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RESUMO

Prospeccéo molecular e analise funcional de short-peptides vegetais

Um numero crescente de peptideos isolados a partir dos mais diversos tecidos
vegetais tem destacado essas moléculas como alvo potencial de estudo. Estes
peptideos apresentam uma grande diversidade funcional e, por isso, vem sendo
descritos frequentemente na literatura cientifica dos uUltimos anos. No presente
trabalho s&o relatadas a prospeccdo molecular e caracterizagdo funcional de
“short-peptides” vegetais. Inicialmente, o latex de Calotropis procera foi
particionado, gerando cinco fragcbes: hexanica (49,4%), diclorometano (5,2%),
acetato de etila (2,0%), butandlica (2,1%) e aquosa (41,1%) (Capitulo 1). O perfil
fitoquimico e as andlises espectroscopicas mostraram que a fragdo diclorometano
foi quimicamente a mais heterogénea. As fracdes diclorometano e acetato de etila
apresentaram toxicidade in vitro contra linhagens de células tumorais (DLso
variando de 0,05 a 3,9 ug/mL) e, in vivo, contra o crustaceo Artemia salina (DLsg
variando de 10,9 a 65,7 pg/mL). Estas mesmas fracdes apresentaram atividade
antiinflamatéria no modelo de peritonite induzida por carragenana em ratos,
associadas a uma inibicdo da migracdo de neutrdfilos de 67% (diclorometano) e
56% (acetato de etila). A reacdo positiva com tolidina e ninidrina sugere a
presenca de ciclopeptideos na fracédo bioativa acetato de etila. No Capitulo 2, vinte
e uma sequéncias primarias de peptideos, oriundas da fracdo 1 de sementes de
Jatropha curcas, foram deduzidas por meio de sequenciamento de novo e
confirmadas através de buscas contra um banco de dados gendmico de Jatropha.
A comparacdo do padréo de fragmentacdo por MS/MS entre o ion duplamente
carregado de m/z de 671,79, presente nas fracbes 1 e PII-C, e um peptideo
sintético, analogo aquele, mostrou que o uso de passos analiticos adicionais para
a identificacdo e caracterizacdo destes peptideos ndo seria necessario. A
ferramenta de busca BlastP mostrou que a sequéncia APTLSGGSVPRDAD
apresenta homologia e esta inserida no dominio conservado das proteinas de
embriogénese tardia (LEA _6). No Capitulo 3, os dois peptideos sintéticos
anélogos, linear (1342,44 g/mol) e ciclico (1324,44 g/mol), obtidos por sintese
guimica em fase solida, mostraram diferencas que caracterizam seus arranjos,
quando comparados pelo padréo de fragmentacdo por MS/MS e mobilidade idnica.
O estado de carga e o tempo de retencéo foram similares, do ponto de vista fisico-
quimico. Os estudos de dicroismo circular mostraram a presenca de um estado
desordenado para os peptideos. Os ensaios bioldégicos com os peptideos nao
revelam sinais aparentes de atividade funcional, porém ndo se pode descartar a
possibilidade de que modelos biolégicos adicionais sejam testados. Os resultados
advindos deste estudo geram novas perspectivas e servem de base para a
realizacao de trabalhos subsequentes que tratem do isolamento e caracterizacéo
de peptideos nas espécies Calotropis procera e Jatropha curcas.

Palavras-chaves: Peptideos vegetais; Calotropis procera; latex; Jatropha curcas,
sementes.



ABSTRACT

Molecular prospecting and functional characterization of plant short-peptides

An increasing number of peptides isolated from a range of tissue plants have
highlighted these molecules as a potential study target. Those peptides
demonstrate a large functional variety and, therefore, have been frequently
described in the scientific literature of the last years. The present work reports a
molecular prospecting and functional characterization of plant "short-peptides”.
Initially, the Calotropis procera latex was partitioned into five fractions: hexane
(49.4%), dichloromethane (5.2%), ethyl acetate (2.0%), butanol (2.1%) and
agueous (41.1%) (Chapter 1). The phytochemical profile and the spectroscopic
analysis showed that the dichloromethane fraction was chemically the most
heterogeneous. The dichloromethane and ethyl acetate fractions showed in
vitro cytotoxicity against tumor cell lines (LDso ranging from 0.05 to 3.9 mg/mL)
and in vivo citotoxity against the crustacean Artemia salina (LDsp ranging from
10.9 to 65.7 mg/mL). These same fractions showed anti-inflammatory activity in
carrageenan-induced peritonitis model in rats, associated to an inhibition of
neutrophil migration for the dichloromethane (67%) and ethyl acetate (56%)
fractions. A positive reaction with tolidine and ninhydrin suggests the presence
of cyclopeptides in the bioactive ethyl acetate fraction. In Chapter 2, twenty
primary sequences of peptides derived from the 1 fraction of Jatropha curcas
seeds were deduced by de novo sequencing and confirmed by searches
against genomic Jatropha database. The comparison of MS/MS fragmentation
patterns between the doubly charged ion (671.79 m/z) found in fractions 1 and
PII-C and its analogue synthetic peptide has shown that the use of additional
analytical steps for the identification and characterization of these peptides
would be not necessary. The BlastP search tool showed that the sequence
APTLSGGSVPRDAD is homologous to and it is inserted into the conserved
domain of the late embryogenesis protein (LEA 6). In Chapter 3, the two
analogues synthetic peptides, linear (1342.44 g/mol) and cyclic (1324.44 g/mol),
obtained by solid phase synthesis, showed differences that characterize their
arrangement when compared to the pattern fragmentation by MS/MS and ion
mobility. The net charge and the retention time had similar physicochemical
parameters in both peptides. Dichroism circular studies showed the presence of
a disordered state to both peptides. The biological assays of peptides showed
no apparent signs of functional activity, however this fact do not exclude the
possibility to test additional biological models. The results arising from this study
generate new prospects and provide a basis for further work aiming the
isolation and characterization of peptides in C. procera and J. curcas species.

Key-words: Plant short-peptides; Calotropis procera; latex; Jatropha curcas;
seeds.
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Arginina Arg R CeH14N4O 174,204
Histidina His H CsHyN30O, 155,158
Acido Aspértico Asp D C4H7NO,4 133,105
Acido Glutamico Glu E CsHoNOy4 147,132

M.M — massa molecular
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INTRODUCAO

1. Peptideos vegetais

O crescimento de produtos naturais que tiveram aprovacao para uso como
drogas foi exponencial nos udltimos anos, principalmente nas areas de cancer e
doencas infecciosas, onde, respectivamente, 60 e 75% das drogas sdo de origem
natural (KINGHORN et al., 2009; NEWMAN e GRAGG, 2007). Embora a area de
farmacos sintéticos tenha se desenvolvido bastante, as plantas tornaram-se a
principal fonte de recursos para o desenvolvimento de novos medicamentos
(NEWMAN et al., 2003). Assim, além dos compostos de origem natural destacarem-
se pelo seu uso direto como farmacos, existe a possibilidade de serem utilizados
como protétipos para a sintese de moléculas biologicamente ativas (DEWICK,
2002).

Nesse contexto, os peptideos de origem vegetal tém se destacado como
moléculas promissoras na busca de novos farmacos (PICHI et al., 2009). Estas
moléculas apresentam uma série de vantagens em relacdo a outras biomoléculas
como as proteinas, a citar: baixa massa molecular, boa estabilidade, estrutura
relativamente simples, além de uma versatilidade quimica e funcional (SEWALD e
JAKUBKE, 2002).

Vale mencionar também que a obtencdo de analogos sintéticos a partir de
peptideos naturais por sintese quimica tem se tornado a cada ano um processo
mais rapido, simples e barato, o que tem permitido a obtencdo de uma variedade
guase inimaginavel de moléculas diferentes, com modificacdes pontuais, a partir de
uma unica e pequena sequéncia primaria de aminoacidos (CHATTERJEE et al.,
2012).

Outro aspecto importante, recentemente posto em debate em torno dos
peptideos vegetais, diz respeito a um fendbmeno comum, se nao essencial,
associado a defesa vegetal, denominado promiscuidade de peptideos, no qual

multiplas funcbes estdo associadas a uma Unica estrutura peptidica (FRANCO,
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2011). Esse fendmeno pode abrir perspectivas para o desenvolvimento de

medicamentos assim como produtos biotecnoldgicos sintéticos (SILVA et al., 2012).

Todas as questbes citadas anteriormente, desconsiderando 0 imenso
potencial ainda inexplorado, tém se refletido em um numero crescente de novos
peptideos vegetais isolados e descritos na literatura nos dltimos anos, a partir dos
mais diversos tecidos vegetais, descrevendo uma impressionante diversidade de

atividades bioldgicas em concentracdes baixissimas (TAN e ZHOU, 2006).

2. Revisao de literatura

2.1 Aspectos gerais dos peptideos vegetais

2.1.1 Classificacéo

Baseado no arranjo da cadeia peptidica, os peptideos vegetais sédo divididos
em ciclicos (fechados) e lineares (abertos) (MA et al., 2007). Apesar disto, 0s
esforcos para uma classificacdo adequada destas moléculas tém sido direcionados
guase que exclusivamente para as moléculas ciclicas (PICCHI et al., 2009). Desde
gue o primeiro ciclopeptideo foi isolado da espécie Linum usitatissimum, ainda na
década de 50 (Ciclolinopeptideo, CLA, tipo VI), quase 500 novas moléculas ciclicas
foram descobertas, pertencendo a 26 familias, 65 géneros e 120 espécies de
plantas (TAN e ZHOU, 2006).

TAN e ZHOU (2000) propuseram a primeira classificacdo para os peptideos
ciclicos, mas ap6s uma extensa revisao bibliografica, haja vista o grande niumero de
moléculas ja descritas até entdo, esses mesmos autores (TAN e ZHOU, 2006)
propuseram uma nova classificacdo baseada no arranjo estrutural e na sua
distribuicdo botanica, qual seja: duas classes, cinco subclasses e oito tipos (Figura
1).
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Ciclopeptideos alcaloides (tipo 1)

Heteromonociclopeptideos  Depsiclopeptideos (tipo I)

Ciclopeptideos tipo solanaceae (tipo Ill)

Heterociclopeptideos
Heterodiciclopeptideos Ciclopeptideas tipo urticaceae (tipo IV)
Ciclopeptideos
Giclopeptideos tipo compositae (tipo V)
Homomonociclopeptideos --------------------------------~--~--~---—-
Ciclopeptideos tipo caryophyllaceae (tipo V1)
Homociclopeptideos
Homodiciclopeptideos Ciclopeptideos tipo rubiaceae (tipo VII)
Homopoliciclopeptideos Ciclotideos (tipo VIII)

Figura 1- Classificacdo dos ciclopeptideos vegetais. Fonte: TAN e ZHOU, 2006.

Nesta classificacdo estéo inclusos tanto os peptideos ciclicos sintetizados e
nao-sintetizados ribossomicamente, assim como os peptideos formados por D e L
aminoécidos, além daqueles formados por aminoacidos modificados. Destes, dois
tipos merecem destaque: os peptideos ciclicos tipo-Caryophyllaceae (tipo VI), os
quais sao ciclos contendo de 2-12 residuos de aminoacidos proteinogénicos,
normalmente L-aminoacidos, bem como os ciclotideos (tipo VIII), descritos como
peptideos macrociclicos, consistindo de 28-37 residuos de aminoacidos com pontes
dissulfeto (CRAIK, 2010; MA et al., 2007).

Segundo PICHI e colaboradores (2009), algumas limitagbes a respeito da
classificagao proposta por TAN e ZHOU (2006) devem ser consideradas, tais como:
1) a ndo inclusdo, em seu quadro, dos peptideos de natureza linear, que
desempenham papéis centrais para as plantas; 2) o uso de uma nomenclatura
baseada em familias botanicas, o que leva a generalizacbes e inferéncias pouco
elucidativas quanto a filogenia dos grupos taxonémicos; 3) o fato de nao
considerarem outros peptideos cuja natureza ciclica € mantida por pontes dissulfeto,
mas que apresentam as extremidades amino- e carboxi-terminal livres; 4) e, por fim,

a auséncia de critérios baseados na biossintese destas moléculas.
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Mais recentemente, 0s peptideos vegetais ciclicos sintetizados
ribossomicamente e formados exclusivamente pelos vinte amino acidos formadores
de proteinas foram divididos por THORSTHOLM e CRAIK (2011) em duas classes,

os inibidores de tripsina de girassol e os ciclotideos.

CASTRO e FONTES (2005) chamam a atencdo para uma classe bastante
estudada de peptideos vegetais, também conhecidos como peptideos
antimicrobianos. Estas moléculas tém grande importancia na defesa de plantas, seja
como parte de barreiras constitutivas ou ainda nas respostas induzidas por
infeccbes. Estes peptideos possuem massas que variam de 2 a 9 kDa e séo
divididos em dez classes listadas a seguir: tioninas, defensinas, proteinas de
transferéncia de lipideos, peptideos semelhantes-a-heveina, peptideos
semelhantes-a-n6, MBP1, IbAMP, snakinas, sheferdinas e peptideos macrociclicos.

Pode-se concluir que n&o existe na literatura uma classificagéo que contemple
toda a diversidade de peptideos vegetais descritos até entdo, e apesar da revisao de
TAN e ZHOU (2006) constituir um trabalho completo e um referencial teérico na
area, este trata apenas dos peptideos ciclicos, desconsiderando, assim, todos os

demais tipos de peptideos, o que inclui outros tipos de peptideos ciclicos.

2.1.2 Biossintese

O processo de sintese de muitos tipos de peptideos permanece desconhecido
(PICCHI et al., 2009). Até o momento existem trés mecanismos gerais relacionados
a sintese de peptideos, os quais incluem a sintese dos peptideos vegetais
(BUCHANAN et al., 2000). O primeiro deles envolve um mecanismo ribossomal de
sintese dependente de &cido nucléico, ou seja, os peptideos sdo produtos da
expressao génica (Figura 2A). Assim, acredita-se que os peptideos sejam derivados
de precursores protéicos maiores, 0S quais sdo posteriormente submetidos a
clivagem, ciclizacéo da cadeia peptidica (quando ocorre) e outras modificacdes pos-
traducionais. Neste caso incluem-se a sistemina, os inibidores de tripsina do
girassol, os ciclotideos e as defensinas (SEWALD e JAKUBKE, 2002).
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O segundo mecanismo também envolve um processo ribossomal de sintese,
entretanto os peptideos sdo originarios de um extenso processamento proteolitico
de proteinas maduras, como € o caso dos peptideos gerados a partir da protedlise
de proteinas de reserva em sementes (FRANSSEN e BISSELING, 2001;
BUCHANAN et al., 2000) (Figura 2B).

Acredita-se que no terceiro mecanismo de biossintese, o qual propde a
sintese dos demais peptideos ciclicos (tipos I, II, lll, IV, V, VI e VII) descritos pela
classificacdo de TAN & ZHOU (2006), estas moléculas sejam sintetizadas através de
um complexo multienzimatico in vivo conhecido como peptideo sintase néo-
ribossomal (NRPS) (Figura 2C). Neste processo ocorre a incorporacao tanto de
aminoacidos formadores de proteinas, como daqueles ndo-proteinogénicos, além de
outras unidades construtoras ndo usuais, como carboxi-acidos e hidroxi-acidos
(PICCHI et al., 2009). Segundo TAN e ZHOU (2006), acredita-se que esses tipos de

peptideos sejam metabdlitos secundarios.

S-rich prolamin: y-gliadin

Modulol ~ Mddulo 2 Mddulo

12 125
A w,—( e e B C
e
Ao S-poor prolamin: C hordein
12 133 439
nH—( Repeats )/ T G)—coom
CComal HMW prolamin: 1B
J - 104 624 684 S
" NH,—(CA [ B ] | Repeass [IEED—coou
- ~
B-Zein . "

: 160
i ) N+, —((CA_[[ B[ Metrich [ € )—coow

Figura 2 — Mecanismos envolvidos na biossintese de peptideos vegetais. (A)
Sintese ribossomal e processamento proteolitico para gerar um peptideo funcional
(B) Sintese ribossomal e degradacéo protéica (C) Sintese ndo ribossomal através de
um complexo multienzimatico. Fonte: CRAIK e MALIK, 2013 (A); BUCHANAN, 2000
(B); PICCHI et al., 2009 (C).
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2.1.3 Deteccéo

Juntamente com todo o interesse na descoberta de peptideos bioativos e com
0 numero crescente de novas moléculas descobertas a cada ano, cresce a
importancia dos métodos de deteccdo (PICCHI et al., 2009). TAN e ZHOU (2006),
em sua extensa revisao sobre ciclopeptideos, descrevem o0s principais reagentes e
meétodos quimicos utilizados para sua deteccdo, sendo que alguns deles sdo nao-

especificos.

Dentre os métodos quimicos especificos merece destaque o que emprega o
reagente clorox (Cly/o-tolidina), o qual detecta ligacdes peptidicas pela reacdo do
grupo amida com Cl, formando N-halogénio. A revelacéo ocorre pela borrifagéo de
uma solucéo de o-tolidina/Kl, a qual resulta em uma colorac&o azul escuro quando o
teste é positivo (ALTEI, 2009; VAN DEN BERG et al., 1995).

Outro método especifico de destaque utiliza placas de cromatografia em
camada delgada para revelacdo com o reagente ninidrina, que reage com 0S grupos
amino livres. TAN e ZHOU (2000) desenvolveram este novo método quimico, o qual
hidrolisa previamente as amostras sob condicfes acidas antes de empregar o
reagente ninidrina. Este método mostrou-se eficaz na deteccdo de peptideos
ciclicos, uma vez que o antigo método que também empregava o reagente ninidrina
permitia a deteccdo apenas de moléculas lineares, ou seja, com extremidades amino
livres. Estes autores puderam detectar e isolar, através deste novo método, mais de
73 ciclopeptideos provenientes de dezessete plantas diferentes, pertencendo a cinco
familias e quatorze géneros. Recentemente, o método que emprega 0 reagente
ninidrina foi empregado na deteccédo de um ciclopeptideo em plantulas da espécie
Santalum album L. (MISHRA et al., 2014).

Atualmente, a ferramenta analitica mais sofisticada para deteccdo e
confirmacdo da presenca de peptideos € a espectrometria de massas, apesar do
alto custo de aquisicao dos equipamentos. A sua grande vantagem reside na rapidez
da analise e no grande numero de amostras que podem ser analisadas de uma
Unica vez, aléem das informacdes adicionais que podem ser obtidas como: massa
molecular, sequéncia primaria e presenca de aminoacidos modificados (LIU et al.,

2009; HAN et al., 2008).
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2.1.4 Extracgéo e isolamento

A biomassa vegetal € constituida por uma matriz complexa de diversos tipos
de biomoléculas com uma ampla faixa de polaridade e hidrofobicidade, na qual se
incluem substancias pouco polares (ceras e terpendides), com polaridade
intermediaria (compostos fenodlicos e alguns alcaldides) e muito polares (glicosideos,
alguns alcal6ides, sacarideos, peptideos e proteinas) (ROMANIK et al.,, 2007). A
grande diversidade e heterogeneidade dos peptideos vegetais, aliadas a sua
presenca em quantidades muito pequenas, tornam a missdo de extrai-los e isola-los
muito mais complexa. Assim, as etapas de pré-extracdo, extracdo, enriquecimento,
atreladas aos mdultiplos passos cromatograficos sdo condi¢cdes essenciais para
estudos bem sucedidos de isolamento e purificacdo de peptideos (CHIU et al.,
2012).

Um protocolo para o isolamento de fracGes polipeptidicas da biomassa
vegetal foi proposto por CLAESON e colaboradores (1998). Este protocolo envolve:
uma pré-extracdo com diclorometano, extracdo com etanol (50 %), remoc¢do de
taninos com poliamida, remoc¢do dos componentes de baixa massa molecular por
cromatografia de exclusdo molecular (Sephadex G-10), remocdo de sais e
polissacarideos com cartuchos de extracao em fase solida (fase reversa), e por fim,
multiplos passos de cromatografia liquida de alta eficiéncia utilizando colunas de

fase reversa.

JA TAN e ZHOU (2006), descrevem pelo menos trés métodos para o
isolamento de trés tipos diferentes de peptideos ciclicos, os ciclopeptideos tipo-
Caryophyllaceae, ciclopeptideos alcaloides e ciclotideos. Isso mostra que em virtude
do tipo de tecido a ser estudado e das suas particularidades, além das propriedades
da molécula de interesse, as metodologias sao bastante divergentes. Apesar de
todas estas limitacdes e dificuldades, cresce a cada dia o nUmero de descobertas de
novas moléculas, principalmente de peptideos tipo ciclotideos e ciclopeptideos tipo-
Carophyllaceae (GERLACH et al., 2013; PICCHI et al., 2009)
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2.1.5 Propriedades farmacoldgicas e atividades envolvidas na defesa de plantas

Um fato que chama a atencdo nos estudos com peptideos vegetais € o
espectro de atividades bioldgicas descritas, 0 que mostra o potencial farmacolédgico
dessas moléculas (MA et al., 2007). Os novos peptideos isolados tém revelado uma
grande diversidade estrutural o que tem justificado o amplo espectro de atividades
bioldgicas descritas (TAN e ZHOU, 2006).

A acéo citotéxica frente a linhagens de células tumorais tem sido bastante
observada em peptideos vegetais, principalmente nos peptideos ciclicos, como por
exemplo, na diantina E que inibiu o crescimento de células cancerosas de figado
(linhagem HepG2), com uma ICsy de 2,37 pg/ml in vivo e a cicloviolacina 2 que
apresentou uma potente acao citotoxica (ICsp de 0,1- 0,3 uM) frente a diversas
linhagens celulares in vivo (MA et al., 2007). Outros exemplos de peptideos com
atividade semelhante séo: a integerrimida A e B (MONGKOLVISUT et al., 2006), o
glaucaciclopeptideo A (WELE et al., 2005a), o querimolaciclopeptideo A e B (WELE
et al., 2005b), longicalicinina A (HSIEH et al., 2005), Yunanina A (NAPOLITANO et
al., 2003), dicotomina H e | (MORITA et al., 1997), Yunanina C (MORITA et al.,
1996) e segetalina C (MORITA et al., 1995).

Um aspecto interessante é que o0s peptideos isolados da familia
Euphorbiaceae, particularmente do género Jatropha, sdo notoérios pela atividade
antiproliferativa do parasita Plasmodium (PICCHI et al., 2009; ZHANG et al., 2009).
Outras atividades biologicas que tém sido descritas para peptideos vegetais sao:
antimicrobiana (CRAICK et al., 2001), anti-HIV (CRAICK et al., 2010), vasodilatadora
(MORITA et al., 2005), atividade estrogénica (YUN et al., 1997), imunomoduladora
(VAN DEN BERG et al., 1995) e atividade rotamase da ciclofilina (BARAGUEY et
al.,1998).

Outra classe de peptideos vegetais, 0s peptideos antimicrobianos, como as
tioninas e defensinas, tem sido descrita como moléculas envolvidas diretamente nos
mecanismos de defesa vegetal, principalmente contra organismos fitopatogénicos
(CASTRO e WAGNER, 2005) (Figura 3).
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Figura 3 — Diferentes tecidos vegetais onde os peptideos antimicrobianos tém sido
encontrados. Fonte: RIBEIRO et al., 2013.

Estudos recentes tém demonstrado que a sinalizacdo em plantas mediada por
peptideos esta relacionada com varios aspectos importantes do seu crescimento e
desenvolvimento (FRANSSEN e BISSELING, 2001). Assim, o isolamento e as
atividades biolégicas desempenhadas por estas moléculas tém confirmado ndo s6
sua presenca, como também, evidenciado sua atuacdo como hormonios vegetais,
que até recentemente era conhecida por ser atribuida exclusivamente aos
fitohormdnios como auxinas, citocininas, giberelinas, &cido absisico e etileno
(MATSUBAYASHI e SAKAGAMI, 2006).

Apesar de todas as atividades descritas, principalmente a acdo citotoxica, 0s
mecanismos de acdo dos peptideos ainda sdo desconhecidos, e até o momento
tem-se dado destaque a restricdo estrutural dessas moléculas como importantes
para seu modo de acado, dai esforcos estarem sendo voltados para a elucidacdo

estrutural e sua relacdo com a atividade biolégica (ALTEI, 2009).

Recentemente BARBOSA e colaboradores (2011), mostraram que a

viabilidade celular de células bacterianas gram-positivas (Streptococcus mutans) foi
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acentuadamente diminuida pelo peptideo ciclico labadatina quando comparado com
seu anélogo linear. Este estudo mostra a importancia do arranjo mais rigido (ciclico)
em relacdo ao arranjo mais flexivel (linear) no que diz respeito a funcao biol6gica
desempenhada por esta molécula. Alguns estudos tém, inclusive, mostrado a perda
da atividade biolégica de peptideos ciclicos, quando estes tém suas cadeias
peptidicas linearizadas (ALTEI, 2009; COZZOLINO et al., 2005; MORITA et al.,
1997).

TAN e ZHOU (2006) tém atribuido o largo espectro de atividades bioldgicas
destas moléculas ao arranjo rigido e ao grande numero de residuos de aminoacidos
hidrofébicos presentes. PICCHI e colaboradores (2009) enfatizaram outras
caracteristicas fisico-quimicas dentre analogos ciclicos e lineares que também tém
justificado suas funcdes biolégicas tdo distintas como uma maior estabilidade a
degradacdo térmica e enzimatica e uma maior afinidade na interacdo com

receptores por parte dos peptideos ciclicos.

2.1.6 Estratégias para a producéo de peptideos e aplicacfes biotecnoldgicas

THORSTHOLM e CRAIK (2011) descrevem trés estratégias para a obtencao
de peptideos ciclicos que, na verdade, se aplicam a todos os peptideos, incluindo os
vegetais (Figura 4). A primeira delas é o isolamento destas moléculas diretamente a
partir do organismo hospedeiro (Figura 4A). Essa estratégia € a mais usada
atualmente e conta com uma série de metodologias a serem usadas, a depender do
tecido em estudo, para a obtengdo da sequéncia primaria, resolucdo de estrutura e
testes das possiveis atividades bioldgicas. TAN e ZHOU (2006) descrevem 455 tipos
diferentes de peptideos isolados a partir de varias destas metodologias. Segundo
PICCHI e colaboradores (2009), as desvantagens dessa abordagem s&o os baixos
rendimentos obtidos e o tempo gasto para o isolamento de moléculas de matrizes

tdo complexas e heterogéneas.
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Figura 4 — Estratégia para a obtencdo de peptideos. (A) Isolamento a partir de
fontes naturais (B) Sintese quimica ou enzimatica (C) Sintese biologica. Fonte:
THORSTHOLM e CRAIK, 2011.

Por outro lado, o tamanho pequeno dos peptideos, permitiu o
desenvolvimento e aperfeicoamento das tecnologias de sintese quimio-enzimatica,
dentre as quais a sintese quimica em fase sélida (SQFS) tem sido a abordagem
mais utilizada (MACHADO et al., 2004) (Figura 4B). Uma das grandes vantagens
desta tecnologia € a possibilidade de fazer modificacbes ou incorporacées de
aminoacidos ndo naturais na sequéncia original, através de uma quantidade quase

imensuravel de modificagdes quimicas diferentes (CHATTERJEE et al., 2012).

Por ultimo, mas ndo menos importante, pode-se citar a sintese biolégica que
faz uso de meétodos modernos de clonagem e expressdo génica empregando
microrganismos modificados (Figura 4C). Essa abordagem permite produzir um
peptideo recombinante ou varios deles simultaneamente. A grande maioria dos
laboratérios utiliza bactérias como sistemas de expressdao 0 que tem como
vantagens, o baixo custo, a possibilidade de producdo em larga escala, a criacao de
bibliotecas de peptideos, além da marcacdo isotépica com N'° e/ou C*
(THORSTHOLM e CRAIK, 2011).
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2.2 Por que estudar os peptideos vegetais?

Nas ultimas décadas a procura por novas moléculas bioativas, oriundas de
produtos naturais, tem ocorrido de maneira incessante (NEWMAN et al., 2003),
principalmente diante de estatisticas como as da Organizacdo Mundial de Saude
que prevé a morte de 13,1 milhdes de pessoas em 2030 em decorréncia de cancer.
Vale salientar que essa doenca foi responsavel pelo 6bito de 8,2 milhdes de pessoas
em 2012 (World Health organization, Fevereiro de 2014).

Atualmente, os peptideos, especialmente os de natureza ciclica, tém sido
considerados um dos grandes destaques na quimica de produtos naturais (PICCHI
et al., 2009). O namero crescente de novos peptideos isolados a partir das mais
diversas matrizes bioldgicas revela uma extensa variedade de tipos estruturais e de
atividades biol6gicas que tém sido alvo de pesquisas bioguiadas, objetivando
inibidores de proteases, imunossupressores, antimicrobianos, anticancerigenos,
dentre outros (TAN e ZHOU, 2006). Apesar das inuUmeras atividades biolégicas
descritas para os peptideos vegetais, seus mecanismos de acdo ainda permanecem
pouco conhecidos. Desta maneira, além da procura por novas moléculas, esforcos
tém sido voltados para a elucidacdo estrutural e sua relacdo com a atividade
biolégica (ALTEI, 2008).

Algumas familias de angiospermas sdo notérias por acumularem peptideos
de natureza ciclica (Annonaceae, Caryophyllaceae, Euphorbiaceae, Rubiaceae e
Violaceae) (TAN e ZHOU, 2006). A partir do latex das espécies do género Jatropha,
por exemplo, diversos peptideos ja foram isolados (Integerrimidas, Curcaciclinas A e
B, Jatrophidina, Pohlianinas, Podaciclina, Ciclogossina, Quevalierinas e
Mahafaciclina) (Figura 5). Entretanto, em outros tecidos vegetais das espécies deste
género, como nas sementes de J. curcas, ha um unico relato de um peptideo isolado
(XIAO et al., 2011).
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A espécie Calotropis procera, por exemplo, é conhecida por produzir uma
grande quantidade de latex, que é muito usado na medicinal tradicional para tratar
uma grande quantidade de enfermidades (MEENA et al.,, 2010). Segundo
CHOEDON e colaboradores (2006), o latex tem apresentado atividade antitumoral in
vivo além de propriedades citotdéxicas e antiinflamatérias. Entretanto, para a
subfamilia Asclepiadoideae, da qual faz parte a espécie C. procera, ha apenas um
anico trabalho citando o isolamento de um peptideo, no caso, ciclico, extraido do
caule da espécie Stephanotis floribunda (YOSHIKAWA et al., 2000) (Figura 6).

Figura 6 — Estrutura do peptideo ciclico isolado do caule da espécie Stephanotis

floribunda.

Baseado no fato de que as plantas acumulam peptideos Unicos e de
reconhecido interesse farmacologico e que o0s estudos com o0s peptideos,
principalmente de natureza ciclica, apresentam um imenso potencial a ser
explorado, a realizacdo de estudos de prospeccéo, isolamento e caracterizagao

estrutural e biolégica destas moléculas torna-se imprescindivel.
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Por outro lado, este conhecimento possibilitara, também, avancos nos
estudos de sintese quimica com analogos sintéticos de peptideos vegetais das
espécies Calotropis procera e Jatropha curcas, plantas amplamente distribuidas no
Nordeste brasileiro e conhecidas pelos seus mais diversos usos, além do potencial
fitoquimico ainda pouco explorado (SABANDAR et al., 2013; CHUNDATTU et al.,
2011).

A presente tese tem como tema uma area de conhecimento cientifico ainda
pouco explorada no Brasil, onde os primeiros trabalhos comecaram a se
desenvolver nos dltimos cinco anos (PICCHI et al., 2009). Apesar de varios grupos
de pesquisa, distribuidos pelo pais, estarem focados ha muitos anos nos estudos de
peptideos vegetais antimicrobianos e até possuirem experiéncia cientifica no
assunto, os demais tipos de peptideos vegetais, carecem urgentemente de estudos
gue contemplem, principalmente, a flora nativa do nosso pais. Assim, essa linha de
pesquisa representa uma area pioneira nos estudos dos peptideos vegetais no

cenario nacional.

Esta tese foi dividida em trés capitulos, os quais encontram-se sucintamente
descritos adiante: Capitulo 1 - neste, trata-se da particdo do latex de C. procera em
cinco fragcbes e do estudo do perfil fitoquimico destas fragBes, incluindo os
ciclopeptideos, além da avaliacdo do potencial antiinflamatorio e citotdéxico de cada
uma delas; Capitulo 2 - aqui explora-se a extracdo, fracionamento, obtencédo de
sequéncias primarias de peptideos, a partir de sementes maduras de J. curcas, além
da confirmacado, no genoma, destas sequéncias; Capitulo 3 - por fim, apresenta-se
uma analise das diferencas fisicas, quimicas, estruturais e biolégicas de dois
peptideos sintéticos analogos, sendo um linear e outro ciclico, obtidos por sintese
quimica em fase sélida, cujas sinteses foram direcionadas pela identificacdo e

sequenciamento de um peptideo obtido no capitulo 2.
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Capitulo |

Estudos fitoquimicos
(ciclopeptideos) e biolégicos nas
fracGes do latex de C. procera



1. Introducéo

1.1 Latex e plantas laticiferas

O termo latex € frequentemente utilizado para descrever uma secrecdo de
aspecto leitoso liberada pela planta quando esta sofre algum tipo de injuria mecanica
ou é atacada por herbivoros. Este fluido é exsudado das plantas a partir de
estruturas denominadas laticiferos, as quais sao células ou fileiras de células
especializadas (KONNO, 2011).

O aspecto visual do latex € peculiar de cada espécie (esbranquicado,
amarelado, laranja, incolor, ou ainda, marrom) (PICKARD, 2008). A producédo de
latex ocorre em mais de 20,000 espécies de plantas compreendendo mais de 40
familias, o que representa 8,9% de todas as angiospermas, com excecao as
coniferas (HAGEL et al., 2008). Dentre as plantas mais comuns e conhecidas que
produzem latex estdo as espécies das familias Apocynaceae, Caricaceae e
Euphorbiaceae (DOMSALLA e MELZIG, 2008).

O fluido laticifero das plantas contém uma grande diversidade de compostos
quimicos, principalmente metabdlitos secundarios (alcaldides, terpendides,
cardenolideos, compostos fendlicos, dentre outros) e proteinas (oxidases, lectinas,
proteinas de ligacdo a quitina, quitinases, glucosidases e fosfatases) que muitas
vezes estdo relacionados a defesa vegetal contra insetos herbivoros (AGRAWAL e
KONNO, 2009).

Os laticiferos podem ser classificados em articulados, quando formados por
fileiras de células bem definidas (como encontradas na Hevea brasiliensis), ou néo
articulados, quando uma Unica célula alongada se desenvolve através do
crescimento intrusivo, de modo semelhante a hifas de fungos (como encontradas em
Asclepias spp. e Cannabis spp.) (HAGEL et al., 2008; KEKWICK, 2001) (Figura 1).
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Figura 1- Aspectos morfologicos das seccbes longitudinais de tecidos de diferentes
espécies vegetais produtoras de latex. Fonte: HAGEL et al., 2008.

1.2 Aspectos gerais da espécie Calotropis procera

1.2.1 Classificacdo

Dentre as plantas laticiferas e pertencentes a familia Apocynaceae, encontra-
se a flor de seda (Calotropis procera) (Figura 2), um arbusto perene, ereto, pouco
ramificado e que pode alcancar até 3,5 metros de altura (CHUNDATTU et al., 2011).
Uma caracteristica peculiar desta espécie é a intensa produgcdo de um latex de
aspecto branco, o qual flui abundantemente quando se rompem os tecidos,

principalmente nas partes verdes da planta (MEENA et al., 2010).

A familia na qual esta planta esta inserida apresenta mais de 4.500 espécies,
classificadas em aproximadamente 415 géneros (Tabela 1). Esta espécie €
originaria da Asia e Africa e encontra-se distribuida na regi&o tropical do planeta.
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Figura 2 — Aspectos gerais da espécie Calotropis procera. (Fonte: Oliveira, 2011)

Tabela 1 - Classificagdo taxonomica da planta Calotropis procera

Reino Virideplantae
Divisdo Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Subclasse Asteridae
Ordem Gentianales

Familia Apocynaceae

Tribo Asclepiadeae

Género Calotropis

Espécie Calotropis procera
(Ait.) W.T. Aiton

Fonte: http://www.ncbi.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cqi?id=141467, acesso em Janeiro de
2014.

1.2.2 Composic¢ao quimica do latex

Baseado na diversidade de compostos quimicos presentes nas células
especializadas dos fluidos laticiferos (KONNO, 2011), o latex de C. procera tem sido
alvo de diversos estudos, no intuito de isolar e identificar suas substancias
constituintes. Um estudo fitoquimico, recentemente publicado, além de descrever

algumas das substancias quimicas isoladas das mais diversas partes da planta
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(triterpenos pentaciclicos, alcaldides e cardenolideos), descreve também o
isolamento e a caracterizagdo estrutural de diversos esterdides presentes neste
latex (CHUNDATTU et al., 2011). Em analises quimicas anteriores dos extratos
brutos do latex de C. procera, j& haviam sido encontrados compostos tais como
cardenolideos, enzimas proteoliticas, esterdides, triterpenos e carbonatos organicos
(GALLEGOS-OLEA et al., 2002).

Um aspecto que chama a atencdo no latex desta planta é a fragdo protéica,
na qual diversas proteinas relacionadas a defesa vegetal tém sido isoladas e
identificadas como osmotinas (FREITAS et. al., 2011), além de algumas proteases
cisteinicas (RAMOS et al., 2013; RAWDKUEN et al., 2011; SINGH et. al., 2010;
CHAIWUT et al., 2010).

1.2.3 Propriedades farmacolégicas do latex

Na medicina popular, principalmente na india, a espécie C. procera vem
sendo amplamente utilizada por apresentar diversas propriedades curativas
(WARRIER et al., 1994). No estado do Ceara (Brasil), o latex da planta é utilizado,
pela populagéo de baixa renda, no tratamento de doengas bacterianas e fungicas de
pele. Diferentes partes da planta sdo descritas por apresentar propriedades
farmacoldgicas relevantes, dentre as quais grande parte é relacionada ao seu latex
(CHUNDATTU et al., 2011).

Estudos mostram que o produto da extracdo do latex integro de C. procera
com solvente orgénico possui atividade moluscicida (HUSSEIN et al., 1994) e
esquistossomicida (SHARMA e SHARMA, 2000). Ensaios preliminares revelaram
gue o extrato organico apresentou atividade antifUngica contra Candida albicans
(SEHGAL et al., 2005). JA4 os extratos aquosos e/ou organicos, obtidos de
preparacoes integras do latex, ttm mostrado muitas atividades farmacoldgicas que
incluem acgao cicatrizante em animais (RASIK et al., 1999), acdo antidiarreica em
ratos (KUMAR et al., 2001) e efeito antipirético (LARHSINI et al., 2002). Entretanto,
apesar do numero de propriedades farmacolégicas observadas, ha pouca
informacao sobre as possiveis moléculas envolvidas em tais processos (SHIVKAR e
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KUMAR, 2003) e se elas seriam compostos do metabolismo secundario e/ou
proteinas (SEHGAL et al., 2005). Assim, embora uma riqueza de atividades tenha
sido observada em estudos exploratorios, a identificacdo de principios ativos € muito

pequena.

Por outro lado, alguns trabalhos demonstram o potencial bioldgico das
proteinas do latex de C. procera. Nesses estudos, a fracdo proteica mostrou
aparente toxicidade contras as larvas de Anticarcia gemmatalis (RAMOS et al.,
2007) e Callosobruchus maculatus quando misturado em uma dieta artificial
(RAMOS et al., 2010), embora estes estudos ndo tenham mostrado quais proteinas

foram responsaveis por essa toxicidade.

Esta fracdo proteica apresentou também atividades relacionadas a inibicao
de proteases e atividade quitindsica, ambas relacionadas a defesa vegetal sendo
consideradas possiveis candidatos responsaveis pelo papel de defesa do latex de C.
procera (FREITAS et al., 2011; RAMOS et al., 2010; RAMOS et al., 2007).

Outro fato observado para esta fragdo proteica foi a presenca de atividade
antiinflamatdria quando avaliada em diferentes modelos animais (ALENCAR et al.,
2006; ALENCAR et al., 2004). KUMAR e colaboradores (2007) verificaram um forte
efeito antiinflamatério por parte de dois extratos do latex de C. procera, um
metanolico e outro aquoso, contra diferentes mediadores de inflamacéo. Também foi
verificado em camundongos, por exemplo, uma acéo analgésica de forma dose-
dependente (SOARES et al., 2005), além da capacidade de inibir os efeitos letais
provocados por uma infeccdo bacteriana induzida por Salmonella enterica serovar
Typhimurium (LIMA-FILHO et al., 2010).

Um fato que chama bastante atencéao € o uso de diversas partes da planta de
C. procera no tratamento de tumores, principalmente na india (KUMAR e ARYA,
2006). KUMAR e colaboradores (2008), por exemplo, registraram um pedido de
patente, através do qual descrevem um método para prevencdol/tratamento de

cancer utilizando uma suspenséao aquosa de latex de C. procera desidratado.

Alguns trabalhos tém relatado que o uso de extratos de raizes e flores tém se
mostrado citotoxico frente a linhagens de células tumorais (QUAQUEBEKE et al.,
2005) e que, o latex tem apresentado atividade antitumoral in vivo (CHOEDON et al.,

2006). OLIVEIRA e colaboradores (2011) demonstraram, por exemplo, a capacidade
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de uma fracdo protéica deste latex em inibir o crescimento tumoral de quatro
linhagens celulares, HL-60 (leucemia pré-mielocitica), HCT-8 (co6lon), MDA-MB-435
(mama) e SF295 (cérebro).

Segundo uma revisdo publicada recentemente por SAWADOGO et al.,
(2013), sobre plantas reconhecidas por apresentarem propriedades anticancer, a
espécie C. procera recebe destaque por apresentar trés cardenolideos (27-
Oxovoruscarina, uscarina e voruscarina) e um composto hemi-sintético (UB450) com
um alto poder antiproliferativo frente a diversas linhagens tumorais Hs683 (glioma
neuronal), U373 (glioblastoma), HCT-15 (adenocarcinoma de célon), LoVo (colon) e
A549 (pulmé&o).

Sabendo que alguns autores, como OLIVEIRA e colaboradores (2011), tém
demonstrado que o latex de C. procera tem apresentado atividades citotoxicas in
vitro e antitumoral in vivo, e ainda que tem sido comprovado experimentalmente um
potente efeito anticancer a partir dos mais diversos tipos de peptideos vegetais
isolados, em especial os ciclicos (MA et al., 2007), surge a seguinte questdo: sera
que o latex de C. procera apresenta ciclopeptideos e estes mesmos poderiam estar

relacionados as atividades antiinflamatoria e anticancer atribuidas a este latex?

Assim, o presente capitulo visa o fracionamento, caracterizacao fitoquimica e
biolégica das fracBes organicas do latex de C. procera, assim como uma

investigacdo quimica da presenca de ciclopeptideos.
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2. OBJETIVOS

O objetivo geral do capitulo foi fracionar e avaliar fitoquimica e biologicamente
o potencial das fracdes do latex de C. procera, assim como investigar quimicamente
a presenca de peptideos ciclicos além de sua possivel a¢do antiinflamatéria in vivo e

citotbxica em modelos in vitro.

2.1 Objetivos especificos:

1. Fracionar o latex de C. procera através da particdo com solventes organicos e

avaliar o rendimento das fragOes obtidas;

2. Investigar a constituicdo fitoquimica das fracbes através de analise

fitoquimica qualitativa, espectroscopia de infravermelho e RMN de hidrogénio;

3. ldentificar através de métodos quimicos a presenca de peptideos ciclicos nas

fracOes do latex de C. procera;

4. Tracar o perfil cromatografico das fracdes organicas através de cromatografia

de exclusdao molecular e fase reversa;

5. Submeter a fracdo acetato de etila e aquosa do latex a métodos
cromatograficos, no intuito de isolar peptideos.

6. Realizar ensaios biologicos para avaliar o potencial farmacoldgico das fragdes
através de ensaios de toxicidade in vivo e in vitro assim como avaliar a

atividade antiinflamatoéria in vivo;
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

3.1.1 Reagentes

Os solventes organicos (hexano, diclorometano, acetato de etila e butanol)
foram de grau analitico. Acetonitrila (grau HPLC), metanol (grau HPLC),
carragenana, doxorrubicina, glicina, dicromato de potassio e papaina (E.C. 3.4.22.2)
foram obtidos da SIGMA Aldrich Co. (Séo Paulo, Brazil). Os reagentes tolidina e
ninidrina foram adquiridos da VETEC (Rio de Janeiro, Brazil). Tetrametilsilano (TMS)
e cloroférmio deuterado foram obtidos da TEDIA Brasil (Rio de Janeiro, Brazil).

3.1.2 Obtencéo do material vegetal

O latex utilizado neste estudo foi coletado de espécimes de C. procera
encontradas na regido metropolitana da cidade de Fortaleza (CE). Um espécime
testemunha (n. 32663) foi depositado no herbéario Prisco Bezerra localizado na

Universidade Federal do Ceara.

O latex foi coletado (200 mL), sempre no periodo da manha, por gotejamento
apoOs quebra do apice caulinar da planta. O latex exsudado foi coletado em garrafas
de plastico de 500 mL contendo agua ultrapura na razéao de 1.5 (v/v) e armazenado
a 4° C até o uso.

3.2 Métodos

3.2.1 Particdo do latex de C. procera com solventes organicos
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O Latex (200 mL) coletado em agua (1:5) foi particionado trés vezes, em 600
mL cada (3 x 600 mL), com o0s seguintes solventes organicos de polaridade
crescente (hexano, diclorometano, acetato de etila e butanol) (Figura 3). Cada fracéo
(incluindo a fracdo aquosa) foi removida da respectiva mistura bifasica por um funil
de separacao e evaporada sob presséo reduzida em um evaporador rotativo a vacuo

(Fisatom 801) a 40 °C até a obtenc¢édo das fracbes secas.

LATEX

l Particao Hexano

Fr. AQuosa Fr. Hexano

Particdo Diclorometano

v

Fr.
Fr.Aquosa Diclorometano

Particdo Acetato de etila

v

Fr. Acetato

Fr. Aquosa etila

lPanigéo Butanol

Fr.

Fr.Aquosa Butandlica

Figura 3 - Representagdo esquematica da particdo do latex de C. procera.
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3.3 Métodos quimicos de deteccao

3.3.1 Andlise qualitativa de metabdlitos secundarios

As fracBes obtidas foram submetidas a andlise qualitativa quanto a presenca
de determinados tipos de metabdlitos secundarios (fendis, taninos, flavonoides,
esterodides, triterpendides, saponinas e alcaldides) como descrito na metodologia de
MATOS (1988).

As amostras das fracdes organicas do latex (25 mg/mL) foram dissolvidas em
etanol a 95% e solubilizadas com o auxilio de um aparelho de ultrassom (30 min)
antes das medicdes. O resultado de cada um dos ensaios teve como base a
observacéo visual da modificacdo de cor ou formacado de precipitado apos a adicao

dos reagentes especificos.

Inicialmente, as fragdes do latex (3 mL de cada) foram investigadas quanto a
presenca de taninos e fendis através da adicao de 60 pL de uma solucao contendo
2% de FeCl; em etanol. A formacédo de uma fase solluvel azul-vermelho foi usada
como indicativo da presenca de fendis, ja um precipitado de cor azul foi usado como
indicativo de taninos soluveis, assim como uma cor verde foi usado como um

indicativo da presenca de taninos condensados e/ou caquéticos.

Para a determinacéo da presenca de flavonoides foi utilizado uma aliquota de
3 mL de cada fracdo, e o ensaios foram realizados em triplicata. A presenca de
antocianinas e antocianidinas foi determinada pela formagédo das cores vermelha
e/ou purpura e/ou azul-violeta apés a adicdo de HCI 0,1M a pH 3, e NaOH 0,1 M a
pH 8,5 e pH 11, respectivamente. Ja a presenca de flavonas, xantonas e flavonois
foi determinada pela formacdo de uma cor amarela apés adicdo de NaOH 0,1 M em
pH 11,0. A cor laranja-vermelha & um indicativo de flavanonois. Chalconas e
auronas tiveram sua presenca confirmada pela formacé&o das cores vermelha (pH 3)

e vermelho-puarpura (pH 11).

Esterdis e triterpenos foram investigados através da dissolugcdo de 250 mg de
cada amostra em 5 mL de cloroférmio. As amostras foram filtradas e os reagentes

anidrido acético (1 mL) e acido sulfarico (60 mL) adicionados a fase soluvel, ja o
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material insoluvel foi usado para identificar as saponinas. A cor verde foi usada
como um indicativo da presenca de esterdis livres, enquanto a cor marrom-vermelho
indicativo da presenca de triterpenos. Para investigar a presenca de saponinas, 5
mL de agua destilada foram adicionadas ao precipitado e procedeu-se com uma
agitacao suave por durante 3 min. A formacédo de um anel de espuma persistente foi

usado como um indicativo da presenga de saponinas.

A determinacdo da presenca de alcaldides procedeu-se da seguinte maneira:
o reagente hidroxido de aménio concentrado foi adicionado aos 3 mL de cada uma
das fracGes do latex até se chegar ao pH 11. Logo em seguida, volumes diferentes
(30, 20 e 10 mL) de uma solucdo de éter/cloroformio (3:1) foram adicionados
sucessivamente em cada fragdo uma das fracdes, apds a adicdo de cada volume,
realizou-se uma agitagdo suave. A fase de éter/ cloroférmio foi eliminada de cada
uma das fracbes e os alcaldides extraidos foram filtrados e secos. Os materiais
resultantes de cada uma das fracdes foram divididos em trés partes e, um volume
igual de cada uma dessas solucdes foi precipitado com o0s seguintes reagentes de
precipitacdo de alcal6ides: Hager, Mayer e Dragendorff. A presenca de material

floculado em uma das solucdes foi usado como indicativo da presenca de alcaldides.

3.3.2 Deteccéo de peptideos pelo método Cly/o-tolidina

As fracBes foram dissolvidas em metanol (a uma concentracao final de 25
mg/mL), e centrifugadas por 10 min a 10.000 x g (25 °C). Os sobrenadantes foram
aplicados em placas cromatograficas de camada delgada formadas por silica gel 60
F254 (Merck). A revelacdo das placas ocorreu através do borrifamento da solugéo
de o-tolidina/etanol (1%). A formacdo de uma coloragéao azul escuro foi usada como
um indicativo da presenca de peptideos. A enzima proteolitica papaina (Carica
papaya), foi usada como controle positivo e 0 metanol puro usado como controle

negativo.
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3.3.3 Deteccao de peptideos pelo método da ninidrina

As fracbes foram dissolvidas (10 mg/mL) e aplicadas em placas
cromatograficas (como descrito no subitem 3.3.2), s6 que em duplicata. Uma das
placas foi encubada com HCI concentrado (12 M), em uma camara fechada por 2
minutos, logo em seguida aquecida por 2 horas em estufa a 110 °C. Para a
revelacdo, borrifou-se o reagente ninidrina/acetona (0,2%) nas duas placas
cromatograficas: a placa hidrolisada com HCI e a néo hidrolisada. A formacéo de
uma coloracdo amarelada ou laranja na placa tratada com HCI e a auséncia dessa
coloragdo na placa nao tratada foi usada como um indicativo da presenca de
peptideos ciclicos, como relatado na metodologia descrita por TAN e ZHOU, (2000).
A enzima proteolitica papaina (Carica papaya) e o amino&cido glicina foram usados

como controle positivo e 0 metanol puro usado como controle negativo.

3.4 Analises espectroscopicas

3.4.1 Infravermelho

Para as andlises espectroscépicas por infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR) foi utilizado um espectrdmetro da marca Bruker, modelo MPA-R, e 0s
espectros de cada fracdo foram obtidos utilizando-se o espectrofotbmetro Excalibur
FT 3000 Series detector DGTS, operando em um intervalo de comprimento de onda
de 4,000 a 500 cm™, resolucdo de 4 cm™. As pastilhas de KBr foram obtidas
aplicando-se uma presséo de 3 t.cm™, durante 1 min, a uma mistura de 15 mg de

cada fracao e 100 mg de KBr.

3.4.2 RMN de hidrogénio

Os experimentos de RMN foram realizados no Centro Nordestino de

Aplicacdo e uso da Ressonancia Magnética Nuclear da Universidade Federal do
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Ceard (CENAUREMN-UFC), sob a responsabilidade do Prof. Dr. Edilberto Rocha
Silveira. Os espectros de RMN *H unidimensionais foram obtidos em espectrémetros
da marca Bruker, modelo Avance DPX-300 e/ou Avance DRX-500 operando na
frequéncia do hidrogénio a 300,13 e a 500,13 MHz. Agua, metanol e cloroférmio
deuterados foram empregados para a dissolucdo das amostras e o tretrametilsilano

(TMS) foi usado como padréo interno.

3.5 Andlises cromatograficas das fracdes do latex de C. procera

Perfis cromatogréficos

Inicialmente as fragcdes foram dissolvidas a uma concentragéo final de 2
mg/mL em metanol, solvente que apresentou boa solubilidade para todas as fracdes.
O metanol também foi utilizado como fase mével tanto para cromatografia de

exclusao molecular como de fase reversa.

3.5.1 Exclusao molecular

As fracdes organicas, 2 mg de cada fracédo, foram aplicadas em coluna semi-
preparativa, preparada manualmente, tendo como fase estacionaria a resina
Sephadex LH-20 (100 cm de altura por 1,6 cm de diametro, 200 mL de volume e
com fluxo de 2,5 ml/min). As fracdes (3 mL por tubo) foram coletadas e os valores de
absorbancia registrados através de leitura em espectrofotémetro (Modelo DR 5000)

no comprimento de onda de 280 nm.
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3.5.2 Fase reversa

Cada uma das fracdes foi analisada em HPLC, da marca GILSON, com
detector de UV operando em comprimento de onda de 220 nm. Para isso, foram
aplicados 50 pug de amostra dissolvida na fase movel A (agua ultrapura contendo 5%
de metanol e 0,045% de &cido trifluoroacético-TFA) em coluna analitica de fase
reversa da marca HICHROM, de dimensdes de 250 X 4,6 mm, tipo C18 com
particulas de 5 um, poro de 300 A, sob fluxo de 1,0 mL/min. A fase mével B foi
formada por Metanol 90% contendo 0,036% de &cido trifluoroacético (TFA). Utilizou-
se um modo de separacéo tipo gradiente, de 100% de A para 100% de B em 80

minutos.

Estratégias para o isolamento de peptideos das frac6es do latex de C. procera

Foram adotadas quatro estratégias exploratorias, no intuito de isolar
peptideos do latex de C. procera, onde, em trés delas foram utilizadas a fracédo
acetato de etila como material de partida e, na restante, foi utilizado o latex total
(Figura 3).

3.5.3 Estratégia 1 (Sephadex LH 20)

A fracdo acetato de etila foi cromatografada de acordo com a metodologia
anteriormente descrita no subitem 3.5.1. A subfragdo 1 (escolhida por ser de baixa
complexidade) foi seca, resuspensa em metanol e aplicada em coluna analitica de
fase reversa, seguindo a metodologia acima descrita no subitem 3.5.2. A fim de
avaliar a pureza dos picos, um deles (P1l), foi solubilizado e recromatografado
utilizando-se as mesmas condi¢des de separacdo previamente descritas. Por fim, as
fracOes (P1-P12) foram analisadas individualmente em espectrdmetro de massas da

Waters tipo Synapt (Manchester, UK) de alta resolucdo, em modo ESI positivo,
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acoplado a um sistema de nanoUPLC, utilizando-se a técnica de aquisicdo

dependente de dados (Figura 4).

3.5.4 Estratégia 2 (Sephadex G-10)

A fracdo acetato de etila foi resuspensa em metanol (a uma concentracao
final de 2 mg/mL) e aplicada (2,0 mg) em coluna de exclusdo molecular semi-
preparativa, preparada manualmente, tendo como fase estacionaria a resina
Sephadex G-10 (25 cm de altura por 1,6 cm de diametro, com fluxo de 3,0 mL/min).
A fracdo de interesse foi coletada no volume morto da coluna, seca e ressuspensa

para posterior analise por HPLC.

A andlise por HPLC seguiu 0s mesmos passos descritos no subitem 3.5.2,
com excecao do uso de acetonitrila ao invés de metanol na preparacdo dos
solventes. As andlises posteriores para identificacdo de peptideos seguiu 0s passos

descritos no topico “Estratégia 1” (ver subitem 3.5.3) (Figura 4).

3.5.5 Estratégia 3 (Extracao em fase sélida)

A fracdo acetato de etila foi extraida com acetonitrila 40% (1:20), em banho
de ultrassom por 30 min. Logo em seguida, foi centrifugada a 10.000 x g por 20 min
(25 °C). A parte soluvel foi aplicada em cartucho de extracdo em fase solida C18-E
Phenomenex SPE (200 mg/3 mL), previavemente condicionada (5 volumes de
coluna) em acetonitrila (95%) e equilibrada (20 volumes de coluna) com 40% de
acetonitrila em agua. A eluicdo da amostra ocorreu de acordo com o0 seguinte
gradiente: 1) eluicdo com 40% de ACN e 60% de agua; 2) 70% de ACN e 30% de
agua e 3) 95% de ACN e 5% de agua.

A fracdo do gradiente 2 foi seca e analisada por HPLC seguindo os mesmos

passos descritos no subitem 3.5.2, acrescida da modificacdo descrita na estratégia 2
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(ver subitem 3.5.4). As andlises posteriores para identificacdo de peptideos seguiu

0S passos descritos no topico “Estratégia 1” (ver subitem 3.5.3) (Figura 4).

3.5.6 Estratégia 4 (Centriprep 10 kDa)

O latex foi coletado em agua (1:5), filtrado em papel de filtro de 0,45 pm
(Whatman), e centrifugado por 10 min a 10.000 x g (4 °C). O sobrenadante foi
novamente filtrado s6 que dessa vez em filtro de 0,22 um da Millipore. Logo em
seguida, a amostra foi centrifugada em filtro centriprep (Amicon) com limite de
exclusdo de 10 kDa a 2900 x g por 60 min (4 °C). Ap6és a completa filtracdo de toda

a amostra, a mesma foi liofilizada.

O material liofilizado foi resuspenso em agua ultrapura (a uma concentracao
final de 10 mg/mL) e aplicado em coluna de exclusdo molecular, semi-preparativa,
tendo como fase estacionaria a resina Sephadex G-10. Depois, seguiu-se a

metodologia descrita no subitem 3.5.4. A fase maovel utilizada foi &gua ultrapura.

A fracdo de interesse foi coletada no volume morto da coluna, seca e
ressuspensa para posterior analise por HPLC. A analise por HPLC seguiu o0s
mesmos passos descritos no tépico 3.5.2, com a modificacdo descrita na estratégia
2 (item 3.5.4). As analises posteriores para identificacdo de peptideos seguiu 0s

mesmos passos descritos no tépico “Estratégia 1” (ver subitem 3.5.3) (Figura 4).
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Estratégia 1

| Fase reversa C-18 |

Estratégia2 Estratégia 3

| Fase reversa C-18 |

| Sephadex LH-20 |

| Fase reversa C-18 |

Fr. Acetfrto de etila

| Sephadex G-10 |« Fr. Acstato de etila €<— Latex —> Fr. Acetato de etila...» | Extragao ACN 40% |

!

| Sobrenadante centrifugado e filtrado |

| Fase reversa C-18 |

| Centriprep 10 kDa |

| Sobrenadante < 10 kDa |

| sephadex G-10 |

| Fase reversa C-18 |

Estratégia4
Figura 4 — Representacdo esquematica dos passos analiticos utilizados nas quatro

estratégias adotadas para o isolamento de peptideos da fragdo acetato de etila e
aguosa de C. procera.
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3.6 Ensaios biologicos

3.6.1 Atividade hemolitica

Os eritrécitos humanos (50 mL), tipo O", foram obtidos do Centro de

Hematologia e Hemoterapia do Ceara. Apoés trés ciclos de lavagem em 150 mM

NacCl, os eritrocitos foram suspensos na solucéo de lavagem a 4%.

As fracBes do latex foram dissolvidas em 5% de DMSO a uma concentracao
final de 4 mg/mL. Uma aliquota de 100 pL de cada fracdo foi adicionada a 100 pL de
PBS, e uma diluicdo seriada foi usada para determinar a concentracdo final que
variou de 1 a 0,07 mg/mL. Finalmente, 100 pL dos eritrécitos (4%) foram incubados
em microplacas com 96 pocos por 30 min a 37 °C. A placa foi entdo centrifugada
(700 x g por 10 min a 4 °C) para remover as células lisadas. O conteudo de
hemoglobina foi determinado fazendo leitura do sobrenadante em espectrofotometro
a 540 nm e correlacionando estes com os eritrocitos lisados, assim como descrito na
metodologia de BARBOSA e colaboradores (2011).

3.6.2 Avaliagdo de toxicidade

Ensaio in vivo

A toxicidade das fracdes do latex de C. procera foi inicialmente avaliada frente
ao teste da Artemia salina (Artemia sp.) de acordo com a metodologia descrita por
CARVALHO e colaboradores (1988). Grupos de dez Artemias sp. nauplli (24 horas
de idade) receberam diferentes concentracdes (10-1000 pg.mL™) dos extratos (100
uL) em triplicata. Ap0s 24 horas, foi registrado o numero de animais vivos. Uma
solucdo padrdo de dicromato de potassio (DLso= 20 pg.mL™) foi utilizada como

controle positivo.
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Ensaio in vitro

Células e manutencdo da cultura

Para os ensaios de citotoxicidade foram utilizadas as seguintes linhagens
celulares: HL-60 (leucemia pro-mielocitica), HCT-116 (colon), Ovcar-8 (ovério) e
SF295 (cérebro) obtidas através de doadores do Instituto Nacional do Céancer dos
Estados Unidos (Bethesda, MD) mantidas permanentemente em camundongos no
Laboratério de Oncologia Experimental do Departamento de Fisiologia e
Farmacologia da Universidade Federal do Ceara. As linhagens celulares foram
cultivadas em frascos plasticos para cultura utilizando o meio de cultura RPMI 1640
suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de antibibticos
(penicilina/estreptomicina). As células foram incubadas em estufa a 37 °C com
atmosfera de 5% de CO,. Os ensaios de citotoxicidade foram realizados com as

fracOes oriundas da particdo do latex.

Avaliacdo da citotoxicidade das fracdes sobre células tumorais humanas

A citotoxicidade das fracdes organicas sobre as células tumorais humanas foi
quantificada pelo aumento da capacidade das células de reduzir o corante amarelo
3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolium brometo (MTT) para um produto de
coloragdo purpura (MOSMANN 1983). O ensaio consistiu em uma analise
colorimétrica baseada na conversao do sal MTT para formazan, pela atividade da
enzima succinil-desidrogenase presente na mitocondria da célula viavel, permitindo
dessa maneira quantificar a porcentagem de células vivas, assim como descrito por
OLIVEIRA (2011).
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3.6.3 Atividade antiinflamatéria

As frag6es foram dissolvidas em DMSO 5% e o material insoltvel foi removido
por centrifugagdo (10 min; 10 °C; 10,000 x g). As amostras foram injetadas
intravenosamente em ratos (n=6, por grupo), em diferentes doses (1,0; 5,0 e 10,0
mg/kg; em 0,2 mL), 30 minutos antes do estimulo da carragenana (700
pg/cavidade). Os animais controle receberam solucédo salina estéril. Quatro horas
depois, os animais foram sacrificados através da inalacdo de halotano e as
cavidades peritoneais lavadas com 10 mL de solugcdo salina contendo 5 Ul/mL de
heparina. Os fluidos foram recuperados para uma contagem total e diferencial de
células usando microscopia de luz de acordo com a metodologia descrita por
SOUZA e FERREIRA (1985).

3.6.4 Anélise estatistica

As diferencas estatisticas entre os grupos foram obtidas a partir da analise de
variancia (ANOVA) seguida do teste de Bonferroni’s para ensaios antiinflamatorios,
onde valores de p inferiores a 0,05 foram considerados significantes. Para os demais
experimentos foram calculadas as médias + desvio padrdo da média (DP) utilizando
as ferramentas da plataforma Microsoft Office, Software Excel, versdo 2007
(Microsoft ®).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Fracionamento do latex de Calotropis procera

O latex de C. procera € composto por aproximadamente 88% de agua e 12%
de massa seca (Tabela 2). Esse alto teor de agua € condizente com alguns dos
papéis fisiologicos propostos para fluidos laticiferos, como o de reserva de agua e

acumulo de substancias de defesa do vegetal (KONNO, 2011).

Tabela 2 - Valores médios e rendimento do peso seco e fresco
do latex de C. procera.

Latex (mL) Peso fresco (g) Peso seco (g)
25 27,41 3,57
25 27,32 3,27
25 26,00 2,85
Média 26,91+0,79 (88%)  3,23%0,36 (12%)

Os valores representam a média + DP da observacao de trés experimentos
com 25 mL de latex.

A particdo do latex de C. procera com solventes de polaridade crescente
resultou na obtencdo de quatro fragdes organicas (hexanica, diclorometano, acetato
de etila e butandlica) e uma fracdo aquosa. As fracbes hexéanica e aquosa

representaram mais de 90% da massa seca obtida (Tabela 3).
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Tabela 3 - Rendimento das fragBes obtidas por particdo do latex de C. procera

Fracao Massa seca (g) Rendimento (%)

Hexanica 10,47 49,4
Diclorometano 1,104 5.2

Acetato de etila 0,439 2,0
Butanolica 0,451 2,1

Agquosa 8,708 41,1

“Peso seco total das fragses 2117 -

Peso seco total esperado (12%)* 25,74 -
Rendimento da extracao - 82.25

* A obtencao das frages ocorreu através da particdo de 200 mL de latex (214,5 g).

Tais dados refletem, para a fracdo hexanica, o alto teor de poliisoprendide,
como os triterpendides, material insolivel e bastante apolar, o qual deve ter sido
majoritariamente extraido (BUCHANAN et al., 2000). Ja para fracdo aquosa, alguns
autores tém descrito a presenca abundante de substancias polares como proteinas,
enzimas proteoliticas e glicosideos (FREITAS et al.,, 2011; MEENA et al., 2010;
RAMOS et al., 2007).

4.2 Perfis fitoquimicos das fracdes do latex

A analise fitoquimica qualitativa revelou que, enquanto os esterdides estavam
presentes em todas as fragfes testadas, os flavandides estavam presentes apenas
nas fragbes diclorometano e acetato de etila. Ja os triterpenos foram encontrados

apenas nas fragdes hexanica e diclorometano (Tabela 4).
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Tabela 4 - Andlise fitoquimica qualitativa das fragdes do latex de C. procera.

Fracdes
Fenois - - - - -
Taninos - - - - -
Flavanoides - + + - -
Esterdides + + + + +
Triterpendides + + - - -
Saponinas - - - - -
Alcaléides - - - - -

(+) Indica reagéo positiva para o composto testado, enquanto (-) indica auséncia do composto testado.

Os fendis, taninos, saponinas e alcaléides nao foram detectados nas fractes
do latex de C. procera, embora sua presenca no latex de espécies das familias
Euphorbiaceae, Convolvulaceae, Anacardiaceae e Papaveraceae tenha sido
descrita (KONNO, 2011). Apesar disso, alguns autores tém relatado a presenca
desses mesmos compostos em outros 6rgdos e tecidos desta espécie
(CHUNDATTU et al., 2011; DOSHI et al., 2011; MAINASARA et al., 2011). MEENA e
colaboradores (2010), por exemplo, publicaram uma revisdo sobre o perfil
fitoquimico, etnobotanico e farmacoldgico da espécie C. procera, na qual estes
autores descrevem o latex como uma fonte rica de metabdlitos secundarios,
principalmente cardenolideos. J& SAWADOGO e colaboradores (2012), em sua
revisdo sobre plantas Africanas com propriedades anticancer, descrevem o extrato
metanolico das raizes e da casca de C. procera como uma rica fonte das seguintes
classes de metabdlitos secundarios: flavandides, saponinas, taninos, alcalbides e

cardenolideos.
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Como parte do estudo do perfil fitoquimico do latex, as fracdes foram
submetidas a duas técnicas complementares de analise espectroscopica: o
infravermelho (V) (Figura 5) e a ressonancia magnética de hidrogénio (RMN-H%)
(Figuras 6, 7 e 8). As fracbes mais hidrofobicas, hexanica e diclorometano,
produziram espectros diferentes de IV, que por sua vez foram diferentes dos
espectros das fracBes acetato de etila, butandlica e aquosa. Os espectros dessas
tltimas fracdes (ordem crescente de polaridade) foram muito similares. Os grupos
hidroxila (OH), com picos caracteristicos na regido de 3400 cm™, estiveram

presentes em todas as fracoes.

O espectro de IV das fracdes hexanica e diclorometano apresentaram picos
na faixa de 2961-2854 cm™, correspondendo ao estiramento simétrico e assimétrico
de C-H (grupos metila e metileno). Ja os picos na faixa de 1723 cm™ apresentaram
estiramento tipico de C=0 e/ou deformacfes/vibracbes assimétricas tipicas de
grupos aldeido. Os picos adicionais nas faixas de 1450 cm™ (deformacdo C-H) e
1350 cm™ (deformacdo em C-H de grupos metila) também foram observados. Por
outro lado, a intensidade de todos esses picos foi diminuindo na fragéo

diclorometano.

Os poliisoprenos, precursores dos polimeros constituintes da borracha, foram
detectados em abundancia em fragbes de hidrocarbonetos em C. procera, assim
como descrito por KALITA e SAIKIA (2004). De acordo com os espectros de IV das
fracbes hexano e diclorometano, os poliisoprenos de C. procera sdo comuns em
ambas as fracfes hidrofébicas (hexano e diclorometano), o que esta condizente com

0S dados apresentados na Tabela 4.
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Figura 5 — Andlise espectroscoépica por infravermelho das fracdes do latex de C.

procera.
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Figura 6 - Andlise espectroscopica por RMN-H* das fracées hexanica (A) e diclorometano (B) do latex de C. procera.
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Figura 7 - Andlise espectroscopica por RMN-H* das fracdes acetato de etila (A) e butandlica (B) do latex de C. procera.
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Figura 8 - Andlise espectroscopica por RMN-H* da fracéio aquosa do latex de C. procera.
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Foram detectados nas fracdes acetato de etila, butandlica e aquosa, um pico
na regido de ~1645 cm™ e outro na regido de 1105-1093 cm™, correspondendo &
vibracdo de estiramento axial de ligacdo dupla C=C e a deformacao axial da ligacéo
C-0, caracteristica de éteres e/ou alcools, respectivamente. A fragdo Aquosa foi a
que produziu maior intensidade de sinal nessa regido de 1093 cm™ (estiramento C-
H), haja vista sua maior polaridade, o que ainda é sugestivo da presenca de

esterdides (Tabela 4).

Os espectros de RMN-H* na regi&o de campo alto, mostraram niveis elevados
de protons, nas fracdes hexanica e diclorometano (Figura 6), atribuidos aos grupos
CH3; e CH; de cadeia alifatica. Protons residuais, atribuidos a esses mesmos grupos
(CH3 e CHy), também foram observados nos espectros das fracdes acetato de etila,
butandlica e aquosa (Figuras 7 e 8). Os espectros de RMN-H' da fracdo
diclorometano mostraram picos na regido de campo intermediario associados a
protons olefinicos, comumente observados na borracha (KALITA e SAIKIA, 2004).
Ja na fracdo aquosa, os picos foram associados a prétons ligados a carbonos

oxigenados (Figura 8).

Os picos na regido de campo baixo foram observados tanto na fracéo
hexanica como na diclorometano (Figura 6), sendo seus protons associados a
moléculas aromaticas. Estes achados corroboram com os dados da triagem
fitoquimica qualitativa (Tabela 4) e com a literatura, nos quais encontram-se
descritos triterpenos, esterdides e flavanoides presentes no latex (MEENA et al.,
2010).

4.3 Ciclopetideos nas fracdes do latex

As fracdes acetato de etila, butandlica e aquosa reagiram positivamente com
o reagente Cl,/o-tolidina, fato observado pela presenca de uma coloragdao azul
escuro (Figura 9A), o que indica a presenc¢a de grupos amidas que sao tipicos de
ligacéo peptidica (VAN DEN BERG et al., 1995).
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(a) Método quimico empregando o reagente o-tolidina

Controle positivo
(papaina)
BT

Hexano Acetato de etila Aquosa

! " ,AI_A,".& -
Butanol Controle negativo
(Metanol)

Diclorometano

(b) Método quimico empregando o reagente ninidrina
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Figura 9 — Métodos quimicos utilizados na deteccdo de peptideos das fracdes do
latex de C. procera

Algumas familias de angiospermas sdo notérias por acumularem peptideos,
principalmente o0s de natureza ciclica (Annonaceae, Caryophyllaceae,
Euphorbiaceae, Rubiaceae e Violaceae) (PICCHI et al., 2009; TAN e ZHOU, 2006).
As plantas laticiferas do género Jatropha sdao um exemplo disso, a partir das quais
diversos peptideos foram isolados e caracterizados (Integerrimida, curcaciclina,
jatrophidina, polianina, podaciclina, ciclogossina, chevalierina e mahafaciclina)
(ZHANG et al., 2009).
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Atualmente, existe apenas um trabalho na literatura descrevendo o
isolamento de um peptideo ciclico - obtido do caule de Stephanotis floribunda - no
mesmo téxon (Asclepiadaceae) do qual faz parte a espécie em estudo neste
trabalho (YOSHIKAWA et al., 2009). Assim, de acordo com dados da literatura, a
fracdo mais promissora (acetato de etila) foi selecionada e reexaminada para o

estudo de ciclopeptideos.

Muitos relatos na literatura tém demonstrado que os ciclopeptideos das
plantas laticiferas tém sido isolados da fracdo acetato de etila (ZHANG et al., 2009;
BARAGUEY et al., 1998; VAN DEN BERG et al., 1995). Assim, considerando que
esta fracao reagiu positivamente com grupamentos amidas, ela foi reexaminada com
0 reagente ninidrina. A ninidrina reage com 0s grupamentos amino livres que sao
tipicamente encontrados nas proteinas. Como mostrado na Figura 9B, a ninidrina
reagiu positivamente com a papaina (proteina) e com a glicina (aminoacido livre), os
quais foram usados como controles positivos. Nota-se ainda que a ninidrina nao
reagiu com a fracdo acetato de etila que nao foi hidrolisada, o que sugere a
auséncia/indisponibilidade de grupamentos amino livres. Entretanto, apds a hidrolise
qguimica com HCI 6 M, a fracdo acetato de etila reagiu positivamente com a ninidrina,
0 que sugere a presenca de grupos aminos livres. Portanto, pode-se concluir que os

ciclopetideos estdo presentes nesta fracdo do latex.

Ciclopeptideos com citotoxicidade e propriedades anticancer foram descritos
em raizes e outros tecidos de diferentes espécies de plantas (COZZOLINO et al.,
2005; HSIEH et al., 2004; WELE et al., 2004; NAPOLITANO et al., 2003). O estudo
conduzido por MONGKOLVISUT e colaboradores (2006) consiste no Unico trabalho
que descreve a presenca de ciclopeptideos do latex (Integerrimidas A e B) com um
efeito inibitorio da proliferacdo de células de melanoma humano (IPC-298), assim

como da migracao de células de carcinoma de pancreas humano.

Mais recentemente, estudos com trés novos ciclopeptideos, que exibiram
atividade antiinflamatoéria in vitro, usando o modelo de macréfago J774,1 foram
publicados (CHUANG et al., 2008). Estes resultados indicam que ciclopeptideos do
latex de C. procera podem estar envolvidos com estas propriedades farmacoldgicas.
A deteccdo de ciclopeptideos é especialmente importante porque, até 0 momento,
as tentativas de investigar as sequéncias de aminoacidos dessas pequenas

moléculas ciclicas na espécie C. procera tém fracassado. O isolamento e os estudos
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estruturais destas moléculas sdo grandes desafios na compreensdo das

propriedades biologicas apresentadas por esta espécie.

4.4 Estratégias de isolamento de peptideos nas fragcdes do latex

Os perfis cromatograficos, tracados por técnicas de exclusdo molecular (LH-
20) e fase reversa (C-18) das fracdes organicas do latex de C. procera, revelaram
matrizes complexas, com alta intensidade de absorcédo nas regides de 220 e 280
nm, o que é sugestivo da presenca de ligacdes peptidicas e aminoacidos

aromaticos, 0s quais por sua vez sao caracteristicos de peptideos (Figura 10).

Sabendo que diversos trabalhos de isolamento de peptideos na literatura
utilizaram a fracdo acetato de etila como ponto de partida (TAN e ZHOU, 2006;
BARAGUEY et al., 1998; AUVIN-GUETTE et al., 1997; VAN DEN BERG et al., 1995)
e, levando em consideracdo que esta fracdo apresentou propriedades bioldgicas
relevantes em estudos preliminares (dados ndo mostrados), além de reagir
positivamente frente aos métodos quimicos de deteccdo de peptideos (método da
tolidina e ninidrina), a mesma foi escolhida como alvo para o isolamento de

peptideos bioativos.

Apesar das trés estratégias (Figuras 11, 12 e 13) onde se utilizou a fracédo
acetato de etila terem sido conduzidas por técnicas de fracionamento adequadas
(LH-20, Sephadex G-10, SPE-C18 e HPLC C18), empregadas com sucesso no
isolamento de outras moléculas da mesma natureza e, ainda, que aquelas
estratégias tenham sido auxiliadas por espectrometro de massas de alta resolucao,
nenhuma delas foi suficiente para o isolamento de qualquer peptideo desta fracéo.
Nas trés primeiras estratégias de tentar isolar os peptideos, as matrizes
cromatograficas sephadex LH-20 (Figura 11A), sephadex G-10 (Figura 12A) e SPE-
C18 (Figura 13A) foram usadas como ponto de partida para o fracionamento da
fracdo acetato de etila. Logo em seguida, a fracdo 1 (13 picos) da estratégia 1
(Figura 11A), e os picos resultantes das estratégias 2 (4 no total) e estratégia 3 (5 no

total) foram recromatografados em colunas de fase reversa (C-18).
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Os picos obtidos da recromatografia de cada uma das trés estratégias foram
analisados individualmente por espectroemtria de massas em modo exploratério. A
identificacdo consistia na fragmentacdo individual de cada ion detectado e na
verificacdo dos respectivos padrdes de fragmentacdo com a do peptideo tido como
referéncia, a leucina encefalina. Portanto, as abordagens de identificacdo dos ions
referentes a possiveis peptideos se basearam nos padrbes de fragmentacéo
gerados por espectrometria de massas, ao invés da utlizagdo dos métodos
quimicos. A razéo para tal foi que essa abordagem (baseada em espectrometria de
massas) € mais rapida, pratica e ndo necessita do acumulo de material, o que
inviabilizou os estudos de deteccdo quimica de cada pico oriundo das
cromatografias de fase reversa. As analises dos padrbes de fragmentacdo se
concentraram nos ions de razdo massa carga maior que 700 Da, uma vez que 0s
ions com valores maiores que esse tem se mostrado promissores (TAN e ZHOU,
2006).

Por fim, uma quarta estratégia foi empregada (Figura 14), tendo o latex total
como material de partida. O isolamento de peptideos se concentrou na fracdo
aquosa, reconhecida por ser rica em proteinas (FREITAS et al., 2011; OLIVEIRA et
al., 2010). Apesar dos passos analiticos adotados nesta estratégia, também néo foi
possivel o isolamento de peptideos a partir desta fracdo aquosa do latex total. Nessa
estratégia foram usadas as mesmas abordagens analiticas descritas nas estratégias
anteriores, e mesmo assim nenhum dos ions com razao massa carga superior a 700
Da, assim como nas estratégias anteriores, apresentou um padrédo de fragmentacao

condizente com o] de peptideos.
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de C. procera.



Uma das grandes dificuldades encontradas no isolamento de peptideos da
biomassa vegetal, em especial do latex, reside na grande complexidade da matriz
biolégica, uma vez que além da grande amplitude de polaridade e tamanho das
moléculas presentes, o0s peptideos, de maneira geral, se apresentam em
quantidades traco (CLAESON et al., 1998). Baseado nisso, ROMANIK e
colaboradores (2007) destacam que o conhecimento prévio das caracteristicas
quimicas da matriz biolégica, bem como da molécula de interesse, sdo essenciais
para a escolha das técnicas adequadas de preparo, fracionamento e separacédo de

peptideos.

Nos ultimos anos, os métodos quimicos de deteccdo avancaram bastante, o
que permitiu o isolamento de muitos peptideos (TAN e ZHOU, 2006), contudo,
apesar disto, a identificacdo daqueles ainda permanece sendo um grande gargalo, o
gue tem limitado muitos estudos, mesmo os que tém conseguido preparar, fracionar
e separar adequadamente suas amostras (YAN et al., 2008). Ja HAN e
colaboradores (2008), ao estudar extratos de raizes de Pseudostellaria heterophylla
conseguiram, via LC-TOF-MS, identificar seis peptideos ciclicos, mostrando que a
espectrometria de massas é a ferramenta mais rapida, sensivel e confiavel para
realizar experimentos de bioprospeccéo e identificacdo de peptideos, mesmo que
estas moléculas ndo estejam isoladas. Baseado nisso, vale a pena destacar que a
falta de experiéncia no reconhecimento dos padrdes de fragmentacao dos ions de
interesse pode ter sido um dos motivos principais para o fracasso no isolamento e

identificacdo de peptideos do latex de C. procera.
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Figura 11 — Primeira estratégia empregada na tentativa de isolar peptideos da fracdo acetato de etila do latex de C. procera. (A) Exclusédo
molecular (LH-20) (B) Cromatografia de fase reversa (C-18) da fragdo 1 (C) Pico obtido da recromatografia do P1 (D) Andlise por

espectrometria de massas (E, F) Andlise exploratdria por espectrometria de massas das fracdes obtidas da cromatografia de fase reversa.
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Figura 12 — Segunda estratégia empregada na tentativa de isolar peptideos da fragdo acetato de etila do latex de C. procera (A) Analise por
cromatografia de fase reversa da fracdo oriunda da extracdo em fase sélida (B) Fracdo obtida por recromatografia do P2 (C) Andlise por
UPLC (D) Andlise por espectrometria de massas (E, F) Analise exploratdria por espectrometria de massas das fracGes obtidas da

cromatografia de fase reversa.
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Figura 13 — Terceira estratégia empregada na tentativa de isolar peptideos da fracdo acetato de etila do latex de C. procera (A) Analise por
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Figura 14 — Quarta estratégia empregada na tentativa de isolar peptideos da fracdo aquosa do latex de C. procera (A) Andlise por
cromatografia de fase reversa da fracdo oriunda da filtracdo em filtro centripep 10 kDa e cromatografia de exclusdo molecular em sephadex
G-10 (B) Analise exploratéria por espectrometria de massas das fracdes obtidas da cromatografia de fase reversa.
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4.5 Citotoxicidade das fracdes do latex frente a células tumorais

A toxicidade das fracdes do latex de C. procera foi investigada usando o
ensaio de MTT frente a quatro linhagens de células tumorais (HL-60, Ovcar-8, HCT-
116 e SF-295). As fragbes mais hidrofébicas foram citotdxicas contra as células
tumorais testadas, onde tiveram DLso variando de 0,05 a 6,5 pyg/mL (Tabela 5). Ja as

fracBes mais polares (butanodlica e aquosa) nao foram citotoxicas.

SAWADOGO e colaboradores (2013) publicaram uma revisdo sobre plantas
do oeste africano com propriedades anticancer, na qual descrevem trés
cardenolideos (2”-Oxovoruscarina, uscarina e voruscarina) presentes na espécie C.
procera, além de saponinas, taninos, alcaldides e flavandides, sendo esta ultima
classe de compostos do metabolismo secundario, identificada em todas as frac6es
da particdo do latex deste estudo. Estas moléculas demonstraram um alto poder
anti-proliferativo frente a diferentes linhagens de células tumorais (Hs683, U373,
HCT-15, LoVo e A549), sendo a uscarina e voruscarina presentes no latex (MEENA
et al., 2010). O extrato metandlico de C. procera também foi descrito como citotdxico
frente a linhagens de células tumorais, além disso exibiu atividade quimio-preventiva
in vitro e in vivo em carcinoma hepatocelular (CHOEDON et al., 2006). Estudos
conduzidos por JUNCKER e colaboradores (2009) mostraram o potencial do UB450,
um cardenolideo hemi-sintético citotoxico, em reprimir a proliferacdo de células

cancerosas e envolvido em vias de inducao de apotose.
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Tabela 5 — Avaliacdo da toxicidade das fragdes do latex de C. procera contra células

cancerigenas e Artemia salina.

Amostras (DLso pg.mL™)

Ensaio de MTT

Ensaio Artemia

salina
Fracdes HL-60 Ovcar-8 HCT-116 SF-295

Hexano (2,42 193,4) (5,;5 157,6) (3,53 1%1,1) (2,73 l23,8) 7(782]i,,§—i8§?§|,-é)2
Diclorometano (0,091’9 (?,06) (o,?zf {70,2) (o,? ’—10%13) (o,? ’—102,14) %839}129’7&))
Acetato de etila (1,51 i82,1) (3,3 194,4) (1,61 171,8) (1.61 181.9) (?5?37 —i7g:g
Butanol >100 >100 >100 >100 | 2373%72.3
Aquosa >100 >100 >100 >100 (76]3-’%25 _1733,'6?
Doxorrubicina’ (0,81’%,202) (0,:9Léi,689) (o,gi%,loz) (0,?7’-2 oA,fse) ]

Dicromato de
potassio?

20 pg/mL

Dados sédo apresentados como valores de DLs, € 95% de intervalo de confianga para células tumorais
de leucemia (HL-60), ovario (Ovcar-8), colén (HCT-116) e SF295 (cérebro). * Controle positivo no

ensaio de MTT e ?Controle positivo no ensaio de Artemia salina

Finalmente, MAGALHAES e colaboradores (2012) mostraram que as fracdes

acetato de etila, acetona e metanol do caule de C. procera

sdo bastante

promissoras, uma vez que apresentaram atividade antiproliferativa in vitro frente a

linhagens de células cancerosas. Vale a pena mencionar que uma citotoxicidade

seletiva aliada a propriedades anticancer in vivo foram descritas em fracdes
protéicas do latex de C. procera (OLIVEIRA et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2007).

Além disso, as cinco fracdes testadas no presente trabalho né&o
atividade hemolitica em eritrocitos humanos em concentracbes de

(Figura

apresentaram
atée 1 mg/mL
15).
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Figura 15- Avaliacdo do efeito hemolitico das fracdes do latex de C. procera
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A toxicidade das fracdes do latex de C. procera também foi avaliada através
do ensaio de letalidade usando o microcrustaceo Artemia salina, considerado um
modelo experimental in vivo. Como mostrado na Tabela 5, os valores de DLsp para
as fracOes diclorometano e acetato de etila sugerem uma toxicidade para estas
fragcbes. Estes dados s&o corroborados por estudos in vivo que correlacionam
constituintes bioativos de plantas com toxicidade (MORSHED et al.,, 2011).
Trabalhos na literatura também mostraram que extratos de plantas com valores de
DLso menores que 250 pg/mL séo significativamente toxicos (RIESER et al., 1996;
MEYER et al.,, 1982). O valor da DLsy da fragdo diclorometano (10,9 pg/mL) foi
menor que o da ciclosporina, uma droga que é usada como controle positivo em
diversos estudos como demonstrado por MOSHI e colaboradores (2004). Ja os altos

valores de DLsy das outras fracdes sugerem a inexisténcia de toxicidade aguda.

4.6 Atividade antiinflamatoria das fracdes do latex

As fragOes diclorometano, acetato de etila e aquosa inibiram a migracao de
neutréfilos induzida por carragenana em 67, 56 e 72%, respectivamente (Tabela 6).
A atividade antiinflamatoria esta associada a um dos usos mais comuns do latex da
espécie C. procera na medicina tradicional. De fato, inimeros trabalhos cientificos
tém confirmado e caracterizado extensivamente essa importante atividade em
diferentes modelos animais (KUMAR e ROY, 2007; KUMAR e ARYA, 2006.

As fragbes hexanica e butanodlica ndo inibiram a migragdo de neutrofilos.
KUMAR e colaboradores (2009) e (2011) demonstraram e caracterizaram a
atividade antiinflamatoria de extratos aquosos e alcoolicos do latex de C. procera.
SEDDEK e colaboradores (2009) estudaram um extrato solGvel em agua do latex de
C. procera e demonstraram que ele ativa macrofagos e facilita a producdo de acido
nitrico (NO), via regulacdo dos genes relacionados com a inibicdo da enzima de
sintese do 6xido nitrico (iISON), o que facilita a resposta inflamatéria e imune. Mais
recentemente, TOUR e TALELE (2011) mostraram que os extratos hidroalcdéolicos e
de cloroférmio da casca do caule de C. procera exibiram atividade antiinflamatoria

nas concentracoes de 200 e 400 mg/kg, respectivamente. Adicionalmente, o extrato
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de cloroférmio na concentracdo de 400 mg/kg também exibiu um efeito protetor

gastromucal significativo.

Tabela 6 - Efeito inibitorio das fracdes do latex de C. procera no modelo de peritonite
induzida por carragenana

Neutréfilos x 103mL  Neutréfilos x 10°/mL

Fracdes Inibicao (%)

(Grupo controle) (10 mg/kg)
Hexanica 2191 + 332,0 1422 + 265,9 35
Diclorometano 2191 + 332,0 720,4 +150,3 67
Acetato de etila 7599 + 383,5 3369 + 585,6 56
Butandlica 2869,25 * 239,5 1409 + 557,7 51
Aguosa 7515,8 + 423,3 2118 +151,2 72

Os valores representam a média + DP da observagdo de trés experimentos (n=5; p <0,05; ANOVA
seguido pelo teste de Bonferronis).
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5. CONCLUSAO

Peptideos foram detectados quimicamente, através do método da tolidina, nas
fracOes acetato de etila, butandlica e aquosa do latex de C. procera. Ja a fracéo
acetato de etila reagiu positivamente frente ao método quimico da ninidrina,

indicando pela primeira vez a presenca de ciclopeptideos no latex desta espécie.

Ja as fracdes diclorometano e acetato de etila exibiram um enorme potencial
téxico tanto in vitro como in vivo, além de propriedades antiinflamatdrias em modelo

animal.

Todas essas fracdes, obtidas da particdo do latex de C. procera,
demonstraram, através de analises espectroscopicas e estudos fitoquimicos
qualitativos, uma diversidade razoavel quanto a presenca de diversos compostos
quimicos, o que justifica, em parte, a grande diversidade de atividades biologicas
atribuidas ao latex desta planta.

Na tentativa de isolar um grupo de biomoléculas — no caso, peptideos -
presentes neste latex, quatro estratégias de isolamento foram utilizadas, mas
nenhuma delas foi bem sucedida, o que impossibilitou o isolamento de ao menos um
peptideo. Mesmo assim, houve um grande aprendizado a respeito da complexidade
desta matriz vegetal. Esse conhecimento, decisivamente, abre perspectivas, além do
que norteard os proximos estudos que tenham enfoque no isolamento destas

moléculas.
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Capitulo I

Estudos de isolamento,
sequenciamento de novo e
identificagdo de peptideos de
sementes de J. curcas



1. Introducéo

1.1 O género Jatropha

O género Jatropha € formado por aproximadamente 175 espécies, entre
arbustos e arvores, distribuidos em paises tropicais e subtropicais, e que pertencem
a familia Euphorbiaceae. As espécies deste género sdo reconhecidas por suas
propriedades medicinais tanto em humanos como em animais (SEGURA-CAMPOS
et al., 2013).

Um aspecto que tem chamado bastante atencdo € a quantidade de
compostos naturais bioativos que tém sido isolados das mais diversas partes de
espécies como Jatropha curcas, J. chevalieri, J. elliptica, J. gaumeri, J. glandulifera,
J. gossypiifolia, J. grossidentata, J. integerrima, J. macrantha, J. mahafalensis, J.
multifida, J. nana, J. podagrica, J. pohliana, J. tanjorensis, J. unicostata e J.
weddelliana (ZHANG et al., 2009).

Recentemente, SABANDAR e colaboradores (2013) descreveram as
principais propriedades medicinais, fitoquimicas e farmacologicas de algumas
classes de compostos naturais, dentre os quais se incluem alcal6ides, terpenos
(monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos e triterpenos), flavondides, compostos
fendlicos e muitos outros compostos do metabolismo secundario. No entanto, esses
autores ddao um grande destaque, ndo s6 pelas atividades biol6gicas descritas, como
também pelas peculiaridades do ponto de vista quimico, aos peptideos ciclicos tipo-
Carophyllaceae, isolados do latex das espécies deste género (Tabela 1). Ja
SHARMA e SINGH (2012), tem chamado a atencdo ndo s6 para as atividades
farmacolégicas dos constituintes quimicos isolados, bem como para o0s extratos

organicos e/ou aquosos das espécies deste género.

SAWADOGO e colaboradores (2012) descreveram recentemente uma revisao
das principais espécies vegetais usadas na medicina tradicional da Africa para o
tratamento de cancer. Mais uma vez, as espécies do género Jatropha, como a

espécie J. curcas, tém sido destacada.
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Tabela 1- Peptideos ciclicos isolados das espécies do género Jatropha descritos na literatura.

Peptide name Sequence N° de residues MW (Da) Species Authors
Labaditin Cyclo-(Ala-Gly-Val-Trp-Thr-Val-Trp-Gly-Thr-lle) 10 1070 J. multifida Kosasi et al. (1989)
Biobollein Cyclo-(Ala-Ser-lle-Leu-Gly-Leu-Gly-Trp-Ala) 9 868 J. multifida Labadie (1993)
Curcacycline A Cyclo-(Gly-Leu-Leu-Gly-Leu-Leu-Val-Thr) 8 766 J. curcas Van den Berg et al. (1995)
Podacycline A Cyclo-(Gly-Leu-Leu-Gly-Ala-Val-Trp-Ala-Gly) 9 824 J. podagrica Van den Berg et al. (1996)
Podacycline B Cyclo-(Phe-Ala-Gly-Thr-lle-Phe-Gly) 7 693 J. podagrica Van den Berg et al. (1996)
Cyclogossine A Cyclo-(Leu-Ala-Thr-Trp-Leu-Gly-Val) 7 740 J. gossypiifolia Horsten et al. (1996)
Cyclogossine B Cyclo-(Gly-Gly-Trp-Leu-Ala-Ala-lle-Leu) 8 781 J. gossypiifolia Auvin-Guette et al. (1997)
Curcacycline B Cyclo-(Leu-Gly-Ser-Pro-lle-Leu-Leu-Gly-lle) 9 863 J. curcas Auvin-Guette et al. (1997)
Chevalierin A Cyclo-(Gly-lle-Pro-lle-Leu-Ala-Met) 7 695 J. chevalieri Baraguey et al. (1998)
Chevalierin B Cyclo-(Gly-lle-Pro-lle-Leu-Ala-Met) 7 695 J. chevalieri Baraguey et al. (1998)
Chevalierin C Cyclo-(Tyr-Thr-lle-Phe-Asp-lle-Phe-Gly-Ala) 9 1027 J. chevalieri Baraguey et al. (1998)
Pohlianin A Cyclo-(Pro-Leu-Gly-Val-Leu-Leu-Tyr) 7 755 J. pohliana Auvin-Guette et al. (1999)
Pohlianin B Cyclo-(Pro-Leu-Gly-Leu-Leu-Leu-Tyr) 7 769 J. pohliana Auvin-Guette et al. (1999)
Pohlianin C Cyclo-(Gly-Gly-Thr-lle-lle-Phe-Gly-Phe) 8 792 J. pohliana Auvin-Guette et al. (1999)
Mahafacyclin A Cyclo-(Gly-Thr-lle-Leu-Gly-Val-Phe) 7 687 J. mahafalensis Baraguey et al. (2000)
Mahafacyclin B Cyclo-(Gly-Thr-Phe-Phe-Gly-Phe-Phe) 7 803 J. mahafalensis Baraguey et al. (2001)
Integerrimide A Cyclo-(Trp-Gly-Leu-Leu-Leu-Thr-Pro) 7 780 J. integerrima Mongkolvisut et al. (2006)
Integerrimide B Cyclo-(Trp-Ala-Leu-Leu-Val-Ser-Pro) 7 766 J. integerrima Mongkolvisut et al. (2006)
Jatrophidin Cyclo-(Pro-Leu-Gly-Val-Leu-Leu-Tyr) 7 755 J. curcas;J. pohliana  Altei et al. (2008)

Fonte: Sabandar et al., 2013



1.2 Aspectos gerais da espécie Jatropha curcas

Esta planta pertence a familia Euphorbiaceae, subfamilia Crotonoideae
(Tabela 2). A espécie Jatropha curcas, conhecida popularmente como pinhdo
manso, € uma planta oleaginosa que tem o México como provavel centro de origem
e domesticacdo (QUINTERO et al., 2014), aléem do que, € conhecida pela alta
produtividade e pelas propriedades do 6leo contido em suas sementes, adequadas a
producdo de biodiesel (PRASAD et al.,, 2012) (Figura 1). Além disso, merecem
destaque o grande numero de constituintes quimicos descritos e isolados desta
planta e a diversidade de atividades biol6gicas comprovadas até o momento
(ZHANG et al., 2009). Merece citar-se, também, as particularidades agronémicas
desta espécie, como a boa adaptacdo contra as mais diversas condicdes
agroclimaticas (SHARMA e SINGH, 2012).

Tabela 2 - Classificacdo taxondmica da planta Jatropha curcas

Reino Virideplantae
Divisdo Magnoliophyta
Subclasse Rosids
Ordem Malpighiales
Familia Euphorbiaceae
Subfamilia Crotonoideae
Tribo Jatropheae
Género Jatropha

Espécie Jatropha curcas

Fonte: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi, acesso Janeiro de 2014.
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Figura 1- Aspectos gerais da espécie Jatropha curcas. Fonte: arquivo pessoal.

Apesar do alto contetudo de 6leo (55-58%), as sementes de pinhdo manso,
sdo também uma rica fonte de proteinas e de fatores antinutricionais como 0s
ésteres de forbol, inibidores de tripsina, fitatos, glucanases, lectinas e a curcina, uma
toxina vegetal (DEVAPPA et al., 2010). Embora existam genoétipos toxicos, é
conhecido um gendtipo ndo téxico existente no México, o que abre perspectivas
para o seu melhoramento genético e consequentes aplicagbes biotecnoldgicas
(MAGHULY e LAIMER, 2013).

1.3 Estudos com as sementes de pinhdo manso

Em um estudo classico de isolamento, purificacdo e teste da atividade
biolégica, MACIEL e colaboradores (2009) purificaram e caracterizaram
parcialmente a primeira proteina alergénica (2S albumina) das sementes de J.
curcas. Apesar disto, a disponibilidade de sequéncias gendmicas depositadas em
bancos de dados como Kazusa (Fonte: http://www.kazusa.or.jp/jatropha/), atrelada
aos estudos em larga escala de proteinas usando ferramentas como a
espectrometria de massas, tem sobressaido em relacdo as estratégias classicas de

88


http://www.kazusa.or.jp/jatropha/

deteccao de constituintes quimicos e contribuido de maneira mais decisiva para uma
maior compreensdo da fisiologia e dos mecanismos que norteiam o desenvolvimento
das sementes, seja em estagios iniciais, intermediérios, maduros, germinativos ou
pos-germinativos (MIERNYK e HAJDUCH, 2011).

Recentemente, trés trabalhos de andlise proteébmica de pinhdo manso,
focados no desenvolvimento das sementes, foram publicados. O primeiro esta
focado no estudo de plastidios isolados do endosperma em desenvolvimento, no
qual se encontram os estagios iniciais de deposicao de reservas lipidicas e proteicas
(PINHEIRO et al., 2013). Ja o segundo trabalho, apresenta proteinas relacionadas
ao acumulo de lipideos em varios estagios de desenvolvimento, desde 0s iniciais até
0s mais avancados (LIU et al., 2013). JA BOORANASRISAK e colaboradores (2013)

realizaram estudos com as proteinas relacionadas a biossintese de acidos graxos.

O estagio maduro da semente e seus tecidos também foi alvo de estudo. LIU
e colaboradores (2011) e (2009), publicaram dois trabalhos similares, nos quais
descrevem as proteinas diferencialmente expressas entre o0 embrido e o
endosperma, e apesar das diferencas de expressao, essas proteinas, presentes nos
tecidos maduros sdo mobilizadas durante a germinacéo. J& YANG e colaboradores
(2009) direcionaram seus estudos para as proteinas relacionadas a producado e
mobilizacdo de acidos graxos nas sementes, durante 0s estagios germinativos e
pés-germinativos (YANG et al., 2009).

XIAO e colaboradores (2011) isolaram e identificaram o primeiro peptideo
antimicrobiano (KVFLGLK, JCpep7) descrito na literatura para as sementes desta
espécie. Recentemente, SEGURA-CAMPOS e colaboradores (2013), mostraram
gue um hidrolisado proteico, obtido da semente, constitui-se em uma fonte rica de
peptideos bioativos e que os mesmos sao capazes de inibir a enzima conversora de
angiotensina |, a qual esta envolvida com o controle da presséo arterial. Os dois
trabalhos citados anteriormente s&o os primeiros a descreverem o uso e o potencial
de peptideos bioativos presentes nas sementes de pinhdo manso. Apesar do latex
do género Jatropha ser uma fonte rica em peptideos, em especial os ciclicos,
inclusive tendo trés peptideos isolados da espécie J. curcas, os trabalhos que tratam
de peptideos bioativos nas sementes sd0 escassos, uma vez que a grande maioria
deles tem sido focada em proteinas relacionadas a biossintese, mobilizacdo e

degradacdo de acidos graxos.
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Tendo em vista que a descoberta e analise de polipeptideos da biomassa
vegetal do pinhdo manso se apresentam como etapas limitantes (CLAESON et al.,
1998), principalmente no que diz respeito ao preparo da amostra, fracionamento e
identificacdo (ROMANIK et al., 2007), elaborou-se a seguinte pergunta biologica:
Sera possivel estudar/caracterizar peptideos isolados ou fragcdes enriquecidas
obtidas do pinhdo manso, por meio do uso de técnicas diferentes das abordagens
protebmicas classicas, como o uso de gel de eletroforese, digestdo triptica e
identificacdo em bancos de dados usando MS/MS ion search?

Assim, o presente capitulo visa a extracdo, fracionamento, isolamento,
identificacdo e caracterizacdo de sequéncias peptidicas com propriedades
desconhecidas que possam ser usadas como arcabouco para estudos
subsequentes de sintese quimica e aplicacdes biotecnoldgicas.
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2. OBJETIVOS

O objetivo geral do presente capitulo foi extrair e fracionar os peptideos de
sementes de J. curcas de maneira que pudesse se obter uma fragdo enriquecida
através de uma metodologia simples e rapida, para que os mesmos fossem alvos de
estudos subsequentes de sequenciamento de novo, identificacdo e caracterizacao

funcional e biolégica.

2.1 Objetivos especificos:

1. Extrair e fracionar peptideos a partir de sementes de pinhdo-manso;

2. Tracar o perfil cromatografico, por exclusdo molecular e fase reversa, da

fracdo rica em peptideos;

3. Avaliar por espectrometria de massas a pureza da fracao rica em peptideos

assim como suas subfracoes;

4. Submeter a fracao rica em peptideos ao sequenciamento de novo, manual e

automatico, a fim de obter sequéncias primarias de peptideos;

5. Comparar os espectros de fragmentacdo de MS/MS do ion de m/z de 671

presente na fracdo 1, fracdo purificada e do peptideo sintético;

6. Confirmar a presenca das sequéncias obtidas através da busca no banco de
sequéncias codificantes do genoma de Jatropha;

7. ldentificar em bancos de dados as sequéncias obtidas, assim como realizar

estudos de homologia entre sequéncias conservadas.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

3.1.1 Reagentes

Os solventes orgéanicos foram de grau analitico (Diclorometano, etanol e &cido
acético). Acetonitrila (grau HPLC), acido trifluoroacético (TFA), polivinilpolipirrolidona
(PVPP) e bicarbonato de amoénia foram obtidos da SIGMA Aldrich Co. (Sao Paulo,
Brazil). Os peptideos sintéticos (grau MS), leucina encefalina (555,27 Da) e [Glul]-
fibrinopeptideo (1568,65 Da) foram adquiridos da Waters (Corp., Milford, EUA).

3.1.2 Obtencéo e preparo do material vegetal

As sementes de J. curcas foram cedidas gentilmente pelo Prof. Dr. Renato
Moreira Azevedo da Universidade de Fortaleza (UNIFOR). As sementes foram
descascadas, cortadas em pequenos pedacos e submetidas a extracado com hexano
para a remoc¢ao do 6leo presente nas mesmas, seguindo a propor¢cdo de 1:10 (m/v).
Este procedimento foi repetido 5 vezes, até a obtencdo de um pé fino e seco que foi

armazenado em freezer — 20 °C até o uso.

3.2 Métodos

3.2.1 Extracao

Apés a obtencdo de um po fino e seco, 4,0 g da farinha deslipidada das

sementes foram extraidas, usando um aparato extrator tipo soxhlet, com 100 mL de
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diclorometano (CH,Cl,;) durante uma hora. Logo em seguida, o sobrenadante foi
descartado e o residuo das sementes foi seco a temperatura ambiente. Apds a
secagem, este material foi extraido com 200 mL de etanol 50% durante uma hora,
centrifugado a 10.000 x g por 20 minutos a 25 °C e o sobrenadante hidroalcéolico
recuperado. O residuo foi submetido a este procedimento por pelo menos trés vezes
com solvente novo. Por fim, todos os sobrenadantes foram reunidos e acidificados

com a adi¢do de acido acético concentrado até a concentragéo final de 2%.

O sobrenadante acidificado foi agitado por quatro horas com PVPP, a
temperatura ambiente, na razdo de 1:100 (m/v). Apés a centrifugacdo por 20
minutos a 10,000 x g, o sobrenadante resultante foi evaporado a um volume de
aproximadamente 50 mL, em um rotaevaporador a 40 °C, sob presséo reduzida. O
sobrenadante resultante apGs a rotaevaporacéo foi liofilizado até a obtencdo de um
po seco (0,4 g).

3.2.2 Extracdo em fase sélida

A partir do p6é seco obtido, 100 mg do material extraido, conforme citado
acima, foi dissolvido em 100 mL de tampé&o bicarbonato de amoénio (50 mM) na
proporcao de 1:1 (m/v) e aplicado em um cartucho de extracdo em fase sélida (C18-
E Phenomenex SPE strata column, 200 mg/3 mL), previamente condicionada em

acetonitrila (95%), e equilibrada com 60 mL de tampdao bicarbonato de amoénio.

ApoGs a aplicagdo da amostra, a coluna foi lavada com 20 mL do tamp&o
bicarbonato de aménio para a eluicdo do material ndo retido. Os analitos retidos na
coluna foram sequencialmente eluidos com 10 mL das solu¢des contendo 50 e 95%
de acetonitrila, respectivamente. A fracdo eluida com 50% de acetonitrila (nomeada
de fracdo 1) (6 mg) foi liofilizada e usada no decorrer deste trabalho. Considerando
o material de partida (4,0 g), o rendimento desta fracdo foi de 0,15% em massa. A
fracdo eluida com 95 % de acetonitrila foi liofilizada e congelada a — 20 °C para

estudos posteriores.
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3.2.3 Cromatografia de exclusédo molecular

A fracdo 1 (1,0 mg) foi dissolvida em 1 mL de acetonitrila 40% contendo
0,1% de TFA. 100 pL desta solucéo foram analisados por filtragdo em gel, em uma
coluna Superdex Peptide HR 10/30 column (GE Healthcare), tendo como fase movel
acetonitrila 40% com 0,1% de TFA a um fluxo de 0,5 mL/min. O peptideo Leucina
encefalina (Tyr-Gly-Phe-Leu), de massa molecular de 555,277 Da foi usado como

padrdo cromatogréfico.

3.2.4 Cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa

A fracdo 1 (1,0 mg) foi dissolvida em 1 mL de &gua ultrapura contendo 0,1%
de TFA. Apés, 100 pL desta solucéo foram injetados em uma coluna de fase reversa
C-18 (Hamilton PRP-3, 4.1x150 mm), previamente equilibrada com 10 volumes de
coluna da solucéo agua/TFA 0,1% (solvente A) sob fluxo de 1 mL/min. Depois de um
passo de lavagem por 5 minutos, para a retirada do material ndo retido, a elui¢ao foi
conduzida com um gradiente linear de 0-95% da solucédo B (95% de acetonitrila/TFA
0,1%) durante 20 minutos e, por fim, um fluxo isocratico de 95% da solucdo B foi
utilizado, por 5 minutos, para a total limpeza da coluna. As corridas foram realizadas
em um cromatografo AKTApurifier 10 (GE Healthcare Life Sciences) e a absorbéancia
monitorada em 216 e 280 nm pelo préprio equipamento. Todas as fracdes (PI, Pll e
PlIl), foram coletadas em coletor automatico, liofilizadas e congeladas a -20 °C até o

uso.

3.2.5 Subfracionamento por cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa

A fracdo PII (0,5 mg) foi dissolvida em 1000 uL de agua ultrapura, contendo
0,1% de TFA e injetada (100 pL) em uma coluna de fase reversa C18 (Hamilton
PRP-3, 4.1x150 mm), previamente equilibrada como descrito no subitem 3.2.4. A

eluicdo foi realizada (fluxo de 1 mL/min) com um gradiente linear de 0-20% do
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solvente B durante 2 minutos, 20-40% do solvente B em 12 minutos, 40-100% do
solvente B em 5 minutos e um passo final de lavagem da coluna com 100 % do

solvente B por 5 minutos.

A corrida foi monitorada através das leituras de absorbancia em 216 e 280
nm. Todas as fracdes foram coletadas (PII-A, PlI-B e PII-C), liofilizadas e congeladas
a -20 °C até o uso. No ultimo passo, 0,25 mg da fracdo PII-C foi dissolvido em 1000
uL de &gua ultrapura, contendo 0,1% de TFA e injetado (100 pL) na mesma coluna e
nas mesmas condi¢des descritas no subitem 3.2.4. Finalmente, a frag&o isolada PlII-
C foi coletada e seca a vacuo para subsequente andlise por espectrometria de

massas.

3.2.6 Analise por espectrometria de massas

Os espectros de massas (ESI-Q-TOF) das fracOes e dos seus fragmentos
(MS/MS) foram obtidos num espectrometro de massas SYNAPT HDMS (Waters
Corp., Milford, EUA) acoplado a um sistema de nanoUPLC. Para tanto, as amostras
foram diluidas em agua contendo acido formico 0,1% na razéo de 1:500 (m/v). Nos
sistemas cromatogréficos, foi utilizado um gradiente de 5 a 80% (v/v) de acetonitrila
em 0,1% de acido formico, com um fluxo de 600 nL/min, usando uma coluna
nanoACQUITY UPLC C18 BEH (1,7 mm, 100 mm x 10 cm). Todos os dados de MS
obtidos no nanoUPLC-MS foram processados e analisados nos softwares MassLynx
V3.5 e ProteinLynxGlobalServer (PLGS) verséo 2.4v, respectivamente.

3.2.7 Sequenciamento de novo

Os dados oriundos dos espectros de fragmentacéo, por espectrometria de
massas foram interpretados seguindo duas estratégias. A primeira delas foi a
interpretacdo manual do padrdo de fragmentacdo MS/MS dos ions de interesse,
oriundos da aquisicdo dependente de dados (DDA). A segunda estratégia consistiu
no uso do programa de sequenciamento e interpretacdo automatica de dados, o

software Peaks, como descrito por MA e colaboradores (2003).
95



3.2.8 Busca no banco de sequéncias gendmicas de Jatropha curcas

A confirmacéo da interpretacdo, seja manual e/ou automatica, dos espectros
de fragmentacdo se deu através de buscas no banco de sequéncias gendmicas de
Jatropha (Fonte: http://www.kazusa.or.jp/jatropha/) versao 4.5. Foram confirmadas e
consideradas apenas aquelas sequéncias que apareceram uma Unica vez e que
exibiram exatamente os mesmos residuos presentes nas sequéncias codificantes do

banco de dados.

3.2.9 ldentificacéo, busca de similaridades e predicéo estrutural

As sequéncias codificadas (contigs), nas quais 0s peptideos estavam
inseridos, foram usadas como entradas na ferramenta de busca e identificac&o por
homologia com sequéncias proteicas, ‘protein BLAST”. A busca foi realizada no
banco de dados de sequéncias proteicas ndo-redundantes de plantas do GenBank e

apenas as identificacdes com alta homologia foram consideradas.

A sequéncia completa do ion 671,79 m/z, a qual encontra-se inserida dentro
de um dominio conservado tipo LEA, foi escolhida para a construcdo de uma arvore
filogenética baseada nas oito identificagcbes mais significativas com E-value maior
que 10%. Para tanto, a ferramenta de alinhamento global Clustalw (1.1.0) foi

utilizada.

A ferramenta de predi¢do de estruturas protéicas I-TASSER foi utilizada para
a predicdo estrutural da sequéncia codificante de 88 residuos de J. curcas
(Jcrau28965.20) e do seu respectivo peptideo (APTLSGGSVPRDAD). A sequéncia
de 88 residuos e o peptideo tiveram uma acuracia estimada de modelo de 0,33%0,11

e 0,53+0,15 (TM-score), respectivamente.

96


http://www.kazusa.or.jp/jatropha/

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Perfis cromatograficos da fracdo 1 das sementes de J. curcas

A fracdo 1 (ver item 3.2.2), oriunda da extracdo em fase sdlida, teve seu perfil
e sua complexidade avaliados por meio de duas técnicas cromatogréficas
complementares, a exclusdo molecular e a fase reversa (Figura 2A e 2B).

Esta fracéo foi analisada, inicialmente, por meio de cromatografia de filtracao
em gel e o seu perfil comparado ao do peptideo leucina encefalina (555,27 g/mol),
utilizado como referéncia em funcdo de sua baixa massa molecular. O
cromatograma revelou a presenca de trés fracdes, nomeadas de JCI, JCII e JCIII,
sendo que as duas primeiras (JCI e JCII) apresentaram massa molecular maior que
a referéncia (555,27 g/mol), enquanto a terceira fracdo (JCIII), a mais intensa,
apresentou massa molecular em uma faixa muito proxima a do peptideo padréao
(Figura 2A).

CLAESON e colaboradores (1998) chamam a atencdo para a escolha dos
alvos adequados nos estudos de fracionamento e isolamento de peptideos, uma vez
que estes, normalmente, sdo separados dos compostos de baixissima massa
molecular (aminoacidos, acucares, alcaldides, sais, dentre outros) por apresentarem
massa molecular maior que 700 Da, o que reflete na sua eluicdo no volume morto
em colunas de exclusdo molecular do tipo Sephadex-G10 (~700 Da). TAN e ZHOU
(2006) reforcaram essa idéia ao mostrarem em sua extensa revisdo sobre
ciclopeptideos que, apesar de ndo existir uma regra, a grande maioria dos peptideos
isolados até o momento se concentram em valores de massa molecular a partir

desta faixa (~700 Da) em diante.

Logo em seguida, no intuito de se obter picos com alta resolugao, a fragao 1
foi separada em um sistema cromatografico de alto desempenho através de colunas
de fase reversa (C-18) (Figura 2B). Essa corrida revelou a presenca de varios picos

que puderam ser agrupados nas fragoes PI, Pll e PIII.
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O préximo passo dado foi a recromatografia da fracdo PIl, no intuito de
melhorar a resolugdo dos picos desta fragdo, visto que ja havia sido constatada,
através de ESI-MS, a presenca de peptideos, e a auséncia dos mesmos nas fragées
Pl e PIIl (Dados ndo mostrados). O procedimento de recromatografia da fracdo PII

resultou na separacéao de trés picos, denominados PII-A, PII-B e PII-C (Figura 2C).
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Figura 2 — Perfis cromatograficos da fracdo 1 de sementes de J. curcas (A)
Cromatografia por exclusdo molecular (Superdex Peptide HR 10/30) (B)
Cromatografia por fase reversa (Hamilton PRP-3, 4.1x150 mm) (C) Recromatografia
da fracdo PII (D) Recromatografia da fracdo PII-C em sistema de purificacdo Akta
purifier.
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Conforme pdde ser constatado, a estratégia de recromatografia apresentou
uma melhor separacao e consequente resolucéo dos picos (Figura 2D). Entretanto,
as duas primeiras estratégias (filtracdo em gel e um Unico passo cromatografico de
fase reversa), mostraram que a fracdo 1 exibiu baixos niveis de contaminantes, além
de ndo apresentar uma grande complexidade, em termos de composicdo. Esses
dados mostraram que era possivel uma analise direta desta fragcdo, sem
procedimentos analiticos adicionais de separa¢do, o que, na verdade, constitui-se
numa das grandes dificuldades encontradas quando se lida com amostras

complexas, como os tecidos vegetais (ROMANIK et al., 2007).

Complementarmente, CLAESON e colaboradores (1998) mostraram que o
outro grande problema enfrentado em estudos para se obter polipeptideos com alto
grau de pureza da biomassa vegetal € a presenca de contaminantes tais como
pigmentos, sais, carboidratos e polifendis. Assim, a obtencdo de fracdes
enriguecidas e livres de interferentes sdo prioritarias e representam passos
essenciais para estudos subsequentes de caracterizacdo destes peptideos por
espectrometria de massas (ASTAFIEVA et al., 2012; EGOROQOV, et al., 2005).

4.2 Andlises por espectrometria de massas e sequenciamento de novo

Nesta seccédo, a fracdo 1 foi analisada diretamente, sem digestdo enzimatica
prévia, em um espectrdmetro de massa de alta resolucéo, acoplado a um sistema de
ultra desempenho cromatografico (nanoUPLC), em um modo exploratério de analise
(Figura 3). A interpretacdo manual dos padrdes de fragmentagdo (MS/MS) dos ions
detectados pelo equipamento, juntamente com a interpretagcdo automatica das
sequéncias geradas pelo programa de sequenciamento de novo, Peaks, permitiu
deduzir totalmente e/ou parcialmente vinte e uma sequéncias primarias de peptideos
gue variaram no seu estado de carga de +1 (ion de m/z de 466,20) a +4 (ion de m/z
de 480,74) (Tabela 3).

Entre todos os vinte e um ions que puderam ser sequenciados, o ion
duplamente carregado de m/z de 671,79, por exemplo, foi escolhido como ion de

referéncia para estudos subsequentes, pois apresentou o0 sinal mais intenso de
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ionizacdo além de um excelente padrdo de fragmentacdo (MS/MS) com a presenca
de praticamente todos os ions da série Y. A interpretagcdo manual desse ion permitiu
deduzir, de maneira completa, a sequéncia primaria dos seus quatorze residuos de
aminoacidos (APTLSGGSVPRDAD), o que ndo aconteceu com 0S outros ions.
Adicionalmente, o sequenciamento automatico, utilizando o programa Peaks,
permitiu deduzir apenas nove dos residuos do ion em questdo (m/z de 671,79). A
sequéncia completa desse ion, juntamente com todas as outras que foram

deduzidas, foi utilizada para confirmar sua massa monoisotopica (1341,58 Da).

Nas espécies que carecem de informacdes genbmicas, o que inclui as
espécies proximamente relacionadas, 0 sequenciamento de novo representa uma
Otima alternativa em relacdo a busca em bancos de dados (FRANK et al., 2007),
muito embora normalmente seja mais trabalhoso e complexo, além de requerer
excelentes espectros de fragmentacdo e um bom conhecimento na interpretacéo
destes espectros (LUBECK et al., 2002). No intuito de superar estas dificuldades
tipicas do sequenciamento de novo, novos algoritmos que computam eficientemente
as melhores sequéncias peptidicas, baseados unicamente nos ions oriundos dos
espectros de fragmentacdo, tém emergido como uma 6tima alternativa. Nesse
contexto, podem-se destacar o PepNovo, o DeNovo Explorer e o Peaks (HORN et

al., 2000), sendo este ultimo, o programa utilizado no presente trabalho.

Por outro lado, a clivagem sequéncia-especifica, por proteases, seguida da
andlise por espectrometria de massas tem sido a abordagem mais rotineira e de
maior sucesso empregada no estudo, caracterizacdo e na descoberta de novos
peptideos, principalmente quando existe a disponibilidade de sequéncias genémicas
da espécie em estudo (COTTRELL, 2011).

Estes resultados mostraram que a baixa complexidade e a auséncia de
macromoléculas na fracdo 1, evidenciadas nas técnicas cromatograficas (Figura 2),
foram suficientes para abrir mdo de uma etapa de digestdo enzimatica, o que
inclusive, de acordo com MANN (2004), facilita a ionizagéo e o0 sequenciamento de
peptideos. Mesmo assim, as estratégias combinadas de interpretacdo manual e
automética de espectros de MS/MS se mostraram complementares na deducéo das

sequéncias primarias dos peptideos.
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Figura 3 Andlises

por espectrometria de massas (A) Fracdo 1 em modo

exploratorio usando um gradiente linear de 0—95% de acetonitrila (B) Perfil por LC-
MS dos fons da fragdo 1 (c) Distribuicdo isotépica do ion 671,79 (M + 2H)" (D)
Sequenciamento de novo do ion 671,79 (M + 2H)" (E) Sequenciamento de novo do

fon 671,79 (M + 2H)" usando o software PEAKS.
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Tabela 3- Sequéncias primarias oriundas do sequenciamento de novo de peptideos de sementes de J. curcas

NUmero de acesso

Sequéncias ions (m/z) Valor-E Acesso NCBI Descrigcao
no genoma

APTLSGGASVPRDAD g%;? (jrg)
APTLSGGSVPRD 52128 (+2) >Jcr4U28965.20 1E-36 XP_002533168.1 Conserved hypothetical protein [Ricinus communis]
APTLSGGSVPR 28 (+2)
PTLSGGSVPRDAD 636,61 (+2)
TRTRPSGLPGDTTGHNPR ﬁgg'zg E:ﬁg
RTRPSGLPGDTTGHNPR '
PSGLPGDTTGHNPR 469,21 (+3) : , :

660,83 (+2) >JcrdS16138.20 5E-38 AAG37438.1 Seed maturation protein LEA 4 [Glycine canescens]
GLPGDTTGHNPRV

526,25 (+2)
PGDTTGHNPR 866.40 (+2)
GGHVQYTTAGPGAQGTTE 789’85 (+2)
TAGPGAQGTTETYTHS '
ITDTGGHNP 455,72 (+2) >Jcr4S00211.110 0.0 XP_002272876.2 translation initiation factor elF-2B subunit beta-like [Vitis vinifera]
NPLPNHGVN 480,74 (+2) >Jcr4S10771.30 5E-164 BAJ53214.1 JHL23C09.13 [Jatropha curcas]
SEREQQVGGSGAGGPY 789,96 (+2)
GNPEDEFRQLYE 74833 (+2) >JcrdS01636.60 2E-17 BAJ53257.1 JHL25P11.12 [Jatropha curcas]
SPGHSPRQLSSP 625,29 (+2) >Jcr4S00011.10 0.0 XP_002533868.1 Protein with unknown function [Ricinus communis]
IIGQDKPSAGYEEH 772,37 (+2) >Jcr4S01102.20 2E-102  XP_002525126. 1 Conserved hypothetical protein [Ricinus communis]
VGRLDDEGVTHL 713,35(+2) >Jcr4S00300.40 1E-111 XP_002528631.1 Late embryogenesis abundant, putative [Ricinus communis]
IDVPDTGL 829,43 (+1) >Jcr4S00349.40 1E-123 ADT65200.1 Dehydrin [Jatropha curcas]
LFSPGTRPSS 524,78 (+2) >Jcr4S00279.60 2E-28 BAJ53257.1 JHL25P11.12 [Jatropha curcas]
CMGGV 466,20 (+1) >Jcr4S15842.20 1E-99 BAJ53214.1 JHL23C09.13 [Jatropha curcas]
GPALPK 583,26 (+1) >Jcr4S00661.30 - - No significant similarity found
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/11612171?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=UH81VGGC01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_11612171
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/359487218?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=5&RID=UH878HMR014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_359487218
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/317106715?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=UHFDEZJT01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_317106715
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_317106715
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/317106764?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=UHFGHCAG01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_317106764
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/255586447?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=UHBT9P6V01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_255586447
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_255586447
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/255568303?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=UHCU9KZ301R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_255568303
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/255575459?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=UHPBRFRH015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_255575459
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/314998612?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=UVJVYC9T014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_314998612
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/317106764?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=UVJ9S45W01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_317106764
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/317106715?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=UHFDEZJT01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_317106715
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_317106715

4.3 Comparacdao entre fracoes através dos padrdes de fragmentacdo por MS/MS

Os ions gerados nos espectros de fragmentacdo da fracdo 1 (oriundos da
extracdo em fase sélida), PII-C (recromatografia do Pll) e de um peptideo sintético
(analogo do ion de m/z 671,79), bem como as respectivas intensidades dos seus
sinais, foram usados como parametro para avaliar a necessidade e a importancia de
multiplos passos cromatograficos no fracionamento e no sequenciamento dos

peptideos.

O ion 671,79 (M + 2H)*, pelos mesmos motivos ja acima citados (ver Topico
4.2), foi escolhido como ion de referéncia, a ser comparado nas duas fracées
testadas. Assim, o mesmo também foi escolhido para ser sintetizado e utilizado
como padrdo, uma vez que além da sua pureza (> 92%), todos os seus fragmentos

eram esperados.

O ion 671,79 (M + 2H)" apresentou os mesmos ions fragmentos nos trés
espectros de fragmentacao, porém a intensidade do sinal diminuiu do ion mais puro
(peptideo sintético) para o mais impuro (fragdo 1), como esperado (Figura 4). Apesar
disto, este dado €& muito relevante uma vez que mostra que a estratégia
experimental adotada até aqui € simples, rapida e eficiente, ndo requerendo passos
cromatograficos adicionais para a descoberta e sequenciamento de novos

peptideos, o que é na verdade uma area de pesquisa desafiadora (CRAIK, 2010).

Como descrito por ROMANIK e colaboradores (2007), nos estudos de
fracionamento e isolamento, os procedimentos para 0 preparo da amostra s&o
essenciais e requerem pelo menos trés passos. Neste trabalho, foram utilizados com
este fim: a remocao de contaminantes (extragdo com diclorometano e PVPP), o
emprego de solvente adequado (etanol 50%) e o enriquecimento dos analitos de

interesse da amostra (extracéo em fase solida).
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Figura 4 — Comparacéo do padréo de fragmentacdo MS/MS e da intensidade do sinal do ion 671,79 (M + 2H)" na frag&o 1 (A), fragdo

PII-C (B) e peptideo sintético (C).
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4.4 Busca, identificacéo e similaridades em bancos de dados

Através de buscas no banco de dados de sequéncias genémicas de Jatropha
curcas foi possivel confirmar, sem ambiguidades, a presenca de todas as
sequéncias primérias, dos vinte e um peptideos, descritas neste trabalho. Ainda
nestas buscas foi possivel localizar as sequéncias codificantes completas, nas quais
0S peptideos estavam inseridos, 0 que abriu perspectivas para suas possiveis

funcdes biolégicas (Tabela 4).

No caso do ion 671,79 (M + 2H)", por exemplo, seus quatorze residuos de
aminoacidos (APTLSGGSVPRDAD) estao inseridos em uma sequéncia de oitenta e
oito residuos de aminoacidos, representada pelo nimero de acesso Jcr4U28965.20
(Figura 5A). Uma analise, através de uma ferramenta que prediz in silico os
possiveis sitios de clivagem por proteases e/ou reagentes quimicos de uma
sequéncia  proteica, localizado no dominio do ExPASy (Fonte:
http://web.expasy.org/peptide_cutter/), revelou que, assim como para o peptideo
referente ao ion 671,79 (M + 2H)" (Figura 5B), as demais sequéncias originaram-se
a partir de um extenso processamento proteolitico (Dados ndo mostrados). Nao se
sabe ao certo se este perfil verificado é decorrente de processamento poés-
traducional ou de degradacédo de proteinas, em especial as de reserva, as quais se
acumulam em grandes quantidades nas sementes maduras (BUCHANAN e
GRUISSEM, 2000).

Esta sequéncia codificante (Jcr4dU28965.20), assim como as demais, foi
usada como entrada na ferramenta de busca Blastp, no intuito de buscar por
sequéncias homologas no banco de sequéncias protéicas nao redundantes (nr) do
NCBI. Esta busca permitiu identificar quase 100% destas sequéncias, as quais tém

identidade quase que exclusivamente associadas a proteinas de reserva (Tabela 3).
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http://web.expasy.org/peptide_cutter/

A HCOOH
HCOOH HCOOH | HCOOH

[ [

MEKQATESREEQEKKEKLEGLPVEDSPYLQYKDLEDYKLKGYGTQGHLQPKPGRGAGA

 |JETRSCE s SES . e —————— $——————— e —————— e ——————— + 60
HCOOH
HCOOH |
|
HCOOH
| |
APTLSGGSVPRDADVSTIDAITSRPKKP
8], ====m—es e e 88 e
'HCOOH B
AspN AspGluN ProtX|
HCOOH| |
ArgC AspN AspGluN Clost Tryps|||
ProtK || ||
Ch_lo Pnl.3 Pn2 ProtK R
ProtK Therm| I (BT
ProtK || I (LS
gl LN
Figura 5 - Sitios de clivagem em potencial da sequéncia peptidica

APTLSGGSVPRDAD (A) A clivagem, por acido formico (HCOOH), se d& na porcéo
carboxi terminal dos residuos de acido aspartico (B) Envolvimento de diversas
proteases na clivagem da sequéncia peptidica APTLSGGSVPRDAD.
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Tabela 4 — Distribuicdo das sequéncias primarias dos peptideos ao longo das sequéncias proteicas das sementes de J. curcas.

N° de acesso

Localizacao do peptideo

Massa molecular

N° de aminoacidos

Peptideo (Da) Proteina (kDa) Peptideo Proteina

>Jcr4U28965.20

>Jcr4S16138.20

>Jcr4S16138.20

>Jcr4S00211.110

>Jcr4S10771.30

>Jcr4S01636.60

>Jcr4S01636.60

>Jcr4S00011.10

>Jcr4S01102.20

>Jcr4S00300.40

>Jcr4S00349.40

>Jcr4S15842.20

>Jcr4S00661.30

>Jcr4S00279.60

...54RGAGATDAPTLSGGSVPRDADVSTIDAITSRPKKP88

.. 13AKAGGHVOQYTTAGPGAQGTTETYTHSTTGT102...

121GQPYGGEVPTGLTRTRPSGLPGDTTGHNPR150

...346DYVPPKLVSLFITDTGGHNPSYMYRLIADY375...

...433IPRSKPNISTNPLPNHGVNAIVSDQELIDP462...

...186PRHFYLAGNPEDEFROLYEGRREPGSGRHE215...

276RPARTQSEREQQVGGSGAGGPYLGGGGCNG305...

IMLLSPGHSPROLSSPSPSHNPENSLQTSNKS3O...

..378ETIAEIAQTTKELIIGODKPSAGYEEHERKA407...

..327QISAQTFNDVGRLDDEGVTHLKVVHRSDNK356

LW37LATSKPATIANVLQIDVPDTGLLASTEEPPKGES...

...298LCPMVWQMEDMGCMGGVVLAETIRSLDRAABSS...

...13EDRETSPGIFFGGPALPKKPPERDLVKPPGA42...

. A4790QVSREDARRLKENRQEVTLESPGTRPSSRN508

1342,4

2321,4

1920

910,9

1062,1

1496,5

1578,6

1249,3

1543,6

1310,4

828,9

465,5

581,7

1205,3

9,609

15,891

42,452

42,452

58,480

64,636

64,636

63,554

43,348

39,192

19,189

96,301

10,968

57,130

14

23

18

10

12

16

12

14

12

11

88

150

391

391

521

576

576

568

407

356

175

848

102

508
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Ainda no caso da sequéncia de numero de acesso Jcr4U28965.20, constatou-
se que a mesma tem elevado grau de homologia com uma proteina hipotética de
Ricinnus communis, além de um dominio conservado pertencente a superfamilia
LEA 6, exatamente onde o peptideo APTLSGGSVPRDAD esta inserido. Um
dendograma foi construido, através de um alinhamento global entre a sequéncia de
J. curcas (Jcr4U28965.20) e as oitos sequéncias com melhores escores de
alinhamento, a fim de mostrar a sequéncia do peptideo neste dominio conservado.
Como mostrado na Figura 6, a sequéncia do peptideo é bastante conservada entre
diversas espécies, apresentando alta similaridade com Ricinus communis, espécie

que pertence a mesma familia, Euphorbiaceae.

LEA 6
LEA_6 superfamily
10 20 30 40 50 60 70 80

88
96
92
91
89
86

[ 3cr4u28965.20-=mmmmnn- :'mqﬁs 5REEI‘.QEKKI'IIE(LEGI!PVEDgPYLQX"KDLE[')YKLK(;YGTQ(‘:HLQPE! PGRGA&A-I:&PTB&GSV-J::PKM
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| 11K2B4_SOYBN MERQQQ--PSKETKP-|-QNESGKESSTEGLPMEDS PYVKYKDLEDYKRQGYGAQGHQEPK PGRGAGA-THAPTLSGAAV----SSDA
|G79CT1_MEDTR MEKQ----TEKETKPT|-TTNEASKGNIEGLPLQDSPYLKYEDLEDYKRQGYGTQGHQQPQ PGRGAGA-THAPTLSGANV---~SSEAK
|ASBE8O_VITVI MDKTTE--QM--RK--TAESEEKGGKLEGLBMETSPYTQXSDLEDYKRKGYGTEGHLQPK PGRGS--STOAPTISGASV-~--SSRSE
1024439_PHAVU MKRK----MEKERKT-|-ESE-QGKVNLEGLPTEDSPYVKYKDLEDYKQQGYGTQGHQEPK TGRGAGA-THAPTLSGAAF---~SSKS

|064820_ARATH ~mmmmmm MEDQKKPP[T TEQEVKEVKNDDLESIKT PYLDYDNLEDYKMKGYGAQGHQEPK LGMGGGA-TDAPTPSGGLGRGGGAASTD 92
| BYHEUO_POPTR ---EQQ--ME~-KRP-F SSHEDKKVNSEGLEVEDSPYVNYGDLEDYKRKAYGTEGHLEPK TGRGAGASTHRPTISGGAL -~ =~58 == ft-============ 73

|ESFHZ6_ARAHY MENKEE--NREKKTQNNESAKESSSTEELLPMEDSPYVKYKDLEDYKRKGYGTEGHQEPK PGRGAGA':'T.DAPTPSGAAV—---SSEAELS/}\TEAVNRQGVP- 94
= . ow cww CEEREE s Wwsaww swe KRS wawww ww

CLUSTAL W(1.1.0) multiple sequence alignme;;t

s

Phaseolus vulgaris i APTLSGAAF - - - - SSKSQ---m |
gl 1
Glicinemax | ......APTLSGAAV-- - - SSDAQ-—— E
{ Arachis hypogaea i ———-APTPSGAAV -- - - SSEAE -~ i
Populustrichocarpa | AT ISEEAL e s 88 b s §
1 1
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o ! 1
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] ]
. . I
J Ricinus communis : eeeeeAPTLSGGSV-- - - PREAD------- E
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Figura 6 — Dendograma ilustrando a homologia entre sequéncias protéicas que
contém um dominio conservado da superfamilia LEA_6. A regido demarcada em
vermelho destaca e compara a sequéncia peptidica APTLSGGSVPRDAD com as
demais. A sequéncia de J. curcas € representada pelo nuimero de acesso
JcrdU28965.20.
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Por fim, a ferramenta de predicdo de estruturas protéicas, I-TASSER, a qual
se baseia no paradigma “sequéncia para estrutura e fungédo”, evidenciou que a
sequéncia codificante de 88 residuos de J. curcas (Jcr4U28965.20) e 0 seu
respectivo peptideo (APTLSGGSVPRDAD) possuem estruturas desordenadas, com
trés pequenos segmentos de hélice presentes na primeira estrutura (Figura 7A).
Segundo CHAKRABORTEE e colaboradores (2010), quase todas as proteinas de
embriogénese tardia (LEA) também sao proteinas intrinsecamente desordenadas
(PID), ou seja, elas sao totalmente ou em grande parte desestruturadas em seu
estado nativo. Essas proteinas (LEA) representam, na verdade, um grupo de
proteinas altamente hidrofilicas, as quais se acumulam durante os estégios tardios
de maturacédo da semente (BATTAGLIA et al., 2008).

As similaridades entre sequéncias, alcancadas pelo uso da espectrometria de
massas, sequenciamento de novo e uso de bancos de dados refletem o
direcionamento correto das estratégias empregadas neste estudo, tanto para buscar
e sequenciar peptideos com propriedades desconhecidas, como evidenciar aspectos
evolutivos e estruturais relacionados ao papel fisiolégico destas moléculas nas
sementes (FRANCO, 2011; MIERNYK e HAJDUCH, 2011).

Figura 7 — Representacdo esquematica da localizacdo do peptideo de sequéncia
APTLSGGSVPRDAD na sequencia codificante de n° de acesso Jcr4U28965.20 de
J. curcas (A) Predicdo estrutural a partir da sequencia Jcr4U28965.20 (B) (C) e do
peptideo APTLSGGSVPRDAD.
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5. CONCLUSAO

A extracdo e o fracionamento de peptideos das sementes de J. curcas
possibilitou a obtencdo de uma fracdo enriquecida, a qual do ponto de vista
cromatografico ndo se mostrou ser muito complexa. Esta fracdo pode ser analisada
por espectrometria de massas sem a necessidade de procedimentos analiticos
adicionais de separacdo, 0 que permitiu a obtencdo de vinte e uma sequéncias
primarias de aminoacidos que foram deduzidas por sequencianemento de novo
manual e automatico. Este fato também pode ser constatado pela analise do ion de
m/z 671,79 da fracdo 1, o qual apresentou os mesmos ions fragmentos, embora com

intesidade de sinal diferentes nos trés espectros de fragmentacao analisados.

As sequéncias peptidicas foram confirmadas, sem ambiguidades, através de
buscas no banco de sequéncias codificantes do genoma de Jatropha. Uma destas
sequéncias peptidicas (APTLSGGSVPRDAD) foi utilizada para estudos de
homologia e predigdo estrutural e, ainda, forneceu indicios do possivel papel

fisiologico daquela sequéncia na semente.

As sequéncias aqui descritas abrem perspectivas para a descoberta de novos
peptideos na espécie em estudo, bem como para a sintese quimica de moléculas
com aplicacBes biotecnoldgicas. Além disso, faz-se necessario destacar que as
propriedades biolégicas de tais sequéncias representam um novo desafio no estudo

e caracterizacdo dos peptideos de J. curcas.
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Capitulo Il

Estudos estruturais e biolégicos
de dois peptideos sintéticos
analogos



1. Introducéo

1.1 Estudos com peptideos sintéticos

Os peptideos sdo biomoléculas unidas covalentemente por, pelo menos, dois
residuos de aminoéacidos, mas podem ser formados por até dezenas de residuos,
através de uma ligacdo amida substituida, chamada também de ligacdo peptidica
(LEHNINGER, 2007).

Segundo MACHADO e colaboradores (2004), se comparados a outras
biomoléculas, os peptideos sdo quimicamente (amidados, fosfatados, esterificados,
fosforilados, sulfatados, lineares, parcialmente ciclizados, ciclicos, com a presenca
de D-aminoacidos, acido piroglutamico e aminoacidos nao usuais) e funcionalmente
muito diversificados. Os peptideos podem atuar como fitohorménios na defesa
vegetal, como substratos de proteases, inibidores enzimaticos, nos processos de
sinalizagdo e muito mais. Ja SEWALD e JAKUBKE (2002) destacam como principais
diferencas entre peptideos e proteinas, que 0s primeiros sdo mais solGveis em meio
aguoso, flexiveis e estaveis, além do que, de maneira geral, ndo possuem estrutura

terciaria bem definida em meio aquoso.

Todo esse conhecimento sobre peptideos comecgou a ser acumulado ainda na
década de 50, quando varios peptideos ativos foram descobertos e tiveram suas
estruturas quimicas determinadas, como o ciclolinopeptideo A da espécie vegetal
Linum usitatissimum (Linaceae) que apresenta atividade imunosupressiva (TAN e
ZHOU, 2006). Ainda segundo MACHADO e colaboradores (2004), dai surgiu o
grande interesse pelo isolamento, purificacdo, identificacdo e quantificacdo dos
peptideos, mas ao mesmo tempo deparou-se com a necessidade de sintetizar estas
moléculas e seus analogos (derivados com modificagbes pontuais), pois as
quantidades presentes em fontes naturais eram muito pequenas (10° a 107%
dependendo da fonte vegetal e do método de isolamento), o que dificultava e
dificulta até hoje o acumulo de material para a realizacdo de estudos posteriores,
mesmo com toda a sofisticagdo dos métodos analiticos disponiveis (LY e
WASINGER, 2011).
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Com o advento da sintese de peptideos, os papéis biolégicos e as estruturas
quimicas destas moléculas puderam ser amplamente estudados e este
conhecimento, pode e estid sendo aplicado principalmente no desenvolvimento de
novas drogas (THORSTHOLM e CRAIK, 2011). Atualmente as trés principais
estratégias para a sintese de peptideos sado: sintese via tecnologia do DNA
recombinante, sintese enzimatica e a sintese quimica (RUIZ, 2003). Essas trés

estratégias estdo sucintamente descritas na Figura 1.

Tecnologia | Tecnologia ll
Sintese quimica Sintese biologica
la b lla Ilb
Nome especifico do fs:f;r;i::sto d:eum Sintese de peptideos Sintese quimio- Expressdo recombinante Expressdo recombinate em
tipo de tecnologia pep em fase sélida enzimatica em plantas bactérias

organismo

Um organismo produz Cadeia pode ser

Facil para fazer Possibilidade de fazer

varios tipos de ) . - 2l S .
. P modificagfes quimicas mc{nt.ada coma Produgdo em larga escala bibliotecas de peptideos
peptideos quimica Fmoc
Vantagens
Obtencdo de varas Facil para ncorporar Faml.para Iazer Peptideos geneticamente Possivel marcar com '* N
P aminoacidos ndo modificagbes o
sequéncias nativas ) L modificados 3o
usuais quimicas
L . - Requerem residuos de
Somente sequéncias . o Requer um sitio de Tecnologia ainda a ser Equ :
- - Restrita a quimica Boc e i ; cisteina N-terminal e grupos
nativas produzidas ligacdo a enzima bastante desenvolvida - )
a-tioéster no C-terminal
L T o
Purificacdo complexae  Pode serum desafio Dois passos no
dificil obter conformacdes processo de ligagdo

nativas

Figura 1 — Vantagens e desvantagens das trés principais estratégias utilizadas para
a obtencao de peptideos. Fonte: THORSTHOLM e CRAIK, 2011.

A sintese quimica € o método mais utilizado e desde que a primeira sintese
guimica da molécula de insulina ocorreu, ainda no inicio da década 60, o que
demorou mais de dois anos para ser concluida (SEWALD e JAKUBKE, 2002), esta
técnica foi muito aperfeicoada. A praticidade da técnica atualmente deve-se a
velocidade de sintese, rendimentos de quase 100% (dependendo do tamanho da
cadeia), a sintese de moléculas cada vez maiores, alto grau de pureza e ao custo,
pois tem se tornado extremamente acessivel (MACHADO et al., 2004). Atualmente o

custo de 1 mg de um residuo de aminoacido, com mais de 92% de pureza custa, em
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meédia, trés reais produzido, por exemplo, pela GenOne Biotechnologies, Rio de

Janeiro, Brasil.

A sintese quimica é caracterizada pelo uso de reagentes quimicos para ativar
a carboxila do aminoacido que funcionarda como o doador de grupo acila para a
formacéo da ligacdo peptidica. Esta sofrera o ataque nucleofilico do grupo amino de
outro aminoéacido (RUIZ, 2003).

®) - swone @

i ‘) acilacdo

I
20
| oo
o ()

@ = aminoacido

® = grupo protetor desprotegio

O = agente acoplador

acoplamento
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Figura 2 — Esquema geral da sintese quimica em fase sélida de peptideos. Fonte:

RUIZ, 2003.
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Uma vantagem desta metodologia € a possibilidade de uso de aminoacidos,
usuais, ndo usuais e modificados (TAN e ZHOU, 2006). Uma desvantagem é que ela
requer a protecao total das cadeias laterais reativas dos aminoacidos, 0 que mesmo
assim, ndo impede que reacdes secundarias ocorram durante as etapas do
processo. Na sintese quimica em fase sélida (SQFS), o alongamento do peptideo é
realizado sobre um suporte polimérico que é insolavel nos meios reacionais, o que €
diferente da sintese em solucdo (sintese classica), onde reagentes e produtos se
misturam com o meio reacional (SEWALD e JAKUBKE, 2002).

Um aspecto interessante da SQFS é a possibilidade de estudos estruturais
entre diferentes arranjos peptidicos. Os peptideos lineares, por exemplo, sdo de
maneira geral muito flexiveis, o que gera muita heterogeneidade conformacional em
solucdo, a ndo ser que esteja presente um arranjo secundario particularmente
estavel, como hélices e folhas betas (ALTEI, 2010). Assim, estudos conformacionais
sdo frequentemente conduzidos com moléculas ciclicas, que apresentam uma
grande homogeneidade conformacional, especificidade de interacdo além de
estabilidade (PICCHI et al., 2009).

Um exemplo disso é que, recentemente, CHATTERJEE e colaboradores
(2012) descreveram um protocolo de SQFS de peptideos ciclicos N-metilados para
tais propositos. Esses autores mostraram que essa € uma técnica poderosa para
modular propriedades fisico-quimicas dos peptideos, através da qual um ou mais
grupos metilas sdo introduzidos nas ligacbes peptidicas. Juntamente com a
ciclizacdo, essa técnica confere propriedades farmacocinéticas especiais, como
estabilidade metabdlica, permeabilidade a membranas e biodisponibilidade para a
ingestdo oral. Por outro lado, as diferencas na fungédo biolégica desempenhadas
pelos arranjos ciclicos e lineares tém sido alvo de estudos. MONROC e
colaboradores (2006a), por exemplo, através de SQFS mostraram que peptideos
cationicos lineares foram inativos frente a trés cepas bacterianas que atacam plantas
de interesse econbmico (Erwinia amylovora, Xanthomonas vesicatoria e
Pseudomonas syringae). JA os analogos ciclicos foram muito ativos contra duas
cepas (X. vesicatoria e P. syringae) e em concentragcoes baixas, 6,25 e 12,5 pM,

respectivamente.

Esse mesmos autores (MONROC et al, 2006b) construiram duas

“bibliotecas” de decapeptideos, com mais de 56 analogos, através de SQFS,
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baseados nas sequéncias c(LysLeuLysLeulLysPheLysLeuLysGIn) e
c(X*X®X3*X*LysPheLysLysLeuGIn), sendo X Lisina e/ou leucina. Esses analogos
foram usados para fazer um screening frente as mesmas cepas bacterianas
utilizadas no estudo anterior. Os autores puderam observar iniUmeros peptideos com
atividade antibacteriana frente as trés cepas com concentracdes variando de 1,6 a
25 uM.

BARBOSA e colaboradores (2011), estudando a labaditina, um peptideo
ciclico encontrado no género Jatropha, também mostraram resultados similares
utilizando anélogos sintéticos (linear e sintético). O analogo ciclico foi capaz de
reduzir em 25% a viabilidade celular de cepas gram-positivas de Streptococcus
mutans (concentracdo de 5 pM), enquanto a molécula linear ndo mostrou efeito

algum.

Atualmente, existem trés trabalhos descrevendo estudos com peptideos
sintéticos oriundos do género Jatropha, o primeiro deles € com um peptideo ciclico,
com oito residuos, sé que proveniente da espécie J. curcas (ALTEI et al., 2008). O
segundo é com a labaditina, um peptideo ciclico de dez residuos de aminoécidos,
citado no paragrafo anterior (BARBOSA et al., 2011). E o terceiro e ultimo estudo é
com um peptideo ciclico de oito residuos de aminoacidos da espécie J. ribifolia
(FERREIRA et al., 2012)

Todos os estudos descritos acima mostram que as plantas podem contribuir
com um numero quase imensuravel de novas sequéncias peptidicas, que podem ser
usadas como protétipos para diversos estudos, principalmente na indUstria
farmacéutica. Essa grande disponibilidade e variedade de alvos a serem estudados,
bem como nossa rica flora e a imensiddo de combinacdes que podem ser obtidas
por SQFS podem ser utilizadas para a construcdo de “bibliotecas” contendo

sequéncias peptidicas como o Cybase (Fonte: http://www.cybase.org.au/).

No presente trabalho, a sequéncia APTLSGGSVPRDAD, referente ao ion de
m/z 671,79, a qual esta inserida dentro de um dominio conservado tipo LEA, foi
utilizada como base para a sintese, por meio de SQFS, de dois analogos sintéticos,
um linear e outro ciclico. De posse destes peptideos, e através de estudos de
caracterizagdo estrutural e bioldgica, seria possivel estabelecer diferencas entre

estas duas moléculas a ponto de justificar a sintese de ambas?
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2. OBJETIVOS

O objetivo geral do presente capitulo foi comparar as propriedades fisico-

quimicas, estruturais e biolégicas de dois peptideos sintéticos analogos.

2.1 Objetivos especificos:

1. Comparar propriedades como o estado de carga sob diversos valores de pH;

2. Comparar propriedades como tempo de retencéo e padrao de fragmentacao

por espectrometria de massas;
3. Comparar a mobilidade i6nica;

4. Avaliar as estruturas secundarias por dicroismo circular sob condi¢cdes
nativas, efeito da variacdo de temperatura e presenca de TFE;

5. Avaliar as diferencas quanto aos deslocamentos quimicos entre o0s

hidrogénios e carbonos;
6. Avaliar a atividade hemolitica frente a hemacias humanas;
7. Avaliar a citotoxicidade frente a linhagens celulares tumorais in vitro;

8. Avaliar a atividade frente a germinacdo de esporos e ao crescimento de

fungos fitopatogénicos em meio liquido;

9. Avaliar a capacidade de inibicdo proteolitica frente a proteases serinicas e

cisteinicas;
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

3.1.1 Reagentes

Todos os solventes organicos usados foram de grau analitico. Acetonitrila
(grau HPLC) e &cido trifluoroacético (TFA) foram obtidos da SIGMA Aldrich Co. (Sao
Paulo, Brazil). Os meios de cultura Sabouraud Dextrose Agar (SDA) e Yeast
Peptone Dextrose (YPD) foram obtidos da DIFCO e Himedia, respectivamente.
Tetrametilsilano (TMS) e agua deuterada foram obtidos da TEDIA Brasil (Rio de

Janeiro, Brazil).

3.1.2 Obtencéo dos peptideos sintéticos

Os dois analogos sintéticos utilizados neste trabalho, um linear (1342,44
g/mol) e outro ciclico (1324,44 g/mol), foram projetados com base na sequéncia
APTLSGGSVPRDAD do ion de m/z de 671,79. Foram obtidos 40 mg de cada
peptideo, com mais de 90% de pureza, e os mesmos foram adquiridos da empresa

GenOne Biotechnologies (Rio de Janeiro, Brazil).

3.2 Métodos

3.2.1 Cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa

Esta metodologia seguiu rigorosamente os mesmos procedimentos descritos
no subitem 3.2.4 (Capitulo 2), sendo que os peptideos foram dissolvidos na razéo de
1:4 (m/v).
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3.2.2 Analise por espectrometria de massas

Esta metodologia seguiu rigorosamente os mesmos procedimentos descritos
no subitem 3.2.6 (Capitulo 2), sendo que os peptideos foram dissolvidos na razéo de
1:500 (m/v).

3.2.3 Mobilidade i6nica

Os peptideos foram dissolvidos para uma concentracdo final de 5 pg/mL,
utilizando uma solucdo aquosa de &cido férmico a 0,1%. O espectrdbmetro de
massas Synapt HDMS foi utilizado para analisar as formas e conformagdes dos
peptideos utilizando um fluxo de 10 pL/min para ESI(+)-MS com as seguintes
condicBes: capilar 4,0 kV, pressédo do gas 0,3 psi, cone 50 V, extrator 4 V. O gas
para IMS foi o nitrogénio a um fluxo de 24 mL/min, a velocidade e a altura da onda
foram operadas a 300 m/s e 8 V, respectivamente. O controle do instrumento e a
analise dos dados dos experimentos usando Q-TOF e Synapt HDMS foram
realizados utilizando o software MassLynx V3,5 e V4,1 software (Waters Corp.,
Machester, UK), respectivamente (ABDELNUR, 2010).

3.2.4 Dicroismo circular

Os espectros de DC dos peptideos linear e ciclicos (7 mM), em solugéo
aguosa, foram obtidos no Instituto de Luz Sincronton (ISA Sincronton), da
Universidade de Aarhus, na Dinamarca. As medicbes foram obtidas na faixa de
comprimento de onda de 280-175 nm, em intervalos de 1 nm e tempo de parada de
2 s (25 °C), utilizando uma célula de quartzo desmontavel suprasil de caminho éptico
de 0,0016 cm (Hellma Ltda, Reino Unido).

Os espectros foram processados usando o software CDTools, fazendo a

meédia das trés verificagOes realizadas, subtraindo a linha de base (linha de base
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consistindo de agua pura), suavizando com o filtro Savitsky-Golay e calibrando com
um espectro padrdo de &cido sulfénico feito no inicio da coleta dos dados. Os
espectros processados finais de SRCD foram expressos em unidades de épsilon

delta usando um peso médio de residuo de 112.

Efeito da temperatura e do trifluoretanol (TFE)

O dicroismo circular convencional foi utilizado para avaliar o efeito da
temperatura e do trifluoretanol (TFE) na conformacdo dos peptideos (150 uM) em
solucédo aquosa. Os espectros de CD foram obtidos em um espectropolarimetro J-
815 (JASCO, Toquio, Japdo), ao longo dos comprimentos de onda de 280-185 nm,

com um intervalo de 1 nm, utilizando uma cubeta de quartzo de 0,1 cm retangular.

As andlises sob efeito da temperatura foram realizadas na faixa de
temperatura de 15 a 85 °C, em intervalos de 10 °C, com um tempo de equilibrio de 5
minutos, a cada passo, recolhendo trés verificacdes repetidas a cada temperatura.
Apds o aquecimento, um espectro adicional a 25 °C foi recolhido para verificar se o
processo de desnaturacdo térmica foi reversivel. As magnitudes dos picos a 198 e
222 nm foram representadas graficamente em funcdo da temperatura, e um ajuste
linear foi produzido no programa Origin 8.5. Além disso, ambas as versoées (linear e
ciclica) do peptideo (150 uM) foram incubadas com 50% e 100% de TFE (v/v) a 25
°C. Os respectivos espectros de CD foram tratados como descrito anteriormente.

3.2.5 Ressonancia magnética nuclear de *H e **C

Esta metodologia seguiu rigorosamente os mesmos procedimentos descritos
no subitem 3.4.2 (Capitulo 1), sendo que os peptideos foram dissolvidos em agua

deuterada.
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3.3 Ensaios bioldgicos

3.3.1 Atividade hemolitica

Os peptideos sintéticos foram dissolvidos em agua ultrapura na concentracao
de 1mM. Uma aliquota de 100 pL de cada fracdo foi adicionada a 100 uL de PBS, e
uma diluicdo seriada usada para determinar a concentracao final que variou de 200
a 0,7 pM. O restante da metodologia seguiu rigorosamente 0S mesmMos

procedimentos descritos no subitem 3.6.1 (Capitulo 1)

3.3.2 Ensaio de citotoxicidade frente a linhagens Celulares

Esta metodologia seguiu rigorosamente os mesmos procedimentos descritos
no subitem 3.6.2 (Capitulo 1), tanto para a conservacao e manutencao das células,
como para a realizacdo do ensaio. Entretanto, as linhagens celulares utilizadas
foram as seguintes: HCT-116 (col6on humano), Ovcar-8 (ovario humano) e HL-60

(leucemia humana).

3.3.3 Atividade de inibicao proteolitica

Atividade inibitéria de papaina

30 pL de papaina (dissolvida em tampéao fosfato de sédio 50 mM pH 6) foi
incubada com 40 pL de uma solugéao contendo DTT 3 mM e EDTA 2 mM, no tampao
citado acima, por 10 min. Em seguida foram adicionados 100 pL das solucfes de PL
e PC (1 mg/mL) diluidas em agua destilada sobre a solucdo por 30 min a 37 °C,

totalizando um volume final de 500 pL. Apos o tempo de incubacdo foram
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adicionados 200 pL de Azocaseina 1% por 60 min a 37 °C. A reacao foi parada ao
adicionar 300 puL de TCA 20%. As amostras foram centrifugadas por 10 min a 10.000
X g a 4 °C. Uma aliquota de 500 L foi retirada e adicionada a 500 pL de NaOH 2 M
para a visualizacdo do resultado do ensaio colorimétrico. A absorbancia foi lida em
espectrofotometro a 440 nm. Uma unidade de atividade foi definida como a
quantidade de enzima que incrementa a absorbancia em 0,01. Os ensaios foram
realizados em triplicatas e o inibidor especifico de protease cisteinica E-64 0,18 mM
foi usado como controle positivo. *p < 0,05 indica diferenca estatistica quando
comparado ao grupo controle PAP (n=3, ANOVA teste Dunnett’s).

Atividade inibitéria de tripsina

Tripsina (20 pL) foi incubada com 40 pL de uma solugéo contendo DTT 3 mM
e EDTA 2 mM por 10 min. Em seguida, foram adicionados 100 pL das solucdes de
PL e PC (1 mg/mL) diluidas em agua destilada sobre a solucdo por 30 min a 37 °C,
totalizando um volume final de 500 pL. Apds o tempo de incubacdo foram
adicionados 200 uL de azocaseina 1% por 60 min a 37 °C. A reacdo foi parada ao
adicionar 300 puL de TCA 20%. As amostras foram centrifugadas por 10 min a 10.000
X g a4 °C. Uma aliquota de 500 L foi retirada e adicionada a 500 uL de NaOH 2 M
para a visualizacdo do resultado do ensaio colorimétrico. A absorbancia foi lida em
espectrofotometro a 440 nm. Uma unidade de atividade foi definida como a
guantidade de enzima que incrementa a absorbancia em 0,01. Os ensaios foram
realizados em triplicatas e o inibidor especifico de protease serinica PMSF 5 mM foi
usado como controle positivo. *p < 0,05 indica diferenca estatistica quando

comparado ao grupo controle TRIP (n=3, ANOVA teste Dunnett’s).
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3.3.4 Ensaios antifungicos

Fungos e cultivo de fungos

Os fungos fitopatogénicos, Fusarium solani e Rhizoctonia solani, foram
obtidos da micoteca mantida pelo Laboratério de Proteinas laticiferas, do
Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da Universidade Federal do

Ceara, Brasil.

O cultivo dos fungos foi realizado em 25 mL de Sabouraud Dextrose Agar
(SDA) estéril, distribuidos em placas de Petri (100 x 15 mm), mantidas em camara
de germinacdo do tipo B.O.D., a 27 £ 2 °C, umidade de 70% e fotoperiodo de 12
horas (luz/escuro). Os fungos foram renovados mensalmente, em camara de fluxo
laminar contendo chama de fogo, através da transferéncia de pellets de uma placa
contendo os fungos para outra placa contendo apenas meio de cultura SDA, como

descrito por Freitas e colaboradores (2011).

Obtencdo da Suspensao de Esporos

A obtencdo das suspensdes de esporos foi realizada segundo Melo e
colaboradores (2005). Ap6s os fungos terem tomado todo o diametro da placa de
Petri, apds 15 dias do repique da cultura fresca, essas foram abertas em camara de
fluxo laminar e 10 mL de agua destilada estéril foram adicionados aos meios de
culturas contendo os respectivos fungos. Apos a liberacdo dos esporos com o auxilio
de uma alca de Drigalski, as suspensodes obtidas foram filtradas em malhas finas de
nylon estéreis. Para a realizacdo dos ensaios de inibicdo de crescimento e da
germinacao de esporos, as suspensoes (filtrado final) contendo os esporos foram
ajustadas para uma concentracéo final de 2 x 10° esporos/mL. Os esporos foram
contados com o auxilio de uma camara de Neubauer em microscopio de luz

(Olympus System Microscope BX 60).
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Ensaio de inibicdo do crescimento fingico em meio liquido

Os ensaios de inibicAo do crescimento foram realizados conforme a
metodologia descrita por FREITAS e colaboradores (2011). Os ensaios foram
desenvolvidos em placas de microtitulagdo de poliestireno de fundo chato (estéreis)
de 96 pocos. Cada poco continha 10 pL de uma suspensdo de esporos (2x10°
esporos/mL) e 90 yL de meio YPD (Yeast Peptone Dextrose). Apds 16 horas na
auséncia de luz, a 27 °C, 100 pyL dos peptideos (1 mg/mL) foram adicionados. Os
controles negativos e positivos para inibicdo do crescimento foram tampé&o acetato
de sédio 50 mM, pH 5,0, e peréxido de hidrogénio 200 mM, respectivamente. O
crescimento fungico foi monitorado através de leituras de absorbancia a 620 nm, em
intervalos de 12 ou 24 horas, até um total de 48 ou 72 horas, em leitora de

microplacas para teste de ELISA (Biotrak Il Plate Reader, Amersham Biosciences).

Ensaio de inibicdo da germinacao de esporos

O efeito dos peptideos sobre a germinacdo dos esporos foi avaliado de
acordo com o método descrito por Freitas e colaboradores (2011), adaptado para
uso em placas de polietileno reticuladas. Uma aliquota de 10 uL da suspenséo de
esporos (2,0 x 10° esporos/mL) foi incubada com 10 pL dos peptideos (1 mg/mL).
Como controles, foram utilizados tampéao acetato de sddio 50 mM, pH 5,0 estéril e
peréxido de hidrogénio 200 mM. As placas de germinacédo foram mantidas a 27 °C,
por 24 horas, na auséncia de luz, conservando a umidade do local por meio de um
papel de filtro embebido de agua. Decorrido o tempo de germinacdo, o material foi
visualizado em microscopio de luz (Olympus System Microscope BX 60). Foram
considerados germinados 0s esporos que apresentaram tubo germinativo de, ao

menos, duas vezes 0 seu comprimento.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Sintese quimica de anélogos sintéticos lineares e ciclicos a partir de um

peptideo de sementes de J. curcas.

Através de uma andlise in silico da sequéncia APTLSGGSVPRDAD,
referente ao ion de m/z 671,79, obtido a partir de sementes de Jatropha curcas, foi
possivel obter informacdes a respeito das propriedades fisico-quimicas desta
sequéncia, tais como estado de carga, solubilidade em agua e ponto isoelétrico
(Tabela 1). As propriedades in silico da sequéncia APTLSGGSVPRDAD séao
referentes a cadeia peptidica na sua forma aberta (linear). Ja para a cadeia
peptidica fechada (ciclico), o0 mesmo tipo de andlise ndo pbde ser feita, pois as
ferramentas de bioinformatica de predicdo de propriedades fisico-quimicas,

geralmente, ndo levam em consideracgdo esse tipo de arranjo (ciclico).

Tabela 1 - Propriedades fisico-quimicas da sequéncia
APTLSGGSVPRDAD referente ao ion de m/z 671,79, obtida a
partir de sementes de J. curcas.

Propriedades fisico-quimicas

Numero de residuos 14

Massa molecular 1342,44 g/mol
Ponto isoelétrico pH 3,88

Carga liquida pH 7 -1
Solubilidade estimada Boa solubilidade em 4gua

A ferramenta de busca localiza-se no sitio da web da innovagen (peptide-
property-calculator.asp)
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Este peptideo é formado por quatorze residuos de aminoacidos e
apresenta: aminoacidos com carga negativa (dois acidos asparticos) e positiva (uma
arginina); cadeia lateral apolar (alanina, glicina, valina, prolina e leucina); além de
dois aminoacidos com cadeias laterais polares ndo carregadas (serina e treonina). A
presenca e distribuicdo destes aminoacidos se refletem na natureza hidrofilica da
molécula, apesar da mesma possuir mais de 50% de residuos hidrofébicos (Figura
3). Como resultado, esse peptideo de massa molecular de 1342,44 g/mol, apresenta
uma carga liquida em pH 7 de -1, além de boa solubilidade em agua (Tabela 1).
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Figura 3 - Escala de hidrofobicidade baseada nas propriedades das cadeias laterais
dos residuos de aminoacidos da sequéncia APTLSGGSVPRDAD.
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Tendo como base o conhecimento, in silico, de algumas propriedades deste

peptideo (m/z de 671,79) e sabendo que peptideos com cadeias lineares exibem

caracteristicas fisico-quimicas muito distintas quando comparados aos seus
analogos ciclizados (PICCHI et al., 2009), a sequéncia APTLSGGSVPRDAD foi

usada como molde para a sintese de dois peptideos sintéticos analogos (com mais

de 90% de pureza), sendo um peptideo linear (1342,44 g/mol) e o outro um peptideo

ciclico, ciclizado via “cabeca cauda” (ciclizacéo através da formacdo de uma ligacao

peptidica entre os aminoacidos das extremidades amino e carboxi terminal da

cadeia polipeptidica) (1324,44 g/mol) (Figura 4).
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Figura 4- Peptideos sintéticos linear (1342,44 g/mol) e ciclicos (1324,44 g/mol) com
mais de 90% de pureza, sintetizados a partir da sequéncia APTLSGGSVPRDAD, e
adquiridos da empresa GenOne Biotechnologies.
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4.2 Analise do estado de carga dos peptideos sintéticos em funcéo do pH

A andlise da variacdo do estado de carga liquida do peptideo linear (PL) e
do peptideo ciclico (PC) frente a diferentes valores de pH, revelou que as duas
moléculas apresentam o mesmo estado de carga (-1) nas faixas de pH de 4 a 9,
sendo que o peptideo ciclico ainda permanece com esse valor de carga em pH 10
(Figura 5). Esse valor de carga -1 se deve, no PL, ao somatorio das contribuicdes de
cargas dos dois residuos de acido aspartico (cadeias lateral e grupamento
carboxiterminal) que apresentam carga negativa, além da cadeia lateral da arginina
e do grupamento aminoterminal de alanina que apresentam cargas positivas. No
caso do PC, a contribuicdo se deve ao somatério das cargas negativas das cadeias
laterais de acido aspartico que sao contrabalanceadas pela carga positiva da cadeia

lateral de arginina.

Esses dados mostram que, ainda que a molécula linear tenha sido mais
suscetivel a uma variagdo de carga liquida do que a molécula ciclica, uma vez que a
primeira variou seu estado de carga de + 2 (pH 1) a - 3 (pH 10), do ponto de vista
bioldégico, ambas se mostram iguais, pois € dificil encontrar varia¢@es fisioldgicas de
pH fora dessa faixa de 4 a 9, a qual jA € muito ampla. Esses dois peptideos
apresentam intervalo de tamanho (12-100 residuos de aminoacidos) e o contetdo
de aminoacidos hidrofébicos (50%) semelhantes a varios peptideos
antimicrobrianos, porém diferem drasticamente destes, ditos geralmente catidnicos,
uma vez que eles apresentam carga total entre +2 e +9 (CASTRO e FONTES,
2005). A presenca de carga positiva nos peptideos catibnicos € uma propriedade
importante, uma vez que favorece o reconhecimento e a interagdo com a face
externa das membranas biolégicas que sao carregadas negativamentes, ja o efeito
contrario é o esperado, e hormalmente o observado em peptideos com carga liquida
negativa (ALTEI et al., 2008).
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4.3 Analise por HPLC, espectrometria de massas e de mobilidade ibnica de PL e PC

A analise por cromatografia de fase reversa, utilizando um gradiente
variando de 100% de agua até 95% de acetonitrila (ACN), revelou que a interacao
hidrofébica de PL e PC com a coluna de C-18 € apenas levemente diferente, uma
vez que PL e PC foram eluidos com um percentual de ACN, 27,1 e 28,2%, e tempos
de retencdo de 11,68 e 11,89 minutos, respectivamente (Figura 6A). Essa
observacdo experimental mostra que o PC, por apresentar uma estrutura fechada e
estar em meio aquoso, consegue expor bem menos seus residuos hidrofilicos, o que
acentua o efeito dos seus residuos hidrofébicos (que sao maioria), uma vez que o
numero de conformacdes e a restricdo estrutural dessa molécula € bem menor que
do PL. Ja o PL, por sua vez, além de poder expor mais seus residuos hidrofilicos,
possui as extremidades amino e carboxi terminal livre, o que também favorece uma
maior polaridade da cadeia e consequentemente uma diminuicdo no numero de

interacdes hidrofébicas com a coluna.

J& a andlise por espectrometria de massas dos peptideos intactos mostrou
uma diferenca de massa de 18 Da, exatamente referente a perda de uma molécula
de agua, a qual acontece durante a formacdo de uma ligacdo peptidica entre o
residuo amino terminal (alanina) e o carbdxi terminal (acido aspartico) durante a
ciclizagao via “cabega-cauda” da molécula. O espectro de massa intacta do PL
mostra a presenca de dois ions, m/z de 671,75 e 1342,52, com uma e duas cargas
respectivamente (Figura 6B). J4 o PC, apresenta apenas o ion de m/z de 1324,54
que é referente ao estado monocarregado (Figura 6C). Apesar dos ions dos
peptideos ciclicos, via cabeca-cauda, serem comumente formados pela associacédo
com adutores, como 0s metais sbédio e potassio, formando os chamados ions
adutores (TAN e ZHOU, 2006), ndo se observou a presenca deste tipo de
associagdo com o ion referente ao PC. Pode-se concluir que, levando em
consideracao esses dois ultimos parametros que foram avaliados, como o tempo de
retencdo e a massa intacta de PL e PC, as diferencas existem, mas sao bastante

sutis (Figura 6D).
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Por outro lado, na anélise por MS/MS de PL e PC foram observadas
consideréaveis diferencas entre os dois padrdes de fragmentacéo e que os peptideos
(PL e PC) nédo compartilharam semelhancga entre si (Figura 7). No caso do PL,
observa-se a presenca do ion precursor, mas nota-se que este ndo esta tdo intenso
quanto o ion precursor do PC. Em contrapartida, o0 mesmo nado se pode dizer dos
ions fragmentos, 0s quais sdo muito mais intensos no PL do que no PC. A
fragmentacao vai ocorrer sempre da mesma forma em uma molécula linear, ou seja,
enguanto estiver havendo fragmentacéo, o ion precursor (m/z 1342,5206) vai sendo
clivado, gerando mais e mais fragmentos, os quais vao acumulando, enquanto sua
intensidade vai diminuindo (STEEN e MANN, 2004). Evento semelhante foi
observado em nossos experimentos (Figura 7A). Por outro lado, no caso de
moléculas ciclicas, a fragmentacdo ndo segue um padrdao bem definido como na
molécula linear (Figura 6B), uma vez que a molécula ndo possui uma extremidade
amino e nem carboxi terminal. Apos a abertura da cadeia, através da qual todas as
ligagbes peptidicas sdo passiveis de ser o ponto de inicio da fragmentacao, ocorre
que é gerado o mesmo ion precursor (Figura 8). A partir desse instante a
fragmentacao acontece de maneira idéntica aguela observada num peptideo linear,
porém, padrbes de fragmentacdo totalmente distintos serdo observados, uma vez
que as sequéncias sao distintas, muito embora sejam formados pelos mesmos
residuos de aminoacidos (LIU et al., 2009).

Isso justifica a maior intensidade do ion precursor no PC (que sera sempre
0 mesmo) e a baixa intensidade dos ions fragmentos, os quais serdo diferentes para
cada sequéncia (Figura 7). Na verdade, o que se observa no espectro de
fragmentacdo de um peptideo ciclico € uma série de padrbes de fragmentacdo
superpostos, o que torna muito complexa a tarefa de se distinguir cada uma das
séries b e y (MOHIMANI et al., 2011).
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A espectrometria de mobilidade i6nica (EMI), ferramenta analitica
muito valiosa para os estudos estruturais e conformacionais de biomoléculas
de amostras complexas (KARPAS, 2013), mostrou que PC apresenta um
tempo de separacgdo (Drift time) ligeiramente inferior ao tempo de PL. Essa
diferenca é tao sutil que ndo se observa uma separacédo bem definida dos picos
referentes aos seus respectivos ions (m/z de 1324,54 e 1342,52). Na verdade,
0 gque se observa € um pico maior (m/z de 1324,54) com um “ombro”, referente
ao ion de m/z 1342,52 (Figura 9).

A mobilidade ibnica é peculiar para cada ion e se relaciona
diretamente a fatores como carga, massa, formato e interacdo do ion com o
gas inerte (PRINGLE et al., 2007). No entanto, a grande importancia da técnica
reside na capacidade de separar ions do mesmo tamanho e m/z, mas que
apresentam geometrias espaciais diferentes (FERNANDEZ-LIMA et al., 2010).
Assim, os ions com menor resisténcia ao fluxo de gas e, consequentemente,
maior mobilidade, como foi PC, possuem uma velocidade de fluxo maior e
chegam mais rapidamente ao analisador. Isso se reflete no aparecimento de
picos no espectro de mobilidade, referente aos ions separados que chegam ao

analisador de massas em tempos diferentes (Figura 10).

Levando em consideracdo que nao existe um método universal para
distinguir se um peptideo é ciclico ou linear, RUOTOLO e colaboradores (2004)
usaram a técnica de EMI para distinguir, através de pequenas diferencas
conformacionais, o peptideo natural gramidicina de seus analogos sintéticos
(linear e ciclico). JA& BAYKUT e colaboradores (2009) mostraram através de
EMI que as diferencas de mobilidade idnica entre os peptideos sintéticos da
vasopressina (ciclico e linear) devem-se a diferencas de interacdo entre as
seccOes transversais dos ions com o0 gas neutro, 0 que esta diretamente
relacionado com o formato da molécula. Esses estudos confirmaram que, no
caso de PC, o qual apresenta uma estrutura mais compacta, a sua
conformacao lhe permitiu uma maior mobilidade. J& o PL, mesmo tendo uma
massa maior, cuja diferenca de 18 Da é quase indistinguivel na EMI, possui
mais de um estado de carga, o que ocasiona a formagéo de agregados iGnicos

gue, por sua vez, contribui para uma menor mobilidade idGnica.
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4.4 Analise estrutural de PL e PC por dicroismo circular e RMN unidimensional
de 'He **C

O espectro de dicroismo circular (DC) do peptideo linear em solucdo
aguosa apresentou um pico negativo intenso na regidao de 198 nm (Figura
11A). Esse tipo de configuracdo € comumente atribuido ao conteddo estrutural
desordenado (LEES et al., 2004). Adicionalmente é possivel observar um
pequeno pico positivo na regido de 184 nm, ressaltado nos espectros de DC de
proteinas pertencentes ao grupo das proteinas intrinsecamente desordenadas
(PIDs), tal como a MEG-14 (LOPES et al., 2013) e B-sinucleina (UVERSKY et
al., 2000).

O espectro de DC do peptideo ciclico também apresenta picos na regiao
de 198 e 184 nm, sugerindo seu baixo conteudo de estrutura ordenada em
solucdo aquosa, porém o pico negativo observado em 222 nm sugere que 0
peptideo ciclico ndo € tdo desordenado quanto o peptideo linear devido a sua

maior rigidez estrutural (Figura 11A).

Mudancas conformacionais foram observadas em ambos os peptideos, a
medida que a temperatura foi elevada, indicando transicdes de estruturas
desordenadas para ordenadas, o que sao atribuidos a reducdo da intensidade
do pico a 198 nm e uma ligeira reducdo do pico a 202 nm, seguido por um
aumento na amplitude do pico a 222 nm (Figura 11C e 11D). Este
comportamento tem sido observado para PIDs quando submetidas a analises
de fusdo térmica, tais como a-sinucleina (UVERSKY et al., 2003), MEG14
(LOPES et al., 2013) e B-sinucleina (UVERSKY et al., 2000). Este efeito de
ordenamento € uma consequéncia das interacdes hidrofébicas que sé&o

acentuadas em altas temperaturas.

O ajuste nos picos das regides de 198 e 222 nm indicam que ambos 0s
peptideos, linear e ciclico, foram submetidos a um pequeno enovelamento,
através de uma dependéncia quase linear em funcdo do aumento de
temperatura. O espectro observado a 25 °C, apds o processo de aquecimento,
€ muito semelhante ao espectro observado a 25 °C durante a fusdo térmica.
Portanto, as alteragdes conformacionais promovidas pelo efeito da temperatura

sao bastante reversiveis para ambos os peptideos (Figura 11B).
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Efeito similar de ordenamento da conformacao dos peptideos também foi
observado na presenca de trifluoretanol (TFE). O espectro de ambos os
peptideos na presenca de 50% de TFE é bastante semelhante ao espectro
observado a 85 °C. Entretanto, as mudancas conformacionais foram muito
mais acentuadas quando a concentracdo de TFE mudou de 50 para 100%
(Figura 11E e 11F). O solvente TFE é conhecido por promover o deslocamento
de moléculas de dgua do ambiente do peptideo e promover o revestimento do
peptideo com suas moléculas, o que torna mais favoravel a formacédo de
ligacdes de hidrogénio intrapeptideo, permitindo assim, o enovelamento do
esqueleto peptidico neste solvente (GOOMAGHTIGH, et al., 2009).

Apo6s a confirmagdo, por dicroismo circular, da presenca de estrutura
desordenada para PL e PC, apesar do maior ordenamento deste ultimo, os
estudos por RMN unidimensional mostraram as regiées dos deslocamentos
quimicos dos nucleos dos atomos de *H e *C para os grupamentos NH, Ha,
HB, Ca e CB. Na regido entre 4 e 4,7 ppm nos espectros de *H podem ser
observados deslocamentos de Ha marcadamente distintos, como resultado da
ciclizacdo da cadeia (no PC), envolvendo os residuos de Ala (4,35) e Asp
(4,76), além da influéncia dos residuos adjacentes como Val (4,18), Arg (4,38),
Pro (4,44) e Ser (4,50) (Figura 12A). Pode-se observar também, no PC,
deslocamentos de Hf significativamente diferentes entre os residuos de Ala
(1,39) e Asp (1,84; 1,75), por conta da ciclizacdo da cadeia (Figura 12B).
Levando em conta que a interpretacdo do espectro de RMN de 3C é
simplificada, quando comparado aos espectros de H, produzindo apenas um
pico (singleto) e, ainda, sabendo previamente a sequéncia das moléculas de
interesse, foi possivel assinalar cada um dos 55 carbonos de PL e PC (Figura
13). Complementarmente aos dados obtidos por RMN de *H e *C, foi possivel
obter a férmula molecular e fazer uma representagéo tridimensional das duas

moléculas nos seus estados de mais baixa energia (Figura 13A e B).
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4.5 Ensaios bioldgicos

Os peptideos vegetais tém chamado a atencdo pela potente acéo
citotoxica frente a diversas linhagens celulares (MA et al., 2007), propriedade
atribuida majoritariamente a moléculas com o arranjo ciclico (TAN e ZHOU,
2006). Tais descobertas tém colocado essas moléculas como alvos em
diversos estudos de desenvolvimento de novas drogas, principalmente no
combate ao céancer (THORSTHOLM e CRAIK, 2011). Sabendo disso, os
peptideos PL e PC foram inicialmente avaliados quanto a um possivel efeito
hemolitico, atividade descrita em diversos ciclotideos e que, normalmente,
precede os estudos de citotoxicidade in vitro (BARRY et al., 2003). CRAIK
(2010), por exemplo, destaca que peptideos sintéticos analogos aos ciclotideos
perdem a atividade hemolitica quando ocorre a abertura da sua cadeia. Apesar
disso, nossos estudos, mostraram que PL e PC, avaliados em diferentes
concentracfes, ndo apresentaram qualquer atividade hemolitica (Figura 14).
Adicionalmente, os estudos com células cancerosas de coélon (HCT-116),
leucemia (HL-60) e ovario (Ovcar-8), mostraram que essas moléculas ndo

apresentam qualquer efeito citotoxico para essas linhagens (Tabela 2).

Auséncia de hemolise
I Feptideo linear
Il Peptideo ciclico
N 100% de hemdlise
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Figura 14 — Avaliacao do efeito hemolitico dos peptideos linear e ciclico sobre
hemacias humanas.
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Tabela 2 - Atividade citotoxica em células tumorais apos 72h de incubagéo.

Células tumorais

Amostra HL-60 OVCAR-8 HCT-116

PC > 25ug/mi > 25ug/ml > 25ug/ml
PL > 25ug/ml > 25ug/ml > 25ug/ml

Dados séo apresentados como valores de Clso € 95% de intervalo de confianga
para células tumorais de colon (HCT-116), leucemia (HL-60), ovario (Ovcar-8).

Outra atividade comumente atribuida aos peptideos vegetais, na qual se
destacam os peptideos catidnicos, é a atividade antifungica (GAO et al., 2001).
Ao mesmo tempo em gue as plantas estdo expostas a um grande numero de
fungos fitopatogénicos, um grande numero de substancias de baixa massa
molecular, como os peptideos, tém sido produzidos para atuar na resisténcia
constitutiva ou induzida (LOBO et al., 2007). Os peptideos PL e PC foram
avaliados quanto a presenca de atividade antifingica e a capacidade de inibir a
germinacdo de esporos dos fungos fitopatogénicos Fusarium solani e
Rhizoctonia solani. Os resultados dos dois ensaios mostram que os peptideos
nao apresentaram qualquer atividade antifungica, seja sobre o crescimento

micelial (Figura 15) ou sobre a germinacao de esporos (Figura 16).

Por fim, considerando a extensa atividade proteolitica a que as
sementes estdo submetidas, principalmente no processamento de proteinas de
reserva (GRUIS et al., 2004; ROJO et al., 2003) e, sabendo que os peptideos
sintéticos tiveram sua sintese baseada em um peptideo originario da semente,
avaliou-se a capacidade de PL e PC de inibir a atividade proteolitica de duas
proteases, uma cisteinica (papaina) e outra serinica (tripsina). Os peptideos
estudados néo foram capazes de inibir a atividade proteolitica desempenhada
pelas enzimas purificadas papaina e tripsina (Figura 17). O peptideo PL né&o
alterou o padréo de protedlise verificado para estas enzimas, ja o peptideo PC

aumentou a atividade proteolitica da papaina de forma estatisticamente
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significativa e ndo causou nenhuma alteracdo na atividade da tripsina. Os
dados sugerem que provavelmente os peptideos em estudo ndo apresentam

atividade inibitdria sobre tais enzimas.
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Figura 15 - Efeito dos peptideos linear e ciclico sobre o crescimento dos fungos
fitopatogénicos Fusarium solani e Rhizoctonia solani. Os controles negativos e
positivos para inibicdo do crescimento foram o tampao acetato de sédio 50 mM, pH
5,0, e o0 perdxido de hidrogénio 100 mM, respectivamente
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Figura 16 — Efeito dos peptideos linear e ciclico sobre a germinacdo de esporos dos
fungos fitopatogénicos Fusarium solani e Rhizoctonia solani. Os ensaios foram
realizados a 27 °C por 24 horas e 70% de umidade relativa. A inibicdo da germinagéo foi

observada por microscopia de luz em um microscépio Olympus BX60.
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Figura 17 - Atividade de inibicdo proteolitica dos peptideos linear e ciclico
frente a protease cisteinica papaina (A) e serinica tripsina (B). *p < 0,05 indica
diferenca estatistica quando comparado ao grupo controle PAP (n=3, ANOVA
teste Dunnett’s).

146



5. CONCLUSAO

Dois peptideos, um linear e outro ciclico, foram sintetizados a partir de uma
sequéncia de aminoacidos obtida de peptideos isolados de sementes de J.
curcas. As moléculas foram caracterizadas e comparadas quanto a diversas
propriedades fisico-quimicas, estruturais e biolégicas. Parametros como estado
de carga e tempo de retencdo mostraram que esses dois peptideos tém
propriedades muito similares, do ponto de vista fisico-quimico.

Os aspectos que foram estudados por meio da espectrometria de massas,
tais como padrdo de fragmentacdo por MS/MS e mobilidade ibnica mostraram
diferencas significativas entre os peptideos estudados, as quais podem ser
perfeitamente usadas como parametros para distinguir o peptideo linear do

ciclico.

Os estudos de dicroismo circular revelaram: a prevaléncia de um estado
desordenado para ambas as moléculas, aspectos estruturais importantes como
estabilidade e comportamento em meio que simula um ambiente hidrofébico.
Ja os estudos de ressonancia magnética nuclear unidimensionais mostraram

as particularidades quimicas dos atomos de *H e **C de cada molécula.

Todos os parametros que foram estudados em cada molécula e
comparados ao seu analogo correspondente sdo imprescindiveis para a
compreensao das possiveis funcdes biolégicas e dos mecanismos de acéo
responsaveis por essas atividades. Mesmo que 0s ensaios realizados com
essas moléculas ndo tenham mostrado nenhum sinal aparente de atividade
biologica (atividade hemolitica, citotdxica, antifingica e inibitoria de proteases),
estudos subsequentes devem ser conduzidos, uma vez que se dispde de
moléculas sintéticas com alto grau de pureza, parcialmente caracterizadas e

que podem ter aplicagbes biotecnolégicas promissoras.
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CONSIDERACOES FINAIS

Esta tese tratou do estudo de peptideos vegetais no latex da espécie
Calotropis procera e na semente de Jatropha curcas. O foco inicial foi o
isolamento de peptideos, em especial os ciclicos, em ambas as espécies.
Apesar de nenhuma molécula desta natureza ter sido isolada de C. procera, o
estudo das fracdes do latex desta planta ndo s6 permitiu a caracterizacao
fitoquimica e biolégica, bem como mostrou que os peptideos de natureza
ciclica estdo presentes em algumas destas fracbes, como na de acetato de
etila.

Em se tratando do pinhdo-manso, pode-se concluir que, através de
abordagens analiticas relativamente simples, foi possivel a obtencdo de uma
fracdo rica em peptideos, a partir da qual cada um dos peptideos pode ser
isolado e purificado. Visto que ndo houve necessidade de passos adicionais de
fracionamento para obtencdo das sequéncias priméarias destas moléculas, foi
possivel, a partir desta fracdo rica em peptideos, o sequenciamento de varias
sequéncias peptidicas, confirmadas através da sua presenca no genoma de J.

curcas.

De posse de varias dessas sequéncias de J. curcas, uma delas foi
escolhida como alvo e, através de sintese quimica, peptideos sintéticos
analogos, com alto grau de pureza, foram obtidos e puderam ser

caracterizados estrutural e biologicamente.

Os estudos aqui apresentados geram novas perspectivas e servem de
base para estudos subsequentes que tratem do isolamento e caracterizagcéo de

peptideos nas espécies C. procera e J. curcas.
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Calotropis procera is a medicinal plant whose pharmacological properties are associated with its latex. Here, the Calotropis procera
latex fractions were investigated in an attempt to trace its phytochemical profile and measure its anti-inflammatory and toxicity
activity. The crude latex was partitioned, yielding five fractions (49.4% hexane, 5.2% dichloromethane, 2.0% ethyl acetate, 2.1%
n-butanol and 41.1% aqueous). Phytochemical screening and spectroscopy analysis revealed that dichloromethane is the most
chemically diverse fraction. Triterpenes were detected in both the hexane and dichloromethane fractions, while flavonoids were
detected in the dichloromethane and ethyl acetate fractions. These fractions were cytotoxic to cancer cell lines (LDsy 0.05 to
3.90g/mL) and lethal to brine shrimp (LDs, 10.9to 65.7 jg/mL). Reduced neutrophil migration in rats was observed in carrageenan-
induced peritonitis for the dichloromethane (67%), ethyl acetate (56%) and aqueous (72%) fractions. A positive reaction with
tolidine and ninhydrin suggested that cyclopeptides are in the ethyl acetate fraction. Itis therefore concluded that Calotropis procera
latex dichloromethane and ethyl acetate fractions exhibit both in vitro and in vivo activities as well as anti-inflammatory properties.
Cyclopeptide detection is especially interesting because previous attempts to investigate these low molecular cyclic amino acid
sequences in C. procera have failed.

1. Introduction

Calotropis procera is a medicinal plant and many phar-
macological properties are associated with its latex, which
is a rich source of biologically active compounds [1]. The
efficacy of C. procera latex for treating inflammation-related
disorders, pain, and other ailments, including neoplasia, in
folk medicine has garnered scientific support [2-4]. However,
the chemical composition of this latex remains under inves-
tigation.

Latex is produced by plants in unrelated taxonomic
groups, but it is most commonly found in Euphorbiaceae and
Apocynaceae plants. C. procera is included in the later taxon.
Latex is chemically diverse and the chemical and biochemical
differences are considerable for different plants fluids. For
instance, Hevea brasiliensis latex is a rich source of (poly)
isoprenes and an antifungal protein (hevein) is a “fingerprint”
of this latex [5, 6]. Cardenolides in the C. procera latex are
associated with toxic effects in mammals [7]. In addition,
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insecticidal and antifungal proteins have been reported and
their enzymatic profiles have been characterized [8, 9].

A series of studies support latex proteins involvement
in the pharmacological properties. Although secondary
metabolites have been reported in C. procera vegetative
tissues and latex, to a lesser extent [10], limited information
is available on the pharmacological properties. Fractionated
latex has not been extensively investigated for phytochemical
or pharmacological properties. However, the literature has
demonstrated its outstanding potential for studies [1, 11].
Therefore, this study was aimed at contributing to new
insights on the phytochemical profile (cyclopeptides) and
biological activities of the C. procera latex organic fractions.

2. Materials and Methods

2.1. Reagents. Organic solvents (hexane, dichloromethane,

ethyl acetate, and n-butanol) were of analytical grade. Car-
rageenan, Doxorubicin, glycine, potassium dichromate, and
papain (E.C. 3.4.22.2) were from SIGMA Chemical Co. (Sdo
Paulo, Brazil). Tolidine and ninhydrin were from VETEC fine
chemicals (Rio de Janeiro, Brazil). Trimethylsilane (TMS),
deuterated chloroform, and methanol were from Tedia Brazil
(Rio de Janeiro, Brazil).

2.2. Plant Material. The latex was collected from the aerial
portions of wild plants located at Fortaleza beaches, Ceara,
Brazil. A voucher specimen (n. 32663) was deposited at the
Prisco Bezerra Herbarium at the local University (Universi-
dade Federal do Cear'a).

2.3. Extraction Method. To 200 mL of crude latex, 400 mL
of distilled water was added, and the mixture was extracted
successively with 600 mL of each of the following solvents:
hexane, dichloromethane, ethyl acetate, and n-butanol. The
extraction was repeated three times for each solvent and the
resulting fractions were pooled. Each fraction was removed
from the remaining mixture under reduced pressure at 40°C
using an evaporator until obtaining dried fractions.

24. Qualitative Phytochemical Screening. Phytochemical
tests were used to detect secondary metabolites, such as
phenols, tannins, flavonoids, steroids, triterpens, saponins,
and alkaloids, for each fraction in accordance with the
method proposed by Matos [12]. Latex samples (25 mg/mL)
were prepared in 95% ethanol and treated in an ultrasonic
apparatus (30 min) prior to the measurements. The results
were analyzed based on a visual observation of color
modification or precipitate formation after adding specific
reagents.

Tannins and phenols were investigated by adding 60 IL
of 2% FeCl; in ethanol to 3mL of the latex sample. A
blue-red soluble phase indicated phenols, a blue precipitated
material indicated soluble tannins and a green color indicated
condensed or cachectic tannins.

Three independent samples (3mL) were prepared in
tubes to test for flavonoids. Anthocyanins and antocyanidines
were indicated by a red color after adding 0.1M HCI to pH
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3.0 or by a purple color by adding 0.1M NaOH to pH 8.5
or blue-purple to pH 11.0. Flavones, flavonols, and xanthones
were indicated by a yellow color at pH 110, while flavanonols
were indicated by orange-red. Chalcones and aurones were
indicated by a red color at pH 3.0 and red-purple at pH 110,
respectively.

Sterols and triterpens were investigated by dissolving
250 mg of each sample into 5mL of chloroform. The samples
were filtered and the insoluble material was used to identify
saponins. Acetic anhydride (1mL) and 60IL sulfuric acid
(Liebermann-Burchard solution) were added to the soluble
phase. A green color indicated free sterols, while a brown-
red color indicated triterpens. To investigate saponins, 5mL
of distilled water was added to the precipitate and agitated for
3min. Saponins were indicated by a persistent foam ring.

Alkaloids were indicated as follows: ammonium hydrox-
ide was added to 3mL of latex fractions to pH 110and ether-
chloroform (3 + 1) was successively added (at 30, 20 and
10mL) using a fractionator. The ether-chloroform phase was
eliminated and the extracted alkaloids were filtered in 0.1 M
HCI. The resulting material was divided in three parts and an
equal volume of the alkaloid precipitation solutions (Hager,
Mayer and Dragendorff) was added. Flocculated material
indicated a positive reaction.

2.5. Infrared and *H-NMR Spectroscopy. Infrared analyses
were performed using a Perkin Elmer spectrometer (model
FT-IR Spectrum 1000). Potassium bromide (KBr) was used
to prepare pastilles for the samples. Prior to H-NMR
spectroscopy, the samples (25mg/mL) were dissolved in
deuterated chloroform (CDCI5) and methanol (CD30D). *H-
NMR spectra were recorded using a Bruker Spectrometer
(model Advance DPX 500) at 500 MHz. Trimethyl silane
(TMS) was added as an internal standard.

2.6. Chemical Detection of Cyclopeptides Using Tolidine
and Ninhydrin. The fractions (10mg/mL) were dissolved in
methanol and applied to a thin layer chromatography (TLC)
plate with silica gel 60 F254 (Merck). The peptide-containing
fractions were detected with a Cl,/o-tolidine reagent, which
indicates amide groups that are typically found in peptide
bonds [13]. The ninhydrin reagent was used to indicate amino
groups released by HCI hydrolysis in accordance with the
methodology described by Tan and Zhou [14].

2.7. Biological Assays

271 Animals. Adult male Wistar rats (180-200g) were

obtained from the Central Animal House of Universidade
Federal do Cear’a. The animals were maintained in a room
with free access to water and commercial feed (Purina,
Paul'mnia, SP, Brazil) at 25 (+3)'C and 70 (+5)% humidity until
they were used for experiments. The animals were handled
and experiments were performed in accordance with the
standards described in the “Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals” of the National Research Council and
submitted for approval by the local animal ethics committee
(protocol number 24/09).
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Table 1: Preliminary phytochemical screening of fractions of C. procera latex.

Phytochemicals

Fractions Yield (%)

Phenols Tannins Flavonoids Steroids Triterpens Saponins Alkaloids
Hexane 494 - - - + + - -
Dichloromethane 52 - - + + + - -
Ethyl acetate 2.0 - - + + - - -
Butanol 21 - - - + - - _
Aqgueous 411 — — - + — _ —

Positive (+) sign indicates positive reaction of the compound tested while negative sign (=) indicates the absence.

Table 2: Evaluation of toxicity potential of fractions of C. procera latex against cell lines and Brine shrimp nauplii.

Sample (LCso 10 mL'l)

Fractions MTT assay Brine shrimp assay
HL-60 Ovcar-8 HCT-116 SF-295
Hexane 2.9 6.5 38 32 7815 +312
(2.4-3.4) (5.6-7.6) (35-4.1) (2.7-38) (721.2-843.3)
Dichloromethane 0.05 0.17 o1 012 109 +09
(0.04-0.06) (0.14-02) (01-0.13) (01-0.14) (93-12.7)
Ethyl acetate 18 39 17 18 657 +46
(L5-2.1) (3.4-4.4) (16-18) (16-19) (57.3-75.3)
Butanol >100 >100 >100 >100 2373+223
(1952 - 284.7)
Aqueous >100 >100 >100 100 7125399
(636.2-792.6)
Doxorubicin 0.02 136 001 0.24 B
(0.01-0.02)

(0.98-1.89)
Potassium dichromate — —

(0.01-0.02) (0.17-0.36)

20

“Values are expressed as mean + S.E.M. Values in parenthesis represent I < 0.05.

272. MTT Assay. The latex fraction cytotoxicities were
evaluated for four human tumor cell lines: HL-60 (human
leukemia), Ovcar-8 (human ovarian adenocarcinoma), HCT-
116 (human colon cancer), and SF-295 (human glioblastoma).
The cultured cell viabilities were determined by reduc-
ing the yellow dye 3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-
2H-tetrazolium bromide (MTT) to a blue formazan product,
as previously described by Mosmann [15]. The cells were
cultured in RPMI 1640 medium supplemented with 10%
fetal bovine serum, 2mM glutamine, 100U/mL penicillin
and 1000g/mL streptomycin and maintained at 37'C in 5%
CO,. For the assay, cells were plated in 96-well plates (0.1 x
10° cells/mL for adherent cells and 0.3 x 10° cells/mL for
suspended cells) and incubated to facilitate cell adhesion.
Twenty-four hours later, fractions (1000L) were added to
each well (0.39-250g/mL). The mixtures were incubated for
72 hours, and thus the supernatant was replaced by fresh
media with 10% MTT. The formazan product formed was
dissolved in DMSO and the absorbance was measured at
595nm (DTX-880, Beckman Coulter). Doxorubicin (0.009—
50g/mL) was used as a positive control.

2.7.3. Brine Shrimp Lethality Assay. Latex fraction toxic-

ity was further evaluated for an aquatic nontarget species
(Artemia sp.) following the methodology described by Car-
valho et al. [16]. Groups of ten Artemia sp. nauplii (24 hours
old) received different concentrations (10-1,000 Dg-mL'l) of
the extracts (1000L) in triplicate. After 24 hours, the number
of living animals was recorded. A standard potassium dichro-
mate solution (LDsy = 20 1gmL™Y) was used as a positive
control.

2.74. Anti-Inflammatory Assay. The fractions were dissolved
in 5% DMSO and the insoluble materials were removed
through centrifugation (10min; 10°'C; and 10,000g). Clean
samples were intravenously injected into rats (I = 6, per
group) at different doses (1.0; 5.0 or 10.0 mg/kg; and 0.2mL)
30 minutes before the carrageenan stimulus (700 Ig/cavity
and i.p.). The control animals received sterile saline. Four
hours later, animals were sacrificed through Halothane
inhalation, and the peritoneal cavities were washed with
10mL of sterile saline with 5UI/mL of heparin. The fluids
were recovered for a total and differential cell count using
light microscopy in accordance with Souza and Ferreira [17].

2.7.5. Hemolytic Activity. Human erythrocytes (50 mL) were
obtained from the Centre of Hematology and Hemotherapy
of the State of Cear'a (Cear’a, Brazil). After three wash cycles
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Table 3: Inhibitory effect of fractions of C. procera latex on carrageenan-induced peritonitis model.
Fractions Neutrophils x 10 /mL (control group) Neutrophils x 107/mL (10 mg/kg) Inhibition (%)
Hexane 2191 + 3320 1422 + 2659 —
Dichloromethane 2191 +3320 7204 +150.3 67
Ethyl acetate 7599 +383.5 3369 + 585.6 56
Butanol 2869.25 + 239.5 1409 + 557.7 —
Aqueous 7515.8 +423.3 2118 +151.2 72

“Values are expressed as mean + SEM (I = 5;0 < 0.05; ANOVA followed by Bonferroni’s test).

in 150mM NaCl, erythrocytes were suspended in a washing
solution at 4%.

The latex fractions were dissolved in 5% DMSO at a
final concentration of 4mg/mL. A 100IL aliquot of each
fraction was added to 1000L of PBS, and serial dilution
was used to determine the final concentration range from
1 to 0.07 mg/mL. Finally, 100yL of erythrocytes (4%) were
incubated in MicroAmp 96-well plates for 30 min at 37'C. The
plate was then centrifuged (700 g for 10min at 4'C) to remove
the lysed cells. Hemoglobin content was determined using
the supernatant through spectrophotometry at 540 nm and
correlated with the erythrocyte lysate. The cells’ maximum
lysate values (100%) were determined by incubating an
erythrocyte suspension with 0.1% (v/v) of Triton X-100. The
experiments were performed in triplicate. The percentage of
hemolysis (H) was calculated using the following equation:
H =100 x[(Op —Ob)/(Ot —Ob)], where Op is the density for
a given fraction concentration, Ob is the PBS buffer density,
and Ot is the triton X-100 positive control density.

2.8. Statistical Analyses. All results are expressed as the mean

+ S.E.M. The data were analyzed by one-way ANOVA for
multiple comparisons, followed by Bonferroni’s test in anti-
inflammatory assays. I < 0.05 was considered statistically
significant in all analyses.

3. Results and Discussion

3.1. Phytochemical Profile. Latex from C. procera has been
described as an important source of secondary metabolites
[20]. In this study, the latex was fractionated and qualitatively
evaluated. Phenols, tannins, saponins, and alkaloids were
not detected through phytochemical screening. Nevertheless,
compounds in these groups were reported for nonlatex
organs and tissues in C. procera [1, 11, 18, 19]. However,
compounds with such chemical characteristics were reported
in latex for Euphorbiaceae, Convolvulaceae, Anacardiaceae,
and Papaveraceae plants [20]. Therefore, C. procera (Apoc-
ynaceae) latex is chemically distinct. Steroids, flavonoids,
and triterpens were detected in at least two distinct latex
fractions (Tablel). Such a profile was previously reported
for C. procera latex and other fractions [10, 21]. Triterpens
(isoprene derivatives) are the most abundant and common
molecules in natural rubbers [22].

Further analyses on the chemical diversity of latex frac-
tion were performed using FT-IR and 'H-NMR spectro-
scopic techniques (Figure 1). The most hydrophobic frac-
tions, hexane and dichloromethane, produced different FT-
IR spectra which in turn were distinct from the ethyl acetate,
butanol, and aqueous fractions, which produced almost
identical spectra.

Hydroxyl groups (OH) with peaks at ~3400 cm™t were
in all of the fractions. The infrared spectra for hexane
and dichloromethane presented peaks at 2961-2854cm ™Y,
which confirmed C—H stretching in methyl or methylene
groups. The peaks at 1723cm™ showed C=0 stretching or
methyl group asymmetrical deformations/vibrations. Addi-
tional peaks at 1450cm ™ (C—H deformation) and 1350cm™
(C—H deformation in CHs) were also observed. These promi-
nent peak signals were decreased in the dichloromethane
fraction.

Poly-isoprene, which is the precursor for rubber poly-
mers, was detected in abundance for the hydrocarbon frac-
tions as first described by Kalita and Saikia [22]. According
to the hexane and dichloromethane IR spectra (Figure 1), C.
procera (poly) isoprene is likely common to both hydrophobic
fractions. This is consistent with the data in Table 1.

The ethyl acetate, butanol, and aqueous infrared fraction
peaks were detected at ~1645cm ™. Thus, they were assigned
to the double bond (C=C) and 1100-1080cm™ for C-O
stretching. The infrared spectrum for the aqueous fraction
produced signals at 1093cm™ (C-O stretching). This peak
was stronger than in both the ethyl acetate and butanol
fractions, which is expected given the higher polarity of the
sample. These data are also supported by the data in Table 1,
which is suggestive of steroids.

'H-NMR spectra in the high field region showed remark-
ably high proton levels (hexane and dichloromethane)
assigned to aliphatic chain CH; and CH, groups. Residual
protons that were similar were also observed in the ethyl
acetate, butanol and aqueous spectra (Figure 1). H-NMR
spectra for the dichloromethane fraction showed peaks at
the middle-field region assigned to olefinic-like protons
commonly observed in natural rubbers [22]. In the aqueous
fraction, the peaks were primarily assigned to protons bound
to oxygenated carbons. Peaks in the low-field region were
observed both for hexane as well as dichloromethane and
were likely aromatic molecules. The *H-NMR results showed
that dichloromethane was the most complex fraction with
hydrogen chemical shifts in the low, middle and high fields.
These findings are consistent with phytochemical screening
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Figure 1:Fingerprinting analysis for C. procera latex fractions through infrared spectroscopy (left panel) and H-RMN (right panel).

(Table 1) showing triterpens, steroids, and flavonoids in the
latex, which is also supported by the literature [10].

4. Toxicity

The cytotoxicity of C. procera latex fractions was investigated

using the MTT assay in four tumor cell lines (HL-60, Ovcar-
8, HCT-116 and SF-295). The more hydrophobic fractions
(hexane, dichloromethane, and ethyl acetate) were cytotoxic
to the tumor cells tested with LDsy values that ranged
from 0.05 to 6.50g/mL (Table 2). The hydrophilic fractions
(butanol and aqueous) were not cytotoxic. Sawadogo et al.
[23] reviewed West African plants with anticancer properties.
Three anticancer cardenolides (2'-Oxovoruscharin, uscharin
and voruscarin) isolated from C. procera were reported as
highly antiproliferative to different cancer cell lines (Hs683,

U373, HCT-15, LoVo and A549); the latter two are in latex
[20]. C. procera methanolic extract is cytotoxic to cancer cell
lines and exhibits chemopreventive activity in vitro and in
vivo in hepatocellular carcinoma [4]. More recently, studies
by Juncker et al. [24] showed potential for UB450, which is a
hemisynthetic cardenolide, to repress cancer cell proliferation
and induce cell death.

Finally, Magalhaes et al. [25] showed that ethyl acetate,
acetone, and methanol stem extract from C. procera are
promising due to in vitro antiproliferative activity on cancer
cell lines. It should also be noted that selective cytotoxicity
and in vivo anticancer properties have been reported in the
latex protein fractions [26, 27]. The five fractions tested were
not hemolytic for human erythrocytes at concentrations up

to I mg/mL.
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Figure 2: Cyclopeptides in ethyl acetate fraction from C. procera are confirmed by tolidine (a) and ninhydrin chemical detection (b).

C. procera latex fraction toxicity was further examined
using the brine shrimp lethality bioassay. Asshown in Table 2,
the LDx, values determined for dichloromethane and ethyl
acetate suggested that these fractions were cytotoxic. These
data are supported by in vivo studies that correlated bioactive
plants constituents and toxicity [28]. Certain consistent
reports in the literature also show that plant extracts with
LDy, values lower than 2507g9/mL are significantly toxic
[29, 30]. The dichloromethane LDs;, value was lower than
cyclophosphamide (LDsy 16.31g/mL), which was used as
positive control in the study by Moshi et al. [31]. The LD
values determined for the other fractions were higher and
suggested no acute toxicity for such fractions.

5. Folk Use and Anti-Inflammation

Anti-inflammatory activity is among different uses for
C. procera in folk medicine. In fact, numerous scien-
tific reports have confirmed and extensively characterized
its anti-inflammatory activity in different models [3, 32].
Dichloromethane, ethyl acetate, and aqueous fractions inhib-
ited carrageenan-induced neutrophil migration in rats at the
ratios 67%, 56%, and 72%, respectively (Table 3).

Both the hexane and butanol fractions did not inhibit
neutrophil migration. Kumar and colleagues have extensively
demonstrated and characterized anti-inflammatory activity
in aqueous and alcoholic C. procera latex extracts [33, 34].
Seddek et al. [35] studied water-soluble C. procera latex
extract and demonstrated that it enhances iINOS gene expres-
sion as well as NO production in murine macrophages,
which facilitate inflammatory and immune response effector
cell activation. More recently, Tour and Talele [36] reported
that both the chloroform and hydroalcoholic extracts from
C. procera stem bark at 200 and 400 mg/kg exhibited anti-
inflammatory activity, respectively. In addition, chloroform

extract at 400 mg/kg exhibited a significant gastromucosal
protective effect.

6. Cyclopeptides in Latex

Ethyl acetate, butanol, and aqueous fractions reacted pos-
itively with the Cl,/o-tolidine reagent (Figure 2), which
indicates amide groups that are typically in peptide bonds
according to Van Den Berg et al. [37].

Plants in different angiosperm families are notori-
ous for accumulating peptides, primarily cyclic peptides
(Annonaceae, Caryophyllaceae, Euphorbiaceae, Rubiaceae,
and Violaceae) [38, 39]. Likewise, peptides/cyclopeptides
have been described for laticiferous plants in the Jatropha
genus, for which many isolated peptides were characterized
(Integerrimides, curcacyclines, jatrophidin, pohlianin, poda-
cycline, cyclogossines, chevalierins, and mahafacyclin) [40].
The cyclic peptide purified from the Stephanotis floribunda
stem is the only report for such molecules in Asclepiadaceae
members [41]. Thus, we examined the most promising ethyl
acetate fraction for cyclopeptides.

Many reports in the literature have shown that cyclopep-
tides from laticiferous plants have been isolated from the
ethyl acetate fraction [40, 42, 43]. Thus, considering that this
C. procera fraction was cytotoxic and anti-inflammatory and
reacted positively for amide groups, it was reexamined using
ninhydrin. Ninhydrin reacts with free amino groups (typi-
cally in proteins). As shown in Figure 2, ninhydrin reacted
positively with papain (protein) and glycine (free amino
acid), which were the positive controls, and did not react with
the ethyl acetate fraction, which suggests no free/accessible
amino groups in the latter sample. However, after chemical
hydrolysis by 6 M HCI, the ethyl acetate fraction reacted
positively with ninhydrin, which suggests free amino groups.
Therefore, it was concluded that cyclopeptides are in this latex
fraction.

171



Cyclopeptides with cytotoxicity and anticancer properties
were reported in the roots and other tissues for different
plants [44-47]. The study by Mongkolvisut et al. [48] is
the only manuscript that has reported latex cyclopeptides
(Integerrimides A and B) with a proliferative effect on human
IPC-298 melanoma cells and a migration effect on human
Capan Il pancreatic carcinoma cells. More recently, studies
have reported three new cyclopeptides that exhibited anti-
inflammatory activity in vitro using the J774.1 macrophage
model [49]. These results imply that cyclopeptides from C.
procera latex are involved in the ethyl acetate fraction phar-
macological properties. Cyclopeptide detection is especially
relevant because, until now, attempts to investigate these low
molecular cyclic amino acid sequences in C. procera have
failed. Purification and structural analyses for such molecules
are currently the greatest challenge in the field.

7. Conclusions

The work herein shows that the C. procera latex
dichloromethane and ethyl acetate fractions exhibit potential
toxicity both in vitro and in vivo as well as anti-inflammatory
properties. C. procera latex cyclopeptides will be the next
materials used in the investigations for compounds involved
in the latex pharmacological properties.

Abbreviations

FT-IR: fourier transform infrared spectroscopy
NO: nitric oxide.
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