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RESUMO

Devido ao avanco cientifico e tecnoldgico, notavel sucesso tem sido alcancado na
identificacdo de novos compostos antitumorais. Entretanto, problemas associados a
baixa estabilidade e seletividade tem limitado o sucesso da grande maioria destes
compostos. Dentre as estratégias para aumentar a estabilidade de moléculas
bioativas, a bioconjugacdo em dominios de ligagdo a albumina (DLA) tem se
mostrado promissor para ampliar o tempo de vida médio de moléculas susceptiveis
a degradacao proteolitica. Neste trabalho, a estrutura e a atividade de um composto
contendo um peptideo citotéxico, um DLA e um sitio de clivagem especifico foram
avaliadas. Motivado pela perspectiva do peptideo melitina apresentar atividade
antitumoral, 0 nosso grupo de pesquisa avaliou a sintese e atividade biolégica deste
composto com o peptideo RQKRSLGG-WQRPSSW. O peptideo obtido foi testado
contra tipos de celulas tumorais e nao tumorais (linhagem MCF-7 e HaCaT,
respectivamente), mostrando-se potente, porém toxico. Nos estudos de dicroismo
circular, os peptideos ndo apresentaram estrutura secundaria em solugdo aquosa.
Em presenca de miméticos de membrana, os peptideos adquiriram uma estrutura
em a-hélice exceto o peptideo sitio de clivagem-DLA. Estudos de vazamento de
carboxifluoresceina em LUVs (POPC:POPS), através da técnica de espectroscopia
de fluorescéncia, mostraram que o0 peptideo completo tem capacidade de
permeabilizacdo similar ao da melitina e que € dependente da concentracdo. Os
resultados de fluorescéncia confirmaram a interacdo do peptideo com a proteina
HSA. A intensidade da fluorescéncia do Trp presente nos peptideos aumenta apos
a ligacdo com a HSA e o comprimento de onda de emisséo € deslocado para o azul
(blue-shift), indicando a mudanca de ambiente do Trp para um meio mais
hidrofobico. A ligacdo dos peptideos com a HSA nao foi suficiente para proteger os
compostos antitumorais das enzimas proteoliticas presente no plasma sanguineo,
mostrando baixa estabilidade do peptideo. Os dados obtidos mostraram que, a
estratégia utilizada para o aumento da seletividade e estabilidade da melitina nao é
adequada.

Palavras-chave: Sintese de Peptideos. Cancer-Mama. Enzimas proteoliticas.
Dicroismo Circular. Estabilidade.



ABSTRACT

Due to the scientific and technological advanced permitted remarkable successful in
the field of identification of new antitumour compounds. However, problems
associated with low stability and selectivity have been a restriction in the successful
of majority of this compounds. Inside the strategic for increase the stability of
bioactive molecules, bioconjugation with albumin-binding domain (ABD) have been
promising for increasing the lifetime of molecules susceptible for the proteolytic
degradation. Herein, structure and activity of a compound containing a cytotoxic
peptide, ABD, and cleavage site were evaluated. The ABD (WQRPSSW) can give
more stability for molecules, while the cleavage site RQKRSLGG can give more
selectivity to the peptide. This sequence is degraded for the protease Kallikrein 4
(KLK4), which occurs in elevated quantity in the tumours cells, releasing the cytotoxic
compound, especially in the microenvironments of these cells, promoting the higher
selectivity. Inspired for the perspective of Melittin peptide holds a promising
antitumour activity, our research group evaluated the synthesis and biological activity
with this peptide containing the sequence RQKRSLGG-WQRPSSW. The peptide
was evaluated against diversity of tumours and no tumours cells (MCF-7 and HaCaT
respectively), presenting effective activity but toxic. In circular dichroism studies the
peptides did not show second structure in aqueous solution. In the presence of
membrane mimetic, the peptides acquired an a-helix structure, excluding the peptide
cleavage site-ABD. Studies of carboxyfluorescein release in LUVS (POPC:POPS), by
fluorescence spectroscopy, showed that the complete peptide has a similar capacity
of Melittin for permeability, also, the Melittin and the complete peptide activities were
concentration-dependent. Nevertheless, for the complete peptide this effect was less
manifested, which means that the electrostatic interaction between the positive
charges of peptides and the negative charges of membranes play a key role in the
process. The fluorescence assays confirmed the peptide interaction with HSA
protein. The Trp fluorescence quantum yield of the peptides increased after the HSA
attachement, while, Trp emission wavelength resulted in blue-shift. Indicating that the
Trp activity change between a polar solvent for a hidrophobic environment.
Probably, conformational changes occurred in the molecule, which not enough were
for protect the antitumour compounds from proteolytic enzymes current in blood
serum, endorsing the fewer stability of the antitumour peptides.

Keywords: Peptides Synthesis. Breast Cancer. Proteolytic enzymes. Circular
Dichroism. Stability.
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1 INTRODUCAO

7

O céancer € uma das principais doencas que afetam a humanidade e
provocam mortes no mundo. Um relatério recente da Agéncia Internacional do
Cancer indica que em 2030 havera 22,2 milhdes de casos. Somado a isto, as mortes
provocadas por esta doencga séo projetadas para mais de 11 milhdes ao ano (BRAY
et al., 2012).

O desenvolvimento e o progresso do cancer sdo processos multifatoriais
(FERLAY, 2015). Fatores externos como tabaco, exposicdo a organismos
infecciosos, poluentes ambientais e uma dieta ndo saudavel ou fatores internos, tais
como mutacdes genéticas hereditarias, horménios e condicbes imunoldgicas podem
causar o inicio desta doenca (SIEGEL, 2016). Uma vez que o cancer esta associado
a uma alta morbidade e mortalidade, existe uma necessidade urgente de determinar
formas de prevencdao e tratamento dessa doenca.

Os céanceres de prostata e mama sédo considerados como 0s maiores desafios
para o desenvolvimento de novos agentes antitumorais, pois sdo 0s mais incidentes
e com alta taxa de mortalidade (WELCH, 2010).

As estratégias mais utilizadas no combate do cancer baseiam-se em
tratamentos convencionais como a radioterapia e quimioterapia, no entanto, essas
formas de terapia possuem amplo espectro de efeitos colaterais graves (MALLICK et
al., 2013). Um problema que limita o sucesso da quimioterapia € o mecanismo de
resisténcia desenvolvido pelas células, que pode ser intrinseca ou adquirida. Os
medicamentos perdem sua eficiéncia por meio de varios mecanismos, tais como,
alteracdo na estrutura molecular da droga, mudanca na conformacédo dos alvos,
diminuicio da permeabilidade da membrana plasmatica, diminuicdo da
concentracdo da droga no interior da célula por meio da degradacéo, alteracdo do
ciclo celular e bloqueio de fatores apoptoéticos (KARTAL-YANDIM, 2015).

As caracteristicas que diferenciam os tipos de cancer sdo a velocidade de
multiplicacdo das células e a capacidade de invadir tecidos e 6rgdos vizinhos
(invasivo) ou distantes (metastase) — (FUTAKUCHI et al., 2016). A medida que o
tumor cresce, os tecidos saudaveis proximos sdo prejudicados, o que eventualmente
leva a morte do paciente. Consequentemente, privar e/ou diminuir a divisdo das

células tumorais é crucial para o tratamento do cancer (EKLUND, 2016).
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Neste contexto, as moléculas isoladas de diferentes fontes naturais tem sido
introduzidas como terapias naturais contra 0 cancer ou mesmo para diminuir os

efeitos adversos sobre células sadias (ORSOLIC, 2012).

1.1 Peptideos Antitumorais (PATS)

Nos ultimos anos, as biotoxinas, principalmente os peptideos, ganharam
importancia como agentes terapéuticos contra o cancer (FOX; SERRANO, 2007).
Essas biotoxinas séo produzidas por organismos vivos como mecanismo de defesa
contra predadores e sdo conhecidas por terem efeitos toxicolégicos e
farmacologicos (ZHANG, 2015).

Os peptideos antitumorais (PATS) apresentam-se como novas moléculas
promissoras contra o cancer. Muitas destas moléculas tém como alvo a membrana
plasmatica, e causam mais danos as células tumorais do que as normais, pois as
membranas das células tumorais sado carregadas negativamente, ou seja, possuem
alta expressdao de moléculas anibnicas, tais como a fosfatidilserina (PS),
gangliosideos sialidados e sulfatos de heparano, entre outros (DOBRZYNSKA et al.,
2005). Em contraposicdo, a superficie das membranas das células normais é
composta essencialmente de fosfolipidios neutros e zwitteridnicos (RIEDL et al.,
2011), tendo desse modo, menor atracao pelos peptideos catiénicos.

O fato do mecanismo de acédo ter como alvo a membrana celular, proporciona
uma baixa probabilidade do desenvolvimento de resisténcia (SCHWEIZER, 2009;
CHEN et al., 2012; LABELLE et al., 2012). No entanto, alguns peptideos também
agem em outros alvos intracelulares, como as enzimas que participam no
metabolismo de &cidos nucleicos e de proteinas, entre outros. Desta forma, a
inducdo de apoptose € atualmente considerada como outro possivel mecanismo de
acdo de alguns PATs (GASPAR et al., 2013). Os peptideos que agem em

membranas celulares sdo em sua grande maioria denominados peptideos liticos.

1.2 Peptideos Liticos e Mecanismo de Acao

Peptideos liticos catibnicos sdo constituidos normalmente por 12 a 50
residuos de aminoacidos e tém como caracteristicas a anfipaticidade e a carga
liquida positiva em pH fisiolégico (CHEN et al., 2012; BARUA et al., 2010). Este
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carater catibnico acontece devido a presenca de residuos de aminoacidos basicos
como arginina, lisina e histidina (CHAN; PRENNER; VOGEL, 2006).

Esses peptideos vém sendo apresentados como importantes no tratamento
anticancerigeno (SCHWEIZER, 2009). A caracteristica catibnica € determinante para
a atracdo inicial a superficie das membranas das células, uma vez que as células
tumorais possuem um potencial de membrana mais negativo em comparagdo com
as células normais, e os peptideos sdo normalmente carregados positivamente.

Os peptideos catibnicos tém sido estudados a fim de compreender os
aspectos gerais relacionados as interacdes peptideo/lipideo, assim como a relacao
dessas interagbes com a funcdo bioldégica. Esses polipeptideos variam
consideravelmente em relagdo ao comprimento de cadeia, hidrofobicidade e
distribuicdo de cargas, mas compartilham estruturas comuns de qa-hélice anfipaticas
guando associadas com membranas fosfolipidicas, sendo que em solucdo aquosa
nao apresentam estrutura secundaria definida (SEGREST et al., 1990). Mediante
interacdes eletrostaticas as cargas positivas dos aminoacidos presentes na estrutura
do peptideo interagem inicialmente com as cabecas polares dos fosfolipidios
carregadas negativamente (CHEN, 2007).

A anfipaticidade é caracterizada pela separacao da estrutura da a-hélice em
uma face hidrofobica e outra hidrofilica. O caréater anfipatico é formado por uma
sequéncia periodica de residuos polares e apolares em um intervalo entre trés a
guatro residuos de aminoacidos. Dessa forma, as cadeias laterais polares e
apolares dos residuos de aminoacidos posicionam-se adequadamente para uma
separacdo em faces opostas da estrutura (WANG, 2013). Os peptideos que
preservam a anfipaticidade e a estrutura de a-hélice possuem o pré-requisito para
serem ativos em membranas (YEAMAN; YOUNT, 2013).

Muitos peptideos antitumorais (PATs) foram estudados, porém, o mecanismo
de acdo destas moléculas ainda ndo é totalmente claro. Varios mecanismos tém
sido propostos, principalmente o envolvendo a desestabilizagdo da membrana
plasmatica. Estudos evidenciaram que as interacdes do peptideo-lipideo que
conduzem a permeacao da membrana desempenham um papel importante na sua
atividade. A acdo dos peptideos anfipaticos com estrutura em a- hélice pode ocorrer
através de trés mecanismos gerais:

0] O modelo conhecido como “barrel-stave” (figura 1a) descreve a

formacé&o de poros ou canais intramembranares na forma de barril. Nesse modelo, a
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face hidrofébica do peptideo interage com as caudas apolares dos fosfolipidios da
membrana, enquanto a face hidrofilica permanece voltada para o interior do poro,
formando um poro orientado perpendicularmente a cadeia hidrocarbonada dos
fosfolipidios (SHAI, 1999);

() Destruicao da membrana/solubilizagdo por meio de um mecanismo
denominado “carpet-like” (figura 1b), que propde a permeabilizacdo da membrana
similar a acdo de surfactantes. Neste modelo, a partir de uma determinada
concentracdo de peptideos na superficie da membrana (sugerindo a forma de
carpete) ocorre a formacdo de micelas, iniciando o processo de solubilizacdo
(LORENZON et al., 2013).

(1) No terceiro modelo proposto, os peptideos formam poros por meio de
um mecanismo nomeado como “poro toroidal" (figura 1c). Neste processo, em uma
primeira etapa, mediante interagbes eletrostaticas, os PATs interagem com as
cabecas polares dos fosfolipidios da membrana plasmatica. Posteriormente, 0s
peptideos, ainda associados com as cabecas dos fosfolipidios, induzem uma

curvatura na bicamada lipidica, formando o poro (CASTRO et al., 2009).

Figura 1 - Mecanismos de a¢do propostos para PATs que agem sobre a membrana plasmatica. a)
“barrel-stave”, b) “carpet-like”. c) “poro toroidal”.
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Fonte: Representacé@o esquematica do Modelo Barril-Stave. Regides hidrofébicas do peptideo estdo
representadas em azul e as regides hidrofilicas em vermelho. Modificado de Brogden, 2005.

A maior parte dos peptideos liticos, incluindo os peptideos isolados a partir do

veneno da abelha, tem capacidade de perturbar a integridade da bicamada da
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membrana celular, contornando os mecanismos de resisténcia desenvolvidos pelas
células tumorais. A abertura resultante na bicamada lipidica leva ao colapso de
gradientes eletroquimicos transmembranares (JAMASBI et al., 2016).

Além da atividade em membranas plasmaticas, outros alvos intracelulares
também devem ser levados em conta. Os peptideos podem atravessar a membrana
plasmatica e interferir em uma variedade de processos bioldgicos, como a parada do
ciclo celular, a inibicdo do crescimento, necrose e apoptose em varias células de
cancer (GAJSKI; GARAJ-VRHOVAC, 2013).

Apesar da grande atividade, a utilizacdo dos peptideos apresenta ainda
apresenta desafios significativos. A maioria dos PATs é facilmente degradada por
proteases e sua atividade litica celular ndo é totalmente especifica (GASPAR et al.,
2013). Este € o caso do peptideo denominado Melitina, isolado do veneno da abelha
Apis mellifera, possui massa molar 2846,46 (g/mol), € ativo contra diversos tipos de
cancer, incluindo leucemia, cancer de rins, pulmdes, figado, prostata, mamas e
bexiga (SON et al., 2007). Esse € um peptideo composto por 26 aminoacidos
(GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ), com grande incidéncia de residuos
carregados positivamente (carga +6) em pH fisiolégico e, devido ao arranjo
especifico dos aminoacidos na cadeia, possui grande tendéncia de formacdo de
hélices anfipaticas, estrutura importante para a atividade biolégica de peptideos
catibnicos (HANSEL et al., 2007). Estas caracteristicas vém chamando muito a
atencdo dos pesquisadores para esta molécula. Algumas de suas propriedades
biologicas relatadas séo: amplo espectro de atividade antimicrobiano, efeito anti-
inflamatorio, antifingico, anestésico e anticancer (ATTIA et al., 2008; LIU et al.,
2008). No entanto, o grande desafio continua sendo a diminuicdo da toxicidade do
peptideo frente a células sadias e o aumento da sua estabilidade (GAJSK; GARAJ-
VRHOVAC, 2013). Por isso a necessidade de empregar um sistema especifico de
entrega desta molécula em seu alvo molecular é importante.

A melitina é um peptideo formador de poros e atua principalmente por meio
de um mecanismo litico. No entanto, apés a ligacdo dos peptideos as membranas
por meio de interacfes eletrostaticas, hidrofdbicas e por formacédo de ligacdes de
hidrogénio, muitos tipos de perturbacées podem ocorrer, incluindo a permeabilizacao
da membrana. Uma vez dentro da célula o peptideo pode interferir em diversas

fungBes biolégicas bem como nas membranas internas (WIMLEY, 2010).
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A estrutura secundaria do peptideo melitina pode ser observada na figura 2,

respectivamente.

Figura 2 - Estrutura secundéria da melitina

Fonte: Protein Data Bank in Europe and Rady et al., 2017.

A toxicidade da melitina é conhecida na literatura devido a sua propriedade

hemolitica, uma vez que a mesma promove ruptura dos eritrécitos logo apos o

contato com essas células (HOSKIN E RAMAMOORTHY, 2008).

De acordo com a tabela 1, podemos observar que a concentracéo inibitéria

minima (CIM) da melitina (antimicrobial, antiviral e citolitica) varia em uma faixa de

0,6 a 3,5 pM.

Tabela 1 - Atividade antimicrobiana e citolitica da melitina (IC50) e seus respectivos mecanismos de

acao.
pM* ALVO MECANISMO DE ACAO Fonte
3 Staphylacocus Formacéo de canais e Conlon, J. M. et al.
aureus poros, morte celular
4 Escherecia coli Formacéo de canais e Conlon, J. M. et al.
poros, morte celular
3,5 Candida albicans Formacéo de canais e Conlon, J. M. et al.
poros, morte celular
0,6 Eritrocitos Rompe lipossomas, Soman, N. R. et al.
humanos inducéo de apoptose
4 L929 fibroblastos Morte celular Jo, M. et al.
EL4-T-Linfoblasto | Inibe a metastase de cel. Jo, M. et al.
3,5 de rato Tumorais, indugao de
apoptose
0,75 Células Desestabiliza o tumor, Jo, M. et al.
cancerigenas induz apoptose
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Os dados (MM) mostram valores de MIC contra microorganismos e 1Cs, contra células de mamiferos.

Fonte: Autora do trabalho

Frente ao amplo espectro de atividades biol6gicas do peptideo melitina, a
utilizacdo de um transportador de farmacos, em especial a proteina HSA, poderia
prolongar a meia vida do respectivo composto e alterar as propriedades

farmacocinéticas, resultando em melhorias terapéuticas (TOLMACHEYV et al., 2007).

1.3 HSA (Soro Albumina Humana)

A albumina é uma das proteinas mais estudadas e a mais abundante no
plasma sanguineo, estando presente entre concentracdes de 3,5 g/dL e 5,0 g/dL e
contribui para a manutencdo da pressdo osmoética e do pH do sangue (XU et al.,
2012). A meia vida da albumina varia entre 17 e 19 dias na corrente sanguinea
(KRATZ, 2008).

Como a albumina é sintetizada no figado, a diminuicdo de sua quantidade no
plasma pode ser produto de uma doenca hepatica, mas também pode ser o
resultado de uma doenca renal que permita que a albumina seja eliminada pela
urina. Sua diminuicdo pode também estar relacionada a desnutricdo ou uma dieta
pobre em proteinas (BHATTACHARYA, GRUNE, CURRY, 2000).

Esta proteina possui estrutura globular monomérica de 66 KDa e contém 585
residuos de aminoacidos com poucos residuos de triptofano ou metionina, mas uma
abundancia de residuos carregados como a lisina e acido aspartico. A soro albumina
humana (HSA) é disposta em trés dominios homoélogos. Cada dominio € constituido
por dois subdominios designados como A e B com trés dominios estruturalmente
semelhantes (I, II, lll). A sequéncia de aminoacidos de HSA contém um total de 17
ligacOes de dissulfeto (as quais contribuem para a estrutura terciaria), um tiol livre na
Cys 34 e apenas um residuo de triptofano (Trp) na posicao 214 (LEMIEZTRYNDA et
al., 2000). A albumina possui uma estrutura terciaria em forma de coracédo, €
constituida principalmente por qa-hélices, ndo apresentando folha beta (Figura 3)
(FANALI et al., 2012 e SARMANTA et al., 2014).
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Figura 3 - Estrutura tridimensional da albumina sérica humana (HSA).
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Fonte: Sugio et al., llustracéo obtida do banco de dados de RCSB protein data bank PDB ID:1A06
Crystal structure of human serum albumin. DOI: 10.2210/pdblao6/pdb. Adaptado de Sugio et al.,
1999.

Os dominios | e Il sdo responsaveis pela ligacdo da maioria dos produtos
farmacéuticos que interagem com a proteina. Esses dominios (I e IlI) exibem
afinidades diferenciais, mas nem sempre exclusivas (ANGUIZOLA et al., 2013). O
dominio | tende a ligar compostos heterociclicos relativamente grandes como a
bilirrubina, em contraste, o dominio Il € menor porque a ligacdo € mais
estereoespecifica (DOCKAL et al., 2000).

A albumina possui capacidade de ligacdo com varios ligantes, incluindo
aminoéacidos (Trp e Cys), acidos graxos, produtos farmacéuticos, ions metalicos,
tiroxina e bilirrubina. Esta proteina também € importante no comportamento
farmacocinético de muitas drogas (FASANO et al., 2005). A afinidade das drogas
pela HSA é um dos fatores que afetam a distribuicdo e a livre concentracdo de
muitos medicamentos administrados, pois essa interacao prolonga a meia vida, ou
seja, protege o composto das substancias existentes no sangue (WARNECKE et al.,
2007). Desta forma, o papel da albumina no sistema circulatério € auxiliar no
transporte, na diminuicdo da toxicidade e/ou protecdo contra oxidacdo, no
metabolismo e na distribuicdo de ligantes exdgenos e endogenos (KRAGH-
HANSEN; CHUANG; OTAGIRI, 2002).

A utilizagdo da HSA, como transportador de compostos ativos pode ser

considerada um beneficio no tratamento do cancer, pois pode propiciar uma melhor
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eficacia terapéutica contra doencas, entregando o farmaco em seu alvo especifico
(JEONG, 2016; CHEN, 2015).

O nosso estudo avaliou a ligacdo de peptideos a HSA como mecanismo
para a circulacdo prolongada na corrente sanguinea, aumentando a estabilidade.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 A problematica

O processo de pesquisa e desenvolvimento de farmacos é complexo, longo e
de alto custo. Entre os principais problemas associados a administracao sistémica
de farmacos estdo a falta de especificidade e de afinidade para sitios patoldgicos, a
toxicidade, a biodistribuicdo e outros efeitos secundarios resultantes de altas doses
(SZAKACS et al., 2006).

O desenvolvimento de agentes terapéuticos antitumorais de natureza
peptidica tem seu sucesso limitado pela baixa estabilidade metabdlica (CRAIK,
2013) e em alguns casos a toxidade. A eficiéncia terapéutica destes compostos esta
limitada ao tempo de meia vida, que vai desde alguns segundos até alguns minutos,
podendo em casos raros chegar a algumas horas. A principal causa da baixa
estabilidade dos peptideos € a sua susceptibilidade as proteases presentes no
sangue, figado e rim (ANDERSEN et al., 2011).

Para evitar a degradacdo dos peptideos, uma estratégia seria “esconder’ o
composto das proteases solUveis no sangue (TAYLOR et al., 2000). Recentemente,
a ligacdo de moléculas bioativas a dominios de ligacdo a albumina (DLA) tem
mostrado ser uma estratégia muito interessante devido ao fato da albumina ser a
proteina mais abundante no soro e pelo seu grande tempo de meia vida (2-3
semanas no homem) (ANDERSEN et al., 2011). Desta forma, a conjugacdo de
moléculas bioativas aos DLA pode promover um aumento da estabilidade destas
moléculas mediante sua associacdo com albumina endégena (SLEEP et al., 2013).

Os DLA séo tipicamente sequéncias peptidicas pequenas que se ligam de
forma ndo covalente a albumina. Estes dominios podem ser encontrados em
algumas proteinas bacterianas como a proteina G de Streptococcus sp. O DLA com
a sequéncia WQRPSSW foi identificado por meio da tecnologia de “Phage display” e
utilizado recentemente para conferir maior tempo de vida a um pro-farmaco para o
tratamento da diabetes, obtendo resultados muito satisfatorios (MA et al., 2015).

Como mencionado anteriormente, um dos maiores problemas da
guimioterapia esta associado aos efeitos colaterais indesejados, normalmente

atribuidos a baixa seletividade dos compostos utilizados (GAJSKI; GARAJ-
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VRHOVAC, 2013). Para diminuir este problema, sequéncias que sao hidrolisadas
por proteases extracelulares expressas em grande quantidade por células tumorais
(CHOI et al., 2012) estdo sendo avaliadas devido suas propriedades antitumorais
(LOPES-OTIN; MATRISIAN, 2007).

As proteases desempenham um papel fundamental e essencial em muitos
processos bioldgicos e patoldgicos, desempenhando papéis influentes na replicacéo
e transcricio do DNA, proliferagdo e diferenciacdo celular, angiogénese,
neurogénese, ovulacao, fertilizacdo, reparacdo tecidual, mobilizacdo de células-
tronco, hemostasia, coagulacdo sanguinea, inflamac¢do, imunidade, necrose e
apoptose (LOPEZ-OTIN; BOND, 2008). Outra aplicacdo do uso das proteases € a de
biomarcadores para diagnostico ou prognoéstico de tumores, sendo que a alteracao
da homeostase pode significar a progressdo de algumas doencas como cancer,
disturbios neurodegenerativos, pulmonares e cardiovasculares.

Entre as proteases, as catepsinas sao proteinas bem conhecidas encontradas
em varios tecidos tumorais. As catepsinas sao consideradas biomarcadores
importantes para o cancer e podem servir como alvos importantes para 0s pro-
farmacos, por meio da inducdo de liberagdo de farmacos anticancerigenos na
proximidade dos tecidos tumorais ou ainda dentro das células tumorais (CHOI et al.,
2012). A ideia por tras desta estratégia é a liberacdo do composto citotoxico de um
pré-farmaco no microambiente do tumor. Assim, um pro-farmaco contendo um sitio
de clivagem especifico para uma determinada protease, pode conferir seletividade,
ja que o agente antitumoral somente € liberado quando a protease (altamente
expressas nos tecidos malignos) encontra o seu substrato (sitio de clivagem).

Particular atencdo merece a calicreina 4 (KLK4) que possui atividade
proteolitica fortemente ligada ao desenvolvimento e progressdo do cancer. E
altamente expressa por células tumorais, porém ausente ou com baixos niveis de
expressdo em células sadias (SCHMITT et al.,, 2013). A enzima KLK4 cliva
substratos de peptideos proximos aos residuos de arginina ou lisina. Desta forma, a
clivagem da ligacdo peptidica promovida pela KLK4, constitui uma grande
oportunidade no desenho de novos bioconjugados antitumorais com alta seletividade
(OBIEZU et al., 2006).

O sitio de clivagem RQKRSLGG foi obtido da base de dados MEROPS
(http://merops.sanger.ac.uk) uma biblioteca de informagcbes sobre proteases,

substratos, inibidores e estruturas (RAWLINGS et al., 2010), o qual ser& utilizado
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neste trabalho como ligante, atuando como uma ponte molecular entre 0 composto
ativo e a soro albumina. E um substrato sensivel a protease KLK4, sendo utilizado
para monitorar a atividade dessa enzima.

Desta forma, esperamos que a molécula obtida seja estavel no plasma, pois o
DLA de sequéncia WQRPSSW ligara a molécula toda a HSA, conferindo maior
estabilidade as moléculas. Neste caso a HSA servira como uma “capa protetora”,
garantindo a integridade da molécula até o tecido alvo, onde o composto ativo sera
liberado apds a clivagem pelas enzimas KLK4 (WARNECKE et al., 2007; GAJSKI;
GARAJ-VRHOVAC, 2013).
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3 OBJETIVO

O presente trabalho teve como objetivo a sintese e avaliacdo de novos
compostos com estabilidade e seletividade melhoradas para células cancerigenas.

3.1 Objetivos especificos

e Sintetizar o peptideo WQRPSSW (DLA), o peptideo contendo o DLA e o sitio
de clivagem (RQKRSLGG-WQRPSSW) e o0 peptideo melitina
(GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ) como uso controle;

e Sintetizar o peptideo completo contendo a melitina como agente citotoxico
(melitina-RQKRSLGG-WQRPSSW);

e Estudar a conformacdo das moléculas por meio da técnica de dicroismo
circular;

e Determinar a atividade citotoxica sobre células tumorais e normais;

e Avaliar a estabilidade das moléculas sintetizadas em soro humano;

e Estudar da interacao peptideo-HSA por espectroscopia de fluorescéncia
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Sinteses de Peptideos

Os peptideos foram sintetizados manualmente de acordo com a metodologia
de sintese de peptideos em fase sdlida (SPFS) (CARPINO; HAN, 1972). Este
método € baseado no crescimento da cadeia peptidica, um residuo por vez, a partir
de sua regido carboxiterminal, a qual se encontra ligada covalentemente a uma
resina.

A resina Rink Amida-MBHA foi o suporte utilizado na sintese em fase sélida,
conjuntamente com a estratégia de protecdo do grupo amino pelo grupo Fmoc (9-
fluorenilmetiloxicarbonila), a qual impede reagdes indesejadas no grupo a-amino do
residuo.

A sintese quimica procede a partir da regido carboxiterminal que se encontra
ligada covalentemente a resina por meio de uma ligacdo éster para obtencédo de
peptideos com carboxilatos livres (resina Wang), ou de uma ligacdo amida para a
obtencao de peptideos com extremidade alfa carboxiamida (resina Rink amida).

Os acoplamentos dos Fmoc-aminoacidos foram realizados pela ativacao dos
grupos carboxilas com a combinacao: O-(Benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-
tetrametiluréniohexafluorofosfato (HBTU)/ N-metil-morfolina (NMM) e
diisopropilcarbodiimida (Dic)/N-Hidroxibenzotriazol (HOBt) durante duas horas em
agitacdo, utilizando como solventes 50% de dimetilformamida (DMF) e 50%
diclorometano (DCM). A desprotecdo do grupo amino apoés acoplamento foi
realizada em meio basico com uma solucdo 20% de 4-metilpiperidina em DMF
durante 20 min. Foram efetuadas lavagens em cada passo com DMF e DCM para
eliminacdo do excesso de reagentes e subprodutos.

O protocolo utilizado esta resumido na figura 4.
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Figura 4 - Protocolo utilizado neste trabalho na Sintese de Peptideos em Fase Sdlida.

INICIO
2 X DMF -
1 x 20% piperidina em DMF i
1 x 20% piperidina em DMF por 20 min.} DESPROTECAO
2 X DMF
1XDCM
1 X DMF
2XDCM
—®  2xEgq. de Fmoc-aa + DIC/HOBt
em DCM/DMF (1:1, v/v) ACOPLAMENTO
[duragédo 1 a 2 horas]
1 X DMF
2XDCM
1 XDMF _
1 XDCM PROXIMO CICLO
Teste de Ninidrina  Negativo
Positivo
REACOPLAMENTO I

A confirmacdo do acoplamento/desprotecéo foi monitorada mediante o teste
da ninidrina (KAISER et al., 1970). Este composto, em altas temperaturas, reage
com grupos amino livres, liberando um composto de cor azul, permitindo saber se o
acoplamento foi efetuado com 100% eficiéncia.

A clivagem do peptideo, ou seja, o rompimento da ligacdo do peptideo com a
resina, foi realizada utilizando uma solucdo contendo &cido trifluoracético (TFA),
triisopropilsilano (TIS) e agua deionizada na porcentagem de 95%, 2,5%, 2,5%
respectivamente; em um frasco de vidro sob agitacdo branda por 2 h. O volume
utilizado foi na propor¢éo de 1 mL de solucéo para cada 100 mg de resina.

Apés as 2 h executou-se a precipitacdo do peptideo com éter etilico gelado.
Secou-se o precipitado utilizando uma bomba a vacuo durante 30 min, e o peptideo

foi extraido da resina com 50% de agua ultrapura e 50% acetonitrila contendo
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0,045% de TFA (&cido trifluoracético), apos centrifugacdo para se separar a resina.

O sobrenadante resultante foi liofilizado para obter-se o peptideo bruto.

4.2 Purificacdo dos Peptideos por CLAE

A purificacdo dos produtos das sinteses

foi realizada em modo

semipreparativo utilizando um cromatégrafo Shimadzu, equipado com coluna de

Marca Phenomenex e tamanho 250 x 10 mm, nas condicbes mostradas na tabela 2.

Durante a purificagdo foram recolhidos varios tubos contendo o material de eluicéo.

Os tubos contendo os materiais desejados foram liofilizados obtendo-se as fracdes

puras que foram analisadas por CLAE analitico em um cromatografo Shimadzu, com

coluna C18. As condi¢gbes cromatograficas utilizadas estdo colocadas abaixo:

Tabela 2 - Condicdes cromatograficas empregadas na purificacdo dos peptideos obtidos.

SITIO DE CLIVAGEM + DLA

MODO SEMIPREPARATIVO ANALITICO
SOLVENTES A: 0,045% TFA em H20 | A:0,045% TFA em H20
B: 0,036% TFA em ACN | B: 0,036% TFA em ACN
GRADIENTE 10-40% de solvente B | 5-95% de solvente B em
em 90 min 30 min.
FLUXO 5 mL/min 1 mL/min
COMPRIMENTO DE
ONDA 220 nm 220 nm
MELITINA
MODO SEMIPREPARATIVO ANALITICO
SOLVENTES A: 0,045% TFA em H20 A: 0,045% TFA em H20
B: 0,036% TFA em B: 0,036% TFA em ACN
ACN
GRADIENTE 30-70% de solvente B 5-95% de solvente B em
em 90 min 30 min
FLUXO 5 mL/min 1 mL/min
COMPRIMENTO DE
ONDA 220 nm 220 nm




MELITINA + SITIO DE CLIVAGEM + DLA
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MODO SEMIPREPARATIVO ANALITICO
SOLVENTES A: 0,045% TFA em H20 | A:0,045% TFA em H20
B: 0,036% TFA em ACN | B: 0,036% TFA em ACN
GRADIENTE 20-60% de solvente B | 5-95% de solvente B em
em 90 min 30 min
FLUXO 5 mL/min. 1 mL/min
COMPRIMENTO DE
ONDA 220 nm 220 nm

Fonte: Autora do trabalho

4.3 Caracterizacéo dos Peptideos

Na caracterizagdo dos materiais obtidos foi utilizado um espectrometro de
massa da marca Brucker operando no modo ESI (“electrospray ionization”) positivo,
localizado no Instituto de Quimica de Araraquara - UNESP, no Departamento de
Bioquimica e Tecnologia Quimica.

A espectrometria de massas € uma ferramenta muito Gtil na caracterizacao
dos peptideos, pois permite determinar a razdo massa molar/carga (MM/z) das
amostras analisadas. A técnica baseia-se em um analisador “ion trap” que ioniza a
amostra utilizando um electrospray, obtendo-se ao final um espectro com picos na
gual é possivel determinar a razdo massa molecular/carga (m/z) na faixa de 200-
2000 g/mol.

4.4 Estrutura dos Peptideos

As analises de dicroismo circular foram realizadas em um espectropolarimetro
Jasco J-715, em celas de 1,0 mm de caminho éptico com 6 varreduras por espectro
com tempo de integracdo de 3 s por ponto. Para todos os experimentos a leitura foi
feita a cada 0,5 nm. Neste estudo foram preparadas solucbes estoques dos
diferentes compostos em agua, para posterior diluicdo a 10 ymol/L em tampao PBS,
pH 7,2. Os experimentos foram realizados em solucdo PBS e em vesiculas contendo
POPC:POPS (9:1; m:m).
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O caélculo da helipticidade molar [©], utilizado para converter os dados
coletados inicialmente em milidegree, foi realizado utilizando a seguinte formula
(CASALLANOVO et al., 2006).

O] = valor (em milidegree)

10 x £ x [peptideo] x n°de aa

Onde no numerador € inserido o valor obtido em milidegree pelo
equipamento, £ é o caminho Optico utilizado na cubeta (0,1 cm), [peptideo] é a
concentracio de peptideo usada no experimento em mol.L™ e n° é a quantidade de
residuos de aminoacidos presentes na molécula.

A porcentagem de q-hélice (fy) presente nos peptideos foi estimada de acordo
com Chen et al., (1974), utilizando-se a equagéo:

(61222 _ (fH _%)-[9]00

Onde [©]22; € a elipticidade observada no comprimento de onda de 222 nm, i
€ 0 numero de segmentos helicoidais (considerando 1 para esse peptideo), k € uma
constante dependente do comprimento de onda (2,57), n € o namero total de
residuos e [O]. a elipticidade residual maxima para uma hélice de tamanho infinito (-
39.500 deg.cm?.dmol™) (CHEN et al., 1974).

4.5 Interacdo com Membranas e Possivel Mecanismo de Acéo

Uma das metodologias experimentais mais utilizadas para estudar interacao
de peptideos com membranas € a espectrometria de fluorescéncia (LAKOWICZ,
1983). A fluorescéncia ocorre quando ha emisséo de energia na forma de luz apés
absorcao pelos fluoréforos. A emissédo de radiacdo eletromagnética ocorre a partir
das transicdes eletrénicas entre os estados excitados e estado fundamental, ou seja,
guando o estado excitado singleto (S;) decai para o estado singleto fundamental (Sy)
(CRUSCA, 2010).



34

Os fluoréforos podem ser do tipo intrinsecos (contidos nas macromoléculas)
e/ou extrinsecos (adicionados ao sistema). Geralmente para este tipo de estudo com
macromoléculas séo utilizados os fluoroforos intrinsecos, triptofano e tirosina. A
fenilalanina quase ndo € utlizada, pois possui baixo rendimento quéantico. A
interacdo das moléculas com o meio pode alterar a energia do estado excitado e,
como resultado a frequéncia de emisséo, pois a fluorescéncia do residuo é sensivel
a polaridade do ambiente.

Visando obter informacdes a respeito da interacdo dos peptideos com
miméticos de membrana e seu mecanismo de acao, LUVs de POPS/POPC (9/1;
m/m) foram confeccionadas contendo carboxifluoresceina (CF) em seu interior.

Os lipideos 1-palmitoil-2-oleoil-fosfatidilserina (POPS) e 1-palmitoil-2-oleoil-sn-
glicero-3-fosfocolina (POPC) foram pesados na propor¢cédo POPS/POPC (9/1; m/m) e
dissolvidos em uma solucdo de cloroférmio-metanol (4:1,v:v). Posteriormente, a
solugéo foi evaporada em N, até formar um filme fino aderido na parede do tubo.
Esse filme foi mantido sob vacuo durante 12 h para eliminagéo total dos solventes.
Posteriormente, o filme foi hidratado com uma solucéo de carboxifluoresceina (CF)
50 mM em tampé&o PBS 0,1 M, pH 7,2 formando vesiculas multilamelares (MLVS).
Durante uma hora, o filme foi submetido repetidamente a banho de 60°C, vortex e
ultrassom, para que as camadas fossem quebradas e o tamanho das vesiculas
diminuidas. Para obter as vesiculas unilamelares grandes (LUVS), as MLVs foram
passadas por um extrusor contendo um filtro de policarbonato com poros de 100 nm
de diametro (Avanti Polar Lipids). Para a homogeneizacdo do tamanho das
vesiculas foram realizados 20 ciclos de extrusdo. A solucdo obtida foi posteriormente
aplicada em uma coluna de exclusdo molecular com resina Sephadex G20 para
separacao da CF ndo encapsulada. A acdo dos compostos sobre estas vesiculas foi
acompanhada pela liberacdo do fluor6foro em um espectrofluorimetro Cary Eclipse
VARIAN, com comprimentos de onda ajustados em 492 nm e 517 nm, para a
excitacao e emissao, respectivamente.

O valor de 100% de permeabilizacdo foi obtido pela adi¢cdo do Triton X-100, o
gual provoca a dissolucéo total das vesiculas e a liberacdo da CF. As andlises foram
realizadas em triplicada a temperatura ambiente. Devido a instabilidade das

vesiculas, a suspensao de LUVs foi usada no mesmo dia (ROUSER et al., 1970).
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4.6 Ensaios Biolégicos

4.6.1 Cultura Celular

As andlises foram realizadas no Laboratério de Estudos Gendmicos da
UNESP (IBILCE) de S.J. do Rio Preto sob responsabilidade da Profa. Paula Rahal.

Células de carcinoma de mama humano (MCF-7) e queratindcitos nao
tumorais imortalizados (HaCat) foram mantidos em DMEM (Dulbecco's Modified
Eagle Medium) suplementado com 10% (v/v) de soro fetal bovino, 1x de
aminoacidos nao essenciais, 100 U/mL de penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina
em garrafas de culturas plasticas a 37 °C em atmosfera de 5% de CO..

4.6.2 Viabilidade Celular

As linhagens celulares MCF-7 e HaCat (5x10°células/poco) foram
adicionadas em placas de 96-pocos e incubadas por 24 h antes do tratamento com
0s compostos: sitio de clivagem-DLA, melitina e peptideo completo. Apds o periodo
de incubacao, os sobrenadantes foram substituidos por 100 yuL de meio de cultura
DEMEM suplementado com peptideos em concentracbes de 0,100 mg/mL —
0,003125 mg/mL. Os efeitos dos compostos nas células foram determinados apés
24 h, 48 h e 72h de incubacéo. Apds o tempo determinado, os sobrenadantes foram
removidos e uma solucdo de 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide (MTT; 100,0 uL) foi adicionada em cada pogo e a placa incubada durante
30 min a 37°C. ApOs incubacdo com MTT os cristais formados foram solubilizados
com 100 pL de DMSO (Dimetil sulfoxido) e a absorbancia medida a 570 nm (Batista
et al 2014).

4.7 Interacdo do Soro Albumina Humana

Os espectros de fluorescéncia do estudo de interacdo dos peptideos com a
proteina HSA foram registrados no equipamento Espectrofluorimetro Fluorolog-3
FL3-122 da Horiba Jobin Yvon. Os espectros de emisséao foram obtidos entre 320 e
500 nm, utilizando 295 nm como comprimento de onda de excitagao (triptofano) na

temperatura de 25 °C. Pelos espectros de fluorescéncia sdo obtidas informacdes a
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respeito das interacdes peptideos-proteina, os quais foram testados na quantidade
de 6,0 x 10 mol interagindo com HSA (Sigma-Aldrich) na proporcdo 1:4 em um
volume final de 600 pL durante 30 min.

4.7 Experimentos de Cromatografia Liquida de Alta Performance (CLAE)/ ou

Estudo de Degradacédo dos Peptideos no Plasma Sanguineo.

Para avaliar a estabilidade dos peptideos, esses foram incubados em plasma
humano e a soluc¢do final avaliada por cromatografia liquida de alta performance em
fase reversa (CLAE) com coluna C18. O fluxo utilizado foi de 1 mL/min em um
programa 5-95 % solvente B (0,045% de TFA em acetonitrila) em 20 minutos.

As amostras contendo os peptideos na concentracéo de 25 uM foram diluidas
em uma solucdo (1500 pL) contendo 25 % de plasma sanguineo heparinizado
diluido em tampéao PBS (pH 7,2) e incubadas a 37 °C (NGUYEN et al., 2010).
Aliquotas de 200 uL foram coletadas nos seguintes tempos: 0; 0,5; 1; 3; 6 e 24 h.
Para avaliar a degradacédo das moléculas testadas, foi feita uma comparacao entre
as areas dos picos correspondentes a cada peptideo incubado em plasma
sanguineo no tempo 0, em relacdo a area dos picos dos peptideos incubados com o

plasma sanguineo nos diferentes intervalos de tempo.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Sintese de Peptideo

5.1.1 Peptideo WQRPSSW (DLA)

A sintese foi realizada em fase sélida utilizando a resina Rink Amida. A tabela
3 mostra as condi¢cbes que foram utilizadas na sintese. A quantidade de resina
pesada inicialmente foi determinada pelo seguinte calculo: escala adotada (0,8
mmol)/grau de substituicao (0,52 mmol/g).

Os reagentes de acoplamento utilizados foram HOBT/DIC. Para determinar a
guantidade de HOBT necesséria multiplicou-se sua massa molar pela escala e pelo
excesso da sintese (153,13 g/mol x 0,8 mmol x 2 vezes) resultando em 245 mg.

Para o DIC, a massa obtida foi transformada em volume.

Tabela 3 - Condicdes utilizadas para a sintese do peptideo WQRPSSW.

Massa Molar = 945 g/mol Massa Inicial = 1560 mg
Escala = 0,8 mmol Massa Final = 3920 mg
Excesso =2 Ganho de Massa = 2360 mg
MuosT = 245 mg Vpic = 250 pL

Fonte: Autora do trabalho

Ao final da primeira sintese, obteve-se uma massa de 3920 mg de resina,
sendo assim, houve um ganho de massa de 2360 mg.

Foi realizada uma microclivagem para avaliar que o peptideo havia sido
sintetizado com sucesso. Para isso 2 mL de solucdo de clivagem contendo 95% de
TFA; 2,5% de agua; 2,5% de TIS, foi colocada em uma pequena quantidade de
resina e deixou-se em agitacdo por duas horas. Foi adicionado éter gelado para que
o peptideo fosse precipitado e o sobrenadante foi guardado como precaucdo. Ao
final, o peptideo foi dissolvido com uma solucdo 50% A (0,045% de TFA em agua
ultrapura) e 50% B (0,036% de TFA em acetonitrila) e centrifugado para separar a
resina.

Obteve-se uma massa de 26 mg do peptideo bruto. O perfil cromatografico do

material obtido est4 apresentado na figura 5. A espectrometria de massas confirmou
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a obtencéo do material esperado com massa molar 945 g/mol (MM/z = 945 para Z =

1 e 473,2 para Z=2), como mostra a figura 6.

Figura 5 - Perfil cromatografico do peptideo — DLA bruto.
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Fonte: Autora do trabalho.

Figura 6 - Espectro de massas referente ao peptideo bruto — DLA
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5.1.2 Peptideo RQKRSLGG-WQRPSSW

ApGs a caracterizacdo do peptideo acima, continuou-se a sintese para a
obtencdo do peptideo contendo a sequéncia correspondente ao DLA e o sitio de
clivagem enzimatico (RQKRSLGG-WQRPSSW). A tabela 4 mostra as condi¢cdes

experimentais que foram utilizadas nesta sintese.

Tabela 4 - Condi¢@es utilizadas para a sintese do peptideo WQRPSSW.

Massa Molar = 1828,05 g/mol Massa Inicial = 882 mg
Escala = 0,4 mmol Massa Final = 1650 mg
Excesso =3 Ganho de Massa = 770 mg
Muost = 183,7 mg Vpic= 190 pL

Fonte: Autora do trabalho.

Apos a sintese, uma pequena aliquota da peptidil-resina utilizada foi clivada e
a massa do peptideo bruto obtido foi de 34 mg. O perfil cromatografico do peptideo
bruto obtido esta apresentado na figura 7, sendo que o peptideo de interesse possuli
tempo de retencdo de 11,0 min. Apdés a purificacao, obteve-se uma massa de 6,5 mg
de peptideo, com grau de pureza de 99,7%, de acordo com o perfil cromatografico
mostrado na figura 8. A analise por LC-MS (cromatografia liquida acoplada a
espectrometro de massas) apresentou a massa molar do peptideo esperado de
1828,05 g/mol (MM/z = 610,7 para Z = 3) como mostra a figura 9.



Figura 7 - Perfil cromatogréfico do peptideo Sitio de Clivagem-DLA bruto.
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Figura 8 - Perfil cromatogréfico do peptideo Sitio de Clivagem-DLA puro.
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Figura 9 - Espectro de massas referente ao peptideo bruto Sitio de Clivagem-DLA.
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Fonte: Autora do trabalho.

5.1.3 Peptideo melitina-sitio de clivagem-DLA

A sintese do peptideo contendo o composto ativo foi desenvolvida por meio
da sintese da Melitina (GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ) na peptidil-resina
obtida acima, seguindo os protocolos basicos da Sintese de Peptideos em Fase
Sélida (SPFS).

Nessa etapa foi utilizado inicialmente um excesso de Fmoc-aminoacidos e
agentes de acoplamento de 4 vezes em relacdo ao numero tedrico de sitios reativos

existentes na resina (Tabela 5).

Tabela 5 - Condicdes utilizadas para a sintese do peptideo GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ-
Sitio de Clivagem-DLA.

Massa Molar = 4657,5 g/mol Massa Inicial = 700 mg
Escala = 0,2 mmol Massa Final = 895 mg
Excesso =4 Ganho de Massa = 195 mg
MuposT= 61 € 122 mg Vpic=70 e 140 pL

Fonte: Autora do trabalho

Apbs a clivagem de 446 mg de resina, obteve-se 137,1 mg do peptideo bruto.
A figura 10 mostra o perfil cromatogréafico do peptideo obtido.
Esta sintese ndo apresentou um bom resultado, pois a massa molar tedrica

(4674,51 g/mol) ndo foi observada no espectro de massas (Figura 11). O material
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obtido mostrou massa molar de 4376 g/mol (MM/z = 876,2 para Z = 5), conforme
indicado na figura 11.

O alto grau de substituicdo e a baixa solvatacdo da resina (Rink Amida)
foram, provavelmente, os motivos dos baixos rendimentos nos sucessivos

acoplamentos e desprote¢des, impedindo assim a obtencao do peptideo desejado.

Figura 10 - Perfil cromatografico da sintese do conjugado de Melitina.
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Fonte: Autora do trabalho.

Figura 11 - Espectro de massas referente ao material bruto obtido na sintese do peptideo contendo a
melitina.
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5.1.4 Segunda sintese do peptideo RQKRSLGG-WQRPSSW (SCL-DLA)

Os acoplamentos dos Fmoc-aminoacidos durante a primeira sintese descrita
acima (Sitio de Clivagem-DLA) na resina Rink Amida foram dificultosos depois dos
primeiros residuos; sendo necessarias varias etapas de acoplamento. Para tentar
resolver este problema, buscou-se encontrar uma resina que permitisse uma melhor
solvatacdo dos gréos de resina e consequentemente favorecesse a reacdo de
acoplamento.

Dessa forma, sintetizou-se o DLA e o sitio de Clivagem (RQKRSLGG-
WQRPSSW) na resina PEG de grau de substituicdo de 0,23 mmol/g, menor que a
resina Rink Amida anteriormente utilizada (0,52 mmol), na tentativa de contornar os
problemas de sintese. O menor grau de substituicdo da resina PEG em relagédo a
Rink-amida aumenta a distancia entre as cadeias peptidicas, o que dificulta a
agregacao entre as cadeias peptidicas no interior do grado de resina (CILLI et al.,
1996; CILLI et al., 1999; MALAVOLTA et al., 2002). A PEG resina também apresenta
maior solvatacdo, promovendo o mesmo efeito acima.

Para otimizar ainda mais o rendimento, a sintese foi feita na escala 0,2 mmol
e utilizou-se excesso de quatro vezes em relacdo a escala inicial (2 vezes
anteriormente) com os agentes de acoplamento HBTU e NMM (n-metilmorfolina) em
DMF (método mais eficiente que o DIC/HOBL utilizado na primeira sintese), conforme

indicado na tabela 6.

Tabela 6 - Condicdes utilizadas para a sintese do peptideo (RQKRSLGG-WQRPSSW).

Massa Molar = 1828,05 g/mol Massa Inicial = 900 mg
Escala = 0,2 mmol Massa Final = 1970 mg
Excesso =4 Ganho de Massa = 1070 mg
MugTu = 303,4 mg NMM = 0,4 molar

Fonte: Autora do trabalho

Ap6s a obtencdo do peptideo Sitio de Clivagem-DLA, fez-se uma
microclivagem da peptidil-resina obtida para avaliagcdo do seu perfil cromatogréfico,

figura 12, e de sua massa molar. O espectro de massas correspondeu a massa
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molar desejada de 1828,05 g/mol (MM/z = 610,3 para Z = 3), conforme indicado na
figura 13. Podemos destacar que o perfil cromatogréfico obtido apresentou o
material desejado com maior grau de pureza que o da primeira sintese. Este dado

mostrou que, a sintese utilizando a resina PEG foi mais eficiente.

Figura 12 - Perfil cromatografico do peptideo bruto referente ao sitio de clivagem-DLA.
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Figura 13 - Espectro de massas referente ao peptideo Sitio de clivagem-DLA.
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5.1.5 Melitina-sitio de clivagem-DLA

A sintese do peptideo contendo a melitina foi desenvolvida novamente a partir
da peptidil resina contendo o sitio de clivagem-DLA. A sintese foi realizada
utilizando-se excesso de cinco vezes com o0s agentes de acoplamento HBTU e NMM
(n-metilmorfolina) em DMF, conforme indicado na tabela 7.

Tabela 7 - Condicdes utilizadas para a sintese do peptideo GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ-
Sitio de Clivagem—DLA

Massa Molar = 4657,5 g/mol Massa Inicial = 555 mg
Escala = 0,1mmol Massa Final = 950 mg
Excesso =5 Ganho de Massa =395 mg

MugTu = 189,6 mg

Fonte: Autora do trabalho

Apos a clivagem de 475 mg de resina, obteve-se 49 mg do peptideo bruto. A
figura 14 corresponde ao perfil cromatografico do peptideo completo contendo
melitina. Podemos observar a presenca de um pico principal, mostrando a alta
homogeneidade da amostra.

A massa molar obtida no espectro de massas do pico majoritario foi igual a
tedrica de 4657,5 g/mol (MM/z = 777,2 para Z = 6), conforme mostrado na figura 15.

Atribuimos a diminuicdo do grau de substituicdo e a alta solvatacdo da resina

PEG os motivos para obtencéo do peptideo desejado.
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Figura 14 - Perfil cromatografico do peptideo bruto melitina acoplado ao Sitio de clivagem-DLA, com
tempo de retengdo de 16,0 min.
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Fonte: Autora do trabalho.

Figura 15 - Espectro de massas referente ao peptideo puro referente a melitina- sitio de clivagem e
DLA.
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Fonte: Autora do trabalho.

O peptideo bruto foi purificado por cromatografia liquida de alta eficiéncia,
obtendo-se o peptideo com alto teor de pureza (Figura 16).
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Figura 16 - Perfil cromatogréafico do peptideo puro melitina acoplado ao Sitio de clivagem-DLA, com

tempo de retencdo de 16,3 min.
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Fonte: Autora do trabalho.

Desta forma, através da sintese de peptideos em fase solida foi possivel

sintetizar satisfatoriamente o peptideo melitina-sitio de clivagem-DLA.

5.1.6 Peptideo melitina

Para avaliar a influéncia do sitio de clivagem-DLA na atividade da melitina, o

peptideo melitina foi sintetizado. A sintese da melitina foi desenvolvida manualmente

com a resina Rink Amida utilizando as condi¢Ges descritas na tabela 8.

Tabela 8 - Condicdes utilizadas para a sintese do peptideo (GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ).

Massa Molar = 2846,46 g/mol

Massa Inicial = 380 mg

Escala = 0,2 mmol
Excesso =3

Muost = 91,8 mg

Massa Final = 930 mg
Ganho de Massa = 550 mg
VDIC = 94[.1'_

Fonte: Autora do trabalho

Ao final da sintese, obteve-se uma massa de 930 mg de peptidil resina, houve

um ganho de massa de 550 mg. Uma clivagem de 500 mg foi realizada. Para isso
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utilizou-se uma solugcéo de 5 mL de solucdo: TFA/H,O/TIS (4,5 mL: 0,25 mL: 0,25
mL). A massa do peptideo bruto obtida apds a clivagem foi de 182 mg.

O perfil cromatogréafico do peptideo bruto esta apresentado na figura 17,
sendo que o peptideo de interesse possui tempo de retencdo de 19,0 min.

Figura 17 - Perfil cromatogréafico do peptideo melitina.
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Fonte: Autora do trabalho.

Apenas 60 mg do peptideo bruto foram purificadas em CLAE utilizando uma
coluna semipreparativa com um programa de 30 a 70% de solvente B em 120 min.
As fracfes obtidas foram analisadas em um CLAE analitico, programa de 5 a 95%
de B em 90 minutos (Figura 18). Apos analise foram obtidos 25,1 mg do peptideo de
interesse com uma pureza de 99,4%, como pode ser visto na figura 18. A
espectrometria de massas confirmou a massa molar do peptideo de interesse, que é
de 2846,46 g/mol (MM/z = 712,8 para Z = 4), conforme indicado na figura 19.
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Figura 18 - Perfil cromatogréafico do peptideo melitina puro, com tempo de retencao de 19,0 minutos.
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Figura 19 - Espectro de massas referente & melitina.
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Fonte: Autora do trabalho.

5.2 Dicroismo Circular

Entre os diferentes mecanismos de ag¢do dos PATs que agem sobre a

membrana das células eucariéticas, hd um ponto em comum a grande parte deles: a
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formacdo de uma estrutura tipo a-hélice anfipatica quando em contato com
membranas biolégicas ou miméticas (FREIRE et al., 2015). Assim, a andlise por
dicroismo circular (CD) contribui com informacdes importantes a respeito da
estrutura dessas moléculas.

O CD é uma técnica espectroscopica que possibilita classificar e quantificar
os tipos de estruturas secundarias presentes em moléculas opticamente ativas,
como proteinas e peptideos (AVITABILE et al., 2014).

Para avaliar a influéncia da ligacao do sitio de clivagem-DLA na estrutura da
melitina, a avaliagéo estrutural por dicroismo circular foi realizada.

Os resultados, apresentados na figura 20, revelaram que em solugédo tampéo
e em vesiculas de POPS/POPC o peptideo sitio de clivagem-DLA nao apresenta
estrutura, possuindo um pico em torno de 200 nm caracteristico de “random coil”.
Esta composicao lipidica foi utilizada para mimetizar a membrana plasméatica de
células normais e tumorais, sendo que POPS apresenta carga negativa. Os
peptideos melitina e o peptideo completo apresentaram uma estrutura praticamente
desorganizada, mas com um pequeno componente de a-hélice em solucdo tampéao.

Em presenca de vesiculas contendo POPC:POPS o0s dois compostos
contendo a melitina se estruturaram. No entanto, o peptideo melitina apresentou
uma estrutura praticamente em a-hélice, com bandas negativas em 208 e 222 nm e
positiva em torno de 195 nm. O peptideo completo apresentou uma mistura de
componentes, principalmente em a-hélice, como pode ser evidenciado pela banda
em 222 nm.

Os teores de alfa hélice calculados foram 99% e 69%, respectivamente para a
melitina e para o peptideo completo (Tabela 9). No entanto, o nimero de residuos
de aminoéacidos nesta estrutura para a melitina (0,99 x 26 = 26) é igual ao do
peptideo completo (0,69 x 41 = 28), nos levando a supor que a regido com a

estrutura em alfa hélice é a mesma para os dois peptideos.

Tabela 9 - Porcentagem de g-hélice dos peptideos obtidos em POPC:POPS (9:1).

MELITINA MELITINA- SCL-DLA
POPC:POPS 99% 69%
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Figura 20 - Espectros de CD dos peptideos sitio de clivagem-DLA, melitina, melitina- sitio de
clivagem-DLA em solucédo tampéo de PBS e em vesiculas lipidicas de POPC/POPS.

Sitio de clivagem-DLA Melitina

_ — PBS
807 — POPCPOPS

— PBS
— POPC:POPS 40

— PBS
— POPC:POPS

Melitina-sitio de clivagem-DLA

Fonte: Autora do trabalho.

Através da analise da sequéncia dos peptideos no diagrama de projecao
(ARMSTRONG; ZIDOVETZKI, 2017) utilizado para ilustrar a conformacédo em alfa
hélice, foi possivel comparar a natureza anfipatica das conformacdes secundarias
dos peptideos melitina e sitio de clivagem-DLA (figura 21). A estrutura da melitina
(figura 21a) apresenta uma anfipaticidade bem definida, com excecédo da regido C-
terminal, visto que, de um lado concentraram-se mais residuos hidrofébicos e de
outro, residuos hidrofilicos. O peptideo sitio de clivagem-DLA ndo apresenta uma

anfipaticidade bem definida, dificultando a estruturacéo.
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Figura 21 - Projecéo helicoidal dos peptideos melitina e sitio de Clivagem-DLA. Residuos
hidrofobicos sdo os losangos verdes, residuos polares nao carregados juntamente com a Gly sao
representados pelos circulos e os residuos catiénicos os pentagonos.
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Fonte: Autora do trabalho.

5.3 Ensaio de Permeabilizacéo

LUVs (vesiculas unilamelares grandes) contendo um fluoréforo
(carboxifluoresceina) tém sido utilizadas para estudar a seletividade e o mecanismo
de acao de PATSs.

A capacidade de um determinado peptideo formar poros ou solubilizar a
membrana pode ser estudada utilizando LUVs que possuem os principais lipideos
que constituem as membranas eucaridticas e de células tumorais (ESCRIBA et al.,
2015). Um aumento gradual da permeabilizacdo conforme o incremento da
concentracdo de peptideo pode significar que o mecanismo encontrado € o de
formacédo de poros.

A formacdo de poros ou a acdo detergente dos peptideos pode ser
determinada se ocorrer a fuga do contetdo fluorescente das vesiculas (POLOZOV

et al.,, 1997). A liberacdo da carboxifluoresceina com o crescente aumento da
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fluorescéncia do meio indica a acdo dos peptideos sobre as membranas (CESPEDE
et al., 2012).

Assim, esse teste pode possibilitar informacfes sobre a interacao peptideo-
lipideo, especificamente no que se refere a seletividade e ao mecanismo de acao
dos PATSs.

Nos ensaios (Figura 22), os trés peptideos foram capazes de permeabilizar as
vesiculas lipidicas, no entanto, o peptideo sitio de clivagem-DLA (figura 22a)
apresentou 0%, 13% e 23% de liberagdo de CF, respectivamente, nas
concentracbes de 0,01, 0,1 e 1 uM. A analise desses dados indica uma baixa
capacidade de permeabilizacdo desse peptideo sobre a membrana. O peptideo
melitina (figura 22b) exibiu porcentagens de 45%, 90%, 90%; e o peptideo completo
(figura 22c) apresentou porcentagens de 35%, 86% e 92%, respectivamente nas
concentragdes 0,01, 0,1 e 1 yM. Assim, os peptideos contendo a sequéncia melitina
tiveram comportamentos parecidos indicando que a ligacédo do peptideo ao sitio de
clivagem-DLA nado afetou a acdo da melitina e que esses atuam nas vesiculas
lipidicas (LEUSCHNER; HANSEL, 2004).

De acordo com Rex (1996) a melitina, em baixas concentracbes, como 0,5
MM, foi responsavel pela formagao de poros em vesiculas constituidas por POPC.
Fato esse, que pode ser comparado com o resultado aqui obtido, onde o peptideo
melitina em pequena concentragcédo (0,01 uM) ja apresentou uma porcentagem de
liberacdo de 45% de carboxifluoresceina, demonstrando assim, um potencial de
formacdo de poros. Estudos indicam que interacdes hidrofébicas, e tambéem

eletrostaticas, estdo envolvidas na ligacéo peptideo-lipideo (LIU et al., 2016).



Figura 22 - Perfis de vazamento de carboxifluoresceina em LUVs (POPC:POPS) em diferentes
concentracdes de peptideos, os quais foram adicionados apés 2 min. Os niveis de fluorescéncia
maximos possiveis foram determinados por adi¢éo do Triton X-100 (9 min).
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Melitina-sitio de clivagem-DLA

c)
100

80 N

60

40

Intensidade (%)

20

| —— 0,01 M
——0,1uM
0 u-u-w—--""’Z ——1uM
0 2 4 6 8 10

Tempo(minutos)

Fonte: Autora do trabalho.

5.4 Ensaios Biologicos

5.4.1 Viabilidade Celular

Para avaliar a atividade biologica dos peptideos obtidos, os compostos
contendo o sitio de clivagem-DLA, o peptideo completo e somente a melitina tiveram
suas atividades avaliadas contra células de cancer de mama (MCF-7) e células néao
tumorais de queratindcitos (HaCaT). O sitio de clivagem-DLA ndo mostrou atividade
antitumoral, ao contrario, proporcionou um aumento na viabilidade celular (figura
23a) dos dois tipos de células. O peptideo litico melitina reduziu a viabilidade celular
das células tumorais a 10% apo6s 48 h de incubacédo (figura 23b) nas concentracdes
de 100 yM a 3,1 uM. A atividade antitumoral do peptideo melitina-sitio de clivagem-
DLA foi similar ao peptideo melitina, com diminuicdo de 90% na viabilidade celular
nas concentracdes de 100 uM a 6,2 uM.

A atividade citotoxica do peptideo completo (figura 23c) em relacédo a melitina
(figura 23b) também foi semelhante contra as células de queratindcitos, porém o
peptideo melitina (figura 23c) mostrou uma reducao da atividade na concentragcao
3,1 uM.

Desta forma, podemos concluir que, a avaliagcdo da atividade antitumoral

citotoxica contra células tumorais (MCF-7) e n&o tumorais (HaCat) indicou que
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ambos os peptideos (figura 23b e c) sdo ativos e similares, com diferenca nas

atividades em 3,1 e 1,7 uM.

Figura 23 - Atividade citotoxica dos compostos sobre células da linhagem MCF-7 e Hacat
(queratindcitos ndo tumorais humanos) com diferentes concentragfes dos peptideos.
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Fonte: Autora do trabalho.

Essa alteracdo na atividade dos dois peptideos pode ser explicada pela
diferenca na composicao lipidica entre as membranas das células tumorais e néo
tumorais, visto que na concentracdo de 1,75 uM o0s peptideos apresentaram uma
alta atividade contra células tumorais e uma baixa atividade contra as células
normais. Enquanto os eritrocitos contém em sua maioria fosfolipidios dipolares
(zwitteribnico) na face externa, as células tumorais apresentam maior quantidade de
fosfatidilserina (lipideo negativo) (RIEDL et al., 2011), desse modo uma maior

atracao pelos peptideos catidnicos.
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A literatura mostra uma correlagao direta entre o conteudo de a-hélice, a
hidrofobicidade e a natureza anfipatica, com a atividade antitumoral (RAN et al.,
2002; CESPEDES et al., 2012). Os dados obtidos neste trabalho mostraram que,
esta relacdo é mantida, os peptideos apresentaram teor de estrutura helicoidal e

atividade similares.

5.5 Interagao peptideo/HSA por meio da Fluorescéncia

Para avaliar a interacdo dos peptideos com a HSA estudos de fluorescéncia
foram realizados. Neste estudo, 6,0 x 10° mol de cada um dos peptideos foram
dissolvidos em 600 uL de tamp&o e incubados com 24 x 10° mol de HSA (1:4)
durante 30 min.

Os espectros obtidos (figura 24) foram tratados e os analisados em funcéo da

intensidade e do comprimento de onda de maxima emissao.

Figura 24 - Espectros obtidos em funcao da intensidade e comprimento de onda de maxima emissao.
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Fonte: Autora do trabalho.

Como pode ser visto na Figura 24, a adicdo de HSA causou um aumento na
intensidade de fluorescéncia, acompanhada por um deslocamento para o azul
(blueshift) na emissdo da fluorescéncia (reducdo do A max de emissao nos

espectros de albumina), indicando uma menor exposi¢cédo dos residuos de triptofano



59

ao solvente e consequentemente, um aumento da hidrofobicidade devido a
mudancas conformacionais durante o processo de interacdo (CHAKRABORTY;
LEDWANI, 2016). A variagdo dos comprimentos de onda de maxima emissdo dos
peptideos esta evidenciada na tabela 10.

Tabela 10 - Variagao dos A maxima emissao dos peptideos antes e apds interagir com HSA no
pH = 7,4; Aexc. = 280 nm.

Sitio de Clivagem-DLA  Melitina Peptideo Completo

A maxima emissao

sem HSA 362 nm 360 nm 361 nm
A maxima emisséao

com HSA 354 nm 351 nm 356 nm

Fonte: Autora do trabalho.

Figura 25 - Tratamento do peptideo [6,0 x 10 mol] sem HSA e com HSA na proporcéo (1:4) apés 30
min de interacao.
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Na figura a: intensidade de emissdo dos peptideos antes e apds interagir com HSA (na proporcéo 1:0
e 1:4) no pH = 7,4; Aexe. = 280 nm.
Fonte: Autora do trabalho

Os espectros de emissao de proteinas sdo muitas vezes sensiveis a estrutura

protéica assim como os fluor6foros sdo sensiveis ao ambiente que circundam,
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podendo haver mudancas nos comprimentos de maxima de emissédo do triptofano
(VIVIAN; CALLIS, 2001).

Em nosso estudo, apds a adicdo da macromolécula HSA, a anisotropia dos
peptideos aumentou e este efeito deve-se a uma menor difusdo rotacional do
complexo peptideo-HSA em comparagdo com a melitina sozinha. Os espectros de
emissdo dos compostos estudados mostram que os residuos de triptofano foram
protegidos contra o solvente aquoso devido a ligacdo com a HSA. Os residuos de
triptofano sédo provavelmente localizado na interface entre as duas moléculas.

Interessante notar que, além da variacdo dos parametros de fluorescéncia,
isto é interagcdo, com o0s peptideos contendo o sitio de ligacdo (DLA), como
esperado, a melitina também apresentou interacdo com a HSA. Outras técnicas
podem ser adotadas para avaliar as mudancas ocorridas devido ao processo de
interacdo, tais como: ressonancia magnética nuclear (RMN), anisotropia de
fluorescéncia, espalhamento de raio-X a baixo angulo (SAXS), quimica
computacional e entre outras (LAKOWICZ, 2006 e CHENG; JIANG; LIU, 2013).
Estas ferramentas sdo Uteis para se estudar a estrutura, cinética de transformacdes
estruturais e interacdes de macromoléculas biolégicas em solugcdo, e também
caracterizar variacdes conformacionais associadas, por exemplo, com rotacdes de

dominios de proteinas.

5.6 Estudos de estabilidade

Para investigar os efeitos da suscetibilidade proteolitica dos peptideos e do
efeito protetor que eventualmente a HSA estaria promovendo, os peptideos nas
concentragcfes de 25 uM foram incubados em plasma humano a 37 °C e a solucéo
obtida foi analisada por CLAE em diferentes tempos.

Os cromatogramas obtidos na incubacdo da melitina e do peptideo completo
sdo mostrados na figura 26, mostrando o desaparecimento dos picos dos peptideos
com o tempo.

A figura 27 exibe a variacao das areas dos picos dos dois peptideos avaliados
em funcdo do tempo: melitina e peptideo completo. Diferentemente do esperado, o

composto melitina mostrou uma maior estabilidade.



Figura 26 - Perfis cromatograficos dos peptideos incubados em soro. a) melitina; b) peptideo
completo.
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Fonte: Autora do trabalho.
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Figura 27 - Estabilidade dos peptideos melitina e peptideo completo diluidos no plasma humano em

fung&o do tempo.
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Fonte: Autora do trabalho.

A hipoétese inicial era que a pequena sequéncia peptidica DLA se ligasse a
albumina conferindo maior tempo de vida a melitina. No entanto, atribuimos a
degradacdo do peptideo completo, ao espacador colocado entre esta sequéncia e a

melitina, o que impede o efeito protetor da HSA. A estabilidade maior da melitina

Tempo (hora)

pode ser explicado pela interagcdo dessa com a HSA observada anteriormente nos

estudos de fluorescéncia.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O peptideo melitina (GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ) e o peptideo
completo  (GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ-RQKRSLGG-WQRPSSW) foram
sintetizados satisfatoriamente por meio da técnica de sintese em fase sélida; bem
como o peptideo que corresponde ao sitio de clivagem enzimética mais a sequéncia
DLA (RQKRSLGG-WQRPSSW) usado como molécula controle.

Os peptideos melitina e melitina-sitio de clivagem-DLA apresentaram alta
atividade citotoxica contra células de cancer de mama, causando 90% de morte nas
concentracbes de 100-1,75 uM. Desta forma, os dois peptideos contendo a
sequéncia melitina foram ativos nas células tumorais (MCF-7), porém toxicos nas
células ndo tumorais (HaCat). Estes dados de viabilidade celular mostraram que o
potencial tumoral e toxico da melitina ndo foi prejudicado pela ligacdo ao sitio de
clivagem-DLA.

Os dados de permeabilizacdo de vesiculas indicam que a formacgéo de poros
ou o rompimento da bicamada lipidica sdo possiveis mecanismos de acdo desses
compostos sobre os eritrocitos.

De acordo com os dados de fluorescéncia todos os peptideos (sitio de
clivagem-DLA; melitina e peptideo completo) interagiram com HSA. Isso foi
concluido a partir do aumento da intensidade de fluorescéncia e um deslocamento
no azul no comprimento de onda maximo de emisséao.

Através dos ensaios de estabilidade dos peptideos no plasma sanguineo foi
possivel comparar os diferentes perfis de degradacdo. Nestes estudos o peptideo
melitina apresentou maior estabilidade, ao contrario do esperado.

Os dados obtidos mostraram que, a estratégia utilizada para o aumento da

estabilidade da melitina ndo é adequada.
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