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IMPACTO POTENCIAL DA PESQUISA:

Os peptideos ciclicos sdo uma classe de metabdlitos secundarios que possuem
propriedades Unicas que 0s tornam promissores em varias aplicacoes, areas da
salde até agricultura e biotecnologia. Trabalhos desenvolvidos com esses
produtos naturais impactam positivamente diversas areas que estao
correlacionadas com o0s ODS-2030. Do desenvolvimento de novos
medicamentos lancados nas ultimas décadas para o tratamento de doencas
infecciosas, cancer e doengas autoimunes, contribuindo para a satude e o bem-
estar da populacédo (ODS-3). Estudos publicados em revistas cientificas de alto
impacto mostram que os peptideos ciclicos também podem ser utilizados como
biopesticidas naturais, reduzindo a dependéncia de produtoOOs quimicos
nocivos e promovendo praticas agricolas mais sustentaveis (ODS-2), além de
favorecer a inovacédo industrial (ODS-9), dentre inUmeras outras aplicacdes.
Estes conhecimentos proporcionam desenvolvimento mais sustentavel com
potencial significativo que contribui com 0 avango nas pesquisas dessa classe
de compostos quimicos promissores e das espécies vegetais estudadas neste
trabalho.

POTENTIAL IMPACT OF THIS RESEARCH:

Cyclic peptides are a class of secondary metabolites with unique properties that
make them promising for various applications, ranging from healthcare to
agriculture and biotechnology. Research on these molecules has the potential to
positively impact multiple areas aligned with the UN Sustainable Development
Goals (SDGSs), such as developing new drugs that can be used to treat infectious
diseases, cancer, and autoimmune disorders, thereby contributing to population
health and well-being (SDG-3). Studies published in high-impact scientific
journals indicate that cyclic peptides may also serve as natural biopesticides,
reducing reliance on harmful chemicals and promoting more sustainable
agricultural practices (SDG-2), while also fostering industrial innovation (SDG-9),
among numerous other applications. This knowledge fosters more sustainable
development, with significant potential to advance research into this promising
class of chemical compounds and the plant species studied in this work.
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RESUMO

O Brasil, com seu territorio vasto e diverso é reconhecido como um dos
paises mais importantes em biodiversidade do mundo, porém poucos peptideos
derivados de plantas tém sido estudados nos diferentes biomas. Nesta pesquisa
€ descrita a investigacdo de 8 espécies vegetais em busca de orbitideos e
ciclotideos. Para a busca de orbitdeos presentes em espécies vegetais de
biomas como Mata Atlantica e Cerrado, foram analisadas 5 espécies da familia
Euphorbiaceae, do género Croton (C. adamantinus, C. alchorneicarpus, C.
fuscescens, C. lundianus e C. organensis) e 2 espécies da familia Annonaceae,
do género Annona (A. squamosa e A. cacans). Com o objetivo de encontrar
ciclotideos, a espécie escolhida para ser investigada foi Pombalia atropurpurea,
da familia Violaceae. Para o estudo quimico destas espécies, os extratos obtidos
de caules, folhas e sementes foram submetidos a uma pré-purificacdo em
cartuchos com octadecilsilano, (Cis), como fase estacionéaria, permitindo a
obtencéo das fracbes peptidicas. Essas fracdes foram analisadas por meio de
LC-ESI-IT-MS confirmando a presenca de peptideos na faixa de massa de 500-
1,0 kDa e 2,8-3,7 kDa para orbitideos e ciclotideos, respectivamente. Das
espécies analisadas, apenas A. squamosa e A. cacans e P. atropurpurea
apresentaram perfis com massas moleculares referentes a peptideos ciclicos em
suas fragdes. Dessa maneira, desenvolveu-se uma metodologia eficaz para a
extracdo de orbitideos presentes nas sementes das Annonas, utilizando etanol
como solvente extrator. A andlise das fragcbes de P. atropurpurea permitiu a
anotacdo de 30 potenciais ciclotideos presentes nas folhas e no caule da
espécie. Isolou-se, através de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia, cinco
substancias do caule (C40_P1-4 e C60_P1). O sequenciamento de aminoacidos
dessa substancia isolada C40_P1 foi realizado por digestdo enzimética com
endoproteinase Glu-C, tripsina e quimiotripsina, seguido por analise de MALDI-
TOF/TOF-MS. Os espectros foram examinados e as sequéncias foram
propostas, com base na presenca das séries de ions b e y (fragmentos N e C-
terminais). Foi possivel caracterizar o composto C40_P1 como sendo CyO4. As
atividades citotoxicas e larvicida foram avaliadas tanto para as fracoes
enriquecidas em peptideos quanto para os ciclotideos isolados. Apenas as
fracGes do caule apresentaram citotoxicidade frente as linhagens de carcinoma
de colorretal humano (HCT116) com 91,36% de inibicdo frente a 33,31% de
citotoxicidade das fracdes das folhas. Os isolados do caule foram testados e
apresentaram citotoxicidade frente a HCT116 com 95,57% para CyO4, 95,14%
para C40 P2, 91,66% para C40_P3, 94,95% para C40 P4 e 98,91% para
C60_P1. As amostras sdo consideradas ativas quando a porcentagem de
inibicdo das células de cancer for superior a 75%. Com relagdo a atividade
larvicida, apenas as fracdes do caule apresentaram mortalidade acima de 50%,
frente as larvas de Aedes aegypti, com 90% de mortalidade em 72 h. Os isolados
também foram testados, os compostos C40 P2 e C60_P1 apresentaram uma
boa atividade frente as larvas no periodo de 48 e 72 horas. O isolado CyO4 (38)
apresentou atividade moderada nas primeiras 48 horas e os demais isolados
apresentaram baixa atividade larvicida frente as larvas de A. aegypti.

Palavras-chave: Ciclotideos, Pombalia, Orbitideos, Croton, Annona



ABSTRACT

Brazil, with its vast and diverse territory, is recognized as one of the world's mos.
important countries in biodiversity. Still, few plant-derived peptides have been
studied in the different biomes. This research describes the investigation of 8
plant species in search of orbitides and cyclotides. To search for orbitides present
in plant species from biomes such as the Atlantic Forest and Cerrado, 5 species
of the Euphorbiaceae family, of the Croton genus (C. adamantinus, C.
alchorneicarpus, C. fuscescens, C. lundianus and C. organensis) and 2 species
of the Annonaceae family, of the Annona genus (A. squamosa and A. cacans)
were analyzed. Intending to find cyclotides, the species chosen to be investigated
was Pombalia atropurpurea, of the Violaceae family. For the chemical study of
these species, the extracts obtained from stems, leaves and seeds were
subjected to pre-purification in cartridges with octadecylsilane (C18) as stationary
phase, allowing the obtaining of peptide fractions. LC-ESI-IT-MS analyzed these
fractions, confirming the presence of peptides in the mass range of 500-1.0 kDa
and 2.8-3.7 kDa for orbitides and cyclotides, respectively. Of the species
analyzed, only A. squamosa and A. cacans and P. atropurpurea presented
profiles with molecular masses related to cyclic peptides in their fractions. Thus,
an effective methodology was developed for extracting orbitides present in the
seeds of Annonas, using ethanol as the extracting solvent. The analysis of the
fractions of P. atropurpurea allowed the annotation of 30 potential cyclotides
present in the leaves and stem of the species. Five compounds (C40_P1-4 and
C60 _P1) were isolated from the stem by high-performance liquid
chromatography. Amino acid sequencing of the isolated compound C40_P1 was
performed by enzymatic digestion with endoproteinase Glu-C, trypsin and
chymotrypsin, followed by MALDI-TOF/TOF-MS analysis. The spectra were
examined and the sequences were proposed based on the presence of the b and
y ion series (N- and C-terminal fragments). The compound C40_P1 could be
characterized as CyO4. The cytotoxic and larvicidal activities were evaluated for
both the peptide-enriched fractions and the isolated cyclotides. Only the stem
fractions showed cytotoxicity against human colorectal carcinoma cell lines
(HCT116) with 91.36% inhibition compared to 33.31% cytotoxicity of the leaf
fractions. The stem isolates were tested and showed cytotoxicity against HCT116
with 95.57% for CyO4, 95.14% for C40_P2, 91.66% for C40_P3, 94.95% for
C40_P4 and 98.91% for C60_P1. The samples are considered active when the
percentage of inhibition of cancer cells is greater than 75%. Regarding larvicidal
activity, only the stem fractions showed mortality above 50%, against Aedes
aegypti larvae, with 90% mortality in 72 h. The isolates were also tested, the
compounds C40 P2 and C60_P1 showed good activity against larvae in the
period of 48 and 72 hours. The isolate CyO4 (38) showed moderate activity in
the first 48 hours and the other isolates showed low larvicidal activity against A.
aegypti larvae.

Keywords: Cyclotides, Pombalia, Orbitides, Croton, Annona
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1 INTRODUCAO GERAL

A histéria dos produtos naturais (PN) inicia-se nos tempos imemoraveis
desempenhando um papel critico no progresso da civilizacdo humana e da
sociedade tal como a conhecemos hoje. Ao longo da histoéria, principios ativos
oriundos de diversos organismos tém sido utilizados para o tratamento de
diversas doencas (Newman; Cragg, 2020).

No final do século XVIII e no inicio do século XIX ocorreu a primeira
elucidacao estrutural documentada de um produto natural, sendo a morfina (1) o
primeiro alcaloide extraido e isolado do 6pio (Devereaux; Mercer; Cunningham,
2018; Valli; Bolzani, 2019). Desde entdo, diversos medicamentos oriundos de
produtos naturais ou derivados sintéticos foram lancados. Ainda no século XIX,
tem-se o isolamento da salicina a partir da casca do salgueiro, que por sua vez,
era utilizada na forma de cha desde os anos 430, para aliviar dores e diminuir
febres. A partir da salicina foi possivel obter o acido acetilsalicilico (2), por volta
de 1897 (Bayer, 2024). No século XX, aconteceu a descoberta da penicilina (3)
por Alexander Fleming em 1928 enquanto estudava a bactéria Staphylococcus
aureus (ACS, 2024). Ainda no século XX tem-se a descoberta do taxol (4) na
década de 60, encontrado na casca do Taxus bacata (Gallego-Jara et al., 2020).
Em 1967 obteve-se o isolamento da artemisinina (5) da planta Artemisia annua,
utilizado no tratamento da maléaria, rendendo um prémio Nobel de medicina e
fisiologia para sua pesquisadora Youyou Tu em 2015 (Krungkrai; Krungkrai,
2016; Lu et al., 2019).

Na década de 1960, o cientista Sérgio Henrique Ferreira isolou um principio
ativo do veneno da jararaca brasileira (Bothrops jararaca), com potencial de inibir
o0 aumento da pressao arterial. Anos depois o composto foi patenteado e
atualmente é utilizado como medicamento conhecido como Captopril (6)
(Tonussi, 2016). A lovastatina (7), utilizada como redutor do colesterol, foi isolada
do caldo de fermentacdo do Aspergillus terreus, em 1978 e foi aprovada para
uso em 1987 pela FDA (Tobert, 2003)

Durante o século XX também comecaram os estudos envolvendo

peptideos, surgindo assim uma nova area na quimica de PN.
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Figura 1 Produtos naturais utilizados como medicamentos identificados no século XX

A historia dos peptideos comeca na década de 1920, mais especificamente
em 1921 com o isolamento da insulina (8), considerado o grande marco na
histéria dos peptideos, que desde entdo vem sendo utilizada no tratamento de
diabetes e cuja descoberta foi laureada com o prémio Nobel de medicina e
fisiologia de 1923 entregue a Banting e Macleod (Banting, 1929). As primeiras
amostras da insulina, durante a década de 20 e 30, eram extraidas de animais e
utilizadas no tratamento de diabetes, porém, existia uma preocupacédo por parte
da industria farmacéutica em prolongar o tempo de acgdo, visto que eram
utilizadas de 3 a 4 aplicacfes por dia para que o medicamento tivesse o efeito
desejado. Assim comecaram as buscas por alternativas tdo eficientes quanto a
insulina (8) e com um tempo de acdo maior (Muttenthaler et al., 2021).

Diversas pesquisas comecaram a ser realizadas em busca de uma
alternativa para a insulina (8), o que resultou em 1954 na sintese da ocitocina
(9), um horménio que atua nas contracdes musculares uterinas e estimula a
liberacdo de leite materno. A sintese rendeu um prémio Nobel de quimica para
0 pesquisador Vincent Du Vigneaud em 1955 (Vigneaud et al., 19583;
Muttenthaler et al., 2021).
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Na década seguinte, em 1963, o pesquisador Merrifield desenvolveu um
meétodo simples, porém bastante engenhoso para obtencéo de peptideos, o qual
consistia na ligacdo do primeiro aminoacido da cadeia peptidica a um polimero
e apos cada etapa de sintese, realizava-se a lavagem e a filtragdo do polimero
para remover os subprodutos da reacdo. Apds a sintese ser concluida, o
peptideo deve ser removido do polimero (Merrifield, 1963; Muttenthaler et al.,
2021). Essa descoberta trouxe uma revolugéo na quimica de peptideos e rendeu
um prémio Nobel de quimica para Merrifield em 1984. Apés o surgimento dessa
técnica, os estudos envolvendo a sintese de peptideos cresceram
consideravelmente e, como consequéncia, influenciaram a quantidade de
compostos aprovados pela Food and Drugs Administration (FDA), ao longo dos
anos (Muttenthaler et al., 2021).

Na década de 80 com a aprovacdo da oxitocina (9) em 1980, em 1983
ocorreu a aprovacdo da ciclosporina (10), um peptideo com atividade
imunossupressora, isolado do fungo Beauveria nivea, anteriormente conhecido
como Tolypocladium inflatum. Em 1988 foi aprovado o uso da octreotida (11),
um peptideo analogo da somatostatina, totalmente sintético utilizado no
tratamento da acromegalia, uma doenca que resulta na producdo em excesso
do hormdnio do crescimento (Muttenthaler et al., 2021).

Entre as décadas de 2000-2010, tem-se a aprovacdo, em 2003, da
daptomicina (12), isolado da bactéria Streptomyces roseosporus, utilizada no
tratamento de infec¢Bes fatais causadas por bactérias gram-positivas. Em 2004
obteve-se a aprovacdo do ziconotideo (13), isolado do caracol marinho Conus
magus, utilizado no tratamento de dores cronicas, sendo 1000 vezes mais

potente que a morfina (Muttenthaler et al., 2021).
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Entre as décadas de 2010-2020 ocorreu a aprovagao da vasopressina (14),
empregada no tratamento renal, cuja administragcdo aumenta a retencao de agua
no organismo (Muttenthaler et al., 2021). Em 2018 o composto derivado do
peptideo ciclico isolado de planta kalata B1, [T20K]kalata B1 (15), encontra-se
na fase 1 dos testes para tornar-se um farmaco (Cyxone, 2024). Em 2020
obteve-se a aprovacdo do Cu-DOTA (16), utilizado nas tomografias para auxiliar
na localizacdo de tumores enddécrinos (Muttenthaler et al., 2021).
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Figura 2 Principais destaques na histéria dos peptideos

Ao longo dos anos, um numero crescente de peptideos derivados de
bactérias, fungos, plantas e animais tem sido caracterizado, apresentando
frequentemente propriedades terapéuticas superiores aos dos compostos ja
conhecidos (Muttenthaler et al., 2021). Estudos apontam que peptideos de
natureza ciclica desempenham papéis essenciais em diversas funcdes nos
organismos hospedeiros, como defesa em plantas, fungos e bactérias, ou
sinalizacdo hormonal em animais (Ji; Nielsen; Heinis, 2024).

A utilizacdo de peptideos ciclicos como ligantes para fungdes biologicas
relevantes ndo é surpreendente, considerando suas inUmeras vantagens, entre
elas, forte capacidade de ligacéo, alta estabilidade, flexibilidade evolutiva e, em
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alguns casos, permeabilidade de membrana (Ji; Nielsen; Heinis, 2024;
Muttenthaler et al., 2021). Caracteristicas como afinidade de ligacao,
especificidade e resisténcia as proteases resultam, em grande parte, da
estrutura circular desses peptideos, e para alguns deles, a ciclizagdo também
contribui para uma melhor permeabilidade de membrana (Ji; Nielsen; Heinis,
2024).

A formacdo desses peptideos ciclicos, encontrados na natureza,
geralmente envolve reacdes de dois grupos reativos via lactamizagéo,
lactonizacéo, tiolactonizagédo ou formacédo de pontes dissulfeto (Chow et al.,
2019; White; Yudin, 2011; Davies, 2003). Com base no local dos dois grupos
reativos dentro de um peptideo, a ciclizacdo peptidica pode ser geralmente
categorizada em quatro tipos: cabeca-cadeia lateral, cadeia lateral-cadeia
lateral, cauda-cadeia lateral e cabeca-cauda. Os quartos tipos de ciclizacao
estdo demonstrados na Figura 3 (Chow et al., 2019; Chia et al., 2023).
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Figura 3 Tipos de ciclizacao peptidicas
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Na ciclizagdo do tipo cabeca-cauda, o grupo carboxila terminal do
peptideo reage por meio de uma reacdo de condensagao com O grupo amino
terminal do proprio peptideo formando uma ligacdo amidica (ligacao peptidica).
Com relagéo a ciclizagcdo cadeia lateral-cadeia lateral, geralmente os grupos
sulfidrilas de residuos de cisteina podem se unir formando liga¢des dissulfeto.
Outra possibilidade € a reacdo das cadeias laterais de aminoacidos basicos e
acidos por meio de uma ligacdo amida, formando o composto ciclico. As
ciclizacdes do tipo cabeca-cadeia lateral e cauda-cadeia lateral ocorrem como
um misto entre as duas reacdes descritas anteriormente. No entanto, mais de
uma destas reagbes podem ocorrer a0 mesmo tempo, como no caso dos
ciclotideos e PDPs (PawS-derived peptides), para os quais tanto a ciclizacéo
cabeca-cauda quanto as ligacoes dissulfeto sdo encontradas nas estruturas
(Chia et al., 2023).

O avanco cientifico relacionado ao desenvolvimento de métodos
analiticos e espectrométricos permitiu nos ultimos anos identificar e caracterizar
peptideos naturais bioativos, até entdo inéditos, em diversas plantas,
microrganismos e animais. Acrescido as melhorias nos protocolos utilizados na
sintese de peptideos em fase sélida (SPFS) tornou-se possivel obter uma gama
de novos peptideos.

Investigando o panorama de publicagdes nos bancos de dados utilizando
as ferramentas de pesquisa Sci-Finder, Scopus e Web of Science, verificou-se
que, até o primeiro semestre de 2024, existem cerca de 60.871 artigos
publicados desde 1922, utilizando nos campos de busca, a palavra-chave Cyclic

peptide.
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Grafico 1 Publicag6es entre 1922-2024 com a palavra-chave: cyclic peptides

De acordo com o Grafico 2 pode-se perceber que 0s paises que mais
publicam artigos contendo as palavras cyclic peptides séo: Estados Unidos com
32,4% de todas as publica¢des, seguido do Japao com 10,25% das publicacdes
e China com 9,5% das publicacbes. O Brasil aparece com 1,38% de todos os

artigos publicados até o primeiro semestre de 2024.
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Gréfico 2 Porcentagem de publicacdes por paises de 1922-2024
O Brasil, com seu territério vasto e diversificado, reconhecido como um dos
paises mais importantes do mundo, foco de biodiversidade, abrangendo cerca
de 20% do total de espécies do planeta, com uma notavel variedade de fauna e
flora (MMA, 2024), apresenta um ambiente propicio para a descoberta de
peptideos de plantas, porém ainda sdo poucos 0s estudos que descrevem 0

isolamento dessa classe em espécies brasileiras.

1.1 Peptideos ciclicos de plantas

Os peptideos isolados de plantas tém atraido o interesse da academia e da
industria farmacéutica devido as suas propriedades que os tornam potenciais
modelos para o desenvolvimento de farmacos (Rosengren; Mcmanus; Craik,
2005; Ji; Nielsen; Heinis, 2024) A natureza ciclica desses peptideos confere uma
caracteristica fundamental para atividade biologica (interacdo ligante-receptor),
reduzindo a flexibilidade e aumentando a afinidade com receptores (Rosengren;
Mcmanus; Craik, 2005).

Diante da variedade de esqueletos estruturais dessas moléculas, em 2013,

um grupo de 66 pesquisadores de diversas partes do mundo publicaram a
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revisdo:“Ribosomally synthesized and post-translationally modified peptide
natural products: overview and recommendations for a universal nomenclature”
0 qual apresenta estudos sobre origem biossintética de peptideos possibilitando
classifica-las como ribossomais e néo-ribossomais e introduzindo uma nova
classe de Produtos Naturais, os RIPPs (Ribosomally Synthesized and Post-
translationally Modified Peptides ) (Arnison et al., 2013).

Observou-se que as plantas produzem peptideos exclusivamente atraves
da via ribossémica (Chekan et al., 2024), sendo possivel classificar os peptideos

ciclicos vegetais, sintetizados ribossomicamente, em trés principais classes:

i.  Orbitideos - Possuem entre 5 e 16 residuos de aminoacidos, sem ligacao
dissulfeto, encontrados nas familias Annonaceae, Caryophyllaceae,
Euphorbiaceae, Lamiaceae, Linaceae, Phytolaccaceae e Rutaceae
(Ramalho et al., 2018; Fisher et al., 2019), Figura 4;

i. PDPs (PawS-derived peptides) - Encontrados no género Helianthus
(Asteraceae), possuem de 12-14 residuos de aminoacidos com uma unica
ligacdo dissulfeto (Luckett et al., 1999; Mylne et al., 2011), Figura 4;

ii.  Ciclotideos - Possuem entre 28 e 37 residuos de aminoacidos, com trés
ligacbes de dissulfeto, encontrados nas familias Violaceae, Rubiaceae,

Cucurbitaceae, Fabaceae e Solanaceae. (Craik et al., 2018), Figura 4.
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Figura 4 Exemplos de peptideos ciclicos ribossomais de plantas
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No Brasil, os primeiros trabalhos com peptideos ciclicos comecaram a ser

desenvolvidos recentemente, sendo o Instituto de Quimica da UNESP de

Araraquara (IQ-UNESP-Ar) responsavel por parte significativa das pesquisas.

As Tabelas 1 e 2 apresentam o0s orbitideos e os ciclotideos isolados da

flora brasileira, respectivamente. Com excecdo dos orbitideos polianinas A-C,

ciclozanthoxllano A, [1-9NaC] crourob, [1-8NaC] - zanriorb Al e jatromollistina e

dos ciclotideos psyleio A, cyO2 e pg-brl, todos os outros compostos foram

identificados e isolados no IQ-UNESP-Ar.

Tabela 1 Orbitideos isolados da flora brasileira

Espécie Orbitideo Sequéncia CIP Referéncias
Euphorbiaceae
J. pohliana polianina A [1-7-NaC]-PLGVLLY Auvin-Guette et al., 1999
J. pohliana polianina B [1-7-NaC]-PLGLLLY Auvin-Guette et al., 1999
J. pohliana polianina C [1-8-NaC]-TIIFGFGG Auvin-Guett'et al., 1999
J. curcas jatrofidina | [1-8-NaC]-PGLLNLWG Altei et al., 2014
J. ribifolia ribifolina [1-8-NaC]-SGLIGLII Pinto et al., 2015

J. mollisima

jatromollistatina

[1-7-NaC]-PLGVLLT

Juca et al., 2022

C. urucurana

[1-9-NaC]-crourob

[1-9-NaC]-SLGAFGNLG

Candido-Bacani et al.,
2015

C. campanulatus

[1-7-NaC]-crocaorb Al

[1-7-NaC]-PWSMILV

Queiroz et al., 2024

C. campanulatus

[1-7-NaC]-crocaorb A2

[1-7-NaC]-PWSM[O]ILV

Queiroz et al., 2024

Rutaceacae

Z. rigidum

ciclozanthoxllano A

[1-5-NaC]-FGALA

Ribeiro et al., 2012

Z.riedelianum

[1-8-NaC] -zanriorb Al

[1-8-NaC]-PPFFGGFG

Beirigo et al., 2016

Legenda: J.: Jatropha; C.: Croton, Z.: Zanthoxylum
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Tabela 2 Ciclotideos isolados da flora brasileira.

Familia Espécie Ciclotideo Sequéncia a.a Referéncias
Rubiaceae Palicourea rigida pg-brl GGSVPCGESCVFIPCI-TSLAGCSCKNKVCYYD 32 Pinto et al., 2016
Psychotria leiocarpa psyleio_A ~GLPICGETCFTGTCN---TPGCSCTYPICTRD 29 Matsuura et al., 2016
Palicourea sessilis pase_A ~GLPVCGETCVGGTCN-~--TPGCVCSWPVCTRN 29 Pinto et al., 2021
pase_B -GLPVCGETCVGGTCN---TPGCVCSWPICTRN 29
pase_C -GLPTCGETCVGGTCN---TPGCVCSWPICTRN 29
pase_D -GLPVCGETCVGGTCN---TPGCVCAWPICTRN 29
pase_E -GLPVCGETCVTGSCY---TPGCSCSWPVCKRN 31
Violaceae Noisettia orchidiflora vhr 1 --GIPCAESCVWIPCTVTALLGCSCSNKVCYN- 30 Najas, 2014
nor A —GVIPCGESCVFIPCI-STLIGCSCKNKVCYRN 30 Bobey et al., 2018
nor B ————CGESCVWXPCX-TSAXGCSCKNKVCYRNGXP—— 30 Bobey, 2020
nor C --—-CGESCVFIPCI-STLIGCSCKNKVCYRNGVIP- 31
nor D --——CGESCVWXPCI-SAAIGCSCKNKVCYRNGVXP- 31
nor E GSLPCGESCVFLPCI-SSLAGCSCKNKVCYIN---- 31
nor F —-GXPCGESCVEFXPCI-SSVLGCSCSNKVCYRN——-—— 30
nor G -GXPCAESCVYXPCTXTAXXGCSCRSKVCYN 30
Viola odorata cyO2 --GIPCGESCVWIPCI-SSAIGCSCKSKVCYRN 30 Fensterseifer et al.,
2015
Pombalia calceolaria poca A -—-GLPCAESCVFIPCTITAILGCSCRDRVCYD- 30 Pinto et al., 2018
poca B --GIPCAESCVFIPCV-TATILGCSCKDRVCYN- 29
Anchietea pyrifolia anpy B --SIPCGESCVWIPCTVTALAGCSCKNKVCYKN 31 Bobey, 2020
ster 15 --GIPCGESCVWIPCTVTALLGCSCKSKVCYKN-———- 31
cyO4 --GIPCGESCVWIPCI-SSATIGCSCKNKVCYRN 30
cyO17 --GIPCGESCVWIPCI-SAATIGCSCKNKVCYRN 30
apy A -GSVPCGESCVWIPCI-SGILGCSCSNKVCYYN 30
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Os excelentes resultados alcangados pelo NuBBE em estudos anteriores
com peptideos ciclicos dos géneros Croton e Jatropha (Euphorbiaceae),
Anchietea, Noisettia e Pombalia (Violaceae) e Palicourea (Rubiaceae)
pertencentes ao projeto teméatico “Conservation and Sustainable Use of the
Diversity from Cerrado and Atlantic Forest: Chemical Diversity and Prospecting
for Potencial Drugs” — Programa INCT- Biota- Fapesp. motivou a busca de novas
moléculas dessa classe em outras familias e em outros géneros (Valli; Bolzani,
2019; Silva et al., 2022).

Portanto neste trabalho, deu-se continuidade ao estudo e isolamento de
peptideos ciclicos com a finalidade de explorar o potencial biologico de diferentes
espécies vegetais como fonte de compostos bioativos. Nesse sentido, para a
obtencdo de ciclotideos a espécie Pombalia atropurpurea foi escolhida neste
trabalho para a obtencdo de ciclotideos. As espécies que fizeram parte da
triagem de orbitideos foram: Croton adamantinus, Croton alchorneicarpus,
Croton fuscescens, Croton lundianus, Croton organensis (Euphorbiaceae) e
Annona cacans e Annona squamosa (Annonaceae). De todas as espécies
escolhidas, apenas A. squamosa apresenta relatos na literatura de estudos

direcionados a esta classe de peptideos ciclicos.
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5 CONCLUSAO

Frente aos inumeros de estudos direcionados a busca por peptideos
ciclicos no género Hybanthus/ Pombalia, a pesquisa desenvolvida permitiu obter
maior conhecimento sobre a presenca dessa classe de compostos na espécie
escolhida.

Realizou-se uma triagem em diferentes tecidos vegetais (folhas e caules) e
foi possivel identificar, de forma preliminar, a presenca de um total de 30
possiveis ciclotideos.

Realizou-se o fracionamento dos extratos obtidos, além da realizacdo de
testes para retiradas de interferentes nas amostras. Tornando-se possivel o
isolamento de 5 compostos, sendo capaz de determinar a sequéncia de
aminoacidos do composto C40_P1 como sendo o ciclotideo CyO4 (38). Os

demais compostos isolados serdo analisados o0 mais breve possivel.

Foram realizadas atividades citotoxicas frente as linhagens celulares de
cancer de colorretal humano (HCT116) e cancer de mama (MCF7), o que
demonstrou que todos os compostos isolados apresentaram um valor de inibic&o
de crescimento celular acima de 75% apenas para a linhagem HCT116, na
concentracdo de 50 pg/mL. Para a linhagem MCF7, quatro compostos isolados
apresentaram atividade de inibicdo na concentracdo de 50 pg/mL. Os isolados
ndo demostraram ser seletivos quando testados em células ndo tumorais de

RPE1(epitélio pigmentar da retina).

Foram realizadas atividades larvicidas frente as larvas e pupas do mosquito
Aedes aegypti. Os isolados C40_P2 e C60_P1 apresentaram uma boa atividade
frente as larvas no periodo de 48 e 72 horas. O isolado C40_P4 (38) e a fracao
40% apresentaram atividade moderada nas primeiras 72 horas e os demais

isolados apresentaram baixa atividade larvicida frente as larvas de A. aegypti.
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3 CONSIDERACOES FINAIS

Os estudos com peptideos no Brasil vém ganhando cada vez mais
importancia, em grande parte impulsionados pelos resultados alcancados pelo
NuBBE. Esses resultados motivaram a busca por novas moléculas bioativas, o
gue resultou no desenvolvimento deste trabalho de doutorado.

Nesta pesquisa, observou-se que, no género Croton, os orbitideos nao
foram encontrados nas folhas e nos caules das espécies analisadas, levantando
a hipotese de que, caso presentes, essa classe de moléculas possa estar
concentrada no latex, como indicam estudos prévios. Essa hipétese abre novas
possibilidades para futuras investigacdes sobre a localizacdo desses compostos

no género.

Com relacdo ao género Annona, a pesquisa nessa area ainda € bem
iniciante no Brasil, diferentemente de estudos mais avancados realizados fora
do pais. No entanto, este trabalho conseguiu determinar um método eficiente de
extracdo para orbitideos oriundos de sementes, utilizando uma modificacdo da
metodologia Fisher e colaboradores. Além disso, foi possivel anotar cinco

possiveis peptideos na A. cacans, um estudo inédito com essa espécie.

Com relacao aos ciclotideos, a pesquisa com a espécie P. atropurpurea
levou ao isolamento de cinco ciclotideos distintos, sendo um deles caracterizado
como CyO4 (38). Foram realizados testes que avaliaram suas atividades
citotéxicas e larvicidas, abrindo novas possibilidades para o uso dessas

moléculas em outras atividades.

Este trabalho contribuiu de forma significativa para o avanco dos estudos
com peptideos no Brasil, especialmente nas areas pouco exploradas do género
Annona e Croton. Além de introduzir novos métodos de extracdo, também
revelou peptideos inéditos em espécies brasileiras. Esses resultados ampliam o
conhecimento sobre a biodiversidade brasileira e destacam a importancia de
aprofundar as pesquisas com peptideos bioativos, o que pode trazer beneficios

substanciais para a ciéncia de modo geral.
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