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RESUMO

Ciclotideos sdo peptideos ciclicos de fonte vegetal biossintetizados via ribossomal,
apresentam massa molecular entre 2,8-3,7 kDa, contendo seis residuos de cisteina
conservados e envolvidos na formacao de um arranjo Unico conhecido como nd de
cistina ciclico (cyclic cystine knot, CCK). Esse arranjo é responsavel por sua estabilidade
térmica, quimica e enzimatica. Diversas atividades bioldgicas foram relatadas para esta
classe de peptideos, incluindo propriedades inseticidas, anti-helminticas e moluscicidas,
sugerindo que sua fun¢do bioldgica estd relacionada a defesa de plantas. Até o
momento, essas substancias foram identificadas em cinco familias vegetais: Violaceae,
Rubiaceae, Cucurbitaceae, Solanaceae e Fabaceae. Neste trabalho foram realizados o
isolamento, caracterizacdo e avaliacdo das atividades bioldgicas dos ciclotideos
presentes em duas espécies vegetais da familia Violaceae: Anchietea pyrifolia e Noisettia
orchidiflora. Apds o processo de extracdo dos constituintes quimicos, foi realizada uma
pré-purificacdo por meio de cromatografia em coluna com octadecilsilano, como fase
estaciondria, permitindo a obtencdo das fracdes peptidicas de cada espécie. Estas
fragbes enriquecidas foram analisadas por meio da técnica LC-ESI-IT-MS confirmando a
presenca de peptideos na faixa de massa de 2,8-3,7 kDa e a analise dos resultados
permitiu a anotac¢do de 35 ciclotideos na espécie N. orchidiflora e 48 na A. pyrifolia. Este
resultado motivou o isolamento por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia de cinco
substancias da espécie A. pyrifolia (1-5) e quatro da N. orchidiflora (6-9). O
sequenciamento de novo foi realizado por digestdo enzimatica com endoproteinase Glu-
C, tripsina e quimiotripsina, seguido por analise de MALDI-TOF/TOF-MS. Os espectros
foram cuidadosamente examinados e as sequéncias foram propostas, com base na
presenca das séries de ions b e y (fragmentos N e C-terminais); desta forma foi possivel
determinar a sequéncia dos ciclotideos cyO4 (1), cyO17 (2), apy A (3), apy B (4), cter 15
(5), nor E (6), nor F (7), nor G (8) e vhrl (9). Experimentos in vivo de injecdo abdominal
sobre a abelha africanizada Apis mellifera indicaram atividade inseticida para as
substancias 1 e 3. O nivel de toxicidade destes ciclotideos foi calculado de acordo com a
analise dose-resposta pelo método Probit e expresso como concentracdo letal media
(CLso), sendo suas ClLso de 76 e 262 uM, respectivamente. Citotoxicidade dos ciclotideos
1, 2, 3 e 4 também foi avaliada em eritrécitos humanos. Apy A (3) apresentou dose
hemolitica média (DHso) de 22 uM, enquanto que 1, 2 e 4 apresentaram baixa atividade
na maxima concentracao testada, com DHsp> 156 uM.

Palavras-chave: Ciclotideos. Apis mellifera. Violaceae. Atividade inseticida. Atividade
hemolitica. Sequenciamento de novo. Noisettia orchidiflora. Anchietea pyrifolia.



ABSTRACT

Cyclotides are ribosomal cyclic peptides found only in some plant taxa, they have a
molecular mass among 2.8-3.7 kDa, with six conserved cysteine residues involved in the
formation of a unique arrangement known as cyclic cystine knot (CCK). This
arrangement is responsible for its thermal, chemical and enzymatic stability. Several
biological activities have been reported for this class of peptides, including insecticidal,
anthelmintic and molluscicidal properties, suggesting that their biological functions are
related to plant defense. To date, these compounds have been identified in five
taxonomic groups: Violaceae, Rubiaceae, Cucurbitaceae, Solanaceae and Fabaceae. This
research work deals on isolation, characterization and biological activities of cyclotides
present in two plant species of the Violaceae: Anchietea pyrifolia and Noisettia
orchidiflora. After initial extracting procedures, a pre-purification was performed by
means of column chromatography with octadecylsilane, as a stationary phase, which
allowed obtaining the peptide fractions of each species. These enriched fractions were
analyzed using the LC-ESI-IT-MS technique to confirm the presence of peptides in the
mass range of 2.8-3.7 kDa, the analysis of the results allowed the annotation of 35
cyclotides in species N. orchidiflora and 48 in A. pyrifolia. This result motivated the
isolation by High Performance Liquid Chromatography of five compounds of the species
A. pyrifolia (1-5) and four of N. orchidiflora (6-9). The de novo sequencing was performed
by enzymatic digestion with endoproteinase Glu-C, trypsin and chymotrypsin, followed
by MALDI-TOF/TOF-MS analysis. The spectra were carefully examined and the
sequences were proposed, based on the presence of the series of ions b and y
(fragments N and C-terminal); in this way it was possible to determine the sequence of
the cyO4 (1), cyO17 (2), apy A (3), apy B (4), cter 15 (5), nor E (6), nor F (7), nor G (8) and
vhr1 (9). In vivo experiments of abdominal injection on the Africanized bee Apis mellifera
indicated insecticidal activity for compounds 1 and 3. The toxicity level of these
cyclotides were calculated according to the dose-response analysis by the Probit method
and expressed as average lethal concentration (LCsp), with its LCsp of 76 and 262 uM,
respectively. Cytotoxicity of cyclotides 1, 2, 3 and 4 was also evaluated in human
erythrocytes. Apy A (3) had a mean hemolytic dose (HDso) of 22 uM, while 1, 2 and 4 had
low activity at the maximum concentration tested, with HDs¢> 156 uM.

Keywords: Cyclotides. Apis mellifera. Violaceae. Insecticidal activity. Hemolytic activity.
De novo sequencing. Noisettia orchidiflora. Anchietea pyrifolia.
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LISTA DE ABREVIATURAS DOS RESIDUOS DE AMINOACIDOS

NOME ABREVIACAO MASSA DO RESIDUO (Da)
Alanina Ala A 71.079
Arginina Arg R 156.188
Asparagina Asn N 114.104
Aspartato Asp D 115.089
Cisteina Cys C 103.145
Fenilalanina Phe F 147.177
Glicina Gly G 57.05
Glutamato Glu E 129.116
Glutamina GIn Q 128.131
Histidina His H 137.141
Isoleucina lle I 113.160
Leucina Leu L 113.160
Lisina Lys K 128.174
Metionina Met M 131.199
Prolina Pro P 97.117
Serina Ser S 87.078
Tirosina Tyr Y 163.176
Treonina Thr T 101.105
Triptofano Trp W 186.213
Valina Val v 99.133
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1 INTRODUCAO

Os Produtos Naturais (PNs) tém sido empregados pela humanidade desde seus
primérdios para o tratamento de inUmeras doencas e ainda hoje desempenham um
papel de destaque na descoberta de novos farmacos (CRAGG; NEWMAN, 2013;
BERNARDINI et al. 2018; CALIXTO, 2019). InUmeros metabdlitos secunddrios ou
essenciais, segundo Gottlieb, de diversas classes de PNs como os alcaloides,
terpenoides, lignoides, flavonoides e policetideos, entre outros, destacam-se devido as
suas propriedades farmacoldgicas. Alguns deles marcaram verdadeiros marcos na
histéria da medicina moderna. Os peptideos ciclicos, uma classe de produtos naturais
importante para as espécies onde sdo acumulados, vem ganhando destaque
recentemente devido a suas propriedades biolégicas e farmacolégicas (FRANCO, 2011;
KASPAR, REICHERT, 2013). Os peptideos ciclicos sdo cadeias polipeptidicas compostas
por aminoacidos proteinogénicos e/ou ndo proteinogénicos que formam uma estrutura
ciclica (ABDALLA; MCGAW, 2018). A ciclizacdo destes peptideos pode ser formada a
partir de reagdes que levam a quatro tipos de ligacdes (WHITE; YUDIN, 2011; JING; JIN,

2020) descritas a seguir:

v Cabeca-cauda - O grupo carboxila terminal reage via reacdo de condensacdo com
o grupo amino terminal do préprio peptideo formando uma ligacao amida;

v’ Ligagdo por meio das cadeias laterais - Os grupos funcionais de dois residuos de
aminodacidos podem reagir para dar lugar a formacdo de pontes, geralmente
grupos sulfidrilas oriundos de residuos de cisteina reagem para formar liga¢des
dissulfeto. Também pode existir a formacdo de um éster entre serina/treonina
(Ser/Thr) e acido aspartico/acido glutamico (Asp/Glu);

v’ Ligagéo cadeia lateral-cabeca; cadeia lateral-cauda - Para este tipo de ciclizagdo
acontecer é preciso a formacdo de uma lactama, lactona ou tiolactona pelas
reacOes entre os grupos amino terminal ou carboxila terminal e os grupos
funcionais das cadeias laterais de aminoacidos como acido glutamico (Glu),

cisteina (Cys), lisina (Lys), treonina (Thr) entre outros.

Alguns peptideos ciclicos foram aprovados pela Food and Drug Administration

(FDA) recentemente (Tabela 1), e sdo empregados hoje como medicamentos para o
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tratamento de muitas doencas: a) antibidticos: vancomicina, daptomicina e polimixina
B, b) immunossupressor: ciclosporina, c) agentes antitumorais: romidepsina e lanreotida
(ZORZl et al. 2017; JING; JIN, 2020) e ziconotida, isolado da toxina do caramujo do mar
Conus magus (MCGIVERNS, 2007) que apresenta extraordindrias propriedades
analgésicas no combate da dor neuropatica crénica (WEBSTER, 2015; BROOKES;
ELDABE; BATTERHAM, 2017) (Figura 1).

Figura 1 - Exemplos de peptideos ciclicos aprovados pela FDA e empregados como agentes
terapéuticos.
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Tabela 1 - Alguns dos peptideos ciclicos aprovados pela FDA nas Ultimas décadas

Peptideo ciclico Fonte Natural Aplicagao Clinica Referéncia
Vancomicina Amycolatopsis orientalis Antibidtico LEVINE, 2006
. . o RUEGGER et al.
Ciclosporina A Tolypocladium inflatum Immunossupressor 1976
. UEDA et al.
Romidepsina Chr ‘:/';;‘/’:;ng'um Antitumoral 1994; JAIN;
ZAIN, 2011
. . L. PATEL et al.
Ziconotida Conus magus Analgésico 2018

Fonte: Elaborada pelo autor, 2020

Os estudos sobre origem biossintética desta classe de substancias permitem
classifica-las como ribossomais e ndao-ribossomais. Recentemente, foi publicada uma
revisdo que introduziu uma nova classe de Produtos Naturais os RIPPs (Ribosomally
Synthesized and Post-translationally Modified Peptides) (ARNISON et al. 2013). Esta
nova classe encontra-se distribuida nos trés dominios da vida (ARNISON et al. 2013,
FISHER et al. 2018) e comprende um grande grupo de PNs, com mais de 20 subfamilias,
alto grau de diversidade estrutural e ampla variedade de atividades bioldgicas (ORTEGA;
VAN DER DONK, 2016; ZHANG et al. 2018). Alguns de seus membros mais conhecidos
sdo a nisina, um conservante de alimentos, a tiostreptona, um antibidtico utilizado na

medicina veterinaria, e o analgésico ziconotida (Figura 2) (TAN et al. 2019).
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Figura 2 - Estruturas representativas de cinco subfamilias da classe dos RIPPs. As modifica¢des

pds-traducionais em cada estrutura estdo ressaltadas em vermelho.
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1.1 PEPTIDEOS CICLICOS RIBOSSOMAIS DE PLANTAS
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As plantas produzem uma grande variedade de peptideos ciclicos (TAN; ZHOU,

2006), entre eles as defensinas, tioninas, inibidores de proteases, snakins, entre outros

(GUZMAN-RODRIGUEZ et al. 2015). No caso especifico das plantas, os RIPPs, s3o

divididos em trés grandes classes (Figura 3) (CRAIK et al. 2018; KERSTEN; WENG, 2018):

v Orbitideos - possuem de 5 a 12 residuos de aminodacidos, sem liga¢3o dissulfeto,

ja descritos nas familias Annonaceae, Caryophyllaceae, Euphorbiaceae,

Lamiaceae, Linaceae, Phytolaccaceae, Rutaceae, Schisandraceae, Verbenaceae e

Asteraceae (RAMALHO et al. 2018; FISHER et al. 2018);

v' PDPs (PawS-derived peptides) - encontrados no género Helianthus (Asteraceae),

possuem de 12-14 residuos de aminoacidos com uma Unica ligacao dissulfeto,

(LUCKETT et al. 1999; MYLNE et al. 2011);

v’ Ciclotideos - objeto de estudo deste trabalho, serdo abordados com mais

profundidade na secdo 1.2.



27

Eles apresentam diversas atividades bioldgicas, incluindo anti-HIV, citotdxica e

imunossupressora (CRAIK et al. 2018).

Figura 3 - Classes de peptideos ciclicos ribossomais de plantas. A) Representacdo esquematica
de membros prototipicos da classe dos ciclotideos (subfamilias Mdbius, braceletes e inibidores
de tripsina), dos PDPs (Paws-derived peptides) e dos orbitideos. As ligacbes dissulfeto
caracteristicas de cada classe sdo mostradas com lineas. B) Representacao ribbon das estruturas
tridimensionais obtidas por RMN da kalata B1 (PDB: 1NB1), cyO2 (2KNM), MCoTI (11B9) e SFTI-
1 (1JBL). As ligagGes dissulfeto sdo mostradas em amarelo.

Ciclotideos
A
r N\
Mobius Braceletes Inibidores de Tripsina PDPs Orbitideos
(kalata B1) (cy02) (MCoT 1) PawS-derived (segetalina A)

Peptides
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oRc,

N i

\yJ/ . g )

Fonte: Traduzido de CRAIK et al. 2018

1.2 CICLOTIDEOS

Ciclotideos compreendem uma familia de peptideos vegetais que possuem de 28 a
37 residuos de aminodacidos proteinogénicos encerrados em uma estrutura ciclica
cabeca-cauda e com trés ligacdes dissulfeto formando um arranjo caracteristico
denominado CCK (Cyclic Cystine Knot - N6 de cistina ciclico) (CRAIK et al. 1999, 2001).
Esse arranjo é responsavel pela alta estabilidade quimica, térmica e enzimatica que esta
classe possui (COLGRAVE; CRAIK, 2004).

Os ciclotideos conhecidos até o presente se alinham em funcdo dos seis residuos de

cisteina conservados (nomeados de | a VI) (Figura 4). Os loops dos seus esqueletos
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correspondem as regides (sequéncias de aminoacidos) entre dois residuos de cisteina

adjacentes e eles sdo numerados de 1-6 (Figura 4).

Figura 4 - Representagdo esquematica da estrutura tridimensional e da sequéncia do ciclotideo
kalata B1. Em amarelo estdo ressaltados os seis residuos de cisteinas conservados nos
ciclotideos. Os loops correspondem as sequencias de aminoacidos entre dois residuos de
cisteina adjacentes (em azul). As linhas vermelhas representam as trés ligacdes dissulfeto
responsaveis pela formac¢do do nd de cistina ciclico.

Fonte: IRELAND et al. 2010.

Até o presente, aproximadamente 450 ciclotideos foram descritos na literatura. Eles
sdo classificados em trés subfamilias: Mdbius, bracelete e inibidores de tripsina. As duas
primeiras sdo diferenciadas pela presenca ou auséncia, respetivamente, de um residuo
de cis-prolina no loop 5, responsdvel pela tor¢dao de 180° no loop (CRAIK et al. 2004;
CRAIK et al. 2017) (Figura 5). Elas se diferenciam também no tamanho e tipo de
aminodcidos, sendo a subfamilia bracelete a mais estruturalmente diversa. Segundo a
base de dados Cybase (www.cybase.org.au) 2/3 de todas as sequéncias reportadas sdo
braceletes (WANG et al. 2008a). A terceira subfamilia, inibidores de tripsina, foi
introduzida apdés o descobrimento das estruturas MCoTIl-I e MCoTI-ll, na espécie
Momordica cochinchinensis (Cucurbitaceae) (HERNANDEZ et al. 2000), e apesar das
diferengas marcadas na sequéncia quando comparada as outras duas subfamilias, ela
possui o arranjo CCK caracteristico dos ciclotideos, por isso a sua inclusdo é feita nesta

classe (FELIZMENIO-QUIMIO et al. 2001).
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Figura 5 - llustragdo esquematica das geometrias trans-Pro (A) e cis-Pro (B) que diferenciam as
subfamilias de ciclotideos braceletes e Mébius, respectivamente. No esqueleto peptidico, o
angulo w sé pode ter valores de 0° (cis) e 180° (trans).

braceletes Mobius
trans-Pro cis-Pro

Fonte: Adaptado de PINTO, 2010.

Os ciclotideos sdo produtos génicos, cujas sequéncias sdo codificadas no genoma
da planta. Ainda existem muitas lacunas a respeito da sua biossintese, sendo esta uma
area de pesquisa de vanguarda. Sabe-se que eles sdo biossintetizados por via ribossomal
através de precursores proteicos, que posteriormente, pela acdo de diversas enzimas,
sofrem uma série de modificagGes pds-traducionais (clivagem, ciclizagdao dos extremos
N e C-terminais, formacao das liga¢Oes dissulfeto) dando lugar ao ciclotideo (CRAIK;
MALIK, 2013; SHAFEE; HARRIS; ANDERSON, 2015).

Para extracdo desta classe de substancias da matriz vegetal, duas abordagens tém
sido empregadas com bons resultados (GORANSSON et al. 2015). A primeira utiliza
misturas de diclorometano/metanol 1:1 (v/v) (CRAIK et al. 2012), e a segunda emprega
misturas hidroalcodlicas de média polaridade (YESHAK et al. 2012). No geral, o
isolamento destes compostos se dd mediante cromatografia liquida de alta eficiéncia
preparativa e/ou semipreparativa em gradiente, empregando octadecilsilano como fase
estaciondria. No entanto, trabalhos empregando outras técnicas cromatograficas como
exclusdo por tamanho (CLAESON et al. 1998), troca i6nica (LINDHOLM et al. 2002;
SVANGARD et al. 2004) e eletroforese capilar (SAETHER et al. 1995) ja foram relatados.

Uma revisdo dos ciclotideos isolados até o momento pode ser encontrada no site

http://www.cybase.org.au (WANG et al. 2008a). Uma listagem atual sobre revisGes em
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distintos tdpicos sobre ciclotideos foi publicada recentemente (CRAIK et al. 2017;
HUANG; DU; CRAIK, 2019).

1.2.1 Caracterizagao estrutural: sequenciamento de novo

A elucidagdo estrutural dos ciclotideos, in natura, ndao pode ser realizada
diretamente por técnicas convencionais de analise de peptideos e proteinas, como
degradagdao de Edman ou espectrometria de massas sequencial, pois as caracteristicas
estruturais que eles possuem (ciclizacdo cabeca-cauda e ligacGes dissulfeto) os tornam
extremamente estdveis (COLGRAVE, 2015). Para resolver esse problema varias
abordagens tém sido publicadas (GORANSSON et al. 2003; SZE et al. 2009; COLGRAVE et
al. 2010; HASHEMPOUR et al. 2013; FOREMAN et al. 2019). Algumas delas empregam
reacbes de reducdo, alquilacdo e digestdo enzimdtica com diferentes enzimas:
endoproteinase-GluC, tripsina e quimiotripsina com o objetivo de obter extremos N e C
terminais livres necessdrios para o sequenciamento (CONIBEAR et al. 2011). A reagao de
reducdo cliva as ligacdes dissulfeto, permitindo obter seis grupos tidis livres, que
posteriormente sdo alquilados com iodoacetamida (Figura 6A). Desta forma, os
ciclotideos ficam com suas seis cisteinas, acetoamidadas, o que confere um acréscimo
de 348 Da, na massa molecular dos compostos em discussdao. Apds estas reagdes, vem
a etapa da digestdo enzimatica (Figura 6B). No geral, os ciclotideos tém um Unico residuo
de acido glutamico na sua estrutura, conservado no loop 1. Espera-se que com o uso da
enzima endoGlu-C haja uma clivagem na ligacdo C-terminal do residuo de acido
glutamico (Glu, E), produzindo a abertura do anel e o incremento de 18 Da a massa do
peptideo. Por outro lado, a tripsina cliva os residuos de lisina (Lys, K) e arginina (Arg, R),
pelo seu extremo C-terminal, que ndo antecedam a prolina (Pro, P) produzindo, de duas
a trés clivagens na estrutura (Figura 6B). J4 a quimiotripsina é empregada
principalmente para diferenciar leucina de isoleucina, as quais tém a mesma massa
molecular e ndo podem ser diferenciadas facilmente por espectrometria de massas. A
diferenciacdo é possivel devido a especificidade que esta enzima tem de clivar os
residuos de fenilalanina, tirosina, triptofano, metionina e leucina que ndo estejam
adjacentes de prolina. Assim, no caso de duvida entre isoleucina e leucina, se esta ndo
anteceder prolina e for clivada apds a digestdao com quimiotripsina, significa que o

residuo é uma leucina (Figura 6B).
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Apds obtencdo dos extremos N e C-terminais livres, a técnica por exceléncia para o
sequenciamento dos ciclotideos é a espectrometria de massas. Cada um dos fragmentos
advindos da digestdo enzimdtica é reanalisado por espectrometria de massas
sequencial. Os dados obtidos sdao analisados manualmente, ou seja, sem recorrer a
bancos de dados (sequenciamento de novo) (STEEN; MANN, 2004), sendo possivel desta
forma obter informagdes sobre as séries de ions b e y (Figura 7) (ROEPSTORFF;
FOHLMAN, 1984; BIEMANN, 1990). Neste trabalho a identificacdo das sequéncias de
aminodcidos da estrutura primaria foi realizada seguindo a metodologia descrita por
Cantu e colaboradores (2008).

Outras técnicas como a ressonancia magnética nuclear (1D e 2D), anadlise de

aminodcidos e degradacdo de Edman também podem ser utilizadas (COLGRAVE, 2015).
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Figura 6 - Reagdes empregadas no sequenciamento dos ciclotideos. A) Redugdo das ligagdes
dissulfeto com ditiotreitol (DTT), e posterior alquilagdo com iodoacetamida (IAA) dos grupos
tiois livres. B) Apds as reacdes de reducdo/alquilagdo, o ciclotideo é submetido separadamente
a digestdo enzimatica com endoGlu-C (cliva seletivamente pelo extremo C-terminal do residuo
de Glu), tripsina (cliva pelos extremos C-terminais dos residuos Lys e Arg) e quimiotripsina (cliva

pelo extremo C-terminal de Leu).
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Figura 7 - A) Estrutura quimica geral de um peptideo apresentando a nomenclatura proposta
por Roepstorff-Fohlmann-Biemann dos fragmentos formados devido a transferéncia de energia
para o peptideo. B) os ions formados sdao enumerados a partir do aminoacido N-terminal.

n: nimero total de residuos no peptideo
m: numero de residuos correspondentesaosionsa, bouc

OH

Iz

Fonte: CANTU et al. 2008.

1.2.2 Ciclotideos na familia Violaceae

Dados da literatura descritos até o momento indicam que estes compostos ocorrem
em cincos familias de plantas superiores: Violaceae, Rubiaceae, Cucurbitaceae
(HERNANDEZ et al. 2000), Fabaceae (POTH et al. 2011) e Solanaceae (POTH et al. 2012;
BURMAN et al. 2014). Recentemente, uma série de sequéncias parciais, com certo grau
de homologia com os ciclotideos, foi reportada na espécie Sambucus nigra (Adoxaceae)
(ALVAREZ et al. 2018). No entanto, os dados da pesquisa sdo insuficientes para
demonstrar que este tdxon é capaz de biossintetizar essa classe.

O primeiro estudo sobre ciclotideos na familia Violaceae foi no ano 1993 (SCHOPKE
et al. 1993). Apds esse estudo inicial inUmeros outros trabalhos foram publicados
(Tabela 2). O mais abrangente foi realizado por Burman e colaboradores (2015), com

exemplares depositados em herbario (alguns deles com mais de 200 anos). Nesse estudo
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chegaram a conclusdo que os ciclotideos sdo ubiquos na familia Violaceae. Até o
momento os estudos foram realizados somente em 10 géneros (Viola spp.,
Gloeospermum spp., Leonia spp., Hybanthus spp., Melicytus spp., Rinorea spp.,
Pombalia sp., Noisettia sp., Orthion sp., e Allexis sp.) (BURMAN et al. 2015; BOBEY et al.
2018; ZONDEGOUMBA et al. 2019) (Tabela 2). Estimativas indicam que na familia
existam entre 5000-89000 ciclotideos (BURMAN et al. 2015; STERNBERGER et al. 2019).

cicloviolacina T1
vila A-D

Viola tianshanica
Viola labridorica

Tabela 2 - Ciclotideos reportados na familia Violaceae (Continua)

Ciclotideo Espécie Referéncia

varv A-H Viola arvensis CLAESON et al. 1998; GORANSSON et

al. 1999; SVANGARD et al. 2004

cy01-12 Viola odorata CRAIK et al. 1999

cicloviolinas A-D Leonia cymosa HALLOCK et al. 2000

hypa A Hybanthus parvifolius BROUSSALIS et al. 2001

vico A-B Viola cotyledon GORANSSSON et al. 2003

vodo M-N Viola odorata SVANGARD et al. 2003

vhl 1-2, cyH2-H3 Viola hederaceae CHEN et al. 2005

hyfl A-M Hybanthus floribundus SIMONSEN et al. 2005

triciclon A Viola tricolor MULVENNA et al. 2005

cy014-25 Viola odorata IRELAND et al. 2006a

cicloviolacina Y1-Y5 Viola yedoensis WANG et al. 2008b

vibi A-K Viola biflora HERRMANN et al. 2008

mra 1-5 Melicytus ramiflorus TRABI et al. 2009

glopa A-E Gloeospermum pauciflorum BURMAN et al. 2010

globa A-G Gloeospermum blakeanum BURMAN et al. 2010

XIANG et al. 2010
TANG et al. 2010a
SVANGARD et al. 2003; TANG et al.

vitri A-F Viola tricolor 2010b

cy026-35 Viola odorata COLGRAVE et al. 2010
viphi A-H Viola philippica HE et al. 2011

varv A, cyO8, cyB2 Viola ignobilis HASHEMPOUR et al. 2011
vaby A-E Viola abyssinica YESHAK et al. 2011

vigno 1-10, cyO2, Viola ignobilis HASHEMPOUR et al. 2013
cy09

glopa F-G Gloeospermum pauciflorum BURMAN et al. 2015
hyde A Hybanthus denticulatus BURMAN et al. 2015
mema A-B Melicytus macrophyllus BURMAN et al. 2015

rili A-B Rinorea lindeniana BURMAN et al. 2015

vide A Viola decumbens BURMAN et al. 2015

vini A Viola nivalis BURMAN et al. 2015

orto A Orthion oblanceolatum BURMAN et al. 2015

vitri 1-4, 8, 9a/53,

14, 17-18a, 20, 21,
23, 24/28, 274, 29,
30, 36-38, 42a, 50

mech 1-7

mela 1-7

Viola tricolor

Melicytus chathamicus
Melicytus latifolius

HELLINGER et al. 2015

RAVIPATI et al. 2015
RAVIPATI et al. 2015
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(Conclusao)

Ciclotideo Espécie Referéncia
riden A Rinorea dentata ATTAH et al. 2016
visu 1-2 Viola sumatrana NIYOMPLOY et al. 2016
mden A-N Melicytus dentatus RAVIPATI et al. 2017
itri A Leonia triandra RAVIPATI et al. 2017
vodo 11-3 Viola odorata NARAYANI et al. 2017
rivi 1-7 Rinorea virgata NIYOMPLOY et al. 2018
cT10 Rinorea bengalensis NIYOMPLOY et al. 2018
nor A Noisettia orchidiflora BOBEY et al. 2018

poca A-B e cyO4
alba 1-4
cyl 1-6

Pombalia calecolaria
Allexis batangae
Viola inconspicua

PINTO et al. 2018
ZONDEGOUMBA et al. 2019
PARSLEY et al. 2019

Fonte: elaborada pelo autor, 2020.

1.2.3 Atividades bioldgicas dos ciclotideos

Esta classe de compostos vem atraindo a atengdo de pesquisadores, devido nao
sO a sua topologia estrutural Unica e estdvel, mas também por suas propriedades
bioldgicas e/ou farmacoldgicas, entre as quais se destacam as atividades uterotonica
(GRAN, 1973a, 1973b; SAETHER et al. 1995; GRAN et al. 2008), antibacteriana (TAM et
al. 1999; PRANTING et al. 2010; OVESEN et al. 2011; FENSTERSEIFER et al. 2015;
STROMSTEDT et al. 2017; PARSLEY et al. 2019), antifingica (PARSLEY et al. 2018; SLAZAK
et al. 2018), anti-HIV (GUSTAFSON et al. 1994, 2000; DALY et al. 2004; CHEN et al. 2005;
WANG et al. 2008b), citotéxica (LINDHOLM et al. 2002; SVANGARD et al. 2004;
HERRMANN et al. 2008; YESHAK et al. 2011; PARK et al. 2014; HU et al. 2015; PINTO et
al. 2018; SILVA et al. 2019) e de inibicdo de proteases (HELLINGER et al. 2015).

Recentemente suas propriedades imunossupressoras ganharam destaque, e
evidéncias sugerem uma possivel aplicacdo no tratamento da esclerose multipla por via
oral (GRUNDEMAN et al. 2012, 2013; THELL et al. 2016; GRUNDEMAN et al. 2019). Outra
propriedade interessante, recentemente descoberta, é a capacidade de modulagdo dos
receptores acoplados a proteina G, especificamente os receptores de oxitocina e
vasopressina V1A (KOEHBACH et al. 2013; FAHRADPOUR et al. 2017).

Acredita-se que o mecanismo de acdo de muitas destas atividades esteja
relacionado a capacidade de interagdo/ruptura dos ciclotideos com as membranas das

células (BURMAN et al. 2011; HENRIQUES et al. 2015). Recentemente, um estudo com
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o ciclotideo cyO2, fez uso desta propriedade para potencializar a eficacia de

medicamentos antirretrovirais contra o HIV (GERLACH et al. 2019).

1.2.3.1 Atividades relacionadas a defesa das plantas

Acredita-se que sua funcdo biolégica esta relacionada com o sistema de defesa
das plantas (GRUBER et al. 2007; CRAIK, 2009; PINTO et al. 2012). Essa hipdtese
sustenta-se nas potentes atividades inseticida (JENNINGS et al. 2001, 2005; PINTO et al.
2012; MATSUURA et al. 2016), anti-helmintica (COLGRAVE et al. 2008a, 2008b, 2009;
MALAGON et al. 2013), moluscicida (PLAN et al. 2008) e antiincrustante (GORANSSON
et al. 2004) descritas para esta importante classe de produtos naturais (Tabela 3). No
caso da atividade inseticida, acredita-se que seu mecanismo de acdo esteja relacionado
com a ruptura de membranas do intestino médio dos insetos apds ingestdo, segundo

evidéncias obtidas por microscopia eletronica (BARBETA et al. 2008).

Tabela 3 - Ciclotideos com atividades relevantes para agricultura

Ciclotideo Alvo bioldgico Aplicacao Referéncia
kalata B1 Helicoverpa punctigera Inseticida JENNINGS et al. 2001
kalata B2 Helicoverpa armigera Inseticida JENNINGS et al. 2005
cter M Helicoverpa armigera Inseticida POTH et al. 2011
paragidina-brl Diatrea saccharalis Inseticida PINTO et al. 2012
cyO1, kB1 e kB2 Pomacea canaliculata Moluscicida PLAN et al. 2008
kB1, kB2, kB3, Hemonchus contortus/ Nematicida COLGRAVE et al.
kB5, kB6 e kB7 Trichostrongylus colubriformis 2008b
Extrato® Ceratitis capitata Inseticida ES;)OUSSALIS etal.
Extrato da raiz° Caenorhabditis elegans Nematicida GILDING et al. 2016
Extrato® - Inseticida OGUIS et al. 2019

2Extrato butandlico enriquecido em ciclotideos obtido de Hybanthus parviflorus
PExtrato enriquecido em ciclotideos obtido da raiz da espécie Clitoria ternatea
°Extrato enriquecido em ciclotideos, obtido da espécie Clitoria ternatea

Fonte: Adaptado de WEIDMANN; CRAIK, 2016.

Devido as suas peculiaridades moleculares, os ciclotideos sdao considerados
moléculas promissoras para aplicacbes farmacéuticas e agricolas (PINTO et al. 2012;
CUNHA et al. 2016; OJEDA; CARDOSO; FRANCO, 2019). Recentemente, a empresa
australiana Innovate AG lancou o Sero-X®, um bioinseticida ecologicamente “amigavel”
a base de Clitoria ternatea (Fabaceae) (http://innovate-ag.com.au), uma planta

produtora de ciclotideos (POTH et al. 2011). Este produto mostrou-se efetivo no
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combate a varias pragas que atacam lavouras de interesse comercial e provavelmente

seu mecanismo de a¢do envolve a presenca dos ciclotideos (OGUIS et al. 2019).
1.2.3.2 Atividade hemolitica

Uma das primeiras atividades bioldgicas avaliadas para os ciclotideos foi a
atividade hemolitica (SCHOPKE et al. 1993 apud CRAIK, 2012), que é a destruicdo dos
glébulos vermelhos (eritrécitos) pela ruptura da membrana plasmatica. Os ciclotideos
possuem uma atividade hemolitica moderada, com doses hemoliticas de 50% (DHso) na
faixa de 7-1510 uM (Tabela 4), quando comparados com a melitina (DHso ~ 1 uM), um
potente agente hemolitico isolado do veneno da abelha Apis mellifera (HABERMANN,
1972; CHEN et al. 2016). Acredita-se que o possivel mecanismo seja por interagdo com
a membrana da célula e que a ciclizacdo (auséncia de extremos N e C-terminais livres)

seja fundamental para manter esta atividade (DALY; CRAIK, 2000; BARRY et al. 2003).

Tabela 4 - Ciclotideos com atividade hemolitica reportados na literatura

Ciclotideo DHso (UM) Referéncia
circulina A 1020 TAM et al. 1999
circulina B 550 JENNINGS et al. 2005
ciclopsicotrideo A 405 TAM et al. 1999
cy02 36 IRELAND et al. 2006a
cyO13 11 IRELAND et al. 2006a
cyO14 25 IRELAND et al. 2006a
cy015 IRELAND et al. 2006a
cy024 25 IRELAND et al. 2006a

DALY et al. 1999; TAM et al. 1999; BARRY et al.

kalata B1 11,7-1510 2003; WANG et al. 2008b
varv A IRELAND et al. 2006a
violacin A IRELAND et al. 2006b
kB2 e kB7 GRAN et al. 2008
cicloviolacina Y4 e Y5 9,3e38,7 WANG et al. 2008b

cter 1, cter 3 ecter4 7,1;13,1e8,4 NGUYEN et al. 2011
rivil, rivi2 erivi 3 »10 NIYOMPLOY et al. 2018

Fonte: elaborada pelo autor, 2020.

1.2.4 Pesquisa sobre Ciclotideos realizada no Brasil

Esta linha de pesquisa é muito recente no Brasil. O primeiro relato de um
composto desta classe foi realizado pelo Centro de Analises ProteGmicas e Bioquimicas

da Universidade Catélica de Brasilia sob supervisdo do professor Otavio L. Franco. Nesse
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trabalho foi possivel isolar da espécie Palicourea rigida (Rubiaceae) um novo ciclotideo,
pertencente a familia dos braceletes e nomeado parigidina-brl (PINTO, 2010; PINTO et
al. 2012). Posteriormente o mesmo grupo publicou outros artigos sobre esta classe
(FENSTERSEIFER et al. 2015; CUNHA et al. 2016; PINTO et al. 2016).

Outro grupo de pesquisa, pioneiro no estudo desta classe de compostos, é o
grupo NuBBE (Nucleo de Bioensaio, Biossintese e Ecofisiologia de Produtos Naturais) da
Universidade Estadual Paulista (UNESP). Eles tém feito estudos com varios géneros da
familia Violaceae (PINTO, 2013; NAJAS, 2014; BOBEY,2016; PINTO et al. 2018; BOBEY et
al. 2018). Recentemente, foram isolados e caracterizados das raizes da espécie Pombalia
calceolaria trés ciclotideos (poca A, poca B e cyO4) com atividade antitumoral (PINTO et

al. 2018) (Tabela 5).

Tabela 5 - Alguns dos ciclotideos reportados por grupos de pesquisa brasileiros em espécies das
familias Violaceae e Rubiaceae

Ciclotideo Espécie Seauéncia de aminodacidos Referéncia
pg-brl P. rigida* CGESCVFIPCITSLAGCSCKNKVCYYDGGSVP PINTO et al. 2012
nor A N. orchidiflora? CAESCVYLPCTITAIIGCSCRSKVCYDGLP NAIJAS, 2014

nor B N. orchidiflora? CGESCVWXPCXTSAXGCSCKNKVCYRNGXP BOBEY, 2016

nor C N. orchidiflora? CGESCVFIPCISTLIGCSCKNKVCYRNGVIP BOBEY, 2016

nor D N. orchidiflora? CGESCVWXPCISAAIGCSCKNKVCYRNGVXP BOBEY, 2016

nor E N. orchidiflora? CGESCVFXPCXSSXAGCSCKNKVCYIDGSXP  BOBEY, 2016

poca A P. calceolaria® CAESCVFIPCTITAILGCSCRDRVCYDGLP PINTO et al. 2018
poca B P. calceolaria® CAESCVFIPCV-TAILGCSCKDRVCYNGIP PINTO et al. 2018
psyleio A P. leiocarpa® CGETCFTGTCNTPGCSCTYPICTRDGLPI MATSUURA et al. 2016
cy02 V. odorata® CGESCVWIPCISSAIGCSCKSKVCYRNGIP T CNSTERSEIFER et al.

2015

Legenda: ! Palicourea rigida (Rubiaceae); 2 Noisettia orchidiflora (Violaceae); 3 Pombalia calceolaria
(Violaceae); # Psychotria leiocarpa (Rubiaceae); ° Viola odorata (Violaceae)
Fonte: elaborada pelo autor, 2020
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1.3 DESCRICAO DAS ESPECIES ESTUDADAS

A familia Violaceae Batsch (ordem Malpighiales) possui 26 géneros e
aproximadamente 1100 espécies de distribuicdo cosmopolita (WAHLERT et al. 2018).
Esta familia apresenta ampla distribuicao geografica e tipos diferenciados de vegetagao
e variacao de habito (ervas anuais, subarbusto, arbustos, arvores e lianas). No Brasil, sdo
encontradas 75 espécies, distribuidas em 14 géneros, amplamente distribuidas nos mais
variados ecossistemas como a Amazobnia, Caatinga, Mata Atlantica, Pampa, Pantanal e
Cerrado. Os géneros presentes no pais sao: Amphirrhox, Anchietea, Calyptrion,
Gloespermum, Hybanthopsis, Hybanthus, Leonia, Noisettia, Paypayrola, Pombalia,
Rinorea, Rinoreocarpus, Schweiggeria e Viola (PAULA-SOUZA, 2015).

Do ponto de vista quimico, nesta familia, ja foram reportados flavonoides
(flavonas C e O-glicosiladas, antocianinas, flavonols), terpenoides (monoterpenos,
sesquiterpenos e triterpenos), fenilpropandides (cumarinas, neolignanas) e esteroides

(MUHAMMAD et al. 2012; ZHU et al. 2015; CHANDRA et al. 2015).

1.3.1 O género Anchietea e a espécie A. pyrifolia

O género Anchietea A. St.-Hil. foi descrito pela primeira vez na obra Plantes
Usuelles des Brasiliens, do botanico Auguste de Saint-Hilaire; o nome foi uma
homenagem ao missionario jesuita José de Anchieta (SAINT-HILAIRE, 2009). O género
possui seis espécies distribuidas pela América do Sul. No Brasil, existem cinco espécies
(A. ballardii, A. exalata, A. ferrucciae, A. selloviana e A. pyrifolia), encontradas nos
Estados de Goids, Ceard, Rio de Janeiro, Minas Gerais, S3o Paulo, Parana, Santa Catarina
e Rio Grande do Sul (PAULA-SOUZA, 2015).

A espécie A. pyrifolia (Mart.) G. Don. (Figura 8) (sindnimos A. salutaris A. St. Hilaire;
A. parvifolia Hallier f.), comumente conhecida como cipd-suma, piriguaia e suma
(PAULA-SOUZA et al. 2012), ja foi descrita na Primeira Edicdo da Farmacopeia Brasileira
devido a suas propriedades medicinais (BRANDAO et al. 2009). Esta espécie tem relatos
de uso medicinal no estado de Rio de Janeiro (AZEVEDO et al. 2006). Suas folhas e caule
tém sido empregados no tratamento de alergias, doencas da pele e como antiasmatica
(DISTASI et al. 1994; DI STASI et al. 1999; SILVA et al. 2004). As raizes sdo utilizadas como
depurativas e antissifiliticas (GRANDI, 2014; MESSIAS et al. 2015). No Brasil a espécie
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esta distribuida principalmente nas regides Sul e Sudeste do pais, com reportes de

ocorréncia também na Bahia, Pernambuco, Mato Grosso do Sul e Goias (Figura 9).

Figura 8 - llustracGes da espécie Anchietea pyrifolia (Mart.) G. Don.

Fonte: Fototeca Paulo Schwirkowski

Figura 9 - Distribuicdo geografica da espécie Anchietea pyrifolia no Brasil.

Fonte: Disponivel em: http://reflora.jbrj.gov.br/reflora/floradobrasil/FB15223. Acesso em: 17 Dez. 2019

Uma busca na literatura mostrou alguns estudos fitoquimicos envolvendo essa
espécie. No trabalho de Matida e colaboradores (1992), foi reportada a presenca dos
triterpenos pentaciclicos friedelina e epifridelanol (Figura 10) (MATIDA et al. 1992) e
posteriormente foram reportadas outras duas substancias da mesma classe: a-amirina
e B-amirina (Figura 10), assim como hidrocarbonetos alifaticos e ésteres de acidos
graxos (palmitico, oleico, linoleico e linolénico) (DI STASI et al. 1999). Recentemente, nas

folhas foram identificados, por LC-MS, flavonoides O-glicosilados, acidos clorogénicos e
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outros derivados de fenilpropandides (TOLOUEI et al. 2019), assim como quatros novos

triterpenos pentaciclicos da classe dos friedelanos (FUNASAKI et al. 2019).

Figura 10 - Triterpenos pentaciclicos fridelina (A), epifridelanol (B), a-amirina (C) e B-amirina (D)
isolados da espécie A. pyrifolia.

Fonte: Elaborada pelo autor, 2020

1.3.2 O género Noisettia e a espécie N. orchidiflora

Noisettia Kunth é um género monotipico da familia Violaceae (WAHLERT et al.
2014); sua distribuicdo estd majoritariamente na regiao tropical da América do Sul (Peru,
Brasil e Guianas).

Noisettia orchidiflora (Figura 11) é uma espécie nativa do Brasil, mas ndo
endémica. Ha descri¢Oes desta espécie em paises da Europa (Suécia, Franca e Inglaterra)
e América do Sul (Peru, Suriname, e Guiana Francesa). No Brasil, a espécie tem como
dominio fitogeografico a Amazoénia e Mata Atlantica, e esta distribuida geograficamente
nas regides Norte (Acre, Amazonas e Pard), Nordeste (Alagoas, Bahia, Maranhdo e
Pernambuco), Sudeste (Espirito Santo, Minas Gerais, Rio de Janeiro e Sdo Paulo) e Sul

(Parand e Santa Catarina) do pais (PAULA-SOUZA, 2015) (Figura 12).
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Figura 11 - llustracGes da espécie Noisettia orchidiflora (Rudge) Ging.

Fonte: Najas, 2014

Figura 12 - Distribuicdo geografica da espécie Noisettia orchidiflora no Brasil

Fonte: Disponivel em: http://reflora.jbrj.gov.br/reflora/floradobrasil/FB15237. Acesso em: 17 Dez. 2019

Nas comunidades indigenas de Acre, a espécie é conhecida como “tatum rau”,
sendo empregada na medicina tradicional para o tratamento de inchaco (DALY;
SILVEIRA; FERREIRA, 2004). Igualmente, existem descricdes do uso da raiz como
vomitivo em comunidades da Guiana Francesa, usando-se também como substituto de
Ipeca (Hybanthus calceolaria) cujas raizes sdo usadas pelas propriedades anti-
helminticas (DEFILIPPS et al. 2004). Para N. orchidiflora foi confirmada através da
espectrometria de massas MALDI-TOF a presenca de ciclotideos em galhos, folhas e

raizes, no entanto, apenas um ciclotideo foi descrito nas raizes desta espécie (NAJAS,



43

2014) (Tabela 5). Posteriormente, em outro trabalho, a partir das folhas e caules desta
espécie, foram reportadas as sequéncias de quatro ciclotideos, denominados nor B-E

(BOBEY, 2016) (Tabela 5, pagina 38).
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5 CONCLUSOES

Os resultados mostrados e discutidos neste estudo contribuem com as pesquisas
recentes em peptideos ciclicos de espécies de plantas brasileiras. O estudo destas mini-
proteinas vegetais € um tema de vanguarda a nivel internacional e no Brasil encontra-
se nos seus primordios. Portanto, os dados deste trabalho e de outros em andamento
serdo importantes para entender a funcdo ecolégica destes produtos naturais nos
tdxons que os biossintetizam, especialmente em ambientes tropicais, onde os relatos
sdao escassos. Contudo, neste trabalho a técnica LC-ESI-IT-MS mostrou-se eficaz na
anotacdo de 83 ciclotideos nos diferentes érgdaos das espécies em questdo. Este
resultado motivou o isolamento por meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia de
nove substancias, quatro das folhas e raizes da espécie N. orchidiflora (nor E (6), nor F
(7), nor G (8) e vhr 1 (9) e cinco dos caules e raizes da espécie A. pyrifolia (cyO4 (1),
cyO17 (2), apy A (3), apy B (4) e cter 15 (5), que tiveram suas estruturas primarias
sequenciadas. Este resultado contribui para o nimero de ciclotideos reportados da
biodiversidade brasileira, visto que atinge o dobro de substancias ja descritas.

Adicionalmente, as fragGes ricas em ciclotideos, das espécies em estudos, foram
avaliadas nos ensaios de atividade antiplasmodial e antibacteriana, e mostraram-se
inativas. Por outro lado, os ciclotideos cyO4 (1) e apy A (3) mostraram atividade
inseticida in vivo contra abelha africanizada Apis mellifera, através do ensaio de
inoculacdao, com Clso de 76 e 262 uM, respectivamente. Este é o primeiro estudo que
avalia a toxicidade dos ciclotideos frente um polinizador. Além disso, foi avaliada a
atividade hemolitica dos ciclotideos apy A, apy B, cyO4 e cyO17 frente a eritrécitos
humanos. Apy A (3) foi o mais hemolitico com DHsode 22 uM. Na maxima concentragao
avaliada (156 uM) os outros trés foram menos ativos, ndo atingindo o 50 % de destruicao
dos eritrdcitos, o que de fato é um resultado alentador tendo em consideragdao que do

ponto de vista farmacoldgico esta ndo é uma atividade desejada.
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