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RESUMO

Peptideos bioativos sdo compostos que apresentam grande importancia no reino
animal. Uma classe de peptideos bioativos é a dos peptideos potencializadores de
bradicinina (BPPs). Esses peptideos serviram de base para medicamentos sintéticos, 0s
quais possuem a propriedade de inibir a enzima conversora de angiotensina (ECA), capaz
de converter angiotensina | em angiotensina Il e de degradar a bradicinina (BK). A
inibicdo de ECA aumenta o tempo de vida da BK, sendo assim usada no tratamento da
hipertensdo. Com o0 objetivo de caracterizar novos BPPs da peconha de Bothrops sp., uma
serpente capturada em expedicdo ao Delta do Parnaiba e de dificil classificacdo
taxondmica por herpetdlogos, foi feito um pré-fracionamento da peconha objetivando o
enriquecimento com moléculas de baixa massa molecular (<10 kDa). Essa fracdo foi
submetida a cromatografia liquida de alta eficiéncia e analises de espectrometria de massa
MALDI-TOF e LC-MS/MS. Os BPPs foram sequenciados manualmente a partir dos
espectros de MS/MS e os peptideos foram caracterizados e comparados com a literatura.
Além disso, trés BPPs foram selecionados para a etapa de sintese e posterior avaliacdo
farmacoldgica. Os peptideos foram sintetizados pelo método de sintese em fase solida,
sendo em seguida purificados por cromatografia liquida de alta eficiéncia e armazenados
para testes. Estdo em andamento testes ex vivo em anéis de aorta de ratos e analise por
microscopia confocal para mensurar o nivel de oxido nitrico produzido pelos BPPs

sintetizados além de seu potencial vasorelaxante

Vi



ABSTRACT

Bioactive peptides are compounds that present great importance in the animal
kingdom. One class of bioactive peptides is the bradykinin-potentiating peptides (BPPs).
These peptides have been used as leads for synthetic drugs, which have the property of
inhibiting the angiotensin converting enzyme (ACE), capable of converting angiotensin |
to angiotensin 1l and also degrading bradykinin (BK). Inhibition of ACE increases the
life-span of BK and, because of that, these drugs are used in the treatment of
hypertension. In order to characterize new BPPs from the venom of Bothrops sp., a snake
captured in an expedition to the Delta Parnaiba with difficult taxnomical classification by
herpetologists, its venom was subjected to pre-fractionation aiming to obtain an enriched
fraction of low molecular mass molecules (<10 kDa). This fraction was subjected to high
performance liquid chromatography and MALDI-TOF and LC-MS/MS mass
spectrometry analyzes. The BPPs were manually sequenced from the MS/MS spectra and
the peptides were characterized and compared to the literature. In addition, three BPPs
were selected for synthesis for further pharmacological evaluation. The peptides were
synthesized by the solid phase synthesis method and then purified by high performance
liquid chromatography and stored for testing. Ex vivo tests are underway in aorta rings of
rats and confocal microscopy analysis to measure the level of nitric oxide produced by the

application of BPPs as well as their vasorelaxant potential.
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1 —Introducédo Teorica

Oligopeptideos bioativos sdo estruturas proteicas formadas por poucos residuos de
aminoacidos e apresentam inumeras atividades biologicas sendo de grande importancia no
reino animal. Uma ampla gama desses peptideos bioativos é encontrada na peconha de
serpentes e 0 estudo mais aprofundado desse tipo de molécula tem possibilitado o
desenvolvimento de novos farmacos?.

O isolamento e a prospeccdo dos peptideos de baixa massa molecular encontrados em
venenos de animais como sapos, rds, escorpides, aranhas e serpentes?, é de grande
importancia e tem possibilitado a descoberta de novas moléculas com diferentes aplicacGes.
Sdo conhecidos peptideos com atividade opioide, antioxidante, antibioticas, antitrombética
além de inibidores de enzimas, dentre elas a Enzima Conversora de Angiotensina (ECA)?.

Serpentes possuem complexos arsenais quimicos em sua peconha e contam com suportes
que inoculam o veneno em suas presas com o objetivo de destruir a homeostase da mesma®.
A peconha desses animais € rica principalmente de sais inorganicos, peptideos de baixa
massa molecular e enzimas®.

Atualmente, existem seis medicamentos aprovados pela Food and Drug Administration
(sigla em inglés FDA)! derivados de venenos para o tratamento de dor cronica e doencas
como o diabetes e hipertensdo. Entre os medicamentos aprovados pela FDA estd o Captopril
(Capoten®), desenvolvido em 1981 para o tratamento da hipertensio, o qual tem como base a
inibicdo da ECA. Este foi desenhado a partir da estrutura molecular dos peptideos
potencializadores de bradicinina (sigla em inglés BPP), descobertos em 1960 a partir da
peconha de Bothrops jararaca?.

Dentre os peptideos isolados de venenos e peconha de animais, destacam-se 0s que
interagem com o sistema cinina-calicreina (SCC), como o0s peptideos relacionados a
bradicinina (BRPS) e 0s BPPs.

1.1 - Sistema Cinina-Calicreina (SCC)

O Sistema Cinina-Calicreina é formado por proteinas que desempenham importantes
acOes no processo de controle da pressdo sanguinea, inflamagdo e dor, entre outros®. O
Sistema Cinina-Calicreina é importante para o entendimento da condigdo fisioldgica de

hipertensdo e como estabelecer estratégias para o combate a esse tipo de reagdo fisiologica®.

-1-



As pro-calicreinas sdo proteinas precursoras das calicreinas, que por sua vez tem uma
acdo proteolitica, agindo sobre os cininogénios e formando assim as cininas (Figura 1)°. A
bradicinina (BK), um nonapeptideo, é um exemplo de cinina (Figura 2)°. A BK e seus
precursores sdo degradados por cininases, entre elas a Enzima Conversora de Angiotensina
(ECA)®.

O figado tem um papel fundamental na regulacdo das agdes do Sistema Cinina-
Calicreina, pois sintetiza os cininogénios e a pré-calicreina e converte os precursores de
Bradicinina em BK e a degrada, ou seja, a0 mesmo tempo em que atua na sintese das
proteinas desse sistema, ele também as degrada®. Por sua vez, a BK desempenha um papel
fundamental no controle do ténus vascular, agindo como agonista em receptores que geram

como resposta vasodilatagéo.

Pré-Calicreina

-BK
Calicreina + Cninogénio ee———  Cininas
- Calidina
Figura 1: Cascata proteolitica para a formacdo das Cininas a partir da acdo da calicreina

no cininogénio.

RPPGFSPFR

Figura 2: Estrutura da molécula de Bradicinina (BK) com cada residuo de aminoacido
marcado com cores diferentes e sua sequéncia de nove aminoacidos utilizando codigo de
uma letra (RPPGFSPFR), cddigos no anexo 4.



1.2 Bradicinina

A Bradicinina (BK) é um oligopeptideo de vida curta em meio biolégico pertencente a
classe das cininas e que participa da regulagdo da resposta inflamatoria e vascular’. Entre
alguns efeitos correlacionados a BK estdo o aumento da permeabilidade tecidual, dilatacdo
vascular, que esta intimamente relacionada com a reducéo da presséo arterial, e contracdo da
musculatura lisa. Quando atua no controle da pressdo sanguinea, a BK causa vasodilatacéo
através de mecanismos de controle que diminuem a resisténcia arteriolar’.

Mamiferos expressam dois receptores de bradicinina, B1 e B2’. O receptor B2 é expresso
constitutivamente e tem maior afinidade pela BK. Ja o receptor B1 tem maior afinidade pelos
seus produtos de degradacao do que pela propria BK e é mais expresso em lesGes teciduais ou
apos interagBes com endotoxinas bacterianas’.

A BK exerce seus efeitos bioldgicos de controle da pressao arterial a partir de sua
interacio com o receptor B2 que é acoplado a uma proteina G8 uma classe de proteinas
transmembrana responsavel pela transducdo de sinais. Apos a interacdo com o receptor, este
gera uma “cascata” de sinalizacdo, fazendo com que seja produzido Oxido Nitrico (NO),
molécula importante para a vasodilatagdo e respiracdo mitocondrial®. Apds a ativacdo, o
receptor é dessensibilizado, endocitado e depois novamente ressensibilizado. A degradacao
de BK por proteolise, tal qual promovida pela ECA, impede que ocorra a interacdo efetiva
desta molécula com o receptor B2 e promova a “cascata” de sinalizagdo com 0s efeitos ao
final de hipotensdo®. Desta forma, a ECA entfo controla a BK limitando o tempo de vida

fazendo assim com que seus efeitos nao perdurem.

1.3 — Enzima Conversora de Angiotensina (ECA) e os efeitos de sua inibi¢ao

A Enzima Conversora de Angiotensina (ECA) é uma dicarboxipeptidase dependente de
Zinco®. E uma enzima largamente expressa em diferentes partes do organismo, como no
endotélio vascular e no pulméo!!. E uma metalo-enzima, ou seja, o seu sitio ativo (Figura 3)
tem um atomo de metal, neste caso, o de Zinco no estado de oxidagcdo 2* (Zn?") o qual
desempenha papel fundamental na protedlise de seus substratos, como a Angiotensina | e a
BK. Esta enzima foi descoberta ha mais de meio século, porém, até pouco tempo, ndo havia
sido elucidada completamente a sua estrutura e mecanismo®®. Recentemente, por meio de

difracdo de Raios — X, demonstrou-se ser composta por dois dominios, | e Il, onde cada um



conta com um sitio ativo, conforme a ilustracdo da Figura 4. A enzima contém também em

sua estrutura dois anions monovalentes de Cloro'® (Figura 4).

Figura 3: Estrutura do Sitio Ativo da ECA. No centro o 4&tomo de Zn?* coordenado com os
residuos de aminoé&cidos &cidos glutamicos 384 e 411 (Glu384 e Glu411) e histidinas 383 e
387 (His383 e His387).

Figura 4: Estrutura Terciaria da ECA. Os dominios | e Il, nas cores verde e vermelho
respectivamente. Cl1 e CI2 representam os dois atomos de cloros presentes na estrutura. Em
verde o aomo de Zinco (Zn). No sitio ativo, ao centro, em amarelo, a molécula do

medicamento inibidor de ECA, Lisinopril, interagindo com o sitio ativo da enzima.

Atualmente s@o conhecidos dois tipos de ECA. A Enzima Conversora de
Angiotensina Somatica (ECAs) contém dois dominios, na qual um deles é dominante na
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conversao de angiotensina e na regulacéo da pressdo arterial e funcGes cardiacas. A segunda
forma de ECA conhecida é encontrada nos testiculos e tem funcdo na fertilidade. Em ambas
as formas séo encontrados dois ions de Cloro fora do sitio ativo, experimentos mostram que
esses s30 essenciais para se manter a estrutura enzimatica coesa e a sua atividade catalitica’.

A acdo proteolitica da ECA sobre a Angiotensina | (Ang 1) e sobre a BK gera
fragmentos com acdo em diferentes receptores (Figura 5). A ECA, como o préprio nome
sugere, converte por hidrélise a Ang | em angiotensina Il (Ang II), que é um potente
vasoconstritor. A Ang Il por sua vez, ativa diretamente o receptor AT: causando
vasoconstricdo, ainda ativa o receptor AT, que tém acdo no reparo tecidual, diferenciagdo
tecidual e apoptose®®. A Ang Il pode ser ainda degradada pela enzima Aminopeptidase A
(ApA) para Angiotensina Il (Ang Il1), que tém sua acdo no mesmo receptor ATy, causando
novamente vasoconstricdo. Ainda, Ang Il pode ser degradada pela enzima Aminopeptidase
Neutra (ApN) para Angiotensina IV (Ang IV), que tém seu receptor AT4 causando aumento
no fluxo sanguineo e natriurese, que € o aumento da excrecdo de sodio pela urina.

Além disso, a Angiotensina | ainda pode ser degradada pela enzima Endopeptidase
Neutra (EPN), formando a Angiotensina 1-7, interagindo no receptor AT1.7 gerando o efeito,
assim analogo a Angiotensina | no receptor AT.. A Angiotensinaio é degradada diretamente
para Angiotensina 1.7 pela EPN agindo também no receptor AT1.7.

A Bradicinina, formada a partir do seu precursor cininogénio pela acdo da enzima
calicreina, forma pela acdo da EPN, da Amino peptidase P (ApP) e da ECA a Bradicininai.7,
que é a molécula de Bradicinina que foi clivada por protedlise entre os residuos de
aminoacidos 7-8, gerando assim a BK1.7 mais o dipeptideo FR presente na por¢do C-terminal.
Como mostrado na Figura 5 a BK1.7 quando degradada ndo interage mais com o B2, sitio de
acdo da BK responsavel pela vasodilatacao.



Ang ] Ang 19 Cininogénio

E{;_-:-LI EFN EPN Ca]iu:reinal

ApN ApA EPN, ApP
Ang IV e=bm Ang lll === —r.ﬁ.ng-_l.- —- BK 17
I I ECA
AT, AT, ./ AT, AT, ; B,

MY

I

Fhxo Vaso Diferenciacdo cehular, Vasodilatagdo
Sanguineo e | Constric3o e | reparo tecidual e apoptose
Natriurese | Hipertrofia

Figura 5: Atividade da Bradicinina e diferentes formas das angiotensinas (figura retirada e

modificada da literatura)®®.

A ECA ainda degrada a Bradicinina em mais de um sitio especifico gerando os
produtos de degradacdo BKis e BKi7, ambas inativas na interacdo com o receptor B2
(Figura 6). Ja quando uma Carboxipeptidase realiza uma reacdo de hidrélise no altimo
aminoacido da Bradicinina, formando a BKigs (Des-Arg-Bradicinina), ela passa a ter
possibilidade de interacdo com o receptor B1, receptor que € expresso em condicdes de

injuria ou quando se interage com endotoxinas bacterianas’.

Carboxipeptidase

Bradicinina

|Ng Pro Pro Gly Phe Ser Pro Phe Arg | — |Arg Pro Pro Gly Phe Ser Pro Phe + Arg |

l ECA ECAl

Arg Pro Pro Gly Phe Ser Pro + Phe Arg Arg Pro Pro Gly Phe + Ser Pro Phe

Receptor B-2 l ECA Receptor B-1

Arg Pro Pro Gly Phe + Ser Pro

Figura 6: Ligagdes peptidicas hidrolisadas pela ECA e os dois receptores B2 e B1, que
interagem com a BK e a Des-Arg-BK, respectivamente.



Em resumo, pode-se dizer que a ECA é uma importante enzima na degradacéo de BK,
a qual, uma vez hidrolisada, deixa de ter atividade vasodilatadora, e a0 mesmo tempo a ECA
atua na formacdo de Ang Il, a qual é vasoconstritora. Assim, sua inibi¢cdo é uma importante
forma de se tratar a hipertenséo.

O mecanismo de inibicdo da ECA foi desvendado'?!* e, mesmo sem se conhecer até
entdo sua estrutura, novos farmacos foram desenhados para a inibi¢do do seu sitio ativo, o
que levou ao desenvolvimento de medicamentos importantes, alguns que sao utilizados até os
dias atuais. O desenvolvimento de alguns desses farmacos foi feito com base na estrutura do
dipeptideo terminal Pro-Pro de BPPs, justamente pelo fato de ser principalmente ele quem
interage com o sitio ativo da ECA'™!2, Estudos feitos por Zhang et al.® demostram que
moléculas que inibem a ECA podem aumentar a producdo de Oxido Nitrico (NO) in vivo,
que, como comentado, tem um papel importante em muitas fungdes bioldgicas, como a
vasodilatacdo e respiragdo mitocondrial. Um exemplo importante de farmaco para o
tratamento da hipertensdo mediante inibicdo de ECA, desenvolvido por David Cushman e
Miguel Ondetti, € o Captopril (Capoten®) (figura 7).

o O o)
Hs/\//< }_OH H \ﬁ\ }¥OH

Capoten® Prolina-Prolina

Figura 7: Semelhanca estrutural entre a molécula do Capoten® e do dipeptideo Prolina-
Prolina (PP).

Apds o Capoten®, outros medicamentos foram desenhados estruturalmente afim de
melhorar a interacdo com o sitio ativo e gerar menos efeitos colaterais, entre eles estdo o

Lisinopril, Enaprilato e Trandolapril:



NH>

HO O

O
N
H

O
ok
Lisinopril " OH

HO. _O 0. _0O
CH, ~~ CH,
0 0
N
N/'\f 0 H/ka 0
N /< N /{
‘\\l‘ \\

Enalaprilato ] OH Trandolapril OH

Figura 8: Farmacos comercialmente disponiveis para o tratamento da hipertenséo.

A otimizacdo da interacdo dos inibidores com o sitio ativo da ECA foi possivel apds
calculos computacionais demonstrados por Wang et al. em 2011 e os estudos estruturais
feitos com auxilio de Raio-X, gerando um guia de analise tedrica de interacdes que ocorre
entre a molécula inibidora e o sitio ativo (Figura 9)!%!2, Tais estudos feitos a respeito da
estrutura da ECA possibilitaram o surgimento de uma nova geracao de moléculas, cada vez

mais eficazes na inibigdo por ter um melhor encaixe no sitio ativo da enzima (Figura 9)*°,
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Figura 9: Comparacdo das estruturas dos medicamentos Lisinopril e Enalaprilat. Sitios da
molécula marcadas com asterisco vermelho indicando a parte que interage com o Zn?*
presente na enzima e as partes hidrofobicas dos medicamentos interagindo com as partes

hidrofébicas da enzima?.

Os medicamentos desenhados a partir da determinacdo do sitio ativo da enzima
interagem em regides especificas do sitio ativo da ECA. Na Figura 9 podemos observar dois
exemplos, Lisinopril e Enalaprilato. Em ambas as moléculas, o ion carboxilato interage com
0 atomo de Zinco duplamente carregado sendo que este estd coordenado com outros trés
aminoacidos da enzima, as Histidinas 383 e 387 e o Acido Glutdmico 411. Ambos os
medicamentos interagem basicamente nas mesmas regides do sitio ativo da enzima, porém o
Lisinopril tem um sitio de interacdo a mais, constituida por uma amina protonada primaria,
que interage com o residuo de Acido Glutdmico 162 da enzima. Nos dois, as regides
hidrofobicas interagem com “bolsdes” hidrofobicos S1 e S2 da enzima. Todas essas
interagBes visam promover um melhor encaixe e assim um candidato com maior afinidade
pelo sitio ativo da molécula, fazendo assim com que se prolongue o tempo de vida de BK em

meio bioldgico.



Resumidamente, a ECA é uma enzima muito importante no processo do controle da
dilatacdo vascular. Porém, todo esse avango no tratamento da hipertenséo sé foi possivel pela
descoberta dos peptideos potencializadores de bradicinina (BPPs), as primeiras moléculas a
causar vasodilatacdo pela inibicdo da ECA.

1.4 — Peptideos Potencializadores de Bradicinina (BPPs) e sua acédo de inibicdo a ECA

Dentro de um grande leque de Peptideos bioativos Ricos em Prolina (PROs)? que sdo
encontrados em muitas espécies animais, como em serpentes, ras, escorpides, entre outros,
pode-se encontrar os denominados Peptideos Potencializadores de Bradicinina (BPPs), que
sdo o alvo do presente trabalho. Além de serem ricos em Prolina, os BPPs tém por
caracteristica apresentar, na porcdo C-terminal do peptideo, a sequéncia prolina-prolina (PP),
que é uma pequena parte do peptideo que se sabe que interage com o sitio ativo e inibe, por
competicdo, a ECA>1016, Além disso, € comum a presenca de acido piroglutdmico na porgéo
N-terminal. 7.

Os BPPs foram descobertos por Sérgio Ferreira, que os caracterizou a partir da peconha
da serpente Bothrops jararaca na década de 1960, Foi visto que apds a administragdo in
vivo dessas moléculas ocorria uma queda na pressdo arterial em ratos e mais tarde foi
sugerido que esse efeito de vasodilatacdo estava correlacionado com a ECA. Em seguida, foi
comprovado que a administracdo dos BPPs promovia um tempo de vida maior as moléculas
de BK e inibiam a formagcéo da angiotensina 112,

Logo se notou o importante efeito observado e seu potencial para o tratamento da
hipertensdo. David Cushman e Miguel Ondetti desenvolveram uma gama de moléculas tendo
como base o BPP Bj-PRO-5a com estrutura priméaria EKWAP chegando entdo ao Captopril
(Capoten®)*’, primeiro medicamento aprovado pela Food and Drug Admnistration - FDA
para o tratamento da hipertensdo. A relacdo entre BPPs e a ECA discutida nos trabalhos
adicionais mostraram que esse peptideos que estdo presentes mais genericamente na peconha
de serpentes do género Bothrops aumentam o tempo de vida da BK pela inibicdo por
competicdo do sitio ativo da ECA121020  ghservando-se entdo uma intima relagdo entre
BPPs e a BK. No entanto, novos peptideos estdo constantemente sendo caracterizados,
utilizando a prospeccéo por espectrometria de massa (EM). Esses novos peptideos podem ter
atividades diferentes ou mais eficazes dos que os ja descobertos, possibilitando a projecao

futura de novas moléculas contra a hipertenséo.
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1.5 — A Espectrometria de Massa aplicada a caracterizacdo de BPPs da pegconha de

serpentes do género Bothrops

A Espectrometria de Massa (EM) € uma técnica analitica que pode ser usada para se
determinar quantitativamente e qualitativamente a composicdo de uma amostra podendo ser
utilizada também para se elucidar a estrutura de moléculas. A espectrometria de massa é
também muito usada na caracterizacdo de peptideos, sendo seu uso largamente difundido na
caracterizacdo de estruturas primarias de proteinas. Essas caracterizacdes sdo realizadas
através da medicao experimental da massa dos ions em fase gasosa?!, a partir da razéo entre a
massa do ion e sua carga (m/z).

O espectrometro de massa pode ser dividido em fonte de ions, analisador de massa e
detector. A fonte de ions ou ionizador garante que as moléculas da amostra que foram
injetadas no instrumento sejam ionizadas. O analisador de massa/carga ou m/z é a porcao do
instrumento que garante a separacao dos ions gerados no ionizador. O detector gera os sinais
que sdo um registro dos valores de m/z e a abundancia desses ions. O sistema de vacuo
garante que o caminho fique livre para a passagem dos ions formados e, por fim, o

computador, ou data system, que coordena as atividades do equipamento (Figura 10)2L.

Vacuo

Introdugdo da Amostral |:>

|:> ‘ Analisador de M/Z ‘
{4

Computador

Figura 10: Esquema simplificado de um espectrdmetro de massa contendo seus principais

componentes, fonte de ions, analisador m/z, detector, sistema de vacuo e o computador.

Existem diferentes tipos de analisadores de massa, dentre eles, TOF, (sigla em inglés para
tempo de voo), orbitrap, quadrupolos, entre outros. Esses analisadores podem ser usados
sozinhos ou em conjunto (hibridos), sendo que neste Gltimo, consegue-se somar aspectos
positivos gerados a partir de analisadores diferentes. Esses equipamentos permitem a selecéo
de determinado fragmento para posterior fragmentacdo (MS/MS)?2. Existe ainda o método de

IonScan, com o qual ¢ possivel “focar” na deteccdo de um determinado ion de valor m/z
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especifico, identificando posteriormente seu ion parental, permitindo detectar e selecionar
moléculas com um fragmento de mesma massa??.

A andlise de peptideos é normalmente feita em modo positivo. Para a analise e
sequenciamento proteico, se faz necessario uma forma branda de ionizagdo para que se
preserve a integridade da cadeia polipeptidica no processo de ionizacgéo e transferéncia para a
fase gasosa. Para isso sdo mais largamente utilizados dois tipos de ionizacdo, ESI, sigla em
inglés para lonizagéo por Eletrospray, e ionizagdo por MALDI sigla em inglés para lonizagdao
por Dessorcdo a Laser Assistida por Matriz?2. As moléculas de peptideos detectadas em modo
positivo ainda podem estar associadas a ions de carga positiva, chamados de adutos, que
podem ser de Na*, K*, NH4" ou H* esses ions associados, geram um acréscimo de massa de
23, 39, 18 ou 1 Daltons, respectivamente. Os ions citados podem estar presentes na solucao
de anélise ou colocados propositalmente junto com a amostra, como o Acido Férmico, neste

caso afim de se melhorar a ionizag&o?.

1.5.1- Espectrometria de massa aplicada ao sequenciamento de BPPs

Em analise por espectrometria de massa 0s peptideos sdo fragmentados por colisdes
energéticas, entre as moléculas com alta energia cinética, em um processo denominado CID,
sigla em inglés para “dissociacdo induzida por colisdo”. Os fragmentos obtidos dependem da
natureza do peptideo, seu tamanho, a sequéncia de aminoacidos presentes, a energia utilizada
para promover a fragmentac&o e o estado de carga de cada molécula?.

Os peptideos ativados por CID normalmente se fragmentam em ions formando as
chamadas séries y e b, com menor presenca de fragmentacdes paralelas de séries ditas
complementares® 24, A diferenca entre as massas dos picos das séries é correlacionada com a
massa do aminoacido, sendo essa técnica utilizada para o sequenciamento de novo de
peptideos através de espectros de MS/MS. Isso se da através de quebras previsiveis nas
ligacOes peptidicas que ja sio bem estabelecidas e descritas na literatura®® 2> 2, O
sequenciamento de peptideos pode ser feito tanto da por¢do N-terminal para a C-terminal a
partir da chamada série “y”, quanto o contrario utilizando a série “b”, assim como também
nas séries complementares. Sequéncias mais curtas com aminoacidos e massa bem
documentadas e definidas, podem ser utilizadas como banco de dados para o auxilio na

prospeccdo de novos peptideos desconhecidos?®.
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Ja se tem atualmente na literatura revisdes especificas ensinando os métodos de
sequenciamento de peptideos, as fragmentacOes das séries b e y assim como das series
complementares que ocorrem na espectrometria de massa incluindo seus mecanismos?® 2% 24,

A fragmentacdo ocorrida por CID é melhor explicada utilizando a teoria dos proétons
moveis. fons H*, obtidos pela adigcdo de &cido trifluoracético (TFA) ao material de analise,
sdo captados por atomos com carater mais basico da estrutura peptidica, normalmente o
grupo amino terminal ou em grupos amina de cadeias laterais®®. Em peptideos
monocarregados o préton proveniente do &cido é sequestrado primariamente por esses
atomos, promovendo assim uma fragmentacdo dirigida por carga. JA& em peptideos
duplamente carregados (double charge) o préton a mais pode ser sequestrado por &tomos com
carater menos béasico ou pode migrar para outras partes das molécula, o que induz outras

fragmentacdes ditas remotas?.
1.5.2 — Mecanismo de Fragmentacao de Peptideos em Espectrometria de Massa
1.5.2.1 — Mecanismo de Formagcao dos fons das sériesb e y
A formacdo de ions da série b ocorre mediante a formagdo de um derivado de
oxazolona, que se forma via uma reacdo de adicdo-eliminacdo quando h& um ataque

nucleofilio de um oxigénio de uma funcéo carbonila do residuo de aminoacido vizinho a um

carbono de carbonila do residuo de aminoacido seguinte (Figura 11).

O) R3

N termlnal)ﬁ(
R,

Figura 11: Mecanismo de formacao de ions da série b e y, pela formacdo de um derivado de

C terminal

Rs3
Ntermlnal)\(‘z/Rz + HoN )YC-terminal
2
(@]

Derivado de Oxazolona (Série b)

oxazolona, que ocorre pelo ataque nucleofilico de um oxigénio de carbonila vizinho a um

carbono de carbonila ligado a um nitrogénio protonado®.
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Ainda nesse tipo de fragmentacdo, pode ocorrer o compartilhamento de proton pela

formacdo de um complexo ligado por um proéton, formando assim também ions da serie y

(Figura 12).

Rs

C-terminal
HZN)}( !

y o R1 R3

R _
@) )\(N @ Cotorminal
N > - i 74 R, )ﬁl/ -termina
N-terminal)\(/‘z/Rz N-terminal ( +  HsN
o) 0 o)
(@]

O fon da série y

Figura 12: Mecanismo de formac&o de ions da série y se da pela transferéncia de prétons do

derivado de oxazolona da série “b” e formagdo de um fon amonio, referente a série “y”%,

1.5.2.2 — Mecanismo de Formagao de fons da Série Complementar “a”

"

A fragmentacdo que forma os ions da série complementar dita “a” ¢ muito comum e
envolve a formacdo de um ion acilio seguida de uma perda de monoxido de carbono, o que

no espectro aparece como um sinal com uma diferenga de 28 a partir do ion da série b (Figura

13).

Ri 4 (O)r‘ Rs N Ho R3
N-terminal)YN%LN)\C-terminal — = N-terminal /N R + )\ .
He s Ho,N~ “C-terminal
(0]
O

0 Ry 2

CcoO

R4 H o
N
N-terminal)}( \j
o R

jon da Série "a"

Figura 13: Mecanismo de formagao dos ions da série complementar “a” a partir da formagao
de um ion acilio proveniente da quebra de uma ligacdo peptidica. Essa série tem uma massa

de menos 28 Da a partir do ion da série b que Ihe deu origem.

14



1.5.2.3 — Mecanismo de Formagcao de fons da Série Complementar “z”

A fragmentacdo que da origem a série complementar z envolve a perda neutra de
amonia (NHs) a partir de um grupo amino protonado, normalmente de uma cadeia lateral,
ocorrendo quando o peptideo tem em sua estrutura residuos de arginina, glutamina,
asparagina ou lisina?®. O mecanismo de perda de amonia desses aminoacidos envolve o
ataque nucleofilico de um oxigénio de carbonila, muitas vezes do prdprio residuo, ao carbono
que pode ser de carbonila no caso de o aminoacido ser glutamina ou asparagina (Figura 15),
de um grupo iminio, no caso de o aminoacido ser arginina (Figura 16), ou de um carbono
saturado no caso do aminodcido lisina (Figura 14), ligado a um grupo amino protonado da
cadeia lateral, formando em seguida um ciclo e a posterior saida de amonia®. Essa perda de
amonia (NHz) gera um sinal com m/z de menos 17 Da a partir do sinal da série y que lhe deu
origem, porém, na pratica nem sempre € visto, porém, ndo é incomum apresentar um sinal

mais intenso quando comparando com o sinal do fon que o deu origem?.

Ri
/l\Q/NH\rC-term
R,

M-term

[¥ NH,

MN-term ‘g'
@ C-term

ion da Série complementar

Figura 14: Formacao dos ions da série z de um peptideo contendo lisina, formado a partir da
perda neutra de amonia (NH3) com massa de 17 Da, gerada a partir de um ataque nucleofilico
do oxigénio da carbonila, no carbono ligado a um grupo amina protonado, formando um ciclo

e a posterior saida de um grupo amonio %,
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Imagem 15: Mecanismo de perda de amdnia (NH3) a partir de um ataque nucleofilio do
oxigénio da carbonila do préprio aminoacido de uma asparagina (Asn) formando um ciclo de

seis membros?.

Um mecanismo parecido ocorre quando se tem um residuo de arginina internamente no
peptideo, onde ocorre a saida de um grupo amino seguida de um ataque nucleofilico do oxigénio

da carbonila e a formacao de um ciclo de oito membros (Figura 16).
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Figura 16: Mecanismo de perda de aménia (NH3) de um amino&cido arginina (Arg) seguida
de um ataque nucleofilico do oxigénio do proprio aminoacido, formando um ciclo de oito

membros.

A partir do estudo desses processos de fragmentacOes é possivel elucidar a estrutura
priméaria de peptideo que é um passo fundamental para inferir a fungdo bioldgica dos
mesmaos.

Porém, a prospeccdo de BPPs provenientes da peconha de serpentes apresenta
desafios. O espectro de MS/MS destes peptideos comumente apresenta sinais referentes aos
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fons da serie y e b, que sdo as principais utilizadas na prospeccdo dos peptideos, menos
intensos do que os sinais de fragmentacdes secundarias. Isso pode ocorrer pela presenca na
estrutura peptidica dos residuos de aminoacidos prolina, glicina, lisina, arginina e histidina,
ocasionando com que o0s ions da série b se apresentem bem menos intenso que os ions da
série y?& 2727 Além disso, a presenca dos residuos de aminoacidos prolina e histidina no
meio da cadeia peptidica geram duplas fragmentacGes tornando o reconhecimento da serie
mais laboriosa. Todos esses fatores tornam desafiador a elucidagdo da estrutura primaria

desse tipo de peptideos.

1.5.3 — Caracterizacao de BPPs a Partir da Pegonha de Serpentes do Género Bothrops

A caracterizacdo de BPPs da pegonha de serpentes do género Bothrops, assim como a
prospeccdo de peptideos, foi realizada extensivamente por Menin et al. (2008) utilizando
técnicas de Espectrometria de Massa.

Os autores caracterizaram mais de 40 peptideos?® com massa abaixo de 2500 Da, dentre
0s quais, 15 BPPs foram inéditos, de um total de 20 que foram classificados de acordo com o
dipeptideo prolina-prolina (PP) na por¢éo C-terminal.

Visando somente os BPPs relacionados as serpentes do género Bothrops, infere-se que é
comum, além do dipeptideo PP na porcdo C-terminal a presenca do acido piroglutamico (pE)
no N-terminal, que é gerado a partir da ciclizacdo do aminoacido glutamina®. Os BPPs de
serpentes desse género caracterizados no trabalho de Menin et al. (2008) estdo listados na

Tabela 1, assim como outros ja descritos na literatura que também estéo reunidos no trabalho.

Tabela 1: BPPs encontrados em diferentes espécies de serpentes (retirado de Menin et al. 28).

Sequéncia de Aminoacidos | Massa (Da) Espécie(s) Encontrada(s)

PENW 429.16 B. moojeni

pEKW 443.21 B. moojeni

pESWP 449.21 B. moojeni

pEKWA 514.25 B. jararaca

pENWP 526.22 B. moojeni

PETNW 530.21 B. moojeni

pEKWP 540.27 B. moojeni

DEKWAP 61131 B insularis; B. jararaca; B.
jararacussu

pESWPGP 653.70 B. jararaca

pEWPRP 665.80 B. jararaca

pEDGPIPP 705.80 B. jararaca

pENWPHP 760.33 B. jararaca
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pENWPRP 779.37 B. jararaca

pEKWPRP 793.42 B. moojeni
pPEKWPGPK 822.44 B. moojeni
pEWPRPTP 863.43 B. jararaca
pEKWPGPKVP 1018.56 B. moojeni
pEGGAGWPPIPP 1058.53 B. jararaca
pESAPGNEAIPP 1062.51 B. jararaca
pEGRAPGPPIPP 1068.57 B. jararaca
pESWPGPNIPP 1074.51 B. jararaca; B. moojeni
pEWPRPQIPP 1100.30 B. jararaca; B. neuwiedi
pEKWPPGKVPP 1115.61 B. moojeni
pEGGPPRPQIPP 1125.59 B. insularis
pEKWPQGPIPP 1129.72 B. moojeni
pEKWPHEHPP 1137.53 B. moojeni
pEKWALPKVPP 1145.66 B. moojeni
pEGRAPHPPIPP 1148.60 B. jararaca
pPEWGQHPNIPP 1155.54 B. insularis
pEARPPHPPIPP 1188.65 B. jararaca; B. jararacucu
DENWPHPQIPP 1195 59 B insularis; B. jararaca; B.
jararacussu
pENWPRPQIPP 1214.40 B. jararaca
pEWPDPSSDIPP 1220.54 B. auternatus
PENWPRPGPEIP 1272.62 B. moojeni
PELGPPRPQIPP 1278.72 B. insularis
pEWGRPPGPPIPP 1280.66 B. jararaca
pEKWHRNPEIP 1286.65 B. moojeni
pEGGLPRPGPEIPP 1297.50 B. jararaca
pEWPRPTPQIPP 1298.50 B. jararaca
pEWPRPTPQIPP 1298.85 B. neuwiedi
PEGGWPRPPEIPP 1369.68 B. insularis; B. jararaca; B.
jararacucu; B. neuwiedi
pENWPRPGPEIPP 1369.68 B. moojeni
pEKWPRPGPEIPP 1383.73 B. moojeni
pEGWAWPRPQIPP 1415.60 B. jararaca
pEWAQWPRPQIPP 1485.80 B. jararaca
pEWAQWPRPTPQIPP 1683.85 B. jararaca

1.6 — Interacdo de BPPs com outras enzimas que ndo a ECA

Foi sugerido por Guerreiro et al.?° (2009) que os BPPs podem ter uma agio alternativa

TR

realizando dois experimentos, um in vitro e um in vivo. Em experimento in vitro utilizando
BPP (Bj-BPP-10c), com estrutura em letra (ENWPHPQIPP) e o medicamento inibidor de
ECA, observou-se que, para se obter o mesmo efeito de inibicdo, foi preciso uma
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concentracdo de BPP na faixa de micromolares contra uma concentracdo do medicamento em
torno dos nanomolares. Porém, em experimento in vivo, o0 BPP (Bj-BPP-10c) teve acdo de
inibicdo na mesma faixa de concentracdo do medicamento, 0 que nos sugere a existéncia de
uma forma alternativa de acéo de BPPs?.

Um dos mecanismos propostos por Guerreiro et al.?®, utilizando BPP com origem na
Bothrops jararaca, foi a ativacdo da enzima Argininosuccinato Sintase (AsS), uma proteina
tetramérica composta por dois dimeros idénticos em sua estrutura geral, semelhante a
estrutura da AsS bacteriana?®. Porém, ndo foi sugerido com mais detalhes onde poderia
ocorrer essa ligacdo e de que forma ocorreria a ativacdo da enzima, necessitando de estudos
complementares.

Os experimentos feitos por Guerreiro et al.?® mostraram o aumento de L-Arginina
com posterior aumento da producdo de Oxido Nitrico (NO) provocado pelo BPP, em um
procedimento independente da inibicdo da ECA, como pode ser demonstrado na Figura 17 e
18:
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Figura 17: (A) Aumento de producédo de L-Arginina em células induzidas por concentragdes
diferentes de BPP. (B) Aumento na producdo de L-Arginina em células provocado pelo BPP
em comparacio a células sem BPP (adaptada)®®. As barras abertas sd0 0 meio extracelular e

as escuras o meio intracelular.
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Figura 18: (A) Aumento de producdo de NO em células induzidas por concentragdes
diferentes de BPP. (B) Aumento na producdo de NO em células provocado pelo BPP em
comparacdo a células sem BPP (adaptada)?®. As barras abertas sdo o meio extracelular e as

escuras o meio intracelular.

Os experimentos realizados demonstraram que a inibicdo da ECA é apenas uma das
formas pelas quais os BPP atuam em meio bioldgico, de maneira que a enzima AsS
desempenha papel fundamental nesse novo mecanismo proposto. A enzima AsS desempenha
o importante papel na conversdo do aminodcido citrulina em argininosuccinato, precursor da
ureia, no ciclo da ureia (Figura 19), gerando posteriormente 0 aminoécido L-arginina onde,
em outro ciclo (Figura 20), pela acdo de outra enzima, chamada Oxido nitrico Sintase, em

6xido nitrico (NO)?°? como demonstrado na Figuras 15.
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Figura 19: Esquema representativo do ciclo da ureia (adaptada)®. A Arginina marcada com

asterisco esté correlacionada com a producéo de NO, pela Oxido Nitrico Sintase.

A figura 13 demonstrando o esquema representativo do ciclo da uréia, no qual em
uma das etapas ocorre a conversdo de aspartato e citrulina em argininosuccinato, precursor da
L- Arginina (Arg). A enzima que catalisa essa conversdo é a Argininosuccinato Sintase
(AsS)®3L, Apds a formacdo do argininosuccinato, este é convertido em L-Arginina e
fumarato pela enzima argininosuccinato liase. A L-Arginina (Arg) sofre a acdo da enzima
Oxido Nitrico Sintase formando citrulina que pode ser empregada novamente como substrato

na etapa inicial do ciclo e Oxido nitrico (Figura 20 e 21).
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Figura 20: Acdo de catalise da AsS para producdo de mais L-Arginina, precedente da
producéo de NO pela Oxido Nitrico Sintase (ONS) (Adaptada)®
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Figura 21: Esquema de reacdo para a conversdao da L-Arginina citrulina com producéo de
Oxido Nitrico.

O 6xido nitrico se difunde rapidamente no tecido endotelial®? causando o efeito de
vasodilatacdo por ativar a enzima Guanilato Sintase (GCa), que entdo catalisa a saida de dois
grupamentos fosfato da molécula Guanosina Trifosfato (GTP), formando a Guanosina
Monofosfato Ciclica (GMPc). O aumento da concentracdo dessa molécula gera uma
relaxamento da célula por diminuir a entrada de Ca?* na célula, seguido do sequestro do
cation ja presente para o reticulo endoplasmatico e a inibicdo de sua saida3334,

Segundo a literatura?®, a ligagdo BPP-AsS pode ocorrer em algum dos mondmeros ou
dimeros da estrutura da enzima (AsS) promovendo sua ativacdo, agindo assim como um
possivel ativador alostérico. Essa ligacdo, como sugerido, promove uma mudanca
conformacional da AsS facilitando sua interagdo com a ATP. No entanto, a elucidacdo de
como a interagdo do BPP na AsS promove sua ativacdo ainda requer estudos adicionais,
embora seja evidente que essa interagio aumenta o poder catalitico da AsS?.
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Em experimento feito por Guerreiro et al.?® (2009), para confirmar a relagdo entre a
enzima AsS e a ativacao por BPP, foi utilizado MDLA, sigla em inglés para Acido Dimetil L-
Aspartico, que é um inibidor especifico da AsS que, no experimento, aboliu completamente a
ativacdo que os BPP geram na AsS%, e o resultado foi uma menor producdo de NO (Figura
22).
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Figura 22: Diminuic&o abrupta causada pela inibicdo da atuagio do BPP na AsS pelo Acido
Dimetil L-Arspartico. As barras abertas sd0 0 meio extracelular e as escuras 0 meio

intracelular (Adaptada)?®.

N

plausivel e que possivelmente os dois mecanismos ocorrem simultaneamente?®,

Como dito, a interacdo do BPP com a AsS, resultando no aumento de seu poder
catalitico, provoca um aumento dos niveis de L-Arginina e, consequentemente, o0 aumento na
producéo de Oxido Nitrico (NO) em células endoteliais, culminando, assim, uma ag&o vaso
dilatadora ao relaxar a musculatura lisa. Com base nos testes feitos?®, pode-se sugerir que a
AsS pode ser um novo alvo de acdo terapéutica.

A confirmacdo feita no trabalho de Guerreiro et al. 2° de que BPPs tem mais de um
mecanismo de agdo renova o interesse na busca das estruturas de BPPs com efeito global
mais pronunciado na vasodilatacdo, partindo nao so de sua atividade inibitoria em ECA, mas
também de sitios alternativos. E importante reconhecer entio quais sd0 0s aminoacidos
relevantes a interacdo dos BPPs com AsS e, assim, contribuir no desenho de fa&rmacos mais

eficientes do que o préprio captopril.
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Porém, para os testes in vivo € necessaria a sintese desse tipo de peptideos, pois a
extracdo deles da peconha é muito laboriosa e sdo obtidas quantidades que inviabilizam o0s
testes. O método de sintese mais utilizado atualmente para peptideos, é a sintese em fase
solida®.

1.7 — Desafios na sintese de Peptideos Potencializadores de Bradicinina

O método de Sintese de Peptideos em Fase Sélida (do inglés, SPPS) ja estd bem
estabelecido e fundamentado®. Esse método utiliza resinas que sdo suporte poliméricos
insollveis e contam com linkers que ligam a fase solida e o primeiro aminoécido do peptideo,
no qual os préximos aminoacidos sdo acoplados na sequéncia desejada. O processo de sintese
conta com diferentes resinas, em que, para se obter um Acido Carboxilico na por¢io “C”
terminal ao final da sintese utiliza-se comumente a resina HMBA e a de Wang, e para se
obter uma Amida na porgao “C” terminal ao final da sintese ¢ muito utilizada a resina Rink.

Diferentes reagentes de acoplamento podem ser utilizados, dependendo do tipo de
resina, que podem ser OXIMA®/DIC ou HATU ou HBTU/DIPEA. As cadeias laterais dos
aminoacidos sdo protegidas com grupos protetores variados, enquanto o Nitrogénio (N), do
esqueleto peptidico é protegido com o grupo Fmoc. Dessa maneira, a cada acoplamento se
faz necessaria a remoc¢do do grupo Fmoc, que é realizada utilizando a amina secundaria 4-
metil Piperidina. A mistura de clivagem do peptideo da resina depende dos aminoacidos
presentes no peptideo®.

O processo de sintese de peptideos contendo Prolina-Prolina (PP) na porcdo C-
terminal tem algumas peculiaridades. Quando se tém duas Prolinas acopladas em sequéncia, a
remocao do grupo Fmoc da segunda prolina promove uma rapida®’ ciclizacéo, que envolve os
dois primeiros aminodcidos Pro-Pro, formando dicetopiperazina. 1sso ocorre quando o
nitrogénio da segunda prolina realiza um ataque nucleofilico a carbonila do primeiro
aminoacido, fazendo com que os dois se clivem da resina e 0s proximos acoplamentos nao
ocorram na ordem correta®,

Para resolver esse problema, a resina 2-Cloro-Trityl pode ser utilizada, cuja primeira
prolina esta ligada na resina por um Linker que € um carbono terciario ligado a trés grupos
Fenila. O efeito estérico causado pelos grupos Fenila impede que a segunda prolina tenha
acesso a carbonila do primeiro residuo de aminoacido. Assim, a ciclizacdo e a formacao da
dicetopiperazina ndo ocorrem, permitindo que o0s préximos aminoacidos acoplem

normalmente®.
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1.8 — Caracterizacéo taxondmica de serpentes por meio da determinacdo dos peptideos

presentes na pegonha utilizando espectrometria de massa

O perfil de componentes moleculares que cada espécie de serpente traz em sua
peconha, pode ser utilizada como uma impressio digital*!. Embora exista uma certa
variabilidade na composicao de peptideos de uma mesma espécie de serpente, ndo € comum
que ela seja muito grande. Essa variabilidade ocorre quando determinados peptideos s&o mais
expressos do que outros, o que depende de muitos fatores, como a regido geogréfica,
disponibilidade de alimentos ou mudangas ambientais®® e essa variabilidade pode gerar
dificuldades na identificacdo da espécie a qual o animal pertence.

Tendo em vista essas observacdes, pode-se fazer uma analise taxondmica com base na
peconha de cada individuo®. A técnica de Espectrometria de Massa tem sido utilizada para a
identificacdo taxondmica a partir da peconha de outros animais como, por exemplo,
escorpides e aranhas*®. A correlagdo entre os componentes do veneno e a espécie que a
produz é tamanha que ja é possivel a tipificacdo do veneno para andlises béasicas, obtendo um
rapido diagnostico clinico de identificacdo da serpente e utilizacdo do correto soro
antiofidico*®. Tradicionalmente, estudos taxondmicos s&o realizados a partir da comparacéo
de sequencias de DNA e/ou aspectos morfologicos. Em contrapartida, o emprego de técnicas
de espectrometria de massa se mostrou muito vantajoso na triagem de serpentes do género
Bothrops, tendo como principio a analise do perfil de peptideos presentes na peconha dos
individuos®. A partir de tal estratégia € possivel sugerir a espécie a qual uma determinada

serpente pertence.
2 Objetivos
2.1 Objetivos gerais
Extracdo, isolamento, sequenciamento e sintese de peptideos do tipo BPP da Pegconha
da Bothrops sp.. Além disso, dado que o espécime de Bothrops coletado é possivelmente

uma nova especie proveniente do Delta do Parnaiba, objetiva-se também a comparacéo de

BPPs descritos na literatura com os BPPs encontrados, a fim de fornecer novos subsidios
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para a classificacdo do organismo. Ensaios farmacoldgicos ex vivo em anéis de aorta de

ratos para avaliacdo do potencial vasorelaxante dos peptideos sintetizados.

2.2 Objetivos Especificos

o~ w N

Caracterizacdo dos peptideos da peconha da Bothrops sp. por Espectrometria de
Massa.

Sintese dos BPPs em fase sélida.

Purificacdo e caracterizacao dos produtos de sintese.

Ensaios farmacoldgicos preliminares para avaliacdo de potencial vasorelaxante.

Anadlise taxonémica do espécime coletado com base nos BPPs sequenciados.
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3 Métodos

3.1 - Bothrops sp.

Dois exemplares de serpentes do género Bothrops foram encontrados na regido do Delta
do Parnaiba - Piaui, especificamente na Ilha das Cobras (2.8371° S, 41.8203° W), vizinha a
Ilha Grande do Piaui que é a maior ilha do Delta, Municipio do Maranhdo, MA, Nordeste
brasileiro. Os exemplares capturados sob licenca IBAMA SISBIO 61838-1 durante as
expedicdes do projeto PVE/CNPg/MCTI de outubro de 2017 foram levados para a Colecao
Zooldgica do Delta do Parnaiba, CZDP/UFPI, onde foi extraida a peconha (Figura 24) e
levadas para liofilizagdo imediata em concentrador de amostra localizado no Nucleo de
Pesquisa em Biodiversidade e Biotecnologia, Biotec/UFPI Campus de Parnaiba.

Devido a dificuldades de identificacdo taxonémica para o género, o material apds
sacrificio e fixacdo apropriada foi enviado para a Colecdo Herpetologica da Universidade de
Brasilia para a responsabilidade do Dr. Guarino Coli, CHUNB/UnB, onde sua equipe

finalizou a identificaco e registraram sob ndmero de tombo 76591 e 76592.

e 7-51'."-;1%

Figura 23: Borthrops sp. capturadas.
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Figura 25: Individuo adulto de Bothrops sp. na llha das Cobras, Delta do Parnaiba - Piaui.

Foto. Peter Eaton.
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3.2- Preparo do extrato bruto de Bothrops sp. para fracionamento

3.2.1 — Pré-fracionamento

O extrato bruto obtido da peconha da Bothrops sp. foi solubilizado em agua e submetido a
um pré-fracionamento para a separacdo dos peptideos de baixa massa molecular. O material
solubilizado em 1 mL de agua Milli-Q foi carregado em um filtro Amicon 10 KDa de 0,5 mL
e submetido a centrifugacdo de 15000 rpm por 15 minutos, sendo a fragéo filtrada, contendo
moléculas com massa inferior a 10kDa, e a fracdo retida, de massa superior a 10kDa,
submetidas separadamente a secagem em um CentriVap (Labconco 7810011). As amostras
foram posteriormente armazenadas a - 20° C no laboratorio de morfologia da Faculdade de
Medicina - UnB.

3.2.2- Cromatografia Liquida da fracdo menor de 10 KDa

As amostras foram separadas usando um sistema de Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia - CLAE (Shimadzu®) para isolamento de moléculas do Laboratorio de Anatomia
Molecular de nanomedicina da area de morfologia da Faculdade de Medicina - FS. O
equipamento CLAE-DAD é composto por uma unidade de degaseificacdo (DGU-20A5R),
um sistema binario de bombeamento de solventes (LC-20AR), um detector de arranjo de
fotodiodo (PDA, SPD-M20A), um auto-injetor (SIL- 10AF) e um modulo controlador (CBM-
20A). As amostras foram diluidas em agua na concentracdo de 12,50 ug/mL e injetadas (400
ML) para separacdo em coluna analitica RP C18 (4.6x250 mm, 5 um, Shim-pack VP-ODS).
A fase movel foi composta por Agua + &cido trifluoracético 0,1% (v/v, eluente A) e
Acetonitrila + &cido trifluoracético 0,1% (v/v eluente B), com um gradiente de 0%
Acetonitrila até 5 minutos, de 0% a 30% em 60 minutos, de 30% a 40% em 10 minutos e de
40% a 95% em 5 minutos permanecendo em 95% de acetonitrila até o final da corrida, que
teve um tempo total de 90 minutos. A deteccdo foi realizada na faixa de comprimento de

onda de 200-300 nm, com monitoramento a 216 e a 280 nm.

3.3 — Analise por MALDI-TOF da fragédo da peconha menor que 10 KDa

Apbs a etapa de fracionamento, na Cromatografica Liquida de Alta Eficiéncia, foi feita a

secagem das fracgoes utilizando um SpeedVac (Labconco 7810011). Posteriormente, foi feita
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a ressuspensdo em acetonitrila dos componentes de cada fracdo, as quais foram co-
precipitadas em uma placa de MALDI utilizando a matriz de ionizacdo acido a-ciano 4-
hidroxicinamico (sigla em inglés HCCA) a 10mg/mL em 50% (v/v) de acetonitrila e 0,3%
(v/v) de TFA. Foram entdo adquiridos os espectros de MS e de MS/MS pela fragmentacéo
dos ions precursores, por LIFT, presentes em cada fracdo utilizando MALDI-TOF Ultraflex
11 Bruker Daltonic no modo refletor, positivo, com range de 600 a 1500, feitas no
Laboratério de Espectrometria de Massa da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.
Foi feita a calibracdo do aparelho com calibrantes externos (Peptide Calibration Standart,
Bruker Daltonics) e a analise de cada peptideo foi feita utilizando o programa FlexAnalysis

(Bruker Daltonics) tendo sido elucidado a estrutura primaria de alguns BPPs.

3.4 — LC-MS/MS da fracdo menor de 10 KDa

Foi realizada cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa da fracdo
<10kDa. Os espectros foram adquiridos em um Q-Tof 5600+ (Sciex, Ontario, Canada) por
analise de injecdo de fluxo utilizando um cromatdgrafo liquido (Eksigent UltraLC 100,
Sciex) do Instituto de Quimica - UnB. Uma fonte de ions DuoSpray (Esl) foi usada e os
espectros de MS e MS/MS foram adquiridos em modo positivo. Foram utilizados 0 modo
IDA de aquisi¢do fragmentando ions de 400 a 1250 Da com intensidade superior a 1000 cps e
moléculas de 1 a 4 cargas positivas. A coluna utilizada foi da marca KINETEX®
(phenomenex®) de 2,6um, C-18 100 A com dimenso de 50 x 2,1 mm acomodada em um
forno mantido a 40°C.

Para a cromatografia foi utilizado para a fase movel Agua (Fragdo A) e Metanol (Frago
B) ambas acidificas com 0,1% de TFA e um fluxo de 0,4ml/minuto. A corrida teve um tempo
total de 22 minutos com um gradiente de 0-2minutos com 5% fracdo B, 2-12 minutos com
concentragdo de 5-40% da fracdo B, 12-16 minutos com concentracdo de 40 a 95%, de 16-17
minutos uma diminui¢do na concentracdo de B de 95% para 5% mantendo essa concentracao

até o final da corrida.

3.5 — Sequenciamento de novo de BPPs da peconha da Bothrops sp.

Espectros de MS/MS obtidos pela analise em Espectrémetro de Massa Q-TOF (LC-MS) e
por Espectrometria de Massa MALDI-TOF foram avaliados manualmente para a

determinacdo da estrutura primaria das moléculas. Espectros contendo ion de massa [M+H]*
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213.13 Da, sinal ao dipeptideo Prolina — Prolina (PP) presente na por¢do c-terminal,
caracteristicos de BPPs, foram selecionados para avaliacdo e sequenciamento.

Os dados foram analisados e os peptideos selecionados e sequenciados manualmente.
Para isso foram usados os softwares PeakView v2.1, mMass, PepSeq e Bruker Daltonics

flexAnalysis®.

3.6 - Sintese de peptideos em fase sélida

Os peptideos selecionados foram sintetizados utilizando-se a técnica de Sintese de

Peptideos em Fase Solida, do Inglés - Solid Phase Peptide Synthesis — SPPS®,

3.6.1 — Resinas utilizadas na sintese de peptideos em fase solida

Entre as resinas, as de Wang, Rink e HMBA sdo as mais comumente usadas. O que as
diferencia € o tipo de Linker que liga o primeiro residuo de aminoacido do peptideo a fase
solida. A resina de Rink, em especifico, contém um nitrogénio que ira fazer a reacdo de
adico a carbonila no Acido Carboxilico do primeiro residuo, formando entdo um novo grupo
funcional: uma Amida Secundaria. Apos a clivagem da Resina, serd formada uma Amida

Priméria.
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Figura 26: Diferentes tipos de resina empregados na sintese de peptideos.

Entre os outros tipos de resina, o que se observa em comum é o Grupo Funcional Alcool,
que faz com que, apds o acoplamento do primeiro aminoacido, forme entdo um Grupo
Funcional Ester e, apds a clivagem da Resina, se tenha um Acido Carboxilico no “C”
terminal. Algumas dessas Resinas podem ser compradas ja& com o primeiro Aminoacido da
sequéncia do peptideo que sera sintetizado acoplado a resina. O processo de clivagem do
peptideo da Resina ocorre através de um “coquetel” de clivagem, que sera tratado mais

profundamente adiante.

3.6.2 — Remocéo do grupo protetor Fmoc

O grupo protetor 9-fluorenilmetil carbonila (Fmoc) é utilizado para evitar que o grupo
amino (-NH2) do aminoacido reaja com outras moléculas, gerando assim subprodutos
indesejados. Na sintese de peptideos em fase s6lida é utilizado aminoacidos protegidos com o
grupo Fmoc, para se fazer a reacdo de acoplamento, antes é necessario a remocao desse grupo
protetor. Para a remoc¢do do grupo protetor Fmoc que ja vem ligado a cada Aminoacido,
utiliza-se uma solucéo de 4-Metil Piperidina 20% em DMF (Figura 27) duas vezes, durante
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15 minutos, com o objetivo de remocéo do excesso de 4-Metil Piperidina, garantindo, assim,

um bom rendimento na reacdo de desprotecéo.
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Figura 27: Mecanismo da reacdo de desprotecdo do aminoacido ligado a resina (remocéo do

ZT
P4

grupo protetor Fmoc) com 4-Metil Piperidina, no qual retira um hidrogénio do carbono
terciario promovendo a saida da parte final do grupo protetor pela formacdo de um alceno e

com a liberagéo de CO., formando um grupo amina livre.

A remocdo do grupo protetor Fmoc possibilita o ataque do nitrogénio do Aminoéacido ja
acoplado & Resina na carbonila do Acido Carboxilico do Aminoacido que se ira acoplar,
gerando como subproduto agua. A remocdo do grupo Fmoc torna o Nitrogénio do
Aminoécido nucleofilico, o que faz com que a reacdo de acoplamento tenha, na maioria das

vezes, excelente rendimentos®®.
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3.6.3 — Reac0es de acoplamento

Os reagentes e etapas para a sintese de peptideos, incluido 0os mecanismos reacionais
pelo qual ocorrem ja estdo bem estabelecidos. Na sintese em fase solida pode-se usar
reagentes de ativacdo diferentes, entre 0os mais comumente utilizados estdo a sintese com
Oxima®/DIC que envolve a formacdo de carbodiimidas e a sintese utilizando HBTU ou
HATU/DIPEA®,

3.6.3.1 — Sintese com DIC/Oxima®

A sintese utilizando DIC e Oxima® envolve a formacéo da carbodiimida. A reacdo de
acoplamento ocorre quando sdo gerados de ésteres ativados, pelos reagentes DIC e Oxima®,
tornando o carbono da carbonila do éster formado por esses reagentes mais eletrofilico
ficando sujeito assim ao ataque da amina primaria do aminoacido ligado a resina, ocorrendo

assim o acoplamento (Figura 28).
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Figura 28: Mecanismo de acoplamento utilizando os reagentes ativadores DIC/Oxima®.
3.6.3.2 — Sintese com DIPEA/HATU ou HBTU

A sintese utiliza a mistura dos reagentes DIPEA (N,N Diisopropiletilamina) com HATU

1-[Bis(dimethylamino)methylene]-1H-1,2,3-triazolo[4,5-b]pyridinium 3-oxid

hexafluorophosphate] ou HBTU (2-(1H-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3

tetrametiluroniohexafluorofofatato). O reagente DIPEA, amina terciaria, desprotona o Acido

Carboxilico do aminoacido que em seguida fard um ataque nucleofilico ao carbocéation do

HATU ou HBTU, onde, ap6s a saida da TMU (tetrametil ureia), ocorrerd o ataque

nucleofilico da amina primaria do aminoécido ligado a resina a carbonila do éster ativado

formado pelo reagente HATU ou HBTU, ocorrendo assim o acoplamento (Figura 29).
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Figura 29: Mecanismo de acoplamento com o0s reagentes ativadores DIPEA/HBTU ou
HATU

Essa segunda reagdo apresentada foi a escolhida para a sintese dos BPPs.
Primeiramente foi pesado 230mg de resina Wang e colocados em suporte proprio para a
sintese em fase sélida. Em seguida foi adicionado aproximadamente 3 mL de DCM e
colocado sob agitagdo durante 30 minutos. Em seguida foi feito o procedimento de
desprotecdo como apresentado no subtopico 3.6.2, para a retirada do grupo protetor Fmoc
presente na resina. ApOs a desprotecdo foram feitas as reacGes de acoplamento dos
aminoacidos na ordem prescrita. Cada reacdo de acoplamento utilizou-se 4 equivalentes do
aminodcido, 228mg de HATU, 139uL de DIPEA e aproximadamente 1.5mL de DMF. Cada
reacdo de acoplamento ficou sob agitacdo durante 1h e, ap6s decorrido o tempo o material era
“lavado” com DMF e DCM para a retirada dos reagentes de acoplamento que ndo reagiram.
Cada etapa da sintese que envolvia desprotecdo e acoplamento era confirmadas pelo teste de
Kaiser. Sinteses utilizando a resina 2-Clorotrytil-Pro-Fmoc foram feitas utilizando a mesma
metodologia. Essa resina foi gentilmente cedida pelo Laboratério de Espectrometria de Massa

da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.

3.6.4 — Teste de Kaiser

Para a confirmacdo do acoplamento ou da desprotecdo do aminoéacido, utiliza-se o teste de
Kaiser®®. Ele é um teste qualitativo e indica se o Gltimo aminoacido do peptideo ligado a
resina esta com o grupo amina livre. Neste teste, retira-se uma pequena amostra da fase solida
e caso tenha ocorrido a desprotecdo, ou seja, ndo tenha mais o grupo Fmoc, o resultado sera
uma cor escura, uma vez que a reacao ocorre especificamente com o amina livre. Em sintese,
esse teste mostra se as reacdes de desprotecdo ou acoplamento foram realmente efetivas. O
mecanismo da Figura 30, mostra como se da a formagdo do cromdforo pela amina primaria

do N-terminal do peptideo que esta sendo sintetizado.
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Figura 30: Mecanismo da formacéo da molécula croméfora na reacdo do teste de Kaiser

O teste foi procedido conforme Protocolo 13A apresentado em Fmoc solid phase
peptide synthesis — A pratical Approach (paginas 61-62)®. Ele envolve trés solucdes: 5% de
ninidrina em etanol (m/v), 80% de fenol em etanol (m/v) e KCN em piridina (2 mL 0,001 M
KCN em 98 mL de piridina)®. Grios da resina foram coletados e imersos em gotas da

solucgéo, sendo posteriormente aquecidos a 120°C.
3.6.5 — Procedimento e reagentes para a clivagem da ligacao peptideo-resina

Apobs a sintese completa do peptideo, é feita a clivagem da ligacdo peptideo-resina e
remocdo de todos os grupos protetores de cadeia lateral dos aminoécidos presentes no
peptideo. Tudo isso ¢ feito em um procedimento s6 utilizando um “coquetel” de clivagem. E
usado um tempo e uma mistura de diferentes reagentes dependendo do tipo de aminoacido
presente no peptideo. Apds decorrido o tempo de reacdo de clivagem/desprotecdo, a solucéo
foi purgada com um gés inerte no caso Argbnio, para a concentragdo do peptideo mediante a
remocdo do TFA, que apresenta 0 maior volume dos reagentes de clivagem. Em seguida €
colocado Diisopropil Eter para a precipitagdo do peptideo e solubilizacdo do restante dos

reagentes de clivagem juntamente com os grupos protetores de cadeia lateral removido no
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procedimento. A solucdo entdo € filtrada em um funil de Buchner e ficardo retidos no funil o
peptideo e a resina. Em seguida, lava-se o retido com agua destilada, ficando assim retido no
filtro apenas a resina, ficando o peptideo solubilizado em &gua e encaminhado para
liofilizac&o.

A sequir, apresenta-se uma tabela com “coquetéis” de clivagem normalmente utilizados

que variam conforme os aminoacidos presentes no peptideo sintetizado.

Tabela 2: Tipos de solug@es utilizadas na clivagem de peptideos®.

Tipos de Aminoéacidos nos “Coquetel de Clivagem” Tempo de reacao
Peptideos
Peptideos contendo todos os TFA/TIS/Agua 1,5h - 3,0h
aminoacidos exceto Arg, Cys e 95:2.5:2.5 (VIV)

Trp desprotegido.

Peptideos contendo todos 0s TFA/TIS/Agua/EDT 1,5h - 3,0h
aminoacidos exceto Arg e/ou Trp 94:1:2.5:2.5 (VIV)
Desprotegido
Todos os Peptideos TFA/Tioanisol/Agua/Fenol/EDT 1,5h - 18,0h
82.5:5:5:5:2.5 (V/IV)

O procedimento de clivagem pode ser mostrado em esquema, ndo necessitando nesse
caso uma desprotecdo final, ou seja, da remocdo prévia do grupo protetor Fmoc pois o Gltimo
aminodcido presente na sequéncia dos BPPs que serdo sintetizados é o Acido Piroglutamico,

(ue ndo tem em sua estrutura o grupo protetor Fmoc.

Inserir em um 1h e 30min de agitacio

Secar e F’esar a — Falcon a Resina Seca — Evaporacdo do
Resina e 0 “Coquetel” de TFA com fluxo de

Clivagem Nitrogénio
0 peptideo solubilizado Solubilizacdo do Precipitacdo do
em agua/acetonitrila é peptideo presente Filtragem do Peptideo com
submetido a liofilizagdo _ na massa sélida _ Solido e _ éter
e purificado por utilizando Descarte da diisopropilico
técnicas de dgua/acetonitrila Fase Etérea gelado
cromatografia 1:1 (w/v)

Esquema 1: Fluxo de etapas envolvidas na clivagem do peptideo sintetizado. Fluxograma

elaborado no aplicativo Bizagi Modeler© (modificado)*?
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Foi utilizado 0 “coquetel” de clivagem com TFA/Tioanisol/Agua/Fenol/EDT em uma
proporcdo de 82,5/5/5/5/2,5 (v/v) respectivamente. Como ja descrito na literatura®®, ao se
colocar reagentes como tioanisol, &gua, fenol e etanoditiol, € visado evitar reacdes
secundarias dos grupos de protecdo clivados com os aminoacidos do proprio peptideo.
Segundo a literatura, os grupos de protecdo clivados podem reagir com aminoacidos

presentes no peptideo que s&o ricos em elétrons, como metionina e triptofano3®42,

3.6.6 — Ordem dos procedimentos para a sintese em fase sélida

Os passos mostrados no fluxograma (esquema 1) sdo repetidos de forma ciclica até o

ltimo aminoéacido e ap0ds acoplado o ultimo residuo, é feito o procedimento de clivagem.

Sintese em Fase Sdlida

Houve resultado Houve resultado
positivo para Teste de Kajser | PO3itivo para o

Teste de Kaiser

desprotegdo? acoplamenta?
i ; CEEIRIEID i Continuagio
P do aminoacido > p
> e - . 7l dasintese
v selecionadao

Desprotecio: duas
rodadas de d-dimetil
piperidina/DMF [1:4]

Inchar a resina

Hpuwe resultado

Hpuwe resultado negativo para o
negativa para acoplamento?
desprotegdo?

O processo continua de forma ciclica
[desprotecdo - teste de Kaiser -
acoplamento - teste de Kaiser] até
que o dltimoaminoacido é acoplado,

Esquema 2: Fluxograma resumido da Sintese em Fase Solida de Peptideos. Fluxograma

elaborado no aplicativo Bizagi Modeler©*.

Os passos mostrados no fluxograma sdo repetidos de forma ciclica até o dltimo
aminoéacido, onde, apo6s acoplado o ultimo residuo, é feito um procedimento de clivagem, ou
seja, a remocao do peptideo da resina e a desprotecdo simultanea das cadeias laterais. Apds o
procedimento de clivagem ter-se-a o peptideo livre e totalmente desprotegido em suas cadeias
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laterais e apos liofilizado, estard pronto para a purificacdo em cromatografia liquida de alta

eficiéncia.

3.6.7-Purificacao dos peptideos sintéticos

Os peptideos sintéticos brutos foram purificados no Laboratério de Anatomia
Molecular e Nanomedicina, area de morfologia da Faculdade de Medicina (FS) por
cromatografica liquida de alta eficiéncia (HPLC — Shimadzu Co.), com monitoramento nos
comprimentos de onda 216 e 280 nm. O equipamento CLAE-DAD € composto por uma
unidade de desgaseificagdo (DGU-20A5R), um sistema binario de bombeamento de solventes
(LC-20AR), um detector de arranjo de fotodiodo (PDA, SPD-M20A), um auto-injetor (SIL-
10AF) e um modulo controlador (CBM-20A). Os peptideos brutos foram diluidos em uma
concentracdo de 25mg/mL. Foi utilizado uma coluna preparativa Phenomenex® Jupiter 10
pum C-18 com duas solucdes de eluentes, Acetonitrila (ACN) e Agua milliQ, ambos com
0,1% (v/v) de Acido trifluoracético (TFA). O gradiente utilizado foi de 0% (v/v) ACN
durante 5 minutos, 0-95% em 60 minutos e de 95%-0% em 5 minutos.

3.6.8-Analise dos peptideos sintéticos por espectrometria de massa

Os peptideos sintetizados tiveram sua massa confirmada utilizando espectrometria de
massa do tipo MALDI-TOF/TOF (UltrafleXtreme, Bruker Daltonics), utilizando as
instalacbes do Laboratério de Toxinologia do Departamento de Ciéncias Fisioldgicas do
Instituto de Biologia. Foi utilizada uma mistura de matriz a 10mg/mL de HCCA com 50%
(v/v) de ACN e 50% (v/v) TFA com cada peptideo que se analisou, em uma proporcdo de 3:1
e entdo aplicada em uma placa de MALDI. Foi utilizado o aparelho no modo refletor positivo

para a analise das fragmentacdes.
3.7 — Testes Farmacologicos de Vasodilatagédo

Para os testes farmacoldgicos de vasodilatacdo foi utilizada o método ex vivo, onde
foram preparados anéis de artéria mesentérica superior retirada e isolada a partir de ratos.

Foram feitos entdo os testes utilizando os peptideos Bs01, Bs02 e Bs03 e avaliado o0 aumento

da concentragdo de 6xido nitrico, que é responsavel pelo vasorelaxamento. por fluorescéncia.
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3.7.1 - Ratos

Foram utilizados para o experimento ratos da espécie Wistar do sexo masculino
(Licenca CEUA/UFPI Anexo 3) mantidos a uma temperatura controlada com ciclo claro-
escuro (12/12 h) e com livre acesso a 4gua e a comida A eutandsia dos ratos foi feita apos
anestesia com tiopental sodico 50 mg/kg + lidocaina 10 mg/kg via intraperitoneal, com

decapitacdo seguida de exsanguinagao.

3.7.2 — Anéis de Artéria Aorta

Os anéis de artéria aorta toracica de ratos (3-4 mm) foram mantidos em solucéo de
Krebs, com composi¢do (em mM): NaCl (118,0); KCI (4,6); CaCl,-2H,0 (2,5); MgSO,-7H,O
(5,7); NaHCO; (25,0); KH,PO.-H,0 (1,1) e D-glicose (11,0) sob tensdo isométrica de 1,0 g e
aeracdo constante com mistura de CO,5% e O, 95%*%. O endotélio vascular foi considerado
como funcionalmente intacto quando acetilcolina (10 M) induziu vasorelaxamento superior
a 70% em preparacdes pré-contraidas com fenilefrina (PE 3x107 M)*. Apds lavagem, as
preparacbes foram novamente pré-contraidas com PE (3x107 M) e curvas concentragdo-

respostas para os peptideos foram construidas**.
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4 Resultados e discussao

4.1. — Separacdo cromatogréfica e determinacdo da massa dos peptideos da fracao de
baixa massa molecular de Bothrops sp.

A peconha extraida de Bothrops sp. foi submetida a um pré-fracionamento separando a
fracdo inferior a 10 kDa, fazendo-se em seguida uma Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia utilizando coluna analitica de fase reversa (Figura 31). O método cromatogréafico
foi ajustado para priorizar a separacdo de peptideos de baixa retencdo, como os BPPs.

Foram obtidas 9 fracbes cromatograficas principais, com eluicdo entre ~10 a 30% de
acetonitrila. As fracGes foram coletadas individualmente, submetidas a secagem a vacuo e
analisadas por MALDI-TOF MS em modo refletor utilizando HCCA como matriz de
ionizacdo. Foi compilada uma lista de picos para cada uma das fracdes principais, conforme
apresentado na Tabela 3, sendo os picos marcados com asterisco 0s que tiveram intensidade
suficiente para aquisicao de espectros de MS/MS.

Pode-se perceber, pelo cromatograma, que os peptideos tiveram tempos de retencdo muito
proximos, podendo-se inferir que estes possuem propriedades fisico-quimicas muito similares
e, como a grande parte eluiu com uma baixa porcentagem de acetonitrila e uma maior
porcentagem de agua, podemos afirmar que esse tipo de peptideo possui uma elevada
hidrofilicidade.
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Figura 31: Cromatograma da fracdo menor que 10 KDa da peconha da Bothrops sp. monitorado nos comprimentos de onda de 216nm e 280nm.
O gradiente utilizado foi de 5 minutos com 0% de Acetonitrila, de 0 a 30% em 60 minutos, de 30 a 40% em 10 minutos e de 40 a 95% em 5

minutos permanecendo nessa concentracdo até o final da corrida cromatogréafica.

43



Tabela 3: Listagem da razdo massa/carga (m/z) dos ions obtidas por espectrometria de massa

MALDI-TOF das fracbes cromatograficas da peconha de Bothrops sp.

Fracéo 1:

m/z Intensidade do Sinal Area do Sinal
790.294 381.20 90
869.418 1730.58 2203
927.686 1132.31 2064
949.843 3035.01 3873
1116.476* 19854.97 6745
1132.458 723.81 210
1138.448 13361.49 4921
1148.465 912.27 261
1154.427 1922.00 645
1160.432 1764.77 568
1170.437 612.65 197
1176.423 258.53 102
1178.389" 1387.89 407
1180.409 457.26 143
1400.55* 426.06 167
1416.554 296.14 115
Fracao 2:

m/z Intensidade do Sinal Area do Sinal
655.965 1143.88 185
869.417 1259.52 1640
927.713 745.86 1668
949.890 2623.85 3074
1116.480* 19578.35 6154
1132.477 419.02 135
1138.480 22866.99 6897
1148.469 479.05 147
1154.466 2863.58 825
1160.464 3446.59 905
1170.456 783.70 217
1176.445 398.92 142
1178.408" 910.26 289
1180.406 320.75 99
Fracéo 3:

m/z Intensidade do Sinal Area do Sinal
1105.319 444.15 1368
1114.137 583.97 1109
1116.470* 2447.97 1064
1128.053 818.71 2021
1138.437 918.53 333
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1384.592* 85697.02 61364
1388.596 1504.18 738
1389.920 879.28 510
1398.577 1566.69 652
1400.592* 6118.21 2806
1406.557 4658.02 2149
1416.584 5402.09 2489
1422.539 492.19 236
1428.545 430.76 216
1432.578 376.56 153
Fracéao 4:

m/z Intensidade do Sinal Area do Sinal
1116.465* 475.62 161
1138.465 369.80 139
1384.562* 27213.62 13554
1398.566 481.97 196
1400.567* 1551.38 621
1406.557 2567.34 1043
1416.567 1679.86 665
1422.546 401.38 162
1428.549 364.79 152
1432.573 161.28 69
Fracéo 5:

m/z Intensidade do Sinal Area do Sinal
1370.485* 10645.50 3051
1384.546* 13113.45 4010
1392.479 651.46 166
1400.543* 330.99 82
1402.485 192.04 36
1406.528 752.24 172
1416.540 178.01 41
Fracéo 6:

m/z Intensidade do Sinal Area do Sinal
1042.109 814.41 757
1091.070 932.20 2949
1097.275* 1213.06 487
1105.311 860.14 2612
1113.901 1852.33 5968
1116.376* 1566.28 386
1128.105 1686.68 3726
1138.377 762.54 290
1340.445* 769.51 341
1370.418 99771.62 85588
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1384.518* 101442 .81 103124
1392.480 7731.07 4871
1397.476 611.64 405
1399.535 875.09 354
1400.523* 6831.42 3240
1402.475 4460.48 2033
1406.517 9966.95 4761
1414.475 1739.15 735
1416.517 5028.65 2222
1422.490 1261.94 470
1428.478 1470.19 586
1432.459 535.35 220
1440.456 483.82 218
1446.450 539.91 179
Fracdo 7:

m/z Intensidade do Sinal Area do Sinal
630.021 2197.58 426
650.014 781.85 155
833.466" 17674.19 4991
952.515 515.39 146
970.527* 1988.15 623
1036.535* 4667.06 1500
1180.584 418.43 146
Fracéao 8:

m/z Intensidade do Sinal Area do Sinal
630.018 1128.17 199
833.430 13468.08 3162
970.474* 1804.18 436
1036.493 3704.24 1004
Fracéo 9:

m/z Intensidade do Sinal Area do Sinal
613.275 800.06 168
623.976 687.01 185
655.991 974.06 150
667.933 551.48 147
815.332* 405.61 123
886.347* 555.41 183
934.437* 9955.33 2918
948.441* 829.70 197
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4.2. — Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de Massa (LC-MS/MS) da

fracdo de baixa massa molecular de Bothrops sp.

Foi realizada, além da ja citada Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com
posterior analise das fracdes por MALDI-TOF, uma Cromatografia Liquida acoplada em um
Espectrometro de Massa do tipo Q-TOF (LC-MS). Esta analise visa a caracterizacdo de
moléculas em baixa concentra¢do no extrato, permitindo uma descrigdo mais compreensiva.

Um Cromatograma Total de fons (TIC), o qual corresponde ao somatdrio das
intensidades de cada ion em cada espectro adquirido, é apresentado na Figura 32. Neste,
percebe-se que a maior parte dos peptideos pertence a fracdes com retencdo entre 3,5 e 13
minutos. O espectro médio desta regido esta representado na Figura 33 e neste percebe-se 0s
ions majoritarios m/z 444.22, 558.82, 692.88, 685.84, 693.37. Os ions m/z 558.82, 692.88,
685.84 foram extraidos do cromatograma e suas distribuicdes isotopicas podem ser
verificadas nas Figuras 34, 35 e 36. Os ions em questdo apresentaram multiplos tempos de
retencdo, indicando que pode se tratar de um peptideo com mais de uma conformacéo
termodinamicamente possivel, fato que sera discutido de maneira mais aprofundada no item
4.6.1 do presente trabalho. Foram adquiridos também espectros de MS/MS a partir do modo
de operacdo IDA (Information Dependent Acquisition), no qual os ions precursores sao
selecionados por meio de critérios pré-determinados pelo usuario e submetidos a
fragmentacdo. Desta forma, a andlise de LC-MS gerou uma variedade de espectros de
MS/MS, cuja interpretacdo permitiu o assinalamento da estrutura primaria dos peptideos

correspondentes.
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Figura 34: Cromatograma de ion extraido (XIC) da pegonha da Bothrops sp., com tempos de retencdo entre 8 e 10 minutos. Selecionado o pico

referente ao ion dupla carga do peptideo [M+H]" 1116.6 m/z com tempo de retencdo de aproximadamente 8,5 minutos, mostrando sua série

isotopica.
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Figura 35: Cromatograma de ion extraido (XIC) da pe¢onha da Bothrops sp., com tempos de retengéo entre 9 e 11 minutos. Selecionado o pico
referente ao ion dupla carga do peptideo [M+H]" 1384.7 m/z com tempo de retencdo de aproximadamente 9,5 minutos, mostrando em seguida

sua série isotopica.
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Figura 36: Cromatograma de ion extraido (XIC) da peconha da Bothrops sp., com tempos de retencéo entre 10 e 12 minutos. Selecionado o pico

referente ion dupla carga do peptideo [M+H]" 1370.4 m/z com tempo de retencdo de aproximadamente 10,5 minutos, mostrando em seguida sua

série isotopica.
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4.3 — Sequenciamento manual dos peptideos da peconha de Bothrops sp.

Os espectros de MS/MS obtidos a partir da analise de MALDI MS e de LC-MS/MS
dos peptideos de baixa massa molecular da pe¢onha de Bothrops sp. foram submetidos a
sequenciamento manual, com assinalamento das séries y e b, além de séries acessérias. Das
moléculas sequenciadas até 0 momento, depreende-se a existéncia de dois grupos: aquelas
que ja se encontram descritas na literatura e um conjunto de moléculas novas, cuja estrutura
priméaria ainda necessita de verificagdo adicional (Tabela 4). Os ions caracteristicos de
moléculas da classe dos BPPs que nortearam a determinacdo da estrutura primaria das
moléculas s@o m/z 240.134, ou 226.08 ou 169.06, os quais correspondem ao residuo by,
composto por acido piroglutamico (pE) e o 2° aminoécido a partir do N-terminal, podendo
ser K, N ou G, além do ion 213.12, o qual corresponde ao ion y2, ou PP, conforme

demonstrado na Figura 36 e observados nos espectros das figuras 37 a 39.

NH,
H+
N MN
\\O+

yo (PP) =213.12 Da b, (PEK) = 240.13 Da

HN MN@O
\ \
N\ \,

b, (PEG) = 169.06 Da b, (PEN) = 226.08 Da

o)

+

Figura 36: Estruturas dos ions mais comuns presentes nos espectros de BPPs.
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Figura 37: Regido do espectro de MS/MS de um BPP modelo mostrando alguns ions comumente encontrados. [M+H]" 213.13 Da e [M+H]"
240.14 Da.
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Figura 38: Regido do espectro MS/MS de um BPP modelo mostrando o ion [M+H]* = 226.08 Da correspondente a acido piroglutamico e

asparagina (pEN)
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Figura 39: Regido do espectro encontrado de MS/MS de um BPP modelo mostrando os os ions [M+H]" = 169.07 Da correspondente a acido

piroglutamico e glicina (pEG) e o ion [M+H]" = 213.13 Da correspondente a prolina e prolina (PP).
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Como citado no item 1.5.1, os BPPs tém frequentemente em seu N-terminal o
aminoacido modificado acido piroglutamico, sendo essa uma modificacgio comum em
peptideos encontrados no género Bothrops de serpentest’. Isso confere uma vantagem, pois ja
foi demonstrado que peptideos modificados na porgdo N-terminal com o &cido piroglutdmico
possuem maior estabilidade* e um maior tempo de vida por dificultar a protedlise enzimatica
inibindo o reconhecimento ou o “encaixe” enzimatico*®. Um maior tempo de vida desses
peptideos significa que esse componente do veneno tera sua acdo prolongada na presa,
fazendo com que a perturbacgdo a homeostase perdure?’.

Dentre os BPPs ja conhecidos na literatura, destacam-se 0s peptideos de massa
[M+H]* = 1116.64, 1384.73 e 1370.68 Da, caracterizados a partir da peconha de Bothrops
moojeni?®. Os espectros de MS/MS destas moléculas podem ser encontrados nas Figuras 40,
41 e 42. A anélise destes espectros evidencia as dificuldades associadas ao sequenciamento
de BPPs em geral. Percebe-se que 0s ions da série y e b ndo sdo 0s mais intensos do espectro,
e inumeros outros ions resultantes de fragmentacdo interna da cadeia polipeptidica sdo
também observados. Assim, o0 assinalamento da estrutura primaria de peptideos
desconhecidos se torna mais laboriosa.

O assinalamento estrutural de moléculas ainda ndo descritas na literatura torna-se um
desafio ainda maior. Até o momento, sdo 6 as moléculas cuja estrutura primaria nao coincide
com nenhuma outra molécula do género Bothrops publicada na literatura (Tabela 1). Os
espectros de MS/MS de duas delas, de massa [M+2H]?* = 565.23 Da e [M+2H]** = 712.81
Da estdo apresentados nas Figuras 43 e 44, respectivamente. Embora tenhamos assinalado
uma estrutura primaria possivel para estas moléculas, novos experimentos Sdo necessarios
para sua confirmacdo, ja que outros peptideos, de estrutura primaria diferente destes e ainda
com ordem inversa de determinados aminoacidos, sdo possiveis. A confirmacdo da estrutura
pode ser realizada com o auxilio de uma biblioteca de cDNA obtida a partir das glandulas de
veneno de Bothrops sp., podendo ser confirmado assim a correta sequéncia dos aminoacidos
nos peptideos em questdo e sua provavel funcao.

Foram também sequenciados peptideos resultantes da protedlise de proteinas parentais
de alta massa molecular, como a Zinco metalloproteinase/disintegrina, sendo essa uma
proteina bastante comum no género Bothrops. Foi também encontrado o peptideo
TGVIQDHSPIN, com 100% de identidade com um fragmento da metaloproteinase
BITMO2A, de Bothrops insularis. Outra observacao nédo relatada previamente na literatura € a
presenca de peptideos contendo triptofano oxidado. Os peptideos pEKW(OH)PRPGPEIPP e

pEKW/(OH) foram sequenciados e os espectros de MS/MS sugerem a ocorréncia de oxidacao
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nos residuos de triptofano, ja que o imdnio deste residuo de aminoécido esta acrescido de 16

Da nos espectros, conforme pode-se verificar nos espectros no anexo 3.

Na Tabela 4 estdo os peptideos com a estrutura priméria ja confirmada, a confirmar e

peptideos cuja as estruturas se encontram na literatura.

Tabela 4: Estrutura primaria, massa detectada e tedrica dos peptideos ja sequenciados, 0s a

confirmar e modificagbes/miscelanea.

Estrutura primaria Massa [M+H]* Cddigo Técnica Nome/Refer
detectada (Da) Uniprot* éncia de
(Da) descricao
prévia
pPESWPGPNIPP [M+2H]?* | 1075.513 | Q6LEMS5.1 LC- BPP-102
538.23 MS/MALDI
PGPNIPP [M+H]* 691.377 | Q6LEM5.1 LC-MS
691.38
pEKWPRPGPEIPP [M+2H]?* | 1384.729 LC- 28
692.88 MS/MALDI
pEKW(OH)PRPGPEI | [M+H]* 1400.56
PP 1400.56
pPEKWPRPGP [M+H]* 948.57 MALDI
948.57
pPEKWPGPKVPP [M+2H]?*" | 1116.64 LC- 28
558.82 MS/MALDI
PEGGWPRPGPEIPP | [M+2H]?* | 1370.677 | POC7R7.1 LC- BPP-132
685.84 MS/MALDI
pPENW [M+H]* 430.17 LC-MS 28
430.17
pPEKW [M+H]* 444.23 LC-MS 28
444.23
pEKWP [M+H]* 541.28 LC-MS 28
541.28
pPEKF [M+H]* 405.21 LC-MS
405.21
pPEKWA [M+H]* 515.21 LC-MS
515.21
PEKW(OH) [M+H]* 460.21 LC-MS
460.21
PETNW [M+H]* 531.21 LC-MS 28
531.21

Estruturas de BPPs a confirmar

58



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/Q6LEM5?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=64733FGX014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/Q6LEM5?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=64733FGX014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/Q6LEM5?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=64733FGX014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/Q6LEM5?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=64733FGX014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/P0C7R7?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=6482W27M014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/P0C7R7?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=6482W27M014

pPEKWPGPSLVPP [M+2H]?* | 1188,66 LC-MS
594,83
pEKWPPAAPVPP [M+2H]?* | 1170,56 LC-MS
585,78
PESWPGPAPIPP [M+2H]* | 1129,46 LC-MS
565,23
PEGGWPPAPVPEIPP | [M+2H]?" | 1424,62 LC-MS
712,81
PEGGWPPAPVPEIPP | [M+3H]** | 1424,65 LC-MS
475,55
PEKWPPAPVPEIPP | [M+3H]** | 1438,69 LC-MS
480,23
Modificagdes/miscelanea
pEGGWPRPGPEI [M+H]* | 1158,58 LC-MS
(série b 1370 — PP) 1158,58
KVTELPKGA [M+2H]?* | 942,58 Parte de LC-MS Zinc
471.79 Q072L5.1 metalloprot
einase/disint
egrin
PEQRFSPKY [M+H]" | 1036,52 | Variante de MALDI- Zinc
1036.52 Q07215.1 MS metalloprot
com einase/disint
modificacdo egrin
pos-
traducional
APVDRIY [M+H]* | 833,45 X2JCV5.1 MALDI- L-amino
833,448 MS acid oxidase
TGVIQDHSPIN [M+2H]?* | 1180,59 | Q8QG89.1 LC-MS Snake
590.81 venom
metalloprot
einase
BITM02A
TAPVDRIY [M+2H]?* | 934.72 X2JCV5.1 LC-MS L-amino
467.86 acid oxidase

* UniProt (disponivel em: https://www.uniprot.org)
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/Q072L5?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=F45FRDBF014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/Q072L5?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=F45FRDBF014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/Q072L5.1?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=5STH1H9M016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/Q072L5.1?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=5STH1H9M016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/X2JCV5.1?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=5STTJVKD014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/X2JCV5.1?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=5STTJVKD014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/Q8QG89.1?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=5SU2X62F016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/Q8QG89.1?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=5SU2X62F016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/X2JCV5.1?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=5STTJVKD014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/X2JCV5.1?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=5STTJVKD014
https://www.uniprot.org/
https://www.uniprot.org/
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Figura 40: Sequenciamento manual do peptideo Bs01 por meio da fragmentacéo do ion duplamente carregado de massa [M+2H]?* = 558.82 Da

em um Q-TOF obtendo uma sequéncia de aminoacidos pEKWPGPKVPP (Q=pE=&cido piroglutamico).
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Figura 41: Sequenciamento manual do peptideo Bs02 por meio da fragmentacéo do ion duplamente carregado de massa [M+2H]?* = 692.88 Da
em um Q-TOF obtendo uma sequéncia de aminoécidos pPEKWPRPGPEIPP (Q=pE=&cido piroglutdmico).
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Figura 42: Sequenciamento manual do peptideo Bs03 por meio da fragmentagéo do ion duplamente carregado de massa [M+2H]?" = 685.84 Da

em um Q-TOF obtendo uma sequéncia de aminoacidos pPEGGWPRPGPEIPP (Q=pE=4cido piroglutdmico).
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Figura 43: Sequenciamento manual por meio da fragmentagéo do ion duplamente carregado do peptideo de massa [M+2H]?* = 565.23 Da em
um Q-TOF obtendo uma sequéncia de aminoacidos pESWPGPAPIPP (Q=pE=4cido piroglutamico), podendo ser um possivel BPP.
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Figura 44: Sequenciamento manual do peptideo por meio da fragmentacio do ion duplamente carregado de massa [M+2H]?* = 712.81 Da em
um Q-TOF obtendo uma sequéncia de aminoacidos pEGGWPPAPVPEIPP (Q=pE=4cido piroglutamico).
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4.4 — Estrutura primaria de BPPs com fim taxondémico

A técnica de espectrometria de massa possui potencial uso na identificacdo do veneno
para fins taxondmicos®. Dado que a espécie de Bothrops coletada no Delta do Parnaiba ndo
foi facilmente identificada pelos herpetélogos, a analise bioquimica de sua peconha pode
fornecer novos dados que facilitem sua identificagdo. Os 3 principais ions encontrados neste
trabalho, m/z 692.88, 685.84 e 558.82, sdo provenientes de peptideos compativeis com
Bothrops moojeni, de acordo com a literatura®®. Além disso, a literatura aponta que o fon m/z
502 Da, correspondente ao peptideo VTVLEASER, um fragmento do precursor de L-amino-
acido oxidase, € um marcador desta espécie. No extrato avaliado, foi encontrado o ion m/z
502.2753 (massa tetrica 502.271, erro 8.5 ppm) em baixa intensidade, a qual ndo foi

suficiente para aquisicao de espectro de massa em modo IDA.
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Embora estes achados indiquem que as serpentes capturadas sdo efetivamente da espécie
B. moojeni, existem outras evidéncias que apontam a necessidade de mais dados para tal
afirmagdo. Dos BPPs encontrados na peconha das serpentes coletadas, somente 7 de 15
moléculas foram previamente reportadas, em estudo abrangente e exaustivo realizado na
literatura?®. Desta forma, € possivel afirmar que ha sobreposicdo parcial dos BPPs
encontrados nos individuos coletados com serpentes da espécie B. moojeni e que o individuo
em questdo deve ser mais profundamente estudado para que seja feita tal afirmagéo.

4.5. — Sintese em Fase Sdlida (SPFS) de BPPs de Bothrops sp.

Com base na caracterizacdo por Espectrometria de Massa dos peptideos provenientes da
fracdo menor que 10 kDa da peconha do exemplar capturado, foram selecionados para a
sintese 3 peptideos que coincidiram com os peptideos j& descritos na literatura para a espécie

B. moojeni:

Tabela 5: Sequéncia dos aminoacidos dos peptideos escolhidos para a sintese e sua massa
monoisotdpica

Nome PEPTIDEOS Massa Massa
Monoisotopica Monoisotopica
(Da) Experimental tedrica (Da)
Bs01 PEKWPGPKVPP 1115.60 1115.60
Bs02 pEKWPRPGPEIPP 1383.73 1383.72
Bs03 pPEGGWPRPGPEIPP 1369.68 1369.71

A sintese do peptideo Bs01 foi primariamente feita utilizando a resina de Wang. Ap6s
analise por espectrometria de massa MALDI-TOF MS e MS/MS do produto bruto de sintese,
percebeu-se que o peptideo efetivamente sintetizado tem massa diferente da tedrica, com
[M+H]" = 922.47 Da ([M+H]" teérico = 1116,64 Da). O espectro de MS/MS do peptideo
investigado aponta ainda a falta do ion de m/z de 213.13, o que indica a auséncia do
dipeptideo Pro-Pro em sua porcdo C-terminal (Figura 47). Conforme ja descrito na literatura,

acredita-se ter havido a ciclizagdo dos dois residuos sequenciais presentes na porgao “C”
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terminal de Prolina-Prolina, formando a dicetopiperazina (Figura 46), a qual € clivada da
resina e deixa uma hidroxila livre, a qual torna-se entéo sitio de acoplamento do aminoacido

correspondente ao terceiro ciclo, neste caso, a Valina.
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Figura 46: Espectro de MS/MS do peptideo Bs01 de massa monisotopica teérica [M+H]" =

1116.60 Da sem o di-aminoéacido Prolina-Prolina (PP)
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Figura 47: Desprotecdo do segundo aminoécido e posterior cicliza¢do e formagao da

dicetopiperazina.

A formacdo da dicetopiperazina ocorre quando se faz a desprotecdo do segundo
aminoacido gerando um Nitrogénio livre, ou seja, sem o grupo protetor Fmoc (Figura 37). O
Nitrogénio ataca a carbonila do primeiro residuo, deixando a Resina livre, onde 0 préximo
aminoacido (terceiro da sequéncia de sintese) age como se fosse o primeiro. Esse efeito de
ciclizacdo e formacdo da Dicetopiperazina s6 € observado na desprotecdo do segundo
aminoacido, ndo ocorrendo a ciclizagdo quando se faz a desprotecdo do terceiro residuo em
diante®’.

Para contornar esse problema de sintese, foi escolhida uma resina especifica, a H-Pro-2-
CITrt Resin (Figura 48), que dificulta essa indesejada ciclizacdo (muito provavelmente pelo
efeito estérico que dificulta a aproximacdo do Nitrogénio do segundo residuo de aminoacido

no ataque a Carbonila do primeiro aminoacido).
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Resina

Figura 48: Resina 2-Cloro Trytil (Fmoc-Pro-2-CI-Trt) com o aminoacido Prolina ja

acoplado.

A sintese do peptideo Bs01 foi entdo refeita utilizando a resina 2- cloro trityl seguindo

0 protocolo de sintese de peptideos jA mostrada no presente trabalho. Ap6s a purificacdo por

HPLC foi identificado, com auxilio de espectrometria de massa com lonizacdo por

Eletrospray, ESI-MS, em qual das fracBes correspondentes aos sinais presentes no

cromatograma se encontrava o peptideo sintetizado.

Esse mesmo modo de sintese, com 0os mesmos métodos e a mesma resina, foi utilizado

para a sintese dos outros dois peptideos escolhidos, Bs02 e Bs03. A tabela 6 lista a massa

bruta dos peptideos pos sintese, obtidas apos a clivagem da resina e liofilizacdo, e também as

massas dos peptideos apés a purificacdo por HPLC em escala preparativa e liofilizacéo,

prontos para os testes bioldgicos.

Tabela 6: Sequéncias dos aminoacidos dos peptideos sintetizados, sua massa apés a

clivagem e ap06s a purificagao.

PEPTIDEOS MASSA DO PEPTIDEO MASSA DO PEPTIDEO
BRUTO (mg) PURIFICADO (mg)
pEKWPGPKVPP 47,18 15,02
pEKWPRPGPEIPP 79.44 36,88
pEGGWPRPGPEIPP 81,00 15,51
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4.6 — Purificacdo e Analise dos produtos de sintese

Os BPPs Bs01, Bs02 e Bs03 foram submetidos a purificagdo por HPLC em escala
preparativa, utilizando como fase mével Agua milliQ e acetonitrila, ambos com 0,1%
(v/v) de Acido Trifluoracético. BsO1 teve um tempo de eluicdo de 25,75 minutos,
correspondente ao pico de maior absorbancia do cromatograma. Pelo cromatograma

obtido (Figura 49) pode-se afirmar que a sintese foi efetiva, porém, alguns subprodutos
foram formados.
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Figura 49: Cromatograma do peptideo Bs01, monitorado no comprimento de onda
216nm e 280nm. O asterisco destaca o sinal referente ao tempo de eluicdo do peptideo,

mostrando que teve um ponto de eluicdo de 25,75 minutos. Foi utilizado um gradiente de
5 min. A 0% acn, 0-95% em 60 min. E 95-0% em 5 min.

Bs02 teve um tempo de eluicdo de 27,80 minutos, correspondente pico de maior
absorbancia do cromatograma (Figura 50). Pode-se afirmar com base em seu

cromatograma que a sintese foi efetiva, gerando majoritariamente o peptideo de interesse
e poucos subprodutos.
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Figura 50: Cromatograma do peptideo sintetizado 2, monitorado no comprimento de
onda 216nm e 280nm. O asterisco destaca o sinal referente ao tempo de eluicdo do
peptideo, mostrando que teve um ponto de eluicdo de 27,80 minutos. Foi utilizado um
gradiente de 5 min. A 0% acn, 0-95% em 60 min. E 95-0% em 5 min..

O peptideo sintetizado Bs03 teve um tempo de eluigcdo de 28,60 min. Correspondendo
ao sinal de maior absorbancia do cromatograma (Figura 51). Com a analise do
cromatograma, pode-se inferir que a sintese foi eficaz, formado poucos produtos

secundarios, onde pelo método empregado, foi possivel sua adequada separacao.
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Figura 51: Cromatograma CLAE do peptideo sintetizado 3, monitorado no
comprimento de onda 216nm e 280nm. O asterisco destaca o sinal referente ao peptideo
de interesse com tempo de eluicdo de 28,60 minutos. Foi utilizado um gradiente de 5
min. A 0% acn, 0-95% em 60 min. E 95-0% em 5 min..
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4.6.1-Analise de possivel multipla conformacao dos peptideos sintetizados

Pode-se observar pelos cromatogramas obtidos a partir dos peptideos sintéticos, assim
como no LC-MS feito da peconha da serpente (Figura 34), que alguns peptideos tem mais
de um tempo de retencdo, ou seja, apresentaram um duplo pico ou apresentavam um sinal
com uma base larga, sugerindo coeluicdo. Essa provavel coelui¢do pode ser resultado da
presenca de residuos de D-aminoacido ou de mdltiplas conformacdes
termodinamicamente acessiveis, que pode ocorrer em peptideos pequenos, flexiveis e
altamente desordenados.

Counterman e Clemmer em 2002 8, foram os primeiros a revelar que os peptideos
contendo prolina eram mais propensos a exibir mais picos em experimentos de
mobilidade i6nica que os peptideos sem prolina. A pesquisa acabou por sugerir que a
presenca de multiplos picos surgia de populacGes CIS-prolina e TRANS-prolina,
acabando por concluir que a presenca desses isdmeros CIS ou TRANS — prolina era
comum em analises de peptideos que continham prolina em sua estrutura.

Um estudo posterior realizado por Pierson et al #°., utilizando a técnica de mobilidade
ibnica juntamente com espectrometria de massa, realizado com um peptideo com prolina
e outro idéntico mas sem a prolina, demonstrou que a prolina é o Unico aminoacido com
capacidade apreciavel de fazer transicGes CIS-TRANS, gerando assim estruturas
tridimensionais diferentes para a mesma sequéncia de aminoacidos.

Ainda o estudo de mobilidade ibnica aliado a espectrometria de massa de peptideos
desenvolvido por Nicholas et al.*° utilizou uma série de sete analogos de peptideos em
que as combinacOes presentes de alanina sdo substituidos por prolina, onde os dados
obtidos por espectrometria de massa — mobilidade idnica mostrou que as mdaltiplas
estruturas estdo associadas a diferentes combinacGes CIS/TRANS dos residuos de
prolina.

Todos esses dados corroboram para um maior aprofundamento a respeito das
possiveis conformacdes estruturais que esses peptideos apresentam e o papel que essas
estruturas podem gerar na potencialidade e nas interagcOes intermoleculares que o0s

peptideos ricos em prolina podem apresentar.
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4.6.2-Analise dos BPPs sintéticos por espectrometria de massa

Foi usada Espectrometria de Massa para se determinar, apés a Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia, se a massa dos BPPs sintéticos correspondia a massa do peptideo
sequenciado proveniente da fracdo de baixa massa molecular da Bothrops sp. e para se
determinar o quéo eficiente foi a purificacdo CLAE.

Os espectros de MS e MS/MS mostrados abaixo (Figuras 52 a 57), correspondem ao
pico de maior sinal do cromatograma, comprovando que se trata do peptideo sintetizado
de interesse e mostra o grau de pureza do peptideo purificado. Com base nos espectros de
MS, é possivel observar que os peptideos sintetizados apresentam contaminantes, sendo
Bs03 o peptideo que apresenta um melhor estado de pureza. Este foi encaminhado para
testes em anéis de aorta de ratos na Universidade Federal do Piaui (UFPI) em caréter
preliminar, com seus resultados discutidos mais a frente no trabalho. Os BPPs sintéticos
serdo submetidos a mais etapas de purificacdo antes da realizacdo das proximas etapas do

trabalho.
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Figura 52: Espectro de MS de Bs01 obtido por MALDI-TOF MS em modo refletor, apos a purificacdo por CLAE em escala preparativa. O ion
predominante de [M+H]* = 1116.73 Da é referente ao peptideo sintetizado.
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Figura 53: Espectro de MS/MS do peptideo Bs01, [M+H]" = 1116.73 Da, podendo-se confirmar que foi sintetizado na sequéncia correta
pré-determinada.
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Figura 54: Espectro de MS de Bs02 obtido por MALDI-TOF MS em modo refletor, apds a purificacdo por CLAE em escala preparativa. O
ion predominante de [M+H]* = 1384.88 Da ¢é referente ao peptideo sintetizado.
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Figura 55: Espectro de MS/MS do peptideo Bs02, [M+H]*
pré-determinada.

1384.88 Da, podendo-se confirmar que foi sintetizado na sequéncia correta
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Figura 56: Espectro de MS de Bs03 obtido por MALDI-TOF MS em modo refletor, ap6s a purificagdo por CLAE em escala preparativa. O
fon predominante de [M+H]* = 1370.76 Da é referente ao peptideo sintetizado.
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Figura 57: Espectro de MS/MS do peptideo Bs03, [M+H]" 1370.76 Da, podendo-se confirmar que foi sintetizado na sequéncia correta pré-
determinada.
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Pode-se afirmar com base nos espectros de massa adquiridos, apos a realizacdo de CLAE,
que a sintese dos peptideos de interesse foi efetiva, carecendo, contudo, ainda de melhor

purificacéo.

4.7 — Ensaios Farmacologicos Preliminares de Vasodilatagcdo

4.7.1 Andlise do Efeito Vasorelaxante do peptideo Bs03 em Artéria Mesentérica de
Ratos

Foram realizados testes preliminares de acdo vasorelaxante em anéis de aorta de ratos,
primeiramente com o peptideo Bs03, o qual apresentou um maior grau de pureza dos
peptideos sintetizados. Os testes preliminares utilizaram concentracdes do BPP variando
de 1x10° a 3x10® mol.L? e a anélise da reducio da resisténcia vascular. Foram
realizados testes controle, apenas com o0s anéis sem a presenca do peptideo e anéis de
aorta com o peptideo em concentracdes diferentes, no qual foi utilizado um transdutor de
forca, onde foi induzida uma pré-contracdo com agente contratil, no caso a fenilefrina,
sem a presenca do BPP, e testes utilizando o BPP nos anéis com endotélio e sem
endotélio, que ¢ uma camada que reveste internamente 0s vasos sanguineos, sendo
responsavel pela mediacdo de alguns mecanismos de resposta a vasoconstricao.

Com os dados obtidos foi montado um grafico (Figura 58). Neste, observa-se que nao
houve uma agéo vasorelaxante significativa induzida pelo BPP, em compara¢do com o
controle, nos anéis de aorta com ou sem endotélio. A queda de tenséo observada na curva
de controle (curva contratil) se da pela propria resposta fisioldgica, sendo que uma
relaxacdo de 10 a 15% é considerada normal, analisando a capacidade do peptideo de

gerar um vasorrelaxamento além desse valor.
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Figura 58: Percentual de vasorrelaxamento induzido pelo peptideo BsO3 em fungdo do
logaritmo de concentragdo. As curvas indicadas por E+ e E- é referente ao teste de
vasorrelaxamento em aortas com endotélio e sem o endotélio respectivamente. N&do houve

significativo efeito de relaxacéo dos anéis com a administracéo do BPP.

Pode-se inferir a partir dos dados preliminares obtidos que o BPP no protocolo
utilizado no experimento pode ter tido uma meia-vida muito curta ou que a acdo ndo teve
como alvo a ECA nem a acdo como antagonista do receptor de vasodilatacdo B2. Estudos
demonstram que a vasodilatacdo causada pelo BPP é mais significativa em anéis de aorta
com uma contragéo induzida, condicdes que serdo feitas nos proximos experimentos® °2,

O resultado obtido utilizando esse tipo de protocolo ja é esperado para BPPs em testes
preliminares de agdo vasorrelaxante, como ja foi demonstrado na literatura > (Figuras 59
e 60) onde foi utilizado o BPP-5a, um pentapeptideo, que teve sua resposta dependente do
endotélio, no entanto, em uma porcentagem de vasodilatacdo abaixo dos 20%,
aproximadamente na mesma faixa do resultado obtido nos testes preliminares. Porém,
quando o teste foi realizado em anéis de aorta de ratos com hipertensdo a resposta de

vasorrelaxamento foi consideravelmente mais pronunciada.
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Figura 59: Porcentagem de vasorrelaxamento aferida em anéis de aorta de ratos Wistar com
e sem endotélio, E+ e E- respectivamente, utilizando o pentapeptideo BPP-5a. Observa-se um
efeito mais pronunciado de vasodilatacdo para os anéis com endotélio, indicando uma

dependéncia para ser gerado um processo de relaxamento®?,
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Figura 60: Resposta de vasorrelaxamento em porcentagem do peptideo BPP-52 em aortas de
ratos Winstar com hipertensdo espontdnea e em aortas de ratos com endotélio sem
hipertensdo. Observa-se que o efeito de vasorrelaxamento foi mais pronunciado em aortas de
ratos com hipertensdo, mantendo a porcentagem abaixo dos 20% em artérias de ratos com

endotélio sem hipertengao®..
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As proximas etapas de testes incluirdo a analise do potencial de vasorrelaxamento
juntamente com Acetilcolina, neurotransmissor conhecido por induzir vasorrelaxamento
na presenca do endotélio e ainda o potencial de relaxacdo do BPP em anéis aortas com
hipertensdo induzidas por LPS.
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5. CONCLUSOES

Frente ao presente trabalho, pode-se perceber que a caracterizacdo de peptideos
provenientes da fracdo de baixa massa molecular da pegonha de serpentes, no caso do género
Bothrops, foi possivel, apesar das dificuldades inerentes a esse tipo de peptideo. Foi possivel
a caracterizacdo de BPPs que ja foram descritos na literatura, pertencentes a espéecie Bothrops
moojeni, além de novos peptideos do tipo BPP cuja estrutura primaria ainda necessita de
confirmagéo.

A caracterizacdo dos BPPs presentes na fracdo de baixa massa molecular da peconha da
serpente capturada mostrou 3 principais ions, [M+2H]?* 692.88, 685.84 e 558.82 Da, 0s quais
sdo provenientes de peptideos compativeis com Bothrops moojeni. Ndo se pode ter uma
confirmacdo do ion m/z 502 referente ao peptideo VTVLEASER, proposto como marcador
dessa espécie, devido sua baixa intensidade impedindo seu sequenciamento. Apenas 7 de 15
peptideos encontrados na peconha coincidem com peptideos ja reportados, desta forma, é
possivel afirmar que ha sobreposicéo parcial dos BPPs encontrados nos individuos coletados
com serpentes da espécie B. moojeni e que o espécime deve ser mais profundamente estudado
para que seja feita a confirmacdo de espécie. Com isso torna-se necessario analises de outra
natureza, como sequenciamento de DNA, para se ter uma maior certeza a respeito de qual
espécie se trata a serpente capturada.

N&o foi possivel a sintese dos peptideos selecionados utilizando a resina de Wang, devido
a ciclizacdo e formacdo de dicetopiperazina, que ocorre em alguns peptideos que tem em seu
segundo aminoacido um residuo de prolina. Foi necessario utilizar a resina 2-Clorotrityl que
que impede a ciclizacdo e formacdo da dicetopiperazina, possivelmente pelo efeito estérico
dos grupos fenila. A sintese utilizando a resina 2-Clorotrityl se mostrou efetiva tendo como
resultando poucos subprodutos, no entanto, a purificacdo dos peptideos sintetizados, nédo foi
eficiente, sendo ainda necessarias mais etapas de purificacao.

Os testes farmacoldgicos preliminares utilizando o peptideo Bs03 indicaram uma baixa
atividade de vasodilatagdo com a utilizacdo do protocolo escolhido para os testes, em
comparacdo com o controle utilizado. Contudo, estes sdo resultados que até 0 momento séo
esperados para esses tipos de peptideo. Serdo realizados novos testes utilizando acetilcolina e
um vasocostritor LPS para a analise mais precisa do potencial vasodilatador do peptideo em

anéis de aorta de ratos.

6. PERSPECTIVAS FUTURAS
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1)
2)

3)

Repurificar por cromatografia os peptideos Bs01, Bs02 e Bs03;
Finalizar os ensaios e analisar o potencial de vasodilatagdo com os trés peptideos

sintetizados;
Analisar a provavel dupla conformacao dos peptideos contendo prolina e o efeito com

a interagdo com a ECA e a AsS.
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Anexo 1

Estrutura dos peptideos sintetizados:

e Peptideo 1 ("EKWPGPKVPP — 1115.60 Da)

e Peptideo 2 (pEKWPRPGPEIPP — 1383.72 Da)

H,N
HO
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O O
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0 O N NH HN
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Peptideo 3 (LEGGWPRPGPEIPP — 1369.71 Da)
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Anexo 2

Cadastro do exemplar Bothrops sp. capturado:

Sistema Nacional de Gestao do Patrimonio Genético e do Conhecimento Tradicional
Associado
NUmero de cadastro: AE5SF104
Usuario: José Roberto de Souza de Almeida Leite
CPF/CNPJ: 80478352115
Objeto do Acesso: Patrimdnio Genético

Data: 29/04/2018
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Anexo 3

Numero de registro: 446/18

Responsavel: Prof. Dr. Daniel Dias Rufino Arcanjo
Finalidade: Pesquisa Cientifica

Vigéncia da Autorizacdo: 01/07/2018 a 30/06/2020
Espécie/Linhagem/Raca: Rato Heterogénico Winstar
NUmero de Animais: 170

Peso/ldade: 180-200g

Sexo: Macho

Origem: Biotério Setorial da UFPI

Aprovagéo pela CEUA/UFPI: 28/08/2018
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Anexo 4
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Espectro 1: Sequenciamento do peptideo QKW (Q=pE) de [M+H]* = 444.23 Da
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Espectro 2: Sequenciamento do peptideo QNW (Q=pE) de [M+H]* = 430.18 Da
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Espectro 8: Sequenciamento do peptideo pEKW(OH)PRPGPEIPP, de [M+H]" = 1400.56 Da. Este peptideo necessita de confirmacédo. Perceber
a diferenca de massa de 202,02 Da na série b, sugestiva da presenca de triptofano oxidado .
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Espectro 10. Regido dos ions imdnio obtida para o peptideo pPEKW(OH)PRPGPEIPP indicando a auséncia do ion m/z 159.09 e presenca de m/z
175,1, compativel com oxidacao do triptofano. A posicéo da oxidacdo na estrutura do ion é sugerida.
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Anexo 5

Tabela de aminoacidos

Aminoacido Simbolo de uma Simbolo de trés Massa

) letra letras monoisotopica
Acido aspartico D Asp 112,026
Acido glutamico E Glu 129,042
Alanina A Ala 71.037
Arginina E Arg 136,101
Asparagina N Asn 114,042
Cisteina C Cvs 103,009
Fenilalanina F Phe 147,068
Glicina G Gly 57.021
Glutamina Q Gln 128,058
Histidina H His 137,058
Isoleucina I Iso 113,084
Leucina L Leu 113,084
Lisina K Lvs 128,094
Metionina M Met 131,04
Prolina P Pro 97.052
Serina 5 Ser 87.032
Tirosina Y Tyt 163,063
Treonina T Thr 101,047
Triptofano W Tm 186,079
Valina V Val 99.068
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