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RESUMO

Peptideos ciclicos compreendem uma classe de substancias que ocorrem em
algumas plantas superiores e que exibem uma ampla quantidade de atividades
biologicas. Estes compostos bioativos vem despertando o interesse de setores
estratégicos no desenvolvimento de farmacos e cosméticos devido sua caracteristica
ciclica, o que gera maior afinidade e seletividade para determinado alvo, isso ocorre
pela restricdo de rotacdo de suas ligacdes quimicas. O estudo de orbitideos presentes
em Jatropha ribifolia e Croton sphaerogynus (Euphorbiaceae) foi dividido nas
seguintes etapas: identificacdo e caracterizacdo quimica dos compostos, sintese dos
orbitideos e atividade antitumoral. Neste estudo foi isolado e caracterizado o peptideo
ribifolina oriunda de J. ribifolia. Visando avaliar a polaridade e a carga da extremidade
amino-terminal foi planejada a sintese de trés peptideos anélogos, visto que
substancias com maior hidrofobicidade possuem maior atividade antitumoral de
acordo com a literatura. Para tanto, o aminoécido serina foi substituido por alanina
(n&o possui grupo hidroxila), treonina (possui um grupo metila adicional) e lisina
(possui uma carga positiva na sua cadeia lateral). Os peptideos foram sintetizados,
purificados e avaliados em funcdo anticancer. Contudo, apenas o analogo da lisina
ciclica gerou uma boa inibicdo de crescimento para as linhagens celulares de HCT-
116 e MCF-7. Paralelamente, foi realizada a coleta da espécie C. sphaerogynus (caule
e folhas) na cidade do Rio de Janeiro-RJ, o material vegetal foi extraido em etanol e
fracionado em silica de fase-reversa, o que permitiu obter uma fracdo enriquecida de
peptideos. A partir dessa fracdo foi possivel assinalar, pela técnica de LC-MS,
possiveis poli-Leu/lle orbitideos nas folhas e caules de C. sphaerogynus. Os espectros
de MS? permitiram observar perdas de massas de 113 Da, as quais foram atribuidas
aos peptideos tetraleucil (ou tetraisoleucil), pentaleucil (ou pentaisoleucil), hexaleucil
(ou hexaisoleucil) e heptaleucil (ou heptaisoleucil). A analise por HPLC preparativo
das folhas desta espécie, permitiu ainda isolar dois flavonoides que foram
caracterizados como sendo campferol triglicosilado e rutina. Os estudos apresentados
mostraram que a C. sphaerogynus possui uma baixa diversidade de peptideos.
Somado a isso, 0s nossos resultados mostraram, que ao contrario da literatura, a
presenca de uma carga positiva em orbitideos € importante para sua atividade
anticancer, como observado para a ribifolina.

Palavras-chave: orbitideos, Jatropha ribifolia e Croton sphaerogynus.



ABSTRACT

Cyclic peptides comprise a class of naturally occurring compounds in some higher
plants and exhibit a wide range of biological activities. These bioactive compounds
have aroused the interest from strategic sectors for drugs and cosmetics development
due to their cyclic characteristic, which generates greater affinity and selectivity used
to determine target, due the restriction of rotation of their chemical bonds. The study
on orbitides present in Jatropha ribifolia and Croton sphaerogynus (Euphorbiaceae)
was divided into the following stages: identification and chemical characterization of
compounds, synthesis of orbitides and antitumor activity. In this study, ribifoline peptide
from J. ribifolia was isolated and characterized. In order to evaluate the polarity and
the charged at the amino terminus, the synthesis of three analogous peptides was
planned, since substances with higher hydrophobicity have higher antitumor activity
according to the literature. Therefore, the serine amino acid has been replaced by
alanine (no hydroxyl group), threonine (has an additional methyl group) and lysine (has
a positive charge on its side chain). The peptides were synthesized, purified and
evaluated in anticancer activity. However, only the cyclic lysine analog generated good
growth inhibition for the HCT-116 and MCF-7 cell lines. At the same time, the specie
C. sphaerogynus (stem and leaves) was collected in the city Rio de Janeiro-RJ, the
vegetal material was extracted in ethanol and fractionated in phase-reversed silica,
which allowed to obtain an enriched peptides fraction. From this fraction, it was
identify, by the LC-MS technique, possible poly-Leu / lle orbitides in the leaves and
stems of C. sphaerogynus. The spectra MS? allowed to observe mass losses of 113
Da, which allowed to indicate the peptides tetraleucil (or tetraisoleucil), pentaleucil (or
pentaisoleucil), hexaleucil (or hexaisoleucil) and heptaleucil (or heptaisoleucil).
Preparative HPLC analysis of the leaves from this specie also allowed to isolate two
flavonoids that were characterized as triglycosylated campperol and rutin. The studies
presented showed that C. sphaerogynus has a low diversity of peptides. Added to this,
our results showed that unlike the literature, the presence of a positive charge in

orbitids is important for its anticancer activity, as observed for ribifoline.

Keywords: orbitides, Jatropha ribifolia e Croton sphaerogynus.
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Triptofano Trp W | C11H12N202 | 204,230 | C11H10N2O | 186,215
Com cadeia lateral apolar
Serina Ser S C3H7NOs3 105,094 C3HsNO2 87,079
Treonina Thr T C4HoNO3 119,094 C4H7NO2 101,106
Asparagina Asn N C4HsN20s3 132,20 CaHsN202 | 114,104
Glutamina GIn Q CsH10N203 146,147 CsH2N202 128,132
Tirosina Tyr Y CoH11NO3 181,193 CoHoNO 163,178
Cisteina Cys C C3H7NO2S 121,159 | C11H1oN2O | 103,145
Com cadeia lateral apolar
Lisina Lys K CsHaN202 146,191 CsH12N20 128,175
Arginina Arg R CeH14N4O2 174,204 | CeH12N4O | 156,189
Histidina His H CeHoN202 155,158 CeH7N20 137,142
Acido Asp D | Cs4H/NOs | 133,105 | C4HsNOs | 115,089
Aspartico
Acido Gl
. u E CsHoNO4 147,132 C4HsNO3 129,116
Glutamico
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1. INTRODUCAO
1.1 Peptideos ciclicos e classificacdo em plantas superiores

Espécies de plantas superiores sdo uma importante fonte de substéncias
bioativas devido sua capacidade em biossintetizar uma grande variabilidade de
produtos naturais de classes e estruturas diversas. Estas substancias podem inspirar
a busca racional de novos prototipos a farmacos na sua forma natural ou via sintese
de analogos estruturais com maior atividade farmacologica e/ou menor toxicidade
(NEWMAN & CRAGG, 2016). A Quimica de Produtos Naturais, como area que se
dedica a essa busca, por um longo tempo teve como enfoque em substancias
comumente estudadas, como alcaloides e diterpenos, oriundas das vias biossintéticas
do mevalonato e/ou chiquimato. Nas ultimas décadas, com o advento de técnicas
analiticas mais sensiveis, foi possivel identificar e isolar uma nova classe de
substancias: os peptideos ciclicos bioativos. Estes compostos ainda sao pouco
explorados pela comunidade cientifica, bem como, pelas industrias farmacéuticas e
de cosméticos, que vem direcionando esforcos para compreender melhor o papel
biol6gico dessas moléculas.

A ocorréncia dos peptideos ciclicos vegetais se restringe a algumas familias de
plantas superiores: Violaceae, Rubiaceae, Annonaceae, Fabaceae, Euphorbiaceae,
Caryophyllaceae, Solanaceae, Rutaceae, Linaceae, Amaranthaceae, Annonaceae,
Compositae, Linaceae e Agavaceae (MORITA & TAKEYA, 2010; CONDIE et al., 2011,
Jl etal., 2017).

Devido ao aumento crescente de pesquisas em peptideos de espécies vegetais
houve a necessidade de classificacdo e nomenclatura adequada, conforme a
descoberta de moléculas mais complexas, podendo assim, subdividir os peptideos
conforme suas caracteristicas estruturais, biossintéticas e conformacionais (PICCHI
et al., 2009). Zhou & Tan (2000) foram os pioneiros a propor uma classificacao destes
peptideos, contudo, no sistema proposto havia uma evidente auséncia de dados
taxondmicos, necessitando de uma divisdo mais acurada destes dados (Figura 1).
Posteriormente, estes autores revisaram o esquema de divisdo de peptideos de
espécies vegetais, assim, foram compilados 455 compostos isolados de 26 familias
botanicas. A ampla diversidade estrutural foi dividida em 8 grupos: ciclopeptideos
alcaloidicos, depsiciclopeptideos, ciclopeptideos tipo-Solanaceae, tipo-Urticaceae,
tipo-Compositae, tipo-Rubiaceae, tipo-Caryophyllaceae e os ciclotideos (THAN &



ZHOU, 2006). Contudo, esta nova organizagao aplica a nomenclatura baseada nas
familias botanicas, sendo novamente revista, posto que peptideos descritos em uma

familia botanica ndo ocorrem exclusivamente neste taxon.
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Figura 1: Classificacao de ciclopeptideos de plantas superiores proposto por Zhou e
Tan (2000).

Mais recentemente, Mahatmanto (2015) apresentou uma nova reorganizagao,
sugerindo classificar os peptideos vegetais em 3 grupos: orbitideos, ciclotideos e
PDPs (peptideos derivados de Paws). Orbitideos ndo contém ligacao de dissulfeto e
sdo processados em duas etapas, clivagem e ciclizacdo. Em contraste, os ciclotideos
e os PDPs apresentam nos de cisteina e sdo dobradas por enzimas que catalisam a
formagéo e isomerizagdo de ligagdes dissulfeto, antes de serem ciclizados “cabeca-

cauda” via “transpeptidagao”.

1.2 Atividades bioldgicas de orbitideos de Euphorbiaceae

Os peptideos ciclicos ganham destaque na busca de novos farmacos por
serem mais estaveis, enquanto que peptideos lineares maior probabilidade de sofrer
clivagem proteolitica, possuem menor biodisponibilidade e apresentam captacao
celular dificultada quando comparada com seu andlogo linear (CRAIK et al., 2012;
FERRIE et al., 2013). A titulo de exemplo de uma aplicacdo industrial para estes

compostos, podemos citar o Ronacare® cyclopeptide 5 da Merck, que atua como um
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cosmético pela sua acdo anti-envelhecimento. A forma ciclica possui maior rigidez,
estabilidade e seletividade para o alvo desejado (integrinas) do que a forma linear
(Figura 2). A sequéncia de aminoacidos arginina, glicina e aspartato mimetiza
processos naturais estimulando a sintese de colageno e elastina, gerando uma maior
hidratacéo na pele e diminuindo a profundidade das rugas (DERMACESSITYGOLD,
2019).

Peptideo linear Peptideo ciclico
receptor

receptor

externo

seseee

Re 525852858 S

interno

Figura 2: Comparacao entre os peptideos linear e ciclico no sitio ativo de integrinas.
Fonte: Dermacessitygold.

O termo orbitideo define os peptideos ciclicos oriundo de angiospermas,
possuindo de 5 a 12 residuos de aminoacidos, apresentando ciclizacdo “cabeca-
cauda”, auséncia de ligagao dissulfeto e biossintetizados via ribossomal (ARNISON et
al., 2013).

Quanto a distribuicdo na familia Euphorbiaceae, até o presente momento,
foram descritos orbitideos em apenas 2 géneros: Croton e Jatropha. Baseadas na
diversidade estrutural bem como funcional, estas substancias apresentam grande
potencial biolégico, dentre as atividades citadas na literatura estdo a citotoxica,
antibacteriana, antifungica, antimalarica, imunossupressora e inibicdo enzimatica
(RAMALHO et al., 2018).

Jatrofidina |, peptideo ciclico isolado do latex de Jatropha curcas, apresentou
atividade inibitoria seletiva para o ensaio fluorimétrico de inibicdo da protease
aspartica, obtendo-se ICso de 0,88 uM para a pepsina como modelo molecular, e para
a protease serina subtilisina ndo houve inibicdo (Altei et al.,, 2014). Insanu e

colaboradores (2012) demonstraram que Curcaciclina A apresentou atividade
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antimicrobiana contra Bacillus subtilis e Pseudomonas aeruginosa, bem como
atividade citotoxica frente a OVCAR 3 (linhagem celular de cancer de ovario), e que
tanto Curcaciclina A como Curcaciclina B ndo apresentaram efeito mutagénicos contra
Salmonella Typhimurium TA-98 e TA-100. Ambos peptideos também foram isolados
de J. curcas.

Integerrimidas A e B, isoladas de Jatropha integerrima, inibiram
significativamente o crescimento de neurite na cultura de células neuronais, e
também, inibiram parcialmente a proliferacdo de células de melanoma IPC-298
humana (MONGKOLVISUT et al., 2006). Thell et al (2013) esclarece que os peptideos
sintetizados por via ribossémica apresentam maior seletividade e menor citotoxicidade
do que pequenas moléculas, a exemplo de alguns orbitideos com essa propriedade
imunossupressora pode-se citar ciclolinopeptideos, cicloleonurinis e hymenistatins.

Ribifolina, isolada de J. ribifolia, apresentou moderada atividade antimaléarica
(ICs0 = 42 uM), quando testada contra Plasmodium falciparum, enquanto que seu
analogo linear sintetizado apresentou baixa inibicdo (ICso = 519 uM), evidenciando
assim a importancia da ciclizacdo para a atividade (PINTO et al., 2015). O orbitideo
[1-9-NaC]-crourorb Al, isolado de Croton urucurana, apresentou atividade citotoxica
para NCI- ADR/RES (adenocarcinoma de ovério, fenotipo resistente a mudltiplos
farmacos), contudo o mecanismo de ac&o ainda nao foi elucidado (CANDIDO-BACANI
et al., 2015).

1.3 Euphorbiaceae: os géneros Croton e Jatropha

A familia Euphorbiaceae compreende aproximadamente 300 géneros e 8000
espécies. Representantes desta familia possuem grande importancia econdémica
agregada, referente a seus efeitos tdxicos e potencial medicinal (MWINE et al., 2011).
Algumas espécies desta familia sdo consideradas toxicas a humanos, como a
Euphorbia heterophylla que pode gerar anemia hipocrémica macrocitica, destacando
araiz e o latex (ADEDAPO et al., 2005), enquanto dados publicados sobre Euphorbia
tirucalli associam casos de conjuntivite quando manipulagdo da espécie toxica,
contaminam os olhos (SHLAMOVITZ et al., 2009). Entretanto, outras espécies sao
reconhecidas pela sua capacidade curativa, como Croton oblongifolius Roxb. e Croton
tiglium Willd. que sé@o usadas para convulsdo, asma e reumatismo, dentre outras
(KAPPOR et al., 1989).
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Outras aplicacBes de espécies da familia Euphorbiaceae incluem producéo de
biodiesel, podendo-se citar Jatropha curcas (ABDULLA et al., 2011), fontes de
alimentos como Manihot esculenta (SANCHES et al.,, 2009), e também, sao
empregadas como plantas ornamentais, a exemplo Euphorbia mili (VAN DAMME et
al., 2001).

1.3.1 O género Croton

Croton, segundo maior género da familia Euphorbiaceae, apresenta
distribuicdo pantropical e subtropical (Figura 3), sdo espécies herbaceas, arbustivas,
arboreas e lianas (BERRY et al., 2005). Devido a alta plasticidade fenotipica que este
género apresenta frente as condicdes climaticas, as espécies de Croton estdo bem
representadas em todo territério brasileiro, apresentando mais de 300 espécies, das
quais 253 sdo endémicas (MOTTA et al., 2013; SANTOS et al., 2015).

x>
Figura 3: Mapa de distribuicéo de espécies de Croton.
Fonte: Berry et al., 2005.

Dentre a ampla variedade de substancias quimicas relatadas em espécies de
Croton, estdo os esteroides, alcaloides, terpenos (Figura 4) e compostos fendlicos,
sendo dentro desta Ultima classe, os flavonoides, lignanas e proantocianidinas os mais
abundantes em diversidade de tipos e ocorréncia (SANTOS et al., 2015; AHMED et
al., 2016; BURGOS et al., 2015; BARRETO et al., 2013). Também foi identificada uma
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nova classe de metabdlitos secundarios presentes neste género, os peptideos

ciclicos, tipo orbitideos (Figura 4) (CANDIDO-BACANI et al.,

WALCOTT et al., 2007).
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Figura 4: Exemplos de substancias presentes em espécies de Croton.

Estes dados vém despertando a atengdo para estudos quimicos e biolégicos

sobre outras espécies do género, devido ao interesse crescente por orbitideos,

substancias pouco exploradas e conhecidas na flora brasileira. O interesse cientifico

por este tipo de peptideo vem aumentando devido ao interesse e se investigar seu
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papel funcional nas espécies em que ocorrem e por possuirem algumas propriedades
farmacoldgicas de interesse farmacéutico como antimalarico e imunossupressivo.

Croton sphaerogynus Baill € um arbusto da Mata Atlantica do sudeste do Brasil,
pertencente a seccdo Cleodora (Klotzsch) Baill. (CARUZO et al., 2011). Motta (2013)
reportou que o extrato diclorometano das folhas de C. sphaerogynus apresentou
promissora atividade antiproliferativa contra a linhagem celular NCI-H460 (pulmé&o),
possivelmente devido aos diterpenos abietano e/ou podocarpano. Santos (2015)
também comprovou a atividade antiproliferativa de C. sphaerogynus, porém, neste
caso, os testes realizados envolveram o estudo do extrato etandlico, focando em
compostos flavonoidicos.

Righi e colaboradores (2013) demonstraram que o extrato diclorometano das
folnas de C. sphaerogynus apresentaram atividade acaricida contra carrapato
Rhipicephalus microplus, que causam um grande impacto na producdo de gado.
Neste extrato foram identificados por cromatografia gasosa acoplada a espectroscopia
de massas os diterpenos clerodanico tipo furano, abietano e podocarpano. No
entanto, ha poucos relatos na literatura sobre a presenca de orbitideos nestas
espécies. Estudos para esta espécie com este enfoque ndo foram reportados
anteriormente, sendo, portanto, um dos escopos desse trabalho de pesquisa.

1.3.2 O género Jatropha

Jatropha abrange cerca de 170 espécies distribuidas em regides tropicais e
subtropicais (Figura 5) das Américas e da Africa. Sendo um dos géneros mais
importantes e conhecidos desta familia. Suas espécies sdao amplamente utilizadas
para as atividades anti-inflamatéria, antifingica, diurética, antiparasitaria e
antioxidante (ALTEI et al., 2014; ISLAN et al., 2014). Além de suas propriedades
medicinais, a Jatropha também possui relevancia econémica consideravel. A extracao
de biomassa de espécies de Jatropha L. pode ser aplicada em diversas areas, como
recuperacéao de terras degradas, producéo de pesticidas, producdo de sabao de alta
qualidade a partir do 6leo das sementes, extracao de resina para a producéo de tintas
devido ao seu baixo custo, e as proteinas das sementes sdo empregadas como
emulsificante ou agente espumante (KHALIL et al., 2013; KAMUSOKO et al., 2017).
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Figura 5: Mapa de distribuicdo mundlal do género Jatropha.

Fonte: Islan et al., 2014.

Espécies de Jatropha sédo produtoras em potencial de metabdlitos secundarios

bioativos como terpenos, esteroides, alcaloides, saponinas, taninos, lignanas,
flavonoides e peptideos ciclicos do tipo orbitideos (BATISTA et al., 2014; DAS et al.,

2018). Dentre as espécies ja reconhecidas de Jatropha L. que possuem orbitideos

pode-se citar J. curcas, J. multifida, J. gossypifolia, J. podagrica, J. ribifolia, J.

mahafalonsis, J. chevalieri, J. integerrima, J. poliana (JUCA et al., 2017). A série de

peptideos ciclicos ja isolados deste género esté relacionada na Tabela 1.

Tabela 1: Relacao de orbitideos ja isolados em espécies de Jatropha.

Orbitideo
Chevalierina A
Chevalierina B
Chevalierina C
Cyclogossina A
Cyclogossina B
Curcaciclina A
Curcaciclina B
Integerrimide A
Integerrimide B

Jatrofidina |
Mahafacyclin A
Mahafacyclin B

Podacyclina A
Podacyclina B
Pohlianina A
Pohlianina B
Pohlianina C
Ribifolina

Espécie
Jatropha chevalieri
Jatropha chevalieri
Jatropha chevalieri

Jatropha gossypifolia
Jatropha gossypifolia
Jatropha curcas
Jatropha curcas
Jatropha integerrima
Jatropha integerrima
Jatropha curcas
Jatropha mahafalensis
Jatropha mahafalensis
Jatropha podagrica
Jatropha podagrica
Jatropha pohliana
Jatropha pohliana
Jatropha pohliana
Jatropha ribifolia

Referéncia
Baraguey et al., 1998
Baraguey et al., 1998
Baraguey et al., 1998

Horsten et al., 1995
Auvin-Guette et al., 1997
Van Den Berg et al., 1995

Auvin et al., 1997
Mongkolvisut et al., 2006
Mongkolvisut et al., 2006

Altei et al., 2014

Baraguey et al., 2001

Baraguey et al., 1998
Van Den Berg et al., 1995
Van Den Berg et al., 1995
Auvin-Guette et al., 1999
Auvin-Guette et al., 1999
Auvin-Guette et al., 1999

Pinto et al., 2015
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J. ribifolia (Pohl) Baill., popularmente conhecida como pinh&o-de-purga, €
encontrada no nordeste do Brasil. Seu latex € usado na medicina popular para o
tratamento de picadas de cobra e descongestionamento do trato digestivo (SILVA et
al., 2015). Selecionou-se esta espécie para a busca de orbitideos pois a literatura
indica apenas um orbitideo isolado desta planta, e como comumente as espécies de
Jatropha possuem mais de um peptideo ciclico, J. ribifolia foi escolhida para o escopo

deste trabalho de pesquisa.

1.4 Cancer e metastase

Cancer é definido como um grupo de doencas caracterizadas por crescimento
desordenado e anormal das células do organismo, que podem migrar para 6érgaos
distantes, processo conhecido como metastase. De acordo com a Global Burden of
Disease Cancer Collaboration (2015) é a segunda causa de morte no mundo. Dentre
os fatores que contribuem para o risco de seu desenvolvimento pode-se citar 0s
intrinsecos, como mutagdes que ocorrem no genoma, € 0S extrinsecos, como a
obesidade, tabagismo, imunossupressao, virus e dieta (WU et al., 2016).

Para que a metastase possa se desenvolver é necessaria uma cascata de
eventos: desenvolvimento de novos vasos sanguineos, destacamento das células
neoplasicas do tumor primario, a migracao para o sangue ou vasos linfaticos, adeséo
no endotélio dos capilares do tecido alvo, extravasamento para o tecido alvo e
crescimento do tumor secundario. O cancer secundario, ocasionado pela metastase,
€ responsavel por 90% dos casos de morte por cancer (SPANO et al., 2012). Em vista
da complexidade desta doenca multifatorial e o alto indice de mortalidade, a
prevencdo, bem como o desenvolvimento de farmacos com maior eficacia e
seguranca para tratamento, sdo alvo de pesquisa e desafio para a comunidade
académica.

Diante deste cenario, os produtos naturais originados da rica biodiversidade
brasileira, ainda pouco explorada, constituem-se uma fonte potencial de modelos
moleculares Uteis ao desenho de novos prototipos de farmacos. Como a vincristina e
vimblastina que sdo capazes de estimular a despolarizacédo dos microtubulos, ligando-
se as B-tubulinas impedindo a polimerizacdo. Estes compostos foram extraidos da
espécie Catharanthus roseus, conhecida popularmente como vinca rosa (MARQUES

et al., 2015). A diversidade estrutural dos metabdlitos secundarios e o interesse dos
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peptideos de plantas € mais que um incentivo & pesquisa com produtos naturais no
Brasil, mas também uma forma de contribuir para que num futuro existam farmacos
aprovados com selo brasileiro. Ao longo do periodo de 1940 até o final de 2014, das
175 substancias aprovadas para tratamento de cancer, 131 ou 75%, séo inspiradas
em produtos naturais (sintese total, semi-sintese), com 85 ou 49% de produtos
naturais, representando uma fonte valiosa de farmacos para tratamento de doencas
ainda sem qualquer cura (NEWMAN & CRAGG, 2016). Os orbitideos sdo uma nova
classe de substancias que ganha destaque como possiveis prototipos para tratamento
contra o cancer, mas ainda sdo pouco explorados com este enfoque. Um estudo
recente realizado por Okinyo-Owiti e colaboradores (2015) demonstrou a atividade
antitumoral dos linoorbitideos [1-9-NaC]-linusorb-B2 (LOB 2) e [1-9-NaC]-linusorb-B3
(LOB 3) (Figura 6) isolados de Linum usitatissimum L. (linhaga), testados frente as
linhagens celulares de melanoma humano e de cancer de mama, assim como sua alta

especificidade para as células cancerigenas.
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Figura 6: Estrutura quimica dos linoorbitideos LOB2 e LOB3.

1.5 Sintese de peptideos em fase soélida

As plantas séo fonte de muitos metabdlitos secundarios de natureza quimica
complexa que inspiram a sintese organica, bem como a producdo de novos analogos
a partir de compostos lideres, gerando uma grande variedade de produtos
farmacéuticos, cosmeéticos e agroquimicos (CRAGG et al.,, 2013; NEWMAN &
CRAGG, 2016). Assim, como os orbitideos sao biossintetizados nas plantas em
pequenas quantidades, a sintese peptidica no laboratorio possui grande relevancia.

Inicialmente, a abordagem empregada para a sintese de peptideos era via classica
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(realizada em solucéo) até uma inovadora metodologia para sintese de peptideos ser
apresentada a comunidade cientifica por Bruce Merrifield (1997). Tal metodologia
introduzindo o uso de polimeros insoliveis como suporte, ligados covalentemente aos
substratos (geralmente peptideos ou aminoacidos). Esta metodologia trouxe diversas
vantagens, como procedimento de sintese rapida e purificacdo simplificada (DATTA
et al., 2011). O processo geral de sintese em fase sélida para peptideos pode ser
dividido em quatro etapas: desprotecdo do grupo de protetor a-amino, etapas de
lavagem para remover o reagente de clivagem, acoplamento do aminoacido e etapas
de lavagem para remover o material excessivo (MERRIFIELD et al., 1997).

Para a sintese de orbitideos, o primeiro passo € o alongamento da cadeia
linear, seguida da fase de ciclizacdo do peptideo linear. Os peptideos lineares séao
sintetizados pela técnica de sintese em fase solida com bons rendimentos (DATTA et
al., 2011). Sendo assim, a sintese e avaliacdo biol6gica de orbitideo isolado da
espécie Jatropha L., bem como a producéo de novos analogos estruturais € o objetivo
deste trabalho, que visa contribuir também com as bibliotecas peptidicas

internacionais existentes.

2. OBJETIVOS

1.1 Objetivos gerais
- Isolar, caracterizar e sintetizar orbitideos presentes nas espécies C.
sphaerogynus e J. ribifolia que ocorrem na Mata Atlantica e Caatinga,

respectivamente.

1.2 Objetivos especificos

- Identificar, purificar e caracterizar os orbitideos das espécies C. sphaerogynus
e J. ribifolia;

- Sintetizar, purificar e caracterizar os peptideos idénticos aos naturais e
analogos (ciclicos e lineares), através da metodologia de sintese em fase
solida;

- Encaminhar os peptideos sintetizados para os ensaios de inibicdo de

proliferacao celular.
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3. METODOLOGIA

3.1 Coleta, identificacdo e obtencao dos extratos etandlicos

3.1.1 Croton sphaerogynus

A espécie C. sphaerogynus foi coletada no municipio do Rio de Janeiro (RJ -
Brasil), em Maio de 2017. A espécie foi identificada pelo botanico Dr. Marcelo Trovo
(UFRJ). Sua exsicata foi depositada no herbario Jardim Botanico do Rio de Janeiro,
voucher n° RB00598039. Registro SisGen A1A04AB.

Folhas e caules foram separados manualmente e secos em estufa de ar
circulante a 40 °C por 72 h. Apés a secagem, as amostras (400 g) foram pulverizadas
em moinho de facas e extraidos por maceracédo com 2 L de etanol 95%, durante 24h.
O processo de extracao foi repetido trés vezes. Em seguida, os filtrados obtidos foram

concentrados em rotaevaporador sob pressao reduzida.

3.1.2 Jatropha ribifolia

O extrato etandlico das partes aéreas de J. ribifolia foi cedido pela Dra Meri
Emili F. Pinto (PINTO et al., 2015). A espécie foi coletada na cidade de Serra Branca
(PB), em setembro de 2009. O material botanico foi identificado pela profa Maria de
Fatima Agra, e uma exsicata foi depositada no Herbario Prof. Lauro Pires Xavier (JPB),
da Universidade Federal da Paraiba, sob identificacdo AGRA et. al. 7243. Registro
SisGen AF70AA.

3.2 Triagem quimica (screening) dos orbitideos

Para identificar orbitideos no extrato em estudo, incialmente, foi realizado o
screening e mapeamento destes compostos nos extratos estudados. Para tanto,
utilizou-se 50 mg de extrato bruto etandlico das folhas e dos caules de C.
sphaerogynus, das folhas de C. reganeses e das partes aéreas de J. ribifolia. Cada
extrato foi solubilizado em 2 mL de ACN/H20 (3:7), em seguida fracionados em
cartuchos SPE C18 (Chromabond C18 ec, 500 mg), previamente ativado com 5 mL
de ACN e condicionados com 5 mL de ACN/H20 (1:4). As amostras foram eluidas com
8 mL ACN/H20 (1:4) e 8 mL de ACN/H20 (4:1). As fracbes provenientes da eluicdo
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ACN/H20 (8:2) de cada uma das amostras foram liofilizadas, aplicadas em CCD para
serem borrifadas com reveladores quimicos sugerindo-se a presencga ou auséncia de
peptideos nessas matrizes.

Para se pré-avaliar a presenca de peptideos lineares ou compostos com
aminas, utilizou-se uma solugao de ninidrina (0,2 g de ninidrina em 100 mL de etanol
a 95%). Esta solucdo foi borrifada em placa que teve as amostras em andlise
aplicadas. A ninidrina reage com o grupo amino do a-aminoacido terminal da cadeia
peptidica, resultando em um composto de coloracdo purpura (KAISER et al., 1970).

Na avaliacéo de peptideos ciclicos, utilizou-se o método Clz /o-tolidina (clorox),
que consiste na nebulizacdo da placa com uma solucado de hipoclorito de sédio a 6%,
etanol e por ultimo uma solucao de o-tolidina/Kl (160 mg de o-tolidina em 30 mL de
acido aceético glacial, 470 mL de agua e 1 g de Kl), com intervalo de secagem entre
as nebulizacdes. O grupo amida das ligacdes peptidicas reage com Clz formando N-
halogénios, que séo revelados por solucédo de o-tolidina/KI (HORSTEN et al., 1995),
e assim apresenta uma coloracdo azulada, indicando a presenca de peptideos

ciclicos.

3.3 Isolamento de ribifolina de Jatropha ribifolia

O extrato etandlico bruto de J. ribifolia foi fracionado, obtendo-se uma fracédo
enriquecida de peptideos ciclicos (PINTO et al., 2015). Para tanto, trés gramas do
extrato foram fracionados em equipamento Manifold (multivalvulas) a vacuo utilizando-
se 10 cartuchos de C18 da marca Strata C18 — E Phenomenex — 500 mg. Cada
cartucho foi pré-condicionado com ACN 100% e equilibrado com ACN 20%, e entéo
adicionado 50 mg de extrato etandlico diluido em 1 mL de ACN 20% para obtencéo
de duas fracdes: ACN/H20 (1:4) e ACN/H20 (4:1), sendo esta ultima de interesse (rica
em peptideos ciclicos). Este procedimento foi repetido 6 vezes. Em seguida, as
fracOes obtidas em extracdo em fase solida foram injetadas em cromatégrafo liquido
analitico Shimadzu, com detector UV-VIS, em comprimento de onda de 220 e 280 nm.
As condicbes cromatograficas utilizadas foram solventes A (0,1% TFA/H20) e B
(0,08%TFA/ 90% ACN) com vazédo de 1,0 mL/min, em método exploratério, de 5 a
95% de solvente B em 45 min. Utilizou-se a coluna de fase reversa C18 AXIA Packed
LUNA, de dimensdes 250 x 21,20 mm, particulas de 5 ym de tamanho. A fracao
ACN/H20 (4:1) foi submetida a purificacdo de seus analitos. Foi empregado o
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equipamento HPLC semipreparativo (Shimadzu), com detector UV-VIS em
comprimento de onda de 220 nm e coluna de fase reversa C-18 Phenomenex Luna
(150 x 21,20 nm, particulas de 5 ym), o programa gradiente utilizado foi 30 a 90% de
B em 60 min e fluxo de 5 mL/min. Deste experimento obteve-se 20 tubos. A pureza

de cada analito foi confirmada por HPLC analitico.

3.4 Sintese de ribifolina e seus analogos

O peptideo ribifolina e seus anélogos foram sintetizados através da técnica
sintese peptidica em fase sdlida (SPFS), protocolo apresentado na Figura 7. Para
tanto, utilizou-se a resina Wang-Gly-Fmoc (grau de substituicdo de 0,47 mMol), sendo
gue o grupo FMOC base-labil foi retirado pela lavagem com uma solucao de 20% 4-
metilpiperidina/DMF durante 20 min — etapa de desprotecdo. Os acoplamentos dos
Fmoc-aminoacidos foram realizados pela ativacdo dos grupos carboxilas com
diisopropilcarbodmida (Dic) e N-hidroxibenzotriazol (HOBT). Todos os reagentes, bem
como os Fmoc-aminoacidos foram empregados com 3 vezes de excesso em relacao
a quantidade de grupos reativos na resina inicial. Cada etapa de acoplamento foi
realizada sob agitacéo branda durante 2 h. Com o intuito de eliminar os reagentes em
excesso e subprodutos, entre cada etapa foram realizadas lavagem com DMF e DCM.
Para o monitoramento do acoplamento de cada residuo de aminoacido e para a
desprotecao da porgcao a-amino antes da préxima etapa de acoplamento, foi realizada
a reacdo de uma aliquota da resina com ninidrina, em temperatura elevada (KAISER
et al., 1970). Esta substancia reage com grupos aminos livres, formando uma cor

azulada, indicando a eficiéncia da sintese.
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2 X DMF inicio

1 X 20% 4-metilpiperidina em DMF N
por 20 min desprotecéo

1 X DMF

1 X DCM

1X DMF

1X DCM

3 X Eg. de Fmoc-aa + Dic/HOBt em

DCM/DMF (1:1, v/v) por 2 h acoplamento
1 X DMF
1 X DCM
1X DMF
1X DCM o
Teste de ninidrina
negativo
positivo

reacoplamento

Figura 7: Protocolo empregado para a sintese do peptideo linear ribifolina e
analogos utilizando resina Fmoc-Gly-Wang.

Primeiramente foi sintetizado o precursor linear de ribifolina sem o ultimo
aminoécido (IILGILG). Apos isso, a resina foi dividida em 4 partes iguais e entdo
adicionado o ultimo aminoé&cido da ribifolina, sendo a Ser, ou de cada analogo (Ala,
Thr e Lys). Em seguida, realizou-se a clivagem de cada peptideo através da adicdo
de TFA e supressores de reacdes colaterais: TIS e agua ultra-pura (95% de TFA, 2,5%
de TIS e 2,5 % de H20 v/v), na propor¢cado 1 mL de solugéo para 100 mg de peptidil-
resina, sob agitacdo branda durante 2 h. Entretanto, para a sintese do peptideo
contenho um residuo de lisina substituindo a Serina foi utilizado o aminoacido Boc-
Lys(Fmoc). A cadeia lateral desse aminoéacido, esta protegida pelo grupo Fmoc que
somente € retirado em meio basico. Apdés o0 acoplamento deste aminoacido, o
peptideo foi clivado da resina utilizando TFA, que além de retirar o peptideo da resina
também desprotege o grupo Boc do alfa-amino da Lys, mantendo o grupo epsolon-
amino protegido com Fmoc. Apos a ciclizacdo do peptideo entre as extremidades
amino e carboxi terminal o grupamento Fmoc foi retirado em solucéo contendo 20%
4-metil-piperidina em DMF. Apés esse periodo, realizou-se a precipitacdo com éter
gelado, sendo o peptideo sonicado, centrifugado e sobrenadante, posteriormente,

descartado. Esta etapa foi repetida 2 vezes para retirada dos subprodutos e reagentes
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utilizados. Na sua forma livre, cada peptideo linear foi analisado, afim de se verificar
a pureza e rendimento da reacdo. Feito isso, cada peptideo linear sintetizado foi
encaminhado para a reacao de ciclizacao.

O processo de ciclizacao foi realizado em solucao diluida com DMF (0,001 mol),
contendo 1 equivalente de HBTU e 1 equivalente de DIEA sob agitacdo por 2 h. Apés
esse periodo, a solucao foi diluida em 50 mL de agua e submetida a particdo 50 mL
de acetato de etila, processo repetido 3 vezes. A fracdo organica, que contém o
peptideo ciclico, foi concentrada e direcionada para etapas posteriores de purificacao.
Os peptideos ciclicos sintéticos e seus analogos lineares foram purificados em HPLC
semipreparativa e caracterizados por espectrometria de massas.

A purificacdo dos produtos obtidos foi feita em HPLC em modo semipreparativo,
com solvente A (0,045% de TFA em H20) e solvente B (0,036% TFA em ACN), fluxo
de 5 mL/min, comprimento de onda de detec¢cdo de 220 nm, e uma coluna C18 da
marca Phenomenex (tamanho 250 mm x 10 mm, 300 A, tamanho da particula de 5
pMm). Apos a purificacao e liofilizagcdo dos materiais obtidos, a analise de pureza de
cada fracdo foi realizada por meio de HPLC em modo analitico, utilizando
espectrometro Shimadzu, com coluna Ultraspehere Phenomenex de fase reversa C18
(4,6 mm x 150 mm, 300 A, tamanho da particula de 5 um), detec¢do em 220 nm, com
fluxo de 1 mL.minl. As andlises das massas moleculares dos peptideos foram
realizadas por espectrometria de massas com aparelho Bruker inje¢éo ion trap, modo
eletrospray positivo (M+H)* na faixa de 200-2000 g/mol, para confirmar a obtencdo do

material desejado.

3.5 Avaliacao antitumoral de ribifolina e seus analogos sintéticos

Para analisar a viabilidade celular foi realizado o ensaio colorimétrico MTT. O
ensaio fundamenta-se na capacidade das células vivas em reduzir o substrato MTT
através da enzima mitocondrial desidrogenase succinica, e assim, acumulando no
citoplasma cristais de formazan de cor azul escuro (Mosmann., 1983).

Tanto a ribifolina como seus analogos foram diluidas em DMSO na
concentracédo de 10 mg/mL. Para este ensaio foram utilizadas as linhagens celulares
HCT-116 (carcinoma colon-retal), MCF-7 (adenocarcinoma de mama). Para tanto,
foram plaqueadas 0,6 x 10* células por poco, em placas de 96 pocos (5 x10* células

/ml em 200 pL de meio). Apds 24 horas, as substéncias foram adicionadas em
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concentracdes de 5 uM e 50 yM, cada concentracdo em duplicata, e incubadas por
72 h. A doxorrubicina foi utilizada como controle positivo e dimetilsulfoxido (DMSO)
com controle negativo. Apdés 72 horas de incubacéo, o sobrenadante foi substituido
por meio de cultura contendo MTT (0,5 mg/mL). Trés horas mais tarde, o
sobrenadante foi removido, e ap6s secagem da placa, o precipitado contendo azul de
formazan de MTT foi dissolvido em 150 yL de DMSO, e a absorbancia foi medida a
570 nm (Mosmann, 1983).

3.6 Triagem de peptideos de C. sphaerogynus por LC-MS

Para a analise destas fragdes, 5 L das solugdes preparadas foram injetados
em cromatégrafo Shimadzu UFLC (Kyoto, Japao), acoplado a um detector de arranjo
de diodos (DAD) e um espectrometro de massa de retencdo de ions (amaZon SL,
Bruker, Billerica, MA, EUA) com ionizag&o por eletrospray (ESI) em modo ion positivo,
em cromatografo liquido de alta eficiéncia acoplado ao espectrébmetro de massas.
Neste procedimento experimental foi usado uma coluna de fase reversa C18 AXIA
Packed LUNA, de dimensdes 250 x 21,20 mm, particulas de 5 ym de tamanho, em
temperatura ambiente, com vazéo de 1,0 mL/min. As fases méveis utilizadas foram,
agua 0,1% ac. férmico e ACN90% com 0,1% de &c. formico, com gradiente de 15 a
40% de solvente B em A.

A tentativa de identificacdo dos compostos foi realizada utilizando dados de
massas moleculares, juntamente com os padrdes de fragmentacédo, espectros UV e

dados da literatura.

3.7 Particdo do extrato etandlico bruto de C. sphaerogynus

Foram realizadas particbes liquido-liquido para cada 6rgéo da planta. Para
tanto, os extratos etandlicos obtidos para o caule e as folhas, foram dissolvidos em
150 mL de metanol e particionados com 300 mL de hexano em funil de separacéo,
procedimento repetido trés vezes para o caule e seis vezes para a folha. Ao final, tanto
a fracdo metandlica como a fragcdo hexanica foram concentradas em rotaevaporador
sob presséo reduzida. A Figura 8 apresenta o fluxograma demonstrativo do estudo

envolvendo a extracédo proposta para C. sphaerogynus.
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Figura 8: Fluxograma do estudo envolvendo C. sphaerogynus.

As analises cromatogréficas do extrato etandlico e da fracdo metandlica foram
analisadas em HPLC analitico (Shimadzu Prominence), com coluna da marca Cis
Phenomenex Luna, dimensdes de 25,0 cm x 0,46 cm, e particulas de 5 ym. As
condigbes cromatograficas utilizadas foram solventes A (0,1% TFA/H20) e B
(0,08%TFA/ 90% ACN) com vazdo de 1,0 mL/min, em método exploratério, de 5 a
95% de solvente B em 45 min.

3.8 Extracdo em fase solida das fracdes metandlicas de C. sphaerogynus

3.8.1 Dafolha e do caule

Cerca de 6 g da fracdo metandlica, tanto da folha como do caule, foram
submetidas a cromatografia em coluna sob pressao reduzida, utilizando silica de fase
reversa C-18 (40-75 pm, Merk) como fase estacionaria. Duas fragbes foram obtidas:
ACN/H20 (1:4) e ACN/H20 (4:1), sendo esta ultima de interesse (rica em peptideos
circulares), como comprovado pelo screening de orbitideos. As condi¢cdes para
analises cromatogréficas exploratorias estdo de acordo com as descritas na se¢ao
3.6.

3.8.2 Purificacédo da fracdo FR80F do extrato de folhas
Para analise em modo analitico, a FR80F foi injetada em cromatografo liquido
(Shimadzu), com detector UV-VIS, com monitoramento em 220 e 280 nm, com
gradiente exploratério de 5 a 95 % de B em A (B: 0,08%TFA/ 90% ACN e A: 0,1%
TFA/H20), com duracdo de 45 min, com vazao de 1 mL/min e volume de injecéo de
20 uL. Foi empregado a coluna da marca C18 Phenomenex Luna, dimensdes de 25,0

cm x 0,46 cm, e particulas de 5 ym. Os fracionamentos cromatograficos foram
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realizados no equipamento HPLC preparativa (Shimadzu), com detector UV-VIS em
comprimento de onda de 220 e 280 nm e coluna de fase reversa C18 AXIA Packed
LUNA, de dimensdes 250 x 21,20 mm, particulas de 5 ym de tamanho, com um
programa de gradiente de 30 a 90% em 60 min e vazdo de 10 mL/min. A pureza das

fracOes e analito isolados foi confirmada em HPLC analitico.

3.8.3 Caracterizacdo dos compostos Bl e B2
A fracdo FR2 foi submetida a purificacdo pelos métodos usuais do laboratério.
Em sintese, foi utilizado o equipamento HPLC semipreparativo (Shimadzu), com
detector UV-VIS em comprimento de onda de 220 e 280 nm e coluna de fase reversa
coluna C-18 Phenomenex Luna (150 x 21,20 nm, particulas de 5 ym). A corrida se
deu em modo isocratico de 25% de B (B: 0,08%TFA/ 90% ACN e A: 0,1% TFA/H20),
em 40 min, com vazao de 5 mL/min. A coleta das fracdes foi feita manualmente, o que

permitiu obter as substancias B1 e B2.

3.9 Espectrometria de massas (EM)

As andlises de peso molar dos compostos, bem como o0 sequenciamento de
peptideos foram e analisados por espectrdmetro Bruker Maxis Impact Q-TOF
(Daltonics Billerica MA, USA).

3.10 Ressonancia magnética nuclear (RMN)

Para obtencdo dos espectros de RMN uni e bidimensionais foi utilizado
espectrometro Bruker Avance I11® 600 (Fahrenheitstr, Bremen, Alemanha) operando a
600.13 MHz equipado com crioprobe, estes experimentos foram feitos no comando

automacao a temperatura de 299 K.

4. RESULTADOS
4.1 Preparacdo do material vegetal e extratos etandlicos brutos

As massas obtidas para os extratos etandlicos das espécies estudadas, bem

como seus rendimentos, estao representadas na Tabela 2.
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Tabela 2: Massas obtidas dos extratos etanolicos das espécies estudadas.

Espécie vegetal Material vegetal Massa dos Rendimento
extratos
Folha (400 g) 41,19 10,2 %
C. sphaerogynus " cayje (400 g) 17,2 g 4,3 %

4.2 Triagem quimica (Screening) de orbitideos

4.2.1 Cromatografia em camada delgada comparativa

A avaliagéo de peptideos ciclicos nas espécies de J. ribifolia e C. sphaerogynus

foi realizada, a priori, por ensaios quimicos de revelacdao, como ninidrina e clorox. A

Tabela 3 apresenta os resultados obtidos.

Tabela 3: Revelacdo dos ensaios de ninidrina e clorox.

Espécie Org&o da espécie Ninidrina Clorox
J. ribifolia Folha + +
Folha + -
C. sphaerogynus
P 9y Caule + -

O ensaio de clorox permite observar a formacdo de N-halogénios através da
reacdo de peptideos ciclicos com Cl2 (Horsten et al., 1995), gerando uma coloragéo
purpura. A espécie J. ribifolia foi a Unica que apresentou resultado positivo. Um
segundo ensaio, de ninidrina, foi utilizado para averiguar a presencga de grupamento
amino-terminal livre (KAISER et al., 1970). E desejavel que as amostras analisadas
apresentem resultado negativo, uma vez que orbitideos ndo possuem agrupamento
terminal livre. Contudo, devido a complexidade das matrizes, é esperado que as
amostras possam apresentar resultado positivo pela presenca de outros metabdlitos,
como alcaloides. Todas as espécies apresentaram resultado positivo para este
ensaio. Assim, para o isolamento de orbitideos, selecionou-se a espécie J. ribifolia

para prosseguir com os estudos.

4.3 Isolamento de ribifolina de Jatropha ribifolia

O processo de fracionamento de trés gramas do extrato bruto etanélico de J.
ribifolia gerou 1,87 g da fracdo ACN/H20 (1:4) e 0,35 g da fragdo ACN/H20 (4:1) apés
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liofilizados. A fragdo ACN/H20 (4:1) foi selecionada para o isolamento de peptideos
ciclicos apds a confirmacdo positiva do ensaio de clorox. A andlise do perfil

cromatografico da fracdo enriquecida foi obtida e apresentada da Figura 9.
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Figura 9: Cromatograma da fragdo ACN/H20 (4:1) de J. ribifolia, utilizando método
gradiente de 5-95% de B, em 45 min.

Os orbitideos eluem em torno de 60-70% de solvente B, e sdo detectados no
ultravioleta em comprimento de onda de 220 nm (ALTEI et al., 2014). Assim, a regiao
de eluicdo de 22 — 35 minutos apresentou algumas bandas de interesse. A purificacéo
dos analitos foi realizada num equipamento HPLC semipreparativo (Shimadzu) com
detector UV-VIS em comprimento de onda de 220nm e coluna de fase reversa C18
AXIA Packed LUNA, de dimensdes 250 x 21,20mm, particulas de 5 ym de tamanho,
com um programa de gradiente de 30 a 90% de solvente B em A (B: 0,08%TFA/ 90%
ACN e A: 0,1% TFA/H20) em 60 minutos e fluxo de 5 mL/min. A Figura 10 apresenta
0 cromatograma obtido.
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Figura 10: Cromatograma da fragdo ACN/H20 (4:1) de J. ribifolia, utilizando método
gradiente de 30-90% de B, em 60 min e 220 nm.
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Deste experimento foram obtidos 20 tubos coletados manualmente, conforme
a figura 9. As fracdes foram entdo re-analisadas por HPLC analitico e injetadas em
espectrometro de massas, buscando-se avaliar a pureza e se as massas moleculares
obtidas se estavam na faixa de 500-1000 Da, massas caracteristicas de orbitideos.
Das substancias isoladas foi possivel identificar apenas a ribifolina, ndo sendo isolado
e caracterizado um novo orbitideo. A Figura 11 apresenta o espectro de massas
ribifolina (PINTO et al., 2015).
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Figura 11: Espectro de massas referente ao peptideo ribifolina.

4.4 Sintese de ribifolina e seus analogos

O peptideo ribifolina e seus analogos foram sintetizados por meio da técnica de
sintese de peptideos em fase solida. Conforme dados da literatura, acredita-se que
orbitideos com carater mais hidrofébico possam estar correlacionados com uma maior
atividade anticancer (OKINYO-OWITI et al.,, 2015), sendo assim, a sintese dos
anélogos foi planejada sem o dUltimo aminoacido da ribifolina e adicionando
aminoacidos mais hidrofébicos, como Ala e Thr. O terceiro analogo foi planejado
considerando-se a carga positiva da cadeia lateral da lisina. Sabe-se que ha
prevaléncia de cargas negativas em membranas de células cancerigenas, pela grande
guantidade de fosfatidilserina (ALVES et al., 2016). Considerando isso, e esperando
uma possivel ligagdo entre o aminoacido e a membrana externa das células
cancerigenas selecionou-se o0 aminoacido Lys para compor o terceiro analogo, qual
apresenta carga positiva em sua cadeia lateral. A Figura 12 apresenta as estruturas

do ultimo aminoéacido de cada série de peptideo sintetizado. E possivel observar
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através das estruturas que o aminoacido treonina possui uma metila a mais na cadeia
lateral do que a serina, e este, por sua vez, apresenta uma hidroxila e uma metila a
mais em sua cadeia lateral do que a alanina. Por ultimo, a lisina possui em sua cadeia
lateral uma carga positiva no grupo amino. As mudanc¢as pontuais permitem um

melhor estudo da relagéo estrutura atividade dos peptideos.

(.I‘,OO' (i‘,OO' (I:OO- CIZOO'
"HsN—-C—H *HgN—C—H "HaN—C—H *HaN-C—H

H-C—OH H—C—OH CHg CH,

H CHs CH;

¢H2

Serina Treonina Alanina CHa
NH3*

Lisina

Figura 12: Estrutura do ultimo aminoacido de cada série de peptideos sintetizados.

Para tanto, foi sintetizado o precursor linear de ribifolina sem o Ultimo
aminoécido (IILGILG). Partindo-se de uma massa inicial de 1,7 g de resina, obteve-se
ao final da sintese 2,060 g de massa de resina, havendo um ganho de massa de 359
mg com rendimento de 91,79 %. A Tabela 4 apresenta os dados da sintese dos

peptideos.

Tabela 4: Dados da sintese dos peptideos.

Peptidil-resina Ganho de Ganr]o_ de massa Rendimento (%)
massa (mg) teorico (mg)
ILGILG 359 543 91,79

Em seguida, dividiu-se a massa 2,060 em 4 partes iguais, obtendo-se 515 mg
de resina para adicionar o ultimo amino&cido de cada analogo e foi calculado os novos

rendimentos. A Tabela 5 apresenta os dados da sintese dos peptideos.

Tabela 5: Dados da sintese dos peptideos.
Massa obtida Massa esperada

Peptidil-resina Rendimento (%)

(mg) tedrica (mq)
SIILGILG 491,3 683,4 71,9
AlILGILG 471,4 668, 70,5
TIILGILG 490,2 686,2 71,4

KIILGILG 482,0 700,4 68,8
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Apés as sinteses, os peptideos foram clivados com uma solucdo contendo
TFA/H20/TIS (95/2,5/2,5). As massas de peptideos brutos obtidas estdo descritas na
Tabela 6. Todos os aminoacidos utilizados foram Fmoc-AA-OH, com excecdo do
aminodcido lisina, que possui como grupos protetores Boc-Lys(Fmoc). Selecionou-se
este aminoacido pois o protetor Boc ligado a amina do carbono a é acido-labil, e assim
no processo de clivagem ele seré retirado do peptideo, porém, o protetor Fmoc do
grupo amino da cadeia lateral continuara protegido. Apds a clivagem e o processo de
ciclizacao, foi empregado a solucdo de 20% 4-metilpiperidina/DMF durante 20 min

para a desprotecao do grupo amino da cadeia lateral.

Tabela 6: Rendimentos das clivagens dos peptideos sintetizados.

Peptidil-resina Massa de Massa de Redimento de
peptideo bruto peptideo bruto clivagem (%)
(mQ) tedrico (mQ)
SIILGILG 126,4 157 80,5
AlILGILG 128,5 153,8 83,5
TIILGILG 137,2 159,8 85,8
KIILGILG 121,7 165,2 73,6

Para a ribifolina e cada analogo, 40 mg foram purificados para obter os
peptideos lineares. A massa restante dos peptideos foi submetida ao processo de
ciclizacao de acordo com a metodologia descrita nos métodos item 3.4. A Tabela 7
mostra a quantidade de massa obtida de cada analogo ao final do processo de

ciclizagéo.

Tabela 7: Rendimentos das ciclizacdo dos peptideos sintetizados.

Peptideos Massa inicial do processo Massa obtida dos
de ciclizac&o (mg) peptideos ciclizados (mQ)
SIILGILG 86 65
AlILGILG 88,7 60,3
TIILGILG 97,2 69,8
KIILGILG 81,5 59,9

A Figura 13 mostra a estrutura quimica de ribifolina e de seus analogos

sintetizados.
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Figura 13: Estrutura quimica de ribifolina e seus analogos.

4.4.1 Obtencao do peptideo SIILGILG

O espectro de massas do peptideo SIILGILG linear apresentou massa

molecular 785 Da do ion protonado (Figura 14a), o que confirmou a obtencao do

material desejado. A patrtir disso, foi realizado o processo de ciclizacéo, e o material

desejado foi confirmado por espectrometria de massas obtendo-se massa molecular

789 Da do aduto de sodio do peptideo SIILGILG ciclico (Figura 14b). E possivel

observar que o peptideo ciclico possui 18 Da a menos que seu analogo linear, pois na

ciclizacao ha a perda de uma molécula de agua.
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Figura 14: Espectro de massas referente aos peptideos SIILGILG linear (a) e

SIILGILG ciclico (b).

O perfil cromatografico dos peptideos brutos de SIILGILG foi obtido em

cromatografo liquido de alta eficiéncia utilizando um programa gradiente de 5 a 95%

de B em 30 min e tempo de retencdo de 14 min para o linear (Figura 15a) e para o

peptideo SIILGILG ciclico bruto o tempo de retencéo foi de 18 min (Figura 15b). Isso

ocorre pelo peptideo linear ser mais apolar do que seu analogo ciclico.
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Figura 15: Perfil cromatografico do peptideo bruto SIILGILG linear (a) com tempo de
retencdo de 14,35 min e do peptideo bruto SIILGILG ciclico (b) com tempo de retencéo

18,44 min.

Os peptideos sintetizados foram purificados em um sistema HPLC

semipreparativo. E as fragcdes obtidas da purificagcdo foram avaliadas em um sistema

HPLC analitico. As fracdes contendo os peptideos puros foram juntadas. As condicdes

de purificacdo estdo descritas na Tabela 8. Os perfis cromatogréaficos dos peptideos

puros podem ser vistos na Figura 16.

Tabela 8: Condicdes de purificacdo dos peptideos e quantidade de material puro.

Peptidil- HPLC HPLC FracOes puras | Pureza (%)
resina semipreparativo analitico (mQ)
SIILGILG 20-60% de 20-60% de 4,9 96,04
linear solvente B em | solvente B em
90 min 30 min




47

SIILGILG 40-70% de 5-95% de 59 96,59
ciclico solvente B em | solvente B em
90 min 30 min
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Figura 16: Perfil cromatografico dos peptideos SIILGILG linear (a) e ciclico (b) puros.

4.4.2 Obtencéao do peptideo AIILGILG

O espectro de massas do peptideo AIILGILG linear apresentou massa
molecular 769 Da do ion protonado (Figura 17a), o que confirmou a obtencdo do
material desejado. A partir disso, foi realizado o processo de ciclizacao, e o material
desejado foi confirmado por espectrometria de massas obtendo-se massa molecular

751 Da do aduto de sodio do peptideo AIILGILG ciclico (Figura 17b).
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Figura 17: Espectro de massas referente aos peptideos AIILGILG linear (a) e
AIILGILG ciclico (b).

O perfil cromatografico dos peptideos brutos de AIILGILG foi obtido em

cromatografo liquido de alta eficiéncia utilizando um programa gradiente de 5 a 95%

de B em 30 min e tempo de retencdo de 14,27 min para o linear (Figura 18a) e para o

peptideo AIILGILG ciclico bruto o tempo de retencao foi 20,00 min (Figura 18b).
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Figura 18: Perfil cromatogréafico do peptideo bruto AIILGILG linear (a) com tempo de
retencdo de 14 min e do peptideo bruto AIILGILG ciclico (b) com tempo de retencéo

20 min.

Os peptideos sintetizados foram purificados em um sistema HPLC

semipreparativo. E as fragcdes obtidas da purificagcdo foram avaliadas em um sistema

HPLC analitico. As fracdes contendo os peptideos purificados foram juntadas. As

condicBes de purificacdo estdo descritas na Tabela 9. Os perfis cromatograficos dos

peptideos puros podem ser vistos na Figura 19.

Tabela 9: Condic¢des de purificacdo dos peptideos e quantidade de material puro.

Peptidil- HPLC HPLC FracOes puras | Pureza (%)
resina semipreparativo analitico (mQ)
AlILGILG 25-55% de 5-95 % de 2,0 92,26
linear solvente B em | solvente B em
90 min 30 min
AlILGILG 35-65% de 5-95% de 3,0 95,98
ciclico solvente B em | solvente B em
90 min 30 min
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Figura 19: Perfil cromatografico dos peptideos AIILGILG linear (a) e ciclico (b) puros.

4.4.3 Obtencdo do peptideo TIILGILG

O espectro de massas do peptideo TIILGILG linear apresentou massa
molecular 799 Da do ion protonado (Figura 20a), o que confirmou a obtencao do
material desejado. A partir disso, foi realizado o processo de ciclizacdo, e o material
desejado foi confirmado por espectrometria de massas obtendo-se massa molecular
803 Da do aduto de sédio do peptideo TIILGILG ciclico (Figura 20b).
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Figura 20: Espectro de massas referente aos peptideos TIILGILG linear (a) e

THLGILG ciclico (b).

O perfil cromatografico dos peptideos brutos de TILGILG foi obtido em

cromatografo liquido de alta eficiéncia utilizando um programa gradiente de 5 a 95%

de B e tempo de retencdo de 14,24 min para o linear (Figura 21a) e para o peptideo

THLGILG ciclico bruto o tempo de retencéo foi 20,17 min (Figura 21b).
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Figura 21: Perfil cromatogréafico do peptideo bruto TIILGILG linear (a) com tempo de
retencdo de 14,24 min e do peptideo bruto TIILGILG ciclico (b) com tempo de retencao

20,17 min.

Os peptideos sintetizados foram purificados em um sistema HPLC

semipreparativo. E as fragdes obtidas da purificagdo foram avaliadas em um sistema

HPLC analitico. As fracdes contendo os peptideos purificados foram juntadas. As

condicdes de purificagdo estdo descritas na Tabela 10. Os perfis cromatograficos dos

peptideos puros podem ser vistos na Figura 22.

Tabela 10: Condi¢bes de purificacdo dos peptideos e quantidade de material puro.

Peptidil- HPLC HPLC FracOes puras | Pureza (%)
resina semipreparativo analitico (mg)

TIILGILG 25-55% de 20-50% de 1.4 100
linear solvente B em | solvente B em

90 min 30 min
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Figura 22: Perfil cromatografico dos peptideos TIILGILG linear (a) e ciclico (b) puros.

4.4.4 Obtencdo do peptideo KIILGILG

O espectro de massas do peptideo KIILGILG linear apresentou massa

molecular 826 Da do ion protonado (Figura 23a), o que confirmou a obtencdo do

material desejado. A partir disso, foi realizado o processo de ciclizacao, e o material

desejado foi confirmado por espectrometria de massas obtendo-se massa molecular

808 Da do aduto de sodio do peptideo KIILGILG ciclico (Figura 23b).
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Figura 23: Espectro de massas referente aos peptideos KIILGILG linear (a) e
KIILGILG ciclico (b).

O perfil cromatografico dos peptideos brutos de KILGILG foi obtido em
cromatografo liquido de alta eficiéncia utilizando um programa gradiente de 5 a 95%
de B e tempo de retencdo de 19,43 min para o linear (Figura 24a) e para o peptideo

KIILGILG ciclico bruto o tempo de retencgéo foi 24,16 min (Figura 24Db).
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Figura 24: Perfil cromatogréafico do peptideo bruto KIILGILG linear (a) com tempo de
retencdo de 19 min e do peptideo bruto KIILGILG ciclico (b) com tempo de retencéo

24 min.

Os peptideos sintetizados foram purificados em um sistema HPLC

semipreparativo. E as fracfes obtidas da purificacdo foram avaliadas em um sistema

HPLC analitico. As fracdes contendo os peptideos purificados foram juntadas. As

condi¢Oes de purificacdo estdo descritas na Tabela 11. Os perfis cromatograficos dos

peptideos puros podem ser vistos na Figura 25.

Tabela 11: Condi¢bes de purificacdo dos peptideos e quantidade de material puro.

Peptidil- HPLC HPLC FracOes puras | Pureza (%)
resina semipreparativo analitico (mg)
KIILGILG 25-55% de 20-50% de 4,5 100
linear solvente B em | solvente B em
90 min 30 min
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Figura 25: Perfil cromatografico dos peptideos KIILGILG linear (a) e ciclico (b) puros.

4.5 Avaliacdo antitumoral de ribifolina e seus analogos sintéticos

Cancer é uma doenca multifatorial que acomete milhdes de pessoas do mundo

inteiro. Assim, a industria farmacéutica e a comunidade cientifica unem esforgos para

buscar novos protétipos de farmacos que possuam maior eficacia e menor toxicidade

ao organismo. Apos a sintese e purificacdo das substancias foi realizada a avaliagao

antitumoral em colaboracdo com a professora Dra Leticia Lotufo da Universidade de
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Séao Paulo (USP). A Tabela 12 mostra a inibicdo de crescimento para a linhagem
celular HCT-116.
Tabela 12: Avaliacao da inibicdo de crescimento para a linhagem celular HCT-116.

Amostras GI* (%) 5 ug/mL Gl (%) 50 ug/mL
Média EPM n Média EPM n
RibJNAla | g g7 2,87 2 -8,32 1,17 2
linear
R|QJNAIa 0,05 3,43 2 3,75 4,99 2
ciclico
r|b_|foI|na 19,74 3,05 2 16,54 5,29 2
linear
r|b.|fo.I|na 5,13 6,66 2 6,87 4,26 2
ciclica
R|pJNThr 9,19 2,52 2 22,64 3,17 2
linear
R|l:3JI_\IThr 6,28 2,15 2 12,46 2,13 2
ciclico
RleNLyS 1,14 0,95 2 9,45 3,20 2
linear
Rlb'JNLyS 44,85 2,12 2 73,50 3,12 2
ciclico

*Gl: Inibigéo de crescimento.

A ribifolina e os seus analogos com aminoacidos mais apolares (Ala e Thr),
bem como o analogo linear de RibJNLys apresentaram baixa inibicao de crescimento
para a linhagem celular HCT-116. Em contraste, o analogo ciclico da lisina (RibJNLys)
gerou a melhor inibicdo de crescimento (73,5 % a 50 ug/mL). Com esses resultados &
possivel notar que a mudanca pontual por aminoacidos mais apolares (sejam na forma
linear ou ciclica) que a Ser nao apresentou o aumento da atividade tumoral, entretanto,
0 uso de carga positiva do aminoacido Lys no peptideo ciclico gerou o aumento de
sua atividade, demonstrando que néo s6 a carga positiva, mas também a forma ciclica
aumentou a atividade antitumoral. A Tabela 13 mostra a inibicdo de crescimento para
a linhagem celular MCF-7. O mesmo padrédo de inibicdo para a ribifolina e seus
analogos foi observada para a linhagem celular MCF-7. Dessa forma, pode-se denotar
que a substituicdo pontual da Ser por aminoacidos que possuem carga positiva na
sua cadeia lateral € mais indicado para a atividade antitumoral do que a substituicdo

da Ser por aminoacidos mais apolares.
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Tabela 13: Avaliacao da inibicdo de crescimento para a linhagem celular MCF-7.

Amostras Gl (%) 5 ug/mL Gl (%) 50 ug/mL
Média EPM n Média EPM n
RibJNAla | g 76 9,95 2 1,20 6,45
linear
R|QJNAIa 2,19 11,23 2 -1,83 9,21 2
ciclico
r|b_|foI|na 14,66 12,12 2 13,46 12,37 2
linear
rlbijllna 2.07 12,80 2 -3,00 14,49 2
ciclica
RIbJNThF _0,68 9,65 2 7,79 7,07 2
linear
R@]I_\IThr -28,29 1,83 2 -27,81 3,19 2
ciclico
RibJNLys 9.05 7,66 2 23,04 3,84 2
linear
RibINLys | g2 19 4,64 2 86,91 4,24 2
ciclico

*Gl: Inibigéo de crescimento.

4.6 Cromatografia liquida de alta eficiéncia para C. sphaerogynus

Segundo dados recentes da literatura, o género Croton L. também apresenta
peptideos ciclicos tipo orbitideos (PEREIRA et al., 2012; QUINTYNE-WALCOTT et
al., 2007), sendo assim, com o intuito de averiguar uma espécie de Croton L.,
selecionou-se Croton sphaerogynus para a analise de LCMS visando a desreplicacdo
da matrix, visto que o ensaio de clorox € um ensaio visual e pode apresentar falso
negativo.

Para a prospeccao de peptideos na espécie C. sphaerogynus, 50 mg do extrato
etanodlico das folhas e do caule foram fracionados por extracdo em fase sdlida,
conforme o item 3.3. As fracdes consideradas ricas em peptideos (FR80F e FR80C)
foram analisadas por HPLC analitico, o que permitiu estabelecer o melhor método
para analise por LC/MS. Com base nos perfis obtidos, o gradiente de eluicdo
selecionado foi de 15-40% de solvente B em A, em 45 min (B: 0,1% &c. férmico / 90%
ACN e A: 0,1% ac. formico /H20), o que pode separar com boa resolucdo o0s

compostos identificados (Figura 26). A Figura 27 apresenta os cromatogramas de ions
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das FR80F e FR80C e os picos correspondentes aos compostos HPLC-ESI-MS/MS e
descritos na Tabela 14. A analise foi realizada em modo positivo, a identificacdo das
substéancias foi desenvolvida com base em padrées de fragmentacdo e comparacao
de dados da literatura para substancias ja identificadas anteriormente e para similares.

A comparagao entre os perfis obtidos dos extratos analisados para as folhas e
dos caules de C. sphaerogynus permitiu inferir a presenca de orbitideos (compostos

de interesse), e também a deteccao da classe de flavonoides

R= iscleucil ou sec-butil

6 ciclotetraleucil (ou isoleucil) n=
10 ciclopentaleucil {ou isoleucil) n=2
12 ciclochexaleucil (ou isoleucil) n=3
13 ciclo heptalecil {ou iscleucil) n=4

Figura 26: Perfil cromatografico dos peptideos KIILGILG linear (a) e ciclico (b) puros.
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Figura 27: Cromatograma de ions das fracbes FR80F (a) e FR80C (b) de C.
sphaerogynus. Os numeros dos picos estdo identificados na Tabela 2. Legenda:
orbitideos (vermelho) e flavonoides (preto). As condicbes experimentais foram
descritas na metodologia. Programa: 15-40% de solvente B em A, em 45 min (B: 0,1%
ac. férmico / 90% ACN e A: 0,1% ac. formico /Hz20).

Tabela 14: Caracterizacao dos constituintes de FR80F e FR80C C. sphaerogynus por
HPLC-DAD-ESI-MS/MS. Orbitideos (vermelho) e flavonoides (preto).

No Tr(min) [M-H]* Fragmentos MS? composto

1 53 344 344,299,174 n.i.

2 6,3 300 300, 267,178 n.i.

3 6,6 330 330, 299, 192 n.i.

4 7,1 342 342, 297, 265 n.i.

5 12,4 757 757, 611, 449, 303 guercetina

6 14,4 453 453, 435, 322, 209 ciclotetraleucil (ou isoleucil)

7 15,0 763 763, 617,477, 331 metoxiquercetina

8 15,4 741 741, 595, 449, 433,286  campferol triglicosideo (2

ramnose, 1 hexose)
9 17,2 611 611, 465, 449, 303 guercitina diglicosilada (1
ramnose, 1 glucose)

10 19,6 566 566, 548, 435, 322, 209 ciclopentaleucil (ou isoleucil)

11 217 595 595, 449, 286 campferol diglicosilado

12 24,3 679 679, 661, 566, 548, 435, ciclohexaleucil (ou isoleucil)
322, 209

13 27,8 792 792, 774, 679, 661, 566, cicloheptaleucil (ou isoleucil)
548, 435, 322, 209

14 30,0 314 314, 176 n.i.

15 345 314 314,176 n.i.

n.i.; ndo identificado.

Peptideos ciclicos sdo amplamente distribuidos em bactérias, organismos
marinhos e plantas. Sendo de grande relevancia por exibirem relativa estabilidade
quimica e atividades biol6gicas variadas.

Até o momento, foram assinalados 9 compostos para C. sphaerogynus. Sendo
destes, 4 orbitideos (6, 10, 12 e 13), 2 flavonoides e 3 flavonoides glicosilados. Os
orbitideos possuem ions [M-H]* 453, 566, 679 e 792, respectivamente e estdo
presentes tanto nas folhas como nos caules. A analise dos espectros MS/MS
evidenciou fragmentacdes ocorrendo de maneira similar, apresentando perdas
neutras de 113 Da (residuos de aminoacidos leucil ou isoleucil) e 18 Da (H20) (Figuras
28-31). Estes orbitideos foram reportados pela primeira vez por Wang (2014) que
identificou estes peptideos ciclicos pela técnica de LCMS em uma formulagéo
fitoterapica da medicina tradicional chinesa, composta pelas espécies Citri reticulatae

pericarpium, Aurantii fructus immaturus e Zingiberis rhizome Recens. Mais
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recentemente, estes orbitideos foram identificados na espécie Anemarrhena
asphodeloides, contudo néo foram isolados, apenas identificados por LCMS (Ji et al.,
2017).

Intens. 1 Folha Fra 80% BemA_MSMS_1-3_01_514.d: +MS2(792.56), 27.9min #2008
(%] 1 322,16 435,26 548,41 661,51 774,59 ase
100 ’
LA-LN-L/) -LA -LN -L/ -L/
80 é&
1+
60 1+ 661.51
24 548.41
1+ 435.26 él-& él& 113
40 .
322.16 é‘& 113
<li 113
20 4 113
P 1+
34112 45326 64359 67953
0 ; ; - ; ; L | L ; M i — ] l ; L
100 200 300 400 500 600 700 mz
Figura 28: Espectro MS? e proposta de fragmentacao para cicloheptaleucil (pico 13).
Intens. 1 Folha Fra 80% Bem A_MSMS_1-3_01_514.d: +MS2(679.41), 24.3min #1753
%] + +
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Figura 29: Espectro MS? e proposta de fragmentacdo para ciclohexaleucil (pico 12).
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Figura 30: Espectro MS? e proposta de fragmentacéo para ciclopentaleucil (pico 10).
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Figura 31: Espectro MS? e proposta de fragmentacéo para ciclotetraleucil (pico 6).

Com relacao ao ultimo residuo de aminoacido néo foi possivel observar a sua
completa fragmentacgéo, entretanto quando comparado com dados da literatura notou-
se que a perda de 113 Da a partir do ion 208,91 geraria o possivel Gltimo amino&cido

com a perda de uma molécula de agua (96 Da) (JI et al., 2017).

4.7 Particdo do extrato bruto etandlico

Apos analisar o perfil cromatografico das amostras de folha e de caule (Figura
32) observou-se uma grande quantidade de picos de baixa polaridade. Sabendo que
peptideos ciclicos possuem uma faixa de eluicao por volta de 60 % de ACN em H20
e gue, portanto, esses compostos mais apolares ndo seriam de interesse, optou-se
pela remocéo deles. Para tanto, uma particdo do extrato etandlico com metanol e
hexano foi realizada. O perfil cromatografico da fracdo metandlica foi selecionada para
continuidade do estudo. A Tabela 15 apresenta as massas obtidas para cada fragéo.
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Figura 32: Cromatogramas dos extratos etandlicos das folhas (a) e dos caules (b) de
C. sphaerogynus, utilizando método exploratorio gradiente de 5-95% de B, em 55 min

e 220 nm.

Tabela 15: Massas obtidas da particdo do extrato etandlico das folhas e dos caules
de C. sphaerogynus.

Extrato etanélico  Fracdo metandlica Fracédo
(9) (9) hexanica (9)
Folha 41,1 24,65 13,67
Caule 17,2 13,11 2,45

A partir da analise comparativa dos perfis cromatograficos da fracdo metanolica
provenientes das folhas e dos caules da espécie C. sphaerogynus (Figura 33), notou-
se uma maior diversidade de picos na faixa de eluicdo de orbitideos (cerca de 60 %
de ACN em H20) na fracdo de folhas. A deteccado é feita por UV monitorada em

comprimento de onda de 220 nm, caracteristico de ligacGes peptidicas e 280 nm, de

residuos aromaticos.
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Figura 33: Cromatogramas das frac6es metandlicas das folhas (a) e dos caules (b)
de C. sphaerogynus, utilizando método exploratorio gradiente de 5-95% de B, em 45
min e 220 nm.

4.8 Extracdo em fase solida das fraces metanolicas

4.8.1 Da folha e do caule

A fim de se obter fracdes enriquecidas de peptideos (FR80), um fracionamento
em cromatografia de coluna de C18 foi realizado. As massas obtidas de cada fracéo
sao apresentadas na Tabela 16. Os cromatogramas da FR20 e FR80 sdo mostrados

na Figura 34 e Figura 35, respectivamente.

Tabela 16: Massas obtidas do fracionamento das frac6es metandlicas das folhas e
caules de C. sphaerogynus.

Extrato etandlico (g) FR20 (g) FR80 (g)
Folha 0,87 1,83
Caule 2,48 0,98
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Figura 34: Cromatogramas das fracbes FR20 de folhas (a) e caules (b) de C.
sphaerogynus, utilizando método exploratoério gradiente de 5-95% de B, em 45 min e

220 nm.
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Figura 35: Cromatogramas das fracdes FR80 de folhas (a) e caules (b) de C.
sphaerogynus, utilizando método exploratério gradiente de 5-95% de B, em 45 min e

220 nm.

Apés avaliar o perfil cromatografico da fracdo FR80 da folha e do caule
selecionou-se a FR80 das folhas para iniciar os estudos de isolamento, pois apontava

para uma maior concentracao de orbitideos. No cromatograma da FR80 dos caules
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observou-se uma banda alargada na faixa de eluicdo de 12 a 22 min, indicativos de

polifendis poliméricos (taninos).

4.8.2 Purificagao da fragdo FR80 do extrato de folhas

O processo de purificacdo se deu via HPLC preparativo. Para tanto, o perfil

cromatografico foi ajustado para um gradiente de 30-90% de B em A em 60 min, o que

permitiu melhorar a resolugdo cromatogréafica (Figura 36). A coleta dos picos foi feita

de forma manual o que permitiu obter 14 fracdes (Figura 37).
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Figura 36: Cromatograma da fracdo FR80 das folhas de C. sphaerogynus, utilizando
método gradiente de 30-90% de B, em 60 min e 220 nm.
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Figura 37: Cromatograma das fragdes FR1 a FR14 de C. sphaerogynus, utilizando
método exploratério gradiente de 5-95% de B, em 40 min. Superior 220 nm e inferior
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As fragOes Fr2, FR3, FR5, FR7, FR9, FR11, FR13 se mostraram com relativa
simplicidade cromatogréfica, o que é indicativo de pureza, entretanto a analise por
espectrometria de massas evidenciou que as fracdes estdo em mistura. A priori, a
fracdo FR3 foi selecionada para fracionamento em coluna semipreparativa, sendo
isolados 2 flavonoides glicosilados. Para efeitos de biossintese, a enumeracao basica
do nucleo aglicona de um flavonoide é representado na Figura 38.

Figura 38: Numeracgédo da estrutura basica dos flavonoides.

4.8.3 Caracterizacdo do composto B1

O composto B1 foi caracterizado como campferol triglicosilado (1 glucose e 2
raminose), obtido como um po6 levemente amarelado (2,7 mg). Pela andlise do
espectro de RMN de 'H (Figura 39) foi possivel observar trés dupletos em §H 8,05 (H-
2’), 8H 8,01 (H-6’) e em 6H 6,88 (H-3’ e H-5’) com constantes de acoplamento de 8,6,
evidenciando um anel aromético para substituido. Observou-se, também, os dupletos
em oH 6,18 (H-6) e 6H 6,37 (H-8) com integragdo para um hidrogénio cada. Além
disso, o composto B1 apresenta 3 dupletos em 6H 5,59 (J = 7,6 Hz), 6H 5,21 (J = 6,9
Hz) e 8H4,49 (J = 7,6 Hz), referentes aos hidrogénios anoméricos com configuracéo
B. Os sinais entre 6 4,02 — 3,23 e os dupletos em 5 0,97 e 6 1,07 estdo relacionados
aos demais hidrogénios das unidades glicosidicas. A identificacdo das unidades de
hexoses e os deslocamentos quimicos dos hidrogénios e carbonos foram atribuidos
com o auxilio dos experimentos HSQC (APENDICE A), TOCSY (APENDICE B) e
HMBC (APENDICE C). A ligacdo entre a aglicona e as unidades de glicosideos, bem
como as suas posi¢des foram determinadas por meio das correlagdes H1” (6H 5,59)
e C-3 (6C 134,3), H1”” (8H 4,51) e C-6” (6C 68,3), H1”” (8H 5,59) e C-4"" (8C 73,8),

referente a glucose e as duas raminoses, respectivamente (Figura 40). O espectro de
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carbono é apresentado na Figura 41. A Tabela 17 mostra dados dos experimentos e
compara com os dados com a literatura (HAN et al., 2004).
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Figura 39: Espectro de RMN de *H (600 MHz, CD30D) do composto B1.

Figura 40: Principais correlagdes observadas no mapa de contornos HMBC para a
substancia B1.
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Figura 41: Espectro de RMN de 3C (600 MHz, CD30D) do composto B1.

T
130

T
120

T
110

T T T
100 90 80 70
f1 (ppm)

T T T T
60 50 40 30

T T
20 10

70

5000

4500

4000

3500

3000

2500

2000

1500

1000

500

r-500

r-1000

r-1500

-2000

-2500

Tabela 17: Dados de RMN *H (600 MHz) em CD30OD do composto B1 em comparagéo

com dados da literatura.

Posicéo Referéncia

OH; 8C HMBC OH; oC

multiplicidade; multiplicidade;

J (Hz2) J (Hz2)
2 159,4 158,2
3 134,2 134,2
4 179,3 179,0
5 163,3 162,9
6 6,18; sl 99,8 C5, C8, C10 6,17;d; 2,0 99,7
7 165,6 165,4
8 6,38; sl 94,7 C5,C6,C9,C10 6,37;d;2,0 94,7
9 158,45 158,8
10 105,9 105,8
1’ 123,1 123,4
2’ 8,01; d; 8,6 132,2 C4’, C¢’ 8,01; d; 8,8 132,0
3 6,88; d; 8,6 116,2 C1,C4, C¥% 6,89; d; 8,8 116,0
4 161,2 161,1
5 6,88; d; 8,6 116,1 C1,C3, C4 6,89; d; 8,8 116,0
6’ 8,01; d; 8,6 132,1 C2, C4 8,01; d; 8,8 132,0
glc-1” 5,59;d; 7,6 100,5 C3 5,59; d; 8,4 102,4
glc-2” 3,95; m 77,5 c3” 3,21~-4,08;, m 73,9
glc-3” 3,72; m 75,7 cz2 3,21-4,08;m 78,8
glc-4” 3,37; m 77,1 3,21~4,08; m 79,7
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glc-5” 3,27; m 72,3 3,21~-4,08; m 76,9
glc-6” 3,62; m 68,3 c1” 3,21~-4,08; m 68,2
3,57; m 3,21~4,08; m
ram-1" 5,21;d; 6,9 102,6 C2”’, C6” 451;d;1,2 100,3
ram-2"" 3,81; m 72,1 c4” 3,21~-4,08,m 72,2
ram-3"" 3,99;m 72,4 cz2” 3,21~4,08; m 72,3
ram-4"" 3,36; m 74,0 c3” 3,21~-4,08; m 73,7
ram-5"" 4,02; m 69,7 c4” 3,21~4,08; m 69,7
ram-6’"’ 1,07;d; 6,2 17,8 C4”, C5” 0,98;d;1,2 17,9
ram-1""  4,50; d; 5,5 102,2 cz2”, C5”” 511;d;1,2 102,2
ram-2”" 3,47, m 72,3 c3”” 3,21~-4,08;, m 72,0
ram-3”7 3,57, m 71,9 cz”” 3,21~-4,08,m 72,2
ram-4""  3,23; m 73,8 c3”” 3,21~4,08; m 73,7
ram-5"7 3,41, m 69,9 c4”” 3,21~-4,08; m 69,8
ram-6""  0,97;d; 6,2 17,5 C4””, C5”” 1,07; d; 6,0 17,6

O espectro de massas de baixa resolucédo (Figura 42), no modo negativo

apresentou o sinal relativo ao ion [M-H] com valor de 739,37; consistente com o valor

tedrico de m/z 739 correspondente ao ion desprotonado da substancia campferol

triglicosilado (2-ramnose e 1-hexose),

caracteristicos 593, 284 e 255 (Figura 42) (MARCH et al., 2004).

também foram observados 0s sinais

Intens.
[%] ]

100
80+
60
40

204

0

284.11

1-
1 327.15

255.11
1-
309.13

| -

hexose
162

393.16

351.16
[

2-  473.22
445.22
]

CSFR80OF_FR2P2_MSMS739_NEG.d: -MS2(739.37), 0.1-0.4min #2-14

ramnose
146

575.26

593.27

ramnosc
146

T
200

300

400

T
500

T
600

Figura 42: Espectro MS? de m/z 739, [M-HJ, da substancia B1.

4.3.4 Caracterizacdo da substancia B2

O composto B2 foi identificado como rutina (flavonoide quercetina-3-O-

rutinosideo), que foi obtida como um po6 levemente amarelado (0,8 mg). Pela analise

do espectro de RMN de 'H (Figura 43) foi possivel observar um dupleto em 8H 7,66

(H-2’), e um duplo dupleto em 8H 7,62 (H-6') com constantes de acoplamento de 2,1
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e 8,5/2,1, respectivamente, com integracao para um hidrogénio cada. O dupleto em
oH 6,87 foi atribuido ao H-5’, com constante de acoplamento de 8,5 e integracéo de 1
hidrogénio. Os dupletos ¢H 6,40 (J = 2,1) e 6H 6,21 (J = 2,1), ambos com integracao
de 1 hidrogénio, foram atribuidos aos hidrogénios em meta H-8 e H-6 do anel A,
respectivamente. Além dos sinais de hidrogénios aromaticos, o composto B2
apresenta um dupleto em 6H 5,10 (J= 7,7) e um singleto largo 6H 4,51 referentes a
hidrogénios anoméricos com configuragao B e a, respectivamente. Os sinais entre
63,26 — 3,78 e o0 dupleto em & 1,14 estéo relacionados aos demais hidrogénios das
unidades glicosidicas. A identificacdo das unidades de hexoses e os deslocamentos
guimicos dos hidrogénios e carbonos foram atribuidos com o auxilio dos experimentos
HSQC (APENDICE D), TOCSY (APENDICE E) e HMBC (APENDICE F), que
confirmaram a existéncia de uma unidade de glicose e outra de ramnose, sendo que
a glicose esta ligada na posicdo 3 da aglicona, observada pela correlacdo entre H-1”
(6 5,10) com C-3 (6 104,66) no mapa de contornos HMBC, e a unidade de ramnose
encontra-se ligada a posicéo 6” da glicose por meio da correlagdo H-1"" (6 4,51) com
C-6" (5 68,6) (Figura 44). O espectro de carbono € apresentado na Figura 45. A
Tabela 18 compara os dados com a literatura (CHANG et al., 2017).
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Figura 43: Espectro de RMN de *H (600 MHz, CD30D) da substancia B2.

Figura 44: Principais correlagées observadas no mapa e contornos HMBC para a
substancia B2.
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Figura 45: Espectro de RMN de 3C (600 MHz, CD30D) da substancia B2.

Tabela 18: Dados de RMN *H (600 MHz) em CD30OD do composto B2 em comparacéo
com dados da literatura.

Posicao Referéncia

OH; multiplicidade; J | 6C HMBC oH; oC

(Hz) multiplicidade;

J (Hz)

2 158,5 158,5
3 135,6 135,6
4 1794 179,3
5 162,9 162,9
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6 6,21;d; 2,1 100,0 C8,C9, C10 |6,20;s 100,0
7 166,4 166,2
8 6,40;d; 2,1 94,9 C2,C6,C10 |6,38;s 94,9
9 159,4 159,3
10 105,6 105,5
1 123,6 123,1
2 7,66;d; 2,1 116,1 C2, Co’ 7,64;s 116,0
3 144.,4 145,8
4 148,5 149,8
5 6,87; d; 8,5 117,7 C3,C4,Co6’ |6,87;d;8,5 117,6
6’ 7,62; dd; 8,5/2,1 123,6 C2,c4 7,62;d;8,5 123,5
glc-1” 511;d; 7,7 104,66 C3 5,10;d; 7,5 104,7
glc-2” 3,45; m 75,7 C1”, C3” 3,47, m 75,7
glc-3” 3,39;m 78,1 3,45; m 78,2
glc-4” 3,26; m 71,8 C5” 3,26; m 71,4
glc-5” 3,31; m 77,8 Ccoe” 3,30; m 77,2
glc-6” 3,78, m 68,6 3,81, m 68,2
ram-1"" 4,52; sl 102,4 Cc6” 4,52; sl 102,4
ram-2"" 3,55; m 72,1 c3” 3,64; m 72,1
ram-3"" 3,46; m 72,2 c2” 3,54, m 72,2
ram-4"" 3,29;m 73,9 Cc5” 3,28; m 73,9
ram-5"" 3,42; m 69,7 c4” 3,45; m 69,7
ram-6" 1,14; d; 6,2 17,9 C4’, C5” 1,12;d; 6,0 17,9

O espectro de massas de baixa resolugdo (Figura 46), no modo positivo

apresentou o sinal relativo ao ion [M-H]* com valor de 611,28, consistente com o valor

tedrico de m/z 611,15 correspondente ao ion protonado da substancia B2, também

foram observados os sinais caracteristicos 465 e 303 (Wang et al., 2018).
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5. CONCLUSAO

Assim, este trabalho proporcionou o estudo de duas espécies vegetais J.
ribifolia e C. sphaerogynus. A partir do extrato etandlico bruto das partes aéreas de J.
ribifolia foi possivel re-isolar o octapeptideo do tipo orbitideo, chamado de ribifolina.
Foi realizada a sintese da ribifolina, idéntico ao natural, bem como sete analogos,
planejados com o intuito de serem avaliados para a atividade anticancer. A mudanca
pontual dos aminoéacidos, variando hidrofobicidade e carga, resultou nas sequéncias
ciclicas e lineares: SIILGILG, AIILGILG, TIILGILG e KIILGILG. A atividade antitumoral
demonstrou que apenas a sequéncia KIILGILG ciclica gerou uma boa inibicdo de
crescimento para as linhagens celulares a linhagem celular HCT-116 e MCF-7. Este
resultado mostra a importancia da presenca de carga positiva nos orbitideos para a
sua atividade anticancer.

A espécie C. sphaerogynus apresentou uma série de possiveis peptideos
ciclicos nos seus orgaos (folhas e caules), os quais foram assinalados através da
técnica de LC-MS. Os espectros de MS? permitiram observar perdas neutras de 113
Da, identificando-se os peptideos tetraleucil (ou isoleucil), pentaleucil (ou isoleucil),
hexaleucil (ou isoleucil) e heptaleucil (ou isoleucil), descritos pela primeira vez em
espécies de Croton. Adicionalmente, foram isolados dois flavonoides glicosilados os
guais tiveram suas estruturas propostas através de massas, RMN e dados da literatura
identificados como campferol triglicosilado e rutina. Os estudos apresentados
mostraram que a espécie C. sphaerogynus apresenta uma baixa diversidade de
peptideos. Somado a isso, 0s nossos resultados mostraram, que ao contrario da
literatura, a presenca de uma carga positiva em orbitideos € importante para sua

atividade anticancer, como observado para a ribifolina.
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Apéndices

Apéndice A - Mapa de contornos HSQC da substéancia B1 (CDs0OD, 14,1 T).
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Apéndice B - Espectro de TOCSY 1D do composto B1 com irradiagao em: & 5,60

(a) e 545,24 (b) 54,54 (c) (CDs0OD, 14,1 T).
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Apéndice C - Mapa de contornos HMBC do composto B1 (CDs30D, 14,1 T).
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Apéndice D - Mapa de contornos HSQC da substancia B2 (CDs0OD, 14,1 T).
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Apéndice E - Espectro de TOCSY 1D do composto B2 com irradiagédo em

e 54,52 (b) 51,14 (c) (CDzOD, 14,1 T).
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Apéndice F - Mapa de contornos HMBC do composto B2 (CDsOD, 14,1 T).
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