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RESUMO

O Brasil tem uma das maiores biodiversidades do mundo, no entanto poucos peptideos
derivados de plantas tem sido estudados desse bioma, constituindo uma rica fonte para buscar
peptideos com caracteristicas estruturais e funcdes ecolodgicas interessantes. Neste estudo séo
descritos a investigacdo de orbitideos e ciclotideos em 24 espécies vegetais. Os orbitideos
referem-se a todos os peptideos ciclicos ciclizados N-C que ndo apresentam ligacdo
dissulfeto. Os ciclotideos, grupo de mini- proteinas caracterizam-se por apresentar uma
estrutura (CCK ) conferindo —lhes uma notavel estabilidade. Apds a analise especifica para
estes compostos, foi possivel selecionar trés espécies para prosseguir com os estudos de
isolamento: J. ribifolina , H. calceolaria e B. vulgaris . J. ribifolia ( Pohl ) Baill ( syn.
Adenoropium ribifolium Pohl, J. gossypifolia var. ribifolia ( Pohl ) Mull. ), conhecida como
"pinhdo -manso™ e "pinhdo rasteiro”, é um arbusto da familia Euphorbiaceae, que geralmente
cresce na regido semi-arida do nordeste brasileiro. Plantas do género Jatropha, compreendem
cerca de 175 espécies, ricas em compostos bioativos, como alcaldides, terpenos, lignanas,
flavonoides e orbitideos. A partir dos extratos etandlico de J. ribifolia, coletada no Estado da
Paraiba, um novo octapeptideo ciclico foi isolado por métodos cromatogréaficos, incluindo
HPLC. A analise conformacional foi estabelecida por dados de RMN e dindmica molecular. A
sintese desse orbitideo foi realizada por sintese em fase solida (SPPS)-Fmoc/tBu. As
atividades antimicrobiana, citotoxica e antimalarica foram avaliadas, para ambas as formas:
circular e seu analogo linear sintéticos. Ribifolina (ICso 41,92 mM) foi moderadamente eficaz
contra a o Plasmodium falciparum 3D7, mas seu analogo linear (ICso 519umol / L) mostrou-
se fraco em inibir a sobrevivéncia do parasita. Estes compostos ndo apresentam qualquer
citotoxicidade contra nenhuma das linhagens celulares testadas. H.calceolaria (ipecacuanha) e
B. vulgaris (beterraba) apresentaram rica composicdo em peptideos com cisteinas. Neste
trabalho, foi estudada a expressao de ciclotideos em trés diferentes tecidos de H. calceolaria:
sementes, folhas, caules e B. vulgaris: bulbo, folhas e caules. Os extratos mostraram uma
grande diversidade de peptideos com massas entre 2600 e 4000 Da, muitos desses com seis
residuos de cisteinas. Assim, as fracbes foram purificadas por HPLC em fase reversa e
gradiente linear com acetonitrila. Os picos referentes a cada fragdo foram coletados
manualmente e avaliados por MALDI -TOF, permitindo a caracterizacdo de cada pico e a
diversidade de ciclotideos. A partir das sementes de H. calceolaria foi possivel isolar um
novo ciclotideo com massa molecular de 3030 Da contendo 29 aminoacidos - Hyco A. Além
desse, outras duas sequéncias parciais: Hyco B (m/z 3171) e um peptideo linear (m/z 3562) de
B. wvulgaris. As sequéncias moleculares foram estabelecidas por reagdes de reducéo,
alquilacéo e digestdo enzimatica utilizando endoproteinases Glu-C, tripsina, quimotripsina e
analises por MS/MS.

Palavras-chave: Orbitideos, Ciclotideos, Euphorbiaceae, Violaceae, Amaranthaceae,
Peptideos ciclicos.



ABSTRACT

Brazil has one of the largest biodiversity in the world, however only a few plant-derived
peptides have been studied from our biomes, constituting a rich source of peptides with
interesting structural features and ecological functions, and so far, with potential
pharmacological properties. In this study are described the investigation of orbitides and
cyclotides in 24 species from plants. The orbitides refer to all N-to-C cyclized peptides from
plants that do not contain disulfides and cyclotides, mini-proteins group characterized by a
cyclic topology, collectively known as cyclic cystine motif (CCK) conferring them with
remarkable stability. After the specific analysis for these compounds, was possible to select
three species for to isolated your peptides: J. ribifolina, H. calceolaria e B. vulgaris. J.
ribifolia (Pohl) Baill (syn. Adenoropium ribifolium Pohl, J. gossypifolia var. ribifolia (Pohl)
M{ill.), known as “pinh&-manso” and “pinhdo rasteiro”, is a shrub of the Euphorbiaceae
family that commonly grows in the semiarid region of northeastern Brazil. Plants of the genus
Jatropha, which comprises approximately 175 species, have been established as a rich source
of bioactive compounds such as alkaloids, terpens, lignans, flavonoids and cyclic peptides, so
called orbitides. From the EtOH extracts of the J. ribifolia, collected in the states of Paraiba,
an octapeptide cyclic, was isolated by a multi-step chromatography procedures, including
HPLC. Conformational analysis of these peptides has been evaluated by using of NMR
experiments and simulated annealing molecular dynamics. The synthesis of the new cyclic
peptides were accomplished by solid-phase peptide synthesis (SPPS)-Fmoc/tBu. The
antimicrobial, citotoxity and antimalarial activities are being evaluated for both the circular
and linear synthetic form of the novel orbitide from J. ribifolia. Ribifolin (ICsp 41.92 uM) was
moderately effective against the Plasmodium falciparum 3D7 strain, and linear ribifolin (1Csg
519umol/L) showed a weak effect in inhibiting the survival of the parasites. These
compounds did not exhibit any cytotoxicity. As H.calceolaria (white ipecac) as B. vulgaris
(beet roots) presented peptides rich in cysteins in your composition. In this work, were studied
cyclotide expression in three different tissues from H. calceolaria, i.e. seeds, leaves, stems
and B. vulgaris, i.e. bulb, leaves and stems. The extracts showed a wide diversity of peptides
ranging in mass from 2600 to 4000 Da and most of these peptides contained 6 cysteine
residues indicating the presence of cyclotides. Thus, the cyclotide fractions of each tissue
were analyses by HPLC using reversed-phase Cig columns and linear acetonitrile gradients.
Eluting peaks for each fraction were monitored with UV absorbance, collected manually and
assessed by MALDI-TOF allowing characterization of each cyclotide peak and the sequence
diversity of these molecules in H. calceolaria. From seeds it was possible to isolate one novel
bracelet cyclotide with a molecular weight of 3030 Da contain 29 amino acids Hyco A and
other two parcial sequences Hyco B and one linear peptide (defensin) from B. vulgaris; their
molecular sequence has been analyzed using reduction, alkylation and enzymatic digest using
endoproteinases Glu-C, trypsin, chymotrypsin and MS/MS peptide fragmentation.

Keywords: Orbitides, Cyclotides, Euphorbiaceae, Violaceae, Amaranthaceae, Cyclic Peptides
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1 INTRODUCAO

O direcionamento das pesquisas buscando produtos Uteis a humanidade advindos de
fontes naturais é, sem divida, uma tarefa que demanda capricho e desenvoltura. No contexto
atual da pesquisa de produtos naturais, propor um novo produto é trazer a sociedade uma nova
ferramenta, seja para salde, beleza, tecnologia, entre outras, sendo notavel o valor agregado
desses no mercado nacional e internacional.

Os metabdlitos secundarios, tais como alcal6ides, terpenos e derivados fendlicos
(flavonoides, lignoides, benzopiranos) tém sido largamente estudados. Na area da Quimica de
Produtos Naturais (QPN) esses estudos tem se dado em funcdo da investigacdo de diversas
atividades bioldgicas e ou farmacoldgicas, a exemplo de antioxidante, antimicrobiana,
imunossupressora, antiinflamatoria, antifingica, antitumoral, antimalérica, inibidores de
acetilcolinesterase, entre outras. Nos ultimos anos, além das micromoléculas tradicionalmente
estudadas, os peptideos tém trazido grandes expectativas para 0s quimicos de Produtos
Naturais no desenvolvimento de farmacos. Sabe-se que compostos peptidicos podem ser
biossintetizados via ribossomal ou ndo-ribossomal, sendo sua cadeia curta (micromoléculas),
chegando até cerca de 90 aa (aminoacidos), neste caso, caracterizados como mini-proteinas
(macromoléculas). Segundo Clayden (2001) caracterizam-se peptideos sequéncias de até 100
aa, aproximadamente. Dentre as principais macromoléculas, os peptideos constituem uma
classe de grande interesse biologico e farmacoldgico, pois possuem papeis fundamentais nos
processos metabolicos, de manutencdo da vida, antimicrobianos, anticancer, etc (TIAN et al.,
2009; NAPOLITANO et al., 2003).

Deve-se considerar que a estrutura tem relacdo direta com a atividade do composto em
estudo; assim os peptideos desempenham seus papéis dependendo da composicao e sequéncia
dos aminoacidos que o formam, bem como, da sua disposicdo espacial. Ha genericamente,
peptideos ditos lineares e ciclicos. A aplicacdo de peptideos lineares como farmacos é
potencialmente limitada, pois sdo susceptiveis a clivagem proteolitica, possuem pobre
farmacocinética e pouca biodisponibilidade (CRAIK, 2002). Tais limitacbes ndo sdo
observadas nos peptideos ciclicos, o que os fazem atrativos nos estudos de bioprospeccao.

A interessante topologia do anel cativou a imaginacdo dos quimicos por muitos anos,
0s quais relacionavam o0s peptideos ciclicos a outros macrociclos bioativos, sendo 0s

primeiros de particular importancia devido a sua estabilidade a proteases (TYNDALL; NALL,;
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FAIRLIE, 2005), o que explicaria seu potencial terapéutico. A descoberta de gramicidina S
(Gramicidina Soviética) em 1944 pela Gause e Brazhnikova foi o ponto crucial na histéria dos
peptideos ciclicos. Pouco depois de sua descoberta na metade da Segunda Guerra Mundial,
este peptideo foi amplamente utilizado como antibidtico no tratamento de soldados feridos.
Desde entdo, novos peptideos ciclicos foram descobertos, sendo que muitos deles tém sido
utilizados como agentes terapéuticos. Alguns exemplos incluem a calcitonina, octreotida, a
ciclosporina A, a nisina, polimixina, colistina, gomesina, ziconotideo, didemina (WHITE;
YUDIN, 2011). Inubitamente, isolar, elucidar e investigar as atividades inerentes a essas
moléculas é de grande relevancia para a bioprospeccao de produtos naturais. Sua ocorréncia
se da& largamente no reino animal e microrganismos (actinomicetos, fungos, etc.) (TAN;
ZHOU, 2006) e sdo amplamente pesquisados. Nas plantas a descoberta desses peptideos séo
limitados a determinados taxons, sendo que os estudos descrevendo a ocorréncia, composicao
quimica e funcéo de peptideos sdo cada vez mais frequentes.

No Brasil, os trabalhos com pequenos peptideos ciclicos (PC) de origem vegetal séo
praticamente inéditos, sendo o Instituto de Quimica da UNESP responsavel pelos primeiros
trabalhos com tais direcionamentos. Os estudos envolvem a busca e caracterizacdo dessa
classe de substancias de plantas do semidrido, regido coberta pela Caatinga, Unico bioma
exclusivamente brasileiro-, rico em espécies endémicas. Além disso, sdo realizadas sintese e
investigacdo das possiveis atividades bioldgicas e farmacoldgicas desempenhadas por elas.
Estudos desenvolvidos pelo NuBBE (Processos/FAPESP: 04/07062-2; 06/58699-6 e
04/11982-0) pertencentes ao projeto tematico "Conservation and Sustainable Use of the
Diversity from Cerrado and Atlantic Forest: Chemical Diversity and Prospecting for
Potential Drugs” - Programa Biota-Fapesp, descrevem o isolamento de seis euciclopeptideos
da biota brasileira e isolados da particdo do latex das espécies Jatropha multifida L., Jatropha
gossypifolia L. e Jatropha curcas L (PICCHI, 2007; ALTEI, 2009). Os excelentes resultados
alcancados com os estudos anteriores com Jatropha, desenvolvidos em nosso laboratério, nos
motivou a buscar novas moléculas em outras familias e géneros. A nova fase da pesquisa
corroborou ndo sé o isolamento de peptideos ciclicos pequenos, mas também de ciclotideos
(mini-proteinas) de plantas nativas do semiarido paraibano — Brasil e seus possiveis papeis
farmacoldgicos. A escolha das espécies Jatropha ribifolia e Hybanthus calceolaria se deu
com base em dados da literatura, 0os quais ja apresentavam peptideos ciclicos para ambos 0s
géneros. A espécie Beta vulgaris também foi estudada, pois de acordo com estudos “In
silico”, ha possiblidade de apresentar este tipo de peptideo (PESTANA-CALSA; CALSA JR.,
2011).
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 PEPTIDEOS CiCLICOS/ CICLOPEPTIDEOS

Os peptideos ciclicos representam uma diversa classe de produtos naturais distribuidos
largamente em bactérias, fungos, plantas e animais (TAN; ZHOU, 2006; TANG et al., 2010g;
CONDIE et al., 2011). De uma forma genérica, PCs sdo poliamidas ciclicas formadas de
aminoéacidos proteinogénicos (20 aa pertencentes ao cddigo genético) (TAN; ZHOU 2006;
TANG; WANG et al., 2010) ou ainda, em casos mais complexos, incluem outros tipos de
residuos, como D-amino&cidos e residuos com variacdes em sua estrutura (CONDIE, et al.,
2011).

Genericamente, hd quatro topologias para a ciclizacdo destes peptideos (Figura 1):
Cabeca-cauda; ligacdo por meio das cadeias laterais; ligacdo cadeia lateral-cabeca; ou cadeia
lateral-cauda (WHITE; YUDIN, 2011). As duas primeiras ciclizagbes sdo as mais
encontradas. Na formacgdo do ciclo cabeca-cauda, o grupo carboxila terminal do peptideo
reage por meio de uma reacdo de condensacdo com o0 grupo amino terminal do proprio
peptideo formando uma ligacdo amida (ligacdo peptidica). No segundo caso, geralmente os
grupos sulfidrilas de residuos de cisteina podem se unir formando ligagcdes dissulfeto. Outra
possibilidade é a reacdo das cadeias laterais de aminoacidos bésicos e acidos por meio de uma
ligagdo amida, formando o composto ciclico. As outras duas sdo um misto entre as duas
descritas acima. No entanto, mais de uma destas pode ocorrer a0 mesmo tempo, COmo Nno caso
dos ciclotideos, onde tanto a ciclizacdo cabeca-cauda como as ligacdes dissulfeto sao
encontradas.

Apesar do numero crescente de publicacdes sobre peptideos ciclicos, ainda ha muito
que se investigar sobre suas funcGes (DIEDERICH et al., 2008), bem como a biossintese, a
ocorréncia e as fungdes fisiologicas. Essas moléculas compreendem uma classe de produtos
naturais com um largo espectro de atividades biolégicas. Em sua maioria sdo de natureza
hidrofobica apresentando grande diversidade bioldgica (AUVIN et al., 1997).

O desenvolvimento dos métodos analiticos e espectrometricos permitiu nos altimos
anos a identificagdo de compostos, até entdo inéditos, em diversas plantas, microrganismos e

animais. Somado a isto, a melhoria do protocolo utilizado na sintese de peptideos em fase
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solida (SPFS) tem permitido a obtencdo por via sintética de inUmeros analogos e/ou novos
peptideos. Este avanco cientifico proporcionou a identificacéo e a caracterizacéo de inimeros
peptideos naturais bioativos, bem como a sintese de analogos e derivados inéditos.
Investigando o panorama de publicacdes no banco de dados da Sociedade Americana de
Quimica (ACS) entre os anos de 2002 a 2013 (Figura 2), por meio da ferramenta de pesquisa
SciFinder, verificamos que ha 6090 artigos publicados quando utiliza-se, nos campos de

busca, as palavra-chaves Cyclic peptides.

Figura 1 - Tipos de ciclizacdes encontradas nos peptideos: cadeia lateral-cadeia lateral,
cadeia lateral-cabeca, cadeia lateral-cauda e cabeca-cauda.

thl COsH HOLC "
RE_R1 JQHHF
Eadulalataral cadeia lateral @ Cusils lstaral. el
RZ
R'—C
CI

Cadeia lateral- cabeca Cabega-cauda

Fonte: Traduzido de (WHITE; YUDIN, 2011).

Figura 2 - PublicagGes sobre peptideos ciclicos entre os anos de 2009-2013.
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Observacéo: ScinFinder, agosto de 2013.
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A maior parte deles descreve processos de sinteses totais, buscando viabilizar,
sobretudo, a obtencdo dos peptideos ciclicos oriundos de fontes naturais, ou ainda a
modificacdo destes visando & obtencdo de moléculas mais ativas. Em segundo lugar estdo as
publicacdes descrevendo extracdo ou biotransformagdo dessas moléculas, bem como estudos
de novas atividades bioldgicas. Um pequeno ndmero, porém em ascensdo estdo as
publicacOes descrevendo aplicagdes biotecnologicas de complexos de PC com outras
moléculas. Este ultimo ramo do estudo de peptideos desperta atualmente grande interesse da
comunidade cientifica, pois permite o desenvolvimento de nanodispositivos (nanodevices)
desenvolvidos para o imageamento de tumores ou targeting (BAKLEH et al., 2009), e ainda
na criacdo de carreadores moleculares (nano-carreadores) (BOTURYN et al., 2008).

No Brasil, os estudos envolvendo isolamento de pequenos peptideos ciclicos de
origem vegetal ainda sdo poucos, sendo o Instituto de Quimica da UNESP responsavel por
alguns trabalhos envolvendo isolamento, caracterizagao, sintese e atividades bioldgicas. Esses
trabalhos sdo de projetos maiores como projeto tematico "Conservation and Sustainable Use
of the Diversity from Cerrado and Atlantic Forest: Chemical Diversity and Prospecting for
Potential Drugs’ - Programa Biota-Fapesp, no qual tem como objetivo caracterizar peptideos
dos latex das espécies Jatropha multifida L., Jatropha gossypifolia L. e Jatropha curcas L
(PICCHI, 2007; ALTEI, 2009).

2.2 PEPTIDEOS CICLICOS VEGETAIS

Até 0 momento, esses peptideos ocorrem em 26 familias de angiospermas, porém sao
particulares as familias Caryophyllaceae, Rhamnaceae, Violaceae (CONDIE et. al., 2011),
Anonnaceae, Euphorbiaceae, Rubiaceae (TAN; ZHOU 2006; PICCHI, 2009) e Apocynaceae
(GRUBER et. al., 2008). Com relacdo a matriz vegetal, estdo presentes em maior quantidade
no latex (Euphorbiaceae), sementes (Annonaceae) ou folhas (Caryophyllaceae).

A biossintese desses peptideos pode depender de uma diversidade de reacles e a
compreensdo bioldgica destes processos bioquimicos € de fundamental importancia para o
conhecimento das fungdes dessas substancias nas espécies onde ocorrem (PICCHI, 2007).
Sdo descritas duas rotas envolvidas nesses processos bioquimicos: ribossomais ou ndo-

ribossomais. A via ribossomal (sintese de proteinas) ocorre em organelas celulares



PINTO, M.E.F. FUNDAMENTAGAO TEORICA 36

denominadas Ribossomos. Nesta via hd o processo de transcricdio do DNA pelo RNA
mensageiro e a traducédo deste pelos ribossomos.

Na via ndo-ribossomal ha o envolvimento de pelo menos trés proteinas que formam
um complexo, que inclusive possuem analogia com seus homologos ribossomais (Figura 3).
Nesta sintese 0 aminoacido € inicialmente ativado se ligando ao AMP ciclico (dominio A). O
aminoacido ativado é transferido para o PCP (peptidyl Carrier protein), que possue uma
funcdo semelhante ao RNAt transportando os intermediarios até o dominio C (Figura 4).
Finalmente este dominio catalisa as reacGes de formacdo das ligagdes peptidicas. Supde-se
que esta Gltima enzima (dominio C) tenha um local nucleofilico e outro eletrofilico, também
similar as subunidades do ribossomo (FINKING; MARAHIEL, 2004). Apesar das

semelhangas, as diferengas ainda sdo predominantes.

Figura 3- Homologia entre as enzimas que comp@e a sintese ribossomal e ndo ribossomal.

RNAt sintase RNAt

Rota Nao-Ribossomal
S}

l lg“""’”"‘*f

Dominio A peptidyl Carrier protein Dominio de condensacao

Fonte: (FINKING; MARAHIEL, 2004)
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Figura 4 - Biossintese de peptideos ndo-ribossomais( NRP).

e,

adigao de unidades lRches de polimerizacéo
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Dominio C

Dominioc PCP

peptideos
Fonte: Modificado de YAMANAKA e colaboradores (2008).

Ambas as vias possuem vantagens para seus ideais funcionais. A necessidade de
precisdo no metabolismo primario faz com que a sintese ribossomal possua mecanismos de
revisdo que tornam a sua variabilidade menor, restrita a um conjunto de 20 aa, 0 que ndo
acontece com os NRP 0s quais possuem varias centenas de substratos. A diversidade
estrutural € uma caracteristica predominante de peptideos ndo ribossomais, 0s quais podem
ser compostos de D e L- amino&cidos, hidroxiécidos, ornitina, p-aminodcidos e outros
constituintes ndo usuais (LEE et al., 2005). Além disso, supBe-se que estes peptideos (NRPS)
sejam de vital importancia, especialmente em situacdes de estresse do vegetal, como a falta de
nutrientes no ambiente, pois nestas situacdes a sintese ribossémica de proteinas é reprimida,
tornando a via alternativa vantajosa. Adicionalmente esses compostos nao ribossomais sao
imunes as substancias que inibem a sintese de proteinas.

Diante da variedade dos esqueletos estruturais apresentados, em 2006 Zhou e Tan
dividiram essas moléculas em 2 classes, 5 subclasses e 8 tipos, com o objetivo de organizar
esses compostos. Na atribuicdo de classes foi considerada a conexdo dos residuos de
aminoacidos; quando houvesse apenas ligacGes peptidicas a classe seria denominada de
homociclopeptideos, porém, na presenca de outros tipos de ligagdes o termo a ser atribuido
seria heterociclopeptideos. Para a separacdo das subclasses foi considerada a quantidade de
anéis  presentes, podendo ser heteromonociclopeptideos, heterodiciclopeptideos,
homomonociclopeptideos, homodiciclopeptideos e homopoliciclopeptideos. Com base na

distribuicdo dessas moléculas nas plantas, oito divisdes foram criadas: Ciclopeptideos
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Alcaloidicos (Tipo 1), Depsiciclopeptidios (Tipo II), Ciclopeptideos tipo-Solanaceae (Tipo
I11), Ciclopeptideos tipo-Urticaceae (Tipo 1V), Ciclopeptideos tipo-Compositae (Tipo V),
Ciclopeptideos tipo-Caryophyllaceae (Tipo VI), Ciclopeptideos tipo-Rubiaceae (Tipo VII) e
Ciclotideos (Tipo VIII) (Figura 5).

Figura 5 - Classificacdo dos ciclopeptideos isolados de plantas superiores, segundo
caracteristicas estruturais.

l Ciclopeptideos Vegetais

Homociclopeptideos Heterociclopeptideos
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l Tipo Rubiaceae lCchotldeos | Tipo Urticaceae | Alcaloidicos | Depsiciclopeptideos l Tipo Solanaceae

Monociclicos

Tipo-
COmpositeae

Tipo-
Caryophylaceae

Porém essa nomenclatura precisava ser reavaliada, pois havia inferéncias pouco
elucidativas quanto a filogenia dos grupos taxonémicos referenciados. Nomear um grupo, por
exemplo, “tipo-Caryophyllaceag” leva a concluir que todos os peptideos descritos nessa
familia botanica ocorrem exclusivamente nesse taxon, o que ndo é verdade, pois peptideos
desse tipo ocorrem em nove familias distintas (CONDIE; NOWAK et al., 2011). Diante disto,
sugerimos uma readequacdo do termo tipo-Caryophyllaceae para euciclopeptideo, com o
objetivo de descrever todos que tenham cadeias de ciclizagcdo cabeca-cauda (Figura 6),
englobando sequéncias de 2 a 12 residuos de aminoacidos (PICCHI et al., 2009). Este
trabalho foi publicado em uma revista nacional, ndo tendo um impacto internacional

significativo e a visibilidade para o reconhecimento desse novo sistema de classificagéo.
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Figura 6- Classificacdo dos ciclopeptideos isolados de plantas superiores, segundo Picchi
(2009) e colaboradores.
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Assim, em novembro de 2012, um grupo de 65 pesquisadores distribuidos ao redor do
mundo publicaram a revisdo:“ Ribosomally synthesized and post-translationally modified
peptide natural products: overview and recommendations for a universal nomenclature” o
qual apresenta, entre outros pontos, a redefinicdo dos nomes atribuidos aos peptideos oriundos
de plantas. A partir de entdo, duas novas classes sdo propostas: orbitideos e ciclotideos
(ARNISON et al., 2013).

2.2.1. ORBITIiDEOS

O termo orbitideo € sugerido na denominacgéo de todos os PC provenientes de plantas,
ciclizados via cabeca-cauda e que ndo possua ligagdes dissulfeto. S&o formados por
sequéncias de 2 a 12 aminoéacidos (PICCHI et al., 2009), sendo mais frequentes os de 5 a 9
residuos de L-aminoacidos (CONDIE et al., 2011), possuindo desta forma baixo peso
molecular. Reconhecidos por sua rigidez estrutural, sua sequéncia apresenta, na sua maioria,
aminoacidos apolares com alto teor de residuos aromaticos (PICCHI et al., 2009). A cisteina é
0 aminoacido menos abundante, acido aspartico, acido glutamico e suas amidas (asparagina e
glutamina), lisina e arginina também sao raros. Glicina e prolina sdo encontradas na maioria
dos peptideos, sendo que serina, treonina e tirosina ocorrem em apenas 25, 31 e 54 dos
peptideos descritos, respectivamente. (ARNISON et al., 2013) (Figura 1).
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Sua biossintese se da pela via ndo ribossomal, no qual os aminoacidos sdo ordenados
pela enzima NRPS (non-ribosomal peptide synthetases), sem o envolvimento direto do
ribossomo (FINKING; MARAHIEL, 2004).

O primeiro exemplar desta classe foi o ciclolinopeptideo A, isolado do 6leo de Linum
usitatissimum (linhaca) por Kaufman e Tobschirble (1959) que apresenta forte atividade
imunossupressora (WIECZOREK et al., 1991). Um estudo descrevendo diversos analogos
lineares e ciclicos de ciclolinopeptideo relacionou as sequéncias de aminoacidos com a
atividade imunossupressora alcancgada, e concluiu que a presenca do tripeptideo Pro-Phe-Phe
é a responsavel pela atividade imunosupressora (SIEMION; CEBRAT; WIECZOREK, 1999).

Desde que o primeiro exemplar desta classe foi descrito, mais de 168 peptideos de
espécies de plantas superiores foram caracterizados até o ano de 2005 (TAN; ZHOU, 2006).
Atualmente, 116 orbitideos sdo descritos na literatura. No Cybase (The Date Base of Cyclic
Proteins) é possivel encontrar 108 orbitideos, dos quais 100 foram extraidos de plantas e o
restante obtido por meio de predicao da leitura do DNA. Este nimero é menor em relacdo a

Tan e Zhou, 2006 devido a remocao de sequéncias redundantes (Tabela 2).

O Cybase é uma poderosa ferramenta para quem desenvolve estudos nessa area. E
gerenciado pelo Instituto de Biosciéncia Molecular em Brisbane - Australia. Trata-se de um
site dedicado ao estudo de novos peptideos ciclicos, em especial de ciclotideos, porém nele
também se podem achar dados referentes aos peptideos (tipo-Caryophyllaceae), defensinas e
acidos nucléicos. Com o objetivo de acompanhar o nimero crescente de publicacdes nessa
area, os desenvolvedores do site oferecem um banco de dados de sequéncias de peptideos e
proteinas ciclicas, bem como ferramentas de alinhamento e identificacdo estrutural. A Figura

7 nos mostra o alinhamento da sequéncia dos 108 orbitideos obtidos pelo Cybase.

Distributivamente, esses peptideos estdo presentes em 31 espécies e 6 familias:

Annonaceae, Rutaceae, Euphorbiaceae, Linaceae, Lamiaceae e Caryophyllaceae.

Sao descritas inUmeras atividades biolégicas para essas moléculas evidenciando um
grande panorama de alvos a que esses compostos possam atuar. Alguns exemplos estdo

elencados na Tabela 1.
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Tabela 1- Alguns orbitideos e suas atividades.
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Peptideo

Atividades biol6gicas

Referéncia

Ciclogossina B
Ciclomontanina A
Ciclosquamosina D
Gipsofina A
Querimolaciclopeptideo C
Querimolaciclopeptideo D
Quevalierina A
Curcaciclina A
Curcaciclina B
Diantina E
Dicotomina F
Dicotomina G
Dicotomina H
Dicotomina J
Dicotomina K
Gipsofina A
Glaucaciclo-peptideo
Integerrimida A
Interregimida B
Labaditina
Longicalicinina A
Polianina A
Polianina B
Polianina C
Pseudostelarina D
Segetalina G
Segetalina H
Tuniciclina D
Yunanina A
Yunanina C

imunomoduladora
antiinflamatéria
antiinflamatoria
inibidor de a-glicosidase
atividade citotéxica
atividade citotdxica
antimalarica
imunomoduladora
aumento da atividade rotamase da
citotoxica
inibicéo de ciclooxigenase
inibicdo de ciclooxigenase
citotoxica
vasodilatadora
vasodilatadora
inibidor de a-glicosidase
citotoxica
citotoxica
citotoxica
imunomoduladora
citotoxica
antimalarica
antimalarica
antimalarica
inibidor de tirosinase
atividade estrogénica
atividade estrogénica
antifungico
citotoxica
citotoxica

(AUVIN et al., 1997)
(CHUANG et al., 2008)
(TIAN et al., 2009)
(LUO., 2007)
(WELE et al., 2004)
(WELE et al., 2005)
(BARAGUEY et al., 1998)
(VAN DEN BERG et al., 1995)
(AUVIN et al., 1997)
(HSIEH et al., 2004)
(MORITAZet al., 1997)
(MORITA et al., 1997)

(MORITA; TAKEYA; ITOKAWA., 1997)

(MORITA et al., 2005)
(MORITA et al., 2005)
(LUO et al., 2007)
(WELE et al., 2005)
(MONGKOLVISUT et al., 2006)
(MONGKOLVISUT et al., 2006)
(HORSTEN, 1995)
(HSIEH et al., 2005)
(AUVIN-GUETTE et al., 1999)
(AUVIN-GUETTE et al., 1999)
(AUVIN-GUETTE et al., 1999))
(HIMAJA et al., 1999)
(YUN etal., 1997)

(YUN et al., 1997)
(TIAN et al., 2009)
(NAPOLITANO et al., 2003)
(MORITAZet al., 1996)
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Tabela 2- Orbitideos elucidados até julho de 2013, espécies e familias.
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Nome Espécie Sequéncia
1 querimolaciclopeptideo A Annona cherimola PQTGMLPI
2 querimolaciclopeptideo B Annona cherimola PQTG(OMet)LPI
3 glabrina A Annona glabra PGLVIY
4 glabrina B Annona glabra P(OMet)VAVYGT
5 glabrina C Annona glabra PGYVLALV ®
6 glabrinaD Annona glabra PPVYGPE 9+
7 annomuricatina B Annona muricata PNAWLGT 8
8 annosquamosina A Annona squamosa P(OMet) TAIVGY g
9 ciclosquamosina A Annona squamosa PVPGSFG o
10 ciclosquamosina B Annona squamosa PPITGLMQ E
11 ciclosquamosina C Annona squamosa PPITGL(OMet)Q <
12 ciclosquamosina D Annona squamosa PGGVLSYY
13 ciclosquamosina E Annona squamosa PGGVLSYYY
14 ciclosquamosina F Annona squamosa PALTTYGA
15 ciclosquamosina G Annona squamosa PMTAIVGY
16 grifficiclocina A Goniothalamus griffithii PIFPPGLP
17 CA26-C1-002-078-G08-CT.F Citrus aurantium GLVLPS
18 CA26-C1-002-103-F06-CT.F Citrus aurantium GLLLPPFG
19 noname-671 Citrus medica GDLVTYF
20 noname-672 Citrus medica PWLIAAGL
21 a_2 HO09 Citrus natsudaidai GYLLPPS
Citrus natsudaidai
22 citrusina Il Citrus sinensis PAPFWGG %
Citrus natsudaidai o5}
23 citrusina Il Citrus sinensis PLLPYGS %
Citrus natsudaidai 5
Citrus sinensis o
24 citrusina IV PEAEWGEV
25 V03-1* Citrus sinensis GRPWNLA
26 V03-2* Citrus sinensis GAPWLIAA
27 V03-3* Citrus sinensis GYVAA
28 V03-4* Citrus sinensis GVPWAIAA
29 citrusina | Citrus unshiu LIATGTF
30 braquistemina C Brachystemma calycinum PPIGVAAY
31 Dc004* Dianthus caryophyllus GYKDCC
32 1AAL6-like* Dianthus caryophyllus GPIPFYG
33 diantina A Dianthus superbus AYNFGL
34 diantina B Dianthus superbus PIFFPG
35 diantina C Dianthus superbus PGIVYF
36 diantina D Dianthus superbus PPIFGSL %
37 diantina E Dianthus superbus PGVFSI <5}
38 diantina F Dianthus superbus PGFVF %
39 drimarina A Drymaria cordata PPPFFVIAF =
40 drimarina B Drymaria cordata PFYPGL E‘
41 heterofilina A Pseudostellaria heterophylla  PVIFGIT Q.
42 heterofilina B Pseudostellaria heterophylla  PPPIFGGL g
43 delavaina B Stellaria delavayi GSIFFA S
44 delavaina C Stellaria delavayi PVPGYYY O
45 stelladelina A Stellaria delavayi PPPLLGPPYYG
46 stelladelina B Stellaria delavayi PPAYDLGI
47 stelladelina C Stellaria delavayi PYPPFYSV
48 stellarina B Stellaria delavayi GS(dOH-1le)FFA
49 dicotomina A Stellaria dichotoma GTFLYV
50 dicotomina B Stellaria dichotoma GTFLYT
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51 dicotomina C Stellaria dichotoma GTFLYA

52 dicotomina D Stellaria dichotoma GVGFYI

53 dicotomina E Stellaria dichotoma GYAFA

54 dicotomina F Stellaria dichotoma PYFVLPSVY

55 dicotomina G Stellaria dichotoma PLPIPPFYS

56 dicotomina H Stellaria dichotoma PTFYPLIA

57 dicotomina | Stellaria dichotoma PTFYPLIV

58 pseudostelarina A Stellaria yunnanensis PYLAG

59 pseudostelarina B Stellaria yunnanensis PPFGIGGG

60 pseudostelarina C Stellaria yunnanensis PSPFLGTL

61 pseudostelarina D Stellaria yunnanensis PLILGYG

62 pseudostelarina E Stellaria yunnanensis PPLGPVIFG

63 pseudostelarina F Stellaria yunnanensis PPLSGGYL

64 pseudostelarina G Stellaria yunnanensis PFSFGPLA

65 pseudostelarina H Stellaria yunnanensis PTPLFFGT

66 stelarina C Stellaria yunnanensis GS(dOGI)FFS

67 yunnanina A Stellaria yunnanensis PFPGYGG

68 yunnanina C Stellaria yunnanensis PGIGFYS

69 segetalina A vaccarina D Vaccaria hispanica GVPVWA

70 segetalina B vaccarina A Vaccaria hispanica GVAWA

71 segetalina C Vaccaria hispanica GLHFAFP

72 segetalina D vaccarina B Vaccaria hispanica GLSFAFP

73 segetalina E vaccarina C  Vaccaria hispanica GWVPLWP

74 segetalina F Vaccaria hispanica FSASYSSKP

75 segetalina G Vaccaria hispanica GVKYA

76 segetalina H Vaccaria hispanica GYRFS

77 segetalinaJ Vaccaria hispanica FGTHGLPAP

78 segetalina K* Vaccaria hispanica GRVKA

79 segetalina L* Vaccaria hispanica GLPGWP

80 curcaciclina A Jatropha curcas GLLGTVLL

81 curcaciclina B Jatropha curcas PILLGILGS

82 jatrofidina Jatropha curcas GWLNLLGP

83 quevalierina A Jatropha chevalieri GIPILAIM

84 quevalierina B Jatropha chevalieri GIPILAIM**

85 quevalierina C Jatropha chevalieri YTIFDIFGA T

86 ciclogossina A Jatropha gossypifolia LATWLGV 8

87 ciclogossina B Jatropha gossypifolia GGWLAAIL o

88 mahafaciclina A Jatropha mahafalensis GTILGVF o)

89 mahafaciclina B Jatropha mahafalensis GTFFGFF -

90 integerrimida A Jatropha integerrima WGLLLTP f__D

91 integerrimida B Jatropha integerrima TALLVSP o

91 labatidina Jatropha multifida AGVWTVWGTI >

92 bioboleina Jatropha multifida ASILGLGWA L

93 podaciclina A Jatropha podagrica GLLGAVWAG

94 podaciclina B Jatropha podagrica FAGTIFG

95 pohlianina A Jatropha pohliana PLGVLLY

96 pohlianina B Jatropha pohliana PLGLLLY

97 pohlianina C Jatropha pohliana GGTIIFGF

98 cicloleonurinina Leonorus sibiricus PPYYTPAGPTQY

99 cicloleonurinina Leonurus japonicus PPYYTPAGPTQY
100 cicloleonuripeptideo A Leonurus japonicus PPPYPPMIG %
101 cicloleonuripeptideo B Leonurus japonicus PPPYPP(OMet)IG D
102 cicloleonuripeptideo C Leonurus japonicus PPPYPP(OMet)IG %
103 cicloleonuripeptideo D Leonurus japonicus PPPYFQTPIS é
104 microtoenina A Microtoena prainiana PVAFPVLY G
105 microtoenina B Microtoena prainiana PVFFAAGF —
106 microtoenina C Microtoena prainiana PIPLPFNY
107 cleomirina | Rotheca myricoides PIVFAG
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108 ciclolinopeptideo A Linum usitatissimum PPFFLIILV

109 ciclolinopeptideo B Linum usitatissimum PPFFVIMLI

110 ciclolinopeptideo C Linum usitatissimum PPFFVI(OMet)LI (]
111 ciclolinopeptideo D Linum usitatissimum PFFWI(OMet)LL 8
112 ciclolinopeptideo E Linum usitatissimum PLFI(OMet)LVF %
113 ciclolinopeptideo F Linum usitatissimum PFFWV(Omet)L(OMet) &
114 ciclolinopeptideo G Linum usitatissimum PFFWI(OMet)L(OMet) —l
115 ciclolinopeptideo H Linum usitatissimum PFFWI(OMet)LM

116 ciclolinopeptideo | Linum usitatissimum PFFWVML (OMet)

* Predicao da sequéncia por acidos nucleicos
**5=0
Fonte: Extraido de Wang et al.,2008 e Sabandar et al., 2013.

Pelo seu arsenal de atividades, essas moléculas inspiraram e inspiram a sintese
organica na busca por novos protétipos a farmacos, cosméticos, agroquimico, seja como
produto isolado, modelo sintético, farmaco hibrido ou mimico (NEWMAN et al., 2003). O
advento da sintese permitiu realizar estudos fisiolégicos, quimicos, farmacoldgicos,
bioguimicos e clinicos da maioria dos peptideos de interesse, uma vez que na maioria dos

casos, 0 contetdo isolado ndo € suficiente para promocdo destes testes.

2.2.1.1. SINTESE DE ORBITIDEOS

Para a sintese dos orbitideos, inicialmente € realizada a sintese do peptideo linear em
solucdo (sintese classica), em fase solida (SPFS) (utilizando suporte polimérico), ou ainda
pela combinacdo de ambas. A sintese classica tem sido substituida, pois para sua realizacdo
todos os reagentes e produtos formados encontram-se em solugdo, o que torna a sintese
trabalhosa e demorada devido a necessidade e dificuldade de separar os peptideos obtidos dos
reagentes que foram empregados para gera-lo.

Na sintese classica, geralmente a a-carboxila do receptor de acila é esterificada ou
amidada. Na SPFS, este grupo liga-se covalentemente ao suporte polimérico ou resina. A
sintese em solugdo ocorre na direcdo N—C-terminal ou vice-versa, enquanto que a SPFS
geralmente ocorre na dire¢cdo do C—N-terminal (SAKAKIBARA, 1995).

Buscando agilizar o processo sintético, em 1963, Robert Bruce Merrifield - Prémio
Nobel de Quimica de 1984- descreveu a metodologia de sintese em fase sélida (SPFS), que se
baseia na ligacdo dos aminoécidos que formam o peptideo a um polimero organico insoltvel

em qualquer solvente.
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Basicamente um ciclo de sintese consiste em:

= Clivagem do grupo de protetor a-amino.

= Etapas de lavagem para remover o reagente de clivagem
= Acoplamento do aminoacido

= Etapas de lavagem para remover o material excessivo

A medida que a cadeia em crescimento esta ligada a um suporte insol(vel os excessos
de reagentes e subprodutos podem ser removidos por lavagens com solventes apropriados.
Neste ponto deve-se considerar que alguns solventes tem a propriedade de inchar a resina,
logo sua utilizacdo deve ser apropriada. Depois de completa a sintese, é realizada a clivagem
do peptideo, normalmente, com &cidos de forca variavel.

Ha dois tipos de grupos protetores necessarios para a sintese de peptideos: grupos que
permitem a protecdo tempordria do grupo a-amino e grupos protetores “permanentes"”
blogueadores das funcionalidades das cadeias laterais dos acidos aminados. Os Ultimos grupos
precisam suportar condi¢cdes de desprotecdes Na repetitivas; geralmente, eles sdo removidos
apenas durante a clivagem do suporte solido. A prematura remo¢do de grupos protetores é
uma causa comum na formacdo de subprodutos. A melhor estratégia para evitar este risco
consiste na introducdo de grupos protetores temporarios e permanentes, que podem ser
removidos por diferentes mecanismos quimicos, ou seja, de protecdo ortogonal. Os grupos
protetores ortogonais podem ser verdadeiramente clivados com seletividade absoluta e em
qualquer ordem. A estratégia Boc/Bzl-estratégia "classica™ ndo cumprem este requisito, pois
ambos o0s grupos sao clivados com acido. No entanto, a sua instabilidade &cida difere
suficientemente para proporcionar a remocdo seletiva da protecdo a-aminoacido. A
combinacdo Boc/Bzl pode ser chamada de quasi-ortogonal. A juncdo de Fmoc/tBu, por outro
lado, é verdadeiramente ortogonal. O grupo a-amino temporéario é desblogueado com base
(piperidina). Assim, grupos labeis a TFA e estaveis a base sdo perfeitamente selecionados.

Nesta tese € descrita a estratégia Fmoc/tBu, efetuada sob a resina (suporte so6lido)
Fmoc-Gly-Wang, obtida atraves da reacdo de esterificacdo entre o linker e o aminoécido
glicina protegido com um Fmoc (grupo fluorenil-9-metiloxicarbonil) (Figura 8). Desta forma,
0 primeiro aminoacido da cadeia a ser sintetizada ja estava presente na resina, bastou apenas
retirar o grupo Fmoc para que o proximo residuo da cadeia fosse inserido.

No geral, para a obten¢do do peptideo linear, a cadeia é construida iniciando-se a partir
do carbono terminal. O primeiro aminoacido € incorporado através do seu grupo carboxilico a

um polimero insoltvel que pode ser facilmente separado por reagentes. Um pré-requisito
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necessario é que sejam introduzidos linkers no material polimérico para que o residuo de
aminoacido seja ligado. Um aminoacido com o N-protegido reage com o grupo funcional do
linker, e em seguida, o protetor temporario é removido e o proximo aminoacido é acoplado.
Estes acoplamentos vdo sendo repetidos até que todos os aminoacidos da cadeia a ser
sintetizada estejam ligados. Apos o término da cadeia, o polimero € clivado do peptideo e
separado mediante filtrag&o.

A resina Wang consiste em uma fragdo alcool benzil 4-alcoxi-substituido, que torna o
linker mais labil frente a acidos. Por este motivo esta resina é utilizada com a estratégia
Fmoc/tBu de sintese, pois 0 Fmoc é base labil, assim, durante as desprote¢des com a base,
apenas o0 Fmoc é clivado, e a seqliéncia permanece com os protetores tBu de cadeia lateral, e

ligada a resina, sendo necessario um meio acido para que estas ligacdes sejam quebradas.

Figura 8 - Reacdo simplificada da obtencdo de uma resina Fmoc-Gly-Wang.

>
Wang Resin

O acoplamento do segundo aminoacido na cadeia ird depender da desprotecdo do
primeiro aminoacido, ou seja, retira-se 0 grupo Fmoc mediante adicdo de uma base (amina
secundaria), que através de uma reacdo de eliminacdo remove este grupo, deixando o carboxi
terminal do aminodcido livre para o ataque nucleofilico do nitrogénio do préximo residuo da
cadeia. A separacdo do polimero insollivel da cadeia, e dos grupos protetores das cadeias
laterais é feita pelo &cido trifluoroacético (TFA) (Figura 9). A Figura 10 exemplifica

simplificadamente a rota de sintese seguida para a estratégia Fmoc.
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Figura 9 - Clivagem do grupo Fmoc por piperidina, e locais aonde a clivagem acida ocorre ap6s o
término da seqliéncia.

Fmoc-gly Resina Wang

Q
\\ HO

Resina Fmoc-gly-wang

Figura 10 - Rota geral para sintese em fase sélida- Fmoc.
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Fonte: Adaptado Peptide User Guide, Bachem. https://www.bachem.com/service-support/technical-
library/product-monographs/downloadpage/2/.
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2.2.2. CICLOTIDEOS - MINI-PROTEINAS VEGETAIS.

Ciclotideos compreendem uma familia de peptideos de 28 a 37 residuos de
aminoacidos encerrados em uma estrutura ciclica “cabeca-cauda’ e com trés ligacOes
dissulfeto (CRAIK, et al., 2001) formando um arranjo caracteristico denominado CCK
(Cyclic Cystine Knot). Sua biossintese se da via ribossomo, cujas sequéncias sdo preditas
através do genoma da planta. Assim como as proteinas, os ciclotideos s&o compostos por L-
aminoacidos o0s quais sdo produtos da expressdo génica e com isso 0s mecanismos de
regulacdo e sintese podem ser modificados pelas técnicas da biotecnologia/biologia molecular
(PICCHI et al., 2009).

A descoberta do primeiro ciclotideo é atribuida a investigacdes etnobotanicas
realizadas por volta da década de 60. Em 1965, um professor de Farmacognosia da
Universidade de Uppsala (Suécia), Dr. Finn Sandberg, relatou suas observacdes sobre o uso
da planta indigena Republica Africana Central. O cha da planta "Wetegere" (linguagem
Gbaya), mais tarde identificado como Oldenlandia affinis (Roem & Schult) pertencente a
familia Rubiaceae, era administrado em gravidas com o objetivo de acelerar as contracfes
uterinas (SANDBERG, 1965 apud GERLACH; MONDAL, 2012). Na década de 1970, o
médico noruegués Dr. Lorents Gran participou de uma missdo salvamento da Cruz Vermelha
no norte do Congo de Africa e observou que mulheres da tribo Lulua (linguagem Tsjiluba)
coletavam a planta chamada "Kalata-Kalata", que posteriormente foi confirmado ser O.
affinis. A administracdo consistia na ingestdo do "ch&" - um decocto aquosa (~ 1 parte em po
partes aéreas da planta para 1 parte de 4gua fervente que induziria o parto.

Vislumbrado pelos efeitos de “Kalata-Kalata’, o Dr. Gran, retornando para seu pais
isolou varios polipeptideos os quais apresentaram forte efeito uterotdnico. Contou com o
auxilio do Dr. Knut Sletten (Quimico de proteinas), os quais juntos identificaram e quase
completamente sequenciado o principal peptideo bioativo contido em O. affinis nomeado
Kalata B1 (SLETTEN; GRAN; 1973 apud GERLACH; MONDAL, 2012). Sua estrutura
sugeria ser ciclica, porém era muito resistente a degradacdo e ao sequenciamento por testes
enzimaticos disponiveis na época, o que impossibilitou sua completa elucidacéo.

Somente em 1995, Saether e colaboradores, comprovaram que Kalata-B1 tratava-se,
realmente de um peptideo ciclico, contendo 29 residuos de aminoécidos sendo 6 cisteinas, 5
treoninas e 5 glicinas. A estrutura tridimensional foi determinada utilizando ressonancia

(RMN), bidimensional e distance-restrained simulated annealing. A Figura 11 eshoca a
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estrutura de Kalata B-1. Em A, a estrutura ilustra as seis cisteinas conservadas, indicadas em
negrito (nimeros romanos), e as ligacbes dissulfeto (I-1V, V-II, 111-VI) mostradas pelo
cruzamento das linhas. O inicio do peptideo € indicado pela seta (G1), ponto no qual ocorre a
ciclizacdo (entre Ny e G;). Diagrama de fita (B), a estrutura ciclica (CCK) é caracterizada por
trés pontes de dissulfeto mostrados na representacdo (em cinza) e uma pequena folha-f
antiparalelo (setas). As cisteinas separam o esqueleto em seis loops, numerados de 1 a 6. O
residuo cis-Pro no loop 5, indicado pela seta, é caracteristico de ciclotideos Madbius
(GRUBER et al., 2007).

Resumidamente, a estrutura deste peptideo compreende um anel formado por duas
pontes dissulfeto (I-IV e V-1I) e uma terceira ponte de dissulfeto (I11-VI) transpassando
ambas. Todo esse arranjo promove uma conformacdo que esta associada a existéncia de
folhas-f3 , 6 loops e dobras. Embora isto possa parecer um motivo estrutural improvavel, €, na

verdade, comum em uma grande variedade de proteinas (CRAIK, 2010) (Figura 11).

Figura 11 — Espécie Oldenlandia affinis, de onde foi isolado o primeiro ciclotideo, kalata
B1.

Fonte: (GRUBER et al., 2007).
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A ligacdo de cistina ciclica é hoje bem entendida do ponto de vista da biologia
estrutural. Seu papel é dar resisténcia a degradacdo enzimatica e estabilizacdo térmica e
quimica ao peptideo ou proteina.

Os ciclotideos s&o classificados em trés subfamilias, Mdbius e Bracelete, baseado na
presenca ou auséncia de uma ligacdo cis Pro no loop 5 na subfamilia Mobius. A outra
subfamilia é chamada inibidores de tripsina, esta € composta por peptideos que apresentam
estrutura CCK, porém ndo possuem grande homologia com as outras classes. Atualmente, séo
descritos 16 ciclotideos do tipo inibidores da tripsina. E notavel o grau de conservacio dessas

moléculas (Figura 12).

Figura 12 - Alinhamento das sequéncias de ciclotideos inibidores de tripsina.
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Fonte: (WANG et al., 2008). Disponivel em : <www.cybase.org.au>. Acesso em agosto de 2013.

O ciclotideos s&o moléculas com alto grau de conservagdo, em particular, o loop 1.
Além dos seis residuos de cisteina, Gluz € o Unico residuo quase invariante ao longo de todos
os ciclotideos (Figura 13). Além disso, apenas mudanc¢as muito tipicas sdo observadas para 0s
outros residuos neste loop: Ala / Gly ou Ser / Thr. A representacdo Sequence Diversity Wheel
tem sido muito utilizada na representacdo de diferentes ciclotideos, sendo que o circulo
interno ilustra a sequéncia de consenso de residuos presentes nos ciclotideos. A medida que 0s
residuos tornam-se mais externos, entende-se menor sua frequéncia na aparicdo em
sequéncias, ou seja, quanto mais proxima do circulo, mais conservado sera o residuo
(ROSENGREN et al., 2003).

Figura 13 - Sequence Diversity Wheel de todos os ciclotideos descritos.
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Fonte: (WANG et al., 2008) (www.cybase.org.au)

Os ciclotideos sdo ativos contra um amplo espectro de microrganismos, bactérias ou
fungos e s@o capazes de inibir proteinases digestivas, estando envolvidos nos processos
fisiolgicos e, marcadamente, nos mecanismos de defesa de plantas superiores. Apesar do
modo de acdo ainda ndo ser completamente esclarecido para todas as atividades, ja se sabe
que esses peptideos se ligam a certos lipideos nas membranas de forma seletiva (KAMIMORI
et al., 2005) o que promove a formacéo de poros e a morte celular (HUANG et al., 2009).

Dentre os ciclotideos ja caracterizados podemos citar o kalata B1 (Oldenlandia
affinis), com 29 residuos de aminoé&cidos, indutor de contracdo uterina (GRAN et al., 2000) e
com atividade inseticida (COLGRAVE et al., 2010; HENRIQUES et al., 2011; NGUYEN et
al., 2011); o Vitri A, citotdxico em 5 linhagens tumorais diferentes e com 1C5,<10 pmol/L
(TANG et al., 2010b), o Psyle E, citotoxico e com ICsy proximo de 1 umol/L (GERLACH et
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al., 2010) MCoTI-11, inibidor de protease (AVRUTINA et al., 2005), além dos descritos
na Tabela 3.

Tabela 3 - Alguns ciclotideos bioativos isolados de plantas.

Peptideos Familia vegetal Propriedades Referéncias
farmacnldnicas
Antagonista da (WITHERUP et al., 1994)
Ciclopsicotrideo A Rubiaceae neurotensina
Antimicrobiano (TAM et al., 1999)
Cicloviolacinas A-D Violaceae Anti-HIV (HALLOCK et al., 2000)
S ) Antibacteriano (PRANTING et al., 2010)
Cicloviolacina O2 Violaceae
Citotdxico (LINDHOLM et al., 2002)
o ) Anti- HIV (DALY etal., 1999; DALY et al.,
CirculinaAe B Rubiaceae 2004\
Antimicrobiano (TAM et al., 1999)
Cliotideo T1e T4 Fabaceae Citotoxico (NGUYEN et al., 2011)
Anti- HIV (DALY et al., 2004)
Uterotonico (GRAN, 1973)
Kalata B1
Rubiaceae Antimicrobiano (TAM et al., 1999)
Inseticida (JENNINGS et al., 2001)
Inseticida (HENRIQUES et al., 2011)
Kalata B5 Rubiaceae Hemolitico (PLAN et al., 2010)
MCoTI-II Curcubitaceae Inibidor de protease (JAGADISH; CAMARERO, 2010)
Palicoureina Rubiaceae Anti-HIV (BOKESCH et al., 2001)
Psyle E Rubiaceae Citotdxico (GERLACH et al., 2010)
Varv peptideo A Violaceae Citotdxico (SVANGARD et al., 2004)
Varv peptideo E Violaceae Citotdxico (SVANGARD et al., 2004)
Varv peptideo F Violaceae Citotoxico (LINDHOLM et al., 2002)
Vhi2 Violaceae Hemolitico (DALY etal., 2010)
Vitri A Violaceae Citotoxico (TANG et al., 2010b)

O primeiro ciclotideo tipicamente brasileiro tem sido descrito em 2012 pelo grupo de

pesquisa da Universidade Catolica de Brasilia. Neste trabalho foi possivel isolar uma nova
sequéncia de ciclotideo bracelete nomeado Parigidina-brl de Palicourea rigida (Rubiaceae).
Neste trabalho foi possivel atribuir o uso de Parigidina como bioinseticida (PINTO et al.,
2012).
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A utilizacdo de ciclotideos como agente farmacoldgico tem sido limitada devida a sua
inadequada estabilidade e biodisponibilidade em condicbes fisioldgicas (GERLACH;
MONDAL., 2012). Apesar disso, a excepcional plasticidade, flexibilidade estrutural
juntamente com suas inimeras bioatividades, resultantes da habilidade em ligar-se a lipideos
de membranas, fazem deles ideais candidatos no estudo do desenvolvimento de novas drogas
e biopesticidas (PLAN et al., 2007).

O primeiro relato do uso de ciclotideos em humanos foi o uso de Kalata B1 e, embora
sua atividade uterotdnica seja evidente, estudos demonstram que Seu uUsSO como agente
oxitécico ndo é recomendado por causa dos efeitos colaterais graves. Porém, muitas outras
atividades como antineurotensina (WANG et al., 2011), inibidor de tripsina, atividade
hemolitica, citotdxico, antitumoral, anti-HIV, inseticida e nematocida, entre outras, (DALY et
al., 2011; HENRIQUES et al., 2011) fazem dessas moléculas relevantes alvos.

Estudos preveem que haja mais de 50.000 novos ciclotideos ainda estdo para serem
descobertos (GRUBER et al., 2008). Uma listagem completa dos ciclotideos isolados até o

momento pode ser encontrada no site http://www.cybase.org.au (WANG et al., 2008), onde €

possivel visualizar 383 até 0 momento.

Estima-se que haja cerca de 1 mg de ciclotideos por quilo de material seco de planta,
embora esse valor possa variar entre as espécies e coletas. Em 1998, HPLCson e
colaboradores desenvolveram uma metodologia para o isolamento de ciclotideos. Essa
metodologia consiste na extracdo com diclorometano; tratamento do material com etanol-agua
(1:1); filtracdo em gel poliamida para a remocédo de taninos e fracionamento em agua e n-
butanol. As fracbes n-butanolicas séo filtradas em sephadex G-10 para a remocao de materiais
de baixo peso molecular e sais, sendo os polissacarideos removidos por meio de extragdo em
fase solida com cartucho contendo como fase estacionaria silica funcionalizada com Cig. A
purificacdo final é realizada por meio de cromatografia de troca ibnica, sephadex LH-20, e
HPLC (cromatografia liquida de alta eficiéncia) em modo preparativo com coluna de Cig.

Embora a metodologia descrita por HPLCson e colaboradores tenha alta aplicacdo, a
procura por ciclotideos em plantas tem estimulado o desenvolvimento de novos métodos de
“screening” para estas moléculas. Envolvidos com essa necessidade, Gruber e colaboradores
publicaram em 2008 um protocolo completo de isolamento, identificacdo e elucidacédo
estrutural de ciclotideos de plantas. Neste protocolo, extratos obtidos por meio da extracéo de
partes da planta com diclorometano (DCM) / metanol (MeOH) ou 50% de acetonitrila
(ACN)/H,0 s&o diretamente aplicados em um cartucho de extracdo em fase sélida contendo

como fase estacionaria silica funcionalizada com Cig. A eluigdo € feita com concentracfes
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crescentes de ACN em solucdo aquosa. Perfis de HPLC das fracBes obtidas, mostrando
substancias eluidas em 20-50% de ACN, e valores de massa molar obtidos por espectrometria
de massas, entre 2500 e 4000 daltons (Da) sdo um forte indicativo da presenca de ciclotideos
na amostra. A confirmacdo da obtencdo dos ciclotideos é realizada por espectrometria de
massas, apods reacOes de reducdo e acetamidacdo das cadeias laterais das cisteinas (Cys)
existentes na sequéncia peptidica. Para cada residuo desse aminoacido ocorre um acréscimo
de 58 Da correspondente a reagdo com o grupo acetila. Como os ciclotideos apresentam trés
pontes dissulfeto, o valor da massa molar devera ter um acréscimo de 348 Da (58 x 6) no
valor inicialmente identificado. Todo o material que apresenta estes resultados é selecionado e
direcionado para determinacao e sequenciamento de seus aminoacidos (Figura 14).

Figura 14 - Isolamento, fracionamento e caracterizacdo de ciclotideo de plantas.

DCM: MeOH “f D Pré-purificagdo em cartucho Cy g —e-  MALDI-TOF
Material seco ou fresco Faixa para ciclotideos 2500-4000
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[T 000

Reagies de Redugiio/Acetilagio.: (6 x 58 =348 Da)
Digestio com EndoGlu-C =348 + 18 =366 Da

Digestdo com EndoGlu-C, £
] tripsina e quimiotripsina ~fif— S
Sequenciamento De novo :
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Fonte: baseado no protocolo de Gruber e colaboradores (HASHEMPOUR et al., 2013).
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O sequenciamento é realizado primariamente utilizando espectrometria de massas
e/lou, apds digestdo enzimatica utilizando trés diferentes enzimas: Endoprotease-GluC,
tripsina e quimiotripsina. Utilizando a enzima EndoGlu-C a maioria dos ciclotideos serdo
reduzidos de forma a se linearizarem. Isso ocorre por que esta enzima tem a capacidade de
clivar residuos de &cido glutamico, os quais sdo conservados no loop 1 de ciclotideos,
produzindo a abertura do anel e a observacdo da adicdo 18u a massa do peptideo
reduzido/acetilado.

A tripsina cliva os residuos de lisina e arginina que ndo antecederem prolina. O
produto de digestdo desta enzima produzird cerca de 2 ou 3 clivagens que proporcionarao a
analise MS/MS dos fragmentos e subsequente sequenciamento. Por fim, para sequenciamento
é utilizada a enzima quimiotripsina com o objetivo de diferenciar alguns aminoéacidos; a
exemplo de leucina e isoleucina. A diferenciacao se da, pois quimiotripsina cliva fenilalanina,
leucina, tirosina, triptofano e metionina, ndo antes de prolina, logo se o ponto que ha divida

nédo anteceder prolina e for clivado, subtende-se que se trata de isoleucina.



PINTO, M.E.F. FUNDAMENTAGCAO TEORICA 57

2.3 JATROPHA RIBIFOLIA (FAMILIA EUPHORBIACEAE)

Jatropha ribifolia Baill (Pohl). é um arbusto de aproximadamento 2 metros,
popularmente conhecida como pinhdo-rasteiro. Pertence a familia Euphorbiaceae, género
Jatropha que contem mais de 300 espécies comumente encontradas na América e na Africa
(WEBSTER, 1994; LEAL; AGRA, 2005). No Brasil as mais comuns espécies desse género
sdo Jatropha gossypiifolia, Jatropha curcas, Jatropha mollissima, Jatropha mutabilis e J.
ribifolia (PIMENTEL et al., 2012). A espécie J. gossypifolia, conhecida como pinh&o roxo, é
encontrada em todo o Brasil e muitas vezes é utilizada como faxadas de casas como uma
planta ornamental e mistica (LORENZI; MATOS, 2002; OLIVEIRA et al., 2008).

A palavra Jatropha é derivada do grego "jatros" (médico) e "trophe" (alimentos), o
que sugere seu uso como planta medicinal (KUMAR; SHARMA, 2008).

Figura 15 - Jatropha ribifolia Baill (Pohl), Serra Branca — PB.

Foto: Josean Fechine Tavares
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A familia Euphorbiaceae € a sexta maior familia do mundo e é representada por 307
géneros os quais incluem cerca de 8000 espécies distribuidas em todas as regides tropicais e
subtropicais do globo, principalmente da América e Africa. No Brasil ocorrem 72 géneros e
cerca de 1100 espécies, de habito e habitat diferentes (BARROSO et al., 1991).

Euphorbiaceae tem-se destacado como uma familia de grande importancia econdmica,
especialmente na alimentacdo humana, producdo de latex e 6leos, e ainda na medicina
popular. Algumas espécies sdo utilizadas na alimentacdo humana, principalmente na regido
nordeste do Brasil, como Manihot esculenta Crantz, da qual extrai-se a farinha de mandioca.

Espécies do género Jatropha em particular, ttm se mostrado ricas em peptideos
ciclicos contendo de 7 a 10 residuos com alta proporcdo de aminoécidos hidrofdbicos
(BARAGUEY et al., 2001). Entre as sequéncias encontradas, podemos citar a labaditina, um
decaciclopeptideo,  bioboleina, um  nonaciclopeptideo, ambos com atividade
imunomoduladora e isolados do latex de Jatropha multifida. A curcaciclina A, um
octapeptideo ciclico (VAN DEN BERG et al., 1995), curcaciclina B isolados de J. curcas;
podaciclinas A e B, encontradas em J. podagrica (VAN DEN BERG et al. 1996) e jatrofidina,
um novo orbitideo pertencente a J. curcas isolado pelo NuBBE (ALTEI, 2009) . Todos 0s

peptideos de Jatropha sdo elencados na Tabela 2.

2.4 HYBANTHUS CALCEOLARIA (L.) SCHULZE-MENZ (FAMILIA
VIOLACEAE)

Hybanthus calceolaria, é uma espécie pertencente a familia Violaceae, conhecida
popularmente como ipeca-branca, poaia-branca, ipecacuanha-branca, papaconha ou
pepaconha, € uma espécie medicinal muito utilizada na medicina popular do nordeste
brasileiro, cuja raizes sdo empregadas em decoctos, infusos e xaropes como purgativo
(amebicida) e expectorante (SILVA et al., 2011).

Sua distribuicdo se da na América do Sul, sendo bastante comum no nordeste
brasileiro (LORENZI; MATOS, 2002). Segundo Lorenzi e Matos (2002), suas raizes sdo
emeto-catarticas, empregada medicinalmente da mesma maneira que a Vverdadeira
ipecacuanha (Psychotria ipecacuanha (Brot.) Stokes — Rubiaceae), porém desprovida de
emetina. Sobres os aspectos botanicos, € uma herbacea anual ou perene, ereta, pouco
ramificada, inteiramente pubescente, de 10-30 cm de altura, com raizes tortuosas e enrugadas
nativa do Maranhdo até Sao Paulo, principalmente na faixa costeira (restingas) e nos campos
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e, em menor frequéncia no Mato Grosso do Sul, Goias e Mato Grosso. Apresentam folhas
simples, alternas, membranaceas, peciolada, de margens denteadas, 2-4 cm de comprimento.
Apresentam flores solitarias, brancas, densamente vilosas, com uma pétala grande,
vexiliformes. Os frutos sdo capsulas oblongas e deiscentes (LORENZI; MATOS, 2002).

Figura 16 - Hybanthus calceolaria (L.) Schulze-Menz.

Fonte: Google images

A familia Violaceae Batsch é um grupo cosmopolita, com 25 géneros e cerca de 800
espécies, sendo Hybanthus com cerca de 150 espécies, é o terceiro género mais representativo
da familia. Acredita-se que toda Violaceae possua ciclotideos sendo mais de 50 ciclotideos
em uma Unica espécie (TRABI; CRAIK, 2004). Logo, a familia Violaceae no geral pode
conter mais de 1000 diferentes ciclotideos (OVESEN et al., 2012). Na Tabela 4 sdo descritos

algumas das estururas isoladas do género Hybanthus.
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Tabela 4 - Ciclotideos de Hybanthus.

Nomes Loop 1 Loop 2 Loop 3 Loop 4 Loop 5 Loop 6
Hyfl A GES VYIP TVTALVG T KDKV YLNSIS
Hyfl B AET FIGK YTEELG T TAFL MKNGSPIQ
Hyfl C AET FIGK YTEELG T TAFL MKNGSPRQ
Hyfl D GES VYIP FTGIAG S KSKV YYNGSVP
Hyfl E GES VYLP FLPN Y RNHV YLNGEIP
Hyfl F GET TTFN WIPN K NHHDKV YWNSIS
Hyfl | GES VFIP ISGVIG S KSKV YRNGIP
Hyfl J GES AYFG WIPG S RNKV YFNGIA
Hyfl K GES VYIP FTAVVG T KDKV YLNGTP
Hyfl L AES VYLP FTGVIG T KDKV YLNGTP
Hyfl M GES IFFP FNPG S KDNL YYNGNIP
Hypa A AES VYIP TITALLG S KNKV YNGIP

Fonte: (WANG et. al., 2008)

2.5 BETA VULGARIS L. (AMARANTHACEAE)

A beterraba (espécie Beta vulgaris L, género Beta L.) é uma planta herbdcea da
familia das Chenopodiaceae, por Cronquist, ou das Amaranthaceae, pelo Angiosperm
Philogeny Group. O nome é derivado do substantivo francés betterave (sendo Bette a acelga,
e rave nabo). Segundo LANGE e colaboradoes (1999), a mesma se divide em trés
subespécies:

a) Beta vulgaris ssp. adanesis, grupo distinto de plantas semi-anuais, com
caracteristicas morfoldgicas especificas, que apresentam um grande declinio na
autofertiizacéo;

b) Beta vulgaris ssp. maritima, formada por um grande complexo de tipos
morfol6gicos que ocorrem em uma vasta area geografica, e cujas diferencas
séo insuficientes para estabelecer outras subdivisodes e,

c) Beta vulgaris ssp. vulgaris, que agrupa todas as cultivares ja domesticadas.
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Todas as cultivares da subespécie Beta vulgaris ssp. vulgaris (conhecidas até entdo)
podem ser subdivididas em quatro grupos: beterrabas folhosas (Leaf Beet Group), cultivares
nas quais as partes comestiveis sdo as folhas e os peciolos, pois suas raizes ndo exibem
diametro significativamente aumentado; beterrabas agucareiras (Sugar Beet Group), em sua
maioria de coloracdo branca e que sdo cultivadas nos Estados Unidos da América e no
continente europeu para producdo de acucar; beterrabas forrageiras (Fodder Beet Group),
cultivares destinadas a alimentacdo dos rebanhos das regides j& citadas; e beterrabas
horticolas (Garden Beet Group), Unico grupo cultivado comercialmente no Brasil formado
por cultivares que apresentam a uma parte tuberosa comestivel (LANGE et al., 1999).

Sua distribuicdo se da por todo o mundo, climas temperados, subtropicais, regides
salinas, quentes e secas (Figura 17) (STEVENS, 2001).

Figura 17 - Mapa de distribui¢do de Beta vulgaris.
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Fonte: (STEVENS et al., 2001).

A beterraba (horticola), aléem de possuir muitos nutrientes, possui uma intensa cor
avermelhada que a torna atrativa. Esse aspecto sensorial pode ser uma das razdes que
explicam o crescimento, no mercado brasileiro, do consumo de beterraba em saladas prontas
(fresh-cut). Essa coloracdo decorre da presenca das betacianinas, pigmentos vermelhos que,
juntamente com as betaxantinas (de coloragdo amarela), pertencem ao grupo das betalainas.
Esses pigmentos possuem atividade antioxidante e sdo hidrossoliveis (HERNANDES et al.,

2007) o que a torna um dos 10 vegetais maior teor antioxidantes.
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Sabe-se que beterraba é rica em proteinas. Para cada 100 g de B. vulgaris ha, em
média, 1,79 g de proteinas. Um estudo de peptideos antimicrobianos (PESTANA-CALSA;
CALSA JR, 2011) centrado em mostrar métodos de bioinformatica associado a ferramentas
de biologia molecular, utilizando banco de dados para identificar e caracterizar alguns AMPs
(peptideos antimicrobianos) supostos ou conhecidos discutindo procedimentos para testes in
vitro e in vivo, utilizou-se de uma colecdo de EST (Expressed Sequence Tags) em diversas
plantas e propds que Beta vulgaris possui genes que codificam ciclotideos. Esse fato nos
motivou a buscar compostos peptideos ricos em cisteinas nesta espécie.

Ha descri¢des na literatura de 2 defensinas ricas em cisteinas, AX1 e AX2 descritas
por Kragh e colaboradores (1995), que foram isoladas das folhas de B. vulgaris infectadas
com Cercospora beticola. Essas defensinas AX sdo produzidas em resposta a uma infeccdo
atuando como antifingicas (KRAGH et. al., 1995). Outro peptideo chamado IFW4, contendo
6 cisteinas e 7 glicinas, também foi isolado das folhas infectadas de B. vulgaris em 1997 por
Nielson e cols (1997). Sua sequéncia com 30 aminoacidos apresenta ponto isoelétrico
altamente basico e forte afinidade com quitina (NIELSON et al., 1997), ligando-se a quitina
mais fortemente do que as quitinases, dai sua propriedade fungicida. Na Tabela 5 séo
apresentados os alinhamentos dos peptideos acima realizados por meio do COBALT
(Constraint-based Multiple Alignment Tool).

Tabela 5 - Alinhamento dos peptideos de Beta Vulgaris L.

Peptideo Ref. Sequéncia (identidade mantida em vermelho)
AX1 KRAGH et. al., 1995 - Al CKKPSKFFKGACGRDADCEKACDQENWPGGVCVPFLRCECQRSC
AX2 KRAGH et. al., 1995 - ATCRKPSMYFSGACF SDTNCQKACNREDWPNGKCL VGFKCECQRPC

IWF4 NIELSON etal., 1997 SCECN- - - - MY- GRCPPG- YC- - - CSK- - F- - GYCGVG RAYCG- - -
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3 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Isolar e caracterizar orbitideos e ciclotideos em 24 espécies de plantas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a presenca de orbitideos nas 22 espécies, encaminhando as com

resultados preliminares positivos para o procedimento de isolamento;

Isolar, identificar e elucidar os orbitideos da espécie Jatropha ribifolia através
das técnicas de separacdo e caracterizacdo quimica: Cromatografia liquida de
alta eficiéncia, espectrometria de massas, ressonancia magnetica nuclear e

anélise de aminoacidos por método de derivagdo quimica;

Sintetizar, purificar e caracterizar os orbitideos isolados por meio da

metodologia em fase solida utilizando a estratégia Fmoc/tBu;

Testar os peptideos isolados e sintéticos quanto as suas atividades antimalarica,
antifungica e citotoxica em linhagens de células MDA-MB435 (mama -

humano), HCT-8 (c6lon - humano) e SF-295 (glioblastoma —humano);

Avaliar a presenca de ciclotideos em 24 espécies vegetais, através da
espectrometria de massas — Matrix-Assisted Laser Desorption Time of Flight
MS (MALDI-TOF/TOF);
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Confirmar a presenca dos ciclotideos das espécies selecionadas através das

reacOes de reducdo/acetamidacao e digestdo enzimatica;

Isolar os ciclotideos da espécie Hybanthus calceolaria utilizando cromatografia
liquida de alta eficiéncia.

Isolar os peptideos ciclicos da espécie Beta vulgaris utilizando cromatografia
liquida de alta eficiéncia.

Sequenciar os ciclotideos obtidos.
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4 MATERIAIS E METODOS

Essa pesquisa compreende o estudo de 23 espécies brasileiras e uma espécie austriaca.
Os extratos 1-24 foram cedidos pelos professores Josean Fechine Tavares e Marcelo Sobral da
Silva, pertencentes ao Laboratorio de Tecnologia Farmacéutica da Universidade Federal da
Paraiba (UFPB). Esses extratos foram preparados de acordo com os critérios do laboratorio
em questdo. As espécies Fusae longifolia, Pithecoseris paconrinoides e Xylophia
langsdorfiana, foram extraidas com dois diferentes solventes cada uma. Além destas espécies,
trés outras plantas foram estudadas (Jatropha ribifolia, Hybanthus calceolaria e Beta
vulgaris) sendo a coleta e a preparacdo dos extratos descritos nesta tese.

Abaixo sdo listadas na Tabela 6 0s 31 extratos estudados, suas espécies e familias,

massas (extratos ou material vegetal) e o tipo de solvente utilizado na extragéo.

Tabela 6 - Banco de espécies investigadas na triagem inicial (screening) de peptideos
ciclicos.

Familia Espécie Massa (g) Especificacbes
1. Euphorbiaceae  Acalipha sp 7,3 Ext. EtOH partes aéreas
2. Euphorbiaceae  Acalipha multicaulis 3,9 Fase MeOH
3. Erytroxylaceae  Erytroxylum caatinga 8,4 Ext. EtOH
4. Convovulaceae Evolvulus linarioides 6,7 Ext. MeOH
5. Anonnaceae Fusae longifolia 4.6 Ext. CH,CI,
6. Anonnaceae Fusae longifolia 2,2 Ext. Hex
7. Lamiaceae Hypenia salzmannii 10,1 Ext. EtOH
8. Lamiaceae Hyptis macrostachys 6,5 Ext. EtOH
9. Lamiaceae Hyptis umbrosa 6,5 Ext. EtOH
10. Mimosaceae Calliandra umbelifera 6,9 Ext. MeOH
11. Verbenaceae Lippia microphylla 6,8 Ext. EtOH partes aéreas
12. Apocynaceae Marsdenia megalanta 6,4 Ext. MeOH partes aéreas
13. Euphorbiaceae  Maytenus erytroxylum 8,3 Ext. EtOH caule
14. Veloziaceae Nanuza plicata 34 Ext. EtOH
15. Euphorbiaceae  Pera leandrii 6,7 Ext. EtOH
16. Asteraceae Pithecoseris paconrinoides 11,2 Ext. EtOH das folhas
17. Asteraceae Pithecoseris paconrinoides 6,5 Ext. EtOH das flores
18. Anonnaceae Rolinia leptopetala 2,1 Ext. do caule
19. Melastomaceae Tibouchina gardineri 8,8 Ext. MeOH
20. Euphorbiaceae  Tragia sp 4,2 Ext. MeOH
21. Anonnaceae Xylophia langsdorfiana 6,4 Ext. EtOH das folhas
22. Fabaceae Zornia brasiliensis 8,2 Ext. EtOH
23. Anonnaceae Xylophia langsdorfiana 55 Ext. MeOH
24. Erytroxylaceae  Erythroxylum revolutum 6,7 Ext. EtOH
25. Euphorbiaceae  Jatropha ribifolia 93,0 Ext. EtOH
26. Violaceae Hybanthus calceolaria 790x10°  Ext. EtOH das sementes

27. Violaceae Hybanthus calceolaria 11,5 Ext. EtOH das folhas
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28. Violaceae Hybanthus calceolaria 10,4 Ext. EtOH dos caules
29. Amaranthaceae Beta vulgaris 904,3 Bulbos frescos
30. Amaranthaceae Beta vulgaris 81,7 Folhas frescas
31. Amaranthaceae Beta vulgaris 145,8 Caules frescos

4.1. JATROPHA RIBIFOLIA: COLETA E OBTENCAO DO EXTRATO
ETANOLICO

Jatropha ribifolia foi coletada no municipio de Serra Branca, Estado da Paraiba, em
setembro de 2009, coordenadas: 07° latitude, 08°30" sul, 36° longitude e 37°30 oeste. O
material botéanico foi identificado pela Prof® Maria de Fatima Agra, do setor de botanica do
Laboratdrio de Tecnologia Farmacéutica (LTF), sendo uma exsicata da planta depositada no
Herbario Prof. Lauro Pires Xavier (JPB), da Universidade Federal da Paraiba sob
identificacdo AGRA et. al. 7243.

O material boténico foi seco em estufa com ar circulante a temperatura de 40 °C
durante 3 dias. O material seco foi submetido a um processo de pulverizacdo em moinho
mecanico, obtendo-se cerca de 3,0 Kg de pd. O p6 foi submetido & maceracao exaustiva com
etanol a 95%, em um recipiente de aco nao inoxidavel, durante 72 horas. Essa etapa foi
repetida por 4 vezes. Apos a extracdo, a solucdo obtida foi concentrada em rotaevaporador

sob presséo reduzida a uma temperatura de 40 °C obtendo-se o extrato etandlico bruto (93g).

4.2. HYBANTHUS CALCEOLARIA: COLETA E OBTENCAO DO EXTRATO
ETANOLICO

Hybanthus calceolaria foi coletada no municipio de Piatd (Bahia) em maio de 2009 a
aproximadamente 1304 metros acima do nivel do mar, proximo as coordenadas 13° 04' 25"
sul e 41° 47' 51" oeste. E uma planta herbacea com cerca de 30 cm de altura, folhas vilosas
com cor lilas, que ocorre em campos gerais na regido. Uma exsicata foi depositada no
herbario Alexandre Leal Costa (ALCB) com numero 88937.

O material boténico foi seco em estufa com ar circulante a temperatura de 40 °C
durante 3 dias. Os orgdos - folhas, caule e sementes — foram separados e submetidos ao
processo de pulverizagcdo em processador, obtendo-se 177 g, 280 g e 10 g do p6 de folhas,

caule e sementes, respectivamente. Os materiais secos e pulverizados foram submetidos a
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maceracdo com etanol a 95%, durante 72 horas, empregando-se 5 minutos de sonicacdo a
cada 24 horas. Para folhas e caule foram utilizados 5 litros de etanol a cada processo de
maceracao, entretanto para sementes, apenas 100 mL do mesmo. Essa etapa foi repetida por 3
vezes e, ao término, a solucdo extraida foi concentrada em rotaevaporador sob pressdo
reduzida a uma temperatura de 40 °C obtendo-se os extratos etandlicos brutos : Folhas 11,50

g, caules 10,4 g e sementes 790 mg.

4.3. BETA VULGARIS: OBTENCAO DO MATERIAL FRESCO E PREPARACAO
DO EXTRATO

A planta Beta vulgaris, popularmente conhecido como beterraba, foi adquirida no més
de agosto de 2012, no mercado nacional, chamado de Naschmarkt situado no bairro de
Karlsplatz em Viena, Austria. Foicomprado cerca de 1 Kg do material fresco, sendo separado
em seus 6rgdos: bulbo, folhas e caule.

O bulbo e o caule foram picados em cubos de aproximadamente 0,5 cm e extraidos
com a mistura DCM:MeOH, durante 24 horas; neste intervalo utilizou-se 15 minutos de
ultrassom. Ja as folhas, foram congeladas em nitrogénio liquido e trituradas com ajuda de

pistilo e almofariz, sendo a extracao realizada igualmente ao dos demais 6rgéos.

4.4. TRIAGEM DOS EXTRATOS: AVALIACAO DE ORBITIDEOS (TIPO-
CARYOPHYLACEAE)

O estudo dos extratos vegetais teve como objetivo identificar, a priori, a presenca de
peptideos ciclicos nessas matrizes e, posteriormente, encaminhar os extratos positivos para
fracionamento e isolamento.

Inicialmente, foram realizados testes utilizando reveladores especificos para ligaces
peptidicas, como ninidrina, Cl,/o-tolidina (clorox) e G-250 (coomassie brilhant blue), com a
finalidade de comparar os resultados e selecionar algumas espécies para dar prosseguimento
ao estudo. Foram preparadas trés placas cromatograficas, com aplicacdo de 27 spots,
realizadas com ajuda de um capilar (Figura 18). Os spots 1-25 sdo relativos as espécies da
tabela 5 preparados nas concentracdes de ~40 mg/mL e aplicados na placa concentrando 3
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vezes cada spot. Os spots 26 e 27 foram os padrdes usados, a saber: Peptideo ciclico e

albumina, respectivamente.

Figura 18 - Representacdo das placas com a aplicacdo dos extratos submetidos aos
reveladores quimicos. Em azul- peptideo ciclico e em rosa- albumina.
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4.4.1. APLICACAO DA SOLUCAO DE NINIDRINA A 02%

Ninidrina (0,2 g) foi solubilizada em 100 mL de etanol a 95%. Esta foi entdo borrifada
nas placas que tiveram as amostras aplicadas. Considerou-se positivo as manchas formadas na
placa (spots) de coloracdo rosa-purpura, 0 que indica que houve reacdo entre 0S grupos

amino-terminal livres e a solugéo.

4.4.2. APLICACAO DA SOLUCAO CL»/0-TOLIDINA (CLOROX)

1) Preparo de uma solucédo de hipoclorito de sodio a 6%;

2) Borrifar etanol;

3) Borrifar a solucdo de o-tolidina (Esta solucdo consiste na solubilizacdo de 160 mg
de o-tolidina em 30 mL de &cido acético glacial, 470 mL de agua e 1 g de KI).

Na presenca de ligacdes peptidicas, o grupamento amida desta ligacdo reage com Cl,
formando N-halogénios, revelados por solucdo de o-tolidina/KI (HORSTEN et al., 1996), que
apresenta coloracdo azulada indicando a presenca de peptideos ciclicos.
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4.4.3. APLICACAO DA SOLUCAO DE COMASSIE BRILLANT BLUE (G-250)

O sélido G-250 (100 mg) foi dissolvido em 20 mL de etanol, adicionando-se 20 mL de
acido fosforico e 160 mL de etanol a 50%.
A solucdo foi entdo borrifada na placa e seca em estufa por 15 minutos, sendo entdo

observada.

4.5. FRACIONAMENTO E ANALISE CROMATOGRAFICA DO EXTRATO
ETANOLICO DE JATROPHA RIBIFOLIA

Dois gramas do extrato etandlico foram solubilizados em acetato de etila, conforme
metodologia de extracdo para peptideos ciclicos (ALTEI, 2009), sendo a parte soltvel
removida e seca em rotaevaporador. Os compostos contidos no extrato e na fracdo acetato de
etila foram reveladas em o-tolidina/KI (clorox).

A fim de se realizar um clean-up das amostras para injecdo em HPLC analitico, bem
como verificar a polaridade de substancias com polaridades proximas, a fase AcCOEt (200 mg)
foi carregada em cartucho Cjg da marca Strata Ci3 — E Phenomenex — 500 mg,
precondicionado e equilibrado com os solvente B (95% ACN/ 0,036% TFA) e solvente A (
H.O/ 0,045% TFA), respectivamente. A eluicdo se deu com os solventes A e B, seguindo as

proporcdes evidenciadas no Quadro 1.

Quadro 1 - Eluicdo da fase acetato de etila J. ribifolia em coluna de extracdo Sepack.

Fracdes Solvente A(%) Solvente B(%0)
Fr2 —Fr3 100 0
Frd —Fr5 70 30
Fré —Fr8 30 70

4.5.1. HPLC ANALITICA PARA ANALISE DO PERFIL PEPTIDICO DAS FRACOES FR2-
FR8

O extrato etanolico bruto (EEB) e as fracdes obtidas em extracdo em fase solida foram
injetadas em cromatdgrafo liquido analitico Shimadzu, com detector UV-VIS, em
comprimento de onda de 220, 214 e 280 nm, gradiente variando de 5 a 95 % de B em A (B:
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ACN/0,036%TFA e A: H,O MilliQ/0,045%TFA) durante 30 min, com fluxo de 1,0 mL/min.
A coluna usada tratava-se da marca Kromasil, dimensdes de 250 x 4,6 mm, tipo C;g com
particulas de 5um e poro de 100 A.

Todos os perfis foram analisados, sendo selecionadas as fragfes que apresentavam
sinais indicativos de peptideos, considerando o modelo experimental. Para tal analise, foram
avaliados os tempos de retencdo e as absor¢des no UV, caracteristicos de peptideos ciclicos
(orbitideos) de acordo com estudos anteriores realizados em nosso laboratério (ALTEI, 2009;
PICCHI, 2007), a saber: elui¢do por volta de 50-75% de B e absor¢cdo em 220 nm. As fracGes
que se apresentaram promissoras nesta avaliagdo foram reunidas e encaminhadas para

purificacéo.

4.5.2. HPLC SEMI-PREPARATIVO FRACOES FR6- FR7

As fracBes Fr6-Fr7 foram reunidas e submetidas a purificacdo de seus analitos. Para
tanto, foi utilizado o equipamento HPLC semi-preparativo (System Gold BECKMAN), com
detector UV-VIS em comprimento de onda de 220 nm e coluna de fase reversa Cig AXIA
Packed LUNA, de dimensdes 250 x 21,20 mm, particulas de 5 um de tamanho, com um
programa de gradiente de 40 a 80% em 120 min e fluxo de 5 mL/min. Deste experimento
obtivesse 128 tubos, os quais, foram reunidos de acordo com o perfis dos cromatogramas

(Tabela 7). A pureza da fracdo foi confirmada por HPLC analitico.

Tabela 7 - Codificagbes das fracdes obtidas da HPLC semi-preparativa.

FracOes Codificadas como
61 1A
71 (61%(de B) 1B
81 (65% de B) 1C
87-89 (67% de B) 1D
90 1E
95 1F
96-97 1G
98 1H
100 11
123 1]
124 1L

128 1M




PINTO, M.E.F. MATERIAIS E METODOS 71

4.5.3. ESPECTROMETRIA DE MASSAS (ESI)

A andlise dos dados de espectrometria de massas foi realizada na Universidade Federal
de S&o Paulo (USP), campus de Ribeirdo Preto utilizando um espectrometro MS UltrOTOF-Q
(Brucker, Daltonics Billerica MA, USA). As amostras foram injetadas diretamente no sistema
com um fluxo de 10 puL/min. O capilar foi aquecido a 250 °C. O nitrogénio foi utilizado como

gas de colisdo e todos os experimentos foram realizados utilizando o modo positivo.

4.5.4. ANALISE DE AMINOACIDOS

A analise da composicdo de aminoacidos foi realizada pelo método da derivatizacao
pos-coluna por orto-phtalaldeido (OPA) em um analisador automatico Shimadzu LC-10A/C-
47A. O sistema foi periodicamente calibrado com uma mistura padrdo de amino&cidos,
obtendo se um valor para o tempo de saida de cada aminoacido, o fator de conversédo entre a
area de cada pico e a concentracao da amostra. A deteccdo foi realizada utilizando-se detector
de fluorescéncia para excitagdo e emissdo nos comprimentos de onda de 348 e 450 nm,
respectivamente.

O sistema foi calibrado com uma mistura padrdo de aminoacidos. Neste procedimento
atribui-se para cada aminoacido um sinal, com base no tempo de saida, e calcula-se um fator
de conversdo que relaciona a concentracdo de cada aminodcido com area do pico
correspondente.

As condigdes analiticas e as solucdes utilizadas estdo descritas abaixo.

Condicoes analiticas:

- Coluna Shim-pack 1SC-07/S1504 Na, temperatura 55°C.

- Fase movel:

A: citrato de sddio 0,2 mol/L pH 3,20 (contendo 7% de etanol);
B: citrato de sodio 0,6 mol/L e acido bérico 0,6 mol/L (pH 10,0);
C: Hidroxido de sodio 0,2 mol/L.

Solucéo de reacdo de derivatiza¢ao pos-coluna:

- 0,4 mL de solucéo de hipoclorito de sodio comercial / 1 L de tampéo alcalino.
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- 0,8 g de orto-ftalaldeido / 14 mL de etanol; 0,4 g de polioxietileno lauril éter (Brij-
35) e 1 g de N-acetilcisteina em tampéo alcalino (solucéo de carbonato de sédio 0,384 mol/L,
acido borico 0,216 mol/L e sulfato de potéssio 0,108 mol/L) —1 L.

Para hidrolise

O peptideo em anélise foi hidrolisado em 1 mL de HCI 6 mol/L, na presenca de 0,08
mL de fenol a 5% em H,0, a 110°C por 72 h em atmosfera de N,. Ap0s a rea¢do de hidrolise,
o material foi concentrado a vacuo, dissolvido em tampdo de diluicdo NaS, pH 2,2 e filtrado
em unidade filtrante GV Millex - Millipore antes de ser injetado no cromatografo. O
cromatograma é dado em funcdo da proporcdo relativa de aminoacidos do composto
hidrolisado, sendo a resposta dada por meio da relacdo entre as suas concentracdes unitarias e

a média total.

4.5.5. RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

Os experimentos de RMN foram realizados no Laboratério Multiusuario do Instituto
de Quimica sob a responsabilidade do Dr. Nivaldo Borali e Laboratério Nacional de Luz
Sincrotron (LNLS) sobre a supervisdo do Dr. Mauricio Luis Sforca. Ambos 0s experimentos
foram realizados em equipamentos Varian Inova 500, operando a 500 MHz. Foram realizados
experimentos de 1D (RMN H) e 2D (TOCSY, COSY e NOESY). As amostras submetidas a
RMN foram solubilizadas em DMSO-d6 (600 pL), com resolucdo de 512 pontos e “mixing

time” de 60 ms. Os dados foram plotados utilizando o software MestreNova.

4.5.6. DINAMICA MOLECULAR

Nomenclatura e software

As recomendacOes e simbolos de nomenclatura propostas pela IUPAC (1970) foram
utilizados. A manipulacdo das estruturas foi realizada com o Visual Molecular Dynamics
(HUMPHREY et. al., 1996), e programas PyMol. Todos os calculos de dindmica molecular e
analises foram realizados utilizando o pacote de programas GROMACS versdo 3.3.1
(BERENDSEN et. al., 1995) e o campo de forca OPLS/AA.
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Dinamica Molecular/ Simulacéo de Anelacédo (DM/SA)

O peptideo de Jatropha ribifolia foi solvatado em uma caixa retangular usando um
modelo aquoso SPC (BERENDSEN et al.,1987). O protocolo DM/SA empregado foi baseado
em estudos anteriores (COLLINO; EVANS, 2007; ADAMS et al., 1997; DEPRISTO et al.,
2005).0 método de Lincs (HESS et al., 1997) foi aplicado para restringir comprimentos de
ligagdo covalente, permitindo um intervalo de integragdo de 1fs ap6s uma minimizagdo de
energia inicial utilizando “Steepest Descents” algoritmo. Distancias inter prétons em locais
especificos, de acordo aos dados obtidos pelos espectros de NOESY, foram impedidos até 4,0
A

O refinamento de DM/SA compreende 15 ciclos de 300 ps cada, totalizando a
simulacdo de 4050 ps. Cada ciclo inclui: 1) uma minimizacdo inicial usando algoritmo
“Steepest Descents’, 2) simulacdo do equilibrio do sistema de 50 ps a 300 K) aumento
incremental do sistema de 300 K a 2000 K, durante 5ps para transpor as barreiras energéticas,
4) simulacdo de 45 ps a 2000 k para entender o espaco conformacional do peptideo em altas
temperaturas, 5) refrigeracdo do sistema de 2000 K a 300 K, usando intervalos decrescentes
de 100 K por 10ps, somando um total de 17 passos, ou seja 170 ps, 6) simulagdo de 30 ps a
300 K. No final do ciclo de 15 refinamentos DM/SA, a coordenada final, convergente com as
restricBes inter protons de NOESY, foi submetida a dindmica molecular com uma temperatura
constante de 300 K durante 5500 ps, a fim de obter o que chamamos de “conformacional
pool”. As trgjetorias dessa smulacdo a 5500 ps em 300 K foram reunidas em clusters e 15
conformagbes com menores energias foram selecionadas para constituir uma biblioteca de

conférmeros para o peptideo de J. ribifolia (Ribifolina).

4.6. SINTESE DE RIBIFOLINA

Primeiramente foi preparado o precursor linear de ribifolina, atraves da técnica
manual de sintese em fase sélida usando a estratégia 9-fluorenilmetiloxicarbonila (Fmoc)/
terc-butila (tBu) (Figura 19). A sintese foi realizada utilizando a resina Wang-Gly-Fmoc, a
qual foi tratada com uma solucdo 20% de piperidina em DMF para a remocdo dos grupos
Fmoc -etapa de desprotecdo. O primeiro aminoacido adicionado foi a glicina, escolhida com
base na disponibilidade da resina Wang-Gly-Fmoc em nosso laboratério. Para a reacdo de

acoplamento foram usados 2 equivalentes de cada Fmoc-aminoacido com 2 equivalentes de
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DIC e HOBt em relacéo ao teor de amino grupos livres na resina, usando os solventes CH,Cl,
e DMF. Todos os Fmoc-aminoacidos usados na sintese apresentaram configuracdo L (com
excecdo da glicina que ndo apresenta isomeria Optica). Cada etapa de acoplamento foi
realizada sobre agitacdo branda durante 2 h. O acoplamento de cada residuo de aminoacido,
bem como a desprotecdo da porcdo a-amino antes da proxima etapa de acoplamento foi
monitorada por meio da reacdo de pequenas aliquotas da resina com ninidrina. Entre cada
etapa de acoplamento e desprotecdo a resina foi lavada com CH,Cl, e DMF. A clivagem e
desprotecdo dos peptideos presos a resina foram feitas com uma solugdo contendo 90% de
TFA, 5% de agua e 5% de p-cresol, na propor¢do de 10 mL para cada 1,0 g de resina e
agitacdo moderada durante 2 h.

Apbs esse periodo foi adicionado éter gelado, e a mistura foi entdo centrifugada. O
precipitado (peptideo-resina) foi lavado com éter gelado, sonicado e centrifugado. Essa etapa
se repetiu por 2 vezes. Ja na sua forma livre, o peptideo linear foi analisado, para se verificar a
pureza e rendimento de reacdo e, posteriormente, encaminhado para reacdo de ciclizagao.

O processo de ciclizagcdo quimica do peptideo foi realizado em solucéo diluida com
DMF (0,001 mol/L), contendo 1,5 equivalentes de HBTU e 10 equivalentes de DIEA sob
agitacdo por 2 h. Apos esse periodo a solugdo foi diluida em &gua e entdo submetida a
particdo com acetato de etila. A fracdo organica, que contém o peptideo ciclico foi
concentrada e direcionada para etapas posteriores de purificagéo.

O peptideo ciclico sintético e seus analogos lineares e subprodutos foram purificados
em HPLC semipreparativa e caracterizados por analise de aminoacidos, espectrometria de

massas e ressonancia magnética nuclear.
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Figura 19 - Protocolo usado para a sintese do peptideo linear utilizando resina Fmoc-Wang.
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Figura 20 — Esquema de fracionamento do estudo envolvendo Jatropha ribifolia.
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4.7. ESTUDO DE METABOLITOS SECUNDARIOS

O extrato etanolico bruto (2,0 g) de J. ribifolia submetidos a purificacdo em coluna de
silica gel 60, 0,063 x 0,200 mm e eluidos com Hexano:AcOEt: MeOH em ordem crescente de
polaridade. A coluna utilizada apresentava diametro de 3 cm por 98 cm de comprimento, com
a altura da fase estacionario em 52 cm de silica. Foram obtidas 78 fragdes coletadas em um

volume de 10 mL cada, codificadas como SIOH.

Apos aplicacdo das fracbes em CCDA, eluicdo e revelacdo em camara de U.V
averiguou-se que a amostra SIOH-22 apresentou consideravel grau de pureza. Mediante essa
observacédo, a fracdo foi solubilizada em solvente deuterado (CDCl3) e encaminhada para
anélise de RMN.

4.8. AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA

Os bioensaios para atividade antifungica foram realizados no Laboratério de
Micologia da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da UNESP — Campus Araraquara sob a
responsabilidade da Profa. Dra. Maria Jose Soares Mendes Giannini. A avaliacédo da atividade
antifungica e determinagdo das concentracdes inibitdrias minimas (CIM) foram realizadas por
meio da técnica de microdiluicdo com adaptacGes, de acordo com o protocolo M27-A2 do
CLSI - Clinical and Laboratory Standards Institutes (antigo NCCLYS).

Os peptideos ribifolina linear e ciclico foram ensaiados frente aos fungos Candida
albicans, C. krusei, C. parapsilosis, C. glabatra, C. tropicais e Cryptococcus neoformans. O
meio de cultura utilizado foi RPMI - 1640, suplementado com 2% de glicose, e pH ajustado
para 7,0. O inéculo foi padronizado na faixa de 5,0 x 10% a 2,5x10° células/mL e ap6s sua
distribuicdo, as placas foram incubadas & 37°C sob agitagcdo. As leituras visuais e
espectrofotométricas foram feitas apos 24 horas para as leveduras do género Candida e 48 a

72 horas para o género Cryptococcus.
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4.9. AVALIAGCAO DA ATIVIDADE CITOTOXICA

Esta avaliagdo foi realizada no Laboratério de Oncologia Experimental da
Universidade Federal do Ceara sob responsabilidade da profa. Claudia do O Pessoa para 3
linhagens de células tumorais — SF295 (célon), HCT-8 (célon) e MDA-MB-435 (mama) e
pelo Instituto de Biociéncias, Departamento de Fisiologia Geral da Universidade de Sao Paulo
sob a responsabilidade da profa Célia Regina da Silva Garcia, para a linhagem de células
HEK 293T (células de rim de embrido humano). As substancias puras (ribifolina e linear
ribifolina) foram submetidas ao ensaio in vitro de avaliacdo do potencial citotdéxico segundo o
método colorimétrico descrito por MOSMANN (1983). Esse método vem sendo utilizada no
programa de screening do National Cancer Institute dos Estados Unidos (NCI), que testa
mais de 10.000 amostras a cada ano (SKEHAN et al., 1990). E uma analise colorimétrica
baseada na conversao do sal 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-brometo de tetrazolium
(MTT) em azul de formazan, a partir de enzimas mitocondriais presentes somente nas células
metabolicamente ativas. Quimicamente, se baseia na converséo do sal de coloragcdo amarela -
3-(4,5-dimetil-2-tiazol)- 2,5-difenil-2-H-brometo de tetrazolio (MTT) — em formazan de
coloracdo azul escura. O estudo citotoxico pelo meétodo permite definir facilmente a

citotoxicidade, mas ndo o mecanismo de acédo (BERRIDGE et al., 1996).

4.9.1. CELULAS SF295, HCT-8 E MDA-MB-435

Células: As linhagens tumorais utilizadas, MDA-MB435 (mama - humano), HCT-8
(colon - humano) e SF-295 (glioblastoma - humano), foram cedidas pelo Instituto Nacional do
Cancer (EUA), tendo sido cultivadas em meio RPMI 1640, suplementados com 10 % de soro
fetal bovino e 1 % de antibioticos, mantidas em estufa a 37 °C e atmosfera contendo 5% de
CO..

Amostras: Os peptideos ribifolina e linear ribifolina foram diluidos em DMSO puro

estéril para a concentracdo estoque de 5 mg/mL.
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As células foram plaqueadas na concentracdo de 0,1 x 10° cél/mL para as linhagens
MDA/MB-435 e SF-295 e 0,7 x 10° cél/mL para a linhagem HCT-8. As placas foram
incubadas por 72 horas em estufa a 5% de CO, a 37°C. Ao término deste, as mesmas foram
centrifugadas e o sobrenadante removido. Em seguida, foram adicionados 150 uL da solucdo
de MTT (sal de tetrazolium) e as placas foram incubadas por 3h. A absorbancia foi lida apos
dissolucdo do precipitado com 150 uL de DMSO puro em espectrofotdmetro de placa a
595nm Somente as substancias que apresentarem valores de inibi¢cdo > 75 % em pelo menos
duas linhagens tumorais sdo consideradas ativas, valor esse considerado como cut-off para o

screening de novas substancias com potencial antitumoral.

4.9.2. CELULAS HEK 293T

Amostras: Os peptideos ribifolina e linear ribifolina foram diluidos em PBS puro para
a concentragao estoque de 5 mg/mL.

As células foram plaqueadas na concentracdo de 0,1 x 10* cel/mL em meio DMEM
suplementado com soro fetal bovino, penicilina e estreptomicina. As placas de foram
incubadas por 24 horas em estufa. Apds isso, o meio foi substituido e a um novo meio (100
uL por pogo) foram adicionados os compostos nas concentragdes 0,001, 0,010, 0,1, 1, 10, e
100 mm e realizou-se o re-incubacdo por 48 horas. Ao término deste, foram adicionados 20
pL da solucdo de MTT (sal de tetrazolium) e as placas foram incubadas por 3h. A absorbéncia

(570 nm) foi avaliada em Flexstation (Molecular Conselhos Inc).

4.10. AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMALARICA

Esse ensaio foi realizado no Instituto de Biociéncias, Departamento de Fisiologia
Geral da Universidade de Sdo Paulo sob a responsabilidade da Profa Célia Regina da Silva
Garcia e Dra. Phatibha Gaur.

Cultivo do Plasmodium falciparum: os parasitas foram mantidos a 1-10% de
parasitemia e 2% de hematdcrito em meio de cultura RPMI 1640 suplementado com

eritrocitos, 10% de soro humano, 0,16% de glucose, hipoxantina 0,2 mM, 2,1 mM de L-
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glutamina e 22 mg / mL gentamicina. As culturas foram incubadas a 37°C, 3% de O,, 3% de
CO;, e 94% de N,. A sincronizagdo dos parasitas em cultura em estagio anelares foi realizado
por tratamento repetitivo com 5% (os cultivos com predominio de anéis utilizados nos ensaios
foram obtidos através de sincronizacdo com sorbitol 5% (peso/volume). O crescimento do
parasita e parasitemia foram monitorizados pela avaliacdo esfregacos de sangue coradas com

Giemsa sob 0 microscapio.

Analise de ribifolina e linear ribifolina: Esta foi realizada em placas de 96 po¢os
com diferentes concentragdes (100, 20, 4, 0,8, 0,16, 0,032, 0,0064 e 0,00128 uM), em
triplicata cada. Para este ensaio, 1% de parasitemia e 2% de hematocrito, foram fixados em
cada poco e 200 puL de RPMI com 10% de soro humano foram adicionados. Enfim, os

compostos nas diferentes concentracGes foram plaqueados e incubados por 48 horas.

Preparacdo de amostras para analise de citometria de fluxo (FACS): baseou-se na
metodologia anteriormente publicada (SCHUCK et al., 2011). Apds 48 h de incubacéo, as
placas foram centrifugadas a 3000 rpm durante 5 minutos e o0 meio RPMI foi removido.
Quaisquer vestigios de droga foram lavados com PBS (pH 7,2-7,4). AS amostras foram
incubadas durante a noite com 2% de formaldeido em PBS, para fixar o parasita e, apds a
fixacdo, as amostras foram lavadas com PBS mais uma vez. A permeabilizacdo e coloracédo

foi feita com 0,1% de Triton-X100-1 e o corante YoYo (Molecular Probes).

Anélise FACS: instrumento FACS foi calibrado. As amostras foram executados sob
condigOes pre-programadas para YoYo-1. A analise dos dados foi realizada por FACS com o
software Cyflogic (SCHUCK et al., 2011).

Analise estatistica: software grafico Prism foi utilizado para analise estatistica. Todos

0s experimentos foram repetidos por trés vezes em triplicata para obter os valores finais 1Cs.
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4.11. ESTUDO DE CICLOTIDEOS

A pesquisa incluindo a andlise e purificacdo de ciclotideos foi realizada no laboratério
MS core facility, Instituto de Farmacologia, Centro de Fisiologia e Farmacologia da
Universidade de Medicina em Viena (MEDIZINISCHE UNIVERSITAT WIEN) na Austria
sob a supervisdo do Prof. Dr. Christian W. Gruber. A bolsa de doutorado sanduiche no
exterior foi financiada pelo governo brasileiro, Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal
de Nivel Superior — CAPES, N° do processo: 9875/11-5.

4.11.1. INVESTIGACAO DE CICLOTIDEOS NO BANCO DE EXTRATOS

Cerca de 1g dos extratos, elencados na Tabela 6, foram colocados em tubos falcon (50
mL), solubilizados em 30 mL de MeOH:CH,Cl, (1:1; v/v) e deixados em repouso overnight.
Em seguida, 15 mL de H,0/0.1% TFA foram adicionados e a fase aquosa separada e pré-
purificada em cartucho de extracdo em fase sélida C1g Strata-Phenomenex Cyg-E, 55 um, 70 A
com 500 mg de fase estacionaria e volume de 6 mL.

Estes cartuchos foram precondicionados com um volume de 6 mL de metanol, seguido
de 6 mL de 90 % ACN/0,08% TFA (solvente B) e equilibrados com dois volumes (12 mL) de
H,0/0,1% TFA (solvente A). Apds a ativacdo, as fracBes hidrometandlicas obtidas das
particGes dos extratos com MeOH:H,O:DCM, foram aplicadas no cartucho. A pré-purificacéo
das mesmas foi possivel mediante a eluicdo de 12 mL de uma solugdo de 20% de B, seguida
de uma re-eluicdo com uma solucdo de 80% de B. Sendo este Gltimo eluato liofilizado e
considerado como a “fracéo C,g ricaem ciclotideos’.

As fragdes obtidas por cartucho Cig relativas aos 31 extratos foram encaminhadas para
analises por massas utilizando o equipamento MALDI-TOF-TOF 4800 Proteomics Analyzer
da Applied Biosystems, operado em modo refletor positivo, adquirindo um total de 2,000-
3,600 pulsos por espectro e intensidade do laser entre 3,100-3,800. Para preparagdo dos spots
nas placas do espectrdmetro, foi utilizada a matrix &cido a-ciano-hidroxil-cindmico (solucéo
saturada) preparada na concentracdo de 5 mg/mL em acetonitrila 50%.

No preparo do spot, um volume de 3 uL de matrix foram misturados com 0,5 pL de
cada amostra e entdo, 0,5 uL da mistura aplicados na placa. Os espectros de massas
adquiridos com energia de laser de 1 kV sem uso de CID (collision-induced dissociation) e
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processados em Data Explorer Software. As fragdes que apresentaram picos nas regides
2600-4000 Da foram classificadas como positivas e encaminhadas para testes de confirmacéo

da presenca das cisteinas por reagdo de reducédo e acetamidacdo.

4.11.2. CONFIRMAGAO DA PRESENCA DE CISTEINAS

Inicialmente foram preparadas as solucdes:

Al. Solucao tampéo 0,1 mol/L NH;HCO3 pH 8,2-8,5;
B1. 0,2 mol/L de Ditiotreitol (3,2 mg/100 uL solucdo A);
Cl1l. 0,5mol/L de lodoacetamida (9,25 mg/100 pL solugéo A).

Cerca de 0,4 mg das fragdes Cig dos 31 extratos foram dissolvidas em 1 mL de
solugdo Al. Aliquotas de 20 uL desses extratos foram separadas em eppendorfs (1,5 mL) e
adicionados 2 pL da solugdo B1 com posterior incubagdo por 30 minutos, no escuro e sob
agitacdo. Ao término da reacdo de reducdo, o material foi alquilado com adicdo de 4 uL da
solucdo C1 seguido de incubacdo por mais 10 minutos, em temperatura ambiente
(SHEVCHENKO et al., 1996). Para estas reagdes utilizou-se agitador de Microplacas
Agimaxx modelo AG-100, com aquecimento e bloco para microtubos de 1,5 mL, com
velocidade de agitacdo aproximada de 600 rpm. Para parar a reacdo, foi adicionada 1 pL de
acido trifluoroacético 1% e enfim, as amostras foram entdo preparadas para analises por
MALDI, para investigacdo do incremento de 348 Da referente & acetamidacédo das 6 cisteinas
(6 x 58 Da). Abaixo a Figura 21descreve mais claramente esse procedimento.

Dos 31 extratos investigados, foram classificados nessa etapa para os demais estudos a
H. calceolaria e B. vulgaris.
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Figura 21 - Procedimentos para o preparo das reagfes de reducdo e acetamidacéo.
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Dos 31 extratos investigados, foram classificados nessa etapa: H. calceolaria e B. vulgaris.

4.11.3. ESTUDO DE CICLOTIDEOS EM HYBANTHUS CALCEOLARIA.

As fracbes Cig dos trés oOrgdos de H. calceolaria (HcA, HcB, HcC) foram
encaminhadas para purificagdo em HPLC preparativo e semipreparativo, sendo inicialmente

redissolvidas em 10 % do solvente B em A, filtradas submetidas a um clean-up.

4.11.4. PURIFICAGCAO POR HPLC E ANALISE DOS PICOS POR MALDI

As fragbes HcA, HcB, HcC foram purificadas em cromatdgrafo liquido de alta
eficiéncia Dionex Ultimate 3000 (Dionex, Holanda) usando modo semi-preparativa: HcA (7,0
mg), HcB (11,5 mg) e HcC (12,8 mg). A coluna utilizada pertencia a linha Kromasil,
tamanho 250 x 10 mm com particulas de tamanho 5 um e poro de 100 A, sendo o fluxo da
corrida fixado em 3 mL/min para as trés analises.

O programa aplicado para a separacdo dos peptideos de HcA foi: 5-70% B em 45 min,
detector UV monitorando a 214, 254 e 280 nm. Cada pico foi coletado e analisado por

MALDI, sendo realizada a coleta de 53 fracGes.
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Tanto para folhas quanto para caules (HcB e HcC, respectivamente) utilizou-se o
mesmo programa: 30-80% de B (Solvente A —H,0/ 0,1% TFA,; Solvente B - 90 % ACN em
H,0/ 0,08 % TFA) em 100 min, monitorando também moléculas que absorvessem a 214, 254
e 280 nm. A coleta das fra¢des iniciou-se transcorridos 10 min de analise em ambos 0s casos.
Para folhas, coletou-se um total de 35 fracdes e para caules 40 fracGes, as quais foram
monitoradas por MALDI.

Apos a checagem das massas, as fracdes de interesse foram reduzidas, acetiladas em
triplicata, conforme o topico 4.11.2. No entanto, ao invés da adicdo de acido para parar a
reacao, foi feita a adigdo de 1 pL da solucdo de DTT e as fragOes foram incubadas por 10 min.
Para o sequenciamento dos peptideos foi feita a digestdo utilizando as enzimas endoprotease
Glu-C (Roche — 11047817001), tripsina (Promega — V528A) e quimiotripsina (Sigma —
C6423). Inicialmente o preparo das enzimas foi realizado, pois estas foram cedidas pela

fabricante liofilizadas.

v'Solucdo EndoGlu-C: 50 ug de endoprotease Glu-C foram ressuspendidas em
100 pL de &cido acético 0,01%.
v'Solucdo de tripsina: 100 pg de tripsina foram ressuspendidas no tampao de

acido acético 50 mmol/L.

v'Solucdo de Quiomiotripsina: 25 pg de quimiotripsina foram dissolvidas em 50
uL de acido acético 0,01%.

As fracdes reduzidas e acetiladas (27 pL) foram preparadas em triplicata e 2 uL das
solucBes enziméticas foram adicionadas a cada fracdo e incubadas de 3 a 12 h em atmosfera
livre de luz, 37°C e agitacdo (Figura 22), os spots preparados e analisados por espectrometria
de massas operando no modo MS/MS, e fazendo o uso de CID.
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Figura 22- Resumo de atividades delineadas para o sequenciamento dos ciclotideos.

Sequenciamentoe com base nas diferentes digestdes enzimdticas
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>

Prepare das amostras para andlises de massas e e

4.11.5. COMPARACAO DA DIVERSIDADE PEPTIDICA NOS DIFERENTES
ORGAOS DE H. CALCEOLARIA

O estudo das diferencas da diversidade de peptideos nos trés 6rgaos de H.calceolaria
consistiu na investigacdo dos seus perfis de eluicdo. Nesta andlise foi utilizado um gradiente
de 5-95% de B em 45 minutos, fluxo 1 mL/min, sendo a coluna modelo Kromasil, tamanho
250 x 4,6 mm, com particulas de tamanho 5 pm e poro de 100 A. Todos os picos foram
coletados e as massas analisadas por MALDI. Os resultados foram elencados nas tabelas 16,
17 e 18 os quais relacionam o exato tempo de retencdo no qual os picos foram coletados e as

massas pertencentes aos mesmos.
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4.12. ANALISE DE PEPTIDEOS EM BETA VULGARIS

As fracbes Cig dos trés orgdos de Beta vulgaris (BvA, BvB, BvC) passaram pelo
screen de ciclotideos topicos 4.11.1 e 4.11.2, porém somente a fracdo BvA foi encaminhada
para purificacdo. 59,7 mg da fracdo foram redissolvidos em 10 % do solvente B em A,
filtradas e submetidas a um processo de clean-up. A amostra foi injetada em HPLC
preparativo, coluna Jupiter-Phenomenex, tamanho 250 x 21,2 mm, 10 um, 300 A. O fluxo da
corrida foi fixado em 8 mL/min e a deteccéo feita na regido do UV operando em 214, 254 e
280 nm.

No total, 29 fracbes foram coletadas manualmente e analisadas por MALDI. A

fracdo 15 foi reduzida, acetilada e digerida conforme tépico 4.11.4.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. AVALIACAO DE ORBITIDEOS NO BANCO DE ESPECIES

A colaboracdo firmada com o Laboratério de Tecnologia Farmacéutica (LTF) permitiu
a obtencdo dos extratos vegetais 22 de espécies de varias familias e géneros, elencados na
tabela 6, item 4. A avaliacdo da presenca de orbitideos nessas matrizes foi realizada, a priori,
através de testes quimicos de revelacdo, os quais deram indicios da presenca destes compostos
por reagdes quimicas.

Sabe-se que peptideos ciclicos reagem com Cl, formando N-halogénios, revelados por
uma solucéo de o-tolidina/KI (HORSTEN et al., 1996), resultando no aparecimento de uma
coloracdo azulada. Entretanto, para que esse resultado seja coerente, € necessario que o teste
com ninidrina sejam negativos, uma vez que orbitideos tipo cabeca-cauda ndo possuem
grupamento amino-terminal livre.

Com base nesse consenso uma primeira placa montada segundo o item 4.4 foi
borrifada com a solugdo de ninidrina. Este teste tem detecgdo na ordem de microgramas e
pode ser considerado sensivel para a analise em questdo. Foram considerados positivos spots
que se tornaram roxo-azulado. Logo, das 24 espécies analisadas nesse experimento, 12 foram
positivas conforme a tabela 8, sendo possivel afirmar que as mesmas apresentam
aminoacidos, peptideos, proteinas ou moléculas com -NHj livres em sua composicao.

Observacéo: Em alguns casos, € previsto com base na literatura, que o teste resulta em
falso negativo quando aminoacidos como prolina e hidroxiprolina (dois iminoacidos) estdo na
posicao terminal, porém isso ndo foi observado nesse trabalho.

O teste de o-tolidina/KI (clorox) para uma segunda placa resultou na selecdo de 13
espécies positivas, além dos controles. Notou-se uma gradacao nas tonalidades de azul, o que
é indicativo de concentracdo, considerando que as amostras foram preparadas nas mesmas
condicdes. Foram adotadas as representacfes: +, ++ ou +++ para definir a intensidade das
cores/concentragcdo em ordem crescente.

Apos analisar os dados de revelacdo para Cly/o-tolidina e ninidrina (Tabela 8) e

considerando que orbitideos devem revelar apenas em clorox, foram selecionadas quatro
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espécies como possiveis biossintetizadoras de orbitideos: Erytroxylum caatinga (3), Rolinia
leptopetala (18), Erytroxylum revolutum (24) e Jatropha ribifolia (25).

Com o intuito adicional de se investigar a existéncia de mini-protéinas nos extratos, o
revelador G-250 (Commasie Brillant blue) foi utilizado. A placa 3 foi entdo borrifada e, ap6s
a espera de cerca de 15 minutos de revelacdo, a placa exibiu fundo azul e alguns spots
coloracdo avermelhados, sendo estes considerados positivos. Foram 10 espécies positivas para
esse teste conforme a Tabela 8, o que pode ser indicativo da presenca mini-proteinas ciclicas.

Um testes mais cauteloso sera relatado adiante. (item 5.8).

Tabela 8- Resultados Das Revelagdes.

Spots Ninidrina  Clorox G-250 | Spots Ninidrina  Clorox G-250
1. + - - 15. - - -
2. + + + 16. + ++ -
3 - + =F 17. + + +
4. + - - 18. - ++ +
S - - + 19. + - -
6 - - +++ 20. + + -
7. - - - 21. - - +
8. + ++ - 22. + ++ +
9. + + - 23. + + -
10. - - - 24. - ++ +
11. - - - 25. - + +
12. + ++ - 26. PC sintético - o +
13. - - - 27. Albumina + + ++
14. - - -

Alguns extratos mostraram ser positivos, porém com diferencas na intensidade da cor. Mediante isso,
os resultados positivos foram comparados e apontados em trés niveis de coloragdo (+, ++ e +++).

Diante dos resultados, 4 espécies (3; 18; 24; 25) passaram no screening, porém
concernente com os dados da literatura, os quais descrevem diversos peptideos ciclicos para o
género Jatropha, apenas a espéecie Jatropha ribifolia foi selecionada para dar prosseguimento

nos estudos de isolamento.
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5.2. ISOLAMENTO E ELUCIDAGCAO DE RIBIFOLINA, UM NOVO ORBITIDEO
DE JATROPHA RIBIFOLIA

O processo de extracdo do po de J. ribifolia utilizando etanol resultou em 93 g de
extrato etandlico bruto, cerca de 3% do material vegetal seco. O processo de fracionamento se
deu com solubilizacdo de 2 g do extrato em acetato de etila o que resultou em 200 mg de
fracéo acetato (FrAcOELt). Acetato de etila € o solvente comumente empregado na extracao de
peptideos ciclicos (ALTEI, 2009). Entretanto, através dos testes de clorox e HPLC buscou-se
verificar se a remocdo dos compostos peptidicos estava sendo realmente efetiva. A Figura 23
evidencia que a fracdo acetato de etila apresentou teste positivo para clorox, confirmando a
presenca de peptideos ciclicos. Além disso, a analise dos perfis cromatograficos do extrato
etandlico bruto ap6s a extracdo com acetato e da fracdo AcOEt obtida (Figura 24),

corroboram os dados de clorox e confirmam que o processo de extracédo foi bem sucedido.

Figura 23- Teste positivo para a revelagdo da fracdo acetato de etila de J.ribifolia.

Considerando que a fracdo continha os peptideos de interesse, seguiu-se com o estudo
de purificacdo. FrAcOEt (200 mg) foi carregada em cartucho Cig e eluida com diferentes
concentracdes de solvente A ( H,O/ 0,045% TFA) e B (95% ACN/ 0,036% TFA) em ordem
decrescente de polaridade. As proporcdes foram estabelecidas com base geral na solubilidade
dos orbitideos. Sabe-se que essas moléculas eluem por volta de 50-80%, portanto o sistema
foi eluido com: 100% A para limpeza de moléculas muito polares; 30% para aquelas com
média polaridade, porém, ndo peptidica e enfim 70% de B para extracdo dos possiveis
orbitideos. Desse procedimento, obtiveram-se oito fracdes as quais foram secas e pesadas,

conforme 0 Quadro 2.
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Quadro 2- FragOes obtidas apos eluicdo da fracdo acetato de etila em cartucho Cys.

Fracdes Solvente A(%b) Solvente B(%) Massas (mg)
Fr2 100 0 16
Fr3 100 0 8
Fr4 70 30 26
Fr5 70 30 74
Fr6 30 70 67
Fr7 30 70 29
Fr8 30 70 10

As fracBes obtidas em Sepack® foram injetadas em cromatografo liquido analitico de
alta eficiéncia para a observancia dos respectivos perfis de eluicdo. Os perfis cromatograficos
de peptideos ciclicos possuem caracteristicas peculiares, pois eluem por volta de 50-70% de
acetonitrila em &gua e sdo detectados no ultravioleta em comprimento de onda de 220 nm —
referentes as transicdes n - n* de ligacOes peptidicas. A analise dos perfis obtidos nos fez
inferir que as fracOes 6, 7 e 8 apresentavam possiveis peptideos ciclicos em sua composicéo,

na faixa estabelecida pela seta (Figura 25).

Figura 24 -Perfil cromatogréfico da fracdo acetato (azul) e do extrato bruto sem a fragédo
acetato (preto) de J. ribifolia.
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Observacgdes: Programa: 5 a 95 % de B em 30 minutos (B: ACN/0,036%TFA e A: H,0/0,045%TFA),
fluxo de 1,0 mL/min, coluna C18 Kromasil 5 um, 250 x 4,6 mm, e poro de 100A.
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Figura 25- Perfil cromatografico das amostras Fr2-Fr8.
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Observacgdes: Programa: 5 a 95 % de B em 30 minutos (B: ACN/0,036%TFA e A:
H,0/0,045%TFA), fluxo de 1,0 mL/min, A= 220, coluna C18 Kromasil 5 um, 250 x 4,6 mm, e poro de
100A.

Foi feita a reuindo das fracdes Fr6-Fr7 promissoras nesta avaliacdo, sendo reunidas e

encaminhadas para purificagcdo. Optou-se por ndo reunir a fragéo 8, devido a sua pouca massa.

it
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5.2.1. HPLC SEMI-PREPARATIVO FRACOES FR6-FR7

A purificacdo dos analitos foi realizada num equipamento HPLC preparativo (System
Gold BECKMAN), com detector UV-VIS em comprimento de onda de 220nm e coluna de
fase reversa C;g3 AXIA Packed LUNA, de dimensfes 250 x 21,20mm, particulas de 5 um de
tamanho, com um programa de gradiente de 40 a 80% em 120 minutos e fluxo de 5 mL/min.
Deste experimento obtivemos 128 tubos os quais foram reunidos de acordo com o perfil

cromatogréafico obtido em HPLC analitico (Tabela 9).

Tabela 9- CodificacGes e massas das fracdes obtidas por HPLC semi-preparativa.

FracOes Cadigo Massa

61 1A 0,2 mg

71 (61%de B) 1B 2,0 mg
81 (65% de B) 1C 0,4 mg
87-89 (67% de B) 1D 5,2 mg
90 1E 0,3mg

95 1F 0,2 mg
96-97 1G 1,5mg

98 1H 0,2 mg

100 11 0,2 mg

123 1] 0,6 mg

124 1L 1,0 mg

128 1M 0,1 mg

Com base no tempo de eluigéo, trés fragdes (1B, 1C e 1D) foram escolhidas para dar
prosseguimento aos estudos de identificacdo. Essas amostras foram entdo liofilizadas e

encaminhadas para experimentos de espectrometria de massas.
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Figura 26- Perfil cromatografico de 1B, 1C e 1D, Respectivamente.
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Observagdes: Programa: 40-70% de B em 15 minutos (B: ACN/0,036%TFA e A: H,0/0,045%TFA),
fluxo de 1,0 mL/min, A= 220, coluna C18 Kromasil 5 um, 250 x 4,6 mm, e poro de 100A.

As amostras de 1B, 1C e ID foram selecionadas, pois além de absorverem em
comprimento de onda caracteristico de ligagdes peptidicas, apresentavam um grau de pureza

razoavel (Figura 26).



PINTO, M.E.F. RESULTADOS E DISCUSSAO 94

5.2.2. ESPECTROMETRIA DE MASSAS

A analise dos dados de espectrometria de massas foi realizada na Universidade de Sao
Paulo (USP), campus de Ribeirdo Preto utilizando um espectrémetro MS UltrOTOF-Q
(Brucker, Daltonics Billerica MA, USA). As amostras foram injetadas diretamente no sistema
com um fluxo de 10 puL/min. O capilar foi aquecido a 250 °C. O nitrogénio foi utilizado como
gas de colisdo e todos os experimentos foram realizados utilizando o modo positivo.

Peptideos ciclicos isolados de plantas possuem massa molecular na faixa de 700g/mol,
massas abaixo desse valor e padrbes de fragmentacdo que ndo condizem com aminoacidos
nos fizeram descartar a hipotese que as fracbes 1C e 1D continham peptideos. Para termos
convic¢cdo de que ndo se tratava de um peptideo, optamos por fazer o teste de andlise de
aminoacidos dessas fracdes, 0 que comprovou a inexisténcia dos mesmos.

Porém andlise da fracdo 1B apresentou massa molecular (M+H) 767,4756 g/mol
(Figura 27) e fragmentacdes nas quais se observaram perdas de massas correspondentes a
glicina e leucina ou isoleucina (Figura 28). Por ser uma estrutura ciclica, o anel podera abrir
em vérias ligacGes entre os aminoacidos. Assim, a analise das do espectro MS/MS do
peptideos nos deu nocdo de composicdo, sendo o sequenciamento estabelecido com base nos

dados de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio, 2D.

Figura 27- Espectro De Massas HR-MS/ESI da fracdo 1B, obtido em modo positivo.
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Figura 28- Espectro de Massas (MS/MS) da fragdo 1B, com fragmentacdo do ion

(M+H)+ 767,5, 10-40 eV.
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5.2.3. ANALISE DE AMINOACIDOS

Os aminodcidos constituintes da amostra 1B foram hidrolisados com HCI 6 mol/L para
romper as ligacdes peptidicas. O hidrolizado foi submetido a HPLC — troca ibnica e
derivatizado ao sair da coluna. O aminograma gerado através da quantificacdo dos picos,

evidenciou 8 residuos existentes na composicao de 1B: 1 Ser, 2 Gly, 3 lle e 2 Leu (Figura 29).

Figura 29 -Aminograma da fragdo 1B.
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5.2.4. ELUCIDACAO DA SEQUENCIA DE 1B POR RESSONANCIA MAGNETICA
NUCLEAR.

A amostra foi dissolvida em DMSO-d6 (1 mg em 1,0 mL) submetida aos
experimentos de RMN. Foram realizados os experimentos em 2D: TOCSY que revelou quais
os hidrogénios presentes em cada aminoacido, NOESY que possibilitou a conexdo dos
aminoacidos observando a proximidade entre hidrogénios proximos, até 4 ligacdes e COSY
em hidrogénios vicinais. Os dados foram plotados utilizando o software MestreNova.

O espectro de TOCSY evidenciou 8 correlagcbes entre 7,3 e 8,7 referentes 0s
hidrogénios a-amino e demais hidrogénios, inter-residuos (Figura 30), sendo possivel propor
3 aminodcidos (2 Gly e 1 Ser) e estabelecer que os demais se tratavam de leucina ou
isoleucina. Esses puderam ser diferenciados na regido de expansdo do TOCSY (Figuras

Figura 31 e Figura 32). Ap0s a atribuicdo dos sinais a cada residuo de aminoacido pertencente
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ao peptideo, foi realizado o seqiienciamento da cadeia peptidica pelo experimento de NOESY,

no qual foi possivel estabelecer os acoplamentos entre os hidrogénios NHi- aH;_; (Figura 33).

Figura 30 - Expansédo do espectro de RMN TOCSY 2D, assinalando as correla¢des dos NH
e Ho dos aminoécidos.
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Figura 31- Expansdo do espectro de RMN TOCSY 2D, na regido de 5,1-3,3ppm.
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Figura 32 - Expansdo do espectro de RMN TOCSY 2D, na regido de 2,2-0,4 ppm.
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Figura 33- Expanséo do espectro de NOESY 2D, mostrando as correlagdes entre
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Um terceiro experimento realizado foi o COSY, no qual foi possivel diferenciar os

residuos de leucina e isoleucina, pelos acoplamentos entre os hidrogénios y metilicos e 0s

hidrogénios B, exemplificados na Figura 34.

Figura 34 - Residuos dos aminoéacidos mostrando os diferentes acoplamentos visualizados

no espectro de COSY.

Residuos de Leucina e Isoleucina

Por meio da anélise dos espectros foi possivel assinalar os hidrogénios de todos 0s

residuos de aminoacidos presentes no peptideo existente na fracdo 1B (Tabela 10).

Tabela 10 -Dados do espectro de RMN 1H, DMSO- d6, 500MHz.

Residuo H oH Residuo H oH
NH 7,34 NH 8,65
o 4,39 o 3,75
lle; B 1,84 Leu, B 1,54
vl 0,85 Y 1,41
v2 1,22 5 0,79; 0,85
NH 8,63 NH 7,60
Glys al 3,87 Sers o 4,77
o2 3,36 B 3,56; 3,75
OH 5,83
NH 8,23 NH 7,74
o 4,03 o 3,91
e, B 1,94 e, P 168
y1 0,87 y1 1,38
2 1,25:1,36 2 1,09
5 0,86 5 0,78
NH 7,71 NH 8,24
a 3,98 al 3,90
Leu;
B 1,42 Glys a2 3,32
y 1,49
01 0,79
3, 0,86
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Congregando os dados de andlise de aminoacidos, EM e RMN bidimensional foi
possivel propor que a estrutura do peptideo isolado das partes aéreas de Jatropha ribifolia
possui uma sequéncia peptidica ainda ndo descrita na literatura. A essa estrutura foi dada o
nome de ribifolina (Figura 35).

Devido a reduzida quantidade de massa do peptideo isolado o espectro de carbono e
algumas correlagfes ndo foram evidenciadas nos experimentos em 2D. Complementarmente,
sua sintese foi o recurso utilizado para comprovar a estrutura inédita proposta. Seguindo o
protocolo usual, a reacdo em fase solida foi obtida, objetivando uma maior massa da

substancia para os testes de atividade biologica.

Figura 35- Ribifolina, um novo peptideo da Jatropha ribifolia.
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Obs: setas tracejadas referem-se a coreelagdes NH-NH e setas cheias, referentes a correlagdes NH-Ha.



PINTO, M.E.F. RESULTADOS E DISCUSSAO 101

5.2.5. DINAMICA MOLECULAR (SIMULATED ANNEALING MOLECULAR DYNAMICS)

Anélise de simulages de dindmica molecular de ribifolina permititu a geracdo de
modelos multi-confémeros que puderam representar o movimento molecular e discreta
desordem para a conformacdo da molécula. Neste sentido, a dindmica estrutural de ribifolina
em coeréncia com os dados NOESY, os quais descrevem as distancias entre os prétons, pode
ser obtida. O cluster majoritario formado, ap6s a analise DM/SA possibilitou inferir que
ribifolina apresenta uma estrutura assumindo uma forma de anel torcida. Além disso, todas as
cadeias laterais de residuos de aminoacidos sdo dirigidas para o exterior e confirmam os
dados das medicGes de NOESY as quais demonstram que a maior parte dos atomos de

hidrogénio esta direcionada para o centro do peptideo ciclico (Figura 36).

Figura 36— Confémeros obtidos por SA/MD de ribifolina.
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5.3. SINTESE EM FASE SOLIDA DE RIBIFOLINA.

Foi realizada a sintese de uma cadeia linear analoga a elucidada: ILGSIILG

Utilizou-se a resina do tipo Fmoc-Gly-Wang, com grau de substituicdo de 0,55
mmol/g, o que significa que em 1 g de resina pesada haveria 421 mg de aminoacido/ peptideo
ligado. Entretanto, optamos por uma escala de 0,4 mmol/g, prevendo a obtengéo de cerca de

100 mg, uma vez que o rendimento das sinteses de peptideos ciclicos estdo por volta de 30%:

0,40 mmol x 766 (massa molar do peptideo) = 306,4 mg 30% ~92 mg

Para definir quanto da resina usar, foi realizado o simples céalculo:
0,55 mmol 1lg
0,40 mmol X
X =0,7272 g (resina)

Determinada a quantidade de resina e a escala a ser usada, a quantidade de
aminoacidos foi calculada em 0,8 mmol, visto que foi usado o excesso de aminoacidos de 2
Vezes.

Definido quanto usar de cada reagente, a sintese foi realizada de acordo com a Figura
37. Ao término da sintese da cadeia linear, o suporte sélido foi separado do peptideo por meio
de clivagem &cida, utilizando-se o acido trifluoroacético (TFA), que cliva simultaneamente a
resina e 0s protetores das cadeias laterais. A massa do peptideo linear obtido foi de 283 mg,
que corresponde a um rendimento de 92%.

Apbs a obtencdo do peptideo linear, seguiu-se a etapa de ciclizacdo da cadeia. Para
auxiliar na reacdo, foram adicionados agentes de acoplamento em excesso. Somado a isto, foi
utilizada uma soluc¢do bastante diluida. A diluicdo do meio reacional € importante para que a
ciclizacdo cabeca cauda seja a predominante, evitando que ocorram reacdes colaterais, por
meio da formacdo de dimeros, trimeros, etc.

O peptideo linear (150 mg) foi solubilizado em DMF formando uma solucgédo de 0,001
mol/L, e posteriormente adicionado uma solucdo contendo os agentes acoplantes HOB,
HBTU e DIEA. Durante o tempo de reacdo (2 h) o pH foi monitorado e mantido por volta de

9,0, pois 0 HBTU ¢ mais ativo em pH ligeiramente basico.



PINTO, M.E.F. RESULTADOS E DISCUSSAO 103

Ao término da reacdo, a solucdo foi transferida para um funil de separacdo e
solubilizada 300 mL de AcOEt e 400 mL de agua para particionamento. Apds a primeira
extracdo, fez-se cinco consecutivas extragdes da fase organica utilizando-se 200 mL de &gua
cada. Por fim, a fragdo AcOEt foi entdo concentrada e posteriormente purificada. Todo ciclo
de sintese de ribifolina esta descrito na Figura 37.

A massa de peptideo ciclico bruto obtida foi de 106,1 mg, o que corresponde a 71% de

rendimento da reagéo.

Figura 37- Sintese da cadeia linear do peptideo e cicliza¢do da cadeia.

Ser—Ille—1lle—Leu—Gly —lle —Leu - Gly
Ile Len Gly Ser Ile Ile Leu Gly

Fmoc|OH H

a)
Fmoc|

B DMF/ HBTU/ DIEA
Fmoc|OH H

2)

Fmoc

b}

a) HBTU/HOBt/DMF

b) 20% piperidinaem DMF
c) 0,5% TFA em DCM

d) HBTU/DMF 10°M

Fmoc|

FmdcOH g b)

Fmoc

FmocOH g B

a)

Gly ™ Leu
Fmoq OH H b) y

lle lle

[ l

Leu lle

Fmodq OH H

)

Fmoc

o0 OOOO%OOOOOOOi

b)

=]
-]

GlY e SeT

A Figura 38 mostra a comparacdo do perfil cromatografico dos peptideos linear e
ciclico obtidos. Pode-se observar que houve um aumento no tempo de retencdo do peptideo
ciclico em relacdo ao linear, 0 que era de se esperar, pois neste caso, a ciclizacdo diminui a
polaridade do peptideo, fazendo com que haja maior afinidade da estrutura com a fase
estacionéria - C18.
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Figura 38 - Cromatograma dos peptideos sintéticos ribifolina (preto) e seu analogo linear
(azul).

2083

Ribifolina

1504
Linear Ribifolina

. Y I

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
6 [ 10 2 i L 1@ o Ed 2 m = »

Coluna KROMASIL (250 % 4,6 mm), H,0/0,045% TFA (solvente A) e ACN/0,036% TFA (solvente B).
Gradiente linear (5 95% em 30 min), fluxo 1 mL/min e deteccdo em 220 nm.

Buscando comparar os perfil, os cromatogramas da fase acetato de etila de J. ribifolia
(rosa) e o peptideo natural isolado (azul) e o peptideo ciclico sintetizado (rosa), demonstram
claramente que todos eles possuem o mesmo tempo de retencdo em 20,8 min (Figura 39).
Com base nos dados de tempo de retencdo obtido, somado a semelhanca dos espectros de
RMN, é possivel afirmar que eles s&o 0 mesmo material (ver adendo).

Desta forma, o peptideo sintético foi utilizado para os testes bioldgicos posteriores.

Figura 39 - Cromatograma da fragdo acetato (azul) e ribifolina natural (preto).
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Coluna KROMASIL (250 x 4,6 mm), H,0/0,045% TFA (solvente A) e ACN/0,036% TFA (solvente B).
Gradiente linear (5 95% em 30 min), fluxo 1 mL/min e deteccdo em 220 nm.
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5.4. IDENTIFICACAO DO DITERPENO JATROFONA EM JATROPHA
RIBIFOLIA

A substéncia codificada como SIOH 22 foi isolada na forma de um 0Oleo esverdeado,
10,6 mg. Analisando o espectro de RMN **C- DEPT e APT (125 MHz, CDCls) (Figura 43)
foi possivel observar a presenca de 20 sinais. Destes, oito foram atribuidos a carbonos nédo
hidrogenados, cinco a carbonos metinicos, dois a carbonos metilénicos e cinco a carbonos
metilicos. O assinalamento dos carbonos em d¢c 42.4, 42,2 (CH,) sdo caracteristicos de
esqueleto carbénico de diterpenos. Os sinais em &¢ 99,7 (C), 112,3, (C), 183,1 (C), 203,7 (C),
e sdo caracteristicos de anel diidrofuranona (TAYLOR et al., 1983), e 0s sinais em d¢ 42,4,
38,3, 123,7 e 137,1 referente a anel ciclopenteno.

No espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) possivel observar dois sinais em &y 6,38
(d, J= 16Hz) e 5,93 (d, J= 16Hz), caracteristico de prétons olefinicos na conformacéao trans
(Figura 41).Cinco sinais referentes a metilas sendo eles 1,67 (s), 1,02 (d, J= 7Hz), 1,80 (d, J=
4Hz), 1,16 (s) e 1,28 (s) (Figura 42) e, ainda, um sinal em 5,73 (m) e 5,74 (m) (Figura 40)
integracdo para um hidrogénio cada, caracteristicos de hidrogénios olefinicos de sistemas
conjugados e vizinhos a metilas. Somando os dados experimentos obtidos e a comparacéo
destes com os dados da literatura (Tabela 11), permitiu-se concluir que SIOH-22 tratava-se de

um diterpeno chamado jatrofona, ja descrito na literatura para o género Jatropha.

Tabela 11- Dados de RMN *H (500 MHz) e *C(125 MHz) 1D SIOH-22 em CDCl;em
comparagdo com dados da literatura.

Scx
c 8¢ Sn
(Goulart et al., 1993)

1 42,4 1,70 (dd) 2,08 (dd) 418
2 38,3 2,85 (m) 37,7
3 147,0 5,73 (m) 146,3
4 371 - 137,7
5 123,7 5,74 (m) 123,0
6 1417 - 141,3
7 2018 0 - 201,2

8 1287 5,93 (d, J=16Hz) 128,1
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9 158,7 6,38 (d, J=16Hz) 158,6

10 365 000 - 36,1

11 41,2 2,79 (d, J=15Hz) 40,6

2,34 (d, J=15Hz)

12 1831 - 182,9

13 1123 - 111,8

14 203,77 e 203,2

15 99,7 - 99,1

16 18,9 1,02 (d, J=7Hz) 18,6

17 20,6 1,80 (s) 20,60

18 30,3 1,16 (s) 29,88

19 26,8 1,28 () 26,42

20 6,04 1,66 (s) 5,62

*Dados de °C (50,3 MHz), solvente CDCls.
Figura 40- Espectro de RMN *H obtido em 500 MHz, CDCl;. Em destaque, expansdo na
regido de 6,5-5,5ppm.
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Figura 41 - Expansdo do espectro de RMN *H obtido em 500 MHz, CDCIl; na regiéo de 3,1-
1,7 ppm.
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Figura 42- Expansio do espectro de RMN *H obtido em 500 MHz, CDCl; na regido de 1,9-
0,7 ppm.
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Figura 43- a) Espectro de RMN **C obtido em 125 MHz, b) diterpeno com assinalamentos.
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5.5. AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA

A avaliacdo da atividade antifungica foi realizada através da determinacdo das
Concentrac@es Inibitdrias Minimas (CIM) pela técnica de microdiluicdo com adaptacdes, de
acordo com os documentos M27-A e M27-A2 do CLSI - Clinical and Laboratory Standards
Institutes (antigo NCCLS). O teste consistiu em examinar 0 quanto 0S compostos eram
capazes de inibir os fungos do Candida (5 cepas) e Cryptococcus (1 cepa) para as fracoes
EEB sem a fase acetato, Fracdo acetato, peptideo ciclico e peptideo linear.

Os resultados foram negativos para os peptideos, pois a concentracdo inibitdria
minima € alta quando comparada a substancias comerciais, como por exemplo o fluconazol
(de 0,5ug/mL a 15,9ug/mL). Entretanto, a fracdo acetato mostrou-se ativa nos fungos sendo
interessante uma investigacdo mais acurada dos compostos responsaveis por essa atividade na
fracédo (Tabela 12).

Tabela 12 -Valores de CIM* para as amostras testadas contra diferentes espécies de
fungos.

woSTRAS | Gades co G T o e
EEB sem AcOEt 62,5 31,25 7,8 1,95 >250 31,25
Fr ACOEt 7,8 15,5 7,8 1,95 62,5 15,8
Peptideo ciclico 250 >250 >250 >250 >250 125
Peptideo linear 250 >250 >250 >250 >250 125
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5.6. AVALIACAO DA ATIVIDADE CITOTOXICA

Em colaboracdo com o Laboratério Nacional de Oncologia Experimental foi possivel
a realizacdo do teste de citotoxicidade para ribifolina e seu analogo linear. O estudo citotdxico
pelo método de MTT permite definir facilmente a citotoxicidade, mas ndo o mecanismo de
acdo (BERRIDGE et al., 1996). Assim, nosso objetivo foi realizar um screening inicial para
determinacdo do potencial citotoxico e antitumoral de duas amostras (peptideo ciclico e
linear). Para tanto foram utilizadas 3 linhagens de células tumorais cultivadas: MDA-MB-435
(mama - humano), HCT-8 (c6lon - humano) e SF-295 (glioblastoma — humano).

Apbs a preparagdo das placas conforme o item 4.10, as absorbancias foram lidas em
espectrofotdbmetro a 595nm. Foram consideradas ativas as amostras que apresentarem valores
de inibicdo > 75 % em pelo menos duas linhagens tumorais sdo consideradas ativas, valor
esse considerado como cut-off para o screening de novas substancias com potencial
antitumoral, o que ndo pode ser observado para as amostras peptidicas testadas. Os
experimentos foram analisados segundo porcentagem de inibicdo do crescimento celular (Gl),
média + desvio padrdo da média (SD) através do programa GraphPad Prism, resultando nos
dados da tabela 13. Analisando os dados, infere-se que nem ribifolina nem linear ribifolina
foram consideradas ativas ao teste.

Os testes de citotoxicidade para células HEK 293T também foram negativos para

ambos 0s compostos (Figura 44).

Tabela 13- Porcentagem de inibicdo do crescimento celular (GI) e a média + desvio padrdo da média
(SD) das amostras.

Amostra HCT-8 MDAMB-435 SF-295
SD SD
N° Identificacdo  GI% (média) Gl1% (média) GI1% (média)
1 Linearribifolina  24,35%  6,87% 8,93% 36,10% 4,92%

2 Ribifolina 3941%  2,79% 11,54% 33,51% 0,00%
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Figura 44 - Porcentagem de inibicdo do crescimento celular de ribifolina e linear ribifolin para células
HEX 293T. O prism graph software foi usado para as analises estatisticas.
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5.7. AVALIACAO ANTIMALARICA

Alguns orbitideos de Jatropha apresentam de moderada a forte atividade antimalarica
(SABANDAR et al., 2013), dai a importancia da sua investigacao nessa espécie.

Os testes foram realizados segundo item 4.11 sendo que apds as analises dos dados,
ribifolina (ICsp = 41.92 uM) apresentou-se moderadamente efetivo contra o Plasmodium
falciparum 3D7, e seu correspondente linear (ICso = 519 uM) demonstrou um fraco efeito em
inibir a sobrevivéncia do parasita (Figura 45). A ciclizacdo em peptideos é responsavel por
minimizar a liberdade de conformagéo o que proporciona, no geral, uma maior afinidade pelo
receptor e reducdo dos efeitos entropicos desfavoraveis e, consequentemente, atividade
biol6gica melhorada.

E interessante ressaltar que ribifolina apresentou maior atividade antimalérica que o
nonapeptideo curcaciclina B (ICsp = 10 mM) que possui similar estrutura, porém com apenas
dois residuos de diferenciacdo: prolina 4 and leucina 6 (Tabela 14). Podemos supor que o
residuo prolina adicional em curcaciclina B é prejudicial para a atividade antimalarica, em
comparacdo com ribifolina 200 vezes mais ativa. De acordo com Auvin et al. (1997), a
prolina de curcaciclina B estd na configuracdo trans, e isto pode conduzir a diferentes
dindmica estruturais em relacdo a ribifolina. Contudo, podemos afirmar que a adigédo de

prolina na estrutura de ribifolina tem uma maior influéncia sobre a perda de atividade
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antimalarica do que propriamente a abertura do anel, considerando que linear ribifolina é ~ 19

vezes mais ativo do que curcaciclina B.

Tabela 14- Orbitideos isolados de espécies de Jatropha e suas atividades antimalaricas.

Sequéncias Atividade

Espécies Compostos antimalérica  Referéncias
(Ciclo) (1Cs0, [0M])

J. ribifolia Ribifolina --11LA LGS 42
J. curcas curcaciclina B -PILLGA LGS 10000 (AUVIN et al. 1997, 1999)
J. chevalieri quevalierina A -G PI LAl M 9 (BARAGUEY et al. 1998)
J. mahafalensis  mahafaciclina A - GTl LGVF- - 16 ((BARAGUEY et al. 2000)
J. mahafalensis  mahafaciclina B - GTFFGFF- - 2 ((BARAGUEY et al. 2001)
J. pohliana pohlianina A - - YPLGVLL- 57 (AUVIN-GUETTE et al. 1999)
J. pohliana pohlianina B --YPLGLLL- 25 (AUVIN-GUETTE et al. 1999)
J. pohliana pohlianina C GGTI | FGF- - 16 (AUVIN-GUETTE et al. 1999)

Figura 45 - Atividade antimalarica de ribifolina. Curva dose-resposta de (A) ribifolina, (B) linear
ribifolina and (C) controle cloroquina. Os resultados sdo expressos em triplicata.
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5.8. SCREEN DE CICLOTIDEOS PARA O BANCO DE ESPECIES.

Nesse trabalho, também foi investigada a presenca de peptideos de 28 a 37 residuos de
aminoécidos contendo uma estrutura ciclica “Cyclic cystine knot” no banco de espécies
(Tabela 6). A investigacdo foi realizada em varias espécies e suas familias s&o demonstradas
no gréafico (Figura 46).

Figura 46— Distribui¢do dos extratos e familias botanicas investigadas.
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Foram 31 extratos avaliados, pertencente a 24 espécies 0s quais passaram,
inicialmente, por um teste de revelacdo preliminar para proteinas com G-250, resultados que
ja foram discutidos no item 5.1. Nesse topico, foi possivel determinar a presenca desses
compostos em um rapido screening atraves dos experimentos envolvendo espectrometria de

massas (MALDI), os quais foram embasados nas andlises de:

1. faixa de massa (2600-4000 Da) dos extratos C;g das espécies
2. Acréscimo de 348 Da a massa molecular de cada ion ap6s as reagdes de
reducdo e acetamidacéo (Figura 47).

Os experimentos de massas tornaram-se um método de andlise de preferéncia na

identificacdo de peptideos, porém sua aplicacdo dependera da protonacao desses, 0 que ocorre
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preferencialmente em locais basicos (Lys, Arg e His) e nos residuos N-terminais, estes
ausentes em ciclotideos. Contudo, o uso de MALDI produzindo ions com uma carga faz dessa
anélise uma forma simplificada de identificacdo. Importante citar que o material a ser usado
para esse screening podera ter sido originado do vegetal seco, fresco ou até mesmo ja extraido
com etanol, em quantidades pequenas, na ordem de miligramas. Entretanto € imprescindivel a
etapa de pré-purificacdo em Csg, conforme descrito em 4.11.1.

Na etapa 1 do screening, 0s extratos que apresentaram pico de ions na faixa
estabelecida foram classificados e encaminhados, posteriormente as reacGes de reducdo e
acetamidagéo.

Os spots dos 31 extratos correspondentes, elencados na tabela 6, foram entdo
preparados e aplicados na placa de MALDI. As analises das faixas de massas permitiram
identificar ions similares a ciclotideos em Evolvulus linarioides, nos trés 6rgaos de Hybanthus
calceolaria (sementes, folhas e caules) e nos trés 6rgdos de Beta vulgaris (bulbos, folhas e
caules) conforme os espectros (contidos nas Figuras 48-54). Essa etapa é simples, porém ja
pode identificar, mesmo que preliminarmente, essas interessantes moléculas.

Evolvulus linarioides apresentou um espectro um tanto diferenciado com valores
menores que 0s normais encontrados para peptideos dessa classe, apesar disso, optou-se por
selecionar essa espécie e seguir com a confirmacao das cisteinas através das reacdes.

Os picos promissores foram identificados e, seguiu-se com a analise das sequéncias.
Para tal, um prévio tratamento foi necessario, uma vez que ciclotideos sdo muito estaveis a
fragmentacdo por MS/MS. Somado a isto, eles possuem uma estrutura ciclica, que torna a

degradacdo de Edmam inviavel, pois o peptideo ndo possui extremidade N-terminal.

Figura 47— Representagdo da redugdo e acetamidacdo das cisteinas nos ciclotideos.

Ditiotreitol

lodoacetamida
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Assim, a reducdo e acetamidacdo dos residuos de cisteina, fortes nucleofilos, nos
permite conferir, se 0 pico em questdo trata-se ou ndo de um ciclotideo. Nesse contexto a
etapa 2 do screening das trés espécies selecionadas, foi aplicado de forma a reacionar o
peptideos nativos e checar suas massas apds as reacdes. O acréscimo de 348, referentes
acetamidacdo das 6 cisteinas, o pico seria selecionado como possivel ciclotideo.

Essa constatacdo ndo € conclusiva, uma vez que pode haver a presenca de outros
arranjos peptidicos contendo 6 ligacBes dissulfeto. A confirmacdo sé serd validada apos a
analise das disposicbes das cisteinas nos loops, que acontece ap6s o completo
sequenciamento.

Evolvulus linarioides apesar de passar na etapa 1, foi desconsiderada apds as a etapa 2.
Isto, porque o espectro do material reduzido ndo é condizente com ciclotideos. Hybanthus
calceolaria como previsto, apresentou uma grande diversidade de possiveis peptideos ciclicos
(CCK). As sementes, folhas e caules apresentaram especificidades em sua composicao, sendo
de fundamental importancia entender quais os papéis de cada ciclotideo nos diferentes 6rgaos.
Beta vulgaris, surpreendemente apresentou moléculas com reducéo para 6 e 8 cisteinas, estas
ultimas caracteristicas de defensinas. Os estudos de ciclotideos na familia Amaranthaceae sdo
inéditos, o que remete a importancia da profunda investigagdo dessa espécie.

Selecionadas as duas espécies, H. calceolaria e B. vulgaris, seguiram os estudos de

isolamento para realizacdo do sequenciamento das mini-proteinas (ciclotideos).
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5.9. CICLOTIDEOS DE HYBANTHUS CALCEOLARIA

Hybanthus calceolaria apresentou grande variedade de ciclotideos em um screening
inicial. Isso esta de acordo com os dados da literatura, nos quais ha afirmacéo de que todas
espécies da familia Violaceae sdo biossintetizadoras dessas moléculas (SIMONSEN et al.,
2005).

Assim, os extratos dos trés 6rgaos de H.calceolaria (sementes, folhas e caules) foram
analisados por HPLC analitico, semi-preparativo e preparativo na perspectiva de investigar
quais 0s picos e a faixa de eluicdo desses compostos.

Inicialmente, um perfil por HPLC analitico foi tracado para os trés extratos, em
condicBGes semelhantes a fim de compara-los e buscar entender as especificidades de cada
6rgdo. Para tanto foi utilizado um programa linear de 5-95% de B (A= agua/TFA 0,1%; B=
90% ACN/ TFA 0,08%) em 45 minutos. Os perfis demonstraram-se bem diferenciados, de tal
forma que as sementes destacaram pela maior variedade de picos, indicando maior
diversidade peptidica. Cada pico foi coletado e analisado por massas, buscando entender a
hidrofobicidade desses compostos nessa analise, para entdo prosseguir com o isolamento
(Figura 55).

As anélises de massas evidenciaram que a faixa de eluicdo desses ciclotideos foi entre
48% - 60% de B, representado na Figura 55, em destaque. Baseados nos dados de HPLC
foram desenvolvidos os protocolos de purificagdo no modo semi- e preparativo, para 0s trés
orgéos (HcA, HcB e HcC).
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Figura 55- Cromatogramas dos trés 6rgdos de H. calceolaria.

Preto: Sementes

Rosa: Folhas

Azul:Caules
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50 10,0 15,0 20,0 250 30,0 350

Programa: 5-95 em 45 min. Coluna Kromasil, C1g 5um, 250 x 4.6mm, 100A. Fluxo: 1mL/min. U.V 214 nm.
Solventes: A (H,0/0,1% TFA) e B (90% ACN/0,08% TFA).

5.9.1. ANALISE DE HCA.

7,0 mg da fracdo obtida de HcA foram purificados em HPLC semi-preparativo,
programa 5-70% B em 45 min, obtendo-se 53 fragdes. Essas fracdes foram coletadas com
base em cada pico e, posteriormente analisadas por MALDI- TOF. As fragdes foram pesadas,
porém a massa do frasco com e sem as amostras foram equivalentes. Por esse motivo, nao foi
possivel precisar nesse trabalho as massas adquiridas.

Apos a anélise por MALDI, foram verificados espectros com muitos ions, ou Seja, na
maioria dos picos os ciclotideos estdo co-eluindo. Analisar misturas de ciclotideos é uma
estratégia possivel, uma vez que se pode tracar métodos de digestdo enzimatica juntamente
com MS/MS denovo ou por comparacdo em banco de dados para elucidar a sequéncia.
Entretanto, neste trabalho foram escolhidas apenas fragfes puras para serem elucidadas.

Das 53 fracdes obtidas, seguiu-se com a analise das fracdes AFr38 (coletada entre os
minutos 34,57 e 34,82) e AFr51 (coletada entre os minutos 43,05 e 43,54) pois apresentaram

relativa pureza nos experimentos por espectrometria de massas.
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5.9.1.1. ANALISE DA FRACAO AFR38 DE HCA

O espectro de massas de AFr38 apresentou um ion com grande intensidade m/z 3171,2
(Figura 57). Seu perfil cromatogréfico exibiu-se relativamente puro (Figura 56), o que nos
motivou a seguir com os estudos de sequenciamento. As reacdes de reducdo e acetamidagéo
do composto puderam ser confirmadas com o acréscimo de 348 Da, referente as seis cisteinas
— fon m/z 3519 (Figura 58). Além disso, a digestdo enzimatica foi realizada tanto para a
enzima endoGlu-C quanto para tripsina, a fim de se obter ions, fragmentos menores para a
realizacdo do sequenciamento através de MS/MS. Essa reacdo/digestdo se prolongou por 5
horas, e as amostras AFr38 digeridas para cada enzima foram analisadas por MALDI-TOF. A
fracdo digerida com EndoGlu-C n&o apresentou o ion referente a abertura do anel, entretanto a
digestdo triptica evidenciou um intenso ion na regido de 2000-3000, no valor de m/z 2697 o
qual foi fragmentado (Figura 59).

Apbs o detalhamento dos espectros de MS/MS (Figura 60 eFigura 61), uma sequéncia
parcial foi encontrada, para o ciclotideo m/z 3171 isolado das sementes de H.calceolaria:
RCSCGIVTTICPIFVCSWCPDA, nomeado aqui como, nomeado aqui como Hyco B.

Figura 56- Cromatograma da fracdo AFr38.

] %D:0,0 %

1%C:0,0 %
] 93,9

100+ P

50+

-100

| 9096/ cN/10%H20/0.08%TFA: 31,1 %
{Flow: 1,000 mifmin

asH-——F¥Fr—"—7r—+—"—T" 7+ "7 [T
8,3 10,0 12,0 14,0 16,0 18,0 20,0 22,0 240 26,0 28,1

Programa: 5-100 em 30 min. Coluna Kromasil, C15 5um, 250 x 4.6mm, 100A. Fluxo: 1mL/min. U.V 214 nm.
Solventes: A (H,0/0,1% TFA) e B (90% ACN/0,08% TFA).



(z/ w) ssey

009¢ Ow,Nm cw,mN ov,wN ON,mN Onémv
m.ym Toc @.vhﬁm‘lr £790e ot
] 9'0LTE
L OEVE] [ oc
1'8eve - o
~ o
~ 0S W
=
= 09
= 0L
- 08
- 06
0'8STE L
8'6TSE 00T
'g€14V eplznpal ogdeu) ep sessew ap 0119ads3 -8G eanbi4
(z/ w) ssenw
0Qov oqLe oqre 0gsz 09z
ZTOSE T90vE zl1ee Toure g/v8C T1./Z 671692
ot
zc
- 0c
TS.LTE
- 0g
- ov
- 0S W
=
09
ZELTE] Los
26919
08
~ 06
e Z1LTE T

0ySsSNasIa 3 sodv.iins3yd

"'g€I4V BAlleU oedely ep sessew ap 0410ads3 -/G eanbi4

‘43’ ‘OLNId

9¢1



(z/w) ssew

D-mmN 80852 9°'TTEZT l,_ v Zv oz 2 E€LLT D.VOMH
- 2915¢ v N
8°G z Ho J€2 [TL . oioz mov Hod wmmma i .
T 912 Oevet 62841 mmm o
z mb\ g 9e5T
n— oz
@]
o€
0°0£0Z
ov
M s
€'9093 vs =
09 m.
16693
oL
08
06
T oot
0582 8 70GT 9.1ua OpIBal ep Oesuedx3 "gEId\ OBIRLY B /69Z Z/W UO) 0P SIN/SIA -09 BAnBI4
(z/w) ssenw
0'GISY 8 TI8E 9'80T€ v’ so0ve czoLT o.,mom
L6V8E  gogrd E6VBZ | oood | Evive Tilez T'v66T gsosr  sesst o] 9'6LTT]  1°500T
9'99TT L o1
£20.4 roz
r o€
rov
<
ros 3
Q
@
Lo =
R
£1697
r 08
r 06
v+3€°¢C ~ 00T

0ySsSNasIa 3 sodv.iins3yd

“euisdil] ewizu3g ‘gei4V epliabip a epejinbje ‘epiznpal oedely ep sessew ap 04109ds3 -G vAnbI4

‘43’ ‘OLNId

LT1



(z/w)ssen
09T 8821 0L6 289 VEE b
1 r.n LA e LT P R, e TR AT T R e P TPy P i T T g - 4 S e d T : "
Ndov 10 [ it 14 At TYIHPRR | Tzl VL ! tkez Tt om_wmm
%) 1oL [

ees e ||ddko zHss
2285 z'TLE oot oz

12Tl oe
9 0 oy

0S

09

A1is w3y ul %

TGLT

0] oL

VT 08

il 06

00T

"009T @ 9T a43ud ogibal ep ogsuedx3 '8gi4V 0BdRlY BP /69Z Z/W U0} OP SIA/SIA -T9 eanbi

0ySsSNasIa 3 sodv.iins3yd ‘43’ ‘OLNId

8¢l



PINTO, M.E.F. RESULTADOS E DISCUSSAO 129

5.9.1.2. ANALISE DA FRACAO AFR51 DE HCA.

O espectro de massas da fracdo AFr51 apresentou um ion com relativa pureza e
intensidade m/z 3030,4 (Figura 63). Além disso, por HPLC seu perfil demonstrou-se
relativamente puro (Figura 62). A reducdo e acetamidacdo do composto foi confirmada com o

acréscimo de 348 Da, referente as seis cisteinas —ion m/z 3378 (Figura 64).

A digestdo enzimaética foi realizada com o uso de associa¢do de enzimas: endoGlu-C,
tripsina e quimiotripsina a fim de se obter ions, partes do ciclotideo os quais orientassem a
realizacdo do sequenciamento através de MS/MS. Essa reacdo/digestdo se prolongou por 5
horas, e as amostras AFr51 digeridas para cada enzima foram analisadas por MALDI. A
fracdo digerida com EndoGlu-C apresentou, um ion m/z 3396 (Figura 65) referente a abertura
do anel. Esse ion foi fragmentado por MS/MS, conforme a Figura 66, 67 e 68. Dessas analises
foi possivel extrair informacgdes sobre os ions —b e —y da sequéncia. Para melhor ilustrar a
elucidacdo do composto sdo apresentadas fragmentacdes indicadas pelas cores cinza
(sequéncia de ions y) e azul (ions -b).

A digestdo com tripsina originou os ions m/z 3396 e 2858 (Figura 69). O ion m/z 2858
foi analisado e demonstrou ser 0 mesmo ion que esta contido no espectro MS/MS do ion m/z
3396. Isso infere que o ion menor nédo foi originado de uma clivagem enzimatica. Além disso,
os fragmentos gerados da andlise do ion m/z 3396 de tripsina permitiu identificar apenas os
fragmentos —y, uma vez que ndo a intensidade dos ions —b gerados foram muito baixa (Figura
70, 71 e 72).

A enzima quimiotripsina foi usada para diferenciar aminoacidos, a exemplo de leucina
e isoleucina. Em uma digestdo desse tipo, aminoacidos aromaticos séo clivados e, também os
aminoéacidos apolares metionina e leucina, contanto que nao estejam ao lado de prolina. Na
digestdo do ciclotideo AFr51 com quimiotripsina, foram observados os ion m/z 3396 e 2413
(Figura 73). Ambos foram fragmentados, sendo o ion m/z 2413 gerado da digestéo/ clivagem
dos aminoacidos aromaticos Y e F presentes na cadeia. Para este ion, a sequéncia observada
foi: KDKCSCGIVATICPI (Figura 76 e 77). O fragmento caracteristico da clivagem leucina
deveria ser observado, entretanto ao checar regides baixas do espectro, os ions carcateristicos
dessa quebra ndo foram identificados. Para o ion m/z 3396, foi observada uma clivagem
incompleta, na qual apenas um de seus aminoacidos aromaticos clivou, mesmo havendo 2 na
estrutura. Os aminoacidos obtidos dessa analise foram: KDKVCYDSIPCGESCVF (Figura 74
e 75).
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De todos os espectros MS/MS obtidos foram encontrados os ions —b e =y 0 0s quais
possibilitaram elucidacéo da cadeia: CVYDSIPCGESCVFIPCITAVIGCSCKDK.

Diante da proposicdo apresentada para a quebra das leucinas por quimiotripsina, foi
possivel estabelecer os residuos de isoleucina (em verde), pois ndo apresentaram formacéo
dos fragmentos para as trés partes do peptideo em destaque (azul, cinza e rosa)
SIPCGESCVFIPCITAVIGESCKDRVEYD. J4 os residuos em vermelho, ndo foram
comprovados, pois estédo ao lado de prolina, logo a proposta apresentada, da presenca das duas
isoleucinas, é embasada na homologia dos ciclotideos.

Contudo, foi possivel elucidar a estrutura do ciclotideo m/z 3030, nomeado Hyco A,
isolado das sementes de H.calceolaria (Figura 78).
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Figura 62- Cromatograma da fracdo AFr51.

WA WVL 214 hm

19%D- 0,0 %
20+ %C: 0,0 %
] 93,9
1004 LT
1204
_140-] 9096ACN/10%H20/0.08%TFA: 31,1 %
7 Flow: 1,000 ml/min
T S —. 1 [
8.3 10,0 12,0 14,0 16,0 18.0 20,0 22.0 240 26,0 281

Programa: 5-100 em 30 min. Coluna Kromasil, C15 5um, 250 x 4.6mm, 100A. Fluxo: 1mL/min. U.V 214 nm.
Solventes: A (H,0/0,1% TFA) e B (90% ACN/0,08% TFA).
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Figura 78 —Hyco A, evidenciando os loops e a esrutura CCK e a estrutura tridimensional.

Loop6

Loop3

Observagéo: 3D construido em Pymol. Em destaque amarelo, as pontes dissulfeto.

Figura 79 — Alinhamento de sequéncias integras e parciais de ciclotideos de Hybanthus.

Hyco_A - - SIPCGESCVFIIPC- | TAVI GCSC— KDKVCY- N
Hyfl _B GSPI QCAETCFI GKC- YTEELGCTC- - TAFLCIVKN
Hyfl _C GSPRQCAETCFI GKC- YTEELGCTC- - TAFLCWKN
Hyfl _D - GSVPCGESCVYI PC- FTG AGCSC- - KSKVCYYN
Hyfl _P - GSVPCGESCVW PC- | SG AGCSC- - KNKVCYLN
Hyfl _I - - G PCGESCVFI PC- | SGVI GCSC- - KSKVCYRN
Hyfl _A - - SI SCGESCVYI PCTVTALVGCTC- - KDKVCYLN
Hyfl _K - - GTPCGESCVYI PC- FTAVWGCTC- - KDKVCYLN
Hyfl _L - - GTPCAESCVYLPC- FTGVI GCTC- - KDKVCYLN
Hyfl _F - - SI SCGETCTTENG- - - W PNCKCNHHDKVCYWN
Hyfl _J - - G ACGESCAYFCC- - - W PGCSC- - RNKVCYFN
Hyfl _E - GEl PCGESCVYLPC- - - FLPNCYC- - RNHVCYLN
Hyfl _M - GNI PCGESCI FFPC- - - FNPGCSC- - KDNLCYYN
Hyco_B__partial _ --| FVCSE- CPDYR-------- CSCd VTTI CP- -

Hyro B partial _ ----- CGETCVTGT- - - CYTPGCAC- - DWPVCKRD
Hyro B partial _ ----- CGETCVTGT- - - CYTPGCAC- - DWPVCKRD
Hyca_ A partial _ ----- CGETCVVDTR- - CYTKKCSC- - AWPVCVRN
Hyen_B partial _ ----- CGETCKVTKR- - CSGQGCSC- LKGRSCYD-

Hyst A partial _ ----- CGETCI WERC- YSENI GCHC- - GFQ CTLN
Hymo_A partial _ ----- CCETCLFI PC- | FSVWGCSC- - SSKVCYRN
Hyve_A partial _ ----- CCGETCLFI PC- LTSVFGCSC- - KNRGCYKI

Hyde_ A partial _ --------- CVW PC- | SAAI GCSC- - KSKVCYRN
Hyen_A partial _ ----- CGESCVYI PCTVTALLGCSC- - KDKVCYKN
Hyfl _H partial _ ----- CAETCI Yl PC- FTEAVGCKC- - KDKVCYKN
Hyep_ B partial _ ----- CGETC! YI PC- FTEAVGCKC- - KDKVCYKN
Hyfl _N_ partial _  ----- CGETCVI LPC- | SAALGCSC- - KDTVCYKN
Hyfl _O partial _ ----- CGETCVI FPC- | SAAFGCSC- - KDTVCYKN
Hyfl G partial _ ----- CAETCWVLPC- - FI VPGCSC- - KSSVCYFN
Hyep_A partial _ ----- CGETCWVLPC- - FI VPGCSC- - KSSVCYFN

Observacéo: Os residuos em verde ndo foram confirmados.

29
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31
30
30
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28
29
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27
27
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27
27
27
26
26
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5.9.2. ANALISES DE HCB E HCC

11,5 mg da fragdo Cig obtida de HcB foram cromatografados em HPLC semi-
preparativo, programa 30-80% B em 135 min, obtendo-se 40 fragdes, coletadas a cada 2
minutos. As fracdes foram, posteriormente, analisadas por MALDI.

12,8 mg da fragdo C;g obtida de HcB foram cromatografados em HPLC semi-
preparativo, programa 30-80% B em 135 min, obtendo-se atmbém 40 fracbes, coletadas a
cada 2 minutos. As 80 fragdes foram, posteriormente, analisadas por MALDI.

As fracbes mais puras foram liofilizadas e encaminhadas para as reacdes de reducéo,
acetamidacdo e digestdo. Entretanto, até 0 momento as andlises de ambos os 6rgdos nao
resultaram no sequenciamento de seus ciclotideos. Isso porque, a massa necessaria de
ciclotideo para o sequenciamento ndo tem sido alcancada. Algumas repeticbes foram
realizadas, com aumento da massa, porém sem sucesso.

Mesmo diante do ndo sequenciamento, foi possivel identificar algumas especificidades
na producdo de diferentes ciclotideos em cada 6rgdo, considerando tempo de eluicdo e

massas. Esses dados serdo descritos na se¢do 5.9.3.

5.9.3. COMPARACAO DO CONTEUDO DE CICLOTIDEO ENTRE 0S ORGAOS DE
H. CALCEOLARIA.

Entender a diversidade quimica dos 6rgdos no vegetal direciona o entendimento dos
possiveis papéis que esses possam estar desempenhando na planta. Alguns estudos tem
buscado entender como esses se diferenciam na producdo de ciclotideo. Por exemplo, Trabi &
Craik em 2004, analisaram diferentes partes morfol6gicas de planta Viola hederaceae (flores,
raizes, bulbos, folhas, peciolos,), e notaram uma significativa diferenca no perfil de expressédo
de ciclotideos para cada parte da planta, indicando a existéncia de peptideos que sdo expressos
em tecidos especificos como a Vhrl, que foi observada somente em amostra da raiz de V.
hederaceae, e ciclotideos que s&o expressos em diferentes morfologias da planta como a
Kalata B1 e a Varv peptide A que foram encontradas em extratos de folha, flor e raiz (CRAIK
et al.,, 1999; TRABI; CRAIK, 2004 apud PINTO, 2010). Adicionalmente, Chen e

colaboradores encontraram nessa mesma espécie outro ciclotideo de expressdo em tecidos
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especificos, a Cicloviolacina H4, expressa apenas em raizes e bulbos de V. Hedaraceae
(CHEN et al., 2005).

Nessa direcdo, buscou-se entender quais as expressdes de ciclotideos nos diferentes
0rgdos de H.calceolaria. Para tanto foram tracado os perfis em cromatografia reversa,
utilizando para os trés tecidos as mesmas condi¢cdes de analises. No entanto, as amostras
foram injetadas nas concentragdes HcA (10 mg/mL), HcB (33,3 mg/mL) e HcC (33,3
mg/mL), em um volume de 30, 20 e 20 uL, respectivamente. A figura 80 descreve os perfis
de eluicdo dos ciclotideos para as trés fracdes, no tempo de 16 a 35 min usando um gradiente
5-95% em 45 min. Essa janela de eluicdo dos ciclotideos de Hybanthus calceolaria foi
estabelecida com base em experimentos de massas.

A comparacdo cromatografica dos picos majoritarios evidencia que ha intersecdes
entre eles demosntrando, a priori, ciclotideos similares (em amarelo, Figura 80). No geral, 0s
trés oOrgdos apresentaram ter um perfil diferencidvel, sendo possivel tracar marcadores -
ciclotideos expressos apenas em um dos d6rgdos. Ainda sobre a Figura 80, sdo demonstrados
colunas laranja para ciclotideos presentes apenas em HcC e coluna roxa para HcB.

A analise da eluicdo das sementes - fracdo HCA - evidenciou expressar um maior
contetdo de ciclotideos em massa. As colunas em verde mostram os tempos de elui¢do dos
ciclotideos elucidados Hyco B e A, da esquerda para direita. Esses podem ser claramente

atribuidos como peptideos unicamente presentes nas sementes, nessa comparagao.

Figura 80- Comparacdo dos cromatograma das fracdes HCA, HcB e HcC.

JmAL WWVL214 nm|
4 %D: 0,0 %

1 %C: 0,0 %
1.2004

], .
1.000!" ) T

200-| T
1 90%6AcN/10%H20/0 08% TFA: 37.0 %

T Flow: 1,000 ml/min

20 min|
- ——Y—Y—————F———F—————7————r—— [+
16,0 18,0 20,0 22,0 24.0 26,0 28,0 30,0 32,0 35,0

Programa: 5-95 em 45 min. Coluna Kromasil, C1g 5um, 250 x 4.6mm, 100A. Fluxo: 1mL/min. U.V 214 nm.
Solventes: A (H,0/0,1% TFA) e B (90% ACN/0,08% TFA). Linha preta: sementes,linha azul: folhas e linha
rosa: caules.
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Para maior compreensdo da natureza desses ciclotideos, cada pico foi coletado e
analisado por MALDI. As coletas foram realizadas por um coletor acoplado ao cromatografo,
de forma que a medida que o pico eluia, 0 comando para troca de tubo era dado. Isso
possibilitou precisar o tempo da mudanca do tubo, estabelencendo o tempo de retengéo (RT)
e, apos checagem das massas, a massa correspondente. Nas Tabela 15, TABELA 16 e TABELA
17 séo elencados os tempos de retencdo e as massas por pico. Os resultados tabelados
evidenciam que ciclotideos de sementes sdo mais lipofilicos que folhas e caules, pois eluem
na faixa de 20-30 minutos, cerca de 45-65% de solvente B.

Examinando a Figura 81, podemos constatar que a fracdo HCA possui menor
complexidade, permitindo isolar seus ciclotideos quase puros ou, em mistura com peptideos.
As fragBes HcB e HcC se apresentaram mais complexas, com varios ciclotideos co-eluindo
entre si (Figura 78 e 83) e ainda, intensidades muito baixas na analises por massas. Somando
as informacdes dos perfis de HPLC, pode-se inferir que a fracdo HCA maior concentracdo de
ciclotideos, porém menor diversidade.

Contudo, subtrae-se desse estudo que a analise dos tecidos de Hybanthus calceolaria
permite tracar diferentes perfis para cada tecido, apresentando picos especificos (marcadores)

para cada 6rgdo, como se segue nas tabelas 15-17.

Figura 81— Grafico relacionando os tempos de retencédo e os ions dos picos de HCA.
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Tabela 15 — Massas e tempos de retencdo das fracdes de HcA.

RT Fracgdes Massas (m/z)
20,53 31 3134.5 3315 3380 -
20,73 32 - - - -
20,99 33 3334 3398 - -
21,13 34 - - - -
21,33 35 - - - -
21,54 36 3368 3427 - -
21,78 37 - - - -
22,05 38 - - - -
22,35 39 - - - -
22,60 40 3024 3165 3342 3405
22,76 41 - - - -
23,12 42 - - - -
23,48 43 - - - -
23,89 44 3207 - - -
24,23 45 - - - -
24,43 46 - - - -
24,66 47 3171 3174 - -
25,03 48 - - - -
25,36 49 - - - -
25,56 50 - - - -
26,64 51 - - - -
27,08 52 3154 3171 - -
27,34 53 3154 3171 - -
27,61 54 - - - -
27,89 55 - - - -
28,08 56 - - - -
28,43 57 3030 3068 - -
28,81 58 - - - -
29,16 59 - - - -
30,33 60 3051 3067 - -
30,74 61 3030 - - -

32,70
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Tabela 16— Massas e tempos de retengéo das fragbes de HcB.

RT  Fracdo Massa
16.13 1 - - - - - - - -
16.47 2 - - - - - - - -
16.77 3 - - - - - - - -
17.19 4 2488 28704 30332 - - - - -
17.49 5 - - 30332 - - - - -
17.94 6 - - - - - - - -
18.10 7 - - - - - - - -
18.29 8 - - - - - - - -
18.54 9 - - - - - - - -
18.69 10 - - - - - - - -
18.92 11 - - - - - - - -
19.09 12 - - 3087,3 - - - - -
19.31 13 - - - - - - - -
19.50 14 - - - - - - - -
19.71 15 - - - - - - - -
19.96 16 - - - - - - - -
20.21 17 31035 32894 39694 - - - - -
20.47 18 3092,2 34933 - - - - - -
20.71 19 3090,6 - - - - - - -
20.96 20 25685 30915 3478,9 43586 - - - -
21.17 21 - - - - - - - -
21.32 22 - - - - - - - -
21.44 23 - - - - - - - -
21.74 24 31954 3362,1 35828 - - - - -
21.94 25 3160,3 31785 - - - - - -
22.31 26 - - - - - - - -
22.77 27 3162,4 31944 31664 31774 32173 - - -
23.36 28 3118,6 31422 31615 31665 31774 - - -
23.95 29 31884 3203,4 32684 3351,2 3559,4 3576,7 - -
24.34 30 3132,5 3162,4 31795 3553,8 3581,8 - -

24.69
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Tabela 17 —Massas e tempos de retencdo das fracdes de HcC.

RESULTADOS E DISCUSSAO

RT Fracéo
14,34 1
14,94 2
15,09 3

15,5 4
15,75 5
15,89 6
16,16 7
16.25 8
16.44 9
16.66 10
16.79 11
16,98 12
17,22 13
17,32 14
17,43 15
1769 16
17.86 17

18,1 18
18,25 19
18,38 20
1854 21

18,7 22
18,92 23
19,17 24
19,33 25
1959 26
19,82 27
19,99 28
20,22 29
20,54 30
20,68 31
21,08 32
21,32 33
21,67 34
2253 35
23,06 36
2339 37
23,69 38

24 39

24,32

N
o

2218,1
2565,8

2218,1

Massas

2562,5 2111,4 2478,9

3307,2
3074,6
3071,6
3163,5
3190,9
3177,4
3177,4
3148,5
3148,5
3293,2
3160,5
3163,5
3146,5
3146,5
3145,6
3166,2

32094
42515
3045,7
31754
3310,2

3177,4
3177,4

3278,2
31343
3307,3
3204,4
3580,8
32254

3262,3 3281,3 3308,6

3226,4

3426,1 3550,9 3577,8

146



PINTO, M.E.F.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Figura 82— Grafico relacionando os tempos de retencédo e os ions dos picos de HcB.
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Figura 83— Gréfico relacionando os tempos de retengdo e os ions dos picos de HcC.
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5.9.4. PURIFICACAO DA FRACAO BVA - BETA VULGARIS

O screening para ciclotideos confirmou que essa espécie possui compostos peptidicos
com seis cisteinas, em seus trés orgdos. Esses resultados possibilitaram selecionar essa
espécie e continuar com o estudo de seus bulbos (BvA).Assim, a fracdo Cig foi injetada em
HPLC preparativo nas mesmas condicdes as fragdes de Hybanthus (item 4.11.4) obtendo-se
desta eluicdo 29 fracOes, coletadas manualmente. A coleta foi performada no intuito de se
coletar os picos individualmente (Figura 84). Todas as fracGes foram analisadas por HPLC e
MALDI para constatar o quéo puro as fracdes se apresentavam.

Entretanto, por meio dos resultados alcangados na sec¢do 5.8, houve interesse na coleta
do pico m/z 3562, o qual foi o Unico pico que reduziu 6 cisteinas. Assim, apos checar as 29
fracOes por massas, a fracdo 15 (Bval5s) foi identificada com aquela que continha o peptideo
de interesse.

O cromatograma analitico da fracdo apresenta um perfil com relativa pureza e, apesar
da existéncia de trés compostos co-eluindo, podemos inferir que 0s mesmo nao atrapalharam
na analise e sequenciamento. O composto eluindo em 18,87 trata-se de um peptideo de massa
m/z 3562 que apods reducdo e acetamidacdo, apresentou um acrescimo de 348 Da, em sua
estrutura (Figura 84 e 86).

Figura 84— Cromatograma da fracdo BVA.
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Programa: 5-95 em 45 min. Coluna Kromasil, C15 5um, 250 x 4.6mm, 100A. Fluxo: 1mL/min. U.V 214 nm.
Solventes: A (H,0/0,1% TFA) e B (90% ACN/0,08% TFA).
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Figura 85 — Cromatograma da fracdo Bvals.
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Programa: 5-95 em 45 min. Coluna Kromasil, C1s 5um, 250 x 4.6mm, 100A. Fluxo: 1mL/min. U.V 214 nm.
Solventes: A (H,0/0,1% TFA) e B (90% ACN/0,08% TFA).

Para 0 sequenciamento utilizou-se novamente a digestdo enzimatica com 0 uso de
associacdo de enzimas: endoGlu-C e tripsina, a fim de se obter ions - partes do peptideo — e,
enfim fragmanenta-los por MS/MS. Essa reacdo/digestdo se prolongou por 5 horas, e as
amostras digeridas para cada enzima foram analisadas por MALDI. A fragcdo 15 digerida com
EndoGlu-C apresentou um ion m/z 3910,9 (Figura 84), o que evidencia o ndo acréscimo de
18u, ou seja, a estrutura trata-se em um peptideo linear. Este ion corresponde a incompleta
digestdo com a endoprotease. Este, por sua vez, foi fragmentado por MS/MS, conforme a
Figura 84. Além disso, 0s ions m/z 2480, 2 e 2423,2 puderam ser identificados como partes
menores da digestdo em questdo (Figura 90).

A digestdo com tripsina originou os ions m/z 3320,6 (Figura 84), e seus fragmentos
estdo elencados na Figura 84.

A andlise de todos os espectros MS/MS permitiu chegar a uma estrutura diferenciada
dos ciclotideos. Apesar de apresentar seis cisteinas igualmente aos peptideos CCK, o peptideo
m/z 3562 ndo é ciclico e com a disposicdo das cisteinas diferenciada dos ciclotideos.
Entretanto, é similar ao peptideo 1WF4 isolado de Beta vulgaris (NIELSON et al., 1996).
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Assim, a estrutura parcial proposta foi:
KSWRNCSNIA*GKCCSNSCVPHKWICIEG.

A parte verde ilustra a cadeia confirmada por ambas enzimas (tripsina e endoprotease
Glu-C) e os demais residuos necessitam de maior investigacdo para sua comprovagdo. Uma
alternativa o uso de amostras digeridas em equipamentos com recurso de predicdo de
sequéncia online.

Diante dos preliminares resultados, a estrutura do peptideo contido em BvAl5
necessita de novos estudos com inclusdo de outras enzimas para determinacdo da estrutura

completa. Ainda, pode-se determinar que o peptideo em questdo nado se trata de um ciclotideo.

Tabela 18— Sequéncias parciais obtidos para o peptideo pertencente a Bvalbs.

Sequéncias Enzimas fons

* SWRNCSNI A* * KCCSNSCVPHKW Cl EG EndoGlu-C 3910

Rk KKk kKK x % CCSNSCVPHKW Cl EG EndoGlu-C 2480

* kxS ok k% ko x KCCSNSCVPHKW Cl EG EndoGlu-C 2423

KSVRNCSNI A* * KCCSNSCVPHK* * * * * * Tripsina 3320
KSVRNCSNI AGF K* * * * CCSNS* * CVPHKW Cl EG Sequencia parcial

obtida
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CONCLUSOES

A avaliacdo de peptideos ciclicos (orbitideos) em 24 espécies (Tabela 6, item 4)
através de métodos de revelacdo com os reveladores ninidrina e clorox, permitiu a selecéo das
espécies: Erytroxylum caatinga, Rolinia leptopetala, Erytroxylum revolutum e Jatropha
ribifolia, como possiveis biossintetizadoras de peptideos ciclicos. Entretanto, apenas a espécie

Jatropha ribifolia foi selecionada para os procedimentos de isolamento.

Os métodos de extracdo e purificagdo voltados a orbitideos permitiram isolar um
octapeptideo de J. ribifolia nomeado ribifolina, o qual foi caracterizado por anélises de
massas, aminoacidos e ressonancia magnética nuclear. Sua estrutura demonstrou ser similar a
um anel torcido, com base em dados de NOESY e dindmica molecular. A estrutura de
ribifolina, c(ILGSIILG) evidenciou aminoacidos essencialmente lipofilicos, com a ressalva da
serina. Esta estrutura e seu analogo linear foram sintetizados por sintese em fase sélida para a
realizacdo das avaliagOes bioldgicas: antifungica, citotoxica e antimalarica. Dentre as trés
atividades analisadas, ribifolina apresentou moderada atividade apenas contra o parasita
Plasmodium falciparium 3D7. Em comparacdo ao seu analogo linear, ribifolina demonstrou-

se 200 vezes mais ativa, 0 que evidencia a importancia da ciclizacdo desses compostos.

Paralelamente, na tentativa do re-isolamento de ribifolina, um diterpeno tem sido
isolado do extrato etandlico de J. ribifolia. Apos as analises por ressonancia magneética
nuclear *H e *3C, foi determinada uma estrutura como sendo jatrofona, um diterpeno comum

no género Jatropha, porém descrito aqui pela primeira vez nesta espécie.

O estudo de triagem ciclotideos usando revelador (Tabela 6), permitiu indicar 14
espécies contendo mini-proteinas. Um estudo mais aprofundado utilizando a metodologia
especifica para extracdo e analise de ciclotideos permitiu propor picos referentes a ciclotideos

nas espécies Hybanthus calceolaria e Beta vulgaris.

Os trés 6rgdos de Hybanthus (sementes, folhas e caules) apresentaram ciclotideos,
confirmados pelas reacdes de reducdo/acetamidacdo e digestdo. As sementes apresentaram

maior concentracdo desses, quando comparados a folhas e caules.
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A fracdo “rica em ciclotideos’ oriunda das sementes (HcA) foi purificada por
cromatografia em fase sélida (HPLC, semipreparativa) permitindo o isolamento dos

ciclotideos HycoA e Hyco B.

HycoA foi identificado como um ciclotideo da familia bracelete, possuindo 29 residuos

de aminoéacidos, o que representa uma massas molecular de 3030 kDa.

HycoB, massa molecular m/z 3171, foi elucidado parcialmente, chegando-se a apenas

22 residuos de sua estrutura.

Os resultados para Beta vulgaris apontaram que esta espécie € rica em peptideos com
trés e quatro pontes dissulfeto intermoleculares. Bulbo, semente e caule apresentaram ions

caracteristicos de ciclotideos e defensinas.

O bulbo de B. vulgaris foi avaliado permitindo o isolamento e identificacdo da
defensina m/z 3562, sequéncia KSWRNCSNIA*GKCCSNSCVPHKWICIEG, linear com trés
pontes dissulfeto. Esse estudo, apesar de ser negativo para ciclotideos nos fornece um

interessante caminho na busca por peptideos do tipo defensinas.
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ANEXOS I. RIBIFOLINA NATURAL

Meri 1B 19,04/10

Pulse Sequence: s2pul

Solvent: DMSO
Temp. 28.0 C s 301.1 K
INOVA-500 "multigs"

Relax. delay 0.904 sec

Pulse 45.0 degrees

Acq. time 4.096 sec

Width 7490.6 Hz

128 repetitions
0BSERVE H1, 499.3589100 MHz
DATA PROCESSING
FT size 65536
Total time 10 min, 41 sec

Espectro de RMN "H obtido em 500 MHZ, DMSO

3.335
3320

3.360
346

fa.
s

2.502
2.499
2..485
2.491

\_3.306

A:

299
3.279

2.488

X

0.883
0.878

/s

0.870
865
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ANEXOS II. RIBIFOLINA SINTETICA

Espectro de RMN *H obtido em 500 MHZ, DMSO
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Meri Emili amostra 18 sintese 14/06/2011

Pulse Sequence: s2pul

Solvent: DMSO
Temp. 28.0 C , 301.1 K
INOVA-500 "multigs5"

Relax. delay 0.904 sec

Pulse 45.0 degrees

Acq. time 4.096 sec

Width 8000.0 Hz

32 repetitions

OBSERVE H1, 499.3093987 MHz
DATA PROCESSING

FT size 65536

Total time 2 min, 40 sec
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