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RESUMO

Schwartz, MF. Desenho racional de novos peptideos antiepilépticos
bioinspirados da Occidentalina visando a otimizac&o do perfil farmacocinético.
Dissertacdo de mestrado — Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncias da Saude.
Instituto de Ciéncias Bioldgicas, Universidade de Brasilia, 2020.

O desenvolvimento de novos peptideos terapéuticos representa uma area em
crescimento na industria farmacéutica. A alta seletividade caracteristica de peptideos
terapéuticos os torna candidatos interessantes a farmacos potentes e com baixa
toxicidade associada. Contudo, peptideos apresentam um perfil farmacocinético
intrinseco precario na maioria das vezes, principalmente devido a alta suscetibilidade
a degradacao enziméatica e baixa biodisponibilidade oral, resultando em valores de
meia-vida baixos. Nas ultimas décadas, o constante avanco na area de quimica
medicinal possibilitou o desenvolvimento de estratégias ja bem estabelecidas para a
otimizacdo do perfil farmacocinético de peptideos terapéuticos. Pesquisas
demonstraram que um peptideo isolado da vespa Polybia occidentalis, denominado
Occidentalina-1202, foi capaz de proteger roedores contra crises induzidas por acido
cainico. Até a elaboracdo desse trabalho, estudos farmacocinéticos do peptideo
Occidentalina ndo haviam sido realizados. Com base nisso, o objetivo desse trabalho
foi desenhar um peptideo analogo semi-ciclico da Occidentalina, denominado
cOccidentalina[5-9], visando otimizacdo do perfil farmacocinético, principalmente na
protecdo contra acéo proteolitica. O perfil de degradacéo dos peptideos Occidentalina
e cOccidentalina[5-9] foi avaliado por meio de um ensaio de estabilidade em soro.
Para quantificacdo dos peptideos em amostras contendo soro, foi utilizado um método
padronizado de precipitacdo para extracdo das proteinas, seguido da analise e
guantificacdo por cromatografia liquida reversa (HPLC) e espectrometria de massas
(MS) para identificacdo dos metabdlitos resultantes da degradacdo. Apesar do
desenho visando otimizacdo do perfil farmacocinético, a ciclizacdo da regido C-
terminal por ligacdo dissulfeto entre os residuos 5 e 9 do analogo da Occidentalina
resultou em um perfil de estabilidade em soro inferior ao peptideo original, além da
perda significativa do efeito anticonvulsivante.

Palavras-chave: Peptideos terapéuticos, quimica medicinal, farmacocinética,
Occidentalina, estabilidade.



ABSTRACT

Schwartz, MF. Medicinal chemistry efforts to optimize Occidentalina’s half-life
by development of the semi-cyclic analog cOccidentalina[5-9]. Master
dissertation — Programa de Pés-Graduacédo em Ciéncias da Saude, Instituto de
Ciéncias Bioldgicas, Universidade de Brasilia, 2020.

There is an increased interest in peptides in pharmaceutical development. Given their
attractive specificity profile, peptides represent an exceptional starting point for the
development of new potent drugs with little to no side effects. However, peptides often
have poor metabolic stability and low bioavailability profiles, leading to sub-optimal
half-life values. Over the last decades, the development of new medicinal chemistry
techniques enabled the optimization of therapeutic peptides by improving their
pharmacokinetic profiles. Previous studies on the Occidentalina peptide, isolated from
the social wasp Polybia occidentalis venom, showed its potent anticonvulsant effect in
animal models of epilepsy. Prior to this work, the pharmacokinetic profile of the peptide
has not been studied. On this work, a semi-cyclic Occidentalina analog was created,
cOccidentalina[5-9], aimed at the optimization of the pharmacokinetic profile of the lead
peptide, mainly through decreasing its susceptibility to proteolytic degradation. The
stability in the serum of the peptides, Occidentalina and cOccidentalina[5-9], were
evaluated. The quantitation of the peptides Occidentalina and cOccidentalina at the
biological matrix was achieved by precipitation of the proteins of the samples by
acetonitrile prior to liquid chromatography and mass spectrometry analysis and
identification of the metabolites. The anticonvulsant properties of the analog were
assessed by the kainic acid animal model of acute epilepsy. The semi-cyclisation of
the lead peptide Occidentalina resulted in a decreased value of half-life and loss of the
anticonvulsant effect.

Keywords: Therapeutic peptides, medicinal chemistry, stability.
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1. INTRODUCAO

1.1 Peptideos terapéuticos

O uso de peptideos como farmacos representa um pequeno nicho na industria
farmacéutica, dominada majoritariamente por farmacos pequenos e “bioldgicos”.
Peptideos, neste trabalho, foram definidos de forma arbitrdria como moléculas
compostas de 1 a 70 residuos aminodcidos por ligacdes peptidicas, enquanto
farmacos biolégicos correspondem ao grupo de anticorpos recombinantes e proteinas,
e farmacos pequenos correspondem ao restante de farmacos néo proteicos com peso

molecular menor ou igual a 500 Da.

Para melhor entendimento do potencial de peptideos no desenvolvimento de
novos farmacos, é interessante a realizacdo de uma comparagdo com 0S outros
grupos que competem pelo interesse da industria farmacéutica. Enquanto os
farmacos pequenos possuem um perfil farmacocinético mais desejado, os peptideos
apresentam um perfil inerente de ADME (absorcéo, distribuicdo, metabolismo e
excrecdo) muitas vezes indesejavel. Contudo, farmacos pequenos estao geralmente
associados a toxicidade resultante de ligacdes inespecificas, desvantagem incomum
no uso de peptideos. Ja quando comparados aos anticorpos terapéuticos, 0s
peptideos perdem no quesito seletividade e poténcia, mas ganham na capacidade de
cruzar membranas presente em alguns, podendo agir em alvos intracelulares, e no
menor custo de producdo. Dessa forma, acredita-se que os peptideos se encontram
no “meio termo” entre os dois gigantes da industria farmacéutica, tornando-os uma
alternativa interessante que abrangem vantagens presentes em pequenos farmacos

e em farmacos bioldgicos (CRAIK et al, 2013).

1.1.1 Histérico do uso de peptideos terapéuticos

Até o final do século 19 e comeco do século 20, a existéncia de horménios
era desconhecida. Acreditava-se que a propagacao da informacéo responsavel pela
execucao de processos fisioldgicos era realizada exclusivamente pela transmisséo de
impulsos elétricos pelo sistema nervoso. Em 1902, o grupo de Bayliss e Starling
realizou um estudo que mostrou o papel de uma substancia encontrada no jejuno, até
entdo desconhecida, na estimulacdo da secrecdo de suco pancreético. Tal descoberta

inédita evidenciou a capacidade de uma substancia exercer um papel importante em
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um processo bioldgico. A substancia em questdo foi denominada “secretina”, de
secregao, e o termo “horménio” atribuido a estas substancias foi originado alguns
anos depois. A determinacdo da sequéncia e o isolamento da secretina sé foi possivel
apos aproximadamente seis décadas da sua descoberta. Naquela época, o0s
processos de elucidacado da sequéncia dos residuos de aminoacidos e isolamento de
um novo peptideo eram precedidos de décadas de estudos por varios grupos de
pesquisa (T. WIELAND et al, 1991).

Também no comeco do do século 20, o termo “peptideo” foi criado por Fischer
e Forneau em conjunto com a realizacdo e descricao da primeira sintese quimica de
um peptideo, o dipeptideo glicilglicina. O trabalho desses pesquisadores representa
um importante marco no estudo de peptideos. Até entéo, acreditava-se impossivel a
sintese de moléculas complexas contendo mais de um residuo de aminoéacido. Tal
estudo atraiu a atencdo da comunidade cientifica para a importancia das proteinas e
peptideos, e Fischer recebeu o prémio Nobel de Quimica em 1902 (T. WIELAND et
al, 1991).

A insulina é considerada por muitos a precursora dos peptideos terapéuticos.
O mérito atribuido a insulina é justificavel, principalmente em virtude da dificuldade
gue o isolamento de um peptideo com 51 residuos representava naquela época. Em
1922, McLeod, Banting e Best conseguiram isolar o horménio em sua forma sélida.
Esse grande avanco cientifico so6 foi possivel devido ao desenvolvimento de uma nova
técnica de extracdo da insulina presente nas glandulas utilizando etanol acidificado.
Em meios acidos, as enzimas proteoliticas tripsina e quimiotripsina deixam de exercer
acao hidrolitica necessaria para a clivagem das ligacdes peptidicas, impedindo com
gue a insulina seja degradada e possibilitando o isolamento por precipitacdo. (JOHN
et al, 2004).

Em 1923, apenas um ano apos seu isolamento, a insulina tornou-se o primeiro
peptideo terapéutico comercialmente disponivel e McLeod e Banting receberam o
Prémio Nobel em Medicina neste mesmo ano pelo éxito no isolamento e descoberta
do potencial terapéutico do peptideo. A estrutura primaria da insulina sé6 foi elucidada
em 1955, por Sanger e colaboradores. O grupo de Sanger elaborou uma nova
metodologia para separar a molécula, constituida de duas grandes cadeias
interligadas por ligacdes de dissulfeto, em fragmentos menores, facilitando a anélise

dos fragmentos peptidicos pequenos resultantes da clivagem. Sanger recebeu o
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Nobel de Quimica em 1958 pela sua contribuicdo na elucidacdo da estrutura de
proteinas, principalmente a da insulina. Simultaneamente ao trabalho de Sanger,
Vincent du Vigneaud e associados elucidaram a sequéncia de residuos de
aminoacidos e realizaram a sintese da vasopressina e da ocitocina, feito que resultou
na concessao do Nobel de Quimica em 1955 (T. WIELAND et al, 1991).

Durante a segunda metade do século 20, as areas da genémica e protedmica
avancaram rapidamente. As técnicas de sintese tornaram-se factiveis para producao
dos peptideos em larga escala, o que resultou na introducdo de outros peptideos no
mercado farmacéutico, além da insulina. Entre eles, vasopressina, ocitocina, ACTH,
calcitonina, octreotido e leuprorrelina, os dois Ultimos peptideos analogos da
somatostatina e gonadorelina, respectivamente (LAU, 2018). Em 1982, a primeira
insulina humana produzida a partir de técnicas de insercdo de DNA recombinante em
bactérias foi introduzida no mercado. Até entdo, o peptideo terapéutico insulina era
isolado do pancreas de cées e bovinos (BEST et al,1962).

Esse grande avanco representou o comeco da era da biologia molecular
aplicada ao desenvolvimento e sintese de novos peptideos terapéuticos,
caracterizada pela maior disponibilidade de técnicas de expressdo de proteinas
recombinantes, novas ferramentas analiticas e técnicas de purificacdo de proteinas
aprimoradas. Além disso, o avanco na area da gendmica possibilitou também a
descoberta e elucidacéo da estrutura molecular de muitos receptores de peptideos
hormonais enddgenos. Tudo isso levou a uma expansao significativa da indastria
farmacéutica e na pesquisa de peptideos, ambas em busca de novos peptideos

seletivos aos receptores recentemente identificados (LAU et al, 2018).

1.1.2 Andlise do mercado atual de peptideos terapéuticos

O rendimento do mercado farmacéutico de peptideos equivale a uma pequena
fracdo das vendas farmacéuticas globais. Em 2015, apenas 6% aproximadamente do
lucro total da industria farmacéutica correspondeu a vendas de farmacos peptidicos

(https://pharmaceuticalcommerce.com/business-and-finance/global-pharma-

spending-will-hit-1-5-trillion-in-2023-says-igvia/.) Apesar da disparidade significativa, a

taxa de crescimento anual do mercado de peptideos (CAGR) prevista até 2024 de

9,1% indica uma expansao promissora no numero de vendas, valor duas vezes maior
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gqgue o CAGR do mercado farmacéutico geral, com previséo de 4%.

(https://www.businesswire.com/news/home/20190102005680/en/). Atualmente,

aproximadamente 100 peptideos ja foram aprovados para uso clinico em todo o

mundo, (https://www.fda.gov/drugs/requlatory-science-action/impact-story-

developing-tools-evaluate-complex-drug-products-peptides) e mais de 400 estdo na

etapa da fase clinica de desenvolvimento (LEE et al, 2019).

Inicialmente, a maioria dos peptideos terapéuticos era desenvolvida visando
atuacao em receptores hormonais, agindo no desbalanceamento hormonal presente
em doencas metabdlicas. A utilizacdo de peptideos anadlogos a horménios endégenos
na terapia continua sendo uma das principais estratégias terapéuticas até os dias de
hoje. Entre os principais peptideos terapéuticos voltados para tratamento de doencas
metabdlicas, estdo a insulina e seus analogos, com um mercado estimado de 28
bilhdes de dolares no ano de 2018; Liraglutide (Victoza® e Saxenda®), agonista
analogo do horménio GLP-1 estimulante da secrecdo de insulina utilizado para
tratamento de diabetes tipo 2 e obesidade; Octreotide (Sandostatin®), inibidor de
insulina e glucagon, utilizado principalmente para tratamento de acromegalia e
reducédo de sintomas gastrointestinais em quadros de sindrome carcinoide; Exenatide
(Bydureon®), agonista do receptor GLP-1 utilizado no tratamento de diabetes;
Lanreotide (Somatuline®), indicado para tratamento de acromegalia e alivio de

sintomas relacionados a tumores neuroenddcrinos.

Além da utilizac&o tradicional de peptideos baseados em hormonios naturais,
novas estratégias tém sido abordadas no desenvolvimento de farmacos peptidicos.
Entre elas, o desenho racional de peptideos seletivos capazes de interagir com
proteinas extracelulares e intracelulares especificas, o0 que ampliou
expressivamente as possibilidades de alvos farmacolégicos (BIRK et al, 2013).
Receptores acoplados a proteina G (GPCRs), receptores de peptideos natriuréticos e
receptores de citocinas representam o0s principais alvos moleculares de maior
interesse. Além desses, epitopos de antigenos microbianos, canais ibnicos, e outras

proteinas extra e intracelulares também séo alvos explorados.

Durante a ultima década, a maior incidéncia de casos de cancer levou a um
aumento no interesse da industria farmacéutica na busca de novos farmacos
guimioterapicos seletivos e eficientes. Entre as novas iniciativas, peptideos tém sido

extensamente investigados por apresentarem alta seletividade e consequentemente
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poucos efeitos adversos na maioria das vezes. A utilizagdo de peptideos para
reconhecimento de moléculas diferentemente expressas em tumores também tém
sido explorada como ferramentas de diagnostico (LI et al.,, 2012; JONCOUR &
LAAKKONEN, 2018). Entre os peptideos utilizados para tratamento de céancer,
leuprolide (Lupron®), goserelina (Zoladex®) e lanreotide se destacam pelo nimero de
vendas (VLIEGHE et al, 2010; GOODWIN et al, 2012; ARROWSMITH, 2012; USMANI
SS. et al., 2017).

Hoje em dia, o grande interesse em peptideos terapéuticos no uso como
quimioterapicos tornou essa area uma das mais importantes, juntamente com a area
de doencas metabdlicas. Além dessas areas principais, peptideos também séo
utiizados para tratamento de desordens do sistema nervoso, doengas
cardiovasculares, infecciosas e gastrointestinais, entre outras menos exploradas.
Alguns exemplos de peptideos nestas areas sdo: Glatiramer (Copaxone®), utilizado
para tratamento de esclerose multipla; Nesiritide (Natrecor®), indicado para casos de
insuficiéncia cardiaca congestiva; Daptomycin (Cubicin®), antimicrobiano; e
Linaclotide (Linzess®), utilizado em casos de sindrome do colon irritado com
constipacédo (VLIEGHE et al., 2010). O uso de peptideos terapéuticos néo esta restrito
ao tratamento de doencas, como pode ser evidenciado pelo peptideo

imunossupressor ciclosporina, utilizado em procedimentos de transplante de érgéos.

1.1.3 Vantagens e desvantagens dos peptideos terapéuticos

Peptideos enddégenos atuam como mensageiros de diversas vias metabdlicas
do sistema enddcrino, sinalizando uma série de processos fisioldgicos importantes
para a homeostase do organismo. Tal sinalizacdo geralmente ocorre por meio da
ativacdo de receptores extracelulares, que por sua vez regulam varios processos
intracelulares como ativacdo de enzimas, transporte de ions, transcricdo de acidos
nucleicos, modificacdes pés-translacionais de proteinas, culminando na transducao
do sinal inicial em uma resposta final, como por exemplo a expressdo de um gene
especifico (KRAUSS, 2006). A interacdo entre um peptideo e seu respectivo receptor
pode ser chamada de interacdo PPI (do inglés Protein-Protein-Interaction). As PPI's
geralmente ocorrem por meio de interfaces de interacdo entre duas superficies
grandes (~1,500-3,000 A*2) majoritariamente hidrofébicas (WELLS; MCCLEDON,
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2007). A interface de interacdes entre moléculas pequenas e proteinas é
relativamente menor (~300—1,000 A2), e representa um alvo desafiador para farmacos
pequenos. A maior superficie de interacdo e a utilizacdo de peptideos analogos a
peptideos enddgenos garantem ligacdes altamente seletivas e potentes, geralmente
associadas a farmacos peptidicos (JONES; THORNTON, 1996; CONTE et al., 1999;
CHENG et al., 2007).

Além disso, a maior seletividade de interacdo presente nos peptideos
terapéuticos resulta em baixa toxicidade. O mesmo nao pode ser dito para farmacos
pequenos, 0s quais podem apresentar toxicidade significante devido a promiscuidade
das interacdes e inibicdo das enzimas do citocromo p450 (CYP) pelos metabdlitos
resultantes do processo de biotransformacdo, possivelmente dificultando a
degradacgao de outros farmacos ou do composto original (BAILLIE; RETTIE, 2011).
No caso dos peptideos terapéuticos, a maior facilidade de predicdo dos metabolitos
resultantes dos processos de biotransformacdo, constituidos de fragmentos de
residuos de aminoacidos majoritariamente ndo toxicos, pode ser considerada uma

vantagem no processo de desenvolvimento de um novo farmaco (LAU; DUNN, 2018).

A maior desvantagem dos peptideos terapéuticos esta no perfil
farmacocinético precario geralmente associado a esta classe de farmacos. Peptideos
ndo modificados s&@o extremamente suscetiveis a degradacdo enzimatica,
apresentando valores baixos de meia-vida e consequentemente baixa
biodisponibilidade. Tal suscetibilidade advém da existéncia de mais de 500 proteases
e peptidases encontradas por todo o corpo capazes de degradar peptideos
enddégenos. Como a maioria dos peptideos endodgenos funciona como hormoénio, é
importante que existam mecanismos de regulacdo e degradacdo destes peptideos,
geralmente metabolizados apds exercerem seus respectivos efeitos biologicos. A
degradacdo enzimatica de peptideos ocorre principalmente pela acdo de proteases
presentes no lumen do trato gastrointestinal, como a tripsina, pepsina e quimotripsina,
e por uma série de exopeptidases e endopeptidases presentes na circulacéao
sanguinea, figado e rins. As exopeptidases podem ser divididas em aminopeptidases,
enzimas que atuam em residuos de aminoacidos na regido N-terminal, e
carboxipeptidases, que atuam na regido C-terminal. As peptidases diferem no grau de
seletividade no reconhecimento dos substratos, enquanto algumas sao altamente

seletivas na clivagem de uma sequéncia especifica de aminoacidos, outras sao mais
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promiscuas, atuando apds reconhecimento de um uUnico residuo de aminoacido
(ADESSI; SOTO, 2002; BROWNLEES; WILLIAMS, 1993).

Além da suscetibilidade a proteases, peptideos apresentam baixa
biodisponibilidade ap6s administracdo oral e baixa permeabilidade a membranas
biolégicas. A maioria dos peptideos terapéuticos apresenta menos de 5% de
biodisponibilidade apés administracao oral em relacao a administracdo intravenosa ou
subcutanea, e mais de 75% desses peptideos comercialmente disponiveis sao
administrados por vias parenterais (SMART et al., 2014; FOSGERAU; HOFFMANN,
2014). A baixa biodisponibilidade oral ocorre devido a presenca de proteases do trato-
gastrointestinal e a baixa absorcdo intestinal. Na maioria dos casos, para que um
composto tenha biodisponibilidade oral, ele deve apresentar uma série de parametros
descritos como a regra dos 5 de Lipinski's (Lipinski’s rule of five): massa molecular
menor que 500 mw, niumero de aceptores de hidrogénio menor ou igual a 10, nUmero
de doadores de hidrogénio menor ou igual a 5, valor de Log P (medida da
hidrofobicidade de um composto) menor que +5, e nimero de ligacdes rotacionaveis
menor ou igual a 10 (extens&o da regra de acordo com VEBER et al., 2002; LIPINSKI,
2004). Segundo a regra dos 5, os peptideos ndo obedecem a nenhum dos requisitos
na maioria dos casos. A baixa biodisponibilidade oral presente em peptideos pode ser
considerada uma grande desvantagem quando comparados a farmacos pequenos,
visto que a possibilidade de administracdo oral é mais desejada pela industria

farmacéutica e pelos pacientes.

Além disso, a baixa permeabilidade a membranas biologicas dos peptideos
pode impedir com que eles sejam capazes de atravessar a barreira hematoencefalica,
além de dificultar também a a¢édo em alvos intracelulares. Os peptideos capazes de
cruzar a barreira hematoencefalica e a membrana celular sdo chamados de peptideos
penetradores de células, CPP (do inglés cell penetrating peptides), e serdo abordados

detalhadamente mais adiante.

Outro fator importante a ser considerado € a complexidade e o custo de
producéo. O custo de sintese de um peptideo pode exceder de 10 a 100 vezes o valor
da producdo de um farmaco pequeno, devido a necessidade do uso em excesso de
aminoacidos a serem acoplados e de grupos protetores a cada ciclo no processo de
sintese em fase solida ou em solucéo (VLIEGHE et al., 2010; BRAY et al., 2003).
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Apesar do maior custo em relagdo a farmacos pequenos, peptideos sdo uma

alternativa mais barata e acessivel quando comparados aos anticorpos terapéuticos.

1.1.4 Estratégias de otimizacao do perfil ADME de peptideos

Nas ultimas décadas, o constante avango na area de quimica medicinal
possibilitou o desenvolvimento de estratégias ja bem estabelecidas para a otimizacéo
do perfil farmacocinético de peptideos. O desenho racional de um peptideo consiste
na realizacao de modificagdes pontuais na sua estrutura levando em consideracéo a
regido farmacoforica essencial ao seu efeito bioldgico. O estabelecimento da regiédo
farmacoférica geralmente é obtido por meio de estudos de truncamento ou
substituicdo de residuos de aminoacidos por residuos de Alanina (Ala-scan),
determinando assim a sequéncia minima de aminoacidos essencial para a ligacao
com o alvo (MORRISON; WEISS, 2001).

Aléem da determinacdo da sequéncia minima, a elucidacdo da estrutura
secundaria e terciaria do peptideo e da interface de ligacdo dele com o alvo podem
ajudar no estabelecimento da conformacédo em que o peptideo apresenta atividade
biologica. Em peptideos com o conformacéo alfa-hélice, por exemplo, a interacdo com
o alvo pode ocorrer por meio de uma Unica face da hélice, possibilitando modificacoes
dos residuos nao criticos direcionadas a uma melhoria dos parametros
farmacocinéticos. Estudos estruturais geralmente sdo realizados utilizando-se

técnicas de RMN, cristalografia, dicroismo circular e uma série de estudos in silico.

Anteriormente a qualquer modificacdo na sequéncia ou estrutura dos
peptideos, é comum a identificacdo dos residuos mais suscetiveis a acdo enzimatica.
Essa etapa pode ser realizada por meio de ferramentas in silico de predicéo dos sitios
de clivagem por proteases, como por exemplo, PeptideCutter, PROSPER e CutDB.
Estes softwares auxiliam na identificacdo néo sé das regifes mais suscetiveis a acao
proteolitica, mas também providenciam uma previsdo das enzimas atuantes na
degradacdo do peptideo de interesse. Além da andlise prévia in silico, estudos de
degradacdo em meios biologicos e subsequente analise dos fragmentos resultantes
por cromatografia e espectrometria de massas (LC/MS) sao rotineiramente realizados.

Os ensaios de degradacdo em meio biolégico utilizados para estudo de estabilidade
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de peptideos geralmente incluem a incubacdo em soro, plasma ou sangue, e em

homogeneizados de figado ou do 6rgéo alvo de interesse.

Apo6s a identificacdo dos metabdlitos resultantes da protedlise, o desenho de
um peptideo andlogo com modificagfes pontuais dos residuos identificados como alvo
da clivagem enzimatica pode ser realizado. A alteracdo dos residuos labeis por
aminoacidos ndo naturais, sintéticos, ou por aminoacidos menos suscetiveis a acao
enziméatica pode levar a um aumento significativo da meia-vida de um peptideo. Para
cada aminoacido natural existe um conjunto de aminoacidos n&o-naturais

semelhantes resistentes a acao proteolitica (FREY et al., 2008).

1.2 O uso de D-aminoacidos como estratégia de aumentar a biodisponibilidade

A substituicdo dos residuos suscetiveis por seus respectivos enantibmeros
(D-aminoacido, D-aa) pode levar a um aumento significativo da estabilidade bioldgica
de um peptideo. Aminoacidos nao naturais na configuragdo D impedem, na maioria
das vezes, com que as enzimas sejam capazes de reconhecé-los como substratos.
D-aas sdo considerados uma das primeiras alternativas consideradas no processo de
otimizacdo, e com o auxilio de estudos conformacionais podem levar a um aumento
significativo na meia-vida dos peptideos, como pode ser evidenciado por uma série
de estudos (CHEN et al., 2013; WEINSTOCK et al., 2012). Além de substituicoes
pontuais, a estratégia da substituicdo de todos os aminoacidos do peptideo por D-aas,
resultando em um peptideo retro-inverso, também pode ser utilizada (WEI X. et al.,
2014; TAYLOR et al., 2010).

1.2.1 Protecao dos terminais

A acdo enzimatica nas regifes terminais pode ser reduzida pela substituicdo
de residuos mais suscetiveis a acao enzimatica por aminoacidos mais resistentes. Os
aminoacidos metionina, serina, alanina, treonina, valina e glicina sdo mais suscetiveis,
enquanto, prolina, acido glutamico e serina sdo opc¢des que conferem maior
resisténcia a clivagem (WERLE et al., 2006). Modificacdes por aminoacidos analogos
nao naturais na regido terminal podem também conferir resisténcia proteolitica. Além

disso, as estratégias de amidagdo do C-terminal e acetilacdo do N-terminal
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geralmente conferem protecdo contra carboxi e aminopeptidases, respectivamente, e

sdo estratégias utilizadas com frequéncia.

1.2.2 Aminoacidos N-Me e alfa-Me

A adicdo de grupos metil na cadeia principal do peptideo (backbone) pode ser
incorporada na otimizacdo, obstruindo a ligacdo de proteases. As principais
estratégias de metilacdo incluem anélogos de aminoacidos com um grupo metil no
carbono alfa, alfa-Me-aa, e N-Me, aqueles em que o hidrogénio ligado ao nitrogénio
da ligacdo peptidica € substituido por um grupo metil. Além da protecao contra
proteases, N-Me’s podem conferir maior permeabilidade a membranas bioldgicas a
peptideos ciclicos, por meio de grupos metil posicionados de forma a direcionar as
ligacbes de hidrogénio intramoleculares para o interior da molécula, reduzindo assim
0 numero de doadores e aceptores de ligacdo de hidrogénio e aumentando a
biodisponibilidade oral (WHITE et al., 2011).

1.2.3 Azapeptideos

Azapeptideos (Azapeptides) sdo peptideos modificados em que o carbono
alfa da cadeia principal e o hidrogénio sao substituidos por um nitrogénio, reduzindo
a vulnerabilidade a proteases (GRAUER; KONIG, 2009). A substituicdo de um grupo
com arranjo tetraédrico por um grupo piramidal trigonal pode levar a um aumento da
flexibilidade da molécula do peptideo. Em certas situacdes, como no caso de alguns
peptideos antimicrobianos em alfa-hélice, a flexibilidade do peptideo € fundamental
para seu efeito biolégico (LIU et al., 2013). O contrario também pode acontecer; uma
maior flexibilidade pode levar a uma diminuicéo da afinidade ao receptor devido a uma
maior penalidade entropica da ligacdo, além de uma reducdo da permeabilidade a
membranas (REZAI, 2006).

1.2.4 Ciclizacéao

Seguindo a estratégia de restringir a flexibilidade conformacional, a ciclizacéo

de peptideos garante protecéo tanto contra exopeptidases como endopeptidases. As
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proteases geralmente tém como requisito a conformagao linear e estendida do
backbone para reconhecimento (HENNINOT et al., 2017). Além disso, nos casos em
gue a conformacdo estabelecida durante a interacdo com o alvo é conhecida, a
ciclizacdo pode ser utilizada para favorecer a interacdo restringindo a molécula na
conformacédo assumida com melhor afinidade ao alvo, reduzindo assim a penalidade
entropica de ligacdo. A ciclizagdo pode ser realizada entre cadeia laterais e o
backbone, entre cadeias laterais, e ciclizacdo head-to-tail, em que os terminais C- e
N- sdo interligados. No caso da ciclizagdo head-to-tail, a ligagdo dos terminais pode
levar a uma variacao significativa na conformacéo do peptideo, e por esse motivo s6
€ recomendada nos casos em que os terminais do peptideo ja sdo naturalmente
préximos (SATOH et al., 1996; ROZEK et al., 2003).

A ciclizacéo pela ligacdo entre cadeias laterais pode ser realizada por meio
de pontes dissulfeto entre cisteinas, cistationinas ou variagdes analogas da cisteina.
O processo da formacédo da ponte dissulfeto por ser realizado entre cisteinas
presentes no peptideo original, ou entre cisteinas inseridas (MUTTENTHALER et al.,
2010). No caso dos peptideos que possuem residuos de lisina e acido glutdmico em
posicOes favoraveis a ciclizacao, a ligacao pode ser realizada pela formacéo de pontes
lactam entre os residuos em questéo (AHN et al., 2001). Outra estratégia interessante
consiste na ciclizacao pela ligacdo por pontes thioether entre duas cisteinas, cisteina
e serina, ou entre cisteina e residuos nao naturais (KLUSKENS et al., 2009; RINK, et
al., 2010; PROKAI et al., 1997).

Recentemente, a técnica de grampeamento (stapling) de peptideos na
conformacao alfa-hélice por hidrocarbonetos tem se mostrado muito eficiente em
garantir ndo so resisténcia a proteases, mas também permeabilidade a membrana
celular. A fixacdo de um peptideo pelo processo de stapling impede com que as
enzimas tenham acesso as ligacdes peptidicas situadas na regido interior da alfa-
hélice, além de favorecer a formacédo de ligacdes de hidrogénio intramoleculares,
garantido assim maior permeabilidade a membranas bioldgicas. Essa ferramenta é
especialmente interessante na otimizacao de peptideos que naturalmente assumem
uma conformacao helicoidal na interacdo com o alvo, pois garante o estabelecimento
consistente da conformacdo com maior afinidade (HUY N. HOANG et al., 2015; BIRD
et al., 2015; WALENSKY:; BIRD, 2015; DIDERICH et al., 2016).
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1.2.5 CPPs

Os CPPs sao uma classe diversa de peptideos que conseguem cruzar a
membrana celular, capacidade ausente na maioria dos peptideos. CPPs tém sido
utilizados como vetores carreadores de moléculas incapazes de penetrar membranas,
como por exemplo, nucleotideos de siRNA (EGUCHI & DOWDY, 2009), peptideos
ndo-CPPs, e até moléculas pequenas (MAE; LANGEL, 2006). Além da aplicabilidade
na associacdo com outras moléculas, CPPs podem também apresentar atividade
bioldgica propria (TAYLOR et al., 2009). Apesar da grande diversidade na sequéncia
de aminoacidos, os CPPs podem ser divididos em trés classes principais: cationicos,
anfipaticos e hidrofébicos. CPPs catibnicos apresentam um grande numero de aa’s
com carga positiva, majoritariamente arginina. (TUNNEMANN et al., 2007; FUTAKI et
al., 2001). A classe dos anfipaticos consiste principalmente de peptideos em
conformacédo alfa-hélice, em que os residuos hidrofilicos e os hidrofobicos séo
separados em diferentes fases da hélice (OEHLKE et al., 1998). CPPs hidrofobicos
S80 menos comuns, e sdo caracterizados pela predominancia de residuos apolares
(MILLETTI et al., 2012).

1.2.6 Lipidizacdo, conjugacédo a PEG e encapsulamento em nanoparticulas

A conjugacao de peptideos a moléculas lipidicas pode levar a um aumento do
tempo de meia-vida e facilitar a interacdo dos mesmos com a superficie da membrana
celular (ERAK et al., 2018). Além disso, a lipidacdo permite a ligacdo de peptideos a
moléculas de albumina, prolongando o tempo de circulacéo e diminuindo a eliminacéo
renal (LEVY et al., 2014). Peptideos podem ser conjugados também a moléculas de
polietilenoglicol (PEG), resultando em um conjugado peptideo-PEG com um perfil
farmacocinético mais apropriado para um farmaco (JEVSEVAR et al., 2010). O
encapsulamento em nano e microparticulas pode conferir protecao contra degradacao
guimica e enzimatica, além de possibilitar liberacdo controlada e estendida dos
peptideos encapsulados (DOMBU & BETBEDER, 2013; SILVA et al., 2013). As
estratégias de conjugacdo ou encapsulamento sdo opcdes interessantes porque
permitem a utilizacdo de peptideos ndo modificados, preservando o efeito bioldgico
inerente ao peptideo original. O mesmo néo vale para as estratégias de modificacédo

do backbone ou cadeias laterais, em que a mudanca de um Unico aa pode levar ao
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rearranjo espacial de residuos proximos, culminando em mudanca conformacional

significativa o suficiente a ponto do peptideo perder afinidade ao alvo.

1.3 O uso de peconhas/venenos na descoberta de novos peptideos

A grande diversidade de espécies animais venenosas e/ou peconhentas
mostra como venenos ou peconhas sao ferramentas evolutivamente vantajosas.
Apesar da enorme variedade na composicdo, a maioria dessas secrecdes é
constituida de sais organicos (< 1 kDa), polipeptideos (2-9 kDA), e proteinas de alto
peso molecular (> 10 kDa). Nas peconhas de artropodes, até entdo estudados,
peptideos bioativos contendo pontes dissulfeto sdo predominantes, e geralmente
atuam em alvos do sistema nervoso, paralisando a presa (OLIVERA et al., 1995;
SOLLOD et al., 2005). Em contrapartida, em vertebrados, principalmente em
peconhas de serpentes, existem uma predominancia de proteinas grandes e enzimas,
e geralmente agem nos sistemas neuromuscular e cardiovascular (FRY, 2005; YEOW
& KINI, 2012).

Ha milénios, venenos e toxinas sdo considerados importantes fontes de
compostos terapéuticos. As proteinas e peptideos bioativos presentes nesses
coquetéis apresentam alta poténcia e especificidade aos seus alvos moleculares, o
gue pode ser explicado pela pressao seletiva constante entre animais venenosos e
suas presas por milhares de anos, resultando em toxinas altamente eficientes. Além
disso, estes compostos proteicos geralmente apresentam resisténcia a proteases,
devido a estabilidade garantida pelas pontes dissulfeto e estruturas terciarias
complexas. Considerando a relacdo predador-presa, € importante para o predador
gue os peptideos bioativos presentes na peconha consigam chegar em seus alvos
moleculares sem serem degradados ou eliminados. Assim sendo, peptideos e
proteinas presentes nas peconhas de animais podem ser considerados candidatos
terapéuticos interessantes, por apresentarem alta poténcia, seletividade, e na maioria
dos casos, alta estabilidade (FRY et al., 2009; REID et al., 2007; KING, 2011).

Na década de 70, o farmaco Captopril, baseado em peptideos capazes de
induzir hipotenséo e bradicardia encontrados na peconha de uma espécie de serpente
brasileira, Bothrops Jararaca, foi desenvolvido e aprovado para uso clinico. Hoje em

dia, a versdo otimizada, Enalapril, é utilizada para tratamentos de pressao alta,
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insuficiéncia cardiaca e nefropatia diabética (PENNINGTON et al., 2018). Nas
décadas de 70 e 80, a baixa quantidade de pegonha encontrada em invertebrados era
um fator limitante na &area da toxinologia, época em que as técnicas analiticas
protedbmicas ainda estavam em desenvolvimento inicial. Dessa forma, 0os primeiros
farmacos derivados de animais eram extraidos de peconhas de vertebrados,
principalmente serpentes. O avanc¢o nas tecnologias de bioinformética, espectrometria
de massa, ressonancia magnética nuclear (RMN), e na area de transcriptoma através
de bibliotecas de cDNA possibilitaram andlises qualitativas e quantitativas dos
compostos presentes nas peconhas dos mais diversos organismos (A. HARVEY et
al., 2014; I. VETTER et al., 2011). Os peptideos terapéuticos Ziconotide (Prialt®),
Bivalirudin (Anagiomax®) e Exenatide (Byetta®), sdo exemplos de farmacos

derivados de peconhas de animais aprovados para uso clinico.

1.4 O Peptideo Occidentalina como molde para novos peptideos

A Occidentalina (OcTx-1202) é um peptideo com nove residuos,
EQYMVAFWM-NH2, encontrado na peconha da vespa social Polybia occidentalis. Em
2005, Mortari e colaboradores estudaram o efeito antiepiléptico do peptideo, o qual foi
capaz de proteger os camundongos contra crises convulsivas induzidas por acido
cainico e pentilenotetrazol apés administracdo i.c.v nas doses 0.15, 1.5 e 3 ug por
animal, além de aumentar o periodo de laténcia para o inicio da primeira crise.
Supreendentemente, a dose maxima, 3 ug/animal, foi capaz de proteger 100% dos
animais em ambos modelos por inducdo de crises. Além disso, o peptideo também
garantiu protecao apés administracdo sistémica pela via intraperitoneal avaliado pelo
modelo de inducao por acido cainico, indicando que o peptideo é capaz de cruzar a
barreira hematoencefélica (Mortari, 2005). Desde entdo, uma série de analogos
bioinspirados da Occidentalina foram desenhados e submetidos a avaliacdo do
potencial terapéutico em modelos animais de epilepsia, Doenca de Alzheimer e
Doenca de Parkinson (Campos, G. A, 2016), apresentando resultados promissores.
Enquanto os perfis farmacodinamicos do peptideo Occidentalina e seus analogos ja
foram avaliados em estudos prévios do mesmo laboratorio, estudos dos perfis

farmacocinéticos néo foram realizados até a elaboracdo deste projeto.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Desenvolver um novo peptideo e avaliar o perfil de estabilidade em soro do
peptideo natural Occidentalina e de seu analogo, assim como avaliar a atividade
antiepiléptica do peptideo a ser desenvolvido.

2.2 Objetivos Especificos

» Desenho racional de um analogo do peptideo Occidentalina visando
otimizacao do perfil de estabilidade em soro e manutencao do efeito bioldgico.

» Padronizacdo de um método para quantificacdo dos peptideos Occidentalina

e cOccidentalina[5-9] por cromatografia liquida de fase reversa.

> ldentificacdo dos metabolitos decorrentes da degradacdo enziméatica dos
peptideos Occidentalina e cOccidentalina[5-9] em soro por espectrometria de

massas.
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3. METODOLOGIA
3.1 Estratégia para o Desenho do peptideo cOccidentalina[5-9]

Primeiramente, a suscetibilidade a proteases do peptideo Occidentalina e os
provaveis sitios de clivagem enzimética foram avaliados por meio dos softwares de
predi¢do PeptideCutter e PROSPER. O software de predicéo da estrutura secundaria
de peptideos PEPFOLD foi utilizado no processo do desenho do anélogo do peptideo
natural Occidentalina (MAUPETIT et al., 2009; BEAUFAYS et al., 2012).

Apos as predi¢Bes in silico iniciais, com base na sequéncia do peptideo
Occidentalina, EQYMVAFWM-NH2, o analogo cOccidentalina[5-9] com modificacdes
na sequéncia, englobando as seguintes substituicbes: pPEQYMCAFWC (pE: acido
piroglutamico; ligagéo dissulfeto entre as cisteinas; com auséncia de amidagéo do C-
terminal) foi desenhado, e sintetizado pela empresa Biointech Biotecnologia LTDA. A
pureza do peptideo (>95%) e a presenca da ligacao dissulfeto foram confirmadas por
espectrometria de massas pelo equipamento MALDI-TOF Autoflex Speed no modo
positivo refletivo. Para calibracdo externa, uma mistura de peptideos (Peptide
Calibration Standard 1V, Bruker Daltonics, Breman, Germany) foi utilizado. O
equipamento foi controlado por meio do software Flex Control (versdo 3.4), e as
analises foram realizadas por meio do software Flex Analysis (versao 3.4). A matriz

de ionizacéo utilizada foi uma solucéo acida de a-cyano-4-hydroxycinnamic (HCCL).

3.2 Ensaio de estabilidade em soro.

A estabilidade biolégica dos peptideos Occidentalina e cOccidentalina[5-9] foi
avaliada ap6s incubacéo a 37°C durante 24 horas, em soro diluido em salina (25%).
Inicialmente, camundongos (n=10) foram anestesiados com solucdo de cloridrato de
guetamina (150 mg/kg i.p) e cloridrato de xilazina (30 mg/kg) diluidas em solucéo
fisiologica (PBS, pH 7,4). Em seguida, a maxima quantidade de sangue foi retirada
por puncdo cardiaca de cada animal por meio de uma agulha de 0.80 x 25 mm
acoplada a uma seringa de 1 mL, resultando em um total de aproximadamente 5 mL
de sangue apo0s coleta de todos os animais. Para obtencdo do soro, o sangue foi
distribuido em 5 microtubos de 1,5 mL sem anticoagulantes, e permaneceu em

temperatura ambiente durante 10 minutos. Em seguida, os microtubos contendo
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sangue coagulado foram submetidos a centrifugacéo por 10 minutos a 1000 xg. Ap6s
centrifugagéo, o sobrenadante de cada microtubo foi coletado e transferido para um
tubo de centrifugagcédo de 15 mL, resultando em um total de aproximadamente 2 mL
de soro. O ensaio foi dividido em quatro grupos:

» Grupo Occidentalina: 620 uL de solugéo do peptideo Occidentalina (40 png/mL)
diluido em salina (NaCl 0,9%) com 20% de DMSO, e 200 uL de soro, obtendo
a concentracéo final de 50 ug/mL do peptideo na solucédo de 25% de soro em

salina, em microtubo de 1,5 mL, realizado em triplicata.

» Grupo cOccidentalina[5-9]: 620 uL de solucao do peptideo cOccidentalina[5-
9] (40 ug) diluido em salina (NaCl 0,9%) com 20% de DMSO, e 200 uL de
soro, obtendo concentracéo final de 50 ug/mL do peptideo na solucéo de 25%

de soro em salina, em microtubo de 1,5 mL, realizado em triplicata.

» Grupo Controle Soro: 200 pL de soro diluido em 620 uL de salina (NaCl 0,9%),

em microtubo de 1,5 mL, realizado em triplicata.

» Grupo Controle Occidentalina: 40 ug do peptideo Occidentalina diluido em
820 puL de salina com 20% de DMSO, obtendo concentracao final de 50 ug/mL

do peptideo, em microtubo de 1,5 mL, realizado em triplicata.

» Grupo Controle cOccidentalina[5-9]: 40 ug do peptideo cOccidentalina[5-9]
diluido em 820 uL de salina com 20% de DMSO, obtendo concentracao final

de 50 pug/mL do peptideo, em microtubo de 1,5 mL, realizado em triplicata.

Para o ensaio de estabilidade, os microtubos de todos os grupos foram
incubados em um termociclador sob agitacédo constante durante 24 horas a 37 °C. Em
tempos pré-definidos de 0, 6, 12 e 24 horas, aliquotas de 200 uL dos microtubos dos
grupos Occidentalina, cOccidentalina[5-9] e Controle Soro, foram coletadas e
submetidas ao processo de precipitagdo das proteinas por adicdo de 400 uL de
acetonitrila a 4 °C, submetidas em seguida a 30 s de agitacdo utilizando voértex e por
final, 10 min de centrifugacdo a 15000 xg a 4 °C. O sobrenadante resultante foi

coletado e transferido para outro microtubo. Aliquotas de 2 uL foram coletadas para
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identificacdo dos metabdlitos por espectrometria de massas (MS). Em seguida, o
sobrenadante foi submetido ao processo de liofilizacdo pelo equipamento SpeedVac,
e armazenados no freezer a -20 °C até o procedimento de analise das amostras.
Aliquotas de 200 pL também foram coletadas nos mesmos intervalos de tempo dos
microtubos pertencentes aos grupos Controle Occidentalina e Controle
cOccidentalina[5-9], e passaram pelo processo de liofilizacdo e subsequente
armazenamento a -20 °C até o procedimento de analise por HPLC.

3.3 Metodologia de quantificacdo dos peptideos Occidentalina e
cOccidentalina[5-9] por cromatografia liquida de fase reversa

A coluna Synergi 4u Hydro-RP 80A (250 x 4,6 mm) de fase reversa foi utilizada
para a analise por cromatografia liquida de alta presséo (HPLC). O método utilizado
para as analises cromatograficas seguiu as seguintes condi¢cdes cromatograficas: fase
movel A: H20 0,12% trifluoroacético (TFA), fase mével B: acetonitrila 0,12% TFA,
fluxo: 1 mL/min; gradiente: 0-100% da solucdo B em 50 minutos; absorbancia
analisada a 214 nm. As aliquotas do ensaio de estabilidade foram ressuspensas em
50 uL de 20% de solucédo B em solucdo A, submetidas a 20 segundos no vortex, 20
segundos no ultrassom e 20 segundos na microcentrifuga, em seguida, injetadas no
HPLC para andlise. Os valores de Area Sob a Curva (ASC) correspondentes a
Occidentalina e COccidentalina[5-9] foram utilizados para identificar a quantidade
remanescente dos peptideos intactos apos os intervalos de tempo do ensaio de
estabilidade em soro (de 0 a 24 horas), relativamente a intensidade do sinal das
amostras do tempo inicial (tempo 0). Todas as fracBes foram coletadas para anélise
por MS.

3.4 Elaboracédo da curva de calibragcdo do método utilizado para quantificacdo
do peptideo Occidentalina e cOccidentalina[5-9] por cromatografia de fase

reversa.

Para elaboracdo da curva de calibracdo, concentracbes conhecidas do
peptideo Occidentalina foram submetidas (volume de injecdo: 50 uL) a analise por

cromatografia de fase reversa seguindo as seguintes condi¢Bes cromatograficas: fase
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movel A: H20 0,12% trifluoroacético (TFA), fase movel B: acetonitrila 0,12% TFA;
fluxo: 1 mL/min; gradiente: 0-100% da solucdo B em 30 minutos; absorbancia
analisada a 214 nm; 50 puL de 20% de solucdo B em solugédo A foram utilizados para
ressuspender o peptideo anteriormente a andlise por cromatografia. A relacdo da area
sob a curva (ASC) da fracdo correspondente ao peptideo com a quantidade injetada
no equipamento foi realizada em seis diferentes concentragdes (1.25, 2.5, 5, 7.5, 10

ug em 50 uL) para elaboracéo da curva de calibracéo.

3.5 Identificacdo dos metabdlitos e andlise qualitativa das amostras do ensaio

de estabilidade em soro por espectrometria de massas.

O material presente em um dos microtubos das triplicatas de todos os grupos
do ensaio de estabilidade em soro foi utilizado para analise pelo espectrometro de
massas MALDI-TOF. As amostras foram ressuspendidas em 20 uL de ACN/Agua
Deionizada (MilliQ) (50%) e plaqueadas em triplicata para analise (1 ulL). A solugéo
matriz de ionizacdo, HCCL, serviu como controle correspondente as fracbes dos
componentes da matriz. As fracdes eluidas durante as cromatografias realizadas para
guantificacdo dos peptideos foram liofilizadas por meio do equipamento SpeedVac,
ressuspendidas na mesma solucéo de ACN/Agua Deionizada e analisadas também
por meio do equipamento MALDI-TOF. Os espectros de massas das amostras
contendo os peptideos em soro nos tempos 6, 12 e 24 (Grupo Occidentalina e Grupo
cOccidentalina[5-9]) foram comparados aos espectros das amostras contendo apenas
soro (Grupo Controle Soro) e aos espectros das amostras contendo apenas matriz.
As fragbes encontradas somente nos espectros correspondentes as amostras
contendo os peptideos Occidentalina e COccidentalina[5-9] em soro foram
consideradas possiveis fragmentos decorrentes da degradacdo proteolitica e

sequenciadas em seguida pelo método LIFT (MS/MS).

3.6 Bioensaios
3.6.1 Sujeitos experimentais

Para avaliar a manutencdo do efeito antiepiléptico do peptideo analogo

cOccidentalina[5-9], camundongos Swiss machos (Mus musculus) foram utilizados no
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ensaio de modelo agudo de indugcdo de crises epilépticas por acido cainico. Para
avaliar a estabilidade biolégica dos peptideos Occidentalina e cOccidentalina[5-9],
camundongos Swiss machos foram utilizados. A manipulacdo dos sujeitos
experimentais foi realizada de acordo com os Principios Eticos na Experimentacéo
Animal, o Conselho Nacional de Controle de Experimentagédo Animal (CONCEA) e a
Lei Arouca (Lei 11.794/2008). O projeto foi submetido & Comiss&o de Etica no Uso
Animal do Instituto de Ciéncias Biologicas (CEUA/IB) da Universidade de Brasilia —
UnB e deferido, (Anexo 1).

Os camundongos utilizados pesando aproximadamente 20-30 g foram
adquiridos do Biotério do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade de Brasilia,
mantidos em caixas de polipropileno (41 x 34 x 16 cm — comprimento X largura X
altura), acondicionados em estufas com ciclo claro/escuro de 12/12 horas. Durante
todo o periodo de experimento foram oferecidas agua e racdo especifica para

camundongos ad libitum.

3.6.2 Procedimento ciruargico para a implantacdo da canula-guia

A avaliacdo do efeito antiepiléptico do peptideo cOccidentalina[5-9] foi
realizada por meio do modelo agudo com inducéo de crises por acido cainico. Para
implantacdo da canula guia no ventriculo lateral cerebral direito os animais foram
submetidos a um procedimento estereotaxico. Os animais foram anestesiados com
solucéo de cloridrato de quetamina (75 mg/kg i.p) e cloridrato de xilazina (15 mg/kg)
diluidas em solucdo fisioldgica (PBS). Em seguida, foram restringidos em um
estereotaxico (Isight Equipamentos ®) e uma solucdo asséptica de iodopolividona
10% (Vic Pharma®) foi aplicada. Em seguida, uma solucado de cloridrato de lidocaina
com hemitartarato de norepinefrina (30 mg/mL com 0,04 mg/mL; Dentsply
Pharmaceutical) foi aplicada por injecéo local subcutanea na regido do topo do cranio
dos animais. Uma gota de salina foi aplicada nos olhos dos animais. O cranio foi
exposto para implantacdo da canula guia no ventriculo lateral, de acordo com as
medidas estereotaxicas: AP: -0,2 mm; ML: -1,0 mm; DV: -2,3 mm, tendo como
referéncia a linha do bregma de acordo com o atlas de Paxinos & Franklin, 2001. Um
parafuso de aco inoxidavel foi fixado no lado contralateral paralelo a canula para

facilitar aderéncia da resina acrilica (Dentbras ®) polimerizada com liquido acrilico
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(Dentbras ®). Em seguida, a solu¢do de acrilico foi aplicada de forma a proteger a
area exposta do cranio e estabilizar a canula durante o periodo de cicatrizacdo. A
canula foi produzida a partir de um fragmento de 10 mm de agulhas hipodérmicas BD
0,70 x 25 (22G) e foi selada com um segmento de aco inoxidavel para evitar
entupimento (Figura 1). Apos solidificagdo da solugéo de acrilico, foi administrada na
regido operada uma pomada tdpica de sulfato de neomicina e bacitracina (5 mg/g e
250 ul/g; Medley) para proteger os animais contra infecgdes e auxiliar no processo
de cicatrizagdo. Por final, os animais ficaram em observacdo até retomada das
funcbes motoras, e foram mantidos no biotério por 5 dias para recuperacdo do

procedimento cirdrgico.

Figura 1. Implantacdo de canula guia no ventriculo lateral direito.

3.6.3 Modelo agudo de inducéo de crises epilépticas por acido cainico

Os animais receberam o peptideo (3 pug/animal) por administracdo
intracerebroventricular (i.c.v), por meio de uma bomba de infusdo (BI-2008, AVS
Projetos) conectada a uma microseringa (Gastight 10 uL, Modelo 1701 N SYR,
Hamilton ®) na taxa de infusdo de 1 uL /min. Apos 15 minutos da administracdo do
peptideo, os animais foram infundidos com &acido cainico via i.c.v (0,8 pg/animal,

Sigma-Aldrich®) para indugédo das crises. Os animais do grupo controle negativo
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receberam administracdo i.c.v de 1 pulL da solucdo utilizada como veiculo para
solubilizagc&o do peptideo, 20% DMSO em solucéo fisioldgica 0,9%. O monitoramento
do comportamento dos animais foi realizado em uma arena com uma camera
diretamente acima durante 30 minutos. Os animais submetidos ao ensaio foram
divididos em dois grupos independentes: grupo veiculo (controle negativo), grupo em
que foi administrado 1 uL L a solucéo fisiolégica com 20% de DMSO (n=7), e apos 15
minutos foram infundidos com acido cainico; e grupo cOccidentalina[5-9], grupo em
gue os animais receberam 1 uL da solucéo do peptideo (3 pg/animal) solubilizado em
20% DMSO em solucdo fisiolégica 0,9%, e apds 15 minutos receberam a
administracao do acido cainico. ApGs realizacao do ensaio, 0s animais que nao foram

a Obito durante o procedimento foram eutanasiados com tiopental sédico (180 mg/Kg).

3.6.4 Analise do posicionamento da canula

Apbs o0 ensaio de inducédo de crises por acido cainico, os camundongos foram
eutanasiados e seus ventriculos cerebrais foram infundidos via i.c.v com o corante
azul de metileno, a fim de verificar o posicionamento da canula. A distribuicdo do
corante em ambos ventriculos laterais cerebrais, direito e esquerdo, indica
posicionamento correto da canula e, assim, o animal pode ser considerado nas

analises estatisticas.

3.6.5 Avaliacdo comportamental das crises epilépticas

Para a avaliacdo comportamental das crises epilépticas apds ensaio com
acido cainico, foi observada a influéncia do peptideo na laténcia para o
estabelecimento da primeira crise generalizada e a porcentagem de protecdo contra
as mesmas, além da protecdo contra morte dos sujeitos experimentais. A analise foi
realizada durante os primeiros 30 minutos de video apos transferéncia dos animais
para a arena utilizada no ensaio. A laténcia até o primeiro evento de crise generalizada
e da morte foram observados para cada animal. As analises foram realizadas de
acordo com o indice de Racine (1971) modificado por Pinel & Rovner (1978) para o
acido cainico (tabela 1). Os dados de laténcia contra a crise maxima (classe 7) e até

o0 O6bito induzidas por acido cainico foram submetidos ao teste de normalidade
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Kolmogorov-Smirnov, tendo apresentando significancia estatistica, seguiu-se ao teste

“t de student”, considerando-se valores de p<0,05 como significantes.

Tabela 1. Classificacéo de crises epilépticas, segundo o indice de Racine (1971), modificado por Pinel
& Rovner (1978) (modificado).

Classe Comportamento do Camundongo
le2 Movimentos orofaciais e mioclonia de cabeca
3 Mioclonia das patas anteriores
4e5 Elevacdo e queda
6 Todos os anteriores em sequéncia
7 Vocalizagdes, rolamentos e pulos violentos repetidos, além de um

periodo de hipertonia
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4. RESULTADOS
4.1 Estratégia para o Desenho do peptideo cOccidentalina[5-9]

De acordo com analise pelos soffwares PeptideCutter e PROSPER, as
principais enzimas enddgenas capazes de agir na Occidentalina sdo as enzimas
pepsina, quimotripsina, Catepsina K e matriz mettalopeptidase-9. A principal regido
do peptideo suscetivel as enzimas ndo exclusivas ao trato-gastrointestinal foi
identificada como a regido entre a metionina e o triptofano (EQYMVAFW*M-NH).
Segundo andlise estrutural do peptideo Occidentalina pelo software de predi¢édo
PEPFOLD, os residuos hidrofébicos tirosina, triptofano e fenil encontram-se na
mesma face, formando uma possivel interface hidrofébica (figura 2) de acordo com a

maioria das conformacdes previstas.

Figura 2 Predi¢é@o da estrutura terciaria do peptideo Occidentalina por meio do software PEPFOLD.
Interface hidrofébica constituida dos residuos de triptofano, metionina, fenil e tirosina em contraste rosa.

4.2 Elaboracdo da curva de calibracdo do método utilizado para quantificacéo

por cromatografia de fase reversa.

Apés a analise por cromatografia das amostras com quantidades definidas de
Occidentalina, obteve-se um R? de 0,9976, indicando que o valor de ASC e quantidade
injetada obedecem a uma relacdo linear satisfatoria, relacdo necesséaria para a

guantificacéo relativa por cromatografia realizada neste projeto.
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Figura 3. Representacéo grafica das fragGes obtidas apds analise por cromatografia de quantidades
injetadas conhecidas (eixo x), eixo y: absorbancia (mAU).
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Figura 4. Curva de calibrag&o analitica da Occidentalina em doses conhecidas indicando relag&o linear
entre quantidades injetadas conhecidas (eixo x) com os valores de AUC (eixo y).

4.3 Ensaio de estabilidade em soro

Para avaliar a estabilidade em soro, os peptideos Occidentalina e
cOccidentalina[5-9] foram incubados em soro diluido (25%) em salina durante 24 horas
a 37°C. Aliquotas foram coletadas durante os tempos 0, 6, 12 e 24 e submetidas ao
processo de precipitacdo por ACN e subsequente quantificacdo por cromatografia
liquida de fase reversa. O peptideo Occidentalina apresentou taxa de recuperacao apos
extracdo pelo processo de precipitacdo por adicdo de acetonitrila de aproximadamente
45%, enquanto o peptideo cOccidentalina[5-9] apresentou taxa de recuperacédo de

aproximadamente 80%.
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O peptideo Occidentalina apresentou notavel valor de meia-vida de deplecao
de aproximadamente 24 horas em soro diluido (25%), o equivalente ao valor de 6
horas em soro nao diluido. O peptideo cOccidentalina[5-9] apresentou meia-vida de
aproximadamente 6 horas em soro diluido, o equivalente a 1,5 horas em soro. Apos
24 horas, apenas aproximadamente 15% do peptideo cOccidentalina[5-9]
permaneceu intacto, enquanto 51% do peptideo Occidentalina ainda pode ser
identificado. Ambos peptideos permaneceram estaveis na solucdo controle de salina
durante todo o ensaio de acordo com a comparacéao entre os valores obtidos no tempo
0 e no tempo 24 (figuras 4, 5 e 6).
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Figura 5. Ensaio de estabilidade em soro (25%). Eixo y: porcentagem dos valor das ASCs no tempo 0
dos peptideos Occidentalina e cOccidentalina[5-9] intactos relativos aos valores nos tempos 6, 12 e
24, Eixo x: Tempos ensaio de estabilidade em soro (25%).

B Tempo 0
B Tempo 6
B Tempo 12
M Tempo 24

Figura 6. Comparacdo dos cromatogramas respectivos aos tempos 0 (em preto), tempo 6
(em vermelho), tempo 12 (em azul), e tempo 24 (em verde) do ensaio de estabilidade do

peptideo cOccidentalina[5-9] em soro (25%). Fragdo correspondente ao peptideo
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cOccidentalina[5-9] indicada pela seta roxa. Fracdo correspondente ao fragmento de
degradacdo CAFWC indicada pela seta azul.

M Tempo 0
B Tempo 6
B Tempo 12

M Tempo 24

Figura 7. Comparacéo dos cromatogramas respectivos aos tempos 0 (em preto), tempo 6 (em vermelho),
tempo 12 (em azul), e tempo 24 (em verde) do ensaio de estabilidade do peptideo Occidentalina em soro
(25%). Fracéo correspondente ao peptideo Occidentalina indicada pela seta roxa.

4.4 ldentificacdo dos metabdlitos e analise qualitativa das amostras do ensaio
de estabilidade em soro dos peptideos Occidentalina e cOccidentalina[5-9] por

espectrometria de massas.

As eluicbes dos peptideos Occidentalina e cOccidentalina[5-9] somente nas
fracOes consideradas nas suas respectivas quantificacdes pelo valor de ASC foram
confirmadas por andlise de cada fracdo cromatografica pelo MALDI-TOF. Nao foi
possivel identificar fragmentos/metabdlitos da Occidentalina decorrentes da

degradacao enzimatica.

O fragmento do peptideo cOccidentalina[5-9] com massa isotépica de 627.135 Da
correspondente a sequéncia de residuos CAFWC foi identificado na analise por
MALDI-TOF, ap6s andlise por comparac¢ao entre 0s espectrogramas correspondentes
a amostra de soro e ao controle da matriz ionizante utilizada. O fragmento identificado
estava presente somente nas amostras do ensaio de estabilidade do peptideo
cOccidentalina[5-9] em soro, como pode ser observado pela comparacao entre as
analises pelo MALDI-TOF (figuras 7 e 8). A composicéo da sequéncia identificada foi

confirmada por analise pelo método LIFT (MS/MS) (figura 9).
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Figura 8. Comparacéo entre o espectrograma da analise por MALDI-TOF da fracdo cromatografica
correspondente ao fragmento de degradagdo CAFWC e o espectrograma da analise por MALDI-TOF

do controle de matriz ionizante.
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Figura 9. Comparagédo entre o espectrograma da andlise por MALDI-TOF da fracdo cromatografica
correspondente ao fragmento de degradagdo CAFWC e o espectrograma da analise por MALDI-TOF

do controle dos componentes do soro.
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Figura 1. Sequenciamente pelo método LIFT da fragdo correspondente & massa monisotopica 627,
confirmando a sequéncia de aminoacidos CAFWC prevista como fragmento de degradacéo do peptideo
cOccidentalina[5-9].
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4.5 Bioensaios
4.5.1 Andlise da posicdo das canulas guias

Apenas o0s resultados dos animais que apresentaram a canula guia
implantada corretamente no ventriculo lateral foram utlizados nas analises

estatisticas (n=7).

4.5.2 Modelo agudo de crises induzido por acido cainico
4.5.2.1 Protecdo contra crise maxima

Os dados de laténcia contra a crise maxima (classe 7) induzidas por acido
cainico foram submetidos ao teste de normalidade Kolmogorov-Smirnov, tendo
apresentando significancia, seguiu-se ao teste “t de student”, considerando-se valores
de p<0,05 como significantes. As analises mostraram que o0 peptideo
cOccidentalina[5-9] injetado via i.c.v. (3 pg/animal) ndo resultou em uma diferenca
significativa de protecéo contra a crise maxima em relagdo ao grupo veiculo controle
(p=0,21)
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Figura 11. Laténcia em segundos até morte dos animais do grupo controle negativo e grupo com
tratamento por cOccidentalina[5-9]. Teste t de student, p=0.21..
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4.5.2.2 Laténcia para primeira crise maxima

Os valores de laténcia para o inicio das crises de classe 7 no modelo agudo
de &cido cainico, foram submetidos ao teste "t de student”, considerando-se p<0,05.
N&o houve diferenca significativa entre o grupo cOccidentalina[5-9] e o grupo controle

veiculo (p=0,57).
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Figura 12. Laténcia em segundos para a primeira crise epiléptica de classe 7 no modelo de &cido
cainico. Teste t de student, p=0.57.
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5. DISCUSSAO

Entre as diversas doencas neurolégicas, a Epilepsia se destaca pelo seu alto
grau de incidéncia, afetando mais de 50 milhdes de pessoas em todo o mundo
(FAUGHT et al., 2012; GRAVITZ, 2014). A epilepsia tem sido definida como uma
doenca crénica do cérebro caracterizada pela predisposicdo em gerar crises
espontaneas, imprevisiveis e recorrentes. As crises sao decorrentes de descargas
anormais de neurdnios, e apresentam consequéncias sociais, neurobioldgicas,
cognitivas e fisiolégicas para os pacientes (FISHER et al., 2005; FISHER et al., 2008).
Clinicamente, um paciente € considerado epiléptico caso apresente a0 menos uma
das seguintes condi¢bes: a ocorréncia de duas crises ndo provocadas com um
periodo menor que 24 horas entre elas; uma crise sob uma condicdo de alta
probabilidade de recorréncia em um periodo de 10 anos, similar a probabilidade apo6s

duas crises ndo provocadas; e diagnostico de uma sindrome epiléptica.

Os farmacos antiepilépticos atuais estdo associados a efeitos adversos
impactantes, como uma consequente deterioracao cognitiva, entre outros efeitos mais
graves, podendo afetar significante e negativamente a vida dos pacientes. Além disso,
a maioria dos farmacos tém se mostrado ineficazes no tratamento em cerca de 40%
dos pacientes (ENGEL et al., 2012). Dessa forma, a realizagdo de novos estudos que
busquem a disponibilizacdo de novos farmacos mais eficientes no tratamento da
epilepsia, além da otimizacdo pré-clinica racional do perfil de ADME dos mesmos,
representam importantes areas de estudo e investimento. Peptideos terapéuticos sao
uma alternativa interessante ao uso tradicional de moléculas pequenas no tratamento
de doencas neuroldgicas, principalmente devido a alta seletividade geralmente
presente e consequente baixa toxicidade. (BAIG et al., 2018; MORIMOTO et al., 2008).

O mecanismo de acdo do peptideo Occidentalina ainda nédo € conhecido.
Sendo assim, a determinacdo da regido farmacoférica € uma tarefa dificil. A falta de
conhecimento acerca de quais residuos e suas respectivas cadeias laterais séo
responsaveis pela interacdo com o alvo molecular op&e restricbes no processo de
desenho racional de peptideos analogos. Nesses casos em que o mecanismo de acao
ainda ndo foi elucidado, a estratégia de scanning representa uma alternativa

interessante, a qual uma série de analogos com modificagdes em diferentes residuos
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€ sintetizada e submetida a avaliagbes dos perfis farmacocinéticos e
farmacodinamicos (AHN et al., 2001). Por final, o andlogo com o melhor perfil
farmacolégico é selecionado. Apesar de ser uma estratégia bastante abrangente, o
alto custo de sintese de todos os analogos e realizacdo dos ensaios representa um
obstaculo em estagios iniciais do estudo de um peptideo. Em contraponto, desenho
de um analogo visando manter alta similaridade com o peptideo original € uma
estratégia menos dispendiosa e amplamente aplicada. Nos casos em que o objetivo
€ manter a afinidade ao alvo e otimizar o perfil farmacocinético, as substituicdes de
residuos podem ser inseridas visando a manutencéo dos parametros fisico-quimicos
dos residuos originais, como por exemplo, a substituicdo de um residuo apolar por

outro também apolar.

No presente trabalho, a primeira etapa no processo do desenho de um
analogo mais resistente a proteases foi a predicdo da acao proteolitica do peptideo
Occidentalina por meio dos softwares PeptideCutter e PROSPER. Segundo analise
pelo PeptideCutter, as principais enzimas enddgenas capazes de agir na
Occidentalina sdo as enzimas pepsina e quimotripsina. Essas enzimas sao
encontradas principalmente no trato gastrointestinal, e por esse motivo, ndo foram
consideradas no processo de desenho do analogo, o qual, como a maioria dos
peptideos terapéuticos, foi planejado visando administracao parenteral. A analise pelo
software PROSPER indicou suscetibilidade as enzimas Catepsina K e matrix
metallopeptidase-9, ambas na posicdo entre a metionina e o0 triptofano
(EQYMVAFW*M-NH2).

Além da vulnerabilidade a acéo proteolitica, a alta reatividade destes residuos
a espécies reativas de oxigénio os tornam sujeitos ao processo de oxidacdo. A
oxidacao de residuos pode levar a uma reducéo na afinidade ao alvo de um peptideo,
principalmente devido a possiveis mudancas conformacionais, variacdes na
hidrofobicidade e ponto isoelétrico, podendo levar também a uma maior
suscetibilidade a proteases (LI, 1995; CLELAND et al., 1994). Em um estudo recente
do mesmo laboratério (VARELA, 2019), a acdo anticonvulsivante de um anéalogo
bioinspirando da Occidentalina apos substituicdes dos residuos de metionina por
norleucina foi avaliada. Apds as substituicdes, o peptideo ndo apresentou atividade
bioldgica anticonvulsivante, indicando que os residuos de metionina sédo importantes

para a afinidade ao alvo, ou para a manutencdo da conformagdo do peptideo
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necessaria para a ligacdo. Sendo assim, o desenho de um analogo da Occidentalina
com a substituicdo dos residuos de metionina por residuos ndo naturais com alta
similaridade na conformacdo e parametros fisico-quimicos foi realizado, resultando
em um analogo com residuos de O-metil-L-homoserina (residuos resultantes da
substituicdo do sulfeto da metionina por um oxigénio). Contudo, o alto custo do
processo de sintese deste analogo previsto por uma série de empresas foi
considerado um revés irresolavel, e por final, optou-se pela manutencao do residuo

de metionina na posigéo 3.

Segundo andlise estrutural do peptideo Occidentalina pelo software de
predicdo PEPFOLD, os residuos aromaticos tirosina, triptofano e fenil encontram-se
na mesma face, formando uma interface hidrofobica (figura 2). As interacdes
hidrofébicas sdo as mais comuns entre ligantes e seus respectivos alvos proteicos, e
por esse motivo, optou-se pela preservacao desta interface (FERREIRA DE FREITAS;
SCHAPIRA, 2017). A substituicdo do residuo de glutamato presente na regido N-
terminal por um residuo de piroglutamato foi adotada no desenho do analogo. Tal
substituicdo teve como base a maior atividade biolégica do peptideo Neurovespina
analogo a Occidentalina, desenhado com essa mesma substituicdo (DOS ANJOS,
2017). Além disso, a insercdo de um residuo de piroglutamato na regiao N-terminal
pode levar também a uma maior protecdo contra aminopeptidases (GAZME et al.,
2019).

A insercao de ligacdes de dissulfeto intra ou intermoleculares entre cadeias
laterais € uma estratégia frequentemente utilizada, e geralmente resulta em analogos
altamente estaveis a degradacao proteolitica e resistentes a altas temperaturas.
(CHEN, 2015; MUTTENTHALER, 2010; ROZEK et al., 2003; RINK et al., 2010; LEE
et al., 2020; B. CARSTENS et al., 2012). O processo de ciclizacdo ou semi-ciclizacéo
de um peptideo interfere no reconhecimento pelas proteases e no acesso as ligacoes
peptidicas no interior da molécula, além de garantir também maior estabilidade
molecular. Por final, considerando as predi¢cdes dos residuos mais suscetiveis a acao
enzimatica in silico, os beneficios no perfil farmacodindmico e cinético apos
substituicdo do residuo de glutamato por piroglutamato, e a predicdo conformacional
pelo software PEPFOLD, foi realizado o desenho do analogo semi-ciclico
cOccidentalina[5-9] (pPEQYMCAFWC) (pE: acido piroglutamico; ligacdo dissulfeto

entre as cisteinas). A posicdo escolhida para as substituicbes por cisteinas e
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subsequente ciclizacao foi baseada na proximidade dos residuos nas posicoes 9 e 5
e na manutencdo projetada da interface hidrofobica dos residuos aromaticos
dispostos na mesma face da molécula apds analise pelo PEPFOLD.

A quantificacdo de um peptideo em amostras bioldgicas complexas
geralmente é precedida por processos de preparo das amostras a serem analisadas.
A etapa de preparacao consiste na remoc¢do de compostos que podem interferir na
guantificacdo por cromatografia liquida (LC), espectrometria de massas (MS) ou LC-
MS. Na quantificagdo por cromatografia em fase reversa, compostos presentes no
material biol6gico podem eluir em tempos similares ao composto a ser quantificado,
impossibilitando a quantificacdo pela ASC da fracdo de interesse. Além disso,
dependendo do tipo de coluna utilizado, compostos com alta massa molecular podem
acabar levando a uma obstrucéo dos poros da coluna ou da pré-coluna. No caso da
utilizacdo de MS para a quantificacéo, o sinal do peptideo a ser quantificado pode ser
suprimido pelo sinal da ionizagdo dos outros compostos da amostra, como sais e
proteinas presentes no material biologico. Sendo assim, a etapa de preparacéo das
amostras anterior a quantificacdo € de extrema importancia, e pode ser realizada de

diversas formas, entre elas, por precipitacao.

O preparo por precipitacdo das proteinas, também chamado de
desproteinizacéo, constitui na adicdo de solventes organicos na amostra bioldgica a
ser analisada, seguido de centrifugacéo, o que resulta na formacao de um precipitado
contendo as proteinas da amostra, e um sobrenadante contendo moléculas pequenas
e peptideos, o qual pode ser extraido e submetido a andlises por LC ou MS. O
processo de precipitacdo é bastante utilizado devido ao baixo custo e disponibilidade
dos reagentes e facilidade na execucdo do processo. Entre os varios solventes
organicos, acetonitrila (ACN) (PROKAI-TATRAI et al., 2000; YAMAGUCHI et al., 2000)
metanol (YANG et al., 1996; DETERS et al.,, 2002) , &acido tricloroacético (TCA)
(NOTO et al., 2008; POWELL et al., 1992) e etanol (ENG et al., 2014; CHEN et al.,
2013) sédo frequentemente utilizados. Apesar da praticidade do método, o processo
de precipitacdo leva a uma perda da quantidade do peptideo analito, podendo resultar
em taxas de recuperacdo (recovery rate) do peptideo baixas e dificultando a
guantificacdo. Normalmente, a precipitacdo com varios solventes organicos é
realizada, e aquele solvente que levou a uma maior taxa de recuperacao do analito é

adotado para os ensaios de quantificacao.
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Além do método de precipitacdo, métodos mais sofisticados de separacéo e
isolamento podem ser utilizados, como por exemplo, utilizando anticorpos especificos
ao peptideo analito, geralmente acoplados em uma fase sélida (WOLF et al., 2001).
A alta especificidade dos anticorpos permite taxas de recuperacao e reprodutibilidade
elevadas, porém, o processo dispendioso de geracdo dos anticorpos ou o custo
envolvido sdo fatores a serem considerados. Outros métodos de preparag¢do, como
extracdo em fase soélida, SPE (do inglés solid-phase extraction) (HAJEE et al., 2001),
filtracdo em gel (STEGEHUIS et al., 1990) e extracdo liquido-liquido, LLE (liquid-liquid
extraction), também podem ser utilizados (GARTEIZ et al., 1998).

Para este projeto, optou-se pelo método de extracdo dos peptideos por
precipitacdo das proteinas apos adicdo de solventes orgéanicos, devido a maior
praticidade do método e disponibilidade dos reagentes utilizados. O processo de
precipitacdo das proteinas ocorre devido a acidificagdo do meio, o qual altera a
solubilidade das mesmas na solucdo. Inicialmente, a recuperacdo do peptideo
Occidentalina em soro foi avaliada ap0s o processo de precipitacdo por meio de
solucdes de solventes contendo o dobro do volume da amostra a ser analisada. As
seguintes solucbes foram avaliadas: metanol, TCA (10%), acetonitrila, etanol, e
acetonitrila com 30% de metanol. Entre todas as solu¢des avaliadas, as solucdes de
acetonitrila e metanol foram as Unicas que resultaram em um sobrenadante
monofasico transparente. O sobrenadante resultante apds adicdo de cada solucéo foi
entdo submetido a quantificacdo por cromatografia seguindo os mesmos parametros
descritos na secdo de meétodos. O solvente acetonitrila resultou em uma maior
recuperacdo do peptideo e em uma fracdo correspondente ao mesmo sem arraste
frontal ou cauda posterior (tailing) (dados ndo mostrados) quando comparado com 0s

outros solventes, e foi adotado para os ensaios de estabilidade em soro.

As estratégias de quantificacdo podem ser divididas em quantificacdes
absolutas e quantificacfes relativas. A quantificacao relativa equivale a comparacéo
do sinal equivalente ao analito em diferentes estados, como por exemplo, a variacao
entre a intensidade do sinal de uma amostra contendo um peptideo as 0 horas em
material bioldgico e apés degradacdo durante 24 horas, analisadas por cromatografia
por deteccao ultravioleta (UV). Quantificacbes absolutas geralmente requerem a
utilizacdo de marcadores (labelled-based quantification). Entre os principais

marcadores, a marcacdo por reagentes que resultam na formacgdo de isGtopos
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estaveis, como por exemplo iCAT (isotope-coded affinity tags) e ICPL (isotope coded
protein label), apds ligacdo as cisteinas e lisinas do peptideo, respectivamente,
permite quantificagdo precisa por espectrometria de massas. Além desses
marcadores, outras estratégias de quantificacdo com alta precisdo também podem ser
realizadas, entre elas: iTRAQ (Protein labeling by iTRAQ: a new tool for quantitative
mass spectrometry in proteome research), Silac (Use of Stable Isotope Labeling by
Amino Acids in Cell Culture for Phosphotyrosine Protein Identification and
Quantitation) Silam (Stable isotope labeling in mammals), utilizadas principalmente
para a quantificacédo de proteinas (BARBOSA et al., 2012).

A quantificagdo por cromatografia de fase reversa, geralmente utilizando
colunas do tipo C18, é bastante utilizada para a quantificacdo de peptideos em
ensaios de estabilidade biologica. A ASC correspondente a fracdo do peptideo analito
pode ser interpretada como a intensidade do sinal de absorcdo apos emissao de raios
UV, no caso de HPLCs e UPLCs com detectores UV, a qual esta diretamente
relacionada a quantidade do analito. No modo offline, as fragdes da cromatografia
podem ser coletadas e analisadas em seguida em espectrometros de massas, para
analise qualitativa dos componentes, ou até mesmo quantitativa dependendo do
espectrometro utilizado. Ja no modo online, as amostras sdo analisadas por sistemas
LC-MS, com ambos equipamentos acoplados, geralmente com injetores do tipo
electrospray (LAME et al., 2011). O modo online demanda menos trabalho manual e
possibilita analise qualitativa mais abrangente, mas apresenta também limitacdes,
como por exemplo, na composicédo da amostra, a qual deve ser compativel a ambos
equipamentos (SEGER et al., 2012).

Para este projeto, 0 método de quantificacéo escolhido foi o de quantificacéo
por cromatografia liquida realizada com uma coluna C18 e subsequente analise
gualitativa das fracdes coletadas pelo espectrdmetro de massas MALDI-TOF. A
analise pelo MALDI-TOF foi somente qualitativa e teve como intuito a busca de
fragmentos decorrentes da degradacdo proteolitica dos peptideos Occidentalina e
cOccidentalina[5-9] ap6s incubacao durante os tempos de 0, 6, 12 e 24 horas, e para
verificar se os peptideos estavam realmente eluindo somente na fracdo considerada
na quantificacdo. Na maioria das vezes, analises quantitativas por espectrometria de
massas dependem da injecao do volume total da amostra a ser analisada, geralmente

realizadas em espectrobmetros com injetores do tipo electrospray e analise posterior
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pelo método de monitoramento de reac6es mdultiplas (MRM) (LEE et al., 2020). A
guantificacéo por espectrometros MALDI pode ser realizada se o padréo de diluicéo e
distribuicdo do peptideo analito na solugcédo final contendo a matriz ionizante é
considerado (ALBALAT et al., 2013).

Inicialmente, a estabilidade bioldgica do peptideo Occidentalina foi avaliada
apos incubacdo por 16 horas em soro diluido em 50% de salina (NaCl 0,9%), e durante
o periodo de incubacdo, aliquotas nos tempos 0, 2, 4, 8 e 16 horas foram coletadas
para quantificagdo. As condi¢Bes cromatograficas iniciais utilizadas para quantificagéo
diferiam no tempo de cada andlise por cromatografia, realizadas em 25 minutos (0-
100% de solucdo B em 25 minutos). A quantificacdo do peptideo apés a realizacdo do
ensaio nessas condicdes nao foi possivel, devido ao tempo de eluicdo do peptideo
ser similar a componentes do soro, resultando em fracdes sobrepostas apoés
cromatografia (figura 13). A partir desses resultados, uma série de métodos
cromatograficos, em diferentes tempos de analises, foram avaliados. Por final, a
cromatografia por 50 minutos foi estabelecida por apresentar eluicdo dos peptideos
Occidentalina e analogo em tempos diferentes dos componentes do soro. Além disso,
a diluicdo do soro em salina a 25% resultou em menor interferéncia ainda dos
compostos da matriz biolégica na analise por cromatografia e maior recuperacao do
peptideo apos a etapa de precipitacao. O tempo total de incubacéao foi reajustado para
24 horas devido a maior diluicho do soro, considerando a relacdo linear entre

degradacéo e diluicdo geralmente presente nestes ensaios (POWELL et al., 1992).
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Figura 13. Comparac¢édo dos cromatogramas das amostras do ensaio de estabilidade em soro do
peptideo Occidentalina, analisadas pelo método de corrida em 25 minutos. Eixo y: valores ASCs. Eixo
x: tempo de corrida. Em azul: os cromatogramas correspondentes as andlises das amostras contendo
Occidentalina em soro apoOs diferentes tempos de incubacdo. Em vermelho: cromatograma
correspondente a andlise da amostra contendo apenas soro.
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O método utilizado para quantificacdo adotado neste trabalho exige que os
analitos estejam solluveis na solucdo de meio bioldgico. Por esse motivo, em conjunto
com a analise da estabilidade em soro diluido, a quantificacédo dos peptideos seguindo
0 mesmo procedimento em salina diluidos em 20% de DMSO foi realizada a fim de
comprovar a solubilidade dos analitos. Estima-se que a solubilidade dos peptideos
analitos em salina é semelhante a solubilidade em soro diluido (25%) com auxilio de
20% DMSO. Os valores similares dos sinais (ASCs) ap6s quantificacdo
correspondentes ao tempo 24 e do tempo 0 de ambos peptideos indica permanéncia
do estado soluvel inicial durante o tempo total do ensaio. Além disso, a avaliacdo da
estabilidade quimica de um composto-prot6tipo em solucao é importante no processo

de desenvolvimento de um farmaco.

A quantificacdo de um analito por cromatografia liquida ou sistemas LC/MS
deve ser acompanhada por um processo de calibracdo, com o intuito de avaliar
parametros como sensibilidade, reprodutibilidade, variabilidade e precisdo dos
sistemas metrologicos. A operacdo de calibracdo estabelece uma relagdo entre os
valores indicados apoés a quantificacdo com medi¢cdes padronizadas, obtendo relacéo
empirica na forma de uma funcao analitica. A func&o analitica obtida pode ser utilizada
entdo para calcular o valor da quantidade da substancia a ser quantificada, a partir
dos valores obtidos relacionados ao analito no sistema utilizado para analise. Além da
elaboracdo de curvas de calibracdo, padrbes internos (internal standards) também
podem ser utilizados para a validacdo do método de quantificacdo de um analito.
Is6topos marcados de analitos podem ser utilizados como padrdes internos,
geralmente resultando em relacbes precisas de sinal-quantidade devido a alta
semelhanca com o analito ndo marcado a ser quantificado. (WILBERT et al., 2000;
HUPERT et al., 2018; CUADROS-RODR et al., 2007; LASAOSA et al., 2014).

Para este trabalho, a calibracdo e padronizacdo do método foi realizada por
meio da elabora¢céo de uma curva de calibracdo, a qual apresentou uma relacéo linear
entre a quantidade do peptideo Occidentalina analisada e no sinal de absorbancia
indicado pelo valor de ASC da fracdo correspondente ao peptideo apds cromatografia.
Para estudos futuros utilizando o mesmo método de quantificacdo, a realizacdo do
processo de calibracdo considerando o efeito da matriz biolégica na sensibilidade,
reprodutibilidade e variabilidade do método, além de estudos de adsorcdo dos

peptideos aos microtubos utilizados, e identificacdo dos limites minimos de
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guantificacdo (lower limit of quantification) podem ser interessantes para uma

validacdo mais abrangente do método.

A etapa de avaliacdo dos parametros farmacocinéticos é fundamental no
processo do desenvolvimento de um novo farmaco. Estudos in vitro de estabilidade
em material biolégico, geralmente em plasma ou soro, sao frequentemente realizados
durante os estagios iniciais da otimizagdo de um composto-protétipo. (BOULANGER
etal., 1992; NOTO et al., 2008; MIRANDA et al., 2008; Kluskens et al, 2009; TAYLOR,
et al., 2010). Essa avaliacéo inicial &€ especialmente importante no desenvolvimento
de farmacos propensos a valores baixos de meia-vida em meios biol6gicos, como por
exemplo, no desenvolvimento de peptideos terapéuticos, suscetiveis a degradacao
enzimatica. Além de estudos in vitro, estudos in vivo e in silico podem ser realizados
também para avaliacéo e predicao, respectivamente, do perfil de ADME de peptideos
(MATHUR et al., 2018; KLUSKENS et al., 2009). Os dados obtidos apés avaliacao
nestes experimentos iniciais podem ser utilizados na predicdo dos parametros
farmacocinéticos em humanos por meio de modelos farmacocinéticos baseados na
fisiologia (PBPK, do inglés physiologically-based pharmacokinetic) (ROWLAND et al.,
2011).

O peptideo Occidentalina mostrou-se surpreendentemente estavel em soro, o
valor de meia vida equivalente a aproximadamente 6 horas do peptideo obtido foi
aproximadamente 4 vezes superior ao valor do peptideo analogo cOccidentalina[5-9].
O valor de meia vida de 6 horas ou mais € incomum em peptideos terapéuticos.
Segundo analise comparativa utilizando o banco de dados de valores de meia-vida de
peptideos PEPIlife, o peptideo Occidentalina faz parte da parcela de 20% dos
peptideos que apresentam meia-vida igual ou superior a 6 horas (MATHUR et al.,
2016). Acredita-se que a baixa suscetibilidade relativa do peptideo pode ser
decorrente de dois fatores, a amidacao do C-terminal e por ser um peptideo derivado
da peconha da espécie de vespa Polybia occidentalis. Peptideos encontrados em
peconhas de animais sao resultado de milhdes de anos de pressao seletiva entre
presa-predador. Por esse motivo, peptideos derivados de peconhas e venenos
geralmente apresentam alta estabilidade biolégica intrinseca e potentes efeitos
biologicos (KING et al., 2011). A estratégia de amidac&o do C-terminal de um peptideo

garante protecdo contra as carboxipeptidases, e por esse motivo, € amplamente
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utilizada, cerca de 50% dos peptideos terapéuticos apresentam essa modificacao
(RINK et al., 2010).

Nao foi possivel identificar fragmentos/metabdlitos da Occidentalina
decorrentes da degradacdo enzimatica. Acredita-se que tal inabilidade esta
relacionada com dois fatores principais: a baixa estabilidade dos fragmentos
originados, rapidamente degradados e em decorréncia disso ausentes nas analises
nos tempos definidos, e na possivel supressao do sinal no MALDI-TOF dos mesmos
pela interferéncia dos componentes da matriz de ionizagéo, pelos sinais dos sais e
componentes proteicos presentes no soro, ou até mesmo pelo sinal do préprio

peptideo intacto.

N&do foram observadas fracbes correspondentes aos fragmentos de
degradacédo da Occidentalina nos cromatogramas de todos os tempos. A analise
gualitativa por MS sem separacdo por cromatografia prévia € mais suscetivel a
supressdes na ionizacdo dos metabolitos pelos componentes de uma matriz biologica
complexa. A realizacéo da identificacdo de metabdlitos no modo offline depende da
coleta de todas as fracbes. Sendo assim, fracdes com baixa intensidade néao
coletadas, ou fragmentos de Unicos residuos impassiveis a incidéncia de luz UV na

frequéncia de 214 nm, séo perdidos durante a cromatografia.

O peptideo cOccidentalina[5-9] apresentou valor de meia-vida de
aproximadamente 90 minutos. A semi-ciclizacdo do peptideo analogo foi realizada
com o intuito de otimizar o perfil de estabilidade da Occidentalina em soro. Contudo,
o desenho do peptideo cOccidentalina[5-9] foi realizado anteriormente a avaliacdo da
meia-vida do peptideo original, o qual apresentou um perfil de estabilidade
inesperadamente satisfatorio. A semi-ciclizacdo da regido C-terminal teve como um
dos objetivos garantir protecdo contra carboxipeptidases, e por esse motivo o desenho
do peptideo foi elaborado sem amidac¢do. Considerando a maior estabilidade
apresentada do peptideo original, € possivel que a ligacao dissulfeto entre os residuos
nas posicdes P9 e P5 nado tenha sido capaz de obstruir 0 acesso a exopeptidases
devido a ndo amidacao da regido C-terminal. Além disso, é possivel que a diferenca
de hidrofobicidade entre os peptideos esteja relacionada com os perfis de
degradacdo, devido a possivel relacdo entre solubilidade e disponibilidade para

protedlise.
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O fragmento de degradacao correspondente a sequéncia de residuos CAFWC
foi identificado na analise por MALDI-TOF. A fracdo cromatogréafica indicada (seta
azul) presente nos cromatogramas dos tempos 12 e 24 do ensaio de estabilidade da
cOccidentalina[5-9] corresponde ao metabdlito em questdo (figura 6). O valor da
massa monoisotépica de 627.135 Da encontrado apés andlise pelo MALDI-TOF indica
a presenca da ligagéo dissulfeto. Em contraste com os fragmentos néo identificados
de ambos peptideos, acredita-se que esse fragmento apresentou estabilidade
suficiente para a sua identificacdo na andlise dos tempos do ensaio em soro. Além
disso, o fragmento eluiu em uma Unica fragdo cromatografica, em tempos distintos dos
outros componentes da amostra, possibilitando anélise por MALDI-TOF com menos

interferéncias.

A maioria das estratégias de otimizacdo da estabilidade biologica de
peptideos consiste na protecdo das ligacdes peptidicas obstruindo o acesso das
proteases na regido do backbone. A conformacdo de um peptideo esta relacionada
com a suscetibilidade as peptidases. Peptideos lineares pequenos geralmente
apresentam valores baixos de meia-vida, enquanto peptideos que assumem
conformacdes secundarias e terciarias menos flexiveis, mais estaveis, apresentam
maior resisténcia a degradacédo. Assim sendo, € possivel que a regido correspondente
aos residuos pEQYM, provavelmente linear devido ao numero baixo de residuos,
tenha sido rapidamente degradada pelas peptidases, enquanto a regido ciclica do
peptideo, CAFWC, permaneceu estavel durante o ensaio. Ja o0 peptideo
Occidentalina, por outro lado, manteve a estrutura original intacta por mais tempo. E
possivel que as interacdes intramoleculares responsaveis pela estrutura secundaria
da Occidentalina estejam relacionadas com o perfil de baixa degradacédo do peptideo.
Estudos conformacionais por meio de técnicas de dicroismo circular, NMR,
cristalografia, entre outros, permitiiam melhor entendimento dos parametros
farmacocinéticos e farmacodinamicos de ambos peptideos (CHEN et al., 2015; LEE
et al., 2019).

O peptideo cOccidentalina[5-9] foi desenhado visando a manutencdo da
capacidade anticonvulsivante do peptideo original Occidentalina. Para avaliacdo da
atividade anticonvulsivante, o modelo agudo de inducdo por &cido cainico em
camundongos foi utilizado. O modelo de inducdo de crises convulsivas por

administracao intracerebroventricular de &cido cainico € utilizado como modelo animal
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de epilepsia devido a sua capacidade de reproduzir mudancas histopatolégicas de
neurodegeneracao similares a aquelas presentes em pacientes com epilepsia do lobo
temporal. O acido cainico € um anélogo ciclico do glutamato, e ap6s administracao
induz uma resposta de despolarizagcdo exacerbada, eventualmente levando a

citotoxicidade glutamatérgica e subsequente morte celular (LEVESQUE et al., 2013).

O peptideo cOccidentalina[5-9], ao contrario do peptideo Occidentalina
(MORTARI, 2007), nado foi capaz de proteger 0s animais contra as crises maximas.
Além disso, o peptideo mostrou-se incapaz de proteger 0s animais contra o processo
de 6bito provocado pela administracdo do acido cainico e nao foi capaz de interferir
no periodo de laténcia até a primeira crise maxima, em contraste também com o
peptideo Occidentalina. Esses resultados indicam que o peptideo cOccidentalina[5-9]
perdeu a afinidade ao alvo e consequente efeito biologico do peptideo original ou teve
sua biotransformacao acelerada e consequentemente menor biodisponibilidade. A
diminuicdo do efeito bioldgico de peptideos analogos apds modificacdes inseridas na
sequéncia de residuos dos peptideos originais ocorre com frequéncia, e geralmente
estd associada a mudancas conformacionais que levaram a perda de afinidade ao
alvo de ligacdo (SATOH et al., 1996; MUTTENTHALER et al., 2010; PROKAI et al.,
1997). E possivel que as substituicdes dos residuos de valina e metionina
(EQYMVAFWM-NH2 — pEQYMCAFWC) por cisteinas interligadas por ligacdes
dissulfeto levaram a mudanca conformacional significativa ndo sé na regido C-
terminal, mas em toda a estrutura do peptideo. Este resultado ndo foi inesperado, ja
gue o desenho do anéalogo foi realizado sem auxilio de anélises conformacionais
robustas do peptideo original. Além disso, o alvo molecular do peptideo Occidentalina
ainda nao foi elucidado, impossibilitando predicbes da regido farmacoférica tendo
como base a interface de interacdo ao mesmo. Apesar da perda do efeito biolégico do
peptideo analogo, os resultados obtidos neste projeto contribuiram na elucidacéo dos
residuos importantes na afinidade ao alvo do peptideo original Occidentalina e pode

contribuir com o desenho de novos peptideos no desenvolvimento de novos farmacos.
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6. CONCLUSOES

> A ciclizacao da regidao C-terminal por ligacédo dissulfeto entre os residuos 5 e 9
do andlogo da Occidentalina resultou em um perfil de estabilidade em soro
inferior ao peptideo original.

> A ciclizacao da regido C-terminal por ligacédo dissulfeto entre os residuos 5 e 9
do analogo da Occidentalina resultou em perda significativa do efeito
anticonvulsivente do peptideo original.

> O peptideo Occidentalina apresentou meia-vida de aproximadamente 6 horas
em soro, valor considerado alto quando comparado aos valores geralmente

obtidos para peptideos terapéuticos.
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