe-se 0 aumento crescente de pesquisa com
essa classe de substancias, evidenciando a relevancia do projeto desenvolvido
nesta dissertacdo (o levantamento bibliografico resultou em um artigo de revisdo em

Quimica Nova 2009 — no prelo).

4.2 Materiais Vegetais

As espécies selecionadas para o presente trabalho foram a curcas e a
gossypifolia, da familia Euphorbiaceae. O latex foi o material escolhido para o
isolamento dos peptideos devido a varias tentativas iniciais de extracdo destes
constituintes nas folhas e caules com resultados negativos.

A técnica utilizada para a extracdo do material foi o gotejamento do latex
mediante um corte feito no caule da planta. Apds a coleta o material foi armazenado
em freezer até o seu uso.

Para ambas as espécies foram preparadas exsicatas com 0s espécimes
estudados, e os vouchers foram depositados no Herbarium Rioclarense (HRCB) do
Instituto de Biociéncias da UNESP/ Campus Rio Claro. O material referente a
espécie Jatropha curcas L. recebeu o numero de tombo HRCB 43228 e J.
gossypifolia L., HRCB 43.224. Os espécimes foram identificados por Douglas Gatte
Picchi com base em chaves de identificacdo botanica, pesquisa bibliografica e
comparagao com o acervo do HRCB.
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4.2.1 Jatropha curcas L.

Inicialmente esta espécie foi selecionada por sua conhecida capacidade de
producado de peptideos de natureza ciclica, bem como pelos relatos de uso na
medicina tradicional.

A primeira coleta de material foi realizada na cidade de Fortaleza, no Ceara,
em 27 e 28 de abril de 2005, para o inicio do projeto de iniciagéo cientifica (Processo
FAPESP n° 04/07062-2). As coletas subseqlientes utilizadas para o projeto de
mestrado foram realizadas no Instituto de Quimica — UNESP Araraquara, de
espécies cultivadas. Nao ha relatos de ocorréncia desta espécie no estado de Sao
Paulo e o estudo com a planta cultivada tem interesse para a fitogeografia de
espécies e gera adaptacdao a um clima tropical, bastante diferente do Nordeste,
considerado seco com duas estacdes. A observagao do perfil ciclopeptidico busca
avaliar se estas sustancias relacionam-se a capacidade de adaptacao ao clima seco.

Figura 7. Fotos da espécie Jatropha curcas L. cultivada no Instituto de Quimica UNESP-Araraquara.

4.2.2 Jatropha gossypifolia

O primeiro estudo com esta espécie no NuBBe foi realizado pelo mestre
Douglas Gatte Picchi, bolsista FAPESP (Processo n° 04/11982-0).
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A espécie utilizada nos estudos iniciais ocorre no Horto de Plantas Medicinais
e Toxicas da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara. Esta espécie
também foi cultivada no Instituto de Quimica — UNESP, Araraquara, e a partir dela

foram iniciados os estudos do projeto desta dissertacdo de mestrado.

Figura 8. Fotos da espécie Jatropha gossypifolia cultivada no Instituto de Quimica UNESP
Araraquara.

4.3 Cromatografia

4.3.1 Cromatografia em camada delgada comparativa

Para a cromatografia em camada delgada comparativa (CCDC) foram
utilizadas placas comerciais de Silica Gel Baker-flex IB2. Os solventes utilizados na
fase moével das eluicbes das placas foram cloroférmio, metanol e agua, todos de
grau P.A, previamente destilados.

Para a revelagao das placas cromatograficas utilizou-se solucdo de ninidrina,
um composto que reage com o grupo amino do a-aminodacido terminal da cadeia
peptidica, resultando em um composto de coloragdo purpura. Também foi
empregado o método Cl, /o-tolidina (clorox), que detecta ligagdes peptidicas pela
reacdo do grupo amida com Cl, formando N-halogénio, que é revelado por uma
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solugéo de o-tolidina/KI (HORSTEN, S.F.A.J., 1995) resultando em uma coloragao
azul escuro para teste positivo. O procedimento para essa revelagdo consiste na
nebulizagdo de hipoclorito de sddio (4%) diluido em agua na proporcao 1:1, etanol
puro, solugéo o-tolidina/Kl respectivamente, com intervalo de secagem entre uma

nebulizagdo e outra.

4.3.2 Cromatografia de permeacao em gel

Para o fracionamento por exclusdo molecular, utilizou-se como fase
estacionaria a resina do tipo Sephadex G-15 (PHARMACIA LKB BIOTECHNOLOGY,
1990), e colunas com dimensdes que variaram de acordo com a quantidade de
amostra aplicada. Esta metodologia baseia-se no retardamento da eluicdo de
substancias de baixo peso molecular pela penetracdo destas nos poros do gel,
enquanto que as de maior peso molecular, que ficam na porcao externa dos poros,

eluem mais rapidamente. Para a fase mével foi utilizado metanol.

Condicoes para a preparacao da Sephadex:
e Quantidade de resina:
509 de resina 1g de material
X 1,3779¢g de material
X = 68,8959 de Sephadex G 15

e Saturacao:
Para a saturagao, 2,5 a 3,5 mL de solvente/g de resina devem ser utilizados,
podendo-se variar de um solvente a outro. Foram utilizados 200 mL de metanol para

a massa de resina calculada, durante 3 horas a 25°C.

e Deaeracao da Sephadex:
A resina foi submetida a deaeracao sob vacuo durante 1 hora para a retirada de

particulas de ar.

As dimensdes da coluna foram de 26,5cm de altura x 2,5 cm de largura, com
fluxo de 1,5 mL por minuto.
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4.3.3 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

Para as andlises cromatograficas foram utilizadas as seguintes fases méveis:
A: [agua miliQ 0,045% /acido trifluoroacético(TFA)]
B: [acetonitrila grau HPLC/ 0,036% acido trifluoroacético (TFA)]

A HPLC foi utilizada para fracionamento e purificacbes dos peptideos, para as
andlises do perfil analitico de amostras obtidas ao longo do trabalho, e para as
andlises de aminoacidos. Ressalta-se que as fragdes injetadas nas colunas
analiticas foram anteriormente submetidas a clean-up em cartucho de extracao em
fase sélida C1g da marca Strata Cig — E - Phenomenex.

Parte desta pesquisa foi realizada no Departamento de Bioquimica do
Instituto de Quimica de Araraquara sob a responsabilidade do Prof. Dr. Eduardo
Maffud Cilli e Prof. Dr. Reinaldo Marchetto, sendo o Professor Cilli co-orientador
deste mestrado.

Para as analises do perfil ciclopeptidico das espécies de Jatropha,
Primeiramente o extrato e os peptideos puros foram analisados em um gradiente
exploratério de 5-95% de solvente B em 30 minutos. De acordo com o espectro
observado, foi desenvolvido um método isocratico de 45% de B em 12 minutos. Os
peptideos ciclicos Jatrofidina | e Polianina A foram monitorados no método analitico
pelo detector DAD e o grau de pureza e a validade do método foram confirmados.

As condi¢des utilizadas foram: coluna C-18 — Jupiter 5u C-18 300A —
Phenomenex — P/N° 00G-4053 — EO — S/N 357630-6 — dimensdes 250 x 4,60mm,
fluxo 1mL/min, volume injetado: 20uL, fase moével: ACN com 0,036% de TFA e H.O
com 0,045% de TFA (50/50). Cromatografo liquido de alta eficiéncia SHIMADZU —
PROMINENCE SPD M20A — Diode Array Detector; auto sampler SIL-20A; CBM
20A; Degasser PROMINENCE — DGU — 20A; ; forno CTO-20A/20AC e bombas LC —
20AT.
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4.3.3.1 HPLC analitico para analise do perfil peptidico das fracées e das
respectivas purificacoes

Para analise dos extratos brutos, das fracdes obtidas, e analises de materiais
puros, foi utiizado um HPLC analitico Shimadzu, com detector UV-VIS, em
comprimento de onda de 220 e 280nm, e eluigdo de solvente (A e B) variando de
acordo com o método empregado, com coluna da marca Shimadzu, dimensdes de
150 X 4,6 mm, tipo C4g com particulas de 5 um e poro de 300 A, com fluxo de 1,5 e

1,0 mL/min.

4.3.3.2 HPLC semi-preparativo

A purificagao dos peptideos foi feita num equipamento HPLC semi-preparativo
(System Gold BECKMAN), com detector UV-VIS em comprimento de onda de 220 e
coluna de fase reversa Cig Ultrasphere BECKMAN, de dimensdes 250 X 10 mm,

particulas de 5 um de tamanho e fluxo de 5mL/min.

4.3.3.3 HPLC analitico para analise qualitativa e quantitativa

As analises dos extratos quantificados e dos padroes externos foram feitas
em HPLC analitico Shimadzu, com Detector Diode Array (DAD), comprimento de
onda de 220nm, com eluicao de solvente (A e B) variando de acordo com o método,
e coluna da marca Phenomenex Jupiter, dimensdes de 250 X 4,6 mm, tipo Cig com

particulas de 5 um e poro de 300 A , e fluxo de 1,0 mL/min.

4.3.3.4 Analise de aminoacidos por cromatografia de troca iénica

A determinagao dos aminodacidos constituintes da cadeia peptidica foi realizada
em um analisador automatico Shimadzu LC-10A/C-47A. Neste equipamento os
aminoacidos obtidos ap6s a hidrolise do peptideo foram eluidos em uma coluna de
troca ibnica. Apdés a eluicdo, os aminoacidos passaram por uma reacdao de

derivatizagdo pos-coluna com orto-ftalaldeido (OPA). A deteccao foi realizada por um
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detector de fluorescéncia utilizando para excitagdo e emissdao comprimentos de onda
de 348 e 450 nm, respectivamente.

O sistema foi periodicamente calibrado com uma mistura padrao de
aminoacidos. Neste procedimento atribui-se para cada aminoacido um pico, com base
no tempo de saida, e calcula-se um fator de conversao que relaciona a concentragao

de cada aminoacido com area do pico correspondente.

e (Condicées analiticas:
- Coluna Shim-pack ISC-07/S1504 Na, temperatura 55° C
- Fase movel:
A: citrato de sddio 0,2N pH 3,20 (contendo 7% de etanol)
B: citrato de sddio 0,6N e acido bérico 0,6N (pH 10,0)
C: Hidroxido de sodio 0,2M

e Solugdo de reacao de derivatizagcao pos-coluna:
- 0,4 mL de solucao de hipoclorito de s6dio comercial/ 1L de tampéo alcalino
- 0,8 g de orto-ftalaldeido/ 14 mL de etanol 0,4g polioxietileno lauril éter (Brij-35) 1g N-

acetilcisteina e adicionar tampéo alcalino até completar volume de 1L.

obs.: Tampé&o alcalino: solu¢do de carbonato de sddio (0,384M), acido bérico (0,216M)
e sulfato de potassio (0,108M)

Condigées da hidrdlise

Os peptideos (0,2 - 1 mg) foram hidrolisados em 1 mL de HCI 6 N, na
presenga de 0,08 mL de fenol a 5% em H,O, a 110°C por 72 h em atmosfera de N..
Apds a hidrolise, o material foi concentrado a vacuo, dissolvido em tampéao de
diluicdo NaS, pH 2,2 e filtrado em unidade filtrante GV Millex - Millipore antes de ser
injetado no aparelho. Para o calculo da proporcdo relativa de aminoacidos na
amostra, se determina a relagao entre as suas concentragdes unitarias e a média.
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4.4 Espectroscopia

4.4.1 Ressonancia Magnética Nuclear

Os experimentos iniciais de RMN foram realizados no Laboratério
Multiusuario do Instituto de Quimica sob a responsabilidade do Dr. Nivaldo Borali. As
analises de RMN foram realizadas em um equipamento Varian Inova 500, operando
a 500 MHz. Foram realizados experimentos de TOCSY e NOESY.

As amostras submetidas a RMN foram solubilizadas em DMSO-ds, com
resolucdo de 512 pontos e “mixing time” de 60 ms. Como referéncia interna foi o
utilizado o padrao tetrametilsilano (TMS) (MERK E ALDRICH).

4.4.2 Espectrometria de Massas

A determinacdo do peso molecular das substancias selecionadas e a
fragmentacdo dos peptideos de interesse foram efetuadas com os seguintes
equipamentos e condigdes:

I - MS em modo eletrospray positivo (ESI) de baixa resolugdo em um

espectrébmetro de massa de triplo quadrupolo (Quattro-LC, Micromass,

Manchester, UK). O capilar foi aquecido a 250 °C e a voltagem mantida a 3

kV. A energia do cone aplicada foi variada para a extracao do ion. O arg6nio

foi utilizado como gas de coliséo.

Il - MS UItrOTOF-Q (Brucker, Daltonics Billerica MA, USA). As amostras
foram injetadas diretamente no sistema com um fluxo de 10 puL/min. O capilar
foi aquecido a 250 °C e a voltagem mantida a 3 kV. O nitrogénio foi utilizado
como gas de colisdo e todos os experimentos foram realizados utilizando o
modo positivo.

4.5 Estudos de dinamica molecular

Nomenclatura e software

As recomendagbes e simbolos de nomenclatura propostas pela IUPAC

(IUPAC-IUB, 1970) foram utilizadas. A manipulacao das estruturas foi realizada com
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o Visual Molecular Dynamics (HUMPHREY et. al., 1996), e programas PyMol. Todos
os calculos de dindmica molecular e analises foram realizados utilizando o pacote de
programas GROMACS versao 3.3.1 (BERENDSEN et. al., 1995) e o campo de forca
OPLS/AA.

Dinamica Molecular/ Simulacao de Anelacao (DM/SA)

As coordenadas iniciais do peptideo de Jatropha curcas L. foram solvatadas
em uma caixa retangular usando um modelo aquoso SPC (BERENDSEN et. al.,
1987). O protocolo DM/SA empregado foi baseado em estudos prévios (COLLINO
et. al., 2007). Os valores de NOE foram obtidos do espectro do peptideo ciclico
isolado da espécie Jatropha curcas L. e suas restricoes foram usadas para definir as
distdncias H-H correspondentes em locais especificos dentro da sequéncia
peptidica.

O refinamento do MD/AS, utilizando um passo de integracao de 1fs apdés uma
minimizag@o da energia inicial usando Steepest Descents, compreende 15 ciclos de
270ps, totalizando a simulagdo de 4050ps. Cada ciclo inicializa com equilibrio
dinamico de 50ps a 310K, seguido por um aumento de temperatura em 5ps e entao
a amostra do espacgo conformacional chega a 2000K.

O sistema foi resfriado de 2000 K a 310 K a passos de 100K com 10ps de
duracao, seguido por uma minimiza¢do de energia usando Steepest Descents. As
conformagbes de energia mais baixas na trajetéria foram reunidas em clusters e 10
conformacdes com as menores violagdes das restricoes H-H foram selecionadas

para formar a biblioteca de conférmeros.
4.6 Sintese em Fase Sdlida de Peptideos

As sinteses quimicas em fase sélida dos peptideos naturais e dos analogos
foram realizadas usando a estratégia 9-fluorenilmetiloxicarbonila (Fmoc)/ terc-butila
(tBu), onde uma solugdo 20% de piperidina em dimetilformamida (DMF) foi usada
nas etapas de desprotecdo do grupo a-amino. Todo processo de elongacdo da
cadeia peptidica linear foi efetuado com a resina Fmoc-Gly-Wang, e os agentes de
acoplamento N- hidroxibenzotriazol (HOBt) / N, N1- diisopropilcarbodiimida (DIC).
Cada reacao de acoplamento foi feita sob agitacdo moderada por periodos minimos

de 2 horas. O acoplamento de cada residuo, bem como a desprotecao da porgao o-
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amino foi monitorado por meio da reacdo de pequenas aliquotas da resina com
ninidrina. Entre cada etapa de acoplamento e desprotecdo a resina foi lavada
diversas vezes com diclorometano e DMF. Por fim, o peptideo foi clivado da resina
por meio de uma solucdo contendo 90% de TFA, 5% de agua e 5% de p-cresol, na
proporgdo de 10 mL para cada 1,0 g de resina, com agitagcdo moderada durante 3
horas e, em seguida o peptideo foi precipitado com éter gelado, lavado e
centrifugado.

A ciclizacdo do peptideo foi realizada em DMF na concentragdo de 10° mol/L,
contendo 1,5 equivalentes de hexafluorfosfato de 2-(1H- benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-
tetrametilurénio (HBTU) e 10 equivalentes de N- etildiisopropilamina (DIEA), sob
agitagéo por 2 horas. A solucdo foi entdo particionada com acetato de etila e a
fragcdo organica, que contém o peptideo ciclico foi concentrada e direcionada para
etapas posteriores de purificagao.

4.7 Atividades Bioldgicas

4.7.1 Ensaio fluorimétrico de inibicao de proteases

4.7.1.1 Reagentes

Reagentes:
Foram utilizados, pepsina da mucosa gastrica suina, subtilisina recombinante

tipo VIl Carlsbergs, substrato fluorogénico Arg-Glu-(EDANS)-Ser-Gin-Asn-Tyr-Pro-
lle-Val-GIn-Lys-(DALBCYL)-Arg (EDANS-DABCYL), DMSO (grau
espectrofotométrico) (Sigma-Aldrich, Brasil).

4.7.1.2 Protocolo experimental

As proteases subtilisina (concentragéo final de 37 nM) e pepsina (1,7 nM)
foram utilizadas como modelos farmacoldgicos para um screening de peptideos com
atividade inibitéria de proteases serinica e aspartica, respectivamente. A protease foi
incubada por 1 h com o inibidor padrao aprotinina, (50 uM) para a subtilisina e a
pepstatina (12,5 uM) para a pepsina. ou com os peptideos a serem testados. O
padrao é considerado como a amostra contendo somente a enzima e o substrato. As
amostras foram diluidas em uma solugdo de tampéo fosfato 0,1 mM (pH 7,5)
contendo 0,1 M de NaCl, para o ensaio com a subtilisina e em tampéao acetado 0,1
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M (pH 4,4) para o ensaio com a pepsina. Ap6s a incubacgao, o substrato fluorogénico
(2 uM) foi injetado automaticamente em uma placa preta opaca e imediatamente
deu-se inicio a leitura (excitagdo em 355 nm e emissdo em 460 nm com
sensibilidade de 110, num leitor Synergy™ HT Multi-Detection Microplate (BioTek
Instruments, Winooski, VT, USA) a 372 C. A transferéncia dos dados obtidos para o
programa excel foi feita por meio do software KC4. A porcentagem de inibigcao (%l)
foi calculada a partir da tangente da curva (tempo de reagdo de 4 min). Para isso, 0
ultimo valor de fluorescéncia obtido foi subtraido do basal, para todas as amostras.
O valor encontrado para o padrdao foi considerado como 100% de atividade
enzimatica, logo, a %l foi calculada de acordo com a féormula abaixo:
%Il = [100-(FA/FP]*100

Onde, FA é o valor encontrado para a amostra contendo a substancia testada
e FP, o valor encontrado para o padrao.

As substancias testadas foram solubilizadas em DMSO e as diluigbes foram
feitas nos respectivos tampdes.

4.7.2 Avaliacao da atividade antifungica

Esse ensaio foi realizado pelo grupo da Professora Doutora Maria José
Giannini, da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas — UNESP, Araraquara.

A avaliacdao de atividade antifungica e determinacdo das concentragcdes
inibitérias minimas (CIM) por meio da técnica de microdiluigao com adaptacdes, de
acordo com os documentos M27-A e M27-A2 do CLSI - Clinical and Laboratory
Standards Institutes (antigo NCCLS). A CIM é a concentracdo do antimicrobiano
necessaria para inibir a multiplicagdo de um determinado organismo, sendo assim, €
o valor que ira identificar a capacidade de determinada substancia quanto a sua
atividade antifungica, nesse caso.

O meio de cultura RPMI — 1640 foi suplementado com 2% de glicose, e pH
7,0. O inéculo foi padronizado na faixa de 0,5 x 10% a 2,5 x 10° células/mL e apés
sua distribuicao, as placas foram incubadas a 37°C sob agitacéo. As leituras visuais
e espectrofotométricas foram feitas ap6s 24 horas para as leveduras do género
Candida e de 48 a 72 horas para Cryptococcus.
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4.7.3 Avaliacao da atividade antimalarica

Uma das mais importantes estratégias na busca de novos farmacos para o
tratamento da maléria é a identificacdo de novos alvos e a subsequiente descoberta
de substancias que sejam capazes de agir nestes alvos. Um destes alvos é a
polimerizagao de heme. No vacuolo digestivo acido, o Plasmodium degrada 75 % da
hemoglobina do hospedeiro e utiliza os seus aminoacidos para a sintese de
proteinas. Nesse processo, heme toxica é liberada, armazenando-se na forma de
um polimero inerte chamado hemozoina ou pigmento malarico, onde o grupo
propionato do heme liga-se ao Fe** do outro heme. Sendo assim, substancias
capazes de inibir a sintese de hemozoina podem servir de modelos na terapia da
malaria.

A hemozoina parece ser estruturalmente idéntica a B-hematina que pode
formar-se espontaneamente em condi¢des nao fisioldgicas sem a adigcdo de
nenhuma proteina. O conhecimento bioquimico deste processo experimental
permitiu o desenvolvimento de um método rapido, barato e eficiente na busca de
substancias que inibam a polimerizacdo do heme. (Pagola et al., 2000; Dorn et al.,
1995; Bohle et al., 2002)

A formacdo de P-hematina in vitro pode ser realizada através de varios
procedimentos experimentais. Os protocolos descritos na literatura envolvem
incubacao a 37 °C (24 horas) ou 60 °C (1 hora) de hemina bovina (preparada em
DMSO ou NaOH 0,1 M) num tampao apropriado (pH 3,0 — 5,5). A formacao de B-

hematina pode ocorre espontaneamente ou pela adigdo de um catalisador.

Procedimento:
Os solventes utilizados foram de grau HPLC.

Os espectros de HRMS foram registrados em espectrémetro de massa Bruker
Daltonics ultrOTOFQ-ESI-TOF, e as leituras no ultravioleta e visivel foram realizadas
em leitor de microplaca Synergy HT — BioTeK. A hemina bovina, cloroquina e
artemisinina da marca Sigma-Aldrich. As solucdes dos ensaios foram incubadas num
shaker |l Boekel com temperatura regulada até 70°C.

Cromatégrafo SHIMADZU, CLASS-LC10A operando com sistema ternario
equipado com um auto-injetor e acoplado a um detetor UV-Diodo Array mod. SPD-
MXA, com aquisicdo de dados feita por um microcomputador acoplado ao
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equipamento. Coluna cromatografica Phenomenex Onyx monolitica, ODS, 100 x

4,60 mm, mesoporos 13 nm e macroporos 2 pym. Condi¢cao cromatografica usada:

a. volume de injecao: 5 L, fluxo: 3,0 mL/min e condicdo: agua : CH3;OH,
gradiente linear, (5%—100%) em 5 minutos, 3 minutos 100 % CH3OH, 5 minutos de
equilibrio, 2 minutos para retornar a condigao inicial.

b. volume de injecdo: 5 pL, fluxo: 3,0 mL/min e condicédo: agua (dopada com
0,1 % de CH3;COOH) : CH3OH , gradiente linear, (5%—100%) em 5 minutos, 3
minutos 100 % CH3OH, 5 minutos de equilibrio, 2 minutos para retornar a condicao

inicial.

» Tampao HEPES 20 mM (pH 7,5): 0,47662 g de HEPES em 100 mL de agua, o pH
7,5 foi ajustado com NaOH 2 M.

* Acetato de so6dio 0,5 M: 408,1g de C2H3NaO2 - 3 H20 em 1L de 4gua.
* Solugao de NaOH 0,1 M: 200 mg de NaOH em 100 mL.

* Solucao de NaOH 0,2N:8gem 1 L.

« Acido acético 17,4 M: 0,77 mL de agua mais 99,23 mL de acido acético.

Analise dos complexos entre heme-substancia usando espectrofotometro.

O ensaio antimalérico foi realizado pela Dra.Patricia Pauletti NuBBE/Instituto
de Quimica de Araraquara, atualmente Professora da UNIFRAN.

Uma solugéo de heme (12 uM) foi preparada numa solucao de HEPES (pH
7,5) em 40% DMSO (solucao A). As substancias (2 mM) e extratos (1 mg) a serem
analisados foram dissolvidos em 1 mL de DMSO e/ou agua e diluidas com a solugéo
A.

Concentracao Quantidade Concentracéo final | -
Solucao A 100 yL ‘3”
Hemina bovina 12 uM 100 yL 6 uM ®

Concentracéao Quantidade Concentracao final |
Solucdo A 100 pL 2

50, 40, 30, 20, 10 2
Substancias uM 100 uL 25, 20, 15,10, 5 uM
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>

Concentracao volume Concentracao final g

50, 40, 30, 20, 10 2

Substancias uM 100 pL 25,20,15,10,5uM | 2
Hemina bovina 12 uM 100 yL 6 uM

As solugbes foram analisadas de 350 a 450 nm no leitor de microplaca
Synergy HT— BioTeK. Os valores finais foram processados no programa Excel e

Origin, as absorbancias resultantes foram subtraidas do branco.

4.7.4 Ensaio de Inibicao da Atividade da DNA girase

N e

enzima essencial para o enovelamento do DNA bacteriano e vital para o
microorganismo. Para este ensaio, incubou-se a enzima com os inibidores, para
subsequente a avaliacdo da inibicdo do enovelamento.

Os ensaios foram realizados incubando-se 1 unidade (U) de girase com 0,5ug
de plasmideo pBR322 relaxado em um volume de reacao de aproximadamente 30
uL, a 37°C por 30 minutos em tampao de ensaio*. A reacao foi interrompida pela
adicao de 1 pL de uma solugéo de proteinase K (2,5 mg/mL) e posterior incubagao
por 60 min a 37°C. Em seguida as amostras foram submetidas a andlise por
eletroforese em gel de agarose 0,8% em tampéao TBE (Tris 89 mM / &cido bdrico 89
mM / EDTA 2 mM, pH 8.2). As amostras foram aplicadas uma a uma nos pocos do
gel e submetidas a tensao constante de 60V ou 4V/cm (fonte Pharmacia Biotech —
GNA 100), a temperatura ambiente, por 3 horas. Ao término da corrida, corou-se o
gel durante 30 minutos em tampao de corrida, contendo brometo de etidio (50
ug/mL). Examinou-se o gel em transiluminador de luz ultravioleta (Germetec LTDA.),
o qual foi fotografado com luz ultravioleta incidente, utilizando-se camera fotografica
Kodak Digital Screen DC40.

* Tampao de ensaio (concentrado- 5x) - Tris.HCI 35 mM, pH 7,5; KCI 2,4
mM; MgCl, 4 mM; Ditiotreitol 1,2 mM; Espermidina 1,8 mM; ATP 1 mM; Glicerol 6,5%
(m/v); Albumina 0,1mg/mL.
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4.7.5 Avaliacao da atividade antioxidante

Para a avaliagcao da atividade antioxidante, dois ensaios especificos foram
utilizados: ensaio ABTS e DPPH.

4.7.5.1 ABTS (acido 2,2'-azinobis(3-etilbenzotiazolino-6-sulfénico))

Neste ensaio, ABTS é oxidado por radicais perdxidos ou outros oxidantes a
seu cation radical, que é intensamente colorido. A capacidade antioxidante é
determinada pela capacidade da substancia teste em reagir diretamente com o

radical causando uma diminuicao na absorbancia a 734 nm.

+ antiox 1dante
>:N —N :<
K2805
ABTS | SOy

oﬁﬁiﬁ—%ﬁ

Figura 9.Representagdo do ABTS.

4.7.5.2 DPPH (1,1 difenil -2-picril-hidrazila)

Quando substancias capazes de seqUestrar radicais livres estdo presentes, o
radical livre estavel DPPH ® (purpura) é reduzido a um produto amarelo, e a
atividade seqUestradora de radicais livres é avaliada através da diminuicdo da
absorbancia a 517 nm. (PAULETTI et al. 2003).
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Figura 10. DPPH radical(a esquerda) e reduzido (a direita).

O ensaio foi realizado determinando-se a porcentagem de seqlestro de
radicais livres da molécula de DPPH (2,2-diphenil-1-picrylhydrazyl, PM 394,3).

Como padrdao positivo, utilizou-se uma solucdo mae de rutina, em
concentragao de 1,64mM, diluida 10 vezes (0,164 mM)

As amostras testadas foram preparadas a uma concentragdo de 1mg/mL.

Todas as solucbes empregaram metanol como solvente.

Apbs o preparo das solucdes dos padroes e das fragbes a serem testadas,
estes materiais foram aplicados em uma placa de 96 pogos com capacidade para
2,0 mL em varias concentragdes diferentes, representadas abaixo:

Rutina:

Pogo A1: 100 uM (610 pL Rutina (0,164 mM) + 390 uL CH3;OH);

Poco B1: 80 uM (488 uL Rutina (0,164 mM) + 512 yL CH;OH);

Pogo C1: 60 yM (366 pL Rutina (0,164 mM) + 634 uyL CH;OH);

)
Pogo D1: 40 uM (244 pL Rutina (0,164 mM) + 756 yL CH;OH);
Poco E1: 20 uM (122 yL Rutina (0,164 mM) + 878 puL CH3;OH);

Poco F1: 10 uM (61 yL Rutina (0,164 mM) + 939 uL CH3;0OH);

Poco G1: 5 uM (30 pL Rutina (0,164 mM) + 970 pL CH,;OH);

Poco H1: 0 uM (0 pL + 1000 uL CH5OH).

Extrato bruto ou fracoes:

Pogo A2: 0,2 mg/mL (200 uL extrato ou fragéo (1,0 mg/mL) + 800 uL CH;OH);

Pogo B2: 0,1 mg/mL (100 pL extrato ou fragdo (1,0 mg/mL) + 900 yL CH;0OH);

Pogo C2: 0,03 mg/mL (150 pL extrato ou fragdo (0,2 mg/mL) + 850 yL CH3zOH);
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Poco D2: 0,02 mg/mL (100 pL extrato ou fracdo (0,2 mg/mL) + 900 yL CH3;OH);

Pogo E2: 0,01 mg/mL (100 pL extrato ou fragédo (0,1 mg/mL) + 900 yL CH3;OH);

(
Pogo F2: 0,008 mg/mL (80 L extrato ou fragédo (0,1 mg/mL) + 920 uL CH;OH);

Pogo G2: 0,005 mg/mL (250 pL extrato ou fragdo (0,02 mg/mL) + 750 yL CH3;OH);

Pogo H2: 0 mg/mL (0 pL + 1000 yL CH3;OH).

A solugao de DPPH utilizada foi de concentragéo 101,4 uM ou 0,04 g/L.
A placa de 96 pogos utilizada na avaliagdo da atividade foi composta da

seguinte forma:

1. BRANCO:
1. 300 pL de CHzOH
2. CONTROLE - DPPH:
1. 100 pL de CH3OH
2. 200 pL de DPPH
3. PADROES
1. 100 pL do padréo nas diferentes concentragdes
2. 200 pL de DPPH
4. AMOSTRAS:
1. 100 pL da amostra nas diferentes concentragdes
2. 200 pL de DPPH

Preparo da Microplaca de 96 pocos para leitura:

Para a leitura da atividade antioxidante, foi utilizada uma microplaca de 96
pocos transparente e com capacidade para 400a pL. Nesta placa foram adicionados
100 puL das solugbes armazenadas na placa de 96 pocos de 2,0 mL. As analises
foram feitas em triplicata. Ao fim, 200 pL da solucdo de DPPH foram adicionados
aos pogos, e apds 30 minutos ao abrigo da luz a placa foi colocada no leitor de

microplacas SYNERGY-HTS a A 517 nm.

Processamento dos dados:

e Formula: porcentagem de sequiestro do radical livre estavel DPPH

% =

absorbancia do CONTROLE-DPPH-absorbancia da AMOSTRA ou PADRAO)*100

Absorbancia do CONTROLE-DPPH
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Os dados obtidos foram exportados para o programa EXCEL onde a média e
o desvio padrao foram calculados para cada uma das concentracdes, gerando um
grafico que ilustra a atividade antioxidante.

Na microplaca submetida a leitura, as concentragdes finais dos padrdes e dos

materiais testados s&o 1/3 da concentragao inicial, portanto:

e Padroes:
Concentragdes finais de: 33,3; 26,7; 20,0; 13,3; 6,7; 3,3; 1,7 uM.

e Amostras:
Concentragdes finais de: 66,7; 33,3; 10,0; 6,67; 3,33; 2,67; 1,67 pg/mL .

4.8 Analise qualitativa e quantitativa dos peptideos de Jatropha curcas L.
e analise qualitativa dos peptideos de Jatropha gossypifolia.

Para as analises quali e quantitativa dos peptideos em Jatropha curcas L.,e
analise qualitativa dos peptideos de Jatropha gossypifolia, 0,5 mL de latex foram
coletados mensalmente, mediante corte dos caules utilizando lamina cortante
descartavel. As coletas foram realizadas nos dias 23 de cada més, por volta das 8 e

30 da manha. O latex foi coletado e armazenado em freezer até uso.
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5. ReEsuLTADOS E DIscussOES

5.1 Avaliacao da presenca de peptideos nos extratos das folhas de
Jatropha curcas L.

Foram preparados os extratos diclorometanico, hexanico e metandlico das
folhas de Jatropha curcas L. Os extratos obtidos foram submetidos aos testes usuais
para a verificacdo de peptideos. As cromatoplacas foram eluidas com CHCls;
CH3sOH; H20 (5;4;1), e reveladas com clorox para a detecc¢ao de ligagbes peptidicas.
Nenhuma das fracdes das folhas mostrou a presenca de peptideos, fato constatado

apds a auséncia de manchas azuis no suporte cromatografico apds a revelagéo.

5.2 Extracao de peptideos do latex de Jatropha curcas L.

O latex (VL) foi coletado mediante incisdo no caule e gotejamento, sendo
mantido sob refrigeracdo (-5°C) até o uso. Este material foi solubilizado em agua
deionizada (4 x V) com adicao de 4% de etanol, e esta solugao foi particionada com
acetato de etila (10 x V.) por 3 vezes. Apds a obtencdo da fase organica e aquosa,
as mesmas foram submetidas a CCDC para a verificagdo de peptideos nas fracoes
do latex.

Esta metodologia, desenvolvida por Horsten em 1995, foi aplicada com
sucesso para os peptideos de J. multifida (Processo FAPESP — 04/07062-2), porém,
na particao do latex de Jatropha curcas L., houve formacao de grande quantidade de
emulsdo, causando perda do material de partida. Alguns ajustes na proporgéao
agua/acetato foram necessarios visando a diminuicdo da formagcdo de emulsédo e
com isso facilitando a obtencao da fragao peptidica.

Latex de Jatropha curcas L. (44,0 mL) foram solubilizados em 264,0 mL de
agua (6 x V,) e particionados com 660 mL (15 x V|) de acetato de etila, 5 vezes. A
emulsao formada foi centrifugada, separando-se o acetato de etila da fase aquosa.
As duas fases, organica e aquosa, foram testadas em CCDC, utilizando-se o método
de revelacao clorox, que detectou ligacoes peptidicas (Figura 9) na fase organica.
Nesta etapa foi possivel verificar o carater ciclico dos peptideos mediante o

resultado negativo para a revelagdo com ninidrina, positivo somente na presenca de
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grupos aminicos livres, e negativo para peptideos ciclicos (ciclizagdo cabeca-cauda).
Assim, apo6s a eluicao de duas placas na fase moével CHCI3;MeOH;H.O (5;4;1), e
revelagdo de uma com ninidrina e outra com clorox (revela ligagcoes peptidicas), foi

possivel a confirmacao da auséncia de grupos aminicos livres.

(A) (B)

Figura 11. Revelagcio clorox, mostrando resultado positivo para o padrao peptidico (A), e para a
fragdo acetato de etila resultante da partigdo do latex (B).

5.2.1 Cromatografia de permeacao em gel

A fracao peptidica obtida foi submetida ao processo de separagéo, no qual foi
utilizada uma coluna do tipo Sephadex G-15, e metanol como eluente. Os peptideos
foram eluidos mais rapidamente em relacdo aos constituintes micromoleculares
presentes no extrato.

A quantidade de material injetada foi de 1,3779g, resultando em 35 fragdes,
todas testadas em CCDC para avaliar a presenca de peptideos. As fracdes 4 e 5
mostraram resultado positivo para a deteccao de ligagdes peptidicas, sendo,
portanto, reunidas e submetidas a uma pré purificacdo antes da injecao em HPLC.
Nesta etapa comprovou-se a natureza ciclica dos peptideos isolados, mediante um
teste negativo com ninidrina.

5.2.2 Clean up da fracao peptidica e andlise em gradiente exploratorio

As fracdes 4 e 5 da coluna Sephadex foram reunidas totalizando uma massa
de 116,7 mg. Este material foi submetido a um clean up em cartucho de Cqs para
posterior injecao em HPLC.
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Preparacao do cartucho para extracdo em fase sélida:

e Passagem de 95% de solvente B e 5% de solvente A.

e Passagem da primeira solugdo do gradiente: 40% de solvente B e 60% de

solvente A;
. | — : N |
Injecao do material I Be60%de A-1frA I
no cartucho | Be30%de A-TrB|
| Be5%deA-frC |

As 3 fragbes obtidas foram submetidas a andlise em HPLC em um gradiente
linear de 5 a 95% de solvente B em 30 minutos, e a fr B foi selecionada para a
purificagéo (Figura 12). As demais fragdes nao apresentaram picos caracteristicos
de peptideos. Para a fr B foram observados dois picos bem definidos, com absor¢ao

no UV em 220nm, comprimento de onda absorvido pelas ligacoes peptidicas.

[ I—

1 Retertion Time
Asymmetry

2202 099

olts

"
B
4
g

w1977 1,07%

o z 4 6 E 0 12 14 15
Minutes

Figura 12.Cromatograma da fragao fr B obtida apds clean up, os picos sédo referentes aos dois
materiais subseqientemente purificados.
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Para observar a presenca de peptideos no latex de outras partes do
organismo vegetal, foi realizado um teste coletando-se material do peciolo das
folhas de Jatropha curcas. Este latex foi submetido aos procedimentos descritos, e
mediante analise do perfil cromatografico, foi possivel observar qualitativamente que
os peptideos distribuem-se também no latex contido nos peciolos das folhas (Figura
13).

Retention Time
ped  Asymmetry

19569 158

olts

1 g2 1m

z 4 [ E 10 12 14 16 12 fi 4 20 3 a0

flinutes

B

Figura 13. Perfil cromatografico da amostra apds clean up, da extragéo do latex dos peciolos das
folhas.

5.2.3 Purificacao em HPLC

Apés a visualizagdo do gradiente exploratério da fracdo peptidica, foi
desenvolvido um método de 40-70% de solvente B em 120 minutos para a
purificacdo deste material em HPLC semi-preparativo. Este método foi desenvolvido
com base na porcentagem da fase mével na qual os peptideos eluiram: 59,4% de B
(19,8 min) e 66% de B (22 min). A analise das fragdes da purificacdo foi em HPLC
analitico shimadzu em modo isocratico de 50% de B.

Ao final, os dois peptideos ciclicos A e B foram purificados, ambos em forma

de pé amorfo, de coloragao branca (Figura 14).
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Figura 14. Peptideos puros isolados de Jatropha curcas L. Peptideo A (amarelo); peptideo B(roxo).

Foram realizadas 5 extra¢des de peptideos ciclicos do latex da porgao inferior
do caule da espécie Jatropha curcas L. (Quadro 3), cultivada no Instituto de
Quimica de Araraquara. Varios isolamentos foram necessarios para a obtencao de
mais massa de material puro em quantidade suficiente para a realizacdo de

experimentos de RMN, e dos testes bioldgicos, descritos nesta pesquisa.

Volume de  Volume de agua/

latex (V1) acetato de etila
26/02/2007 20,0 mL 4xV /10x V|
25/04/2007 24,0 mL 8x VL /20x V|
14/01/2008 44,0 mL 6x VI /15x V.
25/03/2008 50,0 mL 6x Vi /15x Vi

Quadro 3. Extragées realizadas do latex do caule Jatropha curcas L., de janeiro de 2007 a margo de
2008.
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5.3 Caracterizacao dos Peptideos Ciclicos Isolados de Jatropha curcas L.

5.3.1 Hidrolise acida e analise de aminoacidos

Para identificar a composi¢cao de aminoacidos nas amostras peptidicas, estas
foram submetidas a hidrolise acida (condi¢coes descritas em materiais e métodos)
considerando uma reacdo que cliva as ligagdes peptidicas, possibilitando a
verificacao dos residuos de aminodacidos presentes na amostra. Apds a clivagem, os
peptideos hidrolisados foram injetados em um analisador de aminoacidos que
detectou qualitativa e quantitativamente os aminoacidos presentes na cadeia
peptidica, mediante a comparagao com um padrao (Figura 15).

Salienta-se que a hidrélise acida decompde o aminoacido triptofano, portanto,
sua deteccao néo € eficaz por este método.

Hpme

K3

e b
: [P ;
“1 1|}\|:“1

Figura 15. Andlise de aminodcidos dos peptideos A(a esquerda) e B (a direita).

Apés analise de aminodacidos, as seguintes composi¢cées foram encontradas
para os peptideos:
e Peptideo A — 1Asp/Asn; 1Pro; 2Gly; 3Leu
e Peptideo B — 1Pro; 1Gly; 1Val; 3Leu; 1Tyr

Nesta etapa, foi constatado que o peptideo B era composto pelos mesmos
residuos do peptideo Polianina A isolado por Guette e colaboradores em 1999. Para
a confirmacdo de que as estruturas eram idénticas, estes dados foram
complementados com a espectrometria de massas, visto que se houvesse um

residuo de triptofano este ndo seria detectado na analise de aminoacidos.

57



REsSuULTADOS E DISCUSSOES

5.3.2 Espectrometria de massas

A andlise da massa molecular dos peptideos através de espectrometria de
massas permitiu concluir que o peptideo B possui peso molecular (M+H) de
756,4510 g/mol, idéntico ao da Polianina A (Figura 16).

Para o peptideo A (Figura 16), as andlises de massas e de aminoacidos
revelaram uma composi¢cdo inédita. O peso molecular encontrado foi de
851,4644g/mol, na forma de (M+H").

Figura 16. Composicdo de aminoacidos e espectro de massas dos peptideos isolados de Jatropha
curcas L.
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5.4 Seqlienciamento dos peptideos ciclicos isolados

5.4.1 Peptideo B

5.4.1.1 Espectrometria de massas

De acordo com os resultados obtidos pelos métodos espectrométricos e
cromatograficos, concluiu-se que o peptideo B é a Polianina A. Para confirmar esta
estrutura, foi feito o seqlenciamento da cadeia por MS-MS (Figura 17), e
experimentos de RMN.
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a0 b,
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5001 bs !
»730 l TsE 0
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E . o E
zve0] R :

Ak ' b,

. ! a0 4 |
15004 i i [ S50 i

E b, | |

, = .

: | THA D
1000 E

: 2)*»21 HEI_“ |

E P { i sepa7 |
at WS | 5 ! Liiiii

21119 ‘ J I | ‘ 5752 |
| | | | ! [ | . | |
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" T 300 400 &0 B0 00 ]

Figura 17. Seqiienciamento do peptideo B por espectrometria de massas.
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O seqlienciamento por MS-MS foi eficaz, resultando na seguinte estrutura:

L Leu-Tyr-Pro-Leu-Gly-Val-Leu J

A férmula molecular da estrutura elucidada por HRMS corresponde a:
CsgHg2N7Os. Desenhando-se este peptideo no software ChemDraw Ultra 10.0, as
figuras geradas em duas e trés dimensodes séo (Figura 18):

Gly .
H
Leu o] O
Q. / Val
e g\ /n/w\c//\ & o
cH™ N\ NH CH
/ CH N7 ~cn
nd / CH 3
e H/N \ —o0
O==¢ (i HsC
;\IH Leu
CH.
CH—_ /" TTCH,
N\ c/ Hy
Pro / \
‘ /C\CH _NH °
© /TN & CH
wd, H /S
o H2C——cCH
\CH Leu
Tyr
OH

Figura 18. Estrutura do peptideo ciclico Polianina A, seqliéncia de aminodcidos em duas e trés
dimensoées.

5.4.1.2 Ressonancia Magnética Nuclear

Para a confirmagéo da estrutura do peptideo foram realizados experimentos de
RMN em duas dimensdes, TOCSY e NOESY.

A amostra foi preparada mediante diluicdo do peptideo puro em DMSO-g; (5,0

mg em 1mL), e depositada em tubo de ressonéancia. Através da andlise dos valores

dos desvios quimicos caracteristicos dos hidrogénios dos aminoacidos, cada residuo

da sequéncia foi identificado no espectro de TOCSY (Figura 19 e 20).
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HN-Leu pHN-Leu 3
8-Leu6 HN-Val § 5-Leu3 HN-Leu 7
5-Vals 8-Leu?
s ;”,V'Leﬁ“ ¢ HN-Leu 3 S
e 8-Leu3 SiLeu 7
HN-Leu
HN-Leu 6 "“;‘J'L“}“ 3 B-Leu 7
B-Leu 6 B-Leu HN-Leu7
B-Leu7
HN-Leu 6 HN-Leu 3
i B-Leu3
Leu 6
20 B-Leu ﬂuN-vm 3
B-Val 5
= HN-Tyrl
B-Tyrl
HN-Tyr1
30 B-Tyrl
"
° HN Vhals HN-Gly 4
> a-Valls a-Gly 4
HN Leu 6 HN-Gly 4
e Leu 6 a-Gly 4
a-Leu ° HN Leu 3
m o-Leu 3
et ! HN Leu 7,
St aLens G
9,00 8,50 8,00 7.50 7,00
H1

Figura 19. Espectro TOCSY 2D, mostrando a identificagdo de cada aminodcido na regiao NH

& Ca-Pro2
o CB-Pro2
Ca-Pro2
C§-Pro2
Ca-Pro2 Ca-Val5 I -Vals
3,801 C§-Pro2 CB-Vals Cy-Vals
Ca-Leu3 gg”fe“i
CB-Leu3 2
Co-Leu3
4.00 C8,-Leud
=
420 Ca-Leu6 Eg'_' ::g
Co-Leu6 C3,-Leu6 2
CB-Leu6
4,40
Co-L /
CB-Leu? CB-Leu? CoLew? (o N,
C8-Leu? (5, Leur
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3,00 2,50 1,00
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I

Figura 20. Espectro TOCSY 2D mostrando a identificagdo de cada aminodcido na regido

correspondente aos H alifaticos.

Todos os aminoéacidos apresentaram sinais na regiao do espectro (entre 7,5 e
10,0) caracteristicos das correlagées entre o hidrogénio pertencente ao grupo o-
amino e os demais H do residuo (carbono a e cadeia lateral quando existente), com
excecao do residuo de prolina. O residuo de prolina possui a particularidade de nao

apresentar hidrogénio ligado ao seu grupo a-amino, nao apresentando correlagcoes
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nesta regido. Desta forma, a identificacdo da prolina s6 foi possivel através das

correlagdes existentes entre o hidrogénio pertencente ao carbono o e os demais

hidrogénios (B, y e 9) - regiao entre 1,5 a 5,0 ppm (Figura 21).

ﬂ 3 i @ B-Pro

$ v-Pro

8 ge [
e #B-P

d B-Pro

LN

e &
D W
L

Figura 22. Espectro TOCSY 2D mostrando os sinais referentes ao residuo de prolina da Polianina A
(GUETTE, et al., 1999).

Os valores de desvios quimicos encontrados para o primeiro peptideo isolado estao

mostrados na Tabela 1.
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Tabela 1 Dados do espectro de 'H

Residuo 8y Residuo oy

Tyry NH 9,01 Vals NH 8,05

a 4,38 a 3,75
§ 2,01
B 2,90 Y1 0,91
2,77 v 0,90
Y Leug NH 7,92
) a 4,22
€ B 1,58
Pro, a 3,74 1,48
g 1,87 Y
0,93 64 0,86
y 1,60 5 0,77
1,30 Leus NH 7,02
5 3,18 a 4,43
3,28 B 1,32
Leus NH 8,24 1,45
a 4,05 Y
B 1,75 &4
1,50 3
y 1,50
8 0,82
6 0,74
Glys NH 7,50
a 3,97
3,85

Apés a determinagao dos picos correspondentes a cada um dos aminoacidos
por meio do TOCSY, o seqlUenciamento da cadeia peptidica foi feito utilizando-se
correlagdes do tipo NH;-aH;.1 (Figuras 23 e 24) existentes nos espectros de NOESY.
A prolina, por ndo possuir H no grupo a-amino, ndo pode ser identificada por este
tipo de correlacdo. Para este residuo o seqlenciamento continuou através das
correlacbes do residuo aH i-1 com o a ou & da prolina posterior. Neste caso, quando
se observa a correlacdo com o a da prolina, a conformacdo encontrada € a cis,
enquanto que se a correlacado for com o 3, a prolina estda na conformacao trans. A
prolina é o Unico dos aminoacidos que possui a cadeia lateral ciclizada, e o Unico

encontrado em quantidade consideravel nestas duas conformacdes. Desta forma, de
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acordo com a conformacdo assumida por este aminoacido na molécula, serao

encontradas conectividades diferentes.
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Figura 24. Correlagao do hidrogénio a da prolina com o hidrogénio do aH i-1 (tirosina).




REsSuULTADOS E DISCUSSOES 65

As correlagdes encontradas permitiram concluir de que o peptideo possuia a
prolina em sua forma cis. O peptideo com as correlagbes encontradas no

experimento de NOESY esta representado na Figura 25.

OH
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Leu7 Hzc (o) 2
CH;
N
2
H \_,H 0
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H3C H H N\
Leug \ ( /CH’CH3
CH q
/¢ NH /N \uN H.C
Hs;C H, Ho L H o3 Leus
N
0 H
CH (0] Glyy
7~
H3C “CH;
Vals

Figura 25. Peprideo Polianina A com correlagoes NHi-aH. 4.

Os dados obtidos mostraram que este peptideo corresponde a Polianina A.
Apesar deste peptideo ja ter sido descrito na literatura (GUETTE et al, 1999) foi a

primeira vez que foi isolado para a espécie Jatropha curcas L.
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5.4.2 Peptideo A

Os dados da fragmentacao da estrutura do peptideo A por MS-MS nao
possibilitaram informacdes suficientes para a conclusdo da seqiéncia. A
interpretacdo do espectro de massas mostrou que, além dos residuos obtidos pela
analise de aminoacidos, ha a presenca de um triptofano na cadeia, pois 0 espectro
de massas apresentou uma diferenca de aproximadamente 186 g/mol, entre a soma
dos pesos moleculares dos residuos encontrados na analise de aminoacidos e do
peso molecular obtido. Foram necessarias, portanto, anélises em RMN para concluir

a sequéncia deste peptideo.

5.4.2.1 Ressonancia Magnética Nuclear

Foram realizados experimentos de RMN na obtencao de espectro de TOCSY
e NOESY. A amostra foi preparada mediante diluicdo do peptideo puro em DMSO-ads
(5,0 mg em 1,0 mL), e depositada em tubo de ressonéncia. Primeiramente foi feito
um espectro de TOCSY 2D que revelou os desvios quimicos correspondentes a

cada residuo de aminoacido da estrutura (Figura 26).

S-Leu@ 3-Leu @S-Leu f d-Leu &-Leu

B-Leu
oy B-Leu

2,04

@i a8

H1i

50-Trp
3,0 ¥
gy 3-Trp

a-Gly
@D o-Leu @ a-Gly
@ a-Gly

o-Leu

4,0

[S§o-Trp

a-Leu ED o-Asn G w-Asn

Figura 26. Espectro TOCSY 2D, mostrando a identificagdo de cada aminoacido na regido NH
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na regiao de 7.0 a 9.0 ppm para um peptideo de 8 residuos. Este comportamento
pode ser justificado pela presenca de mais de uma conformagéo do peptideo em
solugéo, devido ao residuo de prolina, que pode assumir as conformacdes cis ou

trans em solugédo, como descrito anteriormente.

entre 3.0 a 5.0 ppm, foram observados dois conjuntos de sinais que poderiam

O espectro de TOCSY revelou um numero de sinais maior do que o esperado

De fato, apds a interpretagdo dos desvios quimicos na regido de correlacao

corresponder as duas conformagdes possiveis da prolina (Figura 27).

H1i

2,0

3,09

404

B, /B, /1, v, I-Pro,

B, /B, /v, v, /-Pro

4,60

4,0

420

H1

1,00

3,80

3,60

quimicos encontrados, desta forma, a Tabela 2 apresenta o conjunto A e B, que

significam as atribuigcbes feitas a todos os sinais encontrados no espectro de

Figura 27. Espectro TOCSY 2D mostrando os sinais referentes ao residuo de prolina.

TOCSY.

Dois conjuntos de valores foram assinalados correspondendo aos desvios
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Tabela 2. Dados do espectro de 'H

Residuo OH Residuo ou
A B

gly1 H-N 8,59 gly1 H-N 8,52
al 3,9 al 3,74
a2 3,52 a2

leu2 H-N 7,6 leu2 H-N 8,22
a 4,23 a 4,09
B 1,47 B 1,42
p p
Y 1,64 Y 1,56
) 0,8 ) 0,8

leu 3 H-N 8,17 leu 3 H-N 7,75
a 3,94 a 3,95
B 1,54 B 1,56
) 0,8 ) 0,8

asn4 H-N 7,48 asn4 H-N 7,13
a 4,37 a 4,45
B 2,61 B 2,61
B - B 2,43

leu5 H-N 7,89 leus H-N 8,48
a 3,82 a 3,75
B 1,48 B 1,28
Y 1,33 Y 1,14
) 0,74 ) 0,7

trp6 H-N 7,93 trp6 H-N 8,3
a 4,3 a 4,37
B 3,23 B 3,23
B 2,9 B 2,95

aly7 H-N 7,33 aly7 H-N 7,64
al 3,9 al 4,04

pro8 H-N nao tem a2 3,56
a 424 pro8 H-N nao tem
B 2,7 a 4,46
B 1,8 B 2,23
Y 1,95 B 1,8
Y 1,87 Y 1,93
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Novamente a relacdo inter-residuo NH;-aHi.1 foi utilizada para a conclusdo da
seqliéncia dos aminoacidos na cadeia. O niumero de sinais maior do que o esperado
para este peptideo possibilitou 0 sequenciamento da mesma cadeia por meio da
utilizacdo de dois conjuntos diferentes de sinais. De fato, o espectro de NOESY
mostrou a correlacdo entre o hidrogénio o do residuo anterior, tanto com o
hidrogénio o quanto com o 8 da prolina na regidao entre 3.0 a 5.0 ppm, indicando a
presenga das duas conformagbes possiveis da prolina, € consequentemente 2
estruturas tridimensionais diferentes para este peptideo (Figuras 28 a 30).

As Figuras 28 e 29 mostram o sequienciamento no qual a prolina encontra-se

na conformacao trans.
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Figura 29.Espectro de NOESY mostrando as correlagbes que caracterizam a prolina da conformagéo
trans.
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Nas Figuras, 30 e 31, esta representado o outro seqiienciamento, no qual os
sinais que correlacionam a glicina com o residuo de prolina sdo caracteristicos de

conformagéo cis.
EXUE

NH-Leu5

3,904
a-Leu5

4,40

 NH.TrpE
8,60 840 oTrpe 820

6,80

Figura 30. Seqienciamento do peptideo 4a por NOESY 2D utilizando alguns sinais diferentes do
primeiro sequenciamento.

a -pro8
L — e

80 70 60 50

Figura 31. Espectro de NOESY mostrando uma das correlagbes que caracterizam a prolina da
conformacgéo cis.

As correlagdes encontradas permitiram concluir de que o peptideo possuia a
prolina em sua forma cis ou trans. O peptideo com as correlagdes encontradas no

experimento de NOESY esté representado na Figura 32.
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Figura 32 . Peptideo A com correlagées NH-aH,.;.

Ao fim da elucidacao pelos espectros de RMN, a seqiiéncia encontrada foi a

seguinte:

I— Gly-Leu-Leu-Asn-Leu-Trp-Gly-Pro J

O peptideo, de estrutura inédita, foi denominado Jatrofidina I.
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A formula molecular considerando os dados obtidos foi de C4oHgaN19Oo.

Abaixo estdo duas representacdes da estrutura desenhadas no software Chemdraw

Ultra 10.0.
Sy
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Figura 33. Estrutura do peptideo ciclico Jatrofidina I, seqliéncia de aminodcidos em duas e trés
dimensoées.

5.5 Estudo de dinamica molecular

Os experimentos de dindmica molecular aliados a metodologia de simulated
annealing nos permitiram descrever o comportamento dindmico da orientagcdo do
residuo prolina, demonstrando que mesmo dentro de uma mesma orientacdo o
peptideo pode adotar conformagdes parecidas, porém levemente diferentes. Além
disso, podemos concluir que as orientagdes do residuo prolina podem se
interconverter e, assim, alterar a conformagao do peptideo de um estado para o
outro, o que ajuda a explicar os dados obtidos por NOESY. Essa visualizagdo nao
seria possivel mediante o uso de modelagem molecular, que permitiria a
visualizacdo de apenas um modelo estatico levando-se em conta a orientagdo do
residuo prolina. Como os experimentos de NOESY demonstraram que ha uma
mistura de conformacdes, o estudo de dindmica molecular mostrou-se eficiente para

a explicacdo dos dados experimentais.

Baseando-se nos espectros de NOESY, as distancias dos hidrogénios do
peptideo Jatrofidina | foram travadas de forma a obter o residuo de prolina tanto na
posicao cis quanto frans. Isso foi feito por meio da adicdo de parametros na

topologia da conformacdo do peptideo. Posteriormente, foi realizado o simulated

72



REsSuULTADOS E DISCUSSOES

annealing (AS) no pacote GROMACS de simulagdo de dindmica molecular para

obtengao dos provaveis conférmeros de menor energia livre em solugao.

Estes estudos originaram duas ilustracdes das provaveis conformacoes
assumidas pelo peptideo, considerando-se a hipétese de uma conformacao cis e

trans para a prolina.

Figura 34. A- Sobreposicao de 10 conformagdes do peptideo Jatrofidina I, em 2 orientagdes
diferentes, contendo as violagbes mais baixas das restricbes H-H, obtidas do SA/MD. B- Conférmeros
cis e trans de Jatrofidina I.

5.6 Sintese peptidica em fase soélida

Para realizar a sintese dos peptideos ciclicos de Jatropha, primeiramente foi
utilizada a estratégia de sintese em fase sélida para a obtencao da cadeia linear, e
posteriormente houve uma reacgdo de ciclizacdo “cabeca-cauda” em solucao, para a
obtencao do ciclopeptideo.

As sinteses foram efetuadas utilizando a resina (suporte sélido) Fmoc-Gly-
Wang. A resina Wang é um suporte de poliestireno funcionalizado com o grupo 4-
hidroximetilfenoxi. Este grupo permite a ligacdo do primeiro aminoacido a resina,
sendo esta ligagcao labil a acidos. A ligacao da glicina a resina Wang ocorre através
da reagdo de esterificagdo entre o grupo OH do linker e o aminoacido glicina
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protegido com um Fmoc (grupo fluorenil-9-metiloxicarbonil) (Figura 35), obtendo-se
ao final da sintese o peptideo com o grupo C-terminal na forma de carboxilato. Neste
trabalho, a resina foi adquirida j& com o residuo Fmoc-glicina acoplado a resina,
sendo necessaria somente a retirada do grupo protetor Fmoc para que o préximo

residuo da cadeia fosse acoplado.

Fmoc-gly Resina Wang

Resina Fmoc-gly-wang

Figura 35. Esquema simplificado da obtencdo de uma resina Fmoc-Gly-Wang

Para o elongamento da cadeia, um aminoacido com o o-amino grupo
protegido, reage através do grupo carboxila com o grupo a-amino do aminoacido
ligado ao suporte, e em seguida, o protetor temporario é removido e o préoximo
aminodcido acoplado. A remogao do grupo protetor Fmoc (desprotegéo) € realizada
por uma base (amina secundaria), que através de uma reacdo de eliminagdo remove
este grupo, deixando o carboxi terminal do aminoacido livre para o ataque
nucleofilico do nitrogénio do residuo posterior da sintese. Estas etapas sao repetidas
até que todos os residuos da cadeia estejam ligados. Apds a obtengédo do peptideo
desejado, o polimero e os protetores das cadeias laterais sdo entdo removidos pelo

TFA (Figura 36) e separado mediante filtracao (Figura 37).
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v
Wang Resin

Figura 36. Clivagem do grupo Fmoc por piperidina (que ocorre ao final de cada reagdo de
acoplamento), e locais aonde a clivagem acida ocorre apds o término da seqliéncia. Essas reagées
sdo realizadas separadamente.
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Figura 37. Esquema simplificado da sintese peptidica em fase sdlida.A cadeia linear é sintetizada sob
0 suporte sdlido através de reagées de acoplamento e desprotecdo. Ao final a cadeia linear é clivada
da resina e posteriormente submetida a reagdo de ciclizagao da cadeia.
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O protocolo das sinteses realizadas pode ser representado pelo seguinte esquema:

Figura 38.Protocolo de sintese em fase sélida empregado.

5.6.1 Sintese do peptideo Jatrofidina |

A sintese do peptideo Jatrofidina | foi proposta objetivando obtencdo de mais
material para a realizacao de estudos biol6gicos, visto que o primeiro isolamento a
partir da planta nao resultou em bons rendimentos.

Foi realizada a sintese de uma cadeia analoga a elucidada: GLLNLWGP,
utilizando-se resina do tipo Fmoc-Gly-Wang, com grau de substituicdo de 0,66
mmol/g, o que significa que em 1g de resina pesada havia 0,66 mmol de aminoacido
ligado. A escala utilizada foi para a obtencao de 48,0 mg de peptideo, o que resultou

em escala de 0,2 mmol para a sintese. Seguem os calculos:

L 1 molpeptideo """" 850,00 g

0,1 mmolpepﬁdeo“' 85,1 mg

Como o rendimento da sintese normalmente € por volta de 30% seriam

obtidos aproximadamente 25 mg de peptideo. Para 50 mg, a escala foi de 0,2 mmol.
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Assim, a quantidade de aminodacidos pesados foi 0 equivalente a 0,4 mmol,
um excesso de 2x do aminoacido para aumentar o rendimento da reacdo de
acoplamento. A massa de resina utilizada foi de 0,303g e a massa de cadeia linear
obtida foi de 151,8 mg, que corresponde a um rendimento de 87,7%.

Apés o término da sintese da cadeia linear, o suporte solido foi separado do
peptideo por meio de clivagem acida, utilizando-se o TFA, que cliva
simultaneamente a resina e os protetores das cadeias laterais dos aminoéacidos.

Para a ciclizacdo da cadeia, 100 mg do peptideo linear foram solubilizados
em DMF para a obtencdo de uma solucdo de concentracdo 1mM, e posteriormente
foi adicionada uma solugédo com os agentes acoplantes HOBt, HBTU e a base DIEA.
A base é necesséria para desprotonar o HBTU, cuja forma ativa é a desprotonada.
Durante a reagéo, houve monitoragéo do pH, que permaneceu basico.

Apods 2 horas de reacgao, a solugao foi transferida para um funil de separacao
e particionada com acetato de etila. A fragcdo acetato de etila da particdo foi entdo
concentrada e purificada em gradiente 35 a 60% de B em 120 minutos e analises em
isocratico de 38% de B em 7 minutos. A massa de peptideo ciclico obtido,
denominado WAQ717 foi de 18,0 mg.

A Figura 39 mostra a comparacgao do perfil cromatografico da cadeia linear e
do peptideo apds a ciclizacdo. Pode-se observar que ha um aumento no tempo de
retencdo do peptideo ciclico em relagdo ao linear, pois a ciclizagdo diminui a

polaridade da substancia.
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Figura 39. Cadeia peptidica linear (verde), e apds a ciclizagdo (vermelho).
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Figura 40. Analogo sintético da Jatrofidina |.

O tempo de retencao apresentado para o WA0717 € o mesmo do peptideo

Jatrofidina I, 0 que comprovou a eficiéncia da sintese.
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5.6.2 Sintese do peptideo Jatrofidina | com D-aminoacidos

Foi proposta a sintese de outro analogo de cadeia do peptideo ciclico
Jatrofidina |, porém com a utilizagdo de aminoacidos de configuragao D.

O mesmo protocolo descrito para o WAQ0717 foi empregado. Foi utilizada uma
quantidade de 0,730g de resina Fmoc-Gly-Wang com grau de substituicado 0,55
mmol/g, com escala de 0,4mmol, e método de acoplamento DIC/HOBt. Foram
obtidos 300,0 mg de peptideo linear, que corresponde a um rendimento de 86,3% .

Para a etapa de ciclizagéo foram utilizados 200 mg do peptideo linear. Apds a
particdo com acetato de etila, foi realizado um clean up da amostra, visto que
produtos de reacgdes colaterais encontravam-se em grande quantidade, dificultando

a purificacdo. Apés o clean up, foi obtida uma massa de material de 60 mg.

Retention Time

“olts

Figura 41. Perfil cromatografico da Jatrofidina | com D-aminodcidos linear (verde) e ciclica
(vermelho).

Este peptideo foi submetido a 2 purificacées, porém nao foram obtidas
fragbes com grau de pureza acima de 90%. O material foi armazenado para uma

proxima tentativa de purificagdo e também foi enviado para ensaio de inibigdo de
proteases.
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5.6.3 Sintese do peptideo Polianina A com D-aminodcidos

Também foi realizada a sintese do peptideo Polianina A com D-aminoacidos
para envio a ensaios biologicos. Utilizando-se o mesmo protocolo, foi empregada
uma massa de 0,730g de resina, com grau de substituicdo de 0,55 mmol/g. Foram
obtidos 210,9 mg de peptideo linear, com rendimento de 68,12%. Para a etapa de
ciclizacao foram utilizados 139 mg do peptideo linear, resultando em 93,7mg de
material ciclico bruto denominado D-polianina A BR(Figura 42).

O ciclopeptideo bruto foi purificado utilizando-se gradiente convexo de 40 a
70% de B, e as analises foram feitas em isocratico 50% de B em 12 minutos. Foram

obtidos 29,0 mg de D-polianina A puro (Figura 43).
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Figura 42. Perfil cromatografico do peptideo D-polianina A bruto.
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Figura 43. Perfil cromatografico do peptideo D-polianina A puro.

5.7 Testes bioldgicos

5.7.1 Ensaio de inibigcdo fluorimétrica de proteases

5.7.1.1 Ensaio de inibicao da subtilisina e pepsina

Os peptideos sintéticos puros D-Polianina e D-Jatrofidina ciclicos e lineares
foram testados no ensaio de inibigdo das proteases pepsina e subtilisina. Os
resultados estdo demonstrados na Tabela 3.
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Tabela 3. Inibicdo das enzimas pepsina e subtilisina

Amostra Pepsina Subtilisina
%l
Peptideos 1pg/mL  0,1ugmL 1ug/mL 0,1 pugmL
D-Polianina Linear 49,40 38,97 nd 18,69
D-Polianina Ciclica 17,23 14,83 0 0
D-Jatrofidina Linear 1,55 0,03 nd 28,26
D-Jatrofidina Ciclica 48,21 34,33 0 0

Inibidores padréao
Pepstatina (12,5 uM) 54,93

Aprotinina (50 uM) 37,36

Interessantemente, a D-Polianina linear e a D-Jatrofidina ciclica apresentaram
significativa atividade inibitéria especifica sobre a pepsina, sem alterar, no entanto, a
atividade inibitéria da subtilisina. A relagdo entre a diferenca das estruturas da D-
Polianina linear e da D-Jatrofidina ciclica e semelhanca entre suas atividades devem
ser investigadas futuramente em experimentos de rela¢do estrutura-atividade.

Os resultados mostraram que os peptideos testados apresentaram atividade
seletiva sobre a pepsina, sem alterar a atividade da subtilisina. Estas proteases
pertencem a diferentes familias, proteases asparticas e serinicas, respectivamente,
que estdo relacionadas com distintas atividades na manutengcdo do organismo
humano ou com o desenvolvimento de doengcas. Como exemplos de proteases
asparticas de interesse farmacoldgico podemos citar a protease do virus HIV e a
renina, e a protease do virus da hepatite C e a elastase, para proteases serinicas.

Considerando-se que as proteases de uma mesma familia mantém em seu
sitio catalitico os mesmos residuos de aminoacidos, estes ensaios enzimaticos

podem ser utilizados num pré-screening de substancias ativas.
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5.7.2 Avaliacao da atividade antimalarica

O peptideo Polianina A foi descrito na literatura como uma estrutura de

atividade antimalarica, sendo, portanto, submetido a este teste.

Andlise dos complexos entre heme-substancia usando espectrofotometro.

A mudanga na banda Soret depende do pH, da polaridade do solvente e da
natureza do ligante que interage com a porfirina. Na presenca de cloroquina (Figura
45a) é possivel perceber uma diminuicdo da banda Soret, que pode ser atribuida a
formagao de complexo (doador-aceptor) entre estas moléculas. (DASCOMBE et al.,
2005)

O peptideo testado, (Figura 44), que ndo apresenta um valor considerado de
absorbancia na concentragao de 25 pM entre 350-450 nm, linha em amarelo (Figura
45b), evidenciou in vitro um aumento considerado da banda Soret do heme,
indicando que o0 mesmo esta interagindo com o heme. Compostos de amdnio Bis-
quaternario, que exibem potente atividade in vitro nas cepas do Plasmodium (ICsp=
25 nM) e sado considerados uma nova classe de antimalaricos promissores, ligam-se
ao heme causando um aumento considerado na banda Soret do heme. (BIAGINI et
al., 2003)
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Figura 44. Estrutura do peptideo pohlianina A (C3gHg1N;Os).
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(@) (b)

Figura 45.Variagées do espectro de UV da hemina em presenca de diferentes concentragées de
cloroquina (a) e do peptideo (b).

5.7.3 Avaliacao da atividade antifungica

A atividade antifungica dos peptideos isolados de Jatropha curcas foi avaliada

com 4 linhagens. Os resultados estdo expostos na Tabela 4.

Tabela 4.Valores de CIM* para os peptideos, testados contra diferentes espécies de fungos.

- Candida ) , Candida Cryptococcus
Fragdo albicans Candida krusei parapsilosis nt}a/gformans
CIM CIM CIM CIM
Jatrofidina | 0,147 0,147 0,147 0,147
Polianina A 0,165 0,165 0,165 0,0429
fluconazol 0,0163 0,051 0,000815 0,01275

* Concentracéo inibitéria minima, em pmol/mL

De acordo com a tabela, o teste mostrou resultados positivos para os peptideos.
A concentracdo inibitéria minima € alta quando comparada a substancias
comerciais, como por exemplo o fluconazol (de 0,000815umol/mL a 0,0163
umol/mL), porém, estudos extensos vem sendo feitos na tentativa de se descobrir

novas estruturas peptidicas antifingicas, incluindo quimica combinatéria e analises
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diferenciando a atividade entre estruturas ciclicas e lineares (MONROC, et al,
2006), o que vem a ser de grande valia para o estudo de peptideos ciclicos em

plantas quanto a esse aspecto.

5.7.4 Ensaio de Inibicao da Atividade da DNA girase

Para este ensaio foram utilizados os peptideos Jatrofidina | (Jatrof.) e
Ciclogossina B (CBC) (isolado de Jatropha gossypifolia) em concentracao de 150
uM. A DNA girase catalisa o superenovelamento do DNA plasmidial. O plasmideo
superenovelado migra mais na eletroforese, gerando uma banda caracteristica. No
caso de uma substancia inibidora da DNA-girase, a banda correspondente ao
plasmidio ndo aparece na corrida.

Com base nas fotografias obtidas do ensaio realizado (Figura 46), concluiu-
se que os peptideos testados ndo possuem atividade inibidora da enzima.

_
[ |
| o USRI o b it~ s |
| S ~ASENA T =N
I &l B &x DR b
| T ———— ]
[ e
[, T ]
[T T 0
[ 0 |
[ETF 0000 0 0 e
[ |
[N N 0 |
[ e |
[ ]
[ = 020 0 0 [ U
. 0
IETe a0 |
[ |
| o e @ o |
[T T, — T |
[EEE e T |
[ T |
[T 0000 T
[T Y |
(I 0000 |
[ - - |
[T e |

; “I

Figura 46. Resultado do teste de inibicdo de DNA-girase. Pogos: 1 (-)girase; 2 (+)girase 1U; Jatrof. —
Peptideo Jatrofidina I; CBC — Ciclogossina B ciclico.
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5.7.5 Avaliacao da atividade antioxidante
Os peptideos ciclicos WA0717, Polianina A e D-polianina A foram testados

quanto a atividade antioxidante. Para a avaliagcdo desta atividade, a rutina foi
utilizada como padrao positivo nos dois ensaios (Figuras 47 e 49).0s resultados
estao representados nas Figuras 48 e 50.

5.7.5.1 ABTS

Ensaio com o radical ABTS
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Figura 47. Atividade antioxidante do padréo rutina com ABTS.

Ensaio com o radical ABTS

20

- . /;
0 —2 =
e SPL1 e SPL2
0
- A
x \)\ e SPL3 e SPL4
-20 .

L —

% sequestro de DPPH
=

-30

-40

0 5 10 15 20 25
concentragdo ug/mL

Figura 48.Atividade antioxidante das amostras testadas com ABTS: SPL1 - WA0717; SPL2 —
Polianina A; SPL3 —D-polianina A; SPL4 —D-polianina A linear .
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5.7.5.2 DPPH

Ensaio com o radical DPPH
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Figura 49. Atividade antioxidante do padrao rutina com DPPH.
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Figura 50. Atividade antioxidante das amostras testadas com DPPH: SPL1 — WA0717; SPL2 —
Polianina A; SPL3 —D-Polianina A; SPL4 —D-Polianina A linear .

De acordo com os resultados apresentados, os peptideos testados nao

apresentam atividade antioxidante quando comparados ao padréao rutina utilizado.
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5.8 Validacao de Método para Analise do perfil ciclopeptidico da espécie
Jatropha curcas L.

Segundo a resolugdo n° 899 da ANVISA, o objetivo de uma validagido é
demonstrar que o método utilizado é apropriado para a finalidade pretendida, ou
seja, a determinagdo qualitativa, semi-quantitativa e/ou quantitativa de farmacos e
outras substancias em produtos farmacéuticos. A validagdo deve garantir, por meio
de estudos experimentais, que o método atenda as exigéncias das aplicacdes
analiticas, assegurando a confiabilidade dos resultados.

Desta forma, para demonstrar a confiabilidade da quantificagdo de
determinada substancia em um extrato, 0 método desenvolvido para analise deve
passar pelos seguintes ensaios: especificidade, linearidade, intervalo, precisdo
(repetibilidade), exatidao e robustez.

Para o caso da quantificacao dos peptideos ciclicos de Jatropha curcas L.,
todos os ensaios foram realizados visando a confiabilidade do método para a
avaliacao do perfil ciclopeptidico. Devido a presenga de dois peptideos ciclicos, os
testes foram realizados para cada um deles, com o objetivo de validar um método

capaz de quantificar as duas substancias simultaneamente.

5.8.1 Preparacao da amostra para analise

O extrato utilizado para a validagao do método foi a fase acetato de etila da
particao do latex da planta. Para a obtencdo da amostra, inicialmente 0,5 mL(V1) de
latex foram solubilizados em 4 mL de agua (8xV1), com 4 gotas de etanol; a mistura
foi entdo particionada com 10 mL (20xV1) de acetato de etila 5 vezes. O extrato foi
submetido aos ensaios exigidos para a validacao do método.

5.8.2 Especificidade e seletividade

Estas propriedades se relacionam com a capacidade do método em detectar
e quantificar um composto (marcador) na presenga de outros componentes, tais
como impurezas, produtos de degradacao e componentes da matriz. Os requisitos
necessarios para a avaliagdo destes itens sdo o monitoramento do grau de pureza
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do analito por detectores especificos como detector ultravioleta com arranjo de
diodos (DAD) ou massas.

Primeiramente o extrato e os peptideos puros foram analisados em um
gradiente exploratério de 5-95% de solvente B em 30 minutos. De acordo com o
espectro observado, foi desenvolvido um método isocratico de 45% de B em 12
minutos. Os peptideos ciclicos Jatrofidina | e Polianina A foram monitorados no
método analitico pelo detector DAD e o grau de pureza e a validade do método
foram confirmados (Figura 51).

As condicdes utilizadas foram: coluna C-18 — Juapiter 5u C-18 300A —
Phenomenex — P/N° 00G-4053 — EO — S/N 357630-6 — dimensdes 250 x 4,60mm,
fluxo 1mL/min, volume injetado: 20uL, fase mével: ACN com 0,036% de TFA e H>O
com 0,045% de TFA (50/50). Cromatografo liquido de alta eficiéncia SHIMADZU —
PROMINENCE SPD M20A - Diode Array Detector; auto sampler SIL-20A; CBM
20A; Degasser PROMINENCE — DGU — 20A; ; forno CTO-20A/20AC e bombas LC —
20AT.

(n\l

Jatrofidina | Jatrofidina |
«indice de pureza : «indice de pureza do
1,000000 1,000000

“Impureza: no detectada “Impureza: no detectada

(h

Figura 51. (a) Cromatograma do extrato da particdo do latex com acetato de etila mostrando a
detecgdo dos peptideos Jatrofidina | e Polianina A e verificagdo da pureza dos picos; (b) Espectro de
absorgéo UV.
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5.8.3 Linearidade e Intervalo

Estes parametros comprovam a capacidade da metodologia de demonstrar
que os resultados obtidos sdo diretamente proporcionais a concentracao do analito
na amostra, dentro de um intervalo especificado. Esse parametro pode ser
demonstrado pelo coeficiente de correlagcéo do grafico.

Para a obtencdo destes dados, a construgdo de uma curva de calibragéo
deve ser realizada em triplicata com no minimo cinco concentra¢des diferentes e o
critério minimo aceitavel do coeficiente de correlacdo R? deve ser de no minimo
0,99.

Os peptideos Jatrofidina | e Polianina A foram utilizados como padrbées na
construcao das curvas de calibragdo. As curvas foram geradas com as seguintes
concentragdes: 0,250; 0,125; 0,0625; 0,030; 0,015; 0,006 mg/mL. Os
cromatogramas obtidos estdo representados na Figura 52 e 54. O coeficiente de
linearidade (R?) encontrado para os peptideos foi de 0,9999387 para Jatrofidina | e
0,9994098 para Polianina A. Os resultados obtidos foram submetidos a tratamento
estatistico (Tabelas 5 e 6).

5.8.3.1 Polianina A - curva de calibracao e tratamento estatistico
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Figura 52. Cromatogramas das diferentes concentragdes do peptideo Polianina A realizadas em
triplicata em ordem crescente de concentragéo. a — 0,005; b — 0,015; ¢ — 0,030; d — 0,0625; e — 0,125;
f—0,25 mg/mL.
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Figura 53. Grafico da curva de calibragdo de diferentes concentragées de Polianina A.

Tabela 5. Tratamento estatistico das areas obtidas das diferentes concentragoes.

Desvio

Concentracao ?Efe?:: Média Desvio  Padrao

(mg/mL) Padrao Relativo

mAU) ()

(%)
0,25 3892580

0,25 3900767 3901579 9,431,595 0,241738
0,25 3911391
0,125 2073740

0,125 2083921 2082574 8,243,734 0,395844
0,125 2090061
0,0625 1053271

0,0625 1054786 1055358 2,423,920 0,229678
0,0625 1058017
0,03 518045

0,03 520915 521017 3,023,777 0,580361
0,03 524090
0,015 250752

0,015 252464 252898 2,391,807 0,945761
0,015 255476
0,005 80222

0,005 86374 89806 11684,28 1,301
0,005 102822
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5.8.3.2 Jatrofidina | — curva de calibracao e tratamento estatistico
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Figura 54.Cromatogramas das diferentes concentragbes do peptideo Jatrofidina | realizadas em
triplicata em ordem crescente de concentragdo.a — 0,005; b — 0,015; ¢ — 0,030; d — 0,0625; e — 0,125;

f—0,25 mg/mL.
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Figura 55. Gréafico da curva de calibragao de diferentes concentragées de Jatrofidina I.

Tabela 6.Tratamento estatistico das areas obtidas das diferentes concentragdes.

Desvio
Concentracao I(:{Ersego:;? Area Desvio  Padrao
(mg/mL) Padrao Relativo
mAU) o
(%)
0,25 5571829
0,25 5565322 5580241 20464.38 0,366729
0,25 5603570
0,125 2835594
0,125 2831960 2842282 14842,58 0,522206
0,125 2859292
0,0625 1428321
0,0625 1428429 1430095 2,980,147 0,208388
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0,0625 1433536

0,03 698793
0,03 701021 700991 2,184,004 0,311559
0,03 703160
0,015 333198
0,015 333623 334108 1,226,293 0,367036
0,015 335502
0,005 109273
0,005 110447 110476 1,217,601 1,102,142
0,005 111708

O tratamento estatistico € o que vai conferir confiabilidade a curva de
calibragéo obtida. O desvio padrao é o objetivo final destes célculos, e deve possuir
um valor menor do que 5%. Como se pode verificar, o valor do desvio padrao ficou

na faixa desejada, o que validou as curvas de calibragdo dos peptideos.

5.8.4 Limite de deteccao

O limite de deteccao corresponde a menor concentragdo do analito que pode
ser detectada, mas nao necessariamente quantificada, sob condigbes estabelecidas.
O valor é estabelecido por meio da analise de solugbes de concentracoes
conhecidas e decrescentes do analito, até o menor nivel detectavel. No caso de
métodos instrumentais, a estimativa do limite de deteccao pode ser feita com base
na relacao de 3 vezes o ruido da linha de base, ou seja, calcula-se a concentragao
que a area do ruido corresponde, e o limite de deteccao é este valor multiplicado por
3.

5.8.4.1 Polianina A

Para a obtencdo do limite de deteccdo para a Polianina A, dois
cromatogramas do peptideo com concentragcdo 0,005mg/mL foram analisados, e a
area do ruido foi detectada (Tabela 7).
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Figura 56. Cromatograma do padrdo Polianina A na concentragdo de 0,005mg/mL.

Tabela 7. Resultados do limite de detecgcédo - Polianina A

A Concentracao Media da~
Area do Média da area - , Concentracao
: . equivalente do ruido .
Ruido do ruido (mg/mL) Equivalente do
g Ruido (mg/mL)
2095 2056,5 9,482 x 10° 9,308 x 10°
2018 9,133 x 10°

Limite de Deteccao (concentracao):2,792 x 10-4 mg/mL
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5.8.4.2 Jatrofidina |

O mesmo procedimento descrito anteriormente foi aplicado, os dados estao
representados na Figura 57 e na Tabela 8.

Figura 57.Cromatograma do padréo Jatrofidina | na concentragao de 0,005mg/mL.

Tabela 8. Resultados do limite de detecgao — Jatrofidina |

~ Média da
- , Concentracao =
Areado Mediada areado equivalente do ruido Concentragao
Ruido ruido (mg/mL) qulvalente do
Ruido (mg/mL)
1937 2017 8,767 x 10° 9,119 x 10°
2097 9,471 x10°

Limite de Deteccdo (concentragdo): 2,735 x 10 mg/mL

5.8.5 Limite de Quantificacao

Limite de Quantificacdo é a menor quantidade do analito na amostra que pode
ser quantificada pelo método com precisao e exatidao.

O limite de quantificacdo é determinado pela relacdo de 10 vezes o ruido da
linha de base. Os valores dos limites de quantificagdo dos dois peptideos estédo
expostos nas Tabelas 9 e 10.
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5.8.5.1 Polianina A

Tabela 9. Resultados do limite de quantificagdo — Polianina A.

Média da
) Concentracao Concentracao
Areado | Média da area do | equivalente do ruido Equivalente do
Ruido ruido (m%/mL) Ruido (mg/mL)
2095 2056.5 9,482 x 10° 9,308 x 10™
2018 9,133 x10°

Limite de Quantificacdo (concentragcdo):9,308 x 10 mg/mL

5.8.5.2 Jatrofidina |

Tabela 10. Resultados do limite de quantificacdo — Jatrofidina |.

Concentracao
] equivalente
Area do | Média da area do do ruido Média da Concentracao
Ruido ruido (mg/mL) Equivalente do Ruido (mg/mL)
1937 2017 8,767 x10° 9,119 x 10°
2097 9,471 x10°

Limite de Quantificacdo (concentracdo):9,119 x 10 mg/mL

5.8.6 Precisao

A analise de Precisao esta dividida em trés etapas: repetibilidade (precisao
intra-corridas), precisdo intermediaria (precisdo inter-corridas) e reprodutibilidade,
sendo solicitado somente a repetibilidade para analises de matéria-prima.

5.8.6.1 Repetibilidade

Este pardmetro avalia a concordéncia entre os resultados dentro de um curto
periodo de tempo, com andlises realizadas pelo mesmo analista e com a mesma
instrumentacéo.

Para a medida da repetibilidade, sao verificadas andlises da amostra em 3
concentragdes diferentes (baixa, média e alta), cada uma analisada em ftriplicata. A
repetibilidade é expressa como desvio padréao relativo (DPR) e o valor maximo
aceitavel é de <5%.

A formula para o céalculo do DPR é:
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DPR = desvio padrao/ conc. média experimental x 100
Trés concentracdes diferentes de extrato foram analisadas: Baixa — 0,25
mg/mL (Figura 58) ; Média — 0,50 mg/mL (Figura 59); Alta — 1,0 mg/mL (Figura 60),
todas injetadas em triplicata.
Os calculos de desvio padrao foram tratados separadamente para os dois
padroes e estdo representados nas Tabelas 11 e 12.

e (Concentracao Baixa (0,25 mag/mL da fracdo resultante de extracdo do latex de

Jatropha curcas L. com acetato de etila):

Figura 58. Cromatogramas obtidos com concentragdo 0,25mg/mL.
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e Concentracdo Média (0,50 mg/mL da fracdo resultante de extracdo do latex

de Jatropha curcas L. com acetato de etila):

Figura 59.Cromatogramas obtidos com concentragdo 0,50mg/mL.
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e Concentracdo Alta (1,0 mg/mL da fracdo resultante de extracdo do latex de

Jatropha curcas L. com acetato de etila):

Figura 60. Cromatogramas obtidos com concentracdo 1,0 mg/mL.

Tabela 11. Tratamento estatistico dos dados obtidos para precisdo— Polianina A

Concentracao Resposta Valor de x Média Desvio Desvio
da amostra (area) | (concentracao) ‘ Padrao Padr?o‘
Relativo
0,25 1027146 0,06256
0,25 1031119 0,06281 0,06297 0,00050922  0.81%
0,25 1042597 0,06354
0,5 2131942 0,13315
0,5 2173235 0,13579 0,13456333 0,00132986 0,98%
0,5 2153142 0,13475
1,0 4233399 0,26742
1,0 4246419 0,26825 0,26589333 0,00338857  { 27%

1,0 4148748 0,26201
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Tabela 12. Tratamento estatistico dos dados obtidos precisdo — Jatrofidina |

Concentracao Resposta Valor de x Média Desvio 5:3;’5'2
da amostra (area) (concentracao) Padrao Relativo
0,25 740876 0,03233
0,25 740630 0,03232 0,03237  7,8102E-05 0,24%
0,25 743722 0,03246
0,5 1542306 0,06823
0,5 1544306 0,06832 0,06831667 8,5049E-05 0,12%
0,5 1546227 0,0684
1,0 3009951 0,13396
1,0 3018618 0,13435 0,13425  0,00025515 0,19%
1,0 3020681 0,13444

5.8.7 Exatidao

E a proximidade dos resultados obtidos pelo método em estudo em relacdo
ao valor verdadeiro.

Para o teste de exatidao, deve-se fazer o método da adicdo de padrao, no
qual, quantidades conhecidas de um padrdo sdo adicionadas na amostra a ser
analisada e em seguida, esse padrao € quantificado.

Deve ser determinada depois do estabelecimento da linearidade e intervalo
do padrao e verificada com 3 concentracoes diferentes (baixa, média e alta) com
triplicata de cada uma delas. A exatiddo é calculada como porcentagem de

recuperacao do analito na amostra.
Exatidao = conc. Experimental recuperada/ conc. tedrica x 100

Novamente os peptideos foram tratados separadamente, seguindo os

resultados:

5.8.7.1 Polianina A

Primeiramente foi realizada uma analise cromatografica em duplicata do
mesmo extrato avaliado no teste de precisdo na concentracdo 0,5 mg/mL, esta

amostra foi considerada como sendo o “branco”’,e a concentragdo tedrica do
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peptideo polianina A considerada foi de 0,005mg/mL. Utilizando-se a equacdo da
retay = 1,55 x 10’ x + 155082 obtida no grafico da curva de calibragdo, onde y =
area do pico e x = concentracao, foi determinado uma concentracido de 0,002mg/mL
do peptideo Polianina A contido em 0,5mg/mL da amostra analisada. Foram feitas
trés fortificacdes com o peptideo puro ao branco, sendo a primeira fortificacao de
concentragdo baixa: 0,0125 mg/mL, a segunda de concentragdo intermediaria:
0,0325mg/mL e a terceira fortificacdo de concentracdo alta: 0,225mg/mL. As trés
fortificacbes foram analisadas em triplicatas (Tabela 13) e a porcentagem de

recuperacao de cada concentracdo foi:

e Concentracdo Baixa (0,0125 mg/mL):

Exatidao= (0.011996667/0,0125) x 100 = 95,97%

e Concentracao Média (0,0325 mg/mL):

Exatidao= (0.034056667/0,0325) x 100 = 104,78%

e Concentracao Alta (0,225 mg/mL):

Exatidao= (0.236736667/0,225) x 100 = 105 %

Tabela 13.Tratamento dos dados obtidos das analises de fortificagdo de extratos de Jatropha curcas
L. — Polianina A.

~ = Concentracao

Concentrad®  frea  Media  Concentraso ygq recug::{e:t)i(ag @

0,005 80078 0,00191

0,005 82514 81874,33333 0,00207 0,00202667

0,005 83031 0,0021 (X)

0,0125 268070 0,01397

0,0125 267358 268958,3333 0,01392 0,01402333 0,011996667

0,0125 271447 0,01418 (Y)

0,0325 609086 0,03608

0,0325 604877 610651,6667 0,03581 0,03608333 0,034056667

0,0325 617992 0,03636 Y)

0,225 3767761 0,2408

0,225 3716108 3736381,333 0,23745 0,23876333 0,236736667

0,225 3725275 0,23804 (Y)
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5.8.7.2 Jatrofidina |

Da mesma forma realizada para o peptideo Polianina A, foi realizada uma
analise cromatografica em duplicata do mesmo extrato avaliado no teste de precisao
na concentragéo 0,5 mg/mL, esta amostra foi considerada como sendo o “branco”,e
a concentracao tedrica do peptideo Jatrofidina | considerada foi de 0,005mg/mL.
Utilizando-se a equacdo da reta y = 1,55 x 10 x + 155082 obtida no grafico da curva
de calibragdo, onde y = area do pico e x = concentragdo, foi determinado uma
concentragdo de 0,0026mg/mL do peptideo Jatrofidina | contido em 0,5mg/mL da
amostra analisada. Foram feitas trés fortificacbes com o peptideo puro ao branco,
sendo a primeira fortificagdo de concentracao baixa: 0,0125 mg/mL, a segunda de
concentracao intermediaria: 0,0325mg/mL e a terceira fortificacdo de concentracao
alta: 0,225mg/mL. As trés fortificagdes foram analisadas em ftriplicatas (Tabela 14) e
a porcentagem de recuperagao de cada concentragao foi:

e (Concentracdo Baixa (0,0125 mg/mL):

Exatidao= (0.01245/0,0125) x 100 = 99,6%

e (Concentracao Média (0,0325 mg/mL):

Exatidao= (0.030896667/0,0325) x 100 = 95,06%

e (Concentracdo Alta (0,225 mg/mL):

Exatidao= (0.214473333/0,225) x 100 = 95,32 %

Tabela 14.Tratamento dos dados obtidos das analises de fortificagdo de extratos de Jatropha curcas
L. — Jatrofidina |

Concentraca " - Concentragao - Concentragao
o Area Média . Média recuperada (Z)

o tedrica experimental Z-Y-X
0.005 66661 0.0026
0.005 66387 66672.66667 0.00259 0.0026
0.005 66970 0.00261 (X)
0.0125 356072 0.0154
0.0125 353189 348175 0.01527 0.01505 0.01245
0.0125 335264 0.01448 (Y)
0.0325 763534 0.03344
0.0325 765177 764816 0.03351 0.033496667 0.030896667

0.0325 765737 0.03354 (Y)
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0.225 4897541 0.21641
0.225 4917653 4912552.667 0.2173 0.217073333 0.214473333
0.225 4922464 0.21751 (Y)

5.8.8 Robustez

Robustez é a medida da capacidade do equipamento em resistir a pequenas
e deliberadas variagoes dos parametros analiticos. Indica sua confianga durante o
uso normal.

A avaliagdo da robustez pode ser considerada durante a fase de
desenvolvimento e depende do tipo de processo em estudo. Nos testes de robustez
sdo aplicados experimentos estatisticos que examinam simultaneamente os efeitos
das alteragbes em diferentes variaveis do método. No caso de métodos
cromatograficos, as variacdes se referem a diferentes tipos de colunas, pH, fluxo da
fase mével entre outras.

No método por HPLC, foram avaliados os seguintes parametros: a variacao
do uso de diferentes lotes ou fabricantes de coluna, o fluxo da fase mével e o pH da

fase movel.

5.8.8.1 Variacao das colunas

Foram realizadas analises com trés colunas diferentes: coluna 1:Coluna C-18
— Shimadzu Shim-pack CLC-ODS(M) No0.4257770 — dimensbdes 250 x 4,6 mm
(Figura 61); coluna 2: Coluna C-18 — Supelco, Supelcosil LC-18 — n® 58298 — Col:
18031-006 — dimensdes 250 x 4,6 mm (Figura 62) e coluna 3: Coluna C-18 —
Gemini C-18 — Phenomenex — 286728 — dimensdes 250 x 4,6mm (Figura 63).

Para uma melhor visualizagédo da alteragédo do cromatograma com a troca das
colunas, as Figuras 61, 62 e 63 contém uma comparag¢do entre as analises na
coluna Phenomenex Jupiter, utilizada para todas as anélises e testes da validacao, e

as demais colunas empregadas.
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Tabela 15. Valores obtidos com coluna Jupiter

Tempo de retencao Area Concentracao
(min) (mg/mL)
Jatrofidina | 5,321 1861436 0,084246171
Polianina A 7,562 1935675 0,107769804
uv
3000000
2500000;
2000000;
1500000; \H“
1000000; |
500000—?
010‘ ‘ ‘ ‘2ﬁ5‘ - ‘5io‘ ‘ ‘ ‘7‘.5‘ - ‘10‘.0‘ ‘ ‘mir‘1

Figura 61. Comparacao dos perfis cromatograficos em coluna Phenomenex C-18 — Jupiter 5t C-18
300A (rosa) e Coluna C-18 — Shimadzu Shim-pack CLC-ODS(M) (preto).

L{V
3000000
2500000%
2000000%
1500000% (
1000000%

500000~

O T T T S S T R R R BN I
0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 min

Figura 62. Comparacao dos perfis cromatograficos em coluna Phenomenex C-18 — Jupiter 51 C-18
300A (rosa) e Coluna C-18 — Supelco, Supelcosil LC-18(preto).
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uv
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Figura 63. Comparacao dos perfis cromatograficos em coluna Phenomenex C-18 — Jupiter 5y C-18
300A (rosa) e Coluna C-18 — Gemini C-18 — Phenomenex (preto).

Os resultados quali e quantitativos estdo representados na Tabela 16, para o

peptideo Polianina A, e Tabela 17 para o peptideo Jatrofidina .

Tabela 16. Resultados experimentais quali e quantitativos da analise de robustez em diferentes
colunas — Polianina A.

Tempo de retencao Concentracao de Polianina A

Coluna g jianina A (min) Area
(mg/mL)
1 nao detectou - -
2 nao detectou - -
3 8,801 1883644 0,104872948
DPR i i i
(%)

No caso do peptideo Polianina A, a unica coluna eficiente em sua detecgéo
pelo método empregado foi a Supelco, enquanto que as outras duas colunas nao
possibilitaram a deteccdo do mesmo. Desta forma, nao foi possivel realizar os
célculos de desvio padrao relativo.
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Tabela 17. Resultados experimentais quali e quantitativos da analise de robustez em diferentes
colunas — Jatrofidina |

Concentracao de

Tempo de retencao ; Jatrofidina |
Coluna  , trofidina A (min) ~ ~re@
(mg/mL)
1 6,591 1701910 0,077026232
2 5,627 1672806 0,075709023
3 6,852 1699425 0,076913764
?!Z |):1 10,15067223% 0,95% 0,964472847

Com base nos resultados obtidos, pode-se observar que o tempo de retengao
do peptideo Jatrofidina | sofreu mudancgas significativas nas colunas diferentes. Por
outro lado, os parametros area e concentracdo nao sofreram alteragdes
significativas frente a mudanca das colunas, e o desvio padrao apresentou-se dentro

da faixa aceitavel, que € menor do que 5%.

5.8.8.2 Variacao do pH da fase mével

O acido trifluoroacético foi removido da composicao dos solventes da fase
mével, sendo substituido por um tampao de acetato de amoénio 0,02M. Deste modo,
as solucdes, anteriormente com pH na faixa de 2,0, passaram a ter 0s seguintes
valores de pH:

Solvente A — dgua/tampéo 0,045% - pH: 4,98

Solvente B — agua/tampao 0,036% - pH: 5,77

Apb6s andlise da amostra contendo os peptideos, foi constatado que esta
variagdo de pH nao causou alteragdes na corrida, tanto nos aspectos qualitativos
quanto nos quantitativos. O tratamento estatistico dos resultados apresentados para
0s dois padrdes estéd exposto nas Tabelas 18 e 19.
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Figura 64. Cromatograma da anéalise com fase mdvel tamponada.

Tabela 18. Resultados quali e quantitativos referentes a analise de robustez variando o pH da fase
movel — Jatrofidina |

Tempo de Retencao ] Concentracao
pH Jatrofidina Area (mg/mL)
2 5,319 1895541 0,08405
tampéao 5,318333333 1843861 0,08173333
desvio padrao 0,000471405 36543.278 0,00163813
média 5,318666667 1869701 0,08289167
DPR 0,01% 1,95% 1,97%

Tabela 19. Resultados quali e quantitativos referentes a analise de robustez variando o pH da fase
movel — Polianina A

Tempo de Retencao ) Concentracao
pH Polianina Area (mg/mL)
2 7,561 1691940 0,07654
tampao 7,562335422 1679987 0,07985
desvio padrao 0,000944 8452,047356 0,00092631
média 7,561668 1685963,5 0,077195

DPR 0,0124878% 0,501318525 1,199960986
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5.8.8.3 Variacao do fluxo da fase moével

Na analise de robustez do método, foram realizadas corridas da amostra

utilizando trés fluxos diferentes: 0,8mL/min;

cromatogramas estéo representados abaixo:

1,0mL/min;

1,2mL/min.
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Figura 65. Cromatograma da analise com fluxo 0,8 mL/min.
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Figura 66. Cromatograma da analise com fluxo 1,0 mL/min.
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Figura 67. Cromatograma da analise com fluxo 1,2 mL/min.

A variacdo do fluxo da fase moével causou uma variagao significativa nos
parametros quali e quantitativos. As diferencas quantitativas verificadas condizem
com o esperado, pois a variagdo do fluxo da fase mével produz alargamento dos
sinais cromatograficos, ocasionando mudangas nos valores das areas calculadas.
As diferencas qualitativas também sao esperadas, uma vez que, quando se aumenta
o fluxo a tendéncia do pico analisado é ter um tempo de retencdo maior e,
consequentemente a diminuicado do fluxo ocasiona um tempo de retengdo maior do
pico do composto analisado. Os tratamentos estatisticos estdo representados nas
Tabelas 20 e 21.

Tabela 20. Resultados da variagido do tempo de retencéo, area e concentragao do peptideo
Jatrofidina | variando-se a fluxo da fase mével.

(nl1:ll_l;l:1(i)n) Tempo de Retencdo Jatrofidina Area Concentracdo
1,0 5,319 1895541 0,08405
0,8 5,127 492814 0,02122
1,2 4,447 1419662 0,06294

S:j;’é% 0,458193554 713343 0,0319734
média 4,964333333 1269339 0,05607

DPR 9,23% 56,19 57,02
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Tabela 21. Resultados da variagdo do tempo de retengéo, area e concentragdo do peptideo Polianina
A variando-se a fluxo da fase mével.

Fluxo
(mL/min)  Tempo de Retencéao Jatrofidina Area Concentracao

1,0 7,561 111010 0,003893
0,8 9,759 2327568 0,081625
1,2 6,563 1553902 0,054494

desvio 1,635115898 1124991  0,039452204

padrao

média 7,961 1330827 0,046670644

DPR 20,47% 84,53% 84,54%

5. 8. 9. Analise quantitativa — resultados

O material foi coletado de 3 espécimes cultivados diferentes, sendo 1
Jatropha curcas L., cultivada no Instituto de Quimica — UNESP Araraquara, e mais 2
Jatropha curcas L. cultivadas em residéncia, em um bairro proximo ao Instituto de
Quimica, cuja localizacdo por GPS é: latitude - 21°48'40.92"S: e longitude -
48°10'57.47"0.

Todas as coletas foram realizadas no periodo da manh@, aproximadamente
no dia 23 de cada més, mediante corte da porgao inferior do caule e gotejamento do
latex. Alguns paréametros, como tamanho da planta, idade, condigbes das folhas e
clima foram coletados.

Com base nos resultados obtidos das andlises em HPLC, foram construidas
curvas representando a concentragao do peptideo na planta, em mg/mL, em fungao
do periodo de coleta.

As curvas estao representadas abaixo:
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Figura 68. Variacdo da concentracdo de Polianina A na Jatropha curcas L. cultivada no Instituto de
Quimica — UNESP.
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Figura 70. Variacdo da concentragdo de Polianina A na Jatropha curcas L. cultivada em um bairro
proximo ao Instituto de Quimica.
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Figura 71. Variagcdo da concentracdo de Jatrofidina | na Jatropha curcas L. cultivada no Instituto de
Quimica — UNESP.
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Figura 72. Variacdo da concentracdo de Jatrofidina | na Jatropha curcas L. cultivada em um bairro
proximo ao Instituto de Quimica.
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Figura 73. Variacdo da concentragdo de Jatrofidina | na Jatropha curcas L. cultivada em um bairro
proximo ao Instituto de Quimica.

Pela interpretacao preliminar dos dados obtidos, foi observado que ndo ha um
padrdo na variagdo da concentragdo dos peptideos na planta, embora a
concentracao destas substancias apresente variacoes. Os peptideos Jatrofidina | e
Polianina A sado produzidos continuamente na espécie Jatropha curcas, podendo

estar relacionados com algum mecanismo de sobrevivéncia importante do
organismo.
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Salienta-se aqui que os resultados obtidos sdo apenas uma analise preliminar
do perfil ciclopeptidico de Jatropha curcas, que é o objetivo deste trabalho. Sao
necessarias analises comparando-se a concentragdo dessas substancias
mensalmente em cada planta, além de uma observacdo da variagdo na
concentracao de peptideos ciclicos com o aspecto da planta, pois se percebe que 0s
exemplares cultivados possuem alteragdes em seu aspecto conforme a época do

ano.

5.9 Analise qualitativa do perfil ciclopeptidico de Jatropha gossypifolia

A espécie Jatropha gossypifolia foi submetida a avaliacdo do perfil
ciclopeptidico apenas qualitativamente. As amostras para avaliagdo foram
preparadas utilizando-se o mesmo procedimento empregado para os extratos de
Jatropha curcas L, porém, como neste caso o interesse € visualizar apenas 0s
peptideos, um clean up das fragdes foi realizado, da mesma forma como descrito
anteriormente na etapa de isolamento dos peptideos.

Com base nos resultados obtidos, foi possivel observar que durante todos os
meses em que a coleta foi feita, a planta apresentou producao dos peptideos, que,
segundo comparacdes com padrdes, sdo os peptideos ciclogossina A e B, isolados
anteriormente no processo FAPESP n° 04/11982-0. Todos os cromatogramas
obtidos apresentaram o mesmo formato, portanto, esta representado na Figura 73

somente um resultado de andlise, em representagédo a todos os extratos analisados.
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Figura 74. Perfil cromatografico do extrato de Jatropha gossypifolia.
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6. Conclusées

As metodologias para isolamento, caracterizagdo e elucidagao estrutural de
peptideos ciclicos de espécies de Jatropha descritas neste projeto mostraram-se
praticas e eficientes, podendo ser aplicadas a outras espécies de plantas.

O desenvolvimento e validagdo de um método analitico para quantificar
ciclopeptideos em plantas foram importantes, pois permitiram uma avaliagdo da
producdo destas estruturas na espécie Jatropha curcas L. em fungdo da época do
ano. Este tipo de avaliagao pode ser considerado um passo inicial para o estudo da
ecofisiologia relacionada aos peptideos ciclicos.

A sintese peptidica, empregando-se a metodologia da fase sélida na
obtencédo da cadeia linear, com posterior ciclizacdo em solugédo, se mostrou eficaz
na obtencdo de analogos dos peptideos isolados. Essa é uma ferramenta que
oferece flexibilidade, pois permite a sintese de estruturas diferentes em um curto
periodo de tempo.

Com relagdo as atividades biologicas, os testes realizados durante este
projeto ndo mostraram dados concretos a respeito de atividades biol6gicas. Ensaios
preliminares mostraram que os peptideos sintéticos D-Polianina A (analogo ciclico) e
D-Jatrofidina | (analogo linear e ciclico) possuem capacidade de inibicao da protease
pepsina. Esses dados podem ser 0 passo inicial para a avaliagdo da importancia do
ciclo na sequéncia peptidica. Desta forma, a analise do comportamento dos
peptideos ciclicos frente a novos alvos deve ser ampliada, pois estas estruturas sao
ainda pouco exploradas.

E interessante notar que as descricbes de peptideos ciclicos na literatura
foram obtidas de espécies de Jatropha coletadas usualmente em regides da Africa e
da Asia e, nesse contexto, este trabalho contribui para a elucidagdo do perfil

macromolecular dessas espécies em diferentes ecossistemas no territorio brasileiro.
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