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Resumo

As atividades descritas no presente relatorio referem-se ao estdgio pos-doutoral

realizado de 01 de margo de 2024 a 01 de marco de 2025, no Instituto de Quimica da
Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho — Campus Araraquara.
Foi realizada a investigacdo da presenca de peptideos ciclicos em espécies das familias
Fabaceae (oito espécies), Euphorbiaceae (duas espécies) nativas da regido dos Campos
Gerais, Parana. Nao foram detectados peptideos ciclicos nas espécies estudadas. Todavia,
por se tratar de uma classe de metabolitos pouco explorada, a investigacdo dessas
substancias deve ser continuada.

O perfil quimico dos extratos estudados foi avaliado por metabolémica baseada
em espectrometria de massas, a partir da constru¢do de redes moleculares no site do
GNPS. Os estudos de desreplicagdo permitiram anotar, de forma geral, flavonoides de
diferentes classes.

A avaliagdo da atividade tripanocida e citotdoxica dos extratos analisados foi
realizada em parceria com outros grupos de pesquisa. As amostras nao foram ativas contra
formas epimastigostas de 7. cruzi, tampouco contra as amostras de linhagens tumorais
avaliadas. Contudo, a baixa toxicidade dos extratos estimula a continuidade de estudos
contra formas amastigotas intracelulares de 7. cruzi.

Dados parciais obtidos nessa pesquisa foram apresentados no V Latin American
Metabolic Profiling Society Meeting, em Montevidéu, Uruguai. Além disso, o primeiro
artigo referente aos primeiros resultados alcangados foi submetido na revista Quimica
Nova. Outras atividades foram realizadas, incluindo a participacdo na organizagdo do
Workshop INCT-BioNat- Reunido de Avaliagcdo do Programa INCT-BioNat 2024,
realizada em . Araraquara, e a participacdo no "First InCoffee: Fermentation, Sensory and
Metabolomics”, na mesma cidade. O conhecimento adquirido durante esse estagio e
estabelecimento de parceria entre o grupo de pesquisa da pos-doutoranda (QUIMIONAT)
e o grupo onde o estagio foi realizado (NuBBE) foi a mola mestra para a implantagao de
nova linha de pesquisa no QUIMIONAT, relacionada a investigagcdo de peptideos ciclicos

na flora brasileira, ainda pouco explorada no cenario nacional, bem como os estudos de



desreplicacao de extratos baseados na constru¢do de redes moleculares, que otimizam
tempo e custo de andlises em estudos fitoquimicos.

1. INTRODUCAO

Extratos vegetais sdo constituidos de uma mistura complexa de compostos de
grande variedade estrutural, incluindo terpenos, alcaloides e flavonoides, estando
relacionados a interacdo da planta com o ambiente, em resposta a fatores bidticos e
abidticos (Erb & Kleibenstein, 2020). Além dessas substancias, podem-se encontrar os
peptideos ciclicos, dos quais alguns sao de ocorréncia exclusiva em plantas. Esses sao
agrupados em trés classes — orbitideos, peptideos derivados de girassol e ciclotideos
(Ramalho ef al., 2018). A peculiaridade estrutural desses compostos lhes confere alta
resisténcia a degradagdo quimica, térmica ou enzimatica (Pinto et al., 2021). Trata-se de
uma classe de metabolitos pouco explorada, mas com grande potencial bioativo, com
destaque para as atividades antimicrobiana, anti-HIV, antimalarica, antitumoral (Craik et
al., 2018), entre outras.

Os peptideos ciclicos estdo presentes em espécies das familias Euphorbiaceae,
Verbenaceae, Lamiaceae ¢ Fabaceae (Ramalho et al., 2018; Pinto ef al., 2021). Como
exemplo, o orbitideo ribifolina foi isolado de Jatropha ribifolia (Euphorbiaceae), cujas
sementes sao utilizadas para produgdo de dleo e para aplicagdes de uso veterinario (Pinto
et al., 2015). Queiroz et al. (2024) reportaram o isolamento de orbitideos do latex de
Croton campanulatus (Euphorbiaceae), com sequenciamento diferente dos demais ja
observados para plantas desse género. De Clitorea ternatea (Fabaceae) , foram isolados
cliotideos T1 e T2, que foram citotoxicos frente a células HeLa (Nguyen, 2011).

Um levantamento floristico das espécies presentes no campus Uvaranas da
Universidade Estadual de Ponta Grossa, em Ponta Grossa, Parand reporta a ocorréncia de
plantas nativas da regido que sdo possiveis fonte desses metabolitos, tais como
Gymnanthes klotzschiana, Sapium glandulosum (Euphorbiaceae), além de espécies dos
géneros Calliandra e Senna (Fabaceae), entre outras (Iarmul et al., 2021). Contudo, até o
presente momento, ndo foram encontrados dados a respeito do estudo fitoquimico dessas
espécies com foco naquela classe de substancias.

Para garantir o isolamento de novos compostos grau de pureza necessario para
inequivoca caracterizagao e posterior realizagdo de testes biologicos, sao necessarias
técnicas analiticas que garantam a eficiéncia do processo de separagao.

O processo cléssico de fracionamento de extratos vegetais visando o isolamento

e caracterizacdo dos compostos bioativos, apesar de exitoso, demanda bastante tempo e,
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para a descoberta de compostos inéditos, pode ser ineficiente. Além disso, ¢ frequente o
isolamento de compostos ja conhecidos. Essas limitagdes podem acabar desestimulando
a busca por novas entidades quimicas, ainda que a biodiversidade permanega pouco
explorada. Para contornar tal situacdo, a associagdao de ferramentas analiticas hifenadas,
sobretudo LC-MS, a tratamentos computacionais constitui um eficiente método
(DEMARQUE et al., 2020). Nesse contexto, a estudos de desreplicagdo (identificagdo
precoce de compostos conhecidos) por redes moleculares ¢ bastante relevante, pois
permite mapear, reunir e analisar conjuntos complexos de dados de forma rapida e mais
facil, uma vez que a busca de similaridades espectrais a partir da comparagao entre dados
amostrais possibilita reconhecer classes metabdlicas, grupos funcionais e substituintes em
matrizes complexas (PILON ef al., 2021). Tais redes podem ser construidas em
plataformas como a do GNPS (Global Natural Products Social Molecular Networking)
que organiza um vasto conjunto de dados de espectrometria de massa de acordo com a
similaridade entre padrdes de fragmentacdo (MS/MS) de ions precursores reportados.
(GAUDENCIO et al., 2023)

Tendo em vista a importancia da descoberta de novos compostos bioativos,
sobretudo de estruturas pouco relatadas, esse trabalho teve como objetivo investigar a
presenga de ciclopeptideos em plantas nativas dos Campos Gerais, realizar o estudo do
perfil metabolomico das espécies selecionadas por cromatografia liquida acoplada a

espectrometro de massas e avaliar seu potencial citotoxico e tripanocida.

2. MATERIAL E METODOS

Foi realizada a investigagdo da presenca de peptideos ciclicos em plantas das familias
Fabaceae (oito espécies) e Euphorbiaceae (duas espécies) (Tabela 1, p.6) nativas da regido
dos Campos Gerais, Parana.

As espécies estudadas estao depositadas no herbario da UEPG (HUPG) e registradas

no sistema de Patrimonio Genético (SisGen).



Tabela 1. Espécies estudadas no presente trabalho

Familia Espécie Registro Registro
HUPG SisGen
Anadenanthera 18364 A47F14A
columbrina
Calliandra brevipes 18827 A3B6DB9
C.tweedii 21024 A4T7F14A
Cassia leptophylla 21200 A47F14A
Fabaceae Enterolobium 18438 A6FF830
contortisiliquum
Mimosa bimucronata 21192 A47F14A
Senna multijuga 21655 AT481FE
S. macranthera 18367 A6347C3
Euphorbiaceae  Sapium glandulosum 21652 A6FF830
Gymnanthes klotzchiana 21644 A6FF830

O material vegetal obtido de cada espécie foi desidratado em estufa a 40°C por 48
h e posteriormente triturado em moinho analitico.

Investigacao preliminar da ocorréncia de ciclopeptideos

Inicialmente, o estudo foi direcionado para a deteccdo de ciclopeptideos
(orbitideos e/ou ciclotideos) nas espécies selecionadas. Para tanto, 50 mg do material
vegetal (folhas e galhos) foram submetidos a extracao exaustiva, por 72h, utilizando-se
50 mL da mistura metanol/dgua (60:40) quando se tratava de espécies da familia
Fabaceae. Na sequéncia, cada extrato obtido foi submetido a extragdo liquido-liquido
tendo o diclorometano como contra fase. Cada fase aquosa foi submetida a destilagao por
pressao reduzida em rotaevaporador, obtendo-se os respectivos extratos.

Para plantas da familia Euphorbiaceae, a extragdo foi feita com 50 mL de
etanol/agua (95:5), mistura que era trocada a cada 24h, totalizando 72h de extragdo.

Finalizado o periodo, cada extrato foi concentrado no rotaevaporador.

Pré-purificagdo dos extratos

Os extratos foram submetidos a uma pré-purificagao no intuito de se trabalhar com
as fragdes ricas em ciclopeptideos. Para isso, 50 mg dos extratos brutos provenientes de
folhas e caules foram solubilizados em 3,0 mL de acetonitrila (ACN) ou metanol (MeOH)
grau HPLC e submetidos a extragdo em fase solida em cartucho contendo 500 mg de C18,

marca Phenomenex. O processo de elui¢do foi realizado com uma misturas de agua e
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0,01% de acido férmico (solvente A) e uma solucdo de acetonitrila (ACN) e 0,01% acido
formico (solvente B), variando-se a proporc¢ao do solvente B em 20%, 80% e 100%. A

fracdo de interesse, com possivel ocorréncia de peptideos era a de 80% B.

Analise por HPLC-DAD

Os perfis cromatograficos das fragdes foram obtidos utilizando-se HPLC-DAD
Shimadzu® Prominence em escala analitica equipado com detector UV-VIS. O aparelho
era equipado com bombas LC-6AD, detector DAD SPD-M20A, injetor automatico SIL-
10AF, controlador CBM-20A, forno CTO-20A e degaseificador DGU-20 A5R.

A deteccao dos analitos foi realizada nos comprimentos de onda de 220 nm e 280
nm. O método cromatografico empregado consistiu em um gradiente variando de 5 a
100% de solvente B em A, sendo a solu¢do A composta por H>O/ 0,010% éacido féormico
(CH20:2) e solugdo B constituida por ACN/ 0,010% de CH20,. A anélise foi realizada ao
longo de 45 minutos, com fluxo de 1,0 mL/ min. Empregou-se uma coluna Phenomenex,
Luna, com dimensdes de 250 x 4,6 mm, tipo Cis, com particulas de Spum e poro de 100A.
Os dados cromatograficos foram adquiridos e processados com o auxilio do software LC-

Solutions (Shimadzu) versao 5.56 SP1.

Analises de LC-MS

A deteccdo dos orbitideos foi realizada utilizando um espectrometro de massa de
baixa resolucdo (LC-MS) acoplado a um cromatégrafo Shimadzu®, que por sua vez
estava acoplado a um espectrometro de massas AmaZon-SL (Bruker Daltonics®). O
sistema de cromatografia liquida ¢ composto dos seguintes modulos: bombas (LC-
20AD), forno (CTO-20A), degaseificador (DGU-20A3R), moédulo de comunicagdo
(CBM-20A) e detector de arranjo de diodos (SPD-M20A). A inje¢do de amostra (2 pL)
foi realizada por meio de um injetor automatico (SIL-20A HT).
As fragdes foram analisadas por cromatografia liquida em fase reversa a temperatura de
35 °C, com uma coluna Phenomenex Luna C18, de dimensodes de 250 x 4,6 mm, particulas
de 5um e poros de 100A. A eluigdo foi realizada com um gradiente exploratorio de 5%-
100 de solvente B com vazao de 1 mL.min-1 em 45 minutos, (solu¢ao A: H>O/ 0,10%
CH20: e solugdo B: ACN/ 0,10% CH203). Durante a anélise, foram monitorados dois
comprimentos de onda: 220 e 280 nm.

Os espectros de massas foram adquiridos em modo positivo na faixa de aquisi¢ao

de m/z 400-2000. Os parametros da fonte de ionizacdo por electrospray (ESI) do
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espectrometro de massas foram ajustados com voltagem de saida do capilar 140 V,
voltagem do capilar de -3,5 kV, temperatura de dessolvatacdo 300 °C. Utilizou-se
nitrogénio como gas de secagem e dessolvatacao (7 psi, 4 L.min-1, 230 °C). Os dados

foram processados com o auxilio do software Data Analysis versao 4.1.

Processamento dos dados na plataforma GNPS

Os dados brutos adquiridos no item 4.5 no formato “. d” em modo positivo ¢
negativo foram convertidos para “. mzML” utilizando o Data Analysis Bruker, e esses
dados convertidos foram utilizados para gerar as redes moleculares.

As redes moleculares foram criadas usando o fluxo de trabalho online
(https://ccms-ucsd.github.io/GNPSDocumentation/) no site do GNPS
(http://gnps.ucsd.edu). Os dados foram filtrados removendo todos os ions do fragmento
MS/MS dentro de +/- 17 Da do precursor m/z. Os espectros de MS/MS foram filtrados
por janela escolhendo apenas os 6 principais ions de fragmento na janela de +/- 50 Da em
todo o espectro. As tolerancias das massas do ion precursor e dos ions fragmento MS/MS
foram ajustadas para 0,5 Da. Uma rede foi entdo criada onde as arestas foram filtradas
para ter um valor de cosseno acima de 0,7 e mais de 6 picos correspondentes. Finalmente,
o tamanho maximo de uma familia molecular foi definido como 100. Os espectros foram
entdo pesquisados nas bibliotecas espectrais do GNPS. Todas as correspondéncias
mantidas entre espectros de rede e espectros de biblioteca precisavam ter uma pontuacao

acima de 0,7 e pelo menos 6 picos correspondentes (WANG ef al., 2016).

Preparo de extratos para testes de bioatividade e mapeamento quimico por
metabolomica baseada em LC-MS

Para o mapeamento quimico e avaliacdo da bioatividade de extratos das espécies
deste estudo, os extratos foram preparados com etanol na propor¢do de 1:10 (massa
vegetal/solvente) por extracdo em banho ultrassonico a 40°C por 45 minutos. Em seguida,
os extratos foram filtrados e submetidos a destilagdo a pressao reduzida em
rotaevaporador.

Construiu-se uma rede molecular a fim de se verificar o perfil quimico das
espécies A. colubrina (AC), Cassia leptophylla (CL), Senna multijuga (SU) e S.
macranthera (SM).



Avaliacdo da bioatividade dos extratos
Ensaios de atividade tripanocida

A avaliacdo do potencial tripanocida dos extratos foi realizada em colaboragao
com a professora Iriane Eger, do Departamento de Biologia Geral da UEPG.

Foram testados os extratos etanolicos de folhas de C. tweedii (FCT), E.
contortisiligum (EC), S. multijuga (SM), M. bimucronata (MB) e de folhas (FGK) e
galhos (GGK) de G. klotozchiana. Os extratos foram solubilizados em DMSO a 100 pg
mL!. Nos ensaios bioldgicos, a concentragio final de DMSO foi de 1%.

Formas epimastigotas de Trypanosoma cruzi (cepa Y) foram mantidas a 27 °C em
meio LIT (Liver infusion Tryptose), suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB),
através de dois repiques semanais. Todos os testes com epimastigotas foram realizados
com parasitos coletados no quarto dia de cultivo. Para os ensaios de atividade tripanocida,
180 uL/poco de uma suspensio contendo 5 x 10° mL™! epimastigotas de T cruzi foram
semeados em placas de 96 pogos e incubados com 20 puL dos extratos nas concentragdes
de 5,25,50 e 100 pg mL™! ou uM por 48 horas a 27 °C. Como controle, utilizou-se DMSO
1%. O percentual de inibi¢do sobre o parasita foi estimado em microscopio invertido
através da observacao da reducdo da motilidade, mudanca na morfologia e integridade
dos parasitas, seguido da técnica colorimétrica do MTT (Brometo de 3- (4,5-dimetiltiazol-
2-il) -2,5-difenil tetrazélio). A referéncia de atividade para extratos é Clso 10 ug mL!
(SIEUWERTS, 1995).

Brevemente, a placa foi centrifugada por 5 minutos a 4000 rpm, o sobrenadante
foi descartado e, em seguida, foram adicionados 50 pL da solugdo 2 mg mL! de MTT em
cada pogo. Apos 3 horas de incubacdo a 37 °C, a placa foi centrifugada a 4000 rpm por 5
minutos. O sobrenadante foi removido e o sedimento de parasitas foi suspenso em 20 pL
de SDS 10% em HCI 0,01 M e 80 uL de DMSO/pogo para andlise dos parasitas e
solubilizacao dos cristais de formazan. Em seguida, a densidade optica foi determinada a
570 nm em leitor de microplacas modelo Biotek EL 800.

As densidades opticas foram convertidas em percentual de viabilidade em relag@o
ao controle nao tratado e utilizadas para o célculo da Clso (concentracao inibitéria de

50%).

Ensaios de citotoxidade e determinacio do indice de seletividade (IS)



Fibroblastos da linhagem 3T3/A31 (ATCC-CCL163TM) (2x10* células/poco)
foram incubados a 37°C e 5% de CO> com diferentes concentragdes (25, 50, 100 e 200
ng/mL) das amostras vegetais ativas em placas de 96 pogos, em um volume final de 200
mL de meio RPMI + 10% SBF. Apds 48 horas de incubacao a integridade do tapete celular
foi observada em microscopio invertido, seguida do ensaio colorimétrico do MTT
(SIEUWERTS et al., 1995). A seguir, a densidade 6ptica foi determinada a 570 nm em
leitor de microplacas Biotek EL 800. Os extratos que apresentaram o melhor indice de
seletividade (IS= citotoxicidade/efeito antiparasitario) serao utilizados em ensaios

subsequentes de atividade contra formas amastigotas intracelulares de 7. cruzi.

Analise estatistica

Os valores de Clso (concentragdo inibitéria de 50%) foram estimados a partir da
triplicata de dois experimentos independentes, utilizando o programa GraphPad Prism
Instat3®. Os resultados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) pelo teste de

Tukey. Os valores de p< 0,05 foram considerados significantes.

Avaliacao de atividade citotéxica frente a células tumorais

A avalia¢do da atividade citotdxica foi realizada conforme a metodologia de
Mosmann, (1983). As analises foram realizadas na Universidade de Sdo Paulo (USP), no
Laboratério de Farmacologia de Produtos Naturais Marinhos, sob coordenagao da Profa.
Dra. Leticia Costa- Lotufo.

As amostras testadas (FCT, SM, EC) foram diluidas em DMSO as concentracdes
de 10 e 1 mg/mL. As linhagens celulares testadas foram: HCT-116 (carcinoma co6lon-
retal), MCF7 (adenocarcinoma de mama), MDAMB231 (adenocarcinoma de mama) e
RPEI (epitelial pigmentar de retina humana ndo tumoral).

Foram plaqueadas 0,6 x 104 células por pogo, em placas de 96 pocos (3 x 104
células/ml sendo 200 pL de meio/pogo) para cada linhagem celular. Apos 24 horas, os
extratos foram adicionados nas concentra¢des de 50 ug/mL ou Sug/mL, em duplicata, e
incubadas por 72 horas. A doxorrubicina (0,00064—10 uM) foi utilizada como controle
positivo e dimetilsulfoxido (DMSO - 0,05%) como controle negativo. Apos 72 horas de
incubagdo, o sobrenadante foi substituido por meio de cultura contendo MTT (0,5
mg/mL). Trés horas mais tarde, o sobrenadante foi removido, e apds secagem da placa, o

precipitado contendo azul de formazan de MTT foi dissolvido em 150 pL. de DMSO, e a
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absorbancia foi medida a 570 nm (Mosmann, 1983). Foram realizados pelo menos dois

experimentos independentes em HCT-116, MDAMB231, MCF7 e RPE1 em duplicata.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
Investigacao de orbitideos e ciclotideos

No processo cromatografico, a eluicdo dos orbitideos € observada dentro de uma
faixa de tempo aproximada de 25 a 35 minutos, entre 50% e 70% da concentragao de
solugdo organica B. A elui¢do dos ciclotideos, por sua vez, ¢ observada dentro de uma
faixa de tempo entre 18 e 20 minutos, correspondendo a 20% e 35% da concentragao do
eluente B (Santos, 2024). A detec¢do de sinais cromatograficos em tais intervalos,
juntamente com uma absor¢do detectada no comprimento de onda de 220 nm
(caracteristico da absor¢do pela ligacdo peptidica), fornece indicios da presenca de
peptideos. Além disso, a absor¢do que ocorre no comprimento de onda de 280 nm sugere
a presen¢a de aminoacidos aromaticos como triptofano, fenilalanina ou tirosina na
estrutura peptidica (Pinto et al., 2018).

Na analise dos cromatogramas dos extratos estudados (Anexo 1 e 2), ndo se
observaram sinais relativos a peptideos nos comprimentos de ondas selecionados, nem
nos tempos de retengdo caracteristicos dessa classe. Dessa forma, caso haja peptideo na
amostra, 0 mesmo encontra-se em concentra¢do muito baixa, a ponto de ndo proporcionar
boa absorcao pelo detector.

Considerando que os orbitideos mais comuns geralmente apresentam de 5 a 9
aminoacidos, as massas moleculares das substincias correspondentes a esses sdo
observadas dentro de uma faixa aproximada de 400-2000 Da (Santos, 2024). Contudo,
ao se analisar os espectros de massa dos extratos estudados, constatou-se a auséncia de
sinais relativos a ciciclotideos e/ou orbitideos. Embora esses metabolitos ndo tenham sido
detectados nas espécies estudadas, € necessaria a continuagdo dessa investigagdo, tendo
em vista que metabdlitos secundarios sao influenciados por fatores edafoclimaticos, além

da sazonalidade.

Analise do perfil quimico dos extratos

A andlise das redes moleculares possibilitou 0 mapeamento quimico dos extratos,

facilitando o processo de anotacao dos metabolitos secundarios por meio da observagao
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dos padroes de fragmentacdao e da correlagdo com as bibliotecas espectrais. Todos os
dados moleculares foram inspecionados manualmente, a fim de se excluir possiveis
anotagdes presentes no branco (ACN) e/ou caracteristicas de compostos sintéticos e/ou
também advindas de outros tipos de organismos. Além disso, ao se verificar que as
fragmentacdes ndo eram compativeis com as bibliotecas espectrais, essas
correspondéncias espectrais foram descartadas. A rede molecular obtida para as espécies
de Euphorbiaceae estudadas ndo levaram a resultados conclusivos, uma vez que foram
apontadas semelhancas que nao poderiam ser anotadas, como compostos sintéticos. O
processamento na plataforma GNPS resultou em 95 correspondéncias com as bibliotecas
espectrais e permitiu a anotagdo de seis compostos, sendo flavono6is-O-glicosilados, um

flavonol e uma flavona-C-glicosilada (Figura 1).

o < HO
> HO OH Quercetina 3-O-(6-O-malonil-D-glicosideo)
HO OH
H Vitexina 2"-O-ramnosideo

CH  Nicotiflorina

I:a:uev:(:ina . A. colubrina
®c leptophylla
) S. multijuga
) S. macranthera

Quercetina

Figura 1. Redes moleculares e compostos anotados para os extratos de A. colubrina, C.
leptophylla, S. multijuga e S. macranthera.

Foram anotados compostos cujo valor de cosseno fosse maior ou igual a 0,7
(Tabela 2, p.13), conforme definido nos pardmetros da andlise. O parametro representa a
similaridade espectral de MS/MS entre o espectro da amostra e 0s espectros presentes na
biblioteca. Quanto mais proximo de 1, mais similares sdo os espectros (Moura et al.,
2022). Foram anotados derivados O-glicosilados de quercetina, caracterizados pela
presenca do ion fragmento m/z 303, correspondente a sua aglicona. Para o ion fragmento

de m/z 465, sugere-se o composto isoquercetina, cuja fragmentacao evidencia a perda de
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uma unidade de hexose (162 Da), indicado pelo ion fragmento de m/z 303. Para a rutina
(m/z 611), foi observada a eliminacdo do fragmento dissacarideo (hexose mais
deoxihexose, 308 Da), gerando o ion fragmento m/z 303, caracteristico da aglicona. Essa
mesma perda (308 Da) foi verificada para a nicotiflorina, gerando entao o ion fragmento
de m/z 287, confirmando a presenca deste flavonoide (Zou et al., 2022). Para a quercetina-
O-malonilglicosideo, a perda caracteristica de malonilexose (- 248 Da) originou o ion
fragmento m/z 303, atribuido ao nucleo caracteristico de um flavonol. Adicionalmente, a
fragmentacao dessa aglicona resultou na formacao do ion m/z 257, relativo a perda de
agua e CO, um padrao tipico desses flavonoides. Em seguida, observou-se o sinal de m/z
165, caracteristico da reagao retro Diels-Alder, devido a clivagem do anel C da quercetina
(Lin et al., 2007).22 No entanto, para que haja determinacio inequivoca da estrutura dos
compostos, sdo necessarias técnicas espectroscopicas e espectrométricas complementares

para a caracteriza¢do quimica, como a ressonancia magnética nuclear de 'H e *C.

Tabela 2. Metabolitos anotados do extrato etandlico das folhas de 4. colubrina (AC), C.
leptophylla (CL), S. macranthera (ST) e S. multijuga (SM)

Composto Amostra lon fons Cosseno Classe
precursor fragmento
Rutina SM,CL 611 303 0,98 Flavonol-O-
glicosilado
Nicotiflorina SM, CL 595 287 0,93 Flavonol-O-
glicosilado
Isoquercetina SM, AC, 465 303 0,92 Flavonol
CL glicosilado
Quercetin AC, SM, 303 257, 165 0,86 Flavonol
CL, ST
Vitexina-2"-O- AC 579 433,415, 0,86 Flavona-C-
rhamnosideo 367 glicosilada
quercetina-3-O- SM 551 303 0,81 Flavonol-O-
malonilglicosideo glicosilado

Arutina foi previamente isolada de S. multijuga® e para outras espécies do género
Cassia (Abdelatif et al., 2023). A quercetina, além da aglicona de vitexina-2”-O-
rhamnosideo foram anteriormente reportadas para A. colubrina. Cabe destacar que
flavonoides C-glicosilados sdo de ocorréncia mais especifica em Fabaceas(Delices ef al.,
2023).
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Atividade tripanocida

Os extratos avaliados (FCT, EC, SM, MB, FGK e GGK) foram ineficazes contra
formas epimastigotas de 7. cruzi (CI50 > 100 ug/mL) pois a maior concentracao testada
ndo chegou a inibir 50% do crescimento dos parasitas. A referéncia de atividade para
extratos ¢ CI50 = 10 ug/mL). Considerando o potencial tripanocida de outras espécies da
familia Fabaceae, verificou-se que a biochanina A, uma isoflavona isolada dos frutos de
Cassia fistula, exibiu promissora atividade contra 7. cruzi ( ECso = 18.32 pg mL™), sendo
24 vezes mais ativa que benzonidazol (Sharma et al., 2021). De forma andloga, o
triterpeno desmondina A, isolado de Euphorbia desmondii (Euphorbiaceae) inibiu de
forma eficaz a replicacdo de formas amastigotas de 7. cruzi nas células do hospedeiro
(ICs0=2.5 £ 0.3 uM), com atividade comparavel ao benzonidazol (3.6 £ 0.4 uM) (Saidu
et al., 2024). Essa constatagdo abre perspectivas para a continuidade da avaliagdo do
potencial tripanocida de extratos obtidos de outras partes de dos vegetais avaliados, bem

como de outras espécies das familias Euphorbiaceae e Fabaceae.

Atividade citotoxica

A CCso (Concentragao citotoxica de 50%) de dos extratos avaliados ( FB, FCT,
MB, FGK, GGK, SU) frente a fibroblastos da linhagem 3T3 estdo expressos na tabela
5. Os extratos de maior toxicidade foram SU e FCT. No entanto, todos os extratos
avaliados foram citotoxicos a concentragdes superiores aquela usualmente avaliada (50
pg/mL). De maneira similar, o extrato hidroalcodlico de S. occidentalis ndo exibiu
citotoxicidade significativa frente a esses fibroblastos, indicando a possibilidade de seu
uso em formulacdes topicas.?® Devido a essa baixa toxicidade, a avaliagio dos extratos

contra formas amastigotas intracelulares de 7. cruzi também deve ser pesquisada.

Tabela 3. Valores de CCso observados para os extratos avaliados frente as células

3T3.

Amostra CCso

FB 427,20 £ 78,14
MB 288,38 + 20,40
FCT 133,82 £ 7,06
FGK 313,94 + 25,94
GGK 336,66 £ 68,07
SU 141,59 + 7,31

14



Atividade citotoxica frente a células tumorais

As amostras sdo consideradas ativas quando a porcentagem de inibicéo de células

tumorais € superior a 75%. Assim, constatou-se que o0s extratos pesquisados (FB, FCT,

SU) ndo foram citotdxicos para as linhagens avaliadas (Figura 3 A-D). Contudo, devido

a auséncia de toxicidade para as células normais avaliadas, pretende-se continuar a

avaliacdo dos extratos frente a diferentes linhagens celulares.
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Figura 2. Avaliagdo do potencial citotoxico dos extratos FCT, SU e FB frente as
linhagens MCF-7 (A), MDAMB (B), HCT-116 (C) e RPE 1(D).

4. CONCLUSOES

O presente estudo permitiu a prospeccéo de peptideos ciclicos em oito espécies

nativas da flora dos Campos Gerais. Embora compostos dessa classe ndo tenham sido
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detectados em tais espécies, esses dados estimulam a continuidade da investigacao desses
metabdlitos em outras espécies das familias Euphorbiaceae e Fabaceae, por se tratar de
uma classe poco estudada no Brasil. O perfil quimico observado por estudos de
metabolémica baseada em espectrometria de massas evidenciou a presenca de
flavonoides e suas formas glicosiladas. Apesar dos extratos avaliados ndo exibirem
citotoxicidade frente as linhagens tumorais ensaiadas nem frente a formas epimastigotas
de T. cruzi, é relevante avaliar seu potencial contra formas amastigotas de T. cruzi, bem

como para outras linhagens celulares.

5. PRODUCAO TECNICO-ACADEMICA

a) Artigo submetido
O artigo intitulado "Deteccao de flavonoides com propriedades tripanocida e antioxidante

nas folhas e caules de Senna multijuga (Fabaceae)" foi submetido a revista Quimica Nova.

b) Resumo publicado em evento

Apresentacdo do trabalho “Chemical profile of species from Fabaceae Family:
Untargeted Analysis by mass spectrometry and molecular networking” sob a forma de
poster no V Latin American Metabolic Profiling Society Meeting, em Montevidéu,
Uruguai.

¢) Organizacdo de eventos
Participagdao na organizacdo do Workshop INCT-BioNat- Reunido de Avaliacdo do
Programa INCT-BioNat. 2024. Araraquara, Sao Paulo, Brasil.

d) Participag¢do em curso

Participacao no "First InCoffee: Fermentation, Sensory and Metabolomics", Araraquara,
Sao Paulo, Brasil.

6. AVALIACAO GLOBAL DO ESTAGIO
De maneira inconteste, a realizagdo do estagio pos-doutoral no Nucleo de Bioensaios,
Biossintese e Ecofisiologia de Produtos Naturais (NuBBE) do Instituto de Quimica da

UNESP (IQ-UNESP) me proporcionou grande aprendizado. Adquiri conhecimento
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relativo a deteccao de peptideos ciclicos de origem vegetal, uma classe de metabolitos
pouco explorada e com grande potencial bioativo, bem como em estudos do perfil
quimico de espécies vegetais a partir de estudos de metabolomica baseada em
espectrometria de massas.
As metas propostas no inicio do estagio foram cumpridas, uma vez que houve a firmagao
da parceria entre a poés-doutoranda e a supervisora desse estagio em estudos futuros de
caracterizacdo daquela classe de compostos, além da submissdo do primeiro artigo
relativo aos resultados obtidos nesse trabalho. Destaco também oportunidade de
colaboragdo com outros grupos de pesquisa na realizagdo de ensaios de bioatividade de
produtos naturais. A participacdo em seminarios de estudantes de pos-graduagdo e
professores convidados, frequentemente promovidos pelo IQ-UNESP, foi de grande
relevancia para conhecer a pesquisa de alto nivel desenvolvida naquela instituigao.
Definitivamente, os ensinamentos transmitidos pela professora Vanderlan Bolzani,
referéncia internacional na drea de Quimica de Produtos Naturais, principalmente durante
as reunides de grupo, foram proficuos. Além disso, a convivéncia e troca experiéncias
com pesquisadores renomados na area de Quimica de Produtos Naturais lotados no 1Q-
UNESP foi muito proveitosa. Como aquele instituto recebe estudantes de diversas partes
do Brasil e estrangeiros, a convivéncia e troca de experiéncias com estudantes de
diferentes culturas foi bastante enriquecedora.
De fato, todo o aprendizado durante o estigio serd um estimulo na iniciagdo e
consolidacdo da linha de pesquisa em peptideos ciclicos de origem vegetal, bem como
em estudos de metabolomica baseada em espectrometria de massas na instituicdo onde
estou vinculada, o que contribuird para a ampliagdo do conhecimento nessa area tao

promissora.

7. PLANO DE GESTAO DE DADOS

Os resultados descritos neste relatdrio sdo protegidos por propriedade intelectual
e sO podem ser divulgados mediante autorizacao.

Todos os artigos e comunicagdes cientificas oriundos a partir dos dados contidos
neste projeto serdo preferencialmente publicadas em periddicos de alto impacto na érea,
disponiveis na plataforma Periddicos CAPES e/ou outras que possuam a modalidade open

access, uma vez que se pretende difundir e divulgar o conhecimento produzido no
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NuBBE, um laboratorio de pesquisas em produtos naturais que coloca a ciéncia brasileira

em alto patamar no cenario internacional.
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ANEXOS

Anexo 1- Cromatogramas (A = 220nm) dos extratos das folhas de S.
glandulosum (A), C. tweedii (B), G. klotzchiana (C), A. colubrina (D), Cassia
leptophylla (E), S. multijuga (F) e S. macranthera (G).
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(A), C. leptophylla (B), S. multijuga (C).
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Parecer

A Professora Cassia Gonealves Magalhdes, realizon estagio de Pos-doutoradoe, no Institute de
Cuinuica, UNESP em Araraquara, durante o periode de (4/03/2024 a 03/03/2023, sob a minha
supervisiio, onde atuou ativamente no projeto nacional, INCT BioNat (CNPgFAPESP) que
sou coordenadora. Neste periodo a professora Cassia conguistou os professores e estudantes de
pos-graduacio do nosse micleo de pesquisa, o NuBBE, hoje celebrando 23 anos de sua enagio,
como também de tode o Departamento de Bioguimica e Quimica Orginica, devido ao sen
profissionalismo, exceléncia na condugdo de sua pesquisa, colaboracdo e entusiasmo junto acs
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iltimos avangos em metodelogias de vanguardas sobre produtes naturais de bicdiversidade
brasileira.
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Com esmero, Cassia trabalhou incansavel neste periodo de seu estizio de Pos-doutorado, em
que a parabenizo pela maneira dindmica e cusada, nie s6 cumpriu com o ngor, mas, também
como docente colaborou para o programa de PG do Institute de Quimica/Arararaguara,
Importantissime também para a avaliagio mstitucional da UNESP.

A professora Cassia desenvolven suas pesquisas aqui, focada na linha do NuBBE, na drea de
produtos naturais onde também teve reconhecimento unamime, devido ac componente inovador
do tema que decidin abordar, dando destaque ao gupe de pesquisa em que atua e a pos-
graduagio do IQ) UNESP: internacionalizacio e desenvolvimento mstitucional. O desempenho
e a exceléncia da professora em todas atividades fins da Universidade € gratificante, o que me
deixa muma posicic extremamente confortavel para elaboracic deste parecer. Aproveito
também para parabenizar a professora Cassia e a sua Universidade pelo seu trabalho e atuagio
destacada.
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