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RESUMO

A prospeccdo de peptideos com atividade bioldgica € importante do ponto de
vista biotecnolégico assim como ponto de partida em diversos ramos da pesquisa como
no desenvolvimento de novas drogas e na producdo de plantas geneticamente
modificadas. Este trabalho tem como objetivo a predi¢do e a sintese de peptideos que
tenha atividade antinociceptiva e hipotensora. A predi¢cdo da estrutura priméria dos
peptideos foi realizada com base em trabalhos anteriores do grupo, os quais focam na
prospeccdo e caracterizacdo de peptideos bioativos, assim como no conhecimento
disponivel na literatura acerca das propriedades biolégicas apresentadas por dominios
protéicos especificos. Os peptideos foram sintetizados por meio de sintese quimica em
fase sdlida, utilizando a estratégia Fmoc, seguida da purificacio em cromatografia
liquida de alta eficiéncia. O grau de pureza e a confirmacgdo da estrutura primdria dos
peptideos sintetizados foram determinados por espectrometria de massa, Maldi e ESL
Os peptideos foram testados em camundongos , por via intraperitoneal com intuito de
avaliar sua possivel atividade antinociceptiva, realizaram-se entdo os testes da placa
quente ou Hot Plate e teste de retirada da cauda ou Tail Flick. Os testes in vivo
demonstraram que os peptideos sintéticos PSLEM 11011 e 11012 apresentaram
atividade antinociceptiva via receptores opidides com perfil de atividade mais tardio e
duradouro em relacdo a morfina. Eles apresentaram atividade nos dois modelos de testes
propostos, podem ter atravessado a barreira hematoencefdlica e possuem agdo

prolongada.

Palavras - chave : Peptideos sintéticos, opidides e testes in vivo.



ABSTRACT

To prospect of peptides with biological activity is important from the point of
view of biotechnology as a starting point in many fields of research as the development
of new drugs and the production of genetically modified plants. This study aims to
predict and synthesize peptides that have antinociceptive and hypotensive activities. The
prediction of the primary structure of the peptides was based on previous work of the
group, which focuses on the prospection and characterization of bioactive peptides as
well as in the knowledge available in the literature about the biological properties of
specific protein domains. The peptides were synthesized by solid-phase chemical
synthesis using Fmoc strategy followed by purification on high performance liquid
chromatography. The purity and confirmation of the primary structure of the
synthesized peptides were determined by mass spectrometry, MALDI and ESI. The
peptides were injected in mice intraperitoneally in order to assess its possible
antinociceptive activity through Hot Plate and Tail Flick assays. The in vivo tests
showed that synthetic peptides PSLEM 11011 and 11012 have antinociceptive activity
via opioid receptors with delayed response and longer activity compared to morphine.
The peptides showed activity in both test models proposed in this work, may have

crossed the blood-brain barrier and presenting high bioavailability.

Keywords: Synthetic peptides, opioids and in vivo tests.
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1. INTRODUCAO

Ha cerca de 200 anos a morfina foi isolada da papoula, Papaver somniferum.
Desde entdo inaugurou-se uma busca sistemdtica por principios ativos que pudessem
agir como medicamentos no que hoje estd estabelecido como uma vasta drea de
pesquisa, a de produtos naturais. Em 1990, cerca de 80% dos farmacos eram, direta ou
indiretamente de origem natural. Hoje, devido aos avancos da quimica organica, a
maioria dos farmacos € produzida de forma sintética, a partir de seus andlogos presentes

na biodiversidade. (Hong, 2011; Li &Vederas, 2009).

Fora do ambito dos Produtos Naturais, ou seja dos produtos do metabolismo
secunddrio, o estudo de moléculas codificadas diretamente por genes registrou um
avango considerdvel a partir das ultimas trés décadas. Com isso, a prospeccdo de
peptideos com atividade bioldgica revelou-se importante tanto do ponto de vista
biotecnolégico quanto no ponto de partida em diversos ramos da pesquisa que incluem
o desenvolvimento de novas drogas (Vlieghe et al., 2010) e a producdo de plantas

geneticamente modificadas (Brand et al., 2012; Montesinos 2007).

De um modo geral, os peptideos bioativos tém sido apontados como candidatos
ao desenvolvimento de novos fairmacos, devido a algumas caracteristicas intrinsecas a
sua atividade bioldgica, como alta especificidade, poténcia, baixa toxicidade e
diversidades quimica e bioldgica (Mason, 2010). A desvantagem consiste na baixa,
biodisponibilidade, isto é, penetracdo em tecidos e dificuldade de administragao por via
oral e demais vias. Uma das alternativas empregadas com o intuito de minimizar tais

problemas € a otimizacao dos peptideos (Sato et al., 2006).

Dentre as estratégias de otimizacdo, estdo: i) as modifica¢des estruturais, como,
a adicdo de novas moléculas, a substituicdo por residuos de aminodcidos nao naturais e
modificagdes pds - traducionais; e ii) o processo de entrega da droga, como o
encapsulamento de peptideos em nanoestruturas (Antosova et al., 2009; Neumann

&Staubitz, 2010; Rajendran et al., 2010 ).

Os peptideos podem apresentar diversas atividades bioldgicas, como as
antimicrobianas (Fjell et al, 2011; Zasloff, 2002), opidides (Goldberg, 2011),
hipotensoras (Giménez et al, 2011), antitrombodticas (Menezes et al., 2011) entre

outras. Em 2010, cerca de 60 peptideos sintéticos com poténcial terapéuticos ja estavam
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disponiveis para comercializa¢do farmacéutica e podendo ser empregados em multiplas
patologias como: alergias, asma, artrites, doencas cardiovasculares, diabetes, disfuncdo
gastrointestinal, problemas de crescimento, inflamacao, obesidade, doengas infecciosas,

cancer, osteoporose, dor, vacinas dentre outras (Stevenson, 2009; Vlieghe et al., 2010).

O sequenciamento do genoma humano contribuiu para a identificagdo dos alvos
moleculares (receptores, enzimas, canais i0nicos) de acdo para diversos medicamentos.
Os primeiros trabalhos nessa area foram os descritos por Hopikins & Groom (2002) que
sugeriram 120 alvos terapéuticos distintos. Mais recentemente, Andersen e
colaboradores (2011) indicaram 435 alvos, dos quais a maioria sdo receptores acoplados
a proteina G e enzimas. Dentre os projetos mais promissores para a inddstria
farmacéutica destacam-se os que focam no tratamento para cancer, dor e hipertensao

(Arrowsmith, 2012).

Os analgésicos opidides atuam nos receptores opidides (receptores acoplados a
proteinas G), localizados principalmente no sistema nervoso central e sdo considerados
a classe de drogas mais potente para o tratamento da dor aguda e cronica (Stein et al.,
2003; Stein & Lang, 2009). Eles podem ser prescritos no tratamento de patologias como
o cancer, o sida, a diarreia cronica e para pacientes que fazem desintoxicagdo de heroina

(ibegbu et al., 2011).
1.1. Nocicepcao

De acordo com a Associacdo Internacional para o Estudo da Dor (IASP) a dor
pode ser definida como uma experiéncia desagradavel que depende basicamente de dois
constituintes: o emocional e o nociceptivo. O componente emocional ndo foi avaliado

no presente estudo , por isso nao serd abordado.

A nocicepc¢ao € o processo pelo qual neurdnios sensitivos primarios detectam e
propagam estimulos nocivos podendo ser de natureza térmica, mecanica ou quimica ao
sistema nervoso central, (SNC) (Basbaum er al., 2009; Julius & Basbaum, 2001). Essa
propagacdo ocorre na membrana dos neur6nios aferentes primarios nociceptivos dos
nervos periféricos, que sao fibras de pequenos didmetros (Ad € C) e transmitem a
informagdo nociceptiva oriunda dos musculos, da pele e das visceras até o sistema

nervoso central (Rang & Dale, 2011; Stein et al., 2009).
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Os nociceptores (neurdnios aferente primdrio) podem ser classificados em
subfamilias de acordo com suas caracteristicas anatomicas, fisioldgicas e bioquimicas
(Gold & Gebhart, 2010). Em relacdo as diferencas anatomicas existem as fibras
mielinizadas Ad e as ndao mielinizadas, fibras C. As diferencas fisioldgicas referem-se a
resposta aos diferentes estimulos e as bioquimicas dependem da presenca ou da
auséncia de neuropetideos e de canais especificos nos nociceptores para desempenhar

uma determinada funcdo.

As fibras Ad , sdo responséveis pela propaga¢io da estimulagdo aguda de forma
mais localizada e rdpida do que as fibras ndo mielinizadas (fibras C). Os nociceptores
Ad sdo subdivididos em tipo I e tipo II, os quais respondem ao estimulo mecénico , mas
se diferenciam em relacdo ao nivel de resposta quando expostos ao estimulo térmico e

quimico (Julius & Basbaum, 2001).

As fibras do tipo C ndo mielinizadas transmitem o estimulo correspondente a
dor profunda, de forma difusa e de propagacao mais lenta (Basbaum et al., 2010; Gold
& Gebhart, 2010). Dentre as fibras C existem fibras que apresentam neuropeptideos que
sdo os peptideos relacionados ao gene da calcitonina (CGRP) e a substancia P (SP)
(Cavanaugh et al., 2011). A fibra C que possui neuropeptideos inerva regides mais
profundas da pele enquanto a outra, sem neuropeptideos, inerva regides mais externas
como a epiderme (Todd, 2010). A maioria das fibras C sdo nociceptores polimodais,
isto é, respondem aos estimulos térmicos, mecanicos e quimicos (Hunt &.Mantyh,
2001). J4 as ndo polimodais respondem apenas ao frio e ao toque na pele (Lumpkin &

Caterina, 2007).

A regiao do corno dorsal da medula espinhal estd organizada anatomicamente e
eletrofisiologicamente em laminas distintas numeradas de I a V (Basbaum & Jessell,
2000) e recebe os estimulos provenientes das fibras aferentes primdrias (Todd, 2010).
Esses estimulos s@o processados por interneurdnios excitatorios (neurotransmissores
glutamatérgicos) e inibitdrios (neurotransmissores GABA ou glicina ) que transmitem a
informacdo para neurdnios com projecdes em dreas cerebrais , o que caracteriza a via
ascendente para a dor. Os axOnios presentes nesses neurOnios de projecdo, passam
através dos tratos espinotalamicos contralaterais ( DRT, RVM, LC e PAG) e fazem
sinapses com neurdnios localizados no tdlamo onde existem outras projecdes para o

cortex somatosensitivo. Ver figura 1. (Basbaum ez al., 2010; Todd, 2010).
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Neurénio aferente primério @ =
ﬁ@Q—

Figura 1. Ilustracdo representando as vias modulatérias para a dor. Em vermelho estd indicando
a via ascendente ¢ em verde a via descendente. DRT( nidcleo reticular dorsal) ; RMV (medula
rostroventral); LC (Locus Coeruleus); PAG (regido periaquedutal cinza); Adaptado de Ossipov et al.,
2010.

Outro mecanismo para a modulagdo da dor sdo as vias descendentes inibitorias
para a dor, as quais controlam os impulsos no corno posterior. A via descendente parte
da amidala e do hipotdlamo até chegar na regido periaquedutal cinza (PAG) (Hunt
&.Mantyh, 2001). A regiao periaquedutal, passa pelo Locus Coeruleus (LC) e projeta-se
para a medula rostroventral (RMV). A medula rostroventral projeta-se para o corno da

medula espinhal ver figura 1.

A capacidade de inibir a dor nessa via é devida aos diferentes mediadores
quimicos produzidos pelos neurdnios, que sdo a serotonina, as catecolaminas e 0s

peptideos enddgenos (Perl, 2007). Dentre esses os mais importantes sdo principalmente
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a 5-hidroxitriptamina (serotonina) e a encefalina. A 5- hidroxitriptamina que € uma
monoamina, faz com que a maioria das células no SNC fiquem hiperpolarizadas e
também pode agir na inibi¢cdo da propagacdo do estimulo aferente primdrio para os
neurdnios no corno dorsal, por meio de um mecanismo pré sindptico. (Rang & Dale,

2011; Todd, 2010).

A encefalina ¢ um peptideo endégeno com agdo agonista em receptores L €
d opidides e se encontram com mais abunddncia nos neurdnios da regido periaquedutal

cinza (mesencefalo) e substancia gelatinosa (medula espinhal). (Rang & Dale, 2011).

1.2. Receptores opidides

Os receptores opidides foram identificados no tecido neural em 1973 por Pert e
Snyder (Snyder &Pasternak, 2003). O primeiro receptor opidide clonado foi o delta (d)
(DOR) em 1992 por Kieffer e Evans. Posteriormente foi a vez do receptor mu (W)
opidide (MOR) e do receptor opidide kappa (k) (KOR) (Snyder &Pasternak, 2003). Os
agonistas para receptores mu (U) opidide bloqueiam estimulos de natureza térmica,
enquanto os agonistas para receptor opidide delta (8) (DOR) bloqueiam estimulos
mecanicos (Basbaum et al., 2010; Scherrer et al., 2009). Ja os agonistas para o receptor
opidide kappa (k) no sistema nervoso central desempenham atividade de antagonismo
de receptores mu opidides, favorecendo a nocicep¢do (Vanderah, 2009). Esses trés
receptores compartilham mais de 70% de identidade de estrutura priméria, e as maiores

diferencas estao nos loops extracelulares (Wu et al., 2012).

Além desses receptores, em 1995 foi isolado o receptor opidide orfao (ORL) que
apresenta a estrutura primdria com maior grau de similaridade a dos receptores do tipo
opidide (63% de identidade) e € o receptor para o peptideo endégeno nociceptina. Este
nio é considerado um receptor opidide cldssico (mu, kappa e delta) porque apresenta
pouca afinidade com a maioria dos ligantes opidides, incluindo moléculas semelhantes
estruturalmente a morfina (Diets et al., 2011; Manglik et al., 2012; Meunier et al, 1995;
Thompson et al., 2012).

Os receptores opidides estdo presentes nos nociceptores de fibras C ( Schutting,
2012) que estdo localizados principalmente no hipotdlamo, na regido periaquedutal

cinza (PAG), na medula rostroventral (RMV) e no corno da medula espinhal, por isso
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a via descendente inibitdria € o local de ac¢do para analgésicos opidides (Basbaum et al.,

2010; Ossipov et al., 2010).

Na medula, os receptores opidides podem inibir a transmissdo do estimulo
nocivo nos neurdnios, exercendo sua atividade no controle da antinocicepcao (Ossipov
et al., 2010). Esses receptores opidides sao acoplados a proteina G inibitéria e sua
atividade antinociceptiva € proveniente principalmente do bloqueio de canais de célcio

operados por voltagem (Schutting et al., 2012).

Os estudos sobre peptideos opidides enddgenos possibilitou o conhecimento
sobre as estruturas de aminoacidos especificos que interagem com receptores opidides.
As encefalinas ,morficeptinas e endomorfina - 2 sdo peptideos que contém as seguintes
sequéncias: YGGFL (Leu-encefalina) ou YGGFM (Met-encefalina), YPFP e YPFF
respectivamente. Esses opidides estdo presentes nos mamiferos, localizadas no SNC,
assim como as endorfinas, dinofirnas, endormorfina-1 e beta casomorfina bovina

(Janecka et al., 2010).

1.3. Proteina G

Os receptores acoplados a proteina G (GPCRs), recebem esta denominacao
devido a sua interacdo com nucleotideos (GDP, GTP). Consiste de uma super familia
com mais de mais de 800 proteinas humanas distintas, como os adrenoreceptores,
receptores de dopaminas, receptores opidides, receptores de 5-HT, receptores para
peptideos entre outros. Todas possuem sete alfa helices transmembrana e subunidades.
A proteina G pode responder a muitos sinais extracelulares tais como a presenca de
ions, hormonios, neurotransmissores, lipideos entre outros, causando respostas
celulares, por isso os GPCRs s3o os alvos terapéuticos mais abordados no
desenvolvimento de novos farmacos, fazendo parte de mais de 40% das drogas
clinicamente aprovadas (Du & Xie, 2012; Fatakia et al., 2011; Katritch et al., 2012;
Whalen et al., 2011).

O receptor mu opidide que ¢ um GPCR, se acopla ao subtipo de proteina G ,
Gaio , sendo 01 de inibi¢do da enzima adenilato ciclase. Esta proteina G possui 3

subunidades denominadas a subunidade alfa(o) e o heterodimero beta/gama (B7y). Na
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ausé€ncia de agonista o receptor permanece com todas as subunidades juntas (Lamberts

etal.,2011; Traynor, 2012).

A ligacdo de um agonista, ao receptor mu opidide, promove uma mudanca de
conformagdo do receptor a qual leva a fosforilagio do GDP (Guanosina di fosfato)
formando entdo o GTP (Guanosina tri fosfato) com isso, as subunidades se dissociam
permanecendo a subunidade o e o heterodimero Py. Cada subunidade age sobre alvos
diferentes. A subunidade o inibe a adenilato ciclase, enzima que cataliza a formagao de
adenosina monofosfato ciclico, AMPc. Essa inibi¢ao diminui os niveis de AMPc o qual
participa de diversos mecanismos de regulacdo celular, dentre eles a diminui¢do dos
niveis da proteina quinase A (PKA). A PKA por sua vez, diminuird a condutincia nos
canais para s6dio operados por voltagem, ou seja indiretamente o AMPc controla os
canais para sédios voltagem dependente. O AMPc diminuido também inativa os fatores
de transcri¢ao para o gene da adenilato ciclase. (Gold & Gebhart, 2010; Law & Loh, 2004;
Stein et al., 2009).

A outra subunidade Py atua diretamente sobre os canais idnicos como 0s canais
para cdlcio operados por voltagem, nos neurdnios pré-sindpticos, inibindo-os e ativa
canais para potdssio presentes nos neurdnios pods-sindpticos. Como consequéncia a
excitabilidade da membrana neuronal é reduzida fazendo com que esta permaneca
hiperpolarizada (capaz de ativar canais para potdssio) com diminui¢do do potencial de
acdo, que resulta em inibi¢ao da propagacdo do estimulo nociceptivo. Essa sinalizacdo é
interrompida quando a subunidade o que estd ligada ao seu alvo, aumenta a atividade
de GTPase, causando hidrélise do GTP para GDP, associando novamente as

subunidades ver figura 2 (Gold & Gebhart, 2010; Law & Loh, 2004).
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Figura 2. Esquema ilustrativo mostrando a proteina G com suas subunidades. Em 1, complexo inativo
sem agonista. Em 2 complexo ativado , dissociagdo das subunidades e em 3 rearranjo do complexo
inativo ap6s hidrolise do GTP. Adaptado de Traynor, 2012.

O uso continuo de opidides pode caracterizar um quadro de tolerancia
farmacodinamica. Isso acontece em decorréncia de alteracdes no mecanismo de
transducdo de sinal proveniente da interacdo farmaco receptor. Nessa situagdo, a
subunidade alfa que deveria diminuir os niveis do AMPc , supra regula o CREB
(elemento de ligacdo a proteinas de resposta ao AMPc) que estimula a transcri¢do do
gene da adenilato ciclase restaurando a niveis normais de AMPc. Por esse motivo
existe a necessidade de se aumentar a dose do farmaco na prética clinica , tendo em
vista o quadro de tolerancia que se inicia. Ver figura 3 (Mor6n et al., 2010; de Nestler &

Aghajanian, 1997; Swift & Lewis, 2009).
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Figura 3. Esquema representativo da via de sinalizagdo molecular , apés uso continuo de opidides
analgésicos, caracterizando o quadro de tolerancia. O AMPc estimula a expressdo do CREB ( fator de
transcricdo) para o gene da adenilato ciclase que neutraliza a a¢do do farmaco. Adaptado de Nestler &

Aghajanian, 1997.

1.4 Enzima conversora da angiotensina

Outro alvo de estudo com os peptideos sintéticos é a enzima conversora de
angiotensina (ECA). Essa enzima é um dos maiores alvos para terapias cardiovasculares
e sua inibicdo permite o controle da pressdo arterial (Acharya et al, 2003). Ao ser
inibida, a ECA ndo converte a angiotensina 1 em angiotensina 2 que € um peptideo
vasoconstritor que se for produzido eleva a pressdo arterial (Camargo et al., 2012). A

hipertensdo aumenta o risco de doengas cardiovasculares podendo resultar em O6bito

(Giménez et al., 2011).

A ECA € uma zinco metalopeptidase com centro catalitico de carboxipeptidase.
Dessa forma, o peptideo inibidor da ECA age como um substrato andlogo que se liga
ompetitivamente no sitio do substrato especifico da enzima. (Camargo et al., 2012). O

decapeptideo, um dos peptideos isolados do veneno da Bothrops jararaca, o qual
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contém os residuos IPP na regidao C-terminal (Cotton, 2002) e também os lacto
tripeptideos IPP e VPP encontrados no leite fermentado, possuem a atividade de inibir a

ECA (Boelsma & Kloek, 2010).

Os inibidores da ECA sdo produzidos e comercializados ha mais de 20 anos.
(Acharya et al., 2003). O primeiro inibidor sitio dirigido foi o captopril que foi
desenvolvido a partir do estudo com peptideos isolados do veneno da Bothrops

jararaca. (Camargo et al., 2012).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral:

O presente estudo tem como objetivo o desenho de sequéncias de decapeptideos
sintéticos que possam apresentar dupla atividade: antinociceptiva e hipotensora. Os
decapeptideos devem atuar em alvos distintos, receptores opiddes e a enzima conversora

de angiotensina (ECA) respectivamente.
2.2. Objetivos especificos:

Realizar testes bioldgicos in vivo e avaliar o perfil de atividade com a estrutura
primdria dos peptideos visando estabelecer uma correlagdo entre a sequéncia de

residuos de aminodcido e o perfil de atividade apresentada.
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3. JUSTIFICATIVA

Segundo dados apresentados pela Sociedade Brasileira para o Estudo da Dor
(SBED), estima-se que cerca de 30% das pessoas no Brasil sofram com dor cronica
(SBED, 2000). A prevaléncia de dor cronica nos Estado Unidos é de 78 milhdes e na
Europa chega a 75 milhdes de pessoas, dados que refletem a preocupacao mundial em

terapias que auxiliem o tratamento da dor (Hanlon, et al., 2011).

Atualmente, a morfina é o principal alcaléide isolado da papoula, Papaver
somniferum, e € utilizada como droga no tratamento da dor por causa das propriedades
analgésicas que apresenta (Law & Loh, 2004). Devido aos principais efeitos
indesejaveis que a morfina pode provocar tais como a diminuicio da motilidade
gastrointestinal, a depressao respiratdria e a tolerancia, existe o interesse no estudo de
novos compostos opidides que possam interagir com alvos especificos, produzindo
poucos efeitos indesejaveis, baixo risco de tolerancia e com poténcia elevada (Goldberg,

2010; Gorzo et al., 2010).

Em 2007 o Instituto Nacional de Saide dos EUA, NHI, junto com a agéncia
americana reguladora de alimentos e medicamentos (FDA), relatou a necessidade de
desenvolvimento de novos compostos para tratar a dor , principalmente a dor cronica
(Dworkin & Turk , 2011; Woodcock, et al.,2007). Nessa ocasiao foram propostos novos
estudos e estratégias para aprimorar o desenvolvimento de farmacos. Uma das
estratégias mais impactantes consiste no desenho de firmacos que atuem em mais de
um alvo molecular, jd que em muitos casos o processo da dor vem associado a outras
patologias. Assim, a combina¢do de mais de uma acdo seletiva em uma tinica molécula
poderia resultar no aprimoramento da eficacia terapéutica, da droga o que caracterizaria
a terapia individualizada para o tratamento da dor (Hanlon, ef al., 2011; Woodcock, et

al.,2007).

Diversos estudos clinicos correlacionam pacientes que sofrem de dor e também
apresentam quadros de hipertensdo arterial (Bruehl et al., 2005; Klein et al., 2009;
Martin et al., 2011). Mais recentemente o trabalho epidemiologico de Olsen et al,
analisa a prevaléncia da dor e hipertensdao sugerindo que a dor cronica predispde a
hipertensdo e que a hipertensio acontece com mais frequéncia em pacientes que sofrem

de dor do que os que ndo apresentam dor (Oslen et al., 2013). Tendo em vista esses
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estudos, foi proposto o desenho de decapeptideos para serem intencionalmente

bifuncionais (atividades opidide e hipotensora).

Para o desenho das sequéncias dos peptideos foram utilizados trabalhos
anteriores do grupo ao qual pertence este projeto que focam na prospecc¢ao e predicao de
peptideos oriundos da secrec¢do cutanea de anfibios e da peconha de serpentes (Leite et
al., 2005; Moreira et al., 2010), e também no desenvolvimento de ferramentas que
permitam a identificacdo de peptideos bioativos encriptados em proteinas (Brand et al.,

2012).

Com o auxilio desses trabalhos prévios associados ao conhecimento disponivel
na literatura acerca de dominios protéicos especificos, alvos moleculares (por exemplo,
receptores, enzimas) e o mecanismo de acdo de farmacos, possibilitou-se o desenho de

novos peptideos com atividade bioldgica especifica.

Os peptideos foram desenhados com as seguintes sequéncias: (PSLEM 11011) e
(PSLEM 11012). Em vermelho, regido N-terminal dos peptideos com a sequéncia que
promove atividade opidide xxxxx. Em azul, regido C-terminal com a sequéncia que
complexa com a ECA xxxxx inibindo-a.

As sequéncias dos peptideos objeto de nosso estudo, ainda ndo poderdo ser
reveladas neste documento por for¢ca de todo o ritual que nos € imposto pelos processos
de patenteamento, o qual encontra-se em processo de elabora¢do. Vale lembrar que por
tratarem-se de moléculas desenhadas exclusivamente a partir de descritores Fisico-
Quimicos, estas ndo estdo sujeitas a quaisquer restricdes legais ou ideoldgicas vigentes,
pelo menos até a presente data. A sigla PSLEM significa Peptideo Sintético Laboratorio
de Espectrometria de Massa e o nimero indica o ano e a ordem cronolégica em que o

peptideo foi sintetizado.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Sintese de peptideos

Os peptideos PSLEM 11011 e 11012 foram sintetizados por meio de sintese
quimica em fase sélida, utilizando a estratégia Fmoc. A resina com o linker escolhido
foi a H-2-cl-trt-resina, (Peptides international, Kentucky, Estados Unidos)
(Goolcharran,1998; Mergler & Durieux, 2005).

O grau de substitui¢do da resina foi de 0,66 mmol/g, a escala de sintese utilizada
foi de 0,2 mmol que € equivalente a 303mg da resina. A sintese foi realizada dentro de

um dosador oral de Sml com filtro de polipropileno.

Para a formagdo da ligacdo peptidica (ligagdo amida) utilizou-se um reagente
quimico para ativar o grupamento acido carboxilico de um N, -acil-aminodcido, o qual
sofre o ataque nucleofilico do grupo a-amino de outro aminoédcido ou fragmento
peptidico C,-bloqueados por ligacio com um suporte polimérico, resultando na

formacao da ligacao peptidica entre eles (Machado et al., 2004).

Iniciou-se a sintese com a reac@o de acoplamento do penudltimo aminodcido, pois
o ultimo aminodcido presente no C-terminal do peptideo ja vem acoplada na resina e
desprotegida. Primeiramente utilizou-se 0,8 mmol de derivado de aminodcido (Fmoc-
AA-OH) com excesso molar de 4 vezes. O reagente para a ativagdo do grupo carboxila,
o composto carboxilatetrafluoroborato de  [benzotriazol-1-iloxi(dimetilamino)
metilideno]-dimetilazanio (TBTU), foi adicionado ao dosador oral na quantidade
equimolar ao derivado de aminoécido a ser ativado. O N,N-Diisopropylethylamine,
DIPEA, é uma base e foi adicionado na quantidade 255 pL (1.5mmol) para desprotonar
o grupo acido carboxilico. A reacdo foi conduzida em N,N-dimetilformamida (DMF),
3,0 mL como solvente (Chan & White, 2000). Os acoplamentos foram conduzidos por

90 min. a temperatura ambiente sob agitacao.

Em seguida, conduz-se a desprotecdo do grupamento Fmoc, que é quando o
grupo N-terminal fica desprotegido, podendo entdo reagir com o proximo derivado de
aminodcido. Para isso foi necessdrio utilizar uma solu¢do de 4-metilpiperidina
(Hachmann & Lebl, 2005) a 25% (v:v) em DMF durante duas etapas de 15 minutos, a

temperatura ambiente sob agitacao.
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A estratégia utilizada Fmoc, (9-fluorenilmetoxicarbonila), denomina o grupo
protetor tempordrio, da fungdo amina com o qual estabelece ligacdes estdveis ao TFA e
ldbeis a bases organicas. J4 o grupo protetor da cadeia lateral dos residuos de
aminodcidos é dcido labil e € removido durante a desprotecdo final, ao término da

sintese. (Llobet et al., 2009).

As duas reacdes (desprotecdo do grupamento Fmoc amino-terminal e ativacao
do grupo carboxila do Fmoc-aminoécido para a formacdo da ligacdo peptidica) foram
repetidas sucessivamente até a adicdo do ultimo derivado de aminodcido e a udltima
desprotecdo do grupamento Fmoc ligado ao grupo N-terminal de toda a cadeia
peptidica. Entre uma reagao de acoplamento e a reacao de desprotecao, foram feitas oito
lavagens alternadas da resina com 2-propanol e DMF. Fez-se uma ultima lavagem com

diclorometano (DCM), seguida de filtracdo a vacuo. (Chan & White, 2000).

Apo6s terminar uma reacao de desprotecdo ou acoplamento, foi conduzido o teste
da Ninhidrina ou Kaiser (Chan & White, 2000) que € um teste colorimétrico que detecta
em quantidades pequenas a presenga de grupamentos aminas livres. A ninhidrina (2,2-
dihidroxindeno-1,3-diona ) reage com o grupo amino do aminoacido a 110°C em meio
alcalino. Se a coloracao ficar azul (resultado positivo) apds a desprotecao, o teste indica
a presenga de grupos amina livres e que pode-se fazer o acoplamento. Se a coloragdo for
amarela (resultado negativo), apds o acoplamento, o teste indica que ocorreu a formagao
da ligacdo peptidica entre o grupamento N-terminal da cadeia peptidica ligada a resina e
o derivado de aminodcido adicionado. Caso ndo ocorra a formacao dessas cores, deve-se

repetir a reagdo de desprotecdo ou de acoplamento.

A etapa final do processo de sintese consistiu na desprotecdo de todos os grupos
protetores das cadeias laterais e da clivagem para a produgao do peptideo bruto que foi

posteriormente clivado, purificado e caracterizado quimicamente.
4.2. Clivagem dos peptideos

A clivagem é um procedimento necessdrio para promover o rompimento da
ligacdo entre o peptideo e a resina e para a desprotecdo de cadeias laterais ndo alquilicas
e nesta etapa € fundamental impedir que ocorram rea¢des secunddrias entre carbocations
provenientes dos grupos protetores removidos e grupamentos susceptiveis presentes na

cadeia peptidica (Howl, 2005). A ligacdo do residuo C-terminal do peptideo com a
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resina € &cido labil, por isso a reacdo foi conduzida na presenga de dcido
trifluoroacético, TFA e reagentes nucledfilos (Howl, 2005), nas proporcdes estabelecida
no protocolo da Novabiochem®, de 81,5%, acido trifluoroacético, (TFA), 5% de
tioanisol, 5% de fenol, 5% de agua, 2,5% de EDT e 1% de TIS para um volume final de
10 mL (Novabiochem, 2007).

Os reagentes permaneceram sob constante agitacdo por lhora e 30 minutos a
temperatura ambiente dentro de um tubo Falcon (50ml). Decorrido esse tempo, utilizou-
se nitrogénio gasoso para a retirada completa do TFA e em seguida foram feitas
lavagens com éter diisopropilico congelado em nitrogénio liquido para precipitar o
peptideo e retirar o excesso de produtos de reagdo formados entre os grupamentos
protetores. O peptideo foi extraido da resina devido as lavagens com dgua: acetonitrila
(1:1; v:v), por meio de filtragdio em funil de placa porosa. Terminada a filtragdo,
transferiu-se o liquido que contém o peptideo para tubos de polipropileno (tubos
Falcon) o liquido foi congelado com nitrogénio liquido e liofilizados durante
aproximadamente 72 h. Para as lavagens foi necessdrio o uso do funil de placa porosa,

bomba de vacuo e capela de exaustao.
4.3. Purificaciao dos peptideos

A purificacdo foi realizada por meio da técnica de cromatografia liquida de alta
eficiéncia, HPLC (LC-10AT VP, Shimadzu, Japdo), utilizando uma coluna semi-
preparativa, em fase reversa (C;s, 10 mm x 250 mm, modelo 218TP510, Grace Vydac,
Estados Unidos). Para cada separagdo cromatografica, foram pesados aproximadamente
2 mg de peptideo sintético bruto que foram diluidos em 2 mL de dgua Milli-Q®. Em
seguida a solucdo foi centrifugada por 15 min a 13.400 r.p.m. As fases moveis
utilizadas foram as seguintes: a fase movel A, 0,1% em volume TFA/H,O e a fase
moével B, 0,1% TFA/ACN em volume. As amostras foram injetadas com volume de
500uL por cromatografia e em seguida eluidas por incrementos da solucdo B de 5% a
95% durante 60 min, em gradiente linear com um fluxo de 2,5 mL/min, a temperatura
ambiente. Os peptideos foram detectados nos comprimentos de onda de 216 nm,
(absorbancia da ligac@o peptidica) e 280 nm (absorbancia do anel indol do triptofano)

(Brand et al., 2002). As fragdes foram coletadas manualmente.
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Foram realizadas separagdes cromatograficas para cada peptideo, purificando-se
o equivalente a 20 mg, quantidades essas suficientes para os testes antinociceptivos in

vivo.
4.4. Verificacao da pureza e identidade dos peptideos

A andlise da pureza dos peptideos foi realizada por espectrometria de massa,
técnica analitica que visa a obter a formacgao de fons na fase gasosa, para determinar sua
massa molecular (Domon & Aebersold, 2006). Todos os espectrometros devem conter
uma fonte de fons, um analisador de massas e o detector. No presente estudo foram
utilizados os métodos de ionizacdo por eletronspray (ESI) e a ionizagdo/dessor¢ao por
laser, assistida por uma matriz (MALDI), um analisador por tempo de voo (TOF) e o
analisador hibrido quadrupolo tempo de véo (Q-Q-TOF) cujo principio envolve o tempo
que um ion leva para percorrer a distancia da fonte de fons até o detector. Como os fons
possuem massas e cargas diferentes (m/z) atingem sequencialmente o detector em

ordem de valor crescente de m/z, produzindo pulsos elétricos.

Para analise por MALDI-TOF a preparacdo das amostras iniciou com uma
aliquota do peptideo diluida em 100 pL de &dgua Milli-Q® e homogeneizada. As
amostras foram preparadas em uma propor¢ado de 1:3 (v:v) em uma matriz de acido alfa-
ciano-4 hidroxicindmico (5 mg) dissolvido em 200 uLL de dgua Milli-Q®, 250 uL de
ACN e 50 pL de solucdo aquosa de TFA a 3%. A placa de MALDI utilizada (Bruker
Daltonics, Alemanha) foi do tipo maciga, previamente limpa com dgua e metanol e
polida. Na placa foram aplicadas a solucdo calibrante e as amostras em triplicatas, para

andlise no método refletido positivo.

Ap6s concluir a aplicagdo de todas as amostras na placa, esperou-se cristalizar
para o procedimento de andlise e obtencdo dos espectros. O MALDI-TOF (Ultraflex 111,

Bruker Daltonics, Alemanha).

Para andlise por ESI, a amostra foi preparada a partir de uma pequena
quantidade do peptideo seco que foi solubilizada em uma soluc@o contendo acetonitrila,
dgua Milli-Q® 1:1 ( v:v) e 1% de 4cido férmico. Em seguida o equipamento foi
calibrado utilizando uma solu¢do de calibrante externo ESI-Tuning Mix (Agilent

Technologies, Estados Unidos) e a amostra foi analisada com uma pressao no capilar de
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4,5 kV e a varredura de massa foi de m/z de 50 até 3000 no equipamento ESI-Q-
TOF/MS (microtof-Q II, BrukerDaltonics, Alemanha).

A identidade dos peptideos também foi verificada por meio de fragmentagcdo do
fon precursor para a obtengdo dos espectros de MS/MS, no mesmo instrumento. A
interpretacdo dos espectros foi realizada de modo manual com o auxilio do programa

computacional Compass Data Analysis (Bruker Daltonics, Alemanha).
4.5. Ensaios Biologicos

Os ensaios bioldgicos in vivo para a determinacdo da atividade antinociceptiva
foram realizados no laboratério de Toxinologia do Instituto de Cié€ncias Bioldgicas da
Universidade de Brasilia, UnB. Os procedimentos foram realizados de acordo com o
COBEA (Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal) e foram submetidos ao comité
de ética da UnB juntamente com outros projetos que envolvem andlises farmacoldgicas

do Laboratério de Espectrometria de Massa (LEM) da Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia. A certificacdo do comité de ética estd em anexo N2 131758/2012. Os

testes para andlise da atividade hipotensora estdo em andamento com colaboracdo do

Instituto do Coracdo , Incor-SP e por isso ndo serdo descritos nesse trabalho.
4.5.1. Animais

Os animais utilizados foram camundongos Mus musculus da linhagem/raca
Swiss, fémeas, com 20-25g, adquiridos do biotério do Instituto de Biologia da
Universidade de Brasilia. Os animais experimentais permaneceram acondicionados em
gaiolas e mantidos em condi¢des controladas de luz (ciclo de 12 horas de claro/escuro),
temperatura (23°C) e umidade (55%). Antes e durante todo o periodo experimental, os

animais receberam dgua e racao ad libitum.
4.5.2.Testes antinociceptivos

Os peptideos foram analisados em dois modelos cldssicos de testes para
atividade antinociceptiva o Hot Plate, ou teste da placa quente, e Tail Flick, ou teste de
retirada da cauda. Para o teste da placa quente os animais foram previamente

selecionados, apenas os animais que responderam em 15s foram utilizados no teste.

Ambos os modelos promovem estimulos térmicos e mensuram a laténcia, que €

o tempo de resposta a partir desse estimulo ( Berge, 2011). A antinocicepg¢do € expressa
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a partir da comparagao entre a laténcia média basal do animal, a qual € mensurada antes
de iniciar a administragdo dos grupos controle e experimental. A laténcia teste, foi
obtida ap6s administracdo dos grupos controles e experimentais e a laténcia maxima é
determinada para minimizar o risco de lesdo tecidual. Quantitativamente o indice de

antinocicepc¢ao (IA) € definido pela seguinte férmula (Mufoz, et al., 2012):

( Laténcia teste - Laténcia média basal)

IA =
( Laténcia maxima - Laténcia média basal)

No teste da placa quente, Hot Plate, o animal foi introduzido em uma placa
metdlica aquecida em torno de 50-55 °C (AVS, Brasil), a partir dai foi observado quanto
tempo o camundongo permaneceu até elicitar uma resposta cerebral que € representada
pela acdo de pular ou o lamber da pata traseira. Para o teste de retirada da cauda , Tail
Flick, o camundongo foi colocado sobre um equipamento denominado analgesimetro
(Insight, Brasil) , de modo que sua cauda ficasse em contato com a resisténcia capaz de
aumentar a temperatura at€ o animal retirar a cauda. Essa andlise indica resposta

medular. (Le bars et al., 2001).
4.5.3. Grupos avaliados

Os grupos eram compostos por 6-8 animais e a via de administracdo foi
intraperitoneal (i.p.). As doses utilizadas foram baseadas na dose e molaridade da
morfina (10 mg/kg de animal; 3,48 uM), (Duréntez et al., 2003; Li et al., 2011). Como
controle positivo foi utilizado além do sulfato de morfina (10mg/ml) (Dimorf, Cristdlia,
Brasil) a Leu-encefalina que foi sintetizada com o mesmo protocolo descrito para a
sintese do PSLEM 11011 e 11012 (19,3 mg/kg de animal; 3,48 uM). Como controle
negativo foi utilizada solugdo fisioldgica de cloreto de sddio, salina, (0.9%) (Equiplex,

Brasil).

A dose do PSLEM 11011 foi de 38mg/kg (3,48 uM). A dose utilizada do
PSLEM 11012 foi de 40mg/kg (3,48 uM). Foi utilizado também o antagonista de
receptores opidides (mu, kappa e delta) a naloxona, cloridrato de naloxona (0,4mg/ml)
(Narcan, Cristdlia, Brasil) (Goldeberg , 2010; Kane et al., 2006) na dose de 4 mg/kg

(1,13mM) quantidade suficiente para provocar o antagonismo (Hao et al., 2011) que foi
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administrado em doses seriadas de hora em hora com o intuito de inibir a atividade da
Leu-encefalina e dos peptideos PSLEM 11011 e PSLEM 11012. Na Leu-encefalina a
administracdo foi realizada em todos os tempos (tempo zero, lh, 2h, 3h), mas nos

peptideos apenas nos tempos zero, 1h, 2h para os dois modelos de testes.
4.6. Analise estatistica

Apés realizacdo dos testes in vivo foi realizada andlise estatistica com o
programa Graphpad Prism (Graphpad software, Estados Unidos) para auxiliar na
interpretacdo das mensuragdes do indice de antinocicep¢ao (IA). Para a comparagdo
entre os grupos experimentais e controles foi utilizada a fwo way anova seguida de
Bonferroni pés teste que determinou como a resposta do teste foi afetada de acordo com

o tratamento e o tempo.
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5. RESULTADOS

5.1. Analise dos componentes obtidos (MS)

Para a confirmacdo de que a sintese dos peptideos foi bem sucedida, foi
realizada a comparagdo entre a massa molecular esperada (massa tedrica) € a massa
molecular encontrada. A massa monoisotopica em Da esperada para os peptideos foi
obtida por meio do programa Compass isotopic pattern, da Bruker Daltonics. Os
espectros a seguir mostram os valores encontrados para os peptideos PSLEM 11011 e
11012 segundo o programa e também os valores observados durante a andlise por
espectrometria de massa. As massas moleculares tedricas e experimentais indicam
acurdcia como pode ser observado pelas figuras 7 A e B para o PSLEM 11011, e as

figuras 8 A e B, para o PSLEM 11012.
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Figura 4 A : Espectro com a série isotdpica tedrica para o PSLEM 11011, obtido por meio do programa
Compass Isotopic Pattern.
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Figura 4 B. Espectro do PSLEM 11011 representagdo da série isotdpica obtida por ESI.
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Figura 5 A: Espectro com a série isotdpica tedrica para o PSLEM 11012 obtido por meio do programa

Compass Isotopic Pattern.
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Figura 5 B. Espectro do PSLEM 11012 representacio da série isotdpica obtida por ESI.

Os fons precursores dos peptideos de interesse estdo mostrados nas figuras 9 e
10 e foram obtidos a partir da andlise por MALDI-TOF do peptideo bruto, apds ser
clivado e liofilizado. Nas figuras 10 e 11 estdo os espectros obtidos por Eletrospray

(ESI) dos PSLEM 11011 e 11012 respectivamente , apds a purificacao.
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Figura 6. PSLEM 11011, bruto, mostrando o aduto de sédio [M+ Na*] = 1112. 503 Da.
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Figura 8. Espectro obtido para o PSLEM 11011 purificado, apds andlise por eletrospray, monocarregado
1090.5340 Da. Espectro com calibragdo interna indicando as massas moleculares dos calibrantes.
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Figura 9. Espectro obtido para o PSLEM 11012 purificado, apds andlise por eletrospray, dupla carga
574.2968 Da.
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5.2. Confirmacao da identidade molecular

A determinacdo da estrutura primdria dos peptideos foi realizada utilizando a

técnica de ionizagdo por eletrospray, por meio de fragmentacdo do fon precursor ,

experimento de MS/MS. A partir da fragmentacdo foi possivel obter as séries y e b. A

interpretacdo dos espectros foi realizada de modo manual com o auxilio do programa

computacional Compass Data Analysis (Bruker Daltonics, Alemanha). A seguir nas

figuras 11 e 12 os espectros com o sequenciamento para o PSLEM 11011 e PSLEM

11012. Devido ao processo de patenteamento, as sequéncias ndo podem ser reveladas.
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Figura 10. Espectro obtido por MS/MS para confirmacdo da identidade do PSLEM 11011. A série y

fons fragmentados no C- terminal e a série b fragmentos no N-terminal.
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Figura 11. Espectro obtido por MS/MS para confirmacdo da identidade do PSLEM 11012. A série y
fons fragmentados no C- terminal e a série b fragmentos no N-terminal.
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5.3. Purificacao dos peptideos

Os peptideos sintetizados foram fracionados utilizando-se o sistema de
cromatografia liquida em fase reversa. As fracdes coletadas tiveram seus tempos de
retencoes, de acordo com a concentracdo de acetonitrila, em que eluiram. Foi observada
uma diferenga no tempo de retencdo do PSLEM 11011 com o PSLEM 11012 que esta

sendo exibido nos cromatogramas nas figuras 11 e 12.

A cromatografia foi monitorada nos comprimentos de onda de 216 nm e 280 nm.
A linha em preto representa a absorbancia no comprimento de onda em 216nm e a linha
vermelha indica a absorbancia no comprimento de onda em 280 nm. O método utilizado
com variagdo na concentracdo da fase movel de 5% até 95% foi representado pela linha

rosa.
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Figura 12. Cromatograma obtido para o PSLEM 11011. A eluicio ocorreu aos 31 min. utilizando-se um
gradiente linear de ACN (5% - 95%) com fluxo de 2,5 ml/ min a temperatura ambiente.
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Figura 13 . Cromatograma obtido para o PSLEM 11012. A eluigdo ocorreu aos 29 min. utilizando-se um
gradiente linear de ACN (5% - 95%) com fluxo de 2,5 ml/ min a temperatura ambiente.

A partir desses resultados pode se observar que o PSLEM 11011 tem mais
afinidade pela coluna do que o PSLEM 11012, por isso o tempo de reten¢do € maior o

que confere também uma hidrofobicidade superior ao PLSEM 11012.

5.4. Verificacao da pureza

Ap6s a purificacdo dos peptideos, foram obtidos novos espectros de massa,
utilizando a técnica por eletrospray (ESI), para andlise das fracdes adquiridas por
cromatografia. Os espectros apresentados nas figuras 9 e 10 mostram os espectros com
peptideo purificado o qual indica que foi possivel purificar os peptideos sintetizados

para a realizag@o dos testes in vivo.
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Indice de antinocicepcao (IA)

5.5 Analise antinociceptiva

Os graficos que serdo apresentados ao longo do presente texto (figuras 17,18, 19
e 20) representam os dados brutos apds andlise estatistica. Onde estdo representados os
simbolos (*, **, #) indica o inicio da atividade estatisticamente significativa (S) ou as
diferencas estatisticamente nao significativas (NS). As andlises da atividade opidide
foram realizadas em dois modelos cldssicos de estudos para esta atividade: Tail Flick ou

teste de retirada da cauda e o Hot Plate ou teste da placa quente.

Tail Flick

1.01
-~ Salina
0.8 * = Morfina
Encefalina
Encefalina + Naloxona
PSLEM 11011

PSLEM 11011 + Naloxona
Naloxona

30" 60 90 120 150 180 210 240
0.2- Tempo (min)

Figura 14 A. Indice de antinocicep¢do representado com simbolos (*, **, #) referente a atividade
estatisticamente significativa (S) e ou quando ndo ocorre diferengas significativas (NS) do PSLEM11011
quando comparado com a salina, morfina e Leu-encefalina. Em (¥) inicio da atividade do PSLEM 11011,
P <0.001 (S). (**) PSLEM 11011 x Morfina com P > 0.05 (NS). (#) leu- encefalina x PSLEM 11011, P >
0.05 (NS).
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Figura 14 B. Area abaixo da curva para o PSLEM 11011 no teste do Tail Flick.

Com a realizagdo da andlise estatistica, foi possivel determinar em qual tempo
(apoés a aplicagdo) o peptideo comecou apresentar uma atividade antinociceptiva
estatisticamente significativa e compard-la com os outros grupos, nos testes do Tail

Flick e Hot Plate.

No teste do Tail Flick ou teste de retirada da cauda, o PSLEM 11011 iniciou sua
acdo, estatisticamente significativa a partir de 90 min. (*) até 240 min. com P < 0.001,
em relacdo a salina, grupo controle negativo. Comparando com a morfina, controle
positivo, o PSLEM 11011 ndo exibiu diferenca significativa a partir dos 90 min. (**)
com valores de P > 0.05. J4 com a Leu-encefalina, controle positivo peptidico, nao
houve diferenga significativa durante todo o ensaio, ou seja, o PSLEM 11011

apresentou um perfil de atividade similar ao da Leu- encefalina (#) com P > 0.05.

Com excecdo do tempo de 30 min., houve diferengas significativas entre o
PSLEM 11011 e o PSLEM 11011 + naloxona durante as 4 horas de analise, com
valores de P < 0, 001.

Como era esperado, nao ocorreu diferengas significativas no perfil de atividade
entre os seguintes grupos: salina, naloxona, PSLEM 11011 + naloxona e Leu-encefalina

+ naloxona.
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Além da andlise de variancia, também foi realizada a determinacdo da &rea
abaixo da curva (AUC) para cada grupo, essa andlise visa obter valores para o efeito
acumulado adquirido durante o ensaio. A figura 14 B mostra que o PSLEM 11011
apresentou um efeito acumulado ao longo do tempo superior aos outros grupos com
excecdo da Leu- encefalina o qual nao apresentou diferencgas estatisticas ao longo do

ensaio com P > 0.05 (NS).
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Figura 15 A. Indice de antinocicep¢io referente ao PSLEM11012 quando comparado com a salina,
morfina e Leu-encefalina. Em (*) inicio da atividade do PSLEM 11012, P < 0.001 (S). (**) PSLEM
11012 x Morfina com P > 0.005 (NS). (#) leu- encefalina x PSLEM 11012, P > 0.05 ( NS).
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Figura 15 B. Area abaixo da curva para o PSLEM 11012 no teste do Tail Flick.

Analisando o PSLEM 11012, sua atividade foi iniciada a partir de 90 min.
quando comparado com a salina (*) P < 0.001 e perdurou até o final do ensaio com

excecdo no tempo de 150 min. o qual ndo foi encontrado diferenca significativa com a
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salina P < 0.05. Em relacdo a morfina a partir no tempo de 120 min. nao houve
diferencgas significativas (P > 0.005) com o PSLEM 11012 até terminar o ensaio aos 240

min.

Quando comparado com a Leu-encefalina, a partir do tempo de 60 min. o
PSLEM 11012 nao apresentou diferencas significativas (#) com P > 0.05. Nos outros
tempos (anterior aos 60 min. a diferenca foi estatisticamente significativa com P <
0.01). A partir dos 60 min. houve diferenca significativa no perfil de atividade entre o
PSLEM 11012 quando comparado com o PSLEM 11012 + naloxona com P < 0.001 e

foi mantido até 240 min.

Nao ocorreram diferengas significativas no perfil de atividade entre os seguintes
grupos (o que era esperado): salina, naloxona, PSLEM 11012 + naloxona e Leu-

encefalina + naloxona.

Em relac@o a drea abaixo da curva pode-se notar que o PSLEM 11012 no teste
do Tail Flick, apresentou efeito acumulado inferior a morfina e a Leu- encefalina (ver

figura 15 B).
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Figura 16 A. Indice de antinocicepcio referente a0 PSLEM11011 quando comparado com a salina,
morfina e Leu-encefalina. Em (*) inicio da atividade do PSLEM 11011, P < 0.01 (S). (**) PSLEM 11011
x Morfina com P > 0.05 (NS). (#) leu- encefalina x PSLEM 11011, P > 0.05 ( NS). (##) PSLEM 11011x
PSLEM11011 + naloxona P > 0.05 (NS).
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Figura 16 B. Area abaixo da curva para o PSLEM 11011 no teste do Hot Plate.

No teste do Hot Plate ou teste da placa quente, o PSLEM 11011 inicia sua
atividade aos 60 min., pois apresenta diferencas estatisticamente significativas em
relacdo a salina com P < 0.01 (*). Vale ressaltar que no tempo de 120 min. ndo ocorreu

diferenca significativa, P > 0.05.
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Comparando o perfil de atividade do PSLEM 11011 com a morfina, no tempo de
30 min., houve diferenca significativa com P < 0.001. A partir dos 60 min. ndo ocorre
diferencas estatisticamente significativas a qual permanece até os 240 min.(**) com P >
0.05. Também ndo existe diferencas estatisticamente significativas entre o PSLEM
11011 e a Leu-encefalina (#) com o valor de P > 0.05 sendo este valor constante ao

longo do teste.

Nos ensaios com o PSLEM 11011 + naloxona quando comparado com o
PSLEM 11011, nao hé diferencas significativas apenas nos tempos de 210 min. e 240
min. (##) P > 0.05 que sdo os tempos no qual o peptideo volta a atuar, apds interrup¢ao

da administra¢ao da naloxona.

Nao ocorreram diferencas significativas no perfil de atividade entre os seguintes
grupos (o que era esperado): salina, naloxona, PSLEM 11011 + naloxona e Leu-

encefalina + naloxona.

A drea abaixo da curva no Hot Plate , demonstra que o PSLEM 11011 exibiu um
efeito acumulado superior a morfina e semelhante a Leu-encefalina, porque ndo houve
diferenca significativa (PSLEM11011 X Leu-encefalina) com valor de P > 0.05 (NS)
durante todo o ensaio. O PSLEM 11011 + naloxona teve um efeito acumulado maior
que nos outros ensaios (7ail Flick) provavelmente porque o PSLEM 11011 volta a atuar

apos suspensao da naloxona (ver figura 16 B).
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Figura 17 A. Indice de antinocicep¢io referente ao PSLEM11012 quando comparado com a salina,
morfina e Leu-encefalina. Em (*) inicio da atividade do PSLEM 11012, P < 0.001 (S). (**) PSLEM
11012 x Morfina com P > 0.005 (NS). (#) leu- encefalina x PSLEM 11012, P > 0.05 ( NS). (##) PSLEM
11012x PSLEM11012 + naloxona P > 0.05 (NS).
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Figura 17 B. Area abaixo da curva para o PSLEM 11012 no teste do Hot Plate.
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Desde do inicio do ensaio o PSLEM 11012 comegou a atuar, houve diferengas
estatisticamente significativas, em relacao a salina (*) com P < 0.001 o qual perdurou ao

longo do teste.

O PSLEM 11012 quando comparado com a morfina (**) e a Leu - encefalina
(#), ndo apresentou diferencas estatisticamente significativa, com P > 0.05 durante a

realizacdo de todo o ensaio.

Nos tempos de 180 min. até 240 min. ndo houve diferencas estatisticamente
significativas entre o PSLEM 11012 + naloxona e o PLSEM 11012, (##) com P > 0.05.

Os outros tempos exibiram diferencas significativas com P < 0.001.

Nao ocorreram diferencas significativas no perfil de atividade entre os seguintes
grupos (o que era esperado): salina, naloxona, PSLEM 11011 + naloxona e Leu-

encefalina + naloxona.

O efeito acumulado do PSLEM 11012 no Hot Plate, também apresentou indices
de drea abaixo da curva (AUC) maior que a morfina e semelhante a Leu-encefalina (P >
0.05). O ensaio com o PSLEM 11012 + naloxona também teve um aumento na (AUC)
quando comparado com o Tail Flick, porque o PSLEM 11012 voltou a atuar apenas no

Hot Plate. ver figura 17 B.
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6. DISCUSSAO

Os dois peptideos estudados nessa dissertacio foram desenhados
intencionalmente para apresentar dupla atividade, ou seja peptideos hibridos. Até o
momento ndo foi encontrado em bancos de dados (NCBI, Expasy, PDB) sequéncias
similares as que foram propostas, sendo entdo inéditas. Os peptideos foram
desenvolvidos com o intuito de apresentar atividade antinociceptiva semelhante a
morfina, agindo nos receptores opidides, e a de inibidores da ECA, para o controle da
pressdo arterial, como o captopril. Entretanto, ainda ndo foi possivel testar essa
atividade que serd realizada em colaboracdo com o Instituto do Corag¢do , Incor- SP.

Foram obtidos entdo dois peptideos que variam moderadamente quanto as suas
propriedades fisico-quimicas, como massa molecular e hidrofobicidade. Essas variagdes
fisicos - quimicas sdo devido a diferencas na estrutura primdria dos peptideos. Entre o
PSLEM 11011 e o PSLEM 11012 um dos peptideos contém residuos de aminodcidos
que possui maior volume molecular de hidrocarbonetos, o que deve favorecer uma
maior hidrofobicidade e também pode ser que influencie na interacio com o substrato

da enzima conversora de angiotensina (ECA) (Voet & Voet 2006).

Houve a ocorréncia de padrdes de retencao distintos nos cromatogramas obtidos
para os peptideos sintetizados, devido as diferencas na sequéncia dos mesmos. O
PSLEM 11011 exibiu maior tempo de retencdao do que o PSLEM 11012, provavelmente
devido a diferenca na hidrofobicidade ( Lancas, 2009).

A massa molecular foi determinada por duas técnicas de espectrometria de
massa, a dessorcao/ionizagdo de matriz assistida por laser (Maldi) e a ionizagdo por
eletrospray (ESI), o que possibilitou a comparagdo entre a massa teérica e a massa
obtida apds a sintese e mostrou que as massas possuem acurdcia. Também foi realizada

a fragmentacao, na qual foram obtidas as séries complementares y/b.

Os testes antinociceptivos mostram que os peptideos apresentaram a atividade
opidide desejada. Esses peptideos contém residuos de aminodcidos os quais possuem
grupos farmacoféricos semelhante aos da morfina. Os grupos farmacoféricos pode ser
definido como os grupos moleculares que permitem o reconhecimento pelo receptor e

que sdo essenciais para a atividade desejada (Barreiro & Fraga, 2008).
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Esses grupos farmacoféricos podem fazer as seguintes interacdes com receptores
| opidides: ligacao de hidrogénio, intera¢des hidrofébicas e interagdo ion - ion (Patrick,
2009). Nos primeiros residuos de cada peptideo temos os grupamentos que possibilitam
essas interagdes. Com isso a interagdo com receptores L opidide € possivel, pois a
morfina age sobre receptores do tipo W e o peptideo foi desenhado com base na
farmacodindmica da mesma. (Granier et al., 2012) Assim, os peptideos tiveram
afinidade por receptores opidides e promoveram a antinocicep¢do. Ndo cabe aqui
afirmar se € apenas nos receptores do tipo mu opidide que ocorre a interagao, ja que nao
€ este o objetivo do trabalho. Por este motivo nao foram realizados ensaios que

permitam elucidar a afinidade com outros tipos de receptores opidides.

Além da interacdo, outro fator importante na a¢ao dos peptideos € a organizacao
da molécula no espaco tridimensional. Mesmo que este ndo seja um dos objetivos do
trabalho, podemos afirmar que os peptideos se organizam de forma a permitirem a
classificacdo como agonistas. A estrutura do antagonista de receptores opidides, a
naloxona , possui os mesmos grupos farmacoféricos que a morfina, mas quando
interage com o receptor promove o efeito contrario, de antagonismo. Isso ocorre devido
a um impedimento estérico provocado por outro grupo OH que faz com que a amina da
naloxona interaja em outro sitio do receptor € ndo no mesmo sitio que a morfina

(Goldeberg, 2010; Kane et al., 2006; Patrick, 2009).

A estrutura primdria dos PSLEMS na regido N-terminal sdo semelhantes as
encefalinas e endomorfinas 1 e 2 que sdo peptideos endégenos com afinidade maior
para receptores do tipo mu e delta no caso das encefalinas e as endomorfinas com maior
afinidade para receptor do tipo mu. Elas possuem atividade antinociceptiva e estdao
localizadas principalmente, no mesencéfalo, locus coerelus, no hipotdlamo, substancia
gelatinosa e corno dorsal da medula espinhal. As endomorfinas podem ser clivadas por
peptidases (exo e endopeptidases) no meio extra celular e também no meio intracelular
(Fichna, et al., 2007). O que sugere que apds administracdo i.p. os peptideos (PSLEM
11011 e 11012) também podem ser clivados antes de chegar préximo a barreira

hematoencefalica ou apds considerando a possibilidade deles terem atravessados.

Poucos estudos relatam a atividade desses neuropeptideos apds administracao
intraperitoneal em camundongos. Li e colaboradores (2001) em estudos com ratos e

aplicagdo i.p. para a dor visceral, observaram que a endomorfina-1 apresentou atividade
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antinociceptiva que também foi revertida na presenga da naloxona. Outros estudos
identificaram a a¢do sinérgica desses peptideos nas vias descendentes inibitdrias para
dor, provocando a liberagdo de serotonina (5-HT) e noradrenalina o que sugere que as
endomorfinas possam agir também nos receptores 5-HT e alfa adrenoreceptores
localizados no corno dorsal da medula espinhal. A endomorfina-2 também pode liberar
a Met-encefalina para agir nos receptores delta provocando antinocicep¢do. (Ohsawa, et
al. 2000; Tseng, 2002). Com base nessas informacdes, a possibilidade dos PSLEMs
também apresentarem efeito antinociceptivo associado a outros receptores nao pode ser

descartada.

A via de administragdo dos peptideos foi intraperitoneal e ndo intra cérebro
ventricular (i.c.v.). A via i.c.v. permite administra¢do do farmaco direto no cérebro sem
passar pela barreira hematoencefalica (Cook et al., 2009). Assim devido a administracao
intraperitoneal dos peptideos, foi possivel observar que os mesmos podem ter
atravessado a barreira hematoencafdlica, essa barreira € rica em enzimas e separa o
cérebro da circulacdo sistémica, sendo considerada uma barreira que impede a acdo de
drogas no sistema nervoso central (SNC) (Witt & Daves, 2006). Muitos trabalhos
disponiveis na literatura relatam que apenas moléculas com baixa massa molecular
passariam pela barreia hematoencefdlica (Janecka et al.,2010; Sato et al., 2006;
Shechter et al., 2010). Entretanto, o PSLEM 11011 e o PSLEM 11012 com mais de
1000 Da podem ter atravessado, de acordo com o comportamento observado no teste.
Novamente, ndo é possivel afirmar de que modo ocorreu esse processo, se foram os
peptideos com os 10 residuos ou apenas a regido presente no N-terminal. Nem se houve
clivagem por neuropeptidases ou especificamente pela enzima tripsina que possui

isoformas no SNC (Wang et al., 2008).

Os ensaios com o antagonista naloxona foram necessarios para confirmar que a
atividade analgésica dos peptideos era provenientes de mecanismos opidides os quais

visam o bloqueio da nocicepg¢ao, a antinocicepgao.

Os resultados obtidos mostram que, na presenga da naloxona, ndao houve
atividade nos testes do Tail Flick e Hot Plate sugerindo que sdo peptideos agonistas de
receptores opidides. No modelo de teste da placa quente, Hot Plate, houve atividade
apos a interrupg¢do da administracdo da naloxona, o que nao aconteceu no teste do Tail

Flick sugerindo que os peptideos poderiam estar localizado nas vias modulatdrias para
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controle de inibicdo da dor (vias ascendentes e descendentes), e que na auséncia do

antagonista competitivo conseguiram interagir € promover a antinocicep¢ao.

Também foram utilizados a Leu-encefalina como controle positivo, um peptideo
endégeno que atua sobre receptores opidides, e quando administrada por via i.p.
conjugada com a glicose atravessa a barreira hematoencefdlica por meio de difusao
mediada pelo transportador para glicose (GLU-T1) (Li et al., 2012; Polt et al.,1994). A
morfina que é considerada o controle positivo padrao para os tipos de testes realizados
também foi utilizada (teste do Tail Flick e Hot Plate) (Rang & Dale, 2011; Shechter et
al., 2010).

Com os dados obtidos por meio dos experimentos, pode-se notar que oOS
peptideos apresentaram um perfil de atividade mais tardio e duradouro, o que pode ser
atribuido a farmacocinética dos mesmos, a absorcdo pode ser que seja mais lenta
quando comparada com a da morfina, devido ao tamanho da molécula. No que se refere
as outras fases da farmacocinética como a distribuicdo, o metabolismo e a excre¢cdo
estes nao podem ser correlacionados, pois essas propriedades ndo foram avaliadas
especificamente. Outro ponto relevante € o tempo de acdo prolongado que pode ser
devido 4 biodisponibilidade que os peptideos apresentaram durante o ensaio, a qual
pode constituir-se em uma das maiores adversidades na utilizacdo de peptideos para o
desenvolvimento de possiveis candidatos a farmacos.(Liskamp et al., 2011; Mason,

2010; Sato et al., 2006).

A partir das andlises estatisticas realizadas com o programa Graphpad prism foi
possivel confirmar a atividade antinociceptiva dos peptideos. A andlise de variincia
entre 0s grupos controles e experimentais € o tempo, mostrou que a atividade foi
estatisticamente significativa quando comparada com a da solu¢do salina. O PSLEM
11011 apresentou um perfil de atividade mais tardio e duradouro, semelhante a Leu-
encefalina em ambos os testes. O PSLEM 11012 também apresentou semelhanga no
perfil de atividade com a Leu-encefalina, e no teste do Hot Plate também ndo ocorreu
diferencas estatisticamente significativa entre a atividade dele e a morfina desde do
inicio dos testes até os 240 min. O nivel de significancia determinado nos testes foi de

0.05 (P <0.05).

A drea abaixo da curva, que integra os pontos dos graficos e mostra o efeito

cumulativo de cada grupo durante o ensaio, mostra que o PSLEM 11011 no teste do
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Tail Flick apresentou indices maiores do que os da morfina e semelhante aos da Leu-
encefalina. J4 o PSLEM 11012 apresentou indices inferiores aos controles positivos no
Tail Flick. No teste do Hot Plate tanto o PSLEM 11011 quanto o PSLEM11012
apresentaram indices de drea abaixo da curva, superiores a morfina e semelhantes a

Leu-encefalina.

Os peptideos propostos apresentaram atividade antinociceptiva nos dois modelos
de testes utilizados, € provavel que sejam capazes de atravessar a barreira

hematoencefalica e possuem tempo de atividade prolongada.
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7. CONCLUSAO

O presente estudo possibilitou o desenho e a caracterizacdo de peptideos os
quais apresentam sequéncias inéditas e que possam desempenhar dupla atividade em
alvos bioldgicos distintos. Até o momento foi realizada parte das andlises das atividades

propostas.

Foi possivel avaliar a atividade antinociceptiva dos dois decapeptideos
desenhados, ambos exibiram perfis de atividade farmacoldgica in vivo, os quais podem
ser denominados de agonistas de receptores opidides, pois provocaram a antinocicep¢ao
em camundongos quando expostos ao estimulo térmico. Na presenca da naloxona ndo
houve atividade , por isso pode-se afirmar que os peptideos tem como alvo molecular

receptores opidides.

Diversas dificuldades descritas na literatura sobre o uso de peptideos como
possiveis candidatos a firmacos foram superadas neste trabalho. Tanto o PSLEM 11011
como o PSLEM 11012, sd@ao moléculas com tamanhos superiores a 1000 Da
consideradas grandes pela literatura para agir no sistema nervoso central (SNC) e os
peptideos podem ter atravessado a barreira hematoencefdlica (BHE), eles também

mostraram ter um tempo de acdo prolongado em relagdo a morfina.

A partir das andlises realizadas e dos argumentos relatados ao longo desse
estudo pode-se afirmar que os peptideos sintetizados para atividade antinociceptiva sao
promissores para o desenvolvimento de novos candidatos a farmacos utilizando
peptideos. Assim, € interessante continuar caracterizando essas atividades como
também iniciar o desenvolvimento de novos peptideos sintéticos que possam atuar em

alvos moleculares e exercer sua atividade bioldgica in vivo.
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