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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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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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