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Resumo 

Alcalóides estão entre os principais compostos de defesa contra herbívoros presentes em 

plantas. Apresentam diversas atividades biológicas, incluindo atividade anticâncer, observada, 

por exemplo, em alcalóides indólicos de Catharanthus roseus. A família Rubiaceae abriga 

importantes espécies produtoras de alcalóides, tais como o cafeeiro (Coffea arabica) e a quina 

(Cinchona officinalis), assim como plantas produtoras de peptídeos circulares (ciclotídeos), 

caso da kalata-kalata (Oldenlandia affinis). Psychotria é o maior gênero de Rubiaceae, sendo 

rico em espécies acumuladoras de alcalóides. A presença de plantas produtoras de ciclotídeos 

também foi relatada neste gênero. Algumas espécies de Psychotria do Sul do Brasil são 

grandes produtoras de alcalóides indólicos, que alcançam até 4% do peso seco das folhas. A 

elucidação de fatores afetando o metabolismo de alcalóides e de ciclotídeos pode auxiliar na 

melhor compreensão de sua função ecológica, além de resultar em possíveis avanços no 

aumento de produtividade para aplicações destas moléculas. Neste trabalho, o controle 

espaço-temporal do acúmulo do alcalóide indólico antioxidante N,β-ᴅ-glicopiranosil 

vincosamida (GPV) em plântulas de Psychotria leiocarpa foi estudado em relação à 

irradiância e acúmulo órgão-específico vegetativo e reprodutivo. Luz, particularmente quando 

enriquecida na faixa do vermelho-extremo e azul, promoveu o acúmulo do alcalóide. Maiores 

concentrações de GPV foram observadas em botões florais e flores. GPV mostrou-se um 

eficiente antioxidante contra oxigênio singleto e superóxido em relação a alcalóides 

correlatos, sendo comparável à rutina e TroloxTM. Espécies sensíveis a tratamento agudo com 

UV-B tornaram-se tolerantes após aplicação de GPV em suas superfícies foliares. Os altos 

teores de GPV em P. leiocarpa (2,5% peso seco), em consonância com o observado em 

algumas espécies congêneres (braquicerina em P. brachyceras com até 1,8% peso seco e 

psicolatina em P. umbellata com até 4% peso seco) parecem auxiliar as plantas a mitigar o 

estresse oxidativo em condições desfavoráveis, sendo, por exemplo, eficientes na proteção de 

folhas à exposição aguda à UV-B. Porém, estes alcalóides aparentemente não exibem toxidez 

contra predadores, apesar do baixo grau de dano observado nestas plantas em seu ambiente 

natural. Por outro lado, P. brachyceras e P. leiocarpa se mostraram espécies extremamente 

ricas em ciclotídeos, podendo abrigar mais de 17 destes peptídeos, totalizando teores 

próximos de 0,2% do peso seco de folhas. A função ecológica proposta na literatura para 

ciclotídeos envolve proteção contra herbívoros, e o ciclotídeo psyleio A, encontrado nas duas 

espécies de Psychotria estudadas, apresentou eficiente ação inseticida contra Helicoverpa 

armigera. A concentração dos principais ciclotídeos mostrou-se constitutiva frente a diversos 

tipos de elicitação. As ações combinadas de alcalóides monoterpeno indólicos antioxidantes e 

ciclotídeos inseticidas parecem constituir uma estratégia eficiente na proteção destas espécies 

de Psychotria contra estresses bióticos e abióticos, os quais frequentemente ocorrem de forma 

combinada em condições de campo. 

 

Palavras chave: ciclotídeos, inseticida, herbivoria, metabolismo secundário, alcalóides 

monoterpeno indólicos, antioxidante 
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Abstract 

Alkaloids are among the main defense compounds against herbivores in plants. These 

metabolites present an array of bioactivities, including anticancer properties, observed for 

example, in indole alkaloids of Catharanthus roseus. Rubiaceae encompasses important 

alkaloid-accumulating plants, such as coffe (Coffea arabica) and quine (Cinchona officinalis), 

as well as plants producing circular peptides, as is the case with kalata-kalata (Oldenlandia 

affinis). Psychotria is the largest genus within Rubiaceae, being rich in alkaloid accumulating 

plants. The presence of cyclotide-producing plants is also reported in this genus. Some South 

Brazilian Psychotria species are extremely rich in indole alkaloids, reaching contents up to 

4% dry weight. The elucidation of factors affecting alkaloid and cyclotide metabolism may 

help to understand ecological function and lead to advances for increasing productivity of 

these molecules for various aplications. In this work, the spatiotemporal control of 

concentrations of the antioxidant indole alkaloid N,β-ᴅ-glucopyranosyl vincosamide (GPV) in 

seedlings of Psychotria leiocarpa was studied in relation to irradiance and organ-specific 

accumulation in reproductive and vegetative structures. Light, particularly if enriched in the 

far-red and blue range, promoted alkaloid accumulation. Higher concentrations of GPV were 

found in flowers and floral buds. GPV was an efficient antioxidant against singlet oxygen and 

superoxide relative to similar alkaloids, being comparable to rutin and TroloxTM. Plant species 

sensitive to acute UV-B treatment became tolerant after GPV application on their leaf 

surfaces. The high content of GPV in P. leiocarpa (2.5% dry weight), in line with closely 

related species (P. brachyceras with up to 1.8% dry weigth of brachycerine and P. umbellata 

with up to 4% dry weight of psychollatine) seems to aid these plants in mitigating oxidative 

stress in unfavorable conditons, for example, being efficient in leaf protection upon exposure 

to acute doses of UV-B. However, these alkaloids do not show overt toxicity against 

predators, in spite of the low degree of damage observed in these plants in their natural 

environment. On the other hand, P. brachyceras and P. leiocarpa proved to be extremely rich 

in cyclotides, bearing more than 17 of these peptides, reaching concentrations close to 0.2% 

dry weight of leaves. The ecological function proposed for cyclotides involves protection 

against herbivores. Indeed, the cyclotide psyleio A, found in both species investigated showed 

effective insecticide activity on Helicoverpa armigera. The concentration of the main 

cyclotides was constitutive even after several types of elicitation treatments. The combined 

actions of antioxidant monoterpene indole alkaloids and insecticidal cyclotides seem to 

constitute an efficient strategy in the protection of these species of Psychotria against biotic 

and abiotic stresses, which often take place in combined fashion under field conditions. 

 

Key words: cyclotides, insecticide, herbivory, secondary metabolism, monoterpene indole 

alkaloids, antioxidant  
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Introdução 

 

Em sua história evolutiva, desde o surgimento de seus ancestrais relacionados às algas 

verdes, há mais de 1,4 bilhão de anos (Hedges et al., 2004), as plantas desenvolveram 

complexas e distintas estratégias de ocupação do ambiente e de proteção contra estresses 

ambientais. No período Ordoviciano, há 470 milhões de anos, conquistaram o habitat terrestre 

(Wellman et al., 2003; Steemans et al., 2009) sendo necessárias adaptações adicionais à perda 

de água, sustentação, distribuição de nutrientes e mecanismos de reprodução.  

Diferentemente de outros seres vivos que podem se locomover para realizar suas 

atividades, as plantas têm o desafio de, enquanto sésseis, desenvolver-se e propagar seus 

genes ao mesmo tempo em que enfrentam competidores, predadores e condições ambientais 

desfavoráveis. Como representantes do primeiro nível trófico da cadeia alimentar, o 

investimento em proteção contra patógenos e contra predadores é essencial para a 

sobrevivência, sendo necessário um fino balanço entre alocação de recursos para crescimento 

versus defesa (Meldau et al., 2012). Mecanismos de proteção contra a perda de água e entrada 

de patógenos estão presentes em vários níveis, sendo a primeira barreira constituída por 

substâncias hidrofóbicas (suberina e cutina) nas partes mais externas do caule e das folhas (no 

súber e na cutícula, respectivamente) (Taiz et al., 2015). 

Associações ecológicas podem ser eficazes para afastar herbívoros, como o caso de 

algumas espécies de Cecropia que abrigam formigas do gênero Azteca, altamente agressivas 

contra invasores, conferindo uma vantagem à planta durante seu crescimento, afastando 

herbívoros, além de ser uma fonte adicional de nitrogênio (proveniente de resíduos dos 

recursos utilizados pelas formigas) (Oliveira et al., 2015). Os mecanismos de proteção contra 

herbívoros são diversos e incluem a presença de estruturas que dificultam fisicamente o 

ataque de predadores, entre eles o acúmulo de oxalato de cálcio em partes da planta, que 

formam cristais em formato de agulhas (ráfides) capazes de perfurar orgãos e tecidos (e.g. 

Araceae, Aquifoliaceae, Oxalidaceae), a presença de acúleos (e.g. Rosaceae, Bombacaceae), e 

a presença de espinhos (e.g. Cactaceae, Rutaceae, Euphorbiaceae). Várias outras estratégias 

envolvem defesas químicas. 

Compostos de defesa estão presentes em diversas famílias de plantas e estes podem 

auxiliar na proteção tanto diretamente (e.g. amargor, inibidores de protease) quanto 

indiretamente (e.g. antioxidantes) e na interação com outros organismos por intermédio de 

compostos orgânicos voláteis. Tais metabólitos voláteis, geralmente terpenos ou fenólicos, 
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podem prevenir ataques futuros estimulando o acúmulo de compostos de defesa em partes de 

plantas não atacadas antes da chegada do predador (Elizabeth et al., 2014; Maag et al., 2015). 

Além disso, plantas podem promover a produção de compostos de defesa de modo a atrair 

inimigos naturais de seus predadores (Stam et al., 2014) ou, ainda, para modular a ação de 

polinizadores (Lucas-Barbosa 2016). 

A percepção antecipada de ataques futuros pode conferir uma vantagem.  

Recentemente foi descoberto que plantas são capazes de perceber sons específicos, sendo o 

som gerado durante a mastigação das folhas pelas lagartas um eficiente sinal para induzir 

compostos de defesa (ensaio realizado com Arabidopsis) (Appel e Cocroft, 2014). Fezes de 

lagartas também podem induzir genes de defesa em resposta a dano mecânico, bem como 

genes relacionados a patógenos (ensaio realizado com Zea mays) (Ray et al., 2015). 

Além de diversos compostos e estratagemas selecionados pelas pressões evolutivas, 

novas formas de defesa e novas funções de antigos compostos podem surgir em diferentes 

ambientes. Determinadas características podem conferir uma nova adaptação biológica, 

mesmo não sendo o resultado de pressões seletivas anteriores, sendo esse fenômeno 

denominado pré-adaptação ou exaptação (Gould & Vrba, 1982). Foi demonstrado in silico 

que sistemas metabólicos possuem um grande potencial para inovações evolutivas de origem 

não adaptativa (exaptações) (Barve e Wagner, 2013) o que implica, tomando-se os devidos 

cuidados, que alguns metabólitos podem adquirir mais de uma função, incluindo uma função 

de origem não adaptativa. A cafeína, um alcalóide do grupo das xantinas, por exemplo, ocorre 

naturalmente em folhas e frutos de algumas plantas (e.g. Coffea, Camellia) e, devido a seu 

amargor, confere proteção à planta repelindo predadores. Interessantemente, quando presente 

no néctar em quantidades moderadas, a cafeína aumenta drasticamente a atração de abelhas, 

por meio de um efeito de “memória de recompensa”, oferecendo uma função adicional, 

completamente oposta à original que, porém, interfere diretamente de forma positiva na 

reprodução da planta (Couvillon et al., 2015). 
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1.1. Metabolismo vegetal 

 

Classicamente, o metabolismo das plantas é dividido em primário e secundário para facilitar a 

compreensão e comunicação acerca do tema. Esta, no entanto, é uma separação arbitrária, 

uma vez que ambos são essenciais para a planta crescendo no ambiente natural (Firn & Jones, 

2009) e estão fortemente imbricados nas vias metabólicas. A separação dos dois tipos de 

metabolismo é por vezes tênue, como é o caso da lignina, que deriva da rota biossintética dos 

compostos fenólicos, possui uma função primária estrutural, mas também é fortemente 

responsiva a estímulos ambientais, com participação em respostas de defesa (Moura et al., 

2010). Diversas proteínas que atuam como compostos de defesa também são exemplos de 

interface entre o metabolismo primário e secundário. 

O metabolismo primário relaciona-se diretamente ao crescimento, desenvolvimento e 

reprodução das plantas, atuando em processos como fotossíntese, respiração, transporte de 

solutos, translocação, síntese proteica, assimilação de nutrientes, diferenciação celular e a 

formação de metabólitos primários (carboidratos, proteínas, lipídeos e ácidos nucleicos) (Taiz 

et al., 2015). Metabolismo secundário é aquele não relacionado diretamente aos processos 

citados anteriormente e que geralmente não está presente em todo reino vegetal, sendo restrito 

a algumas famílias botânicas. O metabolismo secundário tem uma importante função 

ecoquímica, na interação das plantas com o ambiente. Devido à alocação de recursos 

essenciais como carbono e nitrogênio, a manutenção do metabolismo secundário é regida por 

pressões seletivas onde a indução de defesas ocorre preferencialmente em situações 

energeticamente favoráveis (Stamp, 2003; Macías et al., 2007). 

O isolamento da morfina a partir de sementes de papoula em 1806 por Friedrich 

Wilhelm Sertürner marca o início do estudo de compostos secundários. Em uma das 

definições mais clássicas, Sachs (1873) define metabólitos secundários como compostos 

formados durante o metabolismo que não são utilizados na formação de novas células (Sachs, 

1873 apud Hartmann, 2007). 

Antes considerados subprodutos inertes do metabolismo primário, rejeitos 

metabólicos, atualmente são considerados componentes dinâmicos indispensáveis na 

estratégia de sobrevivência das plantas em diversos ambientes, compreendendo mais de 

200.000 estruturas químicas diferentes (Hartmann, 2007). Os metabólitos secundários 

auxiliam nos processos de reprodução, dispersão, proteção contra herbívoros e patógenos e 
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alelopatia, estando diretamente ligados ao sucesso da planta em ocupar o ambiente e 

sobreviver a estresses. De acordo com as estruturas químicas dos compostos, os metabólitos 

secundários podem ser classificados convencionalmente em três grandes grupos: terpenos, 

compostos fenólicos e compostos nitrogenados (Taiz & Zeiger, 2010). Dentro do grupo dos 

compostos nitrogenados encontra-se o grupo dos alcalóides. Alcalóides ditos verdadeiros são 

derivados de aminoácidos e são classificados de acordo com o aminoácido precursor de sua 

origem, sendo os alcalóides indólicos derivados do triptofano. 

 

 

1.1.1. Alcalóides monoterpeno indólicos 

 

A principal função descrita para o grupo dos compostos nitrogenados, principalmente 

alcalóides, glicosídeos cianogênicos e aminoácidos não-protéicos, é a proteção contra 

herbívoros, por conferir sabor amargo, gerar proteínas não-funcionais após ingestão ou, ainda, 

afetar o sistema nervoso central (Gordon-Weeks e Pickett, 2009). Este grupo inclui compostos 

que possuem pelo menos um átomo de nitrogênio em sua estrutura, sendo classificados como 

alcalóides quando este nitrogênio está contido em um anel heterocíclico. Alcalóides 

geralmente apresentam características alcalinas e, em pHs comumente observados no citosol 

(pH 7,2) e vacúolo (pH 5-6), o átomo de nitrogênio está protonado, portanto solúvel em água 

(Taiz et al., 2015). 

Alcalóides monoterpeno indólicos são alcalóides de origem sintética mista, sendo a 

rota padrão de síntese a condensação da triptamina (fração indólica, rota chiquimato/ 

triptofano) com a secologanina (fração terpênica, rota metileritritol fosfato/ piruvato) pela 

ação da enzima estrictosidina sintase. Cabe ressaltar, porém, que nem sempre a fração 

terpênica é oriunda da secologanina, mas de outros monoterpenos; nestes casos, a 

condensação das duas frações é realizada por uma enzima estrictosidina sintase-like 

(Matsuura e Fett-Neto, 2015).  

Alguns exemplos bem conhecidos de alcalóides indólicos são a vincristina e a 

vinblastina de Catharanthus roseus, com ação antitumoral, e a reserpina de Rauwolfia 

serpentina, utilizada no tratamento de problemas neurológicos. Estudos demonstraram a 

possibilidade do uso de alcalóides indólicos, e derivativos indólicos de origem semissintética, 

como esqueleto ou arcabouço molecular visando explorar suas propriedades neuroprotetoras; 
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os anéis indolil-hidantoina e indolilmetil-tio-hidantoina podem ser bons candidatos no 

desenvolvimento de inibidores da enzima monoaminooxidase A (Klein-Junior et al., 2014). 

1.1.2. Ciclotídeos 

 

Por convenção, uma proteína é composta por uma cadeia de aminoácidos conectados 

por ligações peptídicas contendo pelo menos 40 resíduos de aminoácidos, podendo chegar a 

mais de 10.000 aminoácidos (Stoker, 2015). Abaixo de 40 resíduos de aminoácidos, as 

cadeias são classificadas como peptídeos. A convenção para se qualificar como proteína 

também geralmente se refere a sequências apresentando uma estrutura terciária estável 

(Lodish, 2004). 

Dentre os peptídeos circulares que ocorrem naturalmente nas plantas, os ciclotídeos 

(17-39 aminoácidos) (www.cybase.org.au) compreendem o maior grupo. Ciclotídeos são 

caracterizados por possuírem três ligações dissulfeto arranjadas em uma conformação 

chamada “nó de cisteina” (Craik et al., 1999) (Figura 1) que, somada à natureza circular do 

peptídeo, proporciona alta estabilidade, sendo resistente à quebra química ou enzimática e à 

desnaturação por calor (Colgrave & Craik 2004). No reino vegetal, os ciclotídeos foram 

encontrados em 7 famílias: Rubiaceae, Apocynaceae, Cucurbitaceae, Solanaceae, Violaceae, 

Fabaceae e Poaceae, e através de análises in silico estima-se a presença dos mesmos em mais 

6 famílias (Zhang et al., 2015). Em diferentes graus, alguns ciclotídeos foram caracterizados 

(Gruber et al., 2008; Gerlach et al., 2013). 

Alguns ciclotídeos são expressos constitutivamente enquanto outros tem expressão 

variada ao longo do ano, mas pouco se sabe sobre a regulação da expressão gênica de 

ciclotídeos até o momento (Shafee et al., 2015). Sua síntese envolve clivagem, ciclização e 

formação de ligações dissulfeto de domínios de ciclotídeos contidos em proteínas precursoras; 

esse processamento ocorre no retículo endoplasmático e no vacúolo. Para tanto, o precursor 

de um ciclotídeo contém basicamente três partes: 1) uma porção N-terminal contendo 

sequências de direcionamento ao vacúolo; 2) o domínio ciclotídeo, contendo o motivo “nó de 

cisteína”; 3) uma porção C-terminal, de estrutura desconhecida, necessária para o processo de 

ciclização; além disso um peptídeo sinal hidrofóbico direciona o precursor ao retículo 

endoplasmático (Shafee et al., 2015). 

Atividades descritas para esses compostos incluem ação uterotônica, anti-HIV (vírus 

da imunodeficiência humana), antimicrobiana, inseticida e moluscicida (Gran et al., 2000; 

Gustafson et al., 2004; Tam et al., 1999; Barbeta et al., 2008; Plan et al., 2008). Além disso, 
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devido a características de estabilidade, podem ser usadas como esqueleto ou arcabouço 

molecular no projeto de drogas altamente estáveis (Thorstholm & Craik 2011). As evidências 

apontam que os ciclotídeos têm uma função de defesa principalmente contra herbívoros e o 

principal mecanismo de ação proposto envolveria a formação de poros em membranas no 

intestino dos animais (Huang et al., 2009). Foi sugerido que os ciclotídeos ultrapassam as 

proteínas da classe das defensinas em número e diversidade (Trabi et al., 2004). 

 

 

Figura 1. Sequência de aminoácidos (A) e estrutura (B) do primeiro ciclotídeo isolado 

e descrito, kalata B1, de Oldenlandia affinis (Rubiaceae). Fonte: Barbeta et al., 2008. 

 

 

1.2 Psychotria 

 

A família Rubiaceae abriga o gênero Psychotria (Figura 2), sendo este o maior grupo 

dentro desta família e um dos mais ricos em números de espécies dentro das angiospermas. 

Mais de 1800 espécies distribuídas mundialmente integram o gênero (Nepokroeff et al., 1999; 

Nepokroeff et al., 2003; Davis et al., 2009). 
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Figura 2. Algumas características compartilhadas pelas espécies do gênero 

Psychotria: folhas opostas, estípulas interpeciolares, ovário ínfero e florescências 

determinadas. Fonte: Matsuura et al., 2013. Ilustração: Flávio Augusto Pretto. 

 

Frequentemente, as espécies de Psychotria habitam regiões de sub-bosque e 

apresentam um porte arbustivo. Várias delas acumulam alcalóides indólicos, sendo estes uma 

ferramenta importante no auxílio à taxonomia deste grupo, uma vez que diferenças 

morfológicas são, por vezes, sutis entre as espécies (Nepokroeff et al., 1999). As espécies 

neotropicais são caracterizadas pela presença de alcalóides monoterpeno indólicos e 

pertencem ao subgênero Heteropsychotria. P. ipecacuanha, apesar de sua distribuição, não 

pertence ao clado Heteropsychotria e compartilha a presença de alcalóides iridóides derivados 

de dopamina e não de triptamina, com P. borucana (Nepokroeff et al., 1999) e P. klugii 

(Muhammad et al., 2003). 

As moléculas bioativas sintetizadas por Psychotria spp. são diversas e incluem 

peptídeos, alcalóides, pigmentos, naftoquininas e benzoquinonas (Beretz et al., 1985; Hayashi 

et al., 1987; Witherup et al., 1994; Glinski et al., 1995; Solis et al., 1995). Tais metabólitos 

apresentam várias atividades biológicas, entre elas: antibiótica, antifúngica, antiviral, 

antiinflamatória, citotóxica e antiparasitária (Rasolonjanahary et al., 1995; Dunstan et al., 

1997; Khan et al., 2001; Kuo et al., 2001; Muhammad et al., 2003; Faria et al., 2010).  

Atualmente P. ipecacuanha é denominada Carapichea ipecacuanha. C. ipecacuanha 

(atual Carapichea ipecacuanha) está entre as espécies mais estudadas de Psychotria devido 

aos alcalóides isoquinolínicos emetina e cefalina por ela sintetizados, ambos com 

propriedades eméticas (Sousa et al., 1991). A emetina tem também comprovado seu efeito no 

tratamento de amebíase (Lewis & Elvin-Lewis, 1977), porém apresentando alguns efeitos 

colaterais indesejados como fraqueza muscular e danos cardíacos. Recentemente, foi 

descoberto que este alcalóide é capaz de penetrar em partículas virais intactas, ligar-se à 
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transcritase reversa e inibir a replicação do vírus HIV, sendo um forte candidato como 

fármaco anti-HIV (Valadão et al., 2015). 

No Sul do Brasil, o estudo fitoquímico do gênero Psychotria iniciou com a avaliação 

de seis espécies (Psychotria brachyceras, P. carthagenensis, P. leiocarpa, P. myriantha, P. 

suterella e P. umbellata), algumas das quais revelaram atividade analgésica (Leal, 1994). 

Estes achados estimularam a busca por novas atividades farmacológicas, a identificação dos 

compostos responsáveis pelas mesmas e a melhor compreensão de seus processos de síntese. 

P. brachyceras, P. leiocarpa, P. umbellata e P. carthagenensis são encontradas no 

sub-bosque de florestas tropicais e subtropicais do Brasil, Argentina e Paraguai (Smith & 

Downs, 1956; Dillenburg & Porto, 1985), muitas vezes compartilhando o mesmo habitat. 

Observações a campo das quatro espécies indicaram uma elevada taxa de predação em P. 

carthagenensis (Figura 3) em comparação às demais, principalmente P. leiocarpa e P. 

brachyceras. Análise dos principais compostos de defesa conhecidos revelaram a presença de 

alcalóides como os mais prováveis fatores envolvidos, sendo P. carthagenensis a única 

espécie a não apresentar alcalóides (Leal & Elisabetsky, 1996). Um estudo preliminar 

identificou a presença de ciclotídeos em P. brachyceras, enquanto P. carthagenensis não 

mostrou indícios de possuir estes peptídeos (Gruber et al., 2008). As ausências simultâneas de 

alcalóides e ciclotídeos nesta última espécie poderiam explicar a maior predação observada. 

 

  

Figura 3. Evidências de predação em Psychotria carthagenensis. Fotografia: Hélio 

Nitta Matsuura. 

 

Os alcalóides estão presentes em teores elevados nas partes aéreas destas plantas 

(Kerber et al., 2001; Henriques et al., 2004; Paranhos et al., 2005). Enquanto os alcalóides 
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psicolatina (P. umbellata) e N,β-ᴅ-glicopiranosil vincosamida (GPV) (P. leiocarpa) 

apresentam uma maior concentração (atingindo 4% e 2,5% do peso seco foliar, 

respectivamente) e um padrão de acúmulto tipo fitoanticipina, o alcalóide braquicerina (P. 

brachyceras) apresenta um perfil induzível, mais próximo ao de uma fitoalexina, com um teor 

basal de 0,2% do peso seco, que pode aumentar até 10 vezes frente a estresses. Apesar dos 

altos teores, os alcalóides indólicos de Psychotria parecem não estar envolvidos diretamente 

em sua proteção contra herbívoros (Matsuura et al., 2013; Porto et al., 2014), mas atuar 

fundamentalmente como antioxidantes, detoxificando o acúmulo de espécies reativas de 

oxigênio (as estruturas destes alcalóides podem ser encontradas no material suplementar do 

Capítulo 2 desta Tese). Este perfil explicaria mudanças na expressão gênica relacionada ao 

metabolismo alcaloídico (Nascimento et al., 2013a) e no acúmulo de braquicerina frente a 

variadas fontes de estresse, incluindo dano mecânico e jasmonato (Gregianini et al., 2004), 

radiação ultravioleta B (UV-B) (Gregianini et al., 2003), estresse osmótico, presença de 

metais pesados e presença de ácido absícico (Nascimento et al., 2013b). 

Os ciclotídeos são, provavelmente, os principais compostos envolvidos na proteção 

contra herbívoros nessas espécies de Psychotria, uma especulação apoiada no screening por 

ciclotídeos na família Rubiaceae que revelou a presença desses peptídeos em P. brachyceras, 

mas não na altamente predada P. carthagenensis (Gruber et al., 2008). Claramente, mais 

investigações são necessárias para fundamentar ou refutar esta possibilidade, sendo um dos 

objetivos do presente trabalho. 
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Justificativa 

 

Dentre os alcalóides monoterpeno indólicos de Psychotria do Sul do Brasil, GPV 

apresenta importantes lacunas no entendimento da regulação espaço-temporal de seu acúmulo 

em P. leiocarpa. Embora tenha sido verificado que sua produção é dependente de luz em 

plântulas cultivadas in vitro, não era sabido como plântulas respondem às transições de 

estados fotomorfogênicos e estiolados, nem tampouco qual o efeito da qualidade de 

irradiância na dinâmica do alcalóide. Do mesmo modo a distribuição órgão-específica de 

GPV em estruturas vegetativas e reprodutivas não era conhecida. Por outro lado, embora GPV 

tenha sido caracterizado como antioxidante, não tinha sido examinada a eficácia do mesmo 

em comparação direta com demais alcalóides de Psychotria estruturalmente semelhantes e 

controles positivos. A capacidade de GPV em realizar o quenching de espécies reativas de 

oxigênio (ROS) in vivo e seus efeitos indiretos também não tinha sido examinada.    

Recentemente, os ciclotídeos mostraram possuir propriedades farmacológicas de 

grande interesse, incluindo ação anti-HIV, antitumoral e antibacteriana e, devido à sua 

estrutura, mostraram-se ferramentas interessantes na projeção de drogas estáveis. A pesquisa 

na área de projeção de drogas cresce rapidamente; porém, até o momento, pouco se sabe sobre 

os mecanismos regulatórios da síntese destes peptídeos. O presente trabalho teve, dentre seus 

objetivos, identificar peptídeos e elucidar a regulação da síntese de ciclotídeos em algumas 

espécies de Psychotria do Sul do Brasil e sua cinética de acúmulo frente a diversos estresses. 

Estudos dessa natureza não haviam sido realizados. Adicionalmente, a presença de ciclotídeos 

em P. brachyceras coincide com uma menor taxa de predação quando comparada a P. 

carthagenensis, uma espécie que não apresenta ciclotídeos, sugerindo uma possível 

participação destes compostos na proteção da planta. 
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Objetivos 

 

Em vista do exposto, neste trabalho buscou-se verificar e melhor compreender a 

dinâmica de acúmulo espaço-temporal de GPV em P. leiocarpa e quantificar de modo 

comparativo suas propriedades antioxidantes. Também se almejou avaliar a presença de 

ciclotídeos em algumas espécies de Psychotria do Sul do Brasil, além de atribuir uma 

provável função in planta para estes peptídeos. Foram objetivos específicos do trabalho: 

- Analisar a dinâmica do alcalóide GPV de P. leiocarpa em relação a mudanças de 

quantidade e qualidade de irradiância e distribuição órgão-específica em estruturas 

vegetativas e reprodutivas.  

- Realizar a detecção e, quando presentes, caracterizar os ciclotídeos de P. 

brachyceras, P. leiocarpa e P. umbellata; 

- Avaliar a regulação da síntese dos ciclotídeos de P. brachyceras e P. leiocarpa frente 

a estresses simulados relacionados à herbivoria e presença de patógenos; 

- Sugerir a possível função ecológica dos ciclotídeos dessas espécies de Psychotria. 
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Organização dos capítulos 

 

No Capitulo I são revisadas as principais funções e mecanismos de ação de alcalóides 

tóxicos de origem vegetal. Classicamente, os alcalóides apresentam uma função de defesa 

contra herbívoros; porém, tem sido verificado que, apesar de vários indícios acerca dos 

alcalóides majoritários de três espécies de Psychotria apontarem para uma função anti-

herbivoria, os mesmos não cumprem essa função (Anexos III e IV), sendo seu alto teor 

observado possivelmente relacionado à suas propriedades antioxidantes. 

 

No Capítulo II é descrita a dinâmica de acúmulo espaço-temporal de GPV em P. 

leiocarpa, regulado pela presença e qualidade de luz e com distribuição órgão-específica, 

tanto reprodutiva como vegetativa. As propriedades antioxidantes do alcalóide são também 

examinadas, sugerindo que podem estar envolvidas na proteção de estruturas e/ou fases de 

desenvolvimento mais sensíveis da planta. 

 

No Capítulo III é examinado como a elicitação de alcalóides indólicos pode estar 

associada ao estresse oxidativo gerado durante a resposta contra estresses gerais, bióticos e 

abióticos, e possíveis mecanismos envolvidos, reforçando a possibilidade de muitos destes 

alcalóides atuarem parcial ou predominantemente como antioxidantes, além de possíveis 

aplicações biotecnológicas destas constatações para produção em escala de alcalóides 

bioativos desta classe. 

 

No Capítulo IV, a presença de ciclotídeos em espécies de Psychotria é explorada, 

constatando-se abundância destes peptídeos em algumas espécies e ausência em outras.  Este 

fato oferece uma possível resposta para o questionamento inicial das diferenças observadas 

entre as preferências de predadores a algumas espécies. De fato, um ciclotídeo inédito na 

literatura apresentou eficiente atividade inseticida. 

 



13 

 

 

Capítulo I: Capítulo de livro publicado. 

 

Plant alkaloids: main features, toxicity, and mechanisms of action 

 

Livro: Plant Toxins 

Editora: Springer Netherlands 

Editores: P. Gopalakrishnakone, Célia R. Carlini e Rodrigo Ligabue-Braun 
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Capítulo II: Artigo de pesquisa publicado. 

 

The bioactive monoterpene indole alkaloid N,β-ᴅ-glucopyranosyl vincosamide is 

regulated by irradiance quality and development in Psychotria leiocarpa 

 

Periódico: Industrial Crops and Products 
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Supplementary Material 

 

 

Supplementary Figure 1. Absorbance spectrum of filters used in light quality enrichment assay. 

 

 

Supplementary Figure 2.  Structure and molecular weight of Psychotria alkaloids used in this study. 
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Supplementary Figure 3. Chlorophyll a/b ratio from leaf disks after 48 h (Phaseolus vulgaris) or 96 

h (Psychotria carthagenensis) of acute UV-B treatment. Data are expressed in means ± standard 

errors. Different letters indicate significant difference by a Duncan test (P ≤ 0.05). 

                

        Treatment 

  

Chlorophyll a/b ratio 

  

Chlorophyll a/b ratio 

 

   

Phaseolus vulgaris 

  

Psychotria carthagenensis 

     

 
    

 

    

Initial time 

  

2.648 ± 0.022 a 

 

2.266 ± 0.229 a 

        WL control 

 

1.953 ± 0.147 b 

 

2.491 ± 0.009 a 

 
GPV 10 mM 

 

1.656 ± 0.039 b 

 

2.459 ± 0.019 b 

        UV-B   control 

 

0.817 ± 0.071 d 

 

2.290 ± 0.011 c 

 
GPV 10 mM 

 

1.031 ± 0.020 c 

 

2.356 ± 0.017 b 
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Capítulo III: Artigo de revisão publicado. 

 

Oxidative stress and production of bioactive monoterpene indole alkaloids: 

biotechnological implications 

 

Periódico: Biotechnology Letters 
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Capítulo IV: Artigo a ser submetido para publicação. 

Isolation and characterization of cyclotides from Brazilian Psychotria: significance in 

plant defense and co-ocurrence with antioxidant alkaloids. 

 

Periódico: Journal of Natural Products 
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Isolation and characterization of cyclotides from 

Brazilian Psychotria: significance in plant defense 

and co-occurrence with antioxidant alkaloids    

Hélio N. Matsuura1, Aaron G. Poth2, Anna C. A. Yendo1, Arthur G. Fett-Neto1, David J. 

Craik2 

1Center for Biotechnology and Department of Botany, Federal University of Rio Grande do 

Sul, Porto Alegre, RS, Brazil 

2Institute for Molecular Bioscience, University of Queensland, Brisbane, QLD, Australia 

 

 

Abstract  

Psyleio A is the major cyclotide present in leaves of Psychotria leiocarpa. This peptide, also 

found in Psychotria brachyceras leaves in lower concentrations, showed insecticidal effects 

on Helicoverpa armigera larvae. Both plant species had a rich pool of cyclotides, indicating a 

possible role of these peptides in protection against herbivores. High contents of antioxidant 

indole alkaloids, previously shown as not being involved in herbivore deterrence or pathogen 

inhibition, co-occurred with the cyclotides. The contents of major cyclotides and alkaloids 

from both Psychotria species were monitored after herbivore and pathogen-related treatments, 

revealing a constitutive, phytoanticipin-like accumulation pattern for all cyclotides analyzed 

in each species. The control treatment with ethanol used as vehicle in larvae trials for 

solubilizing alkaloids was somewhat toxic. Improved larval weight gain and survival was 

observed in treatments containing alkaloids. This suggests that ethanol-induced oxidative 

stress was mitigated by alkaloids, corroborating, in a heterologous system with artificial 

oxidative stress stimulation, the antioxidant efficiency of Psychotria alkaloids as observed in 

planta. This study reports data on eight novel cyclotides, identification of Psychotria 

leiocarpa as a cyclotide bearing species, and absence of these peptides in Psychotria 

umbellata. 

 

Keywords. cyclotide, insecticidal, monoterpene indole alkaloid (MIA), antioxidant, psyleio, 

psybry, P. leiocarpa, P. umbellata 
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Introduction 

Rubiaceae is among plant families producing both cyclotides and alkaloids, with important 

representatives of each class of compounds such as Oldenlandia affinis (1) and Coffea 

arabica (2), respectively. Psychotria is the largest genus among Rubiaceae, being globally 

distributed in the tropics and subtropics, having a complex phylogeny (3, 4, 5). 

Cyclotides represent the major group of circular proteins naturally occurring in plants (6, 7). 

The main ecological role credited for cyclotides relates to their insecticidal properties (8, 9), 

presumably acting by rupture of midgut epithelium cells (10) and interaction with membrane 

lipids in a receptor-independent manner (11), a feature that may prevent insects from 

acquiring resistance (12, 13).  

Cyclotides are highly stable small circular peptides. Containing 17 to 39 amino acids 

(www.cybase.org.au), cyclotides are characterized by 6 cysteines of 3 disulfide bonds 

organized in a “cysteine knot” configuration (14), often having a conserved glutamic acid 

(Figure 1) (15). These peptides may be potential scaffolds in the design of target-specific 

drugs (12, 16). Biological activities described for these compounds include uterotonic, anti-

HIV, antimicrobial, insecticidal and molluscicidal activities (10, 17, 18, 19, 20). 

 

Figure 1. Cyclopsychotride A from Psychotria vellosiana (formerly P. longipes), the first 

cyclotide described in the genus Psychotria 

 

To date, 16 cyclotide sequences are known from eight Psychotria species, P. vellosiana 

(cyclopsychotride A) (15), P. suterella (PS-1) (6), P. leptothyrsa (psyles A-F) (21), P. 

brachiata (psybra 1), P. deflexa (psydef 1 and 2), P. poeppigiana (psypoe 1), P. suerensis 

(psysue 1 and 2), and P. solitudinum (psysol 1 and 2) (22, 23). Six cyclotides (caripe 1-6) are 

described from Carapichea ipecacuanha, formerly Psychotria ipecacuanha (22). Other 
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species with undescribed cyclotides are P. brachyceras, P. buchtienii, P. chiriquiensis, P. 

elata, P. goldmanii, P. mortoniana, P. pilosa, P. prunifolia, P. punctata and P. trichophora 

(6, 22). Sixty-one Psychotria species apparently lack cyclotides (6, 21, 22). Bioactivities 

found in Psychotria cyclotides include cytotoxic activity to MCF-7 and MCF-7/ADR cell 

lines for psyle A, C and E (P. leptothyrsa) (24), antimicrobial properties and hemolytic 

activity against human red blood cells for cyclopsychotride A (P. vellosiana) (17), and 

inhibitory activity against prolyl-oligopeptidase by psysol 2 (P. solitudinum) (23). 

Psychotria spp. are rich sources of alkaloids (25). Alkaloids are often anti-herbivore 

defenses, but these metabolites may also be relevant players in oxidative stress detoxification 

and control rather than herbivore deterrence (26). As defense molecules, alkaloids can be 

neurotoxic or disrupt cell signaling (27, 28). Shoots of southern Brazilian Psychotria 

accumulate significant concentrations of indole alkaloids (0.2% to 4.5% DW) with strong 

antioxidant activity, but these metabolites are not herbivore deterrents (29, 30, 31, 32, 33), a 

function which could be played by co-occurring cyclotides. This could result in a combined 

defense strategy, with antioxidant alkaloids, both inducible (34) and constitutive, acting in 

plant oxidative stress detoxification (29, 30) and cyclotides fulfilling the role of herbivore 

inhibition.  

The present work focused on isolation, identification, and characterization of new 

cyclotides from Psychotria, as well as on their potential role in plant defense against insects. 

In addition, we also sought to better understand how cyclotide and indole monoterpene 

alkaloid productions are integrated in the plant defense framework of two of the most 

representative Psychotria species in the understorey of the southern Atlantic Forest (35), P. 

leiocarpa and P. brachyceras. 

 

Experimental Procedures 

Plant Material 

Psychotria spp. were collected in Morro Santana- Federal University of Rio Grande do Sul 

(UFRGS) in the city of Porto Alegre, RS, Brazil, under harvest authorization Sisbio/ICMBio 

32855-1 (authentication code: 58482685). Leaves of P. brachyceras Müll Arg., P. 

carthagenensis Jacq., P. leiocarpa Cham. & Schltdl.  and P. umbellata Vell. were 

immediately frozen in liquid nitrogen after harvesting, freeze dried, and stored at -80° C until 

processing. Voucher specimens (7899- P. brachyceras; 7901- P. carthagenensis; 138157- P. 

leiocarpa; and 98869- P. umbellata) are deposited at the ICN herbarium (UFRGS). Freeze 

dried material was pulverized for analysis and isolation steps (referred to as dried plant 
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material). For wounding, jasmonate and salicylate exposure assays, shoots of P. leiocarpa and 

P. brachyceras containing 6 to 8 leaves were harvested and acclimated for 5 days under 

controlled conditions [10% Murashige & Skoog nutrient solution (36) pH 5.8, 16 h per day of 

photoperiod at 73 µmol m-2 s-1 of photosynthetically active radiation and 25 ± 3° C] prior to 

treatment application. 

 

Extraction 

Extraction of cyclotides from P. leiocarpa and P. brachyceras was performed based on the 

protocol described by Mahatmanto et al. (2014) (37) with minor modifications.  A solution of 

acetonitrile: water: formic acid (25:24:1) [acetonitrile (Millipore, Billerica, MA); formic acid 

(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO)] was added to dried plant material (1:20; m/v) and extract by 

1-hour with agitation in magnetic stirrer. The extract was filtered through qualitative filter 

paper, centrifuged at 5500xg for 10 min at room temperature and the supernatant washed with 

dichloromethane (1:1; v/v); the aqueous layer had most of organic solvent removed by 

rotatory evaporation (below 45° C), and then it was filtered through 0.45 µm membrane 

before freeze drying (product referred to as crude extract). 

 

Reduction, Alkylation and Enzymatic Digestion of Extracts 

Plant extract was obtained by dissolving dried plant material (P. brachyceras, P. 

carthagenensis, P. leiocarpa and P. umbellata) in 20% acetonitrile (Sigma-Aldrich, St. Louis, 

MO) and 1% formic acid (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) solution. Reduction of disulfide 

bonds was performed by adding 100 mM ammonium bicarbonate buffer (Sigma-Aldrich, St. 

Louis, MO) (1:1; v/v) (pH 8.0), and 100 mM dithiothreitol (DTT) (Astral, Gymea, NSW) to 

samples (1:10; v/v) before incubation at 60° C for 30 min; alkylation of reduced cysteine 

residues were performed by addition of 250 mM iodoacetamide (Sigma-Aldrich, St. Louis, 

MO) to reduced samples (1:10; v/v) and incubation for 20 min at room temperature. Reduced 

and alkylated samples were enzymatically digested by adding 50 ng µL-1 of either trypsin 

(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) or endoproteinase GluC (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) or 

both to samples (1:1; v/v) and incubating for 3h at 37° C; the reaction was quenched by 

adding 1% formic acid (1:4; v/v) to samples. All the samples were desalted using C18 Zip 

Tips (Millipore, Billerica, MA) before MS analysis. 

 

MALDI-TOF/TOF Analysis and Cyclotide Sequencing 
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MALDI-TOF/TOF analysis was performed in crude native, reduced and alkylated, and 

digested samples in a MALDI-TOF-TOF 4700 (AB Sciex, Framingham, MA) in positive 

reflector mode acquiring 1600-10000 total shots per spectrum with a 3700 laser intensity. α-

cyano-hydroxy cinnamic acid (CHCA) (Protea, St. Louis, MO) 5 mg mL-1 in 50% (v/v) 

acetonitrile was used as matrix; 0.7 µL of matrix was added to 0.7 µL of samples, and 0.7 µL 

of the mixture was spotted on the MALDI plate.  Spectra were acquired and processed by 

4700 Analyzer Software, and manual sequencing was used to identify cyclotides. 

Additionally, sequencing by nanospray MS-MS in a QStar mass spectrometer was performed 

when needed. Spectra were acquired between m/z 60–2000 under a capillary voltage of 900 V 

for both TOF and product ion spectra; the collision energy for peptide fragmentation varied 

between 10 and 50 V, and the Analyst software program was used to acquire and process data 

(6). Peptides were sequenced based on the N-terminal b-ion and C-terminal y-ion 

fragmentation from the MS/MS spectra. 

 

Cyclotide Purification 

The crude extract from P. leiocarpa and P. brachyceras were solubilized in 10% 

acetonitrile (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) and processed in solid-phase extraction C18 

columns (Agilent, St. Clara, CA). Sample elution from the column was done with solvent 

gradient by increasing the concentration of acetonitrile, starting with 20% acetonitrile 1% 

formic acid and finishing with 80% acetonitrile 1% formic acid (100 mL of each solution, 

containing 1% formic acid and acetonitrile 20, 30, 40, 50, 60, 70 or 80%). Fractions 

containing masses in cyclotide compatible range (checked by LC-MS) were combined (30% 

to 60% acetonitrile), and freeze dried. Combined dried fractions were resuspended in 10% 

acetonitrile and submitted to HPLC using preparative C18 column (Jupiter; 250 x 21.2 mm, 

300 A°, Phenomenex) with a linear gradient starting with solvent A (0.05% TFA) and ending 

with solvent B (90% acetonitrile, 0.05% TFA), at 1% min-1 solvent B gradient and a flow rate 

of 8 mL min-1. Peaks containing cyclotide masses (checked by LC-MS) were freeze dried, 

resuspended in 10% acetonitrile and submitted to semi-preparative HPLC (Jupiter C18 

column; 250 x 10 mm, 300 A°, Phenomenex) in a linear gradient starting with solvent A and 

ending with solvent B, at 0.33% min-1 solvent B gradient and a flow rate of 3 mL min-1. 

 

Insecticidal assay 

Helicoverpa armigera eggs were hatched and larvae grown under controlled diet until 

reaching between 4 to 11 mg. Before feeding trials, larvae were starved for 22 h (4 larvae per 
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treatment). The feeding trial was conducted for 72 h with larvae maintained at 25° C 

throughout the experiment, and the weights recorded at 0, 24, 48, and 72 h. Diets containing 

wheat germ, yeast, soy flour, agar and a set of anti-bacterials and anti-fungals (38, 39) were 

provided. Test diets contained the cyclotides psyleio A, psyleio B, or psybry A, or the 

alkaloids GPV, brachycerine, or psychollatine, at 1 µmol g-1 or 5 nmol g-1; P. leiocarpa, P. 

brachyceras, P. umbellata and P. carthagenenis leaf extracts were also tested at 1.25 mg g-1. 

Control diet did not have any added peptide or alkaloid. Psyleio B, the alkaloids, and the plant 

extracts were solubilized in 2% undenaturated ethanol due to solubilization issues in water 

only; a 2% undenaturated ethanol control without any peptides or alkaloids was also evaluated 

in this case. 

 

Wounding assay 

Previously acclimated shoots of P. leiocarpa and P. brachyceras had half of total leaves in 

shoots damaged 4 to 6 times by tweezers. Control plants remained intact in the same 

experimental conditions (same as acclimation treatment). Plants remained in the same room 

for 96 h; preliminary tests were made to check any possible secondary metabolism alteration 

due to stressed plant proximity and communication via volatile compounds, and no changes 

were observed. After 96 h, samples were harvest and immediately frozen in liquid nitrogen 

and stored at -80° C until processing. 

 

Jasmonate and Salicylate assay 

Leaf disks of 1cm diameter were prepared from previously acclimated shoots of P. 

leiocarpa and P. brachyceras. Thirty disks were distributed per Petri dish containing 

Murashige & Skoog solution at 10% strength, pH 5.8, in the absence (control) or presence of 

jasmonate or salicylate at final concentration of 400 µM. After 96 h of exposure, the samples 

were harvested, immediately frozen in liquid nitrogen and stored at -80° C until processing. 

The wounding inflicted in the procedure of making the leaf disks does not affect general 

metabolism of P. leiocarpa and P. brachyceras, as previously reported (29, 30). 

 

Method of Standard Addition for indole alkaloids and cyclotide absolute quantitation 

Levels of the main alkaloid and most abundant cyclotides from P. brachyceras and P. 

leiocarpa were evaluated in control and treated samples using the method of standard addition 

(40), allowing an accurate quantitation of each analyzed compound. Samples from wounding, 
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jasmonate and salicylate assay were dissolved in 50% acetonitrile 1% formic acid at a final 

concentration of 125 µg mL-1, and injected onto a Shimadzu CTO 20A HPLC system 

(Shimadzu, Kyoto, Japan) with a flow rate of 4 µL min-1 in a Kinetex column (1.7µ C18 

100A°, 100 x 2.10 mm) (Phenomenex, Torrence, CA). HPLC eluent was coupled directly to a 

4000 Q-TRAP LC/MS/MS System (Applied Biosciences/MDS SCIEX, Foster City, USA) 

with a nano-electrospray ionization source were 5 specific standard compounds for each 

species monitored in samples by checking specific mass, and related main fragments, CE and 

DP, as follows: cyclotides psyleio A-D and the alkaloid GPV from P. leiocarpa samples, and 

cyclotides psybry A, psyleio A, B, D, and the alkaloid brachycerine from P. brachyceras. 

Source conditions were essentially set as previously described (41) with minor modifications. 

Standard compounds were used in final concentrations of 125, 250, 375 and 500 ng mL-1 and 

a non-related peptide, conotoxin, at final concentration 1000 ng mL-1 was used as internal 

standard. Data were acquired and processed using Analyst QS 2.02 software. 

 

Experimental procedures and statistics 

All assays herein described were performed in biological quadruplicates, and a technical 

duplicate whenever possible. The results were analyzed by Student´s t-test, or ANOVA 

followed by Tukey, p < 0.05, using GraphPad Prism 6 software. 

 

Results and Discussion 

Novel Cyclotides and Novel Cyclotide-Producing Plant 

 A new cyclotide containing, P. leiocarpa, and a new non-cyclotide producing species (P. 

umbellata), both from neotropical Heteropsychotria subgenus were found. We also report 

eight novel cyclotide sequences. So far, cyclotides have not been found in pantropical 

Psychotria species; the only exception is P. punctata, thought to be a cyclotide-containing 

species, but for which no sequence has been reported (22). 

Of the four species analyzed in this study (P. carthagenensis, P. brachyceras, P. leiocarpa 

and P. umbellata), P. leiocarpa was found to be a novel cyclotide-producing plant, yielding at 

least eight cyclotides (Table 1). Five complete sequences were obtained through sequencing 

based on MS-MS data from MALDI and nanospray, all presenting novel structures. Evidence 

for cyclotides could not be found in P. umbellata leaves, thus including this as a new non-

cyclotide producing species. 
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Table 1. Evidence for cyclotides in Psychotria species 

 

P. brachyceras and P. carthagenensis were previously described as producing and not 

producing cyclotides, respectively (6, 21). In agreement with these data, cyclotides were 

present in P. brachyceras but not in P. carthagenensis evaluated in the present study. In a 

detailed screen of a cyclotide-rich extract, evidence for at least 17 cyclotides was obtained for 

P. brachyceras. Six complete sequences, being three novel and unique to P. brachyceras, 

three shared with P. leiocarpa, and one known sequence (cycloviolacin O17 from Viola 

odorata) were obtained (Table 1). Evidence of all Psychotria cyclotide sequences can be 

found in the supplemental material (Figures S1-S6). 

New cyclotides were named following the nomenclature proposed by Broussalis et al. 

(2001) (42), using the first letters of the genus and the specific epithet of each species, and 

listed alphabetically. Cyclotides were ordered based on yields observed in plant material. 

P. carthagenesis from southern Brazil lacks cyclotides, as reported for specimens of 
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different locations (6, 21), and is also devoid of alkaloids (43). However, some variations in 

metabolic profiles are described for plants originated from other regions. Specimens found in 

northern South America are used as a replacement of P. viridis as source of the psychoactive 

alkaloid N-N-dimethyltryptamine. 

 

Cyclotide yields in plant leaves 

Based on yields of the isolation protocol, P. leiocarpa had four major cyclotides, psyleio A-

D. Psyleio A was present in a concentration of approximately 0.1% DW, and at least twice 

more abundant than psyleio B. P. brachyceras showed three most abundant cyclotides, psybry 

A, psyleio A and psybry B, being psybry B around 10-times less concentrated than psybry A 

(approximately 0.1% DW); psyleio B and D were found in P. brachyceras leaves in much 

lower concentrations. In Figure 2, the sequence of the first sequenced and isolated cylotide in 

this work, psyleio A, is shown, along with supporting evidence. 

 

Figure 2. Characterization of the novel cyclotide psyleio A from Psychotria leiocarpa. (A) 

MALDI-MS of P. leiocarpa extract. The putative cyclotide mass of 2988.3 Da was selected 

as precursor for MS/MS, and reduced/ alkylated, trypsin digested, and endoproteinase GluC 
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digested. (B) MALDI-TOF/TOF sequencing of the precursor masses 3355.23 Da from a 

trypsin digest and an endoproteinase GluC allowed the characterization of the novel cyclotide 

psyleio A based on observed b- and y-ions. All shown masses are monoisotopic. MS evidence 

for other cyclotides in P. leiocarpa and P. brachyceras can be found in the Supporting 

Information section (Figures S1–S6). 

Insecticidal activity 

Psyleio A showed insecticidal properties against H. armigera larvae. For water based 

treatments, deaths (50%) were only observed in the presence of the cyclotide psyleio A (after 

48 h, at concentration 1 µmol g-1); the presence of the peptide negatively affected growth rate 

when compared to control larvae (p < 0.01) (Figure 3). Comparing the kinetics of larvae 

growth, except for psyleio A at 1 µmol g-1 treatment, in all other treatments larvae 

continuously gained weight showing the highest growth rate between 48 h and 72 h (Figure 

3). Data indicated that psyleio A has insecticidal activity, and a 5 and 8 amino acid difference 

is observed in comparison to kalata B2 and kalata B1, respectively (O. affinis) (Table 2). A 

similar difference is observed comparing kalata B1 with kalata B2 (44) and both show 

insecticidal activity. Kalata B1 mode of action was demonstrated to be unique in the way it 

enters cells (11). 

The most abundant cyclotide in P. brachyceras (psybry A, approximately 0.1% DW in 

leaves), did not affect growth or survival of H. armigera; yet, the presence of psyleio A 

among cyclotides shared between P. brachyceras and P. leiocaropa species could confer 

protection against insects. Moreover, psybry A could target different guilds of herbivores. 

Also, the pool of cyclotides reported in both plants (at least 6 untested cyclotides in P. 

leiocarpa and 14 in P. brachyceras) could enhance insecticidal activity in combined fashion. 
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Figure 3. Insecticidal assay. The weight at 24, 48, and 72 h was compared to initial weight. 

Relative growth after 24, 48, and 72 h was compared between larvae fed with control food, or 

food containing cyclotides (psyleio A, psybry A) solubilized in water. Geometric forms 

represent different larvae. Statistical differences were analyzed using a one-way ANOVA, 

followed by a Tukey test: **p < 0.01. 

 

Psychotria alkaloids may be advantageous to larvae growth due to antioxidant properties. 

Treatments containing 2% ethanol were harmful to H. armigera larvae, affecting both 

survival and growth rate (Figure S7), and at least 25% of larvae failed to survive after 72 h of 

treatment, including control samples, except in the presence of the alkaloids brachycerine or 

psychollatine (at 5 nmol g-1 and 1 µmol g-1). Ethanol is known to cause oxidative stress, 

resulting in developmental lethality and delay in Drosophila (45). Ethanol may also have 

caused the observed impairment in larvae growth. Although no significant differences were 

observed when comparing means of relative growth rate among ethanol treatments, when 
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analyzing the kinetics of growth rate of each individual larva, mass maintenance is observed 

in control samples. On the other hand, an overall inspection shows that mass increases over 

time and higher final masses of larvae are visible in plant extracts and alkaloids treatments 

(Figure 4, Figure S8). In fact, even when the differences were not significant, clear trends 

were observed. At 48 h, a tendency of weight loss was observed in control (p = 0.09) and, 

after 72 h in GPV presence, a tendency of larvae weight increment (p = 0.06) was detectable. 

 

Figure 4. Kinetics of H. armigera larvae growth and death in 72 h of feeding trials in ethanol 

2% treatments containing the alkaloids brachycerine, GPV, or psychollatine, at 1 µM. Each 

line in graphs represents one larva. Statistical differences (*) were analyzed by unpaired 

Student´s t-test against initial time; p < 0.05. 

These Psychotria alkaloids have strong and broad antioxidant properties, possibly helping 

plants to cope with oxidative stress associated with herbivory and abiotic stress conditions 

(26). These metabolites could also be acting as reactive oxygen species scavengers, 

alleviating the toxic effect of ethanol on larvae. Highest levels of alkaloids seemed to be more 

beneficial to larvae, reflected by increased gain of mass in presence of higher concentrations 
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of brachycerine and psychollatine. Mortality was reduced from 50% to 25% with higher 

levels of GPV (Figure 4, Figure S8). Plant extracts also showed similar effects (Figure S8). In 

the case of extracts, however, it is important to consider that plant extracts contain a range of 

compounds, including flavonoids, alkaloids, cyclotides, and tannins, which could potentially 

be harmful or protective to the larvae. 

 

Response to wounding and defense signaling molecules related to herbivores and 

pathogens in P. brachyceras and P. leiocarpa 

The plant extract from both evaluated Psychotria species are very complex, which made 

necessary the use of a refined method to monitor specific known compounds. The first step 

was to isolate target compounds from the respective plants. This is the first work to evaluate 

changes in cyclotide metabolism under stressful conditions related to wounding and 

phytohormones associated with herbivory or pathogen responses. 

No alteration was observed in cyclotide levels under mechanical wounding, or herbivore 

and pathogen-related phytohormones (jasmonate and salicylate) (Figure 5), indicating a 

phytoanticipin-like (i.e. constitutive accumulation) profile for these compounds, at least for 

the five monitored cyclotides in these two Psychotria species. No alterations in alkaloid 

content were observed either (Figure 5). 
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Figure 5. Cyclotides and alkaloid levels in P. leiocarpa and P. brachyceras leaves after 96 h 

of treatment (mechanical wounding, jasmonate and salicylate). The four most abundant 

cyclotides (psyleio A-D) and major alkaloid (GPV) from P. leiocarpa, and most abundant 

cyclotide and alkaloid from P. brachyceras (psybry A and brachycerine, respectively) were 

monitored; additionally, three cyclotides (psyleio A, psyleio B and psyleio D) shared between 

the two species were also monitored in P. brachyceras. Data from extracted ion 

chromatograms (XIC) of multiple reaction monitoring (MRM) of each sample were 

normalized using an internal standard (conotoxin) and internal standard curve. No statistical 

differences were observed in yields between different treatments (one-way ANOVA followed 

by Tukey test; p < 0.05). 

GPV had been shown not responsive to the elicitation treatments used in the present work 

(29), although brachycerine had a similar profile. Brachycerine accumulation has been shown 

to be increased by wounding and jasmonate treatment (30, 32). The lack of induction in 
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brachycerine accumulation by wounding could be related to the time sampled in the present 

experiments (96 h), which has previously been shown to be associated with a return of 

alkaloid concentration back to control levels, after a peak induction at 48 h after damage 

infliction (32). The lack of response to jasmonate at the same time point was unexpected, but 

may reflect differences in the time course induction of brachycerine in whole cuttings versus 

leaf disks. 

Yields obtained by the isolation method and through internal standard curve are in good 

agreement, showing that the individual concentrations of the major cyclotide from P. 

leiocarpa, psyleio A, and the major cyclotide from P. brachyceras, psybry A, are close to 

0.1% DW in leaves. Yields of the combined pool of naturally occurring cyclotides may be 

even more effective in deflecting herbivory attack. 

 

In this study we found a new species containing cyclotides, P. leiocarpa, and eight novel 

cyclotides (Table 2) from two Psychotria species, increasing to a total number of 24 the 

cyclotides discovered in the entire genus. 

 

Table 2. Novel cyclotides in Psychotria species (Rubiaceae) and corresponding sequences 

 

Cyclotides of southern Brazilian Psychotria species seem to take part in the key role of 

protecting against herbivores. This could explain the high degree of leaf predation observed in 

the field for the cyclotide and alkaloid-free P. carthagenenesis. Besides, P. carthagenensis is 
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not only pollinated both by exotic and native bee species, but also interacts with a relatively 

larger spectrum of secondary pollinators (46), which could be due to reduced chemical 

defenses. A combined strategy with indole alkaloids acting in general defense mechanisms as 

antioxidants and cyclotides imparting insecticidal properties could be advantageous and may 

help explaining the much lower leaf predation observed in the field for P. leiocarpa and P. 

brachyceras, in spite of and their relatively larger abundance in the understorey of Brazilian 

Atlantic Forest (35).  

P. umbellata proved to be devoid of cyclotides, although it has some of the highest contents 

of a single indole alkaloid, psychollatine (4% DW in inflorescences) (47), in addition to three 

derived alkaloids (48). Although insecticidal activity of P. umbellata alkaloids remains to be 

evaluated, it is interesting to note that this species lacking cyclotides has relatively scarce 

distribution in the understorey. P. gitingensis was reported as an alkaloid-free species (49), 

and if it also proves to be devoid of cyclotides, could be used to evaluate in further detail its 

interaction with insects, along with similar aspects of P. carthagenensis. Screening other 

Psychotria species for the co-occurrence of antioxidant indole alkaloids and cyclotides as a 

putative (and perhaps widespread) defense strategy against herbivores should be pursued in 

the future. 

 

Supporting Information 

Figure S1. Characterization of novel cyclotides from Psychotria leiocarpa. MALDI-

TOF/TOF sequencing of the precursor masses 3315.22, 3288.21, 3292.17 and 3393.26 Da 

from a trypsin digest and an endoproteinase GluC allowed the characterization of the novel 

cyclotides psyleio B (A), psyleio C (B), psyleio D (C) and psyleio E (D) respectively, based 

on observed b- and y-ions. All shown masses are monoisotopic. 

Figure S2. Characterization of novel cyclotides from Psychotria brachyceras. MALDI-

TOF/TOF sequencing of the precursor masses 3292.17, 3355.23, 3315.22 and 3392.17 Da 

from a trypsin digest and an endoproteinase GluC allowed the characterization of the novel 

cyclotides psybry A (A), psyleio A (B), psyleio B (C) and psyleio D (D) respectively, based 

on observed b- and y-ions. All shown masses are monoisotopic. 

Figure S3. Characterization of novel cyclotides from Psychotria brachyceras. MALDI-

TOF/TOF sequencing of the precursor masses 3638.39, 3597.36 and 3516.45 Da from a 
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trypsin digest and an endoproteinase GluC allowed the characterization of the novel 

cyclotides psybry B (E), psybry C (F) and cycloviolacin O17 (G) respectively, based on 

observed b- and y-ions. All shown masses are monoisotopic. 

Figure S4. MS-MS sequencing after endoproteinase GluC digestion. The Psychotria 

cyclotides psyleio A and psyleio B was sequenced by nanospray MS-MS to support MALDI-

TOF/TOF evidence. 

Figure S5. MS-MS sequencing after endoproteinase GluC digestion. The Psychotria 

cyclotides psyleio C and psyleio D was sequenced by nanospray MS-MS to support MALDI-

TOF/TOF evidence. 

Figure S6. MS-MS sequencing after endoproteinase GluC digestion. The Psychotria 

cyclotides psybry A and cycloviolacin O17 was sequenced by nanospray MS-MS to support 

MALDI-TOF/TOF evidence. 

Figure S7. Insecticidal assay. The weight at 24, 48, and 72 h was compared to initial weight. 

Relative growth after 24, 48, and 72 h was compared between larvae fed with control food, or 

food containing cyclotide (psyleio B), alkaloids (brachycerine, GPV, psychollatine), or 

extracts obtained from plants (P. brachyceras, P. carthagenensis, P. leiocarpa, P. umbellata) 

solubilized in ethanol 2%. No statistical differences were found (one-way ANOVA, followed 

by a Tukey test: p < 0.05). 

Figure S8. Kinetics of H. armigera larvae growth and death in 72 h of feeding trials in 

ethanol 2% treatments containing alkaloids (brachycerine, GPV, psychollatine; at 5 nM), or 

alkaloid-bearing plants (P. brachyceras, P. leiocarpa, P. umbellata). Each line in graphs 

represents one larva. Statistical differences were analyzed by unpaired Student´s t-test against 

initial time; p < 0.05. 
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Considerações Finais 

 

Os resultados descritos nesta Tese representam uma contribuição útil para a 

compreensão do metabolismo de alcalóides e ciclotídeos de espécies de Psychotria do Sul do 

Brasil e englobam diversas descobertas inéditas na literatura. Destacam-se a descoberta de 

oito novos ciclotídeos, bem como a identificação de Psychotria leiocarpa como uma espécie 

produtora de ciclotídeos e P. umbellata como aparente não produtora. Por outro lado, é 

proposto um modelo de ação conjunta de alcalóides e ciclotídeos na defesa contra herbívoros, 

os primeiros tendo um papel de moduladores do estresse oxidativo e os segundos, efeito 

inseticida. 

Avaliando os principais alcalóides de P. brachyceras, P leiocarpa e P. umbellata, 

verificamos que os mesmos não parecem apresentar efeito de proteção contra insetos ou 

gastrópodes, e que apresentam uma ampla e forte ação antioxidante em ensaios in vitro (Porto 

et al., 2014; Matsuura et al, 2013; Nascimento et al., 2013 b). Em tempos mais curtos de 

exposição a superóxido, os alcalóides apresentam uma eficácia comparável ou maior que a de 

compostos antioxidantes conhecidos, como vitamina E, e como clássicos agentes 

antioxidantes de plantas, como o flavonóide rutina (Rau et al., 2014; dados não publicados). 

Em tempos maiores de exposição, ocorre um declínio nas propriedades antioxidantes dos 

alcalóides, bem como da vitamina E, mas não de rutina (Figura 4, a metodologia e as amostras 

foram as mesmas descritas em Rau et al., 2014). 

Devido ao fato de ocorrerem elevadas concentrações de alcalóides indólicos nessas 

espécies, constitutivos, ou no caso da braquicerina, elicitáveis sob estresses de naturezas 

distintas (Gregianini et al., 2004; Gregianini et al., 2003), é provável que a presença dos 

alcalóides antioxidantes atue auxiliando na detoxificação das espécies reativas de oxigênio. 

Pode-se conjecturar um modo de ação em que os alcalóides mitigariam as espécies reativas 

geradas em excesso num primeiro momento de distúrbio e, a partir daí, a ação dos flavonóides 

assumiria maior importância para evitar danos à planta. 

O acúmulo desses alcalóides parece estar fortemente relacionado a situações que 

requerem uma maior proteção oxidativa. Exemplos incluem os comportamentos observados 

para braquicerina de P. brachyceras (Gregianini et al., 2003) e para GPV de P. leiocarpa 

(Henriques et al., 2004), presentes em estruturas mais sensíveis e mais expostas à luz, e 

durante o desenvolvimento, passíveis de indução em folhas mais jovens, o que poderia estar 

relacionado a um balanço entre crescimento/defesa. 
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Figura 4. Ensaio antioxidante in vitro comparando o potencial antioxidante de 

alcalóides indólicos (braquicerina, GPV e psicolatina; em verde), flavonóide rutina 

(vermelho), e um análogo de vitamina E, TroloxTM (azul), contra radicais superóxido (% 

redução de nitro blue tetrazolium), após 1, 2, 4, 8, 16, 32 e 64 minutos de reação. Em todos 

ensaios a concentração dos compostos foi 5 mM; nas amostras controle (preto), não houve a 

presença de nenhum composto adicional durante a reação de redução. As comparações 

estatísticas só são validas entre diferentes compostos em um mesmo tempo de reação 

(ANOVA seguido de Tukey, p < 0,05). 

 

Em relação aos ciclotídeos, este foi o primeiro trabalho a monitorar os teores de 

ciclotídeos após tratamentos relacionados à herbivoria (simulado por dano mecânico e 

aplicação de jasmonato) e na presença de patógenos (simulado por salicilato). Não houve 

alteração do teor de ciclotídeos avaliados após 96 h de tratamento nas folhas de P. 

brachyceras e P. leiocarpa, indicando um padrão de acúmulo constitutivo. 

Este trabalho também contribuiu para o conhecimento da diversidade de ciclotídeos no 

gênero Psychotria. Foram constatadas uma nova espécie produtora de ciclotídeos, P. 

leiocarpa, e uma nova espécie não-produtora, P. umbellata. Até o presente momento, apenas 

16 ciclotídeos foram descritos em espécies de Psychotria (Witherup et al., 1994; Gruber et 

al., 2008; Gerlach et al., 2010; Koehbach et al., 2013; Hellinger et al., 2015) e 6 ciclotídeos 

foram descritos na antiga P. ipecacuanha (atualmente Carapichea ipecacuanha) (Koehbach et 

al., 2013). No presente trabalho, constatou-se a existência de oito ciclotídeos inéditos no 

gênero Psychotria. Além disso, foi confirmada a ausência de ciclotídeos em P. carthagenensis 
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(Gruber et al., 2008; Gerlach et al., 2013). Esta mesma espécie não apresenta alcalóides nas 

populações do Rio Grande do Sul (Leal e Elizabetsky, 1996), embora existam relatos da 

presença de alcalóides em espécimes de regiões mais ao Norte do Brasil que são, por vezes, 

utilizados como substitutos de P. viridis no preparo da bebida alucinogênica Ayahuasca 

(Rivier e Lindgren, 1972). Nos trabalhos aqui realizados, P. carthagenensis foi comparada 

com outras espécies de Psychotria e utilizada como uma forma de “controle negativo” de 

alcalóides e ciclotídeos. 

O ciclotídeo psyleio A, com atividade inseticida, foi detectado em P. brachyceras e P. 

leiocarpa, o que pode ajudar a explicar, ao menos em parte, a menor taxa de predação 

observada nessas espécies em relação à P. carthagenensis, espécie deficiente em alcalóides e 

ciclotídeos. Psyleio A é o ciclotídeo majoritário de P. leiocarpa atingindo teores próximos a 

0,1% do peso seco de suas folhas; em P. brachyceras, seu teor é menor, porém ainda 

relevante (aproximadamente 0,05% do peso seco). Adicionalmente, esta última espécie 

apresenta 2 ciclotídeos descritos no presente trabalho ainda a serem testados, além de um pool 

de pelo menos 11 ciclotídeos não caracterizados. A deficiência de P. carthagenensis em 

manter uma defesa química evidente parece afetar o acesso de insetos de uma forma geral, 

tendo como aspecto favorável a ocorrência de um maior espectro de polinizadores 

compatíveis (Mesquita-Neto et al., 2015). 

P. umbellata não parece apresentar ciclotídeos e, embora de ocorrência bem mais 

esparsa e com menor porte, também aparenta ser menos predada quando comparada com P. 

carthagenensis. Este perfil poderia estar ligado ao fato desta espécie apresentar as maiores 

concentrações de alcalóides dentre as estudadas, destinando um alto investimento de seus 

recursos energéticos. O alcalóide majoritário de P. umbellata, psicolatina, assim como os 

alcalóides indólicos de outras espécies de Psychotria avaliadas, não apresentou toxidez 

evidente contra insetos. Os teores de psicolatina em P. umbellata são extremamente altos, 

chegando a 4% peso seco em folhas (Paranhos et al., 2005; Paranhos et al., 2009).  

Recentemente, foram descobertos três novos alcalóides indólicos em P. umbellata, todos 

derivados de psicolatina (Kerber et al., 2014). Estudos mais detalhados são necessários para 

avaliar a presença de outras classes de alcalóides, bem como as bioatividades dos alcalóides 

presentes nesta planta, incluindo possível toxidez contra herbívoros. 

Por fim, também seria interessante confirmar em outras espécies de Psychotria a 

relação entre manutenção de compostos de defesa e uma maior proteção direta contra 

predadores. Esforços poderiam ser dirigidos para avaliar a taxa de predação de P. gitingensis, 
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outra espécie de Psychotria deficiente em alcalóides (Tan et al., 2012), e também avaliar a 

presença de ciclotídeos nessas espécies. 

A estratégia combinada, observada em P. brachyceras e P. leiocarpa, de acumular 

ciclotídeos e alcalóides, possivelmente resulta em eficiente defesa contra predadores em 

conjunto com sistemas antioxidantes moduladores de estresse oxidativo (Figura 5). Esta 

combinação defensiva poderia, ao menos em parte, contribuir para a significativa abundância 

dessas duas espécies em fragmentos da Floresta Atlântica (Müller et al., 2012). Claro está que 

não é possível excluir a influência de outros metabólitos e estratégias, além de alcaloides e 

ciclotídeos, na defesa destas plantas contra herbívoros e sua distribuição em florestas. Futuras 

investigações poderão auxiliar no detalhamento e eventual adição de novas peças do 

complexo aparato de defesa de Psychotria spp. 

 

 

Figura 5. Modelo hipotético da ação de alcalóides e ciclotídeos na proteção contra 

estresses bióticos e abióticos. 
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