e

Universidade de Brasilia
Instituto de Quimica
Programa de P6s Graduagao em Quimica

Sintese, Purificacao e Determinacao Estrutural
de Peptideos como Ferramenta Exploratéria de

Atividades Biologicamente Relevantes

Diego Arantes Teixeira Pires

Dissertacao de Mestrado

Orientadora: Dra. Claudia Jorge do Nascimento

Brasilia
Junho de 2012



e

Universidade de Brasilia
Instituto de Quimica
Programa de P6s Graduagao em Quimica

Sintese, Purificacao e Determinacao Estrutural
de Peptideos como Ferramenta Exploratéria de

Atividades Biologicamente Relevantes

Diego Arantes Teixeira Pires

Dissertacdo apresentada como parte dos requisitos para a obtencéao
do titulo de Mestre em Quimica

Orientadora: Dra. Claudia Jorge do Nascimento

Area de Concentragio: Quimica Organica

Brasilia, 29 de Junho de 2012



“Independente da classe social, cor e intelectualidade, quando o ser humano
nasce, ele ja pode ser considerado um guerreiro, pois, ira participar de uma
aventura chamada vida, onde o minuto seguinte € incerto, onde seu pior
inimigo pode ser ele mesmo. Tera duvidas até o seu ultimo respiro, ndo obtera
todos os conhecimentos, sera exaltado, humilhado, vera seus proximos
partirem e, sucumbira diante de inumeras situagdes. Ainda assim, continua se
arrastando na terra. Avante guerreiro.”

Autor Desconhecido
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Resumo

A pele de anfibios € um 6rgao onde pode ser encontrados diversos
compostos biologicamente ativos, desde reguladores de fungdes fisioldgicas
até compostos que agem contra predadores e microrganismos. Peptideos séo
biomoléculas que podem estar presentes nesse 6rgao e apresentar diversas
atividades como antimicrobianos, antitrombadticos, antioxidantes e opioides ou
mesmo se ligar a metais ou gases. Neste trabalho, foram estudados peptideos
encontrados nos anfibios Hypsiboas punctatus e Phyllomedusa centralis com
possiveis atividades antitrombdticas e afinidade por metais e gases,
respectivamente. Estes peptideos, juntamente com peptideos analogos, foram
quimicamente sintetizados em fase sdlida, purificados por cromatografia liquida
de alta eficiéncia e caracterizados por Espectrometria de Massa. As estruturas
tridimensionais dos peptideos foram determinadas por Ressonancia Magnética
Nuclear e os estudos de interagdo com metais e gases foram realizados por

RMN e Espectrometria de Massa.
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Abstract

The skin of amphibians is an organ in which several compounds with
biological activity can be found, such as regulators of physiological functions
and compounds that act against predators and microorganisms. Peptides are
biomolecules that may be present in this organ and provide various activities,
for example antimicrobial, antithrombotic, antioxidant, and opioids or even bind
to metals and gases. In this work, we studied peptides found in the amphibians
Hypsiboas punctatus e Phyllomedusa centralis with potential antithrombotic
activity and affinity for metal and gases, respectively. These peptides and
analogs were chemically synthesized by solid phase, purified by high
performance liquid chromatography and characterized by Mass Spectrometry.
Their three-dimensional structures were determined by Nuclear Magnetic
Resonance and the studies of interaction with metal and gases were performed

by NMR and Mass Spectrometry.
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Capitulo |

Espectrometria de Massa, Ressonancia Magnética Nuclear

(RMN) e Calculos Estruturais no Estudo de Peptideos



1.1 — Introducao

1.1.1 — Peptideos

Peptideos sao biomoléculas que podem ser encontradas naturalmente
em eucariotos e procariotos.” Sdo constituidos pela unido de dois ou mais
aminoacidos através de ligacbes peptidicas (ligagdes amidicas), como

mostrado na Figura 1.2

0
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HN—C—C + HN—C—C —> H;N—C—C—N——C—C + H0 2
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Figura 1: (1) Estrutura geral dos aminoacidos, em que R4 é a cadeia lateral, o que difere os
aminoacidos. (2) Formacgéao da ligagao peptidica, mostrada em vermelho. Ry e R, sdo cadeias
laterais de aminoacidos.

Existem basicamente 20 diferentes aminoacidos, que podem, em
diferentes combinacdes, constituir os peptideos.® Um aminoacido ¢é
diferenciado de outro pelo grupo da cadeia lateral (R) e um exemplo para uma
estrutura geral dos aminoacidos pode ser observado na Figura 1. Um quadro
com os 20 diferentes aminoacidos é encontrado no Anexo 1.

Peptideos podem apresentar diversas atividades bioldgicas, o que os
tornam bastante importantes ao meio no qual se inserem e também objeto de
estudos no planejamentos de novos farmacos.* Podem apresentar diversas
fungdes, como antimicrobianos,® antitrombéticos,® opioides,” antioxidantes,?
dentre outras.

Um fator de extrema importdncia no estudo de peptideos é o
conhecimento da estrutura, uma vez que a estrutura da molécula esta
diretamente relacionada com a sua fungado e também com o seu mecanismo de
acao. Para tal, as técnicas de Espectrometria de Massa e Ressonéancia

Magnética Nuclear (RMN) associadas a calculos estruturais sdo fundamentais



para proceder estudos estruturais,’ tornando possivel assim estabelecer a

relacéo estrutura/atividade.
1.1.2 — Espectrometria de Massa no Estudo de Peptideos

A Espectrometria de Massa é uma técnica capaz de determinar a
relagdo massalcarga (m/z) de espécies ionizadas em fase gasosa,'® sendo de
extrema importancia para estudo de peptideos, pois torna possivel identificar,
quantificar e detectar possiveis modificagoes."

Por ser uma técnica que trabalha com ions em fase gasosa e devido a
dificuldade de se produzir ions estaveis em fase gasosa com moléculas de
peptideos, as fontes de ionizagdo mais utilizadas para estudos de proteinas e
peptideos sdo MALDI e Eletrospray (ESI). Essas fontes tornam possiveis a
ionizacdo em fase gasosa de moléculas com alto peso molecular,
possibilitando grandes avangos no estudos de biomoléculas.’

Na ionizagao do tipo MALDI, a amostra a ser analisada é misturada com
um excesso de uma solugdo de matriz (geralmente um acido ou uma base
organica) e a mistura é depositada em uma placa metalica. O solvente é entéo
evaporado, formando um precipitado com a amostra e a matriz. Este
precipitado é irradiado com pulsos de laser, dessorvendo as moléculas em
questdao da placa metalica e, apos transferéncia de préton com a matriz, o
analito ¢ ionizado.”> Um esquema simplificado representando a ionizagdo do
tipo MALDI pode ser observado na Figura 2.

A matriz utilizada deve ser capaz de absorver uma grande quantidade de
energia no comprimento de onda do laser a ser irradiado. Algumas matrizes
utilizadas na técnica de MALDI sdo: acido 3-amino-4-hidroxibenzoico, acido
2,5-dihidroxibenzdico (DHB), acido a-ciano-4-hidroxicindmico, 3-
aminoquinolina, dentre outros. A técnica de MALDI gera, principalmente, ions

monocarregados.’®
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Figura 2: Esquema para ionizagao do tipo MALDI."®

Na ionizagao por ESI uma solugédo contendo o analito € bombeada para
um tubo capilar com alta voltagem, provocando a dispersédo do liquido
(formacao de um spray) e a formagao de goticulas com multiplas cargas. Estas
goticulas sao submetidas a um gas secante, onde ocorre a dessolvatacéo e a
diminuicdo de seu volume, com a permanéncia das cargas."' Essa diminuigcéo
do volume gera instabilidade nas goticulas devido a proximidade das cargas,
ocasionando uma grande repulsdqo em que a goticula é rompida. Como
consequéncia, ocorre a formacdo do analito com multiplas cargas.” Um

esquema para a ionizagao por ESI pode ser visto na Figura 3.
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Figura 3: Esquema para a ionizagao por ESI."



Um dos analisadores bastante utilizado nos estudos de peptideos e
proteinas € o analisador por tempo de voo (TOF). Neste analisador, os ions
gerados na fonte de ionizagdo sao acelerados com um valor fixo de energia
cinética e entdo encaminhados para um tubo de voo.'® Os ions atravessam
esse tubo, que apresenta uma distancia pré-estabelecida. Baseado no tempo
em que os ions percorrem o tubo de voo, a relagcdo m/z de cada ion pode ser
determinada.’ lons com menor peso molecular irdo apresentar maior
velocidade e serdo detectados primeiro do que os ions de maior peso
molecular.’> Um esquema do analisador TOF pode ser observado na Figura 4.

Os analisadores do tipo TOF podem apresentar um método refletido de
analise, em que as lentes refletoras sdo encontradas ao final do tubo de voo.
Esse método é utilizado para corrigir a diferenca inicial de energia entre os
ions; com isso, ions de mesma massa mas com energias cinéticas diferentes
apresentam o mesmo tempo de voo."*'® Um esquema do analisador do tipo

TOF com o método refletido pode ser visto na Figura 4.
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Figura 4: Analisador TOF: (A) método linear, (B) método refletido,'® em que “E” é a energia

cinética, “s” a distancia percorrida da placa de ionizagao até o tubo de voo, “D” é a distancia

percorrida no tubo de voo, “L+” distancia percorrida do tubo de voo até as lentes de reflexao,

“Ly” é a distancia percorrida das lentes de reflexao até o detector do modo refletido e “d” e a
distancia percorrida na reflexao.



A Espectrometria de Massa também possibilita a obten¢cado de espectros
de fragmentacdo (chamados MS/MS), bastante utilizados para determinar a
sequéncia de aminoacidos em proteinas e peptideos. Nesse experimento, sdo
utilizados dois analisadores. O primeiro é responsavel por selecionar o ion de
interesse gerado pela fonte de ionizagdo. Este ion precursor é entdo submetido
a uma camara de colisdo com gas inerte (como por exemplo N, ou Ar) para
que ocorra a fragmentacado. O segundo analisador analisa as massas dos ions
gerados pela fragmentacdo do ion precursor.’® Um esquema para um

experimento de fragmentagao pode ser observado na Figura 5.

Céamara de
Colisédo —
—» MS (1) |— |—/—— = .\_‘*L - |MS(2)| — |
— — 1 Ay -
Espectro Espectro
de Selecdo do de MS/MS
Massa ion precursor

Figura 5: Esquema para experimento de fragmentagao — MS/MS."°

Na camara de colisdo, a energia do choque entre o gas inerte e o
peptideo possibilita a desestabilizacdo e o rompimento de algumas ligacdes,
induzindo, basicamente, a formacgdo de dois ions fragmentos.” Tais
fragmentos ibnicos sao classificados de acordo com o lado do fragmento que o
ion se encontra: lado N-terminal ou C-terminal. ions chamados de “a”, “b” e “¢”

sao referentes ao lado N-terminal e os ions “X”, “y” e “z” sao referentes ao lado

C-terminal."®

As ligagdes que sdo rompidas para gerar tais ions podem ser
observadas na Figura 6.

Existem pares de fragmentos idnicos que correspondem a fragmentos
opostos entre si e que por isso sdo complementares como a/x, bly e c/z. Os
ions y e b sdo mais facilmente gerados do que os demais ions, pois estes sao
originados pelo rompimento das ligagdo peptidicas, que s&o menos
energéticas.?’ Por esse motivo, a sequéncia de aminoacidos de um peptideo
pode ser determinada utilizando as séries dos ions y e b pelo calculo da

diferenca de massa entre picos vizinhos em uma mesma série.?> Um exemplo



para a determinacao da sequéncia de aminoacidos de um peptideo pode ser

visto na Figura 6.
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Figura 6: (A) Ligagbes que sado rompidas para a formagao dos ions a, b, c, x, y e z; (B)
Peptideos com as séries y e b de fragmentagao.

A Espectrometria de Massa também pode ser acoplada a um método de
separagao, como a separagao por Mobilidade Iénica (IM), e se tornar uma
ferramenta ainda mais poderosa no estudo de peptideos. Quando tais técnicas
sao acopladas € possivel obter relagdes entre massa, carga e area de contato
(area de colisdo), fornecendo informagdes sobre as conformagdes de ions
(como peptideos formando ou nao pontes dissulfeto) além da propria relagéo
m/z obtida em um espectro de massa.?’ Com isso, torna-se possivel analisar
tamanhos fisicos e conformagdes de ions em fase gasosa.?’

No separador por mobilidade idnica um conjunto de ions pode ser
separado quando submetido a passar por um gas inerte (semelhante a fase
estacionaria em uma cromatografia), como por exemplo N, ou He, e sobre a
influéncia de um campo elétrico baixo (como por exemplo, de 15 a 30 V.cm™).?2
Os ions sao entao separados pela diferenca de mobilidade para atravessar tal
gés.”® Um esquema para um Espectrdmetro de Massa acoplado a um

Espectrémetro de Mobilidade I6nica pode ser observado na Figura 7.



A mobilidade do ion é proporcional a sua carga: quanto mais carga,
maior sera a sua mobilidade pelo gas.?* A massa é outro fator que influencia na
mobilidade: quanto menor a massa, maior a mobilidade.?> Com a mesma
massa, ions com uma conformagcdo compactada apresentardo maior
mobilidade do que ions com conformacgdes estendidas, tornando possivel, por

exemplo, distinguir peptideos ciclicos de peptideos lineares.?

A
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quadrupolo N, (16 - 130 ml/min)
He (48 - 200 ml/min)
Ar (0 -10 ml/min)

Figura 7: Esquema para um Espectrometro de Massa acoplado a um Espectrometro de
Mobilidade Iénica. (A) Apds a ionizagao, os ions de interesse podem ser selecionados no
analisador de Quadrupolo; em seguida sdo separados segunda a mobilidade iénica e, por fim,
analisados por TOF. (B) A se¢ao de mobilidade idnica por ser dividida em trés partes: no TRAP
os ions sao acumulados e periodicamente liberados para a segunda parte, no IMS os ions séo
separados de acordo com suas mobilidades e no TRANSFER os separados sao transferidos

para o analisador.”

Analisador TOF

1.1.3 — Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) no Estudo de Peptideos

No estudo de biomoléculas € cada vez mais importante ter o
conhecimento da estrutura da molécula a ser estudada para melhor
compreender sua atividade e poder obter a relagdo estrutura/atividade. Esta
relacdo, além de possibilitar melhor entendimento da biomolécula, permite
também realizar desenhos de novas moléculas, objetivando otimizar sua
atividade. Nesse sentido, a RMN vem se tornando uma técnica fundamental,
com varios recursos e de extrema importancia para a determinacéo estrutural e

estudos estruturais de proteinas e peptideos.?



Para determinar a estrutura de peptideos em solugao, sao realizados
calculos de estruturas utilizando parametros obtidos em experimentos de RMN
em duas dimensdes (RMN 2D). Para tal, utilizam-se experimentos como
TOCSY, HSQC, COSY e NOESY.*

O experimento TOCSY (TOtal Correlated SpectroscopY)® é utilizado
para assinalar os hidrogénios da molécula. Esse experimento apresenta uma
sequéncia spin-lock ao longo de sua sequéncia de pulsos, e por isso, a
magnetizacdo resultante permanece no plano xy, tornando possivel assim a
transferéncia de magnetizagdo entre os atomos.*' Essa transferéncia de
magnetizacdo ocorre de um atomo a outro até passar por todos os atomos
dentro de um mesmo sistema de spins em acoplamento. Multipletos que
acoplam entre si, mas nao acoplam fora do sistema caracterizam um sistema
de spins; um sistema de spins € isolado de outro por heteroatomos ou carbono
tetrasubstituido.>?

Por apresentar correlagdo entre todos os atomos de hidrogénio de um
mesmo sistema de spins, o experimento TOCSY se torna importante no estudo
de peptideos, pois cada aminoacido do peptideo constitui um sistema de spins
diferente, isolado pela ligacdo peptidica.>®* Com isso, havera correlacéo total
apenas entre os atomos de hidrogénio intrarresiduais, o que facilita a
identificacdo de cada residuo e também o assinalamento dos hidrogénios.

O experimento HSQC (Heteronuclear Single Quantum Coherence)** é
utilizado para assinalar os atomos de carbono e nitrogénio da molécula. O
espectro resultante mostra correlacdo de acoplamento heteronuclear ("H-"3C
ou "H-""N) a uma ligagao ('J).>® Esse experimento utiliza a técnica de detecgéo
inversa em que a detecgcdo é feita no nucleo mais sensivel, no caso o
hidrogénio. Os espectros de HSQC apresentam melhor resolugdo quando
comparados aos de HMQC, e que por isso, s&0 mais apropriados para
biomoléculas.*

O experimento COSY (COrrelated SpectroscopY)>®

é utilizado para
auxiliar nos assinalamentos dos atomos de hidrogénio e também para a
determinagcdo da constante de acoplamento Jun.Ha. O espectro resultante
mostra correlagdgo homonuclear (‘H-'H) entre pares de atomos vizinhos por

meio de acoplamento spin-spin a duas e trés ligacdes (3J e 3J).3*



O valor da constante JuynHa pode ser utilizado para auxiliar a
determinagao da estrutura secundaria do peptideo, visto que esse valor ira ser
caracteristico para a estrutura adotada e pode ser relacionado com o valor do
angulo de diedro ® (Figura 8).** A Tabela 1 mostra a relagéo dos valores dessa

constante com a estrutura secundaria do peptideo.

o CH, H
Sl
N
Gy T e,
H (@)

Figura 8: Angulos diedros ® e W mostrados em um peptideo.3

Tabela 1: Relagéo da constante de acoplamento Jyn-Hq com o angulo de diedro ® e a
estrutura secundaria do peptl'deo.33

Estrutura Secundaria Angulo ® Valor da constante Jun-+a (H2)
o—hélice -57° 3,9
Folha B Antiparalela -139° 8,9
Folha B Paralela -119° 9,7

O experimento de RMN mais importante para a determinagdo da
estrutura tridimensional de peptideos e proteinas € o NOESY (Nuclear
Overhauser Effect SpectroscopY).*® Quando um nucleo é perturbado por uma
irradiagcédo e a intensidade do sinal de outro nucleo espacialmente proximo €
alterada, seja aumentada ou diminuida, esse efeito € chamado de efeito de
Overhauser Nuclear (NOE).>*®* O NOE depende da distancia espacial entre os
atomos, nao sendo dependente da existéncia de acoplamento escalar entre
eles,* mas sim do acoplamento dipolar existente entre os atomos
espacialmente proximos.

O efeito NOE observado esta relacionado ao processo de relaxacao
dipolar. Quando dois nucleos estdo espacialmente proximos, a relaxagao de
um ira interferir na relaxacédo de outro, o que pode gerar uma mudanga na

intensidade do sinal de até 50%."" O efeito de NOE é muito utilizado para
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analise estrutural de moléculas grandes (biomoléculas) e é observado somente
se 0s nucleos estiverem separados a uma distancia maxima de 5 A0

No experimento NOESY sao observados NOEs em duas dimensdes. O
espectro é constituido por uma diagonal, semelhante ao espectro COSY,
referente ao espectro convencional de hidrogénio, e por sinais fora da

diagonal,®

que constituem evidéncias de existir interagdo através do espaco
(acoplamento dipolar, NOE), entre os atomos. As intensidades dos sinais
cruzados irdo depender da distancia espacial entre os atomos: quanto maior for
a proximidade entre os atomos, maior sera a intensidade do sinal no espectro
de NOESY.* Esses dados sdo importantes quando da realizagdo de proceder
calculos estruturais para determinar a estrutura do peptideo, uma vez que as
intensidades dos NOEs s&o convertidas em restricdes de distancia.*?

Os espectros NOESY e TOCSY sao utilizados simultaneamente para
realizar um assinalamento sequencial dos aminoacidos,
identificando/confirmando a estrutura primaria do peptideo ou proteina. Ao
identificar um sistema de spins pelo espectro de TOCSY e realizar o
assinalamento desse aminoacido, é possivel identificar os outros aminoacidos
vizinhos pelo espectro de NOESY. No espectro de NOESY, o Hy, de um
aminoacido ira apresentar NOE com o Hy do mesmo residuo e também com o
Hn do préoximo residuo de aminoacido, tornando possivel, com isso, localizar o
préximo aminoacido da sequéncia.**** Do mesmo modo, o Hy de um residuo
ira apresentar NOE com o Hy, do mesmo residuo e também com o H, do
residuo anterior.>*** Com isso, utilizando-se assinalamento sequencial, é
possivel identificar os aminoacidos tanto pelo lado do C-terminal, quanto pelo
lado do N-terminal. Um exemplo com os NOEs utilizados no assinalamento

sequencial pode ser observado na Figura 9.

Ry O R, O Ry O

|l |l |l
N—C><C>N—C—C—N—C—C
| Ial |
H H H H H H

Figura 9: Principais NOEs utilizados no assinalamento sequencial. Em vermelho é indicado o
NOE do H, com o Hy do proximo residuo e em azul o NOE do Hy com o H, do residuo anterior.
R1, R; e R3 sdo cadeias laterais de aminoacidos.
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Os deslocamentos quimicos dos atomos de hidrogénio e carbono, em
especial Hy, Cq e Cg, podem fornecer informacdes importantes sobre a
estrutura secundaria de peptideos e proteinas.** Para tal, é preciso calcular o
indice de deslocamento quimico (CSI), em que o valor do deslocamento
quimico dos atomos de interesse € subtraido do valor do deslocamento
quimico do mesmo atomo do mesmo residuo de aminoacido quando em uma
estrutura randémica.***° Quando um grupo de atomos de H, ou Cg apresentam
CSI maior do que zero (isto é, valores de deslocamento maiores do que os
mesmos atomos quando comparados a uma estrutura randémica), a estrutura
tende a apresentar uma folha § e quando o CSI apresentar um valor negativo,
a estrutura tende a apresentar uma a-hélice.***’” O contrario pode ser
observado para o C,, em que um grupo de atomos com CSI positivo ira dar
indicios da presenga de uma a-hélice, enquanto que o CSI negativo dara

indicios da presenca de uma folha .64’

1.1.4 — Calculos Estruturais no Estudo de Peptideos

Os parametros obtidos por RMN por meio de experimentos como
TOCSY, COSY, HSQC e NOESY podem fornecer informagdes importantes
para realizar calculos estruturais e com isso determinar a estrutura
trimimensional de peptideos e proteinas.

Experimentos como TOCSY, COSY e HSQC possibilitam o
assinalamento completo dos atomos de hidrogénio, carbono e nitrogénio do
peptideo ou da proteina. Os valores de deslocamento quimico de Cq, Cg € Nj,
juntamente com os valores de Hq e Hg podem ser utilizados para calculos
tedricos dos angulos de diedro ® e W (Figura 8),*® que sdo essenciais para a
estrutura secundaria do peptideo. O espectro de NOESY possibilita assinalar
os NOEs existentes entre os atomos de hidrogénio na molécula. As
intensidades dos NOEs podem ser convertidas em restricdes de distancia para
o calculo de estrutura.*® Assim, sera possivel estabelecer um valor aproximado
de distancia entre dois atomos, relacionando a intensidade do NOE com essa

distancia, como mostrado na Tabela 2.
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Tabela 2: Relagao entre a intensidade do NOE com a distancia entre os atomos.®

Intensidade do NOE Distancia entre os atomos (A)
Forte 2,8
Média 3,4
Fraca 5,0

As restricdes de distancias e os angulos de diedro podem ser utilizados
como parametros para proceder calculos estruturais, o que torna possivel a
determinagao da estrutura tridimensional de peptideos e proteinas.

As estruturas calculadas utilizando tais parametros podem ser
otimizadas e refinadas por dindmica molecular com o método de “simulated
annealing”(SA).*° Proteinas e peptideos podem adotar inimeras conformacdes
estaveis que sédo separadas por grande barreiras de energia e o método de SA
pode dar evidéncias das estruturas mais estaveis e de menor energia.”

O SA realiza simulagdes com as moléculas a altas temperaturas para
superar essas barreiras de energia e, em seguida, realiza um esfriamento
gradual para obter as conformagdes de mais baixa energia (mais estaveis) para

a molécula.”

A simulacdo se inicia com altas temperaturas e com uma
estrutura com a conformagdo extendida (® e W = 180°). Em sequida, a
temperatura é diminuida e a energia minimizada para identificar a conformagao
mais estavel de acordo com as restricdes inicialmente impostas.®? Um grafico
mostrando as energias ao longo da simulagdo pode ser observado na Figura

10.
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Figura 10: Grafico de energia durante a simulagao por “Simulated Annealing”.49 Em que “A” e
“B” sao diferentes simulagdes para atingir o mesmo minimo global.

O parédmetro mais importante obtido por RMN para determinar a
estrutura de um peptideo sédo as restricbes de distancia relacionadas com o
NOE, em que centenas de NOEs podem fornecer informacdes suficientes para
obter uma estrutura confidvel e de boa qualidade.*® Estruturas de baixa
qualidade podem ser obtidas com uma média de 5 NOEs por residuo de
aminoacido, enquanto que estruturas de boa qualidade e confiabilidade devem
apresentar mais do que 15 NOEs por residuo de aminoacidos.*?

Outra maneira de avaliar estruturas calculadas € pela raiz quadrada dos
desvios médios quadrados (RMSD). O RMSD é capaz de medir a simidaridade
entre direfentes estruturas.>® Estruturas calculadas de boa qualidade devem

apresentam um RMSD menor do que 0,5 A.#®
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Capitulo Il

Analogos Antitrombdéticos: Sintese, Purificagao,

Caracterizacao e Determinagao Estrutural
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2.1 — Introducao

2.1.1 — Integrinas e Desintegrinas

As integrinas sao proteinas que constituem uma classe de receptores
heterodiméricos que estao presentes nas membranas plaquetarias. Sao elas as
responsaveis por mediar as interacdes e adesdo entre as células.** A ades3o
celular € um processo importante para os sistemas bioldgicos, pois é
responsavel por distribuir as células nos lugares apropriados ao longo do
corpo, controlar a proliferacdo celular e também a apoptose.*®

As integrinas podem regular diversas fungdes fisioldogicas como a

migracdo celular, crescimento celular e apoptose,>®

aléem de poderem estar
diretamente relacionadas a certas doengas, como a metastase de tumores,
imuno-disfuncdes, osteoporose e problemas de coagulacdo.’® As intregrinas
S0 as principais responsaveis para a ocorréncia da agregagao plaquetaria.

Desintegrinas sdo peptideos ou proteinas extraidas de veneno de
cobras que se ligam as integrinas, modificando sua funcionalidade,
especialmente a de agregacdo platetaria,®*®°’ tornando possivel a prevencéo de
tal agregacao. Sao, portanto, efetivas na inibicdo da coagulagdo sanguinea,
podendo ser um aliado de extrema importancia no combate a trombose.

As desintegrinas sao conhecidas por apresentar o tripeptideo RGD
(arginina — glicina — &cido aspartico) ao longo de sua sequéncia.’®>®’ Essa
sequéncia de trés aminoacidos apresenta extrema importancia na funcdo das
desintegrinas, pois é responsavel pela interagcdo ao receptor das integrinas nas
plaquetas.®**® As desintegrinas agem de um modo competitivo, bloqueando a
interacdo da integrina com uma proteina RGD.*

Modificagdes na sequéncia RGD podem mudar a afinidade e a
especificidade do peptideo pelas integrinas, sendo possivel que este até perca
a sua atividade.®” Entretanto, mudancga da arginina (R) pela lisina (K), deixando
a sequéncia como KGD, pode manter a atividade de desintegrina do peptideo
ou proteina.®>°"60
A conformacdo e a estereoquimica sado fatores essenciais para a

atividade dos peptideos RGD. A mudanga da estereoquimica da arginina de L
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para D ndo gera perda de atividade; entretanto, a mesma mudanga para o
acido aspartico pode gerar a completa inatividade do peptideo.®®*®" O &cido
aspartico também exerce um papel fundamental nos peptideos RGD, enquanto
gque 0 mesmo nao € observado para a arginina. Mudanga do acido aspartico
(D) para outro aminoacido com estrutura semelhante, como o acido glutamico
(E), gera a inatividade da biomolécula, enquanto que a mudanga da arginina
por outro aminoacido com estrutura semelhante, como a lisina (K), pode manter
a atividade biolégica da mesma em questdo.’’

Nem todas as proteinas ou peptideos que apresentam a sequéncia RGD
ao longo de sua estrutura possuem a habilidade de se ligar as integrinas e,
consequentemente, regular a agregacao plaquetaria. Peptideos com a
sequéncia RGD e ricos em cisteinas, formando pontes dissulfetos, ou seja,
peptideos ciclicos, apresentam maior seletividade pelas integrinas, mostrando
assim uma maior atividade para inibir a coagulacéo plaquetaria.>*®* Peptideos
ciclicos apresentam restricdes conformacionais, aumentando assim a afinidade
e a seletividade pelas integrinas.®*°%¢’

Peptideos com motivo de desintegrina tendem a formar um hairpin ao
longo de sua estrutura (devido a formacgdo de pontes dissulfeto), com a
sequéncia RGD no loop. Quando o tripeptideo RGD se encontra no loop da
estrutura, ocorre uma maior exposicdo desses aminoacidos, que s&o 0s
responsaveis pela interacdo com as integrinas, facilitando assim tal
interacd0.>**” Um exemplo de uma proteina com motivo de desintegrina é
apresentado na Figura 11, onde é possivel observar a sequéncia RGD no loop

do hairpin.

Figura 11: Proteina (Salmosina) que apresenta um motivo de desintegrina. E possivel observar
a formagao de um hairpin, com a sequéncia RGD (cadeia lateral em destaque) localizada no
centro do /oop.54
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As interagdes com as integrinas para regular a adesao celular podem ser
reproduzidas por pequenos peptideos sintéticos que contenham a sequéncia
RGD.>*®2 O desenho de novos peptideos sintéticos pode ser realizado com o
objetivo de melhorar a atividade,’® e também para o planejamento de novos
farmacos contra diversas doencas como a trombose, osteoporose e cancer.*

Peptideos antitromboéticos apresentam uma importancia especial quanto
ao seu estudo, pois a trombose pode estar relacionada e/ou causar diversas
doengas graves como a isquemia cardiovascular, infarto do miocardio e
acidente vascular cerebral (AVC).*® Quando um vaso sanguineo & rompido,
agentes biologicos ativam as plaquetas, estimulando a agregacéo plaquetaria,
podendo com isso evitar hemorragias,®® o que torna a agregacéo plaquetaria
um processo essencial para a manutengao do sistema bioldgico. Entretanto,
essa agregacao também pode ser o evento chave apara a formacdo da
trombose.

Doengas relacionadas a trombose s&o lideres de mortalidade no
mundo® e a principal causa de mortes no mundo ocidental.®® Por esses
motivos, as pesquisas de novos medicamentos anticoagulantes ganharam
grande importancia®® e peptideos antitrombéticos representam uma alternativa

promissora.

2.1.2 — Tripsina

Sao chamadas de proteinases, proteases ou peptidases as enzimas
capazes de catalisar a quebra, por hidrélise, da ligagdo peptidica,>* e inibidores
de proteases sao as proteinas ou peptideos capazes de inibir a atividade
catalitica destas determinadas enzimas.®®®

Os inibidores de proteases sao, geralmente, especificos quanto ao
mecanismo de agao, e podem ser classificados, como por exemplo, em serino-
proteases os inibidores cujo mecanismo se constitui em um ataque nucleofilico
das ligagdes peptidicas por um aminodcido serina.’” As serino-proteases s&o
as proteases mais comuns, mais estudadas e melhor caracterizadas.®’

Os inibidores de serino-proteases tendem a se ligar as enzimas por um
loop rigido, comumente presente em suas estruturas.®® Esse loop é

estabilizado por ligagdes de hidrogénio e por pontes dissulfeto, e a
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conservagao da rigidez no loop pode se tornar essencial para manter a
atividade da serino-protease.®®

A tripsina, juntamente com a quimotripsina, sdo os tipos de serino-
proteases mais estudadas. A tripsina tem atuacao especifica para catalisar a
quebra da ligacdo peptidica entre residuos de aminoacidos com cargas
positivas nas cadeias laterais, como a arginina e a lisina.>> J& a quimotripsina
catalisa esta quebra entre residuos de aminoacidos com cadeia laterais
hidrofébicas, tirosina, triptofano.?>

Os inibidores de proteinases sdo comumente encontrados em plantas,
entretanto, podem também ser encontrados em animais e micro-organismos.®®
Os inibidores de proteinases podem desempenhar papel fundamental nos
mecanismos de defesa no meio em se inserem, podendo agir contra insetos,
fungos e outros micro-organismos.®¢7:

Os inibidores de tripsina podem inibir a atividade de algumas enzimas
digestivas.70 Podem também diminuir os niveis de colesterol, amenizar efeitos
de obesidade, ajudar no tratamento para diabetes e auxiliar em problemas
digestivos.”" Podem ainda ajudar na inibicdo de enzimas envolvidas no
processo de metastase de células cancerigenas®® e também induzir a apoptose

de células cancerigenas in vitro.”
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2.2 — Objetivos

- Sintetizar, purificar e caracterizar o peptideo extraido do anfibio
Hypsiboas punctatus.

- Determinar a estrutura do peptideo extraido do anfibio Hypsiboas
punctatus utilizando RMN e calculos de mecanica molecular.

- Realizar ensaios biologicos de agregacao plaquetaria e inibicdo de
tripsina.

- Desenhar novos peptideos analogos ao peptideo encontrado no anfibio
com possiveis atividades antitrombaticas e inibigao de tripsina.

- Sintetizar, purificar e caracterizar os peptideos analogos.

- Determinar as estruturas dos peptideos analogos utilizando RMN e
calculos de mecéanica molecular.

- Realizar ensaios biologicos de agregacao plaquetaria e inibicdo de
tripsina para os peptideos analogos.

- Comparar as estruturas tridimensionais obtidas entre si e também com

outras biomoléculas com atividade biologica.
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2.3 — Metodologia

2.3.1 — Extragao do Tecido Granular e Identificacao do Peptideo

Da pele do anfibio Hypsiboas punctatus (Figura 12) foi realizado a
extragdo do RNA com o objetivo de montar bibliotecas de cDNAs codificadores

de peptideos antimicrobianos.

Figura 12: Foto do anfibio Hypsiboas punctatus (foto cedida pelo Dr. Carlos Bloch Jr —
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia).

Para montar tal biblioteca realizou-se a extracdo do RNA total, a sintese
do cDNA, a amplificacdo dos cDNAs por PCR, a clonagem dos produtos de
PCR, a transformacao dos clones, a purificacdo dos plasmidios e por fim, a
anadlise e o alinhamento das sequéncias nucleotidicas e peptidicas. Este
procedimento foi realizado pelo grupo de pesquisa do Professor Dr. Carlos
Bloch Jr (Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia) e o procedimento
detalhado encontra-se no Anexo 2.

Por este procedimento, foi possivel identificar alguns peptideos

presentes na pele do anfibio.

21



2.3.2 - Sintese do Peptideo em Fase Sélida

Realizou-se a sintese em fase soélida do peptideo, denominado peptideo
KGD, utilizando a estratégia Fmoc/t-butila.”>"°

A sintese foi realizada dentro de uma seringa com auxilio de um filtro,
ambos de polipropileno. Utilizou-se a resina Rink Amide (MDHA) como suporte.
A escala de sintese escolhida foi para a produgao de 0,1 mmol de peptideo, e
para isso, foram utilizados 192,3 mg de resina (grau de substituicdo de 0,52
mmol.g™).

Lavou-se a resina com 2-propanol e N,N-dimetilformamida (DMF) (trés
vezes cada, alternadamente), para a retirada de eventuais impurezas. Tanto o
2-propanol como o DMF foram retirados da seringa com o auxilio de filtragao a
vacuo. Foram adicionados de 2,5 a 3,0 mL de 4-metilpiperidina/DMF (1:4, v/v) e
agitou-se por 15 minutos para a retirada do grupo protetor Fmoc da resina.’®
Esse procedimento foi realizado duas vezes para a desprotecao total da resina.
Em seguida, realizou-se novamente a lavagem com 2-propanol e DMF (trés
vezes cada, alternadamente). Por fim, lavou-se com diclorometano para secar
0s graos da resina.

Para verificar se houve a desprotegao da resina, realizou-se o teste da

ninhidrina,’”"®

utilizado para a deteccdo de grupo amino livre. Para isso,
adicionou-se em um tubo de ensaio alguns gréaos da amostra, uma gota de
uma solugao feita com 2 mL de KCN (1 mmol.L™") e 98 mL de piridina , duas
gotas de uma solugéo de fenol a 80% (em massa) em etanol, e uma gota de
solugdo de ninhidrina a 5% em etanol. A mistura foi aquecida a 110 °C por trés
minutos. A mudanca de coloragao dos graos da amostra para marrom (ou azul)
indica a presenga do grupo —NH;, livre e, consequentemente, a desprotecéo da
resina.

Em continuidade, como a sintese é realizada no sentido do C-terminal
para o N-terminal, adicionou-se o ultimo derivado de aminoacido, a serina
(Fmoc-Ser(tBu)-OH), na seringa de sintese para acopla-lo a resina. Foi
utilizado 0,4 mmol de derivado de aminoacido (o0 que equivale a um excesso
molar de 4 vezes). Adicionou-se também 0,4 mmol de HBTU, 0,8 mmol de
DIPEA e 1,5 mL de DMF. Deixou-se reagir por 1h30 sob agitacdo moderada e

constante.
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Apos esse periodo, o produto foi filtrado a vacuo e novamente lavado
com 2-propanol, DMF e diclorometano (mesmo procedimento de lavagem
citado anteriormente). Realizou-se novamente o teste da ninhidrina para
verificar se houve o acoplamento do derivado de aminoacido a resina. A
auséncia de mudanga na coloragdo da amostra sugere o acoplamento, visto
que houve a formacdo de uma ligacdo peptidica (ligagdo amidica), néo
havendo mais um grupo —NH, livre.”””® Um esquema simplificado da sintese

em fase sélida é mostrado na Figura 13.

Aminoacido em
Excesso

Lavagem

¥ B Excesso B

Agitagcao Branda
/\A gitac

Polimero
Insolavel

Figura 13: Esquema simplificado para a sintese em fase solida.”

Como o residuo de aminoacido acoplado a resina possui 0 grupo Fmoc
como protetor temporario, foi necessario realizar a desprotecdo. Para tal,
utilizou-se uma solucao de 4-metilpiperidina:DMF (1:4, v:v) (adigdo de 2,5 a 3,0
mL), sob agitagdo, por 15 min, procedimento realizado duas vezes para a
remogao desse grupo, possibilitando dar continuidade ao acoplamento do
proximo derivado de aminoacido. Para verificar se houve a desprotecdo do
residuo de aminoacido ligado a resina, havendo a formagao do grupo amino
livre, realizou-se novamente o teste da ninhidrina.

Com o primeiro residuo de aminoacido desprotegido, realizou-se o
acoplamento do segundo derivado aminoacido, a cisteina. O procedimento
realizado para acoplar esse segundo derivado de aminoacido foi o mesmo
utilizado para a ligagdo do primeiro derivado de aminoacido a resina. Uma
tabela com os derivados de aminoacidos utilizados na sintese, mostrando o

grupo protetor permanente (i.e., da cadeia lateral) e o temporario (Fmoc), a
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massa utilizada de cada aminoacido e também a massa molecular estao

mostrados na Tabela 3.

Tabela 3: Massa molecular dos aminoacidos utilizados com seus respectivos grupos
protetores temporarios (Fmoc) e permanentes (OtButil, Trt, Boc, Pbf e tButil) e massa, em
miligramas, para 0,4 mmol.

Fmoc-aminoacidos MM (g/mol) Massa para 0,4 mmol (mg)
Fmoc-Arg(Pbf)-OH 648,8 259,5
Fmoc-Asp(OtButil)-OH 411,5 164,6
Fmoc-Cys(Trt)-OH 585,7 234,2
Fmoc-Gly-OH 297,3 118,9
Fmoc-His(Trt)-OH 619,7 247.,8
Fmoc-lle-OH 3534 141,3
Fmoc-Leu-OH 3534 141,3
Fmoc-Lys(Boc)-OH 468,5 187.,4
Fmoc-Ser(tButil)-OH 3834 153,3

Fmoc-Thr(tButil)OH 397,5 159

Fmoc-Trp(Boc)-OH 526,6 210,6
Fmoc-Tyr(tButil)-OH 459,6 183,8

Também para os acoplamentos dos derivados de aminoacidos seguintes
foi realizado o mesmo procedimento: primeiramente desprotegendo o residuo
de aminoacido ja acoplado e, em seguida, adicionando-se 0,4 mmol do Fmoc-
aminoacido a ser acoplado, 0,4 mmol de HBTU (156 mg), uma quantidade
menor do que 0,8 mmol de DIPEA (132 uL) e 1,5 mL de DMF, sempre com
1h30 de reacdo. Esse procedimento foi empregado até o acoplamento do
ultimo derivado de aminoacido, a histidina.

ApoOs realizar o acoplamento de todos os Fmoc-aminoacidos da
sequéncia, iniciou-se o0 processo de clivagem da resina dos peptideos
sintéticos, processo que também visa remover os grupos protetores das
cadeias laterais dos residuos de aminoacidos.”>”® Adicionou-se em um tubo
tipo falcon de 50 mL o peptideo sintetizado e 10 mL de uma solugao contendo
81,5% de TFA, 5% de tioanisol, 5% de fenol, 5% de agua, 2,5% de EDT e 1%

de TIS (em volume). Tampou-se o tubo e a mistura foi deixada para reagir por
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1h30min sob agitacdo. Apds reacgao, borbulhou-se nitrogénio gasoso na
solucao para evaporar o TFA e os demais solventes.

Com o auxilio de uma filtragdo a vacuo, lavou-se o peptideo clivado com
éter diisopropilico gelado. Em seguida, o peptideo foi extraido com 50 mL de
agua e depois com 50 mL de uma solugdo agua:acetonitrila 1:1. As solugdes
contendo o peptideo sintético foram recolhidas em tubos de 50 mL, congeladas
e, por fim, liofilizadas. Um esquema para as principais etapas da sintese é

mostrado na Figura 14.

Teste
- desprotecéo - Ninhidrina AA1 (Fmoc)
Resina (Fmog)] — o » R e,
Reagentes de
Acoplamento

Teste

Ninhidrina - desprotecio
Resina - AA1 (Fmoc)| ——» [Resina - AA1 (Fmoc)|

Resina - AA1

Teste Teste
Ninhidrina AAZ (Fmoc) - Ninhidrina
— » [Resina-AA1] —— | Resina - AA1 - AA2 (Fmoc)| _ >
Reagentes de
Acoplamento

Teste
Ninhidrina
[Resina - AAT - AA2] — = |Resina - AAT - AA2

desprotecido

Resina - AAT - AA2 (Fmoc) |

AA3 (Fmoc)
Ly [Resina-AA1-AA2-AA3 (Fmoc)l - 5 _— >
Reagentes de e
Acoplamento

clivagem -
Resina - Peptideo| ———— | Peptideo

Figura 14: Esquema para as principais etapas da sintese em fase sélida, em que AA1, AA2 ...
representam os aminoacidos 1, 2, ... respectivamente.

2.3.3 — Caracterizagao do Peptideo Sintético

O peptideo sintetizado foi caracterizado por espectrometria de massa do
tipo MALDI-TOF/TOF (UltraFlex lll, Bruker). Espectros de MS e MS/MS foram
obtidos.

O equipamento foi calibrado com um calibrante externo préprio para
peptideos (Peptide Calibration Standard — Starter Kit, Tubo 4, Bruker). As
analises foram feitas depositando-se em uma placa prépria para o equipamento

uma mistura do peptideo com uma solugao saturada da matriz (5 mg de matriz,
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200 pL de H20, 500 uL de ACN e 50 pL de TFA 3%) constituida pelo acido a-
ciano-4-hidroxicinamico. A proporcao utilizada de peptideo para matriz foi de
1:3.%0

Os espectros de massa foram adquiridos no método refletido/positivo
para tentar observar a massa esperada do peptideo. Adquiriram-se também
espectros de MS/MS pela fragmentacdo dos ions precursores utilizando
argbnio como gas de colisdo para caracterizar a sequéncia de aminoacidos do

peptideo sintetizado.?’

2.3.4 — Purificagao do Peptideo Sintético

Devido a presenca de compostos ndao desejaveis no produto da sintese
observados pelo espectro de massa, e com o objetivo de obter o peptideo
sintético puro, realizou-se a purificagdo da amostra por cromatografia liquida de
alfa eficiéncia em fase reversa (RP-HPLC) (Shimadzu) com um
espectrofotdbmetro como detector. As analises foram feitas com monitoramento
em 216 e 280 nm.?

Utilizou-se primeiramente uma coluna semi-preparativa C18 (Vydac
218TP510) com um fluxo de 2,5 mL/min e um gradiente de eluicdo com agua
Milli-Q e acetonitrila como solventes, ambos com 0,1 % de TFA.3*% O

gradiente de elui¢ao esta descrito na Tabela 4.

Tabela 4: Gradiente de eluicédo para a purificagdo por HPLC.

Tempo (min) Porcentagem de Acetonitrila (%)
0 5
5
25 35
45 60
50 95
60 95
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As fragdes observadas no cromatograma foram coletadas manualmente
e analisadas por espectrometria de massa do tipo MALDI-TOF/TOF (UltraFlex
[Il, Bruker) para descobrir a fragao de interesse, referente ao peptideo sintético.
Em cada analise por HPLC a fracdo de interesse era coletada, congelada e
liofilizada.

Por apresentar dois aminoacidos, do tipo cisteina, ao longo da
sequéncia de aminoacidos, o peptideo pode ser encontrado na forma estendida
(forma reduzida, ndo apresentando ponte dissulfeto entre as cisteinas) ou
ciclica (forma oxidada, apresentando ponte dissulfeto entre as cisteinas). A
fracdo mais abundante do cromatograma era referente ao peptideo na forma
reduzida e o interesse do trabalho era estudar o peptideo na forma oxidada.
Com isso, a fragcao referente ao peptideo reduzido, depois de coletada e seca,
foi ressuspendida em agua Milli-Q e deixada em solugdo em contato com o ar
por 48h para oxidar o peptideo.

Apos esse tempo, a solugdo foi novamente fracionada por HPLC
utilizando uma coluna analitica C18 (Vydac 218TP54) e um fluxo de 1,0
mL/mim. Utilizou-se novamente agua Milli-Q e acetonitrila com 0,1% de TFA
como solventes do gradiente de eluigdo. O gradiente de eluicdo foi 0 mesmo
utilizado na etapa anterior e ja descrito na Tabela 4. As fragdes obtidas nessa
etapa final foram recolhidas, congeladas, liofilizadas e caracterizadas por
espectrometria de massa, tornando possivel descobrir qual seria a fracdo de
interesse, referente ao peptideo na forma oxidada. Os estudo realizados por
RMN e testes bioldgicos foram realizados apenas com o peptideo na forma

oxidada.

2.3.5 — Experimentos de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os experimentos foram realizados em um espectrdmetro Bruker Avance
[l 18,8 T (800 MHz para hidrogénio) com uma sonda de tripla ressonancia de
deteccdo inversa a temperatura ambiente (Bruker TXI 1H/15N/13C) com
gradiente de campo e 5 mm de didametro, a uma temperatura controlada de 298
K. Utilizou-se H,O/D,O (60%/40%) como solvente, e se trabalhou com a

amostra a uma concentracdo de 1 mmol/L em um volume de 0,6 mL.
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Foram adquiridos os espectros TOCSY, HSQC ('H-"C), NOESY e DQF-
COSY. Utilizou-se o sinal da H,O a 298 K em 4,773 ppm para referenciar o
espectros. Os parametros de aquisicdo destes experimentos podem ser
observados na Tabela 5. O experimento HSQC foi divido em regidao aromatica
e regiao alifatica. No HSQC alifatico utilizou-se uma janela espectral de 80
ppm, com o centro da janela em 39 ppm; no HSQC aromatico utilizou-se uma
janela espectral de 40 ppm, com o centro da janela em 124 ppm. O
experimento HSQC adquirido foi HSQC editado, em que —CH e —-CH3; sé&o
sinais positivos e —CH; é negativo. O experimento TOCSY foi adquirido
utilizando a sequéncia MLEV para spin-lock®® e a técnica excitation sculpting
para eliminagdo do sinal da agua.?® Todos os experimentos foram adquiridos

no modo sensivel a fase.

Tabela 5: Parametros de aquisi¢ao para os experimentos de RMN 2D. TD = time domain; NS =
numero de scans; NI = nimero de incrementos; DS = dummy scans.

Experimentos Parametros F1 F2
TOCSY D 4096 512
NS 96
DS 512
HSQC alifatico D 1024 200
NS 216
DS 256
HSQC aromatico TD 1024 200
NS 128
DS 256
NOESY D 4096 512
NS 128
DS 256
COSsY D 4096 512
NS 64
DS 256

Foram utilizados os valores de 60 ms e 130 ms para os experimentos de
TOCSY e NOESY, respectivamente.
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Os FIDs obtidos foram processados utilizando os programas NMRPipe e
NMRDraw.?” Utilizou-se o programa NMRView 5.0% para assinalamento dos
espectros. Para o processamento, aplicou-se a fungcao “cosine-bells” em cada
dimensao e também uma fungao polinomial para correcéo da linha base. Os
ajustes de fase foram realizados manualmente utilizando o programa
NMRDraw.

2.3.6 — Calculos de Estrutura e Analise por RMN

Os calculos estruturais utilizando parametros obtidos por experimentos

de RMN foram realizados utilizando o programa CNS_Solve®**

(método de
simulated annealing). Os volumes dos NOEs assinalados pelo espectro de
NOESY foram integrados e convertidos em restricbes de distancia: 2,8, 3,5 e
5,0 A para intensidades fortes, médias e fracas, respectivamente.

Os deslocamentos quimicos dos atomos Hg, Hg, Cq, Cpg € Hn foram
utilizados para calcular os angulos de diedros pelo programa TALOS.*"

As estruturas calculadas foram visualizadas pelo programa MOLMOL®* e
as 20 estruturas mais estaveis (de menor energia) foram sobrepostas. O valor
do RMSD para estas 20 estruturas sobrepostas também foi calculado pelo
programa MOLMOL.

Para observar possiveis ligacdes de hidrogénio do Hy, foram realizados
experimentos de TOCSY com baixo numero de scans e incrementos a
diferentes temperaturas (278, 298 e 308 K).%® Tais experimentos também foram
realizados em um espectrémetro Bruker Avance Il 18,8 T (800 MHz para
hidrogénio). Utilizou-se H;O/D,O (60%/40%) como solvente, a uma
concentracao de 1 mmol/L em um volume de 0,6 mL. Foi utilizado o valor de 60
ms como mixing time e os espectros foram referenciados pelo sinal da H,O:
4,964 ppm a 278 K, 4,773 ppm a 298 K e 4,676 a 308 K. Os dados de

aquisicao podem ser vistos na Tabela 6.
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Tabela 6: Dados de aquisicao para os experimentos de TOCSY para determinagao de ligagdes
de hidrogénio. TD = time domain; NS = numero de scans; NI = nimero de incrementos; DS =
dummy scans.

Dados F1 F2
D 4096 60
NI 60
NS 8
DS 32

Os FIDs obtidos foram processados como descrito anteriormente.

Foram realizados os calculos de CSI (Chemical Shilf Index) em que o
valor do deslocamento quimico dos atomos de Cq e Cg foi subtraido do valor do
deslocamento quimico dos mesmos atomos dos mesmos residuos de

aminoacido quando em uma estrutura randdémica.***°

Segundo essa
metodologia, quando o valor da subtragao for negativo, atribui-se valor “-1” para
o CSI, o valor “+1” quando o valor da subtracao for positivo, e “0” quando o

resultado da subtracdo também for zero.**4°

2.3.7 — Teste Biologico: Agregacao Plaquetaria

Foram realizados ensaios de agregacdo plaquetaria® para o peptideo.
Este procedimento foi realizado pelo Dr. Guilherme Dotto Brand (Bioquimico
Analitico da Rede Sarah de Hospitais de Reabilitagao).

O teste foi realizado utilizando um Agregémetro (Crono-log) e ADP para
estimular a agregacdo plaquetaria como metodologia.** O teste foi realizado
com sangue humano, em que, inicialmente, realizou-se um teste de
hemograma para obter a quantidade de plaquetas por volume de sangue. O
teste de agregacao foi realizado com menos de 3 horas depois da extragao do
sangue. Para o controle positivo, utilizou-se um peptideo descrito na literatura®
com a seguinte sequéncia de aminoacidos: CARGDDC-NH,. Esse peptideo
controle também foi sintetizado, caracterizado e purificado com os mesmos

procedimentos descritos nas seg¢des 2.3.2, 2.3.3 e 2.3.4, respectivamente.
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2.3.8 — Sintese, Caracterizagcao e Purificagcao de Peptideos Analogos

Realizou-se a sintese de dois novos peptideos, analogos ao peptideo
KGD. As sequéncias de aminoacidos para esses novos peptideos,
denominados peptideos RGD e HGD podem ser vistas na Tabela 7. Os
peptideos analogos também foram sintetizados utilizando a estratégia Fmoc/t-
butila e o procedimento utilizado para esta sintese foi a mesma empregada na

secao 2.3.2.

Tabela 7: Sequéncias de aminoacidos para os peptideos RGD e HGD.

Peptideo Sequéncia de Aminoacidos
RGD HTGCWYTSRGDLICS-NH,
KGD HTGCWYTSHGDLICS-NH,

Os peptideos RGD e HGD sintéticos também foram caracterizados por
espectrometria de massa do tipo MALDI-TOF/TOF (UltraFlex Ill, Bruker) por
espectros de MS e MS/MS. O procedimento para caracterizar estes novos
peptideos foi 0 mesmo empregado na caracterizagdo do peptideo KGD (secao
2.3.3.).

Os peptideos analogos foram purificados por cromatografia liquida de
alta eficiéncia em fase reversa (RP-HPLC) utilizando H,O e acetonitrila, ambas
com 0,1 % de TFA, como solventes em um gradiente de eluicdo. O método e
os procedimentos utilizados para purificar esses peptideos foram os mesmos

descritos anteriormente (seg¢ao 2.3.4.).
2.3.9 — Experimentos de RMN dos Peptideos Analogos

Os experimentos foram realizados em um espectrdmetro Bruker Avance
[l 18,8 T (800 MHz para hidrogénio) a uma temperatura controlada de 298 K.
Utilizou-se H,O/D,0 (60%/40%) como solvente, e se trabalhou com as
amostras a uma concentragdo de 1 mmol/L em um volume de 0,6 mL.

Adquiriu-se os espectros de TOCSY, HSQC ('H-"*C), NOESY e COSY.
Os parametros de aquisicao e processamento foram os mesmos utilizados para

o peptideo KGD, descrito na segcao 2.3.5. Os programas utilizados para
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processar 0s espectros, proceder aos ajustes de fase e assinalamentos

também foram os mesmos descritos para o peptideo KGD (se¢ao 2.3.5).
2.3.10 — Calculo de Estrutura e Analise por RMN dos Peptideos Analogos

O procedimento para a realizagdo dos calculos estruturais foi 0 mesmo
utilizado para os calculos do peptideo KGD, descrito na se¢éo 2.3.6.

Para estes novos peptideos também foram adquiridos espectros de
TOCSY a diferentes temperaturas (278, 298, 308 K) com menor numero de
scans e incrementos para observar possiveis ligacbes de hidrogénio
envolvendo o Hy. Os parametros de aquisicao, processamento e os programas
utilizados foram os mesmo descritos na sec¢ao 2.3.6. Também foram realizados
os calculos de CSI para os dois novos peptideos.

Para observar possiveis variagées nos deslocamentos quimicos entre os
peptideos analogos e o peptideo KGD — o que poderia evidenciar variacdes
estruturais para os peptideos RGD e HGD quando comparados os peptideo
KGD - foram realizados calculos da diferenca de deslocamento quimico dos Hq
e Hg entre os peptieos KGD/RGD e KGD/HGD.

2.3.11 — Teste Biolégico dos Peptideos Analogos: Agregacao Plaquetaria

Este procedimento foi também realizado pelo Dr. Guilherme Dotto Brand
(Bioquimico Analitico da Rede Sarah de Hospitais de Reabilitagdo) seguindo a

mesma metodologia e procedimento descritos na secéo 2.3.8.%
2.3.12 - Teste Biolégico: Inibicao de Tripsina

Devido a similaridade dos peptideos KGD, RGD e HGD com peptideos
inibidores de tripsina, foram realizados ensaios de inibicdo da tripsina. Este
procedimento foi realizado pelo grupo de pesquisa do Prof. Dr. Carlos Bloch Jr
(Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia).

Neste teste empregou-se a metodologia de degradacao do BApNA como
substrato:®®"2 Utilizou-se solucdes de tripsina (Sigma-Aldrich T8003, Tipo I) 0,2
mg/mL, BapNA 1,25 mM em DMSO e 200 ug de peptideo. A reacao de
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degradacao foi monitorada em um espectrofotometro (410 nm), permitindo
medir a atividade da tripsina.®®"? Utilizou-se SBTI (Sigma — Aldrich) para o

controle positivo.
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2.4 — Resultados e Discussao

2.4.1 - Extracao da Secregao Cutanea e Identificagcao do Peptideo

Pela biblioteca de cDNA foi possivel identificar uma sequéncia de
nucleotideos, que apds traduzida, originou a seguinte sequéncia de
aminoacidos: HTGCWYTSKGDLICS. A sequéncia do cDNA e a sequéncia de

aminoacidos identificados podem ser vistos na Figura 15.

atggctttcctgaaaaagtccctttttcttgtactattececttggattegtttececectgtcece
M A F L K K S L F L v L F L G F V S L S
atctgtgaagaagagaaaagagaggaaaaaagggaggacgagccggaggaatacgaggaa
I ¢ E E E K R E E K R E D E P E E Y E E
tatcaagaggaatatcaagaggaaaatgaggagaataaagaaagggaaaagcacacagga
Y 0O E E Y 0 E E N E E N K E R E K H T G
tgttggtatactagtaaaggagatctcatttgtagttaaaatcttcagtttcctcecctaa
cCcC w ¥ T s K G bD L I C S - NL O F P P -
gcagcacaattgttattagctgtgcagacatataataaaacatatggaactgaaaaaaaa
A A Q0L L L AV QO T Y N KT Y G T E K K
aaaaaaaaaaaaaa
K K K K

Figura 15: Sequéncia identificada do cDNA e a sequéncia de aminoacidos traduzida. Em verde
a sequéncia de aminoacido referente a regido do peptideo sinal; em azul, a regido acidica; em
vermelho, a regido do peptideo maduro (peptideo de interesse) e em vinho a regido nao
traduzida.

O peptideo identificado (HTGCWYTSKGDLICS), doravante denominado
peptideo KGD, poderia apresentar uma possivel atividade antitrombética
devido a similaridade deste peptideo com outros peptideos com motivo de
desintegrina (Tabela 8), como a presenca de cisteinas (peptideos ciclicos),
formagdo de um possivel loop e a presengca da sequéncia KGD no /oop,
sequéncia semelhante a RGD comumente observada nos peptideos com
motivo de desintegrinas.®® Além disso, é possivel encontrar na literatura
peptideos com a sequéncia KGD que também possuem atividade

antitrombotica.®®%’

Uma tabela com a comparagdo da sequéncia de
aminoacidos do peptideo KGD identificado do anfibio Hypsiboas punctatus com
outros peptideos também com a sequéncia KGD com atividade é mostrada na

Tabela 8.
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Tabela 8: Comparagao entre a sequéncia de aminoacidos do peptideo KGD com outros
peptideos também com a sequéncia KGD com atividade antitrombotica.”’

Peptideo Sequéncia de Aminoacidos
Peptideo KGD HTGCWYTSKGDLICS-NH,
Peptideo 1 GCGKGDWPCA-NH;
Peptideo 2 GCKGDWPCA-NH;
Peptideo 3 GCGKGDWCA-NH,
Peptideo 4 CGKGDWPC-NH,
Peptideo 5 CKGDWPC-NH,

2.4.2 - Sintese do Peptideo em Fase Sélida

Um das principais vantagens de se utilizar a sintese em fase sodlida é
que, ao final de cada etapa, é realizada uma lavagem e uma filtragdo. Com
isso, 0 excesso dos reagentes, os solventes e qualquer outro composto que
nao esteja ligado a resina sao eliminados. Esse procedimento pode evitar que
reacgoes indesejadas (reacdes paralelas ou reacdes de degradagao) ocorram, o
que possibilita maior rendimento e facilidade na etapa de purificacdo do
produto final obtido.”

A sintese foi realizada em fase solida, utilizando a estratégia Fmoc/t-
butila,”>"® em que o Fmoc (estrutura mostrada na Figura 16) € um grupo
protetor temporario do grupamento amino, removido a cada etapa da sintese,
sendo um grupo base-labil.?® A labilidade é devida ao fato de que a retirada do
hidrogénio acido do Fmoc (destacado em vermelho na Figura 16) gera uma
base conjugada estabilizada por ressonancia.®® Os grupos t-butila, O-t-butila,
Tritil (Trt), 2,2,4,6,7-pentametildihidrobenzofurano-5-sulfonila (Pbf) e terc-
butiloxicarbonila, Boc (estruturas representadas na Figura 17) sao os grupos
protetores permanentes das cadeias laterais dos aminoacidos, que
permanecem ao longo de todas as etapas da sintese, sendo retirados apenas

na ultima etapa, a da clivagem.
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Fmoc

Figura 16: Estrutura do grupo protetor temporario Fmoc.

Soosl

t-butil O-t-buitil Tritil (Trt)
0
I
o) ﬁ O
Pbf Boc

Figura 17: Estruturas dos grupos t-butil, O-t-butil, Trt, Pbf e Boc, protetores permanentes das
cadeias laterais dos aminoacidos.

Tantos os protetores permanentes como os protetores temporarios irao
garantir a reacédo dos derivados de aminoacidos apenas no local de interesse.
Eles ajudam a evitar reagbes secundarias, tal como a incorporagdo de um
dipeptideo em vez de um aminoacido. Além disso, essa medida ajuda no
processo final de purificagdo do produto obtido.

Realizou-se a sintese utilizando a resina Rink Amide (MDHA), cuja
estrutura do grupo ligante € mostrada na Figura 18. Esta resina apresenta uma
cadeia polimérica insoluvel nas condigdes da sintese, um copolimero de
poliestireno com divinilbenzeno, que serve de suporte para que a sintese seja
realizada em fase sdlida.’® Escolheu-se uma resina com o grupo —NH,, pois 0s

peptideos sintetizados eram amidados no C-terminal. Com isso, o0 acoplamento
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do primeiro aminoacido ira ocorrer no grupo amino da resina, formando-se uma
ligagdo amidica.

OCH3; NHFmoc CHa

NH
HCO o/\"/

O

P
Rink Amide MDHA Resin

Figura 18: Estrutura da resina utilizada ao longo da sintese. Em vermelho o grupo amino
protegido pelo Fmoc e P é a cadeia polimérica da resina.

Para a remocado do grupo protetor temporario (Fmoc) é utilizada a
piperidina ou um analogo estrutural desta, a 4-metilpiperidina. Esse processo
de desprotecédo € realizado a cada nova etapa da sintese, para que haja a
formagao do grupo —NH;, livre onde ira ocorrer o acoplamento para a formagao
da ligacédo peptidica. O mecanismos proposto para a reacdo de remocgao do

grupo Fmoc pela piperidina € mostrado na Figura 19.
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H_ ) H
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Figura 19: Remogao do grupo Fmoc pela piperidina para a formagao do grupo —NH; livre.”
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Para verificar a desprotecdo e o acoplamento de cada residuo de
aminoacido ao longo de todas as etapas da sintese, realizou-se o teste da
ninhidrina. Esse teste consiste na reagcao de uma amina primaria ou secundaria
com a ninhidrina, gerando um composto de cor azul escuro ou marrom,
conhecido como azul de Ruhemann.

A utilizacdo de solventes organicos no teste de Kaiser, como alcodis,
piridina e fenol, ajudam a acelerar o aparecimento da cor.”® O aquecimento da
mistura proximo a 100 °C por 3 a 5 minutos fornece um rendimento quantitativo
para o aparecimento da cor quando reagido com a resina ou aminoacidos.”® O
mecanimo para a reagao entre um a-aminoacido e a ninhidrina para a formagao

do azul de Ruhemann € mostrado na Figuras 20.
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Figura 20: Reagdo/mecanismo da ninhidrina com um a-aminoacido para a formagao do azul de
Ruhemann.'®""2
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Para realizar os acoplamentos dos aminoacidos, sao adicionados ao
meio reacional HBTU, DIPEA, DMF (cujas estruturas sdao mostradas na Figura
21), além do préprio derivado de aminoacido a ser acoplado. O DIPEA ¢é
adicionado para desprotonar o grupo acido do aminoacido a ser acoplado, o
DMF ¢é utilizado para solubilizar os reagentes e o HBTU para ativar o

aminoacido.'®

/N\@(N\
N\ )\NJ\ /n\
//N PF? ) H N/
< |
ol
HBTU DIPEA DMF

Figura 21: Estruturas do HBTU, DIPEA e DMF.

E necessario colocar um grupo ativador (HBTU) no aminoacido a ser
acoplado para diminuir a diferengca de energia livre entre os reagentes e o
complexo ativado (formagdo de um éster ativo).'™ Os reagentes ganhardo
energia livre e ficardo com uma energia mais proxima ao complexo ativado,
havendo assim um favorecimento cinético da reacdo de formacao da ligagcao
amidica. O grupo ativador adicionado € também um bom grupo de saida, o que
também favorece a reacdo.'”® O mecanismo para a reacdo de ativacdo do

aminoacido com HBTU é mostrado na Figura 22.

39



% ‘/
R4 moc——N—— C—— N
_H_|_/O F ) T C\C\v@
Fmoc N C. + _—
A i
| o® /N\@("‘\ /N\
') o
\N T
V4
@TQ N/N
00 AN

Ry

o]
Fmoc—“—(|)—0/< )T\
- = 'L (l) \N N/
) ]
N
AN

N

Aminoacido Ativado

Figura 22: Reacgao de ativagdo do aminoacido com HBTU, em que R; é a cadeira lateral do
aminoacido.'*"'%®

7

Com o derivado de aminoacido ativado, € possivel proceder ao
acoplamento deste a resina ou a outro derivado de aminoacido. O mecanismo
para a reagao de acoplamento do Fmoc-aminoacido ativado a resina €
mostrado na Figura 23. Um esquema para o acoplamento de um Fmoc-
aminoacido a outro residuo de aminoacido ja ligado a resina é representado na
Figura 24.
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Figura 23: Reagao de acoplamento do aminoacido ativado a resina. Ry é a cadeira lateral de
um aminoacido.'®
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g ! OH DMF
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Fmoc—NH_T_C_NH_T_C_NH—Resina
R2 H

Figura 24: Esquema geral para o acoplamento dos aminoacidos, em que R e R, sdo cadeias
laterais de aminoacidos.

Apos efetivar todos os acoplamentos para obter o peptideo sintético, é
preciso realizar a clivagem para a remog¢ao da resina e dos grupos protetores
das cadeias laterais (protetores permanentes) e com isso obter os peptideos

desejados, livres de qualquer protecao ou modificagao.
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O processo de clivagem pelo TFA leva a formagao de carbocations,
intermediarios extremamente reativos. Estes carbocations podem reagir com as
cadeias laterais da tirosina, triptofano, metionina e cisteina (que sao ricas em
elétrons) gerando produtos indesejaveis. Para evitar que esse fato ocorra,
espécies mais nucleofilicas sao adicionadas, como o tioanisol e o 1,2-
etanoditiol (EDT), cujas estruturas sdo mostradas na Figura 25.”® O mecanismo
para a reagao de retirada da resina € mostrado na Figura 26.

Derivados de aminoacidos como serina, cisteina e treonina que nao
possuem apenas grupos alquila em suas cadeias laterais, devem conter
protetores permanentes nos grupos funcionais das cadeias laterais para evitar
reagcdes indesejadas ao longo da sintese. Esses grupos protetores também

devem ser removidos nesse processo de clivagem.

BNPN
N

Tioanisol EDT TIS
Figura 25: Estruturas do Tioanisol, EDT e TIS.

~

A clivagem dos grupos t-butila e Boc levam a formagcao de cations t-
butila via reacdo Sy1, como mostrado nas Figuras 27 e 28. Esses cations
formados podem reagir com o triptofano, levando & sua alquilacdo.”® Para
evitar essa reacdo, o EDT é adicionado ao processo de clivagem para
sequestrar os cations t-butila. Para evitar completamente a alquilagédo do
triptofano, um segundo sequestrador é adicionado, o tioanisol.”

A clivagem do grupo tritil (Trt) da cisteina é reversivel sem a presenca de
sequestradores de carbocations. Para evitar esse fato, fenol e TIS (estrutura
mostrada na Figura 25) sdo adicionados ao processo de clivagem.”

Os mecanismos para a retirada da resina e dos grupos protetores t-butil,
Boc, O-t-butil, Trt, Pbf e sdo mostrados nas Figuras 27, 28, 29, 30, 31,

respectivamente.
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Figura 26: Remocéao da resina da cadeia peptidica, em que R, é a cadeia da resina, R, é a
cadeia peptidica e Nu é um nucledfilo presente no processo da clivagem. Em vermelho a
estrutura a ser retirada pela clivagem para a formagao do peptideo amidado.'®
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Figura 27: Retirada do grupo t-butil da serina, em que R e R, sdo continuagbes da cadeia
peptidica e Nu é um nucledfilo presente no processo da clivagem. Em vermelho o grupo a ser
retirado."®"%
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Figura 28: Retirada do grupo Boc do triptofano, em que R4 e R, sdo continuagdes da cadeia
peptidica e Nu é um nucledfilo presente no processo da clivagem. Em vermelho o grupo a ser

retirado.'®®
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Figura 29: Retirada do grupo O-t-butil do acido aspartico, em que R4 e R, sdo continuagbes da
cadeia peptidica e Nu é um nucledfilo presente no processo da clivagem. Em vermelho o grupo
a ser retirado.'%>'%
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Figura 30: Retirada do grupo tritil (Trt) da cisteina, em que R, e R, sdo continuagbes da cadeia
peptidica e Nu é um nucledfilo presente no proces7s4o da clivagem. Em vermelho o grupo a ser
retirado.
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Figura 31: Retirada do grupo Pbf da arginina, em que R4 e R, sdo continuagbes da cadeia
peptidica e Nu é um nucledfilo presente no processo da clivagem. Em vermelho o grupo a ser
retirado.'®’

2.4.3 - Caracterizagao do Peptideo Sintético

A massa esperada, [M+H]", para o peptideo KGD é de 1669,72 Da, e o
espectro de massa (MS) obtido pode ser observado na Figura 32. Pelo
espectro, foi possivel notar a presenca do ion com a massa esperada para o
peptideo, juntamente com outros valores de massa nao esperados e nao
desejados, fato este que justificou a necessidade de purificagdo da amostra
para retirar os subprodutos indesejados que possivelmente foram gerados ao

longo da sintese ou no processo de clivagem.
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Para confirmar que o ion observado no espectro era de fato o peptideo
sintetizado, procedeu-se a sua fragmentacao (espectro de MS/MS, Figura 33).
Pelas fragmentacoes, foi possivel sequenciar o peptideo utilizando as séries y
e b, observando a sequéncia desejada, o que confirmou que a massa
analisada refere-se ao peptideo sintetizado. A determinagcdo da sequéncia do
peptideo pode ser feita pela diferengca de massa entre picos vizinhos em uma
mesma séria de jons."®

Os pares de ions referentes as séries y e b sdo correspondentes a
fragmentos opostos e complementares entre si, 0 que facilita a interpretagao
final do espectro.?° Identificar um ion na série y e o seu complementar na série

b aumenta a confiabilidade da interpretacdo do espectro.?
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Figura 32: Espectro de Massa do peptideo KGD sintetizado (sem purificagao). Presenca da
massa referente ao peptideo com carga simples ([M+H]" = 1669,57)
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Figura 33: Espectro de MS/MS referente a fragmentagao do ion precursor.

2.4.4 — Purificagao do Peptideo Sintético

O cromatograma do peptideo KGD pode ser observado na Figura 34.
Todas as fragdes foram coletadas manualmente e analisadas por
espectrometria de massa, e a fragcao indicada é referente ao peptideo na forma
reduzida (sem formar ponte dissulfeto).

A fragcdo em destaque na Figura 34 foi coletada, congelada e liofilizada.
Em seguida foi ressuspendida em agua e deixada em solugdo por 48h em
contato por o ar. O oxigénio do ar possibilitou a oxidagao do peptideo, levando
a formacao de pontes dissulfeto entre as cisteinas.

Apos oxidar o peptideo, realizou-se um novo fracionamento com uma
coluna analitica, e o cromatograma pode ser visto na Figura 35. Uma
ampliagdo desse cromatograma pode ser visto na Figura 36, em que a fragcéo 1
é referente ao peptideo oxidado e a fragao 2 é referente ao peptideo reduzido.
O espectro de massa da fragao 1 referente ao peptideo oxidado e puro pode

ser visto na Figura 37 e a ampliacdo desse espectro com a distribuicdo
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monoisotopica pode ser observado na Figura 38. Nota-se um valor de massa

duas unidades menor do que a do peptideo reduzido, devido a perda de

hidrogénio de cada cisteina para formar a ponte dissulfeto.
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Figura 34: Cromatograma do peptideo KGD. O * indica a fragao referente ao peptideo

reduzido.
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Figura 35: Cromatograma do peptideo apds oxidagao.
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Figura 36: Expansao do cromatograma do peptideo apés oxidagado (mostrado na Figura 35),

indicando (

1) peptideo oxidado e (2) peptideo reduzido.
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Figura 37: Espectro de massa do peptideo oxidado e puro. Presenga da massa referente ao
peptideo oxidado com carga simples ([M+H]" = 1667,68)
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Figura 38: Distribuicdo monoisotdpica da massa referente ao peptideo oxidado e também a
presenca de adutos de sodio e potassio.

As analises por cromatografia foram monitoradas a 216 e 280 nm, uma
vez que a ligacao peptidica possui absorbancia em 216 nm e o anel inddlico do
triptofano possui absorbancia em 280 nm.'® A fase mdvel utilizada nao
absorve no comprimento de onda selecionado (acetonitrila absorve em 190 nm)
para evitar interferéncias indesejadas durante a analise.'®®

Empregou-se o método de eluicdo por gradiente para obter melhor
resolucao e detectabilidade, maior simetria para as fragdes cromatograficas e
um tempo menor de analise.’® A utilizacdo de 0,1% de TFA nos solventes visa

obter melhor simetria dos sinais e aumentar a solubilidade do peptideo.'"’
2.4.5 — Experimentos de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Pelo experimento TOCSY, juntamente com o espectro de NOESY, foi
possivel identificar os diferentes sistemas de spins referentes a cada residuo

de aminoacido da sequéncia do peptideo. Essas informagdes permitiram os

assinalamentos (pelo assinalamento sequencial) de todos os atomos de
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hidrogénio do peptideo (Anexo 3). Uma parte do espectro TOCSY obtido,
mostrando alguns sistemas de spins, pode ver visto no Anexo. 4.

A partir dos valores médios das constantes de acoplamento entre os
atomos Hy e Hg (JunHo) medidas no espectro DQF-COSY , foi possivel
relaciona-los com o angulo diedro ®, que pode caracterizar a estrutura
secundaria do peptideo. Os valores medidos para as constantes de

acoplamento encontram-se na Tabela 9.

Tabela 9: Constante de acoplamento Jyn.nq para cada aminoacido.

Aminoacido Jun.Ha (HZ)

1.H -
2.T -
3.G 5,6/7,2
4.C 8,8
5.W -
6.Y 8,8
7.T 7,2
8.S 10,4
9.K 10,4
10.G 6,4/5,6
11.D 9,6
12.L 8,8
13.1 9,6
14.C 8,8
15.S 11,2

Foi possivel observar para os aminoacidos 4C, 6Y, 12L, 13l e 14C
valores de constantes préximos a 8,9 Hz, valor caracteristico para uma
estrutura em folha B antiparalela (Tabela 1).>* Este dado é coerente quando
observado que o peptideo KGD é um peptideo ciclico com uma ponte
dissulfeto entre os residuos 4C e 14C.

Pelo experimento HSQC-editado ('H-°C) foi possivel assinalar os
atomos de carbono da molécula. Os assinalamentos dos atomos de hidrogénio
e carbono referentes ao peptideo KGD encontram-se no Anexo 3. Partes dos
espectros de HSQC da regido alifdtica e da regidao aromatica podem ser
observados nos Anexos 5 e 6, respectivamente. Pelo HSQC foi possivel

diferenciar os sinais de CH; dos sinais de CH e CHs, em que os sinais
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referentes aos grupos -CH e -CHjs apresentam intensidades positivas e os
sinais referentes ao -CH; apresentam intensidades negativas.

No espectro NOESY foi possivel identificar e assinalar os sinais de
NOEs existentes entre os atomos de hidrogénio da molécula. O espectro de
NOESY, mostrando alguns NOEs de maior relevancia, pode ser visto nos
Anexos 7 e 8. Foi possivel identificar NOEs existentes entre os residuos de
aminoacidos 4C/14C, 5W/13l e 6Y/12L. Esse fato vai de acordo com o
observado anteriormente, pois o peptideo apresenta uma ponte dissufeto entre
os residuos 4C/14C, o que torna possivel a existéncia de NOEs entre os
residuos 4C/14C, 5W/13l e 6Y/12L.

2.4.6 — Calculo de Estrutura e Analise por RMN

Com os valores dos deslocamentos quimicos dos hidrogénios Hq, Hp €
Hn, juntamente com os assinalamentos dos carbonos C, e Cg foi possivel
calcular os angulos diedros para o peptideo KGD pelo programa TALOS.®' A

lista com os angulos ® e W podem ser vistos na Tabela 10.

Tabela 10: Angulos diedros ® e W calculados pelo programa TALOS.

Aminoacido D (°) ¥ (°)
1.H - -
2.T -109 2
3.G -93 148
4.C -94 119
5.W -98 129
6.Y -117 137
7.T -91 169
8.S -61 -30
9.K -81 -3
10.G -99 2
11.D -84 133
12.L -88 135
13.1 -107 137
14.C -118 140
15.8 - -
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Os NOEs assinalados pelo espectro de NOESY foram convertidos em
restricdes de distancia. Estas restricdes de distancias, juntamente com os
angulos diedros foram os parametros utilizados para realizar os calculos
estruturais. A sobreposi¢ao das 20 estruturas de menor energia pode ser vista

na Figura 39.

Figura 39: Estrutura calculada para o peptideo KGD. Sobreposigado das 20 estruturas de menor
energia.

As estruturas calculadas foram obtidas com 285 restricbes de distancias,
uma médias de 19 NOEs por residuo de aminoacido, valor acima da média de
15 NOEs por residuo para se obter uma estrutura de maior confiabilidade.*> O
valor do RMSD para as 20 estruturas foi de 0,473, mostrando grande
estruturacdo para um peptideo, fato que pode se justificar pela presenca da
ponte dissulfeto entre as cisteinas e também por uma estruturagdo em folha
antiparalela. O RMSD obtido apresenta um valor alto quando comparado a
proteinas, entretanto, para um peptideo, este € um bom valor tendo em vista a
maior mobilidade por ser uma molécula pequena.

Foi possivel observar a formagcdo, em uma pequena regidao, de uma
estruturacdo em folha B antiparalela envolvendo os residuos C-4, W-5, Y-6, L-
12, 1-13 e C-14. As cadeias laterais dos residuos de aminoacidos na folha 3
apresentaram uma melhor estruturacdo e uma menor mobilidade. Ja os
residuos de aminoacidos localizados no looping nao apresentaram uma boa
estruturagdo, mostrando, com isso, maior mobilidade.

Um grafico mostrando a quantidade de NOEs utilizados para o calculo

por residuo de aminoacido, indicando também se o NOE observado foi inte-
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residual ou de intraresidual, pode ser visto na Figura 40. Foi possivel observar
que a maior quantidade de NOEs ocorreu entre os aminoacidos estruturados

em folha B, principalmente os NOEs de longa distancia (maior que i+1).
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Figura 40: Grafico de nimero de restricbes por residuo de aminoacido.

As restricoes intraresiduais (em azul) sdo NOEs que naturalmente se
espera, como por exemplo, Hq € Hg sdo vizinhos e por esse motivo apresentam
NOE, uma vez que estdo espacialmente proximos. Restricées inter-residuais
do tipo i+1 (em vermelho) sdo os NOEs que geralmente sao utilizados para os
assinalamentos sequenciais, em que apos assinalar um residuo de aminoacido
€ observado o NOE do tipo i+1 para identificar o proximo residuo da sequéncia.
Restricdes inter-residuais, maiores do que i+1 (em verde), representam os
NOEs de longa distancia. Sdo os NOEs de maior importancia para se obter
informacdes acerca da estrutura.

Realizou-se o célculo do CSI para o Hy,, Cq e Cg para observar a
coeréncia com a estrutura calculada e observar os possiveis residuos de
aminoacidos envolvidos em uma estruturagdo em folha B. Os graficos de CSI
para os atomos de Hgy, Cq € Cg podem ser observados nas Figuras 41, 42 e 43,
respectivamente. Notou-se para os graficos de CSI referentes ao Hy e Cg
grupos seguidos de residuos com valores positivos, em especial 4C, 5W e 6Y,

0 que pode caracterizar uma estrutura em folha B envonvolvendo estes
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residuos, e que vai de acordo com a estrutura calculada. Para o grafico
referente ao C, foi possivel notar grupos seguidos de residuos com valores
negativos, como 12L, 131 e 14C, o que pode caracterizar a estrutura com uma
tendéncia de folha B envolvendo estes residuos, o que vai também de acordo

com a estrutura calculada.

CSI X Residuo de Aminoacido
1,500 -
1,000 -

0,500 -

0,000

CSI (HA)

-0,500 '

-1,000 -

-1,500 -

Residuo de Aminoacido

Figura 41: Grafico de CSI por residuo de aminoacido, referente ao H, do peptideo KGD.
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I 05 1.H 2T 3G 4C 5W 7.7 8S 10.G 11.D 12.L 13.I 14lc 18S
1 A
1,5 -

Residuo de Aminoacido

Figura 42: Grafico de CSI por residuo de aminoacido, referente ao C, do peptideo KGD.
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-0,500
-1,000

-1,500 i L.
Residuo de Aminoacido

Figura 43: Grafico de CSI por residuo de aminoacido, referente ao CB do peptideo KGD.

Realizou-se experimentos de TOCSY a diferentes temperaturas (278,
298 e 308 K) para observar a variagdo no valor do deslocamento quimico do
hidrogénio amidico para cada residuo de aminoacido, e com isso, observar
possiveis ligagcdes de hidrogénio apresentadas por estes atomos.

Com os resultados obtidos a partir dos espectros, foi possivel construir
um grafico, para cada residuo de aminoacido, do valor do deslocamento
quimico do Hy pela temperatura. Os pontos de cada grafico foram linearizados
e o coeficiente angular da reta nos fornece o coeficiente de temperatura, em
ppm/K.

O grafico dos coeficientes de temperatura para os hidrogénios amidicos
de cada residuo de aminoacido para o peptideo KGD pode ser visto na Figura
44,

Coeficiente de Temperatura X Residuo de
Aminoacidos

Coeficiente de Temperatura
(ppb/K)

Figura 44: Grafico do coeficiente de temperatura por residuo de aminoacido para o peptideo
KGD.
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Para este experimento, valores do coeficiente de temperatura maiores
do que -5 indicam possiveis ligagdes de hidrogénio intramoleculares do
hidrogénio da amina (Hy), enquanto que valores menores do que -5 indicam
possiveis ligacdes de hidrogénio que nao intramolecular, possivelmente com a
agua.”

Foi possivel observar valores do coeficiente de temperatura maiores do
que -5 para os residuos de aminoacidos 5W, 7T, 131 e 14C, o que pode indicar
ligacdes de hidrogénio intramolecular para o Hn. Este fato pode se justificar
devido a estruturagcao em folha 3 apresentada pelo peptideo KGD. Observou-
se também valores de coeficiente de temperatura maiores do que -5 para os
aminoacidos 9K, 10G e 11D, indicando possiveis ligacbes de hidrogénio
intramolecular para os hidrogénio amidicos desses residuos, o que se justifica

pelo fato de estes residuos se encontrarem no looping existente na estrutura.

2.4.7 — Teste Biologico: Agregacao Plaquetaria

Apesar do peptideo apresentar algumas caracteristicas comuns aos
peptideos com motivo de desintegrina, como a presencga de cisteinas, ponte
dissulfeto e a presenga da sequéncia KGD, o peptideo KGD n&o apresentou
atividade contra a coagulagdo plaquetaria. Este peptideo, mesmo
apresentando uma sequéncia de aminoacidos similar a outros peptideos com
motivo de desintegrina, como pode ser visto na Tabela 8, ndo apresentou
atividade antitrombatica.

A regiao KGD do peptideo, juntamente com a regido KGD de uma
proteina com motivo de desintegrina (acdo antitrombdtica) pode ser vista na
Figura 45 para comparagao. Foi possivel observar que a regido KGD do
peptideo, regido onde poderia ocorrer a interagdao com a integrina para se obter
uma agao antitrombdtica, é diferente quando comparada com uma proteina
com esta atividade. A falta de atividade observada pode estar associada a essa

diferencga estrutural.
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Figura 45: Estruturas (A) regiao KGD do peptideo KGD, (B) regidao KGD de uma desintegrina
com motivo KGD (PDB_1Q7J).

2.4.8 - Sintese, Caracterizagao e Purificagcao de Peptideos Analogos

Realizou-se a sintese dos dois novos peptideos analogos, denominados
peptideos RGD e HGD. A mudancga na sequéncia de aminoacidos de KGD
para RGD e HGD foi feita devido a similaridade da estrutura da lisina com a
arginina e a histidina quando comparadas ao restante dos aminoacidos. Dentre
os 20 aminoacidos, os que apresentam maiores semelhangas estruturais com a
lisina sdo arginina e histidina, fato que justifica o desenho dos dois novos
peptideos analogos.

Outro fator que justifica o0 desenho dos novos peptideos € o fato de que
a maioria dos peptideos que apresentam motivos de desintegrinas (acéo
antitrombdética) apresentam em sua estrutura a sequéncia RGD. Apesar de se
encontrar na literatura peptideos antitrombéticos com a sequéncia KGD, é
muito mais frequente a ocorréncia de peptideos com motivo de desintegrina
com a sequéncia RGD.>**" A sequéncia de aminoacidos do peptideo RGD,
analogo do peptideo KGD, juntamente com outros peptideos RGD com acéao

antitrombdtica podem ser vistas na Tabela 11:
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Tabela 11: Sequéncia de aminoacidos do peptideo RGD e outros peptideos antitrombadticos
contendo o dominio RGD.>*®

Peptideo Sequéncia de Aminoacidos
Peptideo RGD HTGCWYTSRGDLICS

Antitrombatico 1 CRRARGDNPDDRC
Antitrombatico 2 CRARGDMDDDC
Antitrombatico 3 CFTPRGDMPGPYC
Antitrombético 4 CRRARGDDLDDLYC
Antitrombadtico 5 CARGDDC

Os peptideos analogos também foram sintetizados utilizando a
estratégia Fmoc/t-butila e caracterizados por espectrometria de massa com
espectros de MS e MS/MS. A massa tedrica para cada peptideo analogo pode

ser observada na Tabela 12.

Tabela 12: Massa monoisotdpica para os peptideos RGD e HGD.

Sequéncia de Aminoacidos Massa monoisotépica (Da)

Peptideo RGD  HTGCWYTSRGDLICS-NH, 1697,73
Peptideo HGD  HTGCWYTSHGDLICS-NH, 1678,69

Os espectros de MS para os peptideos RGD e HGD podem ser vistos
respectivamente nas Figuras 46 e 47. A massa [M+H]" observada para o
peptideo RGD foi de 1697,5 Da. Observou-se também outros valores diversos
de massa nao esperados, fato que mostra diversas impurezas e justifica a
necessidade de realizar uma purificagdo para obter apenas o peptideo de
interesse.

Para o peptideo HGD a massa observada (Figura 47) foi 1678,5 Da.
Pelo espectro, notou-se também a presenga de ions com outros valores de
massa nao esperados e nao desejados, justificando também a necessidade de

purificacdo da amostra.
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Figura 46: Espectro de Massa (MS) do peptideo RGD (sem purificagado). Presenga da massa
referente ao peptideo com carga simples ([M+H]" = 1697,54).
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Figura 47: Espectro de Massa do peptideo HGD (sem purificagdo). Presenga da massa
referente ao peptideo com carga simples ([M+H]" = 1678,52).
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Analogo ao que foi feito com o peptideo KGD, para confirmar se os ions
observados nos espectros das Figuras 46 e 47 eram de fato referentes aos
peptideo analogos, procedeu-se a fragmentacdo dos ions com a massa
referente aos peptideos em questdo (espectro de MS/MS, Figura 48 e 49).
Pelas fragmentagdes, foi possivel sequenciar os peptideos RGD e HGD
utilizando as séries y e b, observando a sequéncia desejada, o que confirmou
que as massa observadas nos espectros de MS se referiam aos peptideos
analogos RGD e HGD.

ol PR oy o T Ry e B + GR e Sl T + ¥ + W + C =t G = | o H ——f

—T1 =G 4= C w W T—O—-‘S—O—R—FGO—D—O—L&—O—IFL—O—C—O—'S—*i
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Figura 48: Espectro de MS/MS do peptideo RGD referente a fragmentagao do ion precursor.
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Figura 49: Espectro de MS/MS do peptideo HGD referente a fragmentagao do ion precursor.

Os peptideos analogos foram submetidos a cromatografia para a

purificacdo. Os cromatogramas dos peptideos RGD e HGD podem ser

observados nas Figuras 50 e 51,

respectivamente. Todas as fracoes

observadas foram coletadas manualmente e analisadas por espectrometria de

massa para descobrir qual seria a fracdo de interesse. A fragdo indicada em

cada cromatograma é referente ao peptideo de interesse na forma reduzida.
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Figura 50: Cromatograma do peptideo RGD, com a fragao referente ao peptideo reduzido em

destaque.
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Figura 51: Cromatograma do peptideo HGD, com a fragao referente ao peptideo reduzido em
destaque.

As fragdbes em destaque nas Figuras 50 e 51 foram coletadas,
congeladas e liofilizadas. Em seguida foram ressuspensas em agua e deixadas

em solugdo por 48h em contato por o ar. O oxigénio do ar possibilitou a
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oxidacdo do peptideo, levando a formagdo de pontes dissulfeto entre as
cisteinas. Com isso houve a ciclizagao dos peptideos analogos da mesma
maneira realizada para o peptideos KGD.

Apos oxidar os peptideos RGD e HGD, realizou-se um novo
fracionamento com uma coluna analitica, € os cromatogramas podem ser
vistos nas Figuras 52 e 53. A ampliagdo desses cromatogramas pode ser vista
nas Figuras 54 e 55, em que a fragcdo indicada pelo numero 1 é referente ao

peptideo oxidado e a fragao 2 é referente ao peptideo reduzido.
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Figura 52: Cromatograma do peptideo RGD apds ser submetido a oxidagao.
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Figura 53: Cromatograma do peptideo HGD apds ser submetido a oxidagao.
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Figura 54: Ampliagdo do cromatograma do peptideo RGD apés oxidagéao. (1) fragao referente

ao peptideo oxidado e (2) fragao referente ao peptideo reduzido.
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Figura 55: Ampliagdo do cromatograma do peptideo HGD apés oxidagéao. (1) fragao referente
ao peptideo oxidado e (2) fragao referente ao peptideo reduzido.

As fragbes indicadas com os numeros 1 e 2 foram submetidas a analises
por espectrometria de massa. Os espectros de massa das fragdes 1, referentes
aos peptideos RGD e HGD oxidados e puros podem ser vistos nas Figuras 56
e 57. A ampliagcado desses espectros com a distribuigdo monoisotopica pode
ser observada nas Figuras 58 e 59. Nota-se um valor de massa duas unidades
menor do que a do peptideo reduzido, devido a perda do hidrogénio de cada
cisteina para formar a ponte dissulfeto. Foi possivel notar também que os

peptideos coletados nas fragbes 1 encontram-se puros.

67



5000+

4000+

30004

Intensidade (u.a.)

20004

10004

1695.688

T T T T T
1000 1500 2000 2500 3000
miz

T
3500

Figura 56: Espectro de massa do peptideo RGD oxidado e puro. Presenga da massa referente
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Figura 57: Espectro de massa do peptideo HGD oxidado e puro. Presenga da massa referente

ao peptideo oxidado com carga simples ([M+H]" = 1676,49).
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2.4.9 — Experimentos de RMN dos Peptideos Analogos

De forma analoga ao peptideo KGD, os espectros obtidos para os
peptideos RGD e HGD a partir dos experimentos TOCSY e NOESY foram
utilizados para o assinalamento dos atomos de hidrogénio (Anexos 9 e 10).
Uma parte do espectro TOCSY obtido, mostrando alguns sistemas de spins,
também pode ser visto no anexos 11 (peptideo RGD) e 12 (peptideo HGD).

Os valores das constantes de acoplamentos medidas a partir do

espectro COSY para os peptideos analogos encontram-se na Tabela 13.

Tabela 13: Constante de acoplamento Jyn.nq para cada aminoacido dos peptideos analogos.

RGD HGD
Aminoacido JHN-Hq (HZ) JHN-Hq (HZ)
1.H - -
2.T 7,2 11,2
3.G 6,4/7,2 7,2/6,4
4.C 9,6 10,4
5.W 8,8 8,8
6.Y 8,8 8,8
7.T 8,0 7,2
8.S 7,2 7,2
9.R/H 15,2 7,2
10.G 6,4/8,0 12,0/12,8
11.D 9,6 9,6
12.L 8,8 8,8
13.1 8,8 8,8
14.C 9,6 9,6
15.S 10,4 7,2

Foi possivel observar para os aminoacidos 4C, 5W, 6Y, 12L, 131 e 14C
valores para as constantes proximos de 8,9 Hz, valor caracteristico para uma
estrutura em folha B antiparalela.®® Este dado é coerente quando observado
que os peptideos RGD e HGD, assim como o peptideo KGD, sao peptideos
ciclicos com uma ponte dissulfeto entre os residuos 4C e 14C.

Pelo experimento de HSQC-editado ('H-">C) foi possivel assinalar os
atomos de carbono dos peptideos (Anexos 9 e 10). Partes dos espectros

HSQC da regido alifatica e da regiao aromatica também podem ser observados
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nos Anexos 13, 14, 15, 16, sendo os dois primeiros referentes ao peptideo
RGD e os dois ultimos referentes ao peptideo HGD.

No espectro NOESY foi possivel identificar e assinalar os NOEs
existentes entre os atomos de hidrogénio das moléculas. Partes do espectro
NOESY, mostrando alguns NOEs de maior relevancia, podem ser vistos nos
Anexos 17, 18, 19, e 20. Assim como observado para o peptideo KGD,
também foi possivel identificar para os peptideos analogos NOEs existentes
entre os residuos de aminoacidos 4C/14C, 5W/13l e 6Y/12L. Esse fato vai de
acordo com o observado anteriormente, pois os peptideos apresentam uma
ponte dissufeto entre os residuos 4C/14C, o que torna possivel a existéncia de
NOEs entre os residuos 4C/14C, 5W/131 e 6Y/12L.

2.4.10 — Calculo de Estrutura e Analise por RMN dos Peptideos Analogos

Com os valores dos deslocamentos quimicos dos hidrogénios Hq, Hp €
Hn, juntamente com os assinalamentos dos carbonos C, e Cg foi possivel
calcular os angulos diedros para os peptideos RGD e HGD pelo programa
TALOS. A lista com os angulos @ e W para os dois peptideos podem ser vistos
na Tabela 14.

Tabela 14: Angulos diedros ® e W calculados pelo programa TALOS para os peptideos RGD e

HGD.
RGD HGD

Aminoacido ® (%) v (°) P (°) W (°)

1.H - - - 0
2.T -95 137 -99 132
3.G -123 133 -112 140
4.C -110 147 -148 149
5.W -133 135 -117 130
6.Y -123 133 -112 134
7.T -110 132 -85 167
8.S -88 108 -63 -30

9.R/H -130 147 -86 4

10.G -104 145 -93 -1
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11.D -91 131 -71 126
12.L -86 122 -83 137
13.1 -121 133 -108 131
14.C -93 132 -116 139
15.S - - - -

Os NOEs assinalados pelo espectro NOESY foram convertidos em
restricobes de distancia. Esta restricbes de distancias, juntamente com os
angulos diedros foram os parametros utilizados para realizar os calculos
estruturais para os peptideos analogos. A sobreposicédo das 20 estruturas de
menor energia para cada um dos peptideos analogos, juntamente com a

estrutura calculada para o peptideo KGD pode ser vista na Figura 60.

72




Figura 60: Estruturas calculadas para os peptideos KGD, RGD e HGD. Sobreposi¢ao das 20
estruturas de menor energia para cada peptideo.

As estruturas calculadas para o peptideo RGD foram obtidas com 287
restricbes de distancias, uma médias de 19,13 NOEs por residuo de
aminoacido. O valor do RMSD para as 20 estruturas foi de 0,579.

As estruturas calculadas para os peptideos HGD foram obtidas com 298
restricbes de distancias, uma médias de 19,86 NOEs por residuo de
aminoacido. O valor do RMSD para as 20 estruturas foi de 0,603.

Os valores de RMSD de 0,579 e 0,603 para os peptideos RGD e HGD,
respectivamente, mostram grande estruturacao para peptideos, fato que pode
se justificar pela presenca da ponte dissulfeto entre as cisteinas e também pela
formacgao de uma folha B antiparalela na estrutura. O RMSD obtido apresenta
um valor alto quando comparado a proteinas, entretanto, para um peptideo,
este € um bom valor tendo em vista a maior mobilidade por ser uma molécula
pequena.

Para os peptideos RGD e HGD, assim como para o peptideo KGD, foi
possivel observar a formagao, em uma pequena regido, de uma estruturacao
em folha B antiparalela. As cadeias laterais dos residuos de aminoacidos na
folha 3 apresentaram uma melhor estruturagcdo e uma menor mobilidade. Ja os
residuos de aminoacidos localizados no looping nao apresentaram uma boa

estruturagdo, mostrando, com isso, maior mobilidade.
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Foi possivel também observar para os trés peptideos que as regides do
RGD, HGD e KGD se encontram no looping da estrutura, e com isso, esses
aminoacidos apresentaram maior flexibilidade. Entretanto as regido RGD, HGD
e KGD nao se localizaram no centro do /oop, em que o acido aspartico, mais
deslocado do centro, apresentou uma melhoras estruturagcdo do que os outros
dois residuos (R ou Kou H e G).

Notou-se que a mudanga de um unico aminoacido da sequéncia, de K
para R e H, causou mudanca na estrutura do peptideo, principalmente na
regiao do loop onde estao presentes as sequéncias RGD, KGD e HGD. Esta
variagao de estrutura no loop pode gerar mudangas na possivel atividade
antitrombdtica do peptideo visto que esta regido é a responsavel pela interagao
com a integrina.

O grafico mostrando a quantidade de NOEs utilizados para os calculos
por residuo de aminoacido, indicando também se o NOE observado foi inter-
residual ou de intraresidual, pode ser visto nas Figuras 61 e 62, referentes aos
peptideos RGD e HGD, respectivamente. Foi possivel observar que, assim
como o peptideo KGD, a maior quantidade de NOEs ocorreu entre os
aminoacidos estruturados em folha {3, principalmente os NOEs de longa

distancia (maior que i+1).

Numero de Restrigdes X Residuo de Aminoacido
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80 residuais (maior
(%] .
lg 70 que i+1)
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T 40 I I i
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@ 30 i I I
g I
3 20 I I 1 I
10 B I I I o
N I ]

1H 2T 3G 4C 5W 6 7T 8S 9.R 10.G 11.D 12.L 13.I 14.C 15S
Residuo de Aminoacido

Figura 61: Grafico de numero de restrigdes por residuo de aminoacido para o peptideo RGD.

74



Numero de Restrigoes X Residuo de Aminoacido
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Figura 62: Grafico de numero de restricdes por residuo de aminoéacido para o peptideo HGD.

Também para os peptideos analogos, realizou-se o calculo do CSI para

o Hq, Cq e Cg para observar a coeréncia com a estrutura calculada. Os gréaficos

de CSI para os atomos de Hy, Cq e Cg para o peptideo RGD podem ser

observados nas Figuras 63, 64 e 65, respectivamente. Para o peptideo HGD

esses graficos sdo mostrados nas Figuras 66, 67 e 68.
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CSI X Residuo de Aminoacido

QR WS AT e of

» SR r\,'»'o N
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Figura 63: Grafico de CSI por residuo de aminoécido, referente ao Hy do peptideo RGD.
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Figura 64: Grafico de CSI por residuo de aminoécido, referente ao C, do peptideo RGD.
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Figura 65: Grafico de CSlI por residuo de aminoécido, referente ao CB do peptideo RGD.
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Figura 66: Grafico de CSI por residuo de aminoécido, referente ao Hy do peptideo HGD.
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Figura 67: Grafico de CSI por residuo de aminoacido, referente ao C, do peptideo HGD.
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Figura 68: Grafico de CSI por residuo de aminoacido, referente ao CB do peptideo HGD.

Notou-se para os graficos de CSI referentes ao Hq € Cg grupos seguidos
de residuos com valores positivos, em especial 4C, 5W e 6Y, o que pode
caracterizar uma estrutura em folha B envolvendo estes residuos, e que
concorda com a estrutura calculada e resultado semelhante ao obtido para o
peptideo KGD. Notou-se também para o CSI do Cg referente ao peptideo HGD
grupos seguidos de aminoacidos com valores positivos como 12L, 13l e 14C, o
que pode reforgcar a ideia da presengca de uma folha B nessa estrutura,
envolvendo estes residuos.

Para o grafico referente ao C, foi possivel notar grupos seguidos de
residuos com valores negativos, como 12L, 131 e 14C, o que pode caracterizar

a estrutura com uma tendéncia de folha B, envolvendo tais residuos, e que
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também concorda com a estrutura calculada. Este resultado também é
semelhante ao obtido para o peptideo KGD.

Pelos experimentos de TOCSY a diferentes temperaturas (278, 298 e
308 K) foi possivel observar a variagdo do valor do deslocamento quimico do
hidrogénio amidico para cada residuo de aminoacido, e com isso, observar
possiveis ligacdes de hidrogénio apresentadas por estes atomos em questéo.
Os graficos do coeficiente de temperatura para os hidrogénios amidicos de
cada residuo de aminoacido para os peptideos RGD e HGD podem ser vistos

na Figura 69 e 70, respectivamente.

Coeficiente de Temperatura X Residuo de Aminoacido

-10

-12

Coeficiente de Temperatura (ppb/K)

Figura 69: Grafico do coeficiente de temperatura por residuo de aminoacido para o peptideo
RGD.

Coeficiente de Temperatura X Residuo de Aminoacido

Coeficiente de Temperatura (ppb/K)

Figura 70: Grafico do coeficiente de temperatura por residuo de aminoacido para o peptideo
HGD.
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Assim como para o peptideo KGD, foi possivel observar também para os
peptideos analogos valores do coeficiente de temperatura maiores que -5 para
os residuos de aminoacidos 5W, 7T e 13l (o peptideo RGD também
apresentou um valor de coeficiente de temperatura maior do que -5 para o
residuo 14C), o que pode indicar ligagdes de hidrogénio intramolecular para o
Hn. Este fato pode se justificar devido a estruturacdo em folha B também
apresentada pelos peptideos RGD e HGD. Foram observados também valores
de coeficiente de temperatura maiores que -5 para os aminoacidos 9K, 10G e
11D, indicando possiveis ligagdes de hidrogénio intramolecular para os
hidrogénio amidicos desses residuos, o que se justifica pois estes residuos

também se encontram no /ooping existente em suas respectivas estruturas.

2.4.11 - Teste Biolégico dos Peptideos Analogos: Agregacao Plaquetaria

Da mesma forma que o peptideo KGD, apesar dos peptideos analogos
apresentarem algumas caracteristicas comuns aos peptideos com motivo de
desintegrina, como a presenca de cisteinas, ponte dissulfeto, os peptideos
RGD e HGD néao apresentaram atividade contra a coagulagao plaquetaria.

Observou-se que a mudanga da sequéncia de aminoacidos de KGD
para RGD n&o gerou atividade antitrombotica, mostrando que a auséncia de
atividade nao ocorreu devido a presenga ou auséncia da arginina. Uma
possivel justificativa para a auséncia da atividade é as sequéncias KGD, RGD
e HGD nao estarem localizadas no centro do /oop, 0 que nao causaria a devida
exposigao destes aminoacidos essenciais para interagir com as interginas.

Uma comparacao da regiao RGD do peptideo RGD com a regido RGD
de proteinas com agao antitrombotica (motivo de desintegrina) pode ser vista
na Figura 71.

Pela Figura 71 foi possivel observar que a regido RGD de proteinas com
acao antitrombdtica ndo apresenta um padrao definido. Mesmo assim, a regiao
do RGD do peptideo estudado apresentou uma estrutura diferente quanto

comparada com as demais proteinas com atividade.
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Figura 71: Comparacgao da regido RGD de proteinas com agdes antitromboéticas com o
peptideo RGD: (A) Proteina Flavoridina, (B) Proteina Echistatina, (C) Proteina Kistrina, (D)
Proteina Salmosina, (E) Proteina Rhodostomina e (F) Peptideo RGD.

2.4.12 - Teste Biolégico: Inibicao de Tripsina

O teste de inibicao da tripsina foi realizado devido a similaridade na
sequéncia de aminoacidos dos peptideos KGD, RGD e HGD com inibidores
desta enzima. Na Tabela 15 é possivel observar a sequéncia de aminoacidos

do peptideo KGD e também de outros peptideos inibidores da Tripsina.

Tabela 15: Sequéncia de aminoacidos para os peptideos KGD, RGD e HGD, e outros

peptideos inibidores de tripsina.m'114

Peptideo Sequéncia de Aminoacidos
Peptideo KGD HTGCWYTSKGDLICS
Peptideo RGD HTGCWYTSRGDLICS
Peptideo HGD HTGCWYTSHGDLICS

Inibidor 1 LKGCWTKSIPPKPCF

Inibidor 2 AALKGCWTKSIPPKPCFGF

Inibidor 3 CAPKGCWTKSYPPQPCS

Inibidor 4 SALVGCWTKSWPPKPCFGRG
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As estruturas tridimensionais dos peptideos KGD, RGD e HGD nao
foram comparadas com as estruturas tridimensionais dos inibidores de tripsina
citados acimas pois as estruturas em PDB destes nao estavam
disponibilizadas.

Nenhum dos trés peptideos (KGD, RGD e HGD) apresentou atividade

biolégica de inibigdo de tripsina.
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2.5 — Conclusao

Pela sintese dos peptideos em fase sélida, juntamente com a etapa de
purificacdo foi possivel obter maiores quantidades destas biomoléculas, o que
viabilizou determinar as estruturas tridimensionais das mesmas e também
realizar ensaios biologicos.

A Espectrometria de Massa possibilitou caracterizar os peptideos
sintéticos e também caracterizar as fragcbes observadas no processo de
purificacdo para identificar as fragdes de interesse.

Como todos os peptideos apresentavam duas cisteinas, era possivel
encontrar os mesmos nas formas reduzida e oxidada. Foi observado uma
tendéncia dos peptideos em serem oxidados pelo préprio oxigénio do ar e em
solucdo. Com isso, foi relativamente simples se obter os peptideos em questao
nas formas ciclicas.

A Ressonancia Magnética Nuclear, juntamente com os calculos de
mecanica molecular possibilitaram determinar as estruturas tridimensionais dos
trés peptideos. Notou-se que a mudancga de apenas um residuo de aminoacido
na sequéncia causou variagbes estruturais, principalmente na regidao do
looping, entretanto, as trés estruturas tendem a formar uma regido de folha
antiparalela.

Observou-se que os residuos de aminoacidos que estdo envolvidos em
uma possivel regido de folha [ apresentaram maior quantidade de NOEs do
qgue os residuos fora desta regido. Os calculos do CSI indicaram uma possivel
estruturacdo em folha B, fato que vai de acordo com as estruturas elucidadas
por RMN e calculos de mecanica molecular. Outro fator que também vai de
acordo com as estruturas obtidas é o coeficiente de temperatura, que evidencia
possivel formagao de uma folha 3.

Notou-se que apesar dos peptideos estudados apresentarem algumas
caracteristicas comuns com as desintegrinas, estes nao apresentaram
atividade antitrombatica. As regides KGD e RGD dos peptideos em questao
apresentaram uma estrutura diferente das mesmas regides de proteinas com

atividade antitrombadtica.
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Embora os peptideos estudados apresentem estrutura primaria
semelhante a outros peptideos inibidores de tripsina, eles ndo foram capazes

de inibir a agado dessa enzima.
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Capitulo Il

Influéncia de Zn(ll), Cd(ll) e CO, na Estrutura

de um Hexapeptideo em Solucgao
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3.1 — Introducao

A pele de anfibios apresenta papel fundamental na respiragao,
transporte de agua e solutos e na regulagdo osmética,’’® sendo um 6rgao onde
podem ser encontrados diversos compostos biologicamente ativos, desde
compostos reguladores de fungdes fisiolégicas a compostos que agem contra
predadores e micro-organismos. "

Por esse motivo, a pele de anfibios pode estar em contato direto com
varios metais e gases, como é o caso do CO; e O, que, por estarem envolvidos
na respiracdo, estdo em contato direto com esse 6rg3o.'” O mesmo pode
ocorrer com alguns metais essenciais para o bom funcionamento do sistema
bioldgico, como Fe, Mn, Co, Cu, Ca, dentre outros."” Metais contaminantes e,
portanto, ndo-essenciais para o bom funcionamento do sistema biolégico como
Pb, Cd e Hg também podem estar em contato com a pele desses animais.'"’

Neste o6rgao também € possivel encontrar diversos peptideos com
diferentes atividades farmacolégicas. Tais peptideos podem ser efetivos no
auxilio do sistema biolégico, bem como das linhas de defesa do anfibio contra
micro-organismos.'”™ Uma grande variedade de peptideos antibidticos de
diferentes espécies de anfibios ja foram isolados e caracterizados''® e tem sido
mostrado que a presenga de diversos metais e gases pode influenciar a
estrutura desses peptideos, interferindo em suas respectivas atividades.

Peptideos ricos em histidinas podem apresentar maior afinidade por

118,119

metais, uma vez que o anel imidazolico presente na cadeia lateral da

histidina pode possibilitar a ligagdo do peptideo com metais, como Zn e Cd."**

122

Peptideos ricos em aminoacidos com caracteristicas basicas, como
histidina (H), lisina (K) e arginina (R) podem apresentar maior afinidade por
CO,.'” Este gas pode se ligar a aminoacidos basicos por ligacdes de

hidrogénio,'?*

sendo as interagcbes acido/base as principais forgas quimicas
para explicar as interacdes de peptideos com CO,."?°

A interacdo do CO,; com um residuo de aminoacido pode aumentar a
polarizacdo do atomo de carbono, deixando este mais eletrofilico e, portanto,

mais reativo.'® Este fato pode ser de extrema importancia para o bom
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funcionamento de alguns sistemas biolégicos uma vez que pode propiciar a
ocorréncia de novas reagoes.

Estudos de afinidade de peptideos com metais sdo importantes para
avaliar a especificidade de um metal pela biomolécula e também avaliar
possiveis mudangas no sistema biolégico no qual o peptideo e o metal estao
inseridos.'?® Interagdes metal/peptideo podem fornecer informagdes sobre
processos de transporte do metal e também de como e por onde o metal pode
se ligar a biomolécula.'®

Um modo de estudar a afinidade de um ligante por uma proteina ou um
peptideo pode ser pela equacdo de Hill.? Essa equagdo foi inicialmente e
empiricamente utilizada para estudar e descrever a interagdo do oxigénio com
a hemoglobina.? Posteriormente foi entdo adaptada para ser utilizada em
estudos de biomoléculas para analisar a ligacao e a interagdo de um ligante
com um determinado receptor.'® A ligacdo de um receptor (como, por
exemplo, uma proteina ou um peptideo) com um ligante (como zinco ou
cadmio) pode ser descrita pela Equacdo 1,> em que R é o receptor, L é o

ligante em estudo e n € o numero de ligantes.

R +nL = RL, Equagao 1

Para a equacéao 1 é possivel calcular a constante de formacéao (K,) para
o complexo RL, assim como a constante de dissociagcdo (Ky) que séo, na

verdade, as constantes que descrevem o equilibrio (Equagdes 2 e 3).°

K, = % Equac&o 2
R].[L1"
Kq= —[ [I]?l[,n]] Equagao 3

Por um rearranjo matematico, 6 (fracdo de sitios ocupados onde o
ligante pode se ligar ao receptor da proteina) ¢ dado pela Equacdo 4,° e a

equacdo de Hill pode ser descrita também pela Equagao 5.
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0= —[ ] 4
E 3
L quacgéo

log (1?—9) = nlog [L] - log K4 Equagéo 5

Na equacéao de Hill, o valor de n, chamado de coeficiente de Hill, pode
ser utilizado para determinar o numero de ligantes que se ligam ao receptor.
Entretanto, na pratica, esse coeficiente € mais apropriado para fornecer
informacdes sobre a cooperatividade do que sobre o proprio numero de
ligantes em si."® Um valor de n maior do que 1 indica uma cooperatividade,
isto €, apds um ligante se ligar ao receptor, esta ligacao facilita a ligacdo de um
segundo ligante, caso haja um segundo sitio de ligag&o.?

Pela equacao Hill também é possivel calcular a afinidade de um ligante
por um receptor pela constante de dissociacéo (Ky). Para ilustragcédo, peptideos
que apresentam grandes afinidades por metais, como Zn, apresentam um Ky
na ordem de grandeza de 10° M,'® enquanto que para peptideos com

afinidade moderada, os valores de Ky sdo da ordem de 10™* M.
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3.2 — Objetivos

- Sintetizar, purificar e caracterizar o peptideo extraido do anfibio
Phyllomedusa centralis.

- Estudar possiveis interagdes do peptideo com metais e gases por
Espectrometria de Massa e RMN-1D.

- Determinar a estrutura tridimensional do peptideo extraido do anfibio
Phyllomedusa centralis e também do peptideo em contato com zinco, cadmio e
diéxido de carbono utilizando RMN e calculos de mecanica molecular.

- Localizar possiveis sitios de interagdo do peptideo pelo Zn, Cd e CO..

- Calcular as constantes de afinidade do peptideo pelo Zn(ll) e Cd(ll).

- Comparar as mobilidades i6nicas do peptideo livre com o peptideo em
contato com zinco e cadmio por Mobilidade |6nica acoplado a Espectrometria

de Massa.
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3.3 — Metodologia

3.3.1 - Extracao da Secregdo Cutanea e ldentificagao do Peptideo

A secrecao cutanea do anfibio Phyllomedusa centralis (Figura 72), foi
obtida por estimulos elétricos moderados (6 V) das glandulas dermais. O
extrato bruto foi recolhido e coletado com agua Milli-Q, filtrado com o auxilio de
um papel de filtro, congelado e liofilizado.™"

Depois de seco, o extrato bruto foi fracionado por cromatografia liquida
de alta eficiéncia em fase reversa (RP-HPLC) utilizando uma coluna semi-
preparativa C18 (Vydac 218 TP 510). As fragbes coletadas foram congeladas e
liofilizadas.*

Em continuidade, as fragbes coletadas foram analisadas por
espectrometria de massa do tipo MALDI-TOF/TOF (UltraFlex Ill, Bruker) para
identificar a presenga e caracterizar peptideos com possiveis atividades
biolégicas. Realizaram-se espectros de MS e MS/MS, utilizando o método de
novo de sequenciamento para identificar os peptideos presentes nas fragdes
do extrato bruto."*"3*

Os procedimentos de extracdo da secregao cutanea, identificacao e
caracterizagdao do peptideo foram realizados pelo grupo de pesquisa do
Professor Dr. Carlos Bloch Jr (Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia).

Figura 72: Foto do anfibio Phyllomedusa centralis (Foto fornecida pelo Professor Dr. Luciano
Paulino da Silva — Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia)
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3.3.2 — Sintese do Peptideo em Fase Sélida

Para obter uma maior quantidade de peptideo objetivando estudos
estruturais e observar possiveis afinidades desse peptideo por metais e gases,
realizou-se a sintese do peptideo, HRFLRH-NH,, em fase solida utilizando a
estratégia Fmoc/t-butil.”>"®

A metodologia empregada para realizar esta sintese foi a mesma
utilizada para sintetizar os peptideos anteriormente descritos (Capitulo Il), em
que primeiramente ocorre a desprotecao (retirada do grupo Fmoc) seja da
resina para acoplar o primeiro aminoacido ou do aminoacido ja acoplado e, em
seguida, adiciona-se 0,4 mmol do aminoacido a ser acoplado, 0,4 mmol de
HBTU (156 mg), 0,8 mmol de DIPEA (132 pL) e 1,5 mL de DMF, sempre com
1h30 de reagdo. Esse procedimento foi empregado para acoplar todos os
aminoacidos da sequéncia.

Uma tabela com os aminoacidos utilizados na sintese, mostrando seus
grupos protetores permanentes e temporarios, a massa utilizada e também a

massa molecular de cada aminoacido estao listados na Tabela 16.

Tabela 16: Massa molecular (MM) dos aminoacidos utilizados com seus respectivos grupos
protetores temporarios (Fmoc) e permanentes (Trt e Pbf) e massa, em gramas, para 0,4 mmol.

Fmoc-aminoacidos MM (g/mol) Massa para 0,4 mmol (mg)

Fmoc-Arg(Pbf)-OH 648,8 259,5

Fmoc-His(Trt)-OH 619,7 247,8
Fmoc-Leu-OH 3534 141,3
Fmoc-Phe-OH 387,4 154,9

Para concluir o processo da sintese, procedeu-se a clivagem do
peptideo sintético, similar ao que foi descrito no Capitulo 2 para o peptideo
KGD e seus analogos.

Com o auxilio de uma filtragdo a vacuo, lavou-se o peptideo clivado com
éter gelado. Em seguida, o peptideo foi extraido com 50 mL de agua e depois
com 50 mL de uma solugdo agua/acetonitrila 1:1. As solugbes contendo o
peptideo sintético foram recolhidas em tubos de 50 mL, congeladas e, por fim,

liofilizadas.
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3.3.3 — Caracterizagao do Peptideo Sintético

O peptideo sintetizado foi caracterizado por espectrometria de massa do
tipo MALDI-TOF/TOF (UltraFlex lll, Bruker). Espectros de MS e MS/MS foram
obtidos.

O equipamento foi calibrado com um calibrante externo préprio para
peptideos (Peptide Calibration Standard — Starter Kit, Tubo 4, Bruker). As
analises foram feitas misturando o peptideo em uma solugdo saturada de
matriz (5 mg de Matriz, 200 pyL de H,O, 500 pL de ACN e 50 uL de TFA (3%))
constituida pelo acido a-ciano-4-hidroxicinamico e em seguida, essa mistura foi
depositada em duplicata sobre uma placa, propria para o equipamento. A
proporcao utilizada de peptideo para matriz foi de 1:3.%°

Os espectros de massa foram adquiridos no método refletido/positivo
para tentar observar a massa esperada do peptideo. Adquiriram-se também
espectros de MS/MS pela fragmentacdo dos ions precursores utilizando
argbnio como gas de colisdo para caracterizar a sequéncia de aminoacidos do

peptideo.®’

3.3.4 — Purificagao do Peptideo Sintético

Realizou-se a purificagcdo da amostra por cromatografia liquida de alta
eficiéncia em fase reversa (RP-HPLC) (Shimadzu) com um espectrofotémetro
como detector. As anadlises foram feitas com monitoramento em 216 e 280
nm.??

Utilizou-se uma coluna semi-preparativa C18 (Vydac 218TP510) com um
fluxo de 2,5 mL/min e um gradiente de eluicdo com agua Milli-Q e acetonitrila
como solventes, ambos com 0,1 % de TFA.2*% O gradiente de eluicdo esta

descrito na Tabela 17.
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Tabela 17: Gradiente de eluigao para a purificagdo por HPLC.

Tempo (min) Porcentagem de Acetonitrila (%)

5

5 5
25 35
45 60
50 95
60 95

As fragbes observadas no cromatograma foram coletas manualmente e
analisadas por espectrometria de massa do tipo Q-TOF (micrOTOF-QlIl,
Bruker) para descobrir a fragdo de interesse, referente ao peptideo sintético. O
material coletado no fracionamento foi congelado e liofilizado.

As andlises de espectrometria de massa foram realizadas utilizando
apenas agua Milli-Q como solvente, uma voltagem no capilar de 4,5 kV e um
fluxo de 2,0 yL/min. Para a calibracao, utilizou-se um calibrante externo préprio
para ionizacao do tipo eletrospray (ESI) e peptideos, ESI-Tuning Mix (Agilent
Technologies). A solugado para calibrar o equipamento foi preparada utilizando
500 uL do calibrante, 10 uL de ACN e 10 uL de H;O.

3.3.5 — Experimentos de Espectrometria de Massa

Foram realizados experimentos de Espectrometria de Massa do
peptideo puro em contato com esses metais e também com o didéxido de
carbono em um espectrémetro do tipo Q-TOF (micrOTOF-QII, Bruker).

As analises foram realizadas utilizando apenas agua Milli-Q como
solvente, uma voltagem no capilar de 4,5 kV e um fluxo de 2,0 yL/min. Para a
calibracdo, utilizou-se um calibrante externo proprio para ionizagdo do tipo
eletrospray (ESI) e peptideos, ESI-Tuning Mix (Agilent Technologies). A
solugdo para calibrar o equipamento foi preparada utilizando 500 pL do
calibrante, 10 yL de ACN e 10 uL de H,O.

Os experimentos foram realizados com o peptideo a uma concentragao
de 2 mM. Foram utilizados os sais '"*CdCl, (98,9% de ''*Cd) e ZnCl,.
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Preparou-se duas solugcbes desses sais, ambas com a propor¢ao de 1:1. As
solucdes foram submetidas a analise por Espectrometria de Massa.

Para a analise de interagdo com CO,, o gas foi borbulhado por cerca de
40 minutos em uma solugao do peptideo puro a uma concentragdo de 2 mM. A
solucao foi deixada em repouso e em contato com o ar por cerca de 2 horas.

Em seguida, foram analisadas por Espectrometria de Massa.

3.3.6 — Experimentos de RMN (1D)

Os experimentos de ressonancia magnética nuclear em uma dimenséao
(RMN-1D) foram realizados em um espectrometro Bruker Avance Il 18,8 T
(800 MHz para hidrogénio) a uma temperatura controlada de 298 K. Utilizou-se
H,O/D,0 (90%/10%) como solvente e um volume de 0,6 mL de solugéo. A
concentracao da solugao de peptideo utilizada em todos os experimentos foi de
2 mM.

Inicialmente, mediu-se o pH do peptideo livre a uma concentragao de
2mM em um volume de 0,6 mL. O espectro de RMN-'"H foi adquirido
utilizando-se os parametros listados na Tabela 18. Para a supresséo do sinal

da agua foi utilizada a técnica excitation sculpting.®

Tabela 18: Parametros de aquisigao dos experimentos de RMN-"'H (TD = time domain; NS =
numero de scans; NI = numero de incrementos; DS = dummy scans; SW = janela espectral e
o1 = centro da janela espectral).

Experimento Parametros Valor
RMN-"H D 4096
NS 8
DS 1
SW 16,01 ppm
o1 4,7 ppm

Para os estudos de interacdo com os metais, foram utilizadas solugdes
do peptideo a concentragcao de 2 mM e os sais CdCl, e ZnCl, a uma proporgao
de 1:1 de peptideo/metal. O pH das solug¢des foi medido antes e depois da

aquisicao dos espectros de RMN a uma dimensao.
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O mesmo procedimento foi adotado para estudos com o peptideo em
contato com CO; e 0O, As solugdes com os gases foram preparadas
borbulhando-se CO, e O, em 0,6 mL de uma solugao do peptideo a 2 mM por
cerca de 40 minutos.

Os dados de aquisicdo para os experimentos de 'H-RMN para as
solugbes contendo o peptideo livre, peptideo + Cd(ll), peptideo + Zn(ll),
peptideo + CO, e peptideo + O, foram os mesmos ja descritos na Tabela 18.

Realizou-se também experimentos de RMN de hidrogénio para o
peptideo em diferentes valores de pH. Os experimentos foram realizados com
0,6 mL da solucao do peptideo a 2 mM e o valor do pH foi ajustado com uma
solugdo de NaOH 10 mM. Os espectros de 'H-RMN foram adquiridos com os
mesmo parametros listados anteriormente na Tabela 18, nos seguintes valores
depH:4,1;4,2;4,3;4,4;4,5;4,8;5,2;55¢e 5,9.

3.3.7 — Experimentos de RMN-2D

Os experimentos foram realizados em um espectrdmetro Bruker Avance
[l 18,8 T (800 MHz para hidrogénio) a uma temperatura controlada de 298 K.
Utilizou-se H,O/D20 (90%/10%) como solvente, e se trabalhou com as
amostras de peptideo sempre a uma concentragao de 2 mmol/L em um volume
de 0,6 mL.

Adquiriu-se os espectros TOCSY, HSQC ('H-'*C) e ROESY. Utilizou-se
o sinal da H,O a 298 K em 4,773 ppm para referenciar os espectros. Os
parametros de aquisicdo destes experimentos podem ser observados na
Tabela 19. O experimento de HSQC foi divido em regido aromatica e regiao
alifatica. No HSQC alifatico utilizou-se uma janela espectral de 80 ppm e 39
ppm como o centro da janela; no HSQC aromatico utilizou-se uma janela
espectral de 30 ppm e 130 ppm como o centro da janela. O experimento de
HSQC adquirido foi um HSQC editado. O experimento TOCSY foi adquirido
utilizando a sequéncia MLEV para spin-lock®® e a técnica excitation sculpting
para eliminagdo do sinal da agua.?® Todos os experimentos foram adquiridos

no modo sensivel a fase.
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Tabela 19: Dados de aquisi¢gao para os experimentos de RMN 2D.

Experimentos Parametros F1 F2
TOCSY D 4096 512
NS 24
DS 512
SW 10,99 ppm
o1 4,7 ppm
Mixing Time 60 ms
HSQC alifatico TD 1024 128
NS 128
DS 512
SW 10,99 ppm 80 ppm
o1 4,7 ppm 39 ppm
HSQC aromatico TD 1024 64
NS 96
DS 512
SW 10,99 ppm 30 ppm
o1 4,7 ppm 130 ppm
ROESY D 4096 512
NS 32
DS 512
SW 10,99 ppm
o1 4,7 ppm
Mixing Time 300 ms

Foram utilizados os valores de 60 ms e 300 ms para os experimentos de
TOCSY e ROESY, respectivamente.

Os experimentos de RMN 2D foram adquiridos para as solugdes
contendo o peptideo livre, peptideo + Cd(ll), peptideo + Zn(ll), peptideo + CO;
e peptideo + O,. Os experimentos 2D foram realizados imediatamente apos a
aquisicao dos experimentos 1D, com as mesmas solugdes utilizadas para os
experimentos de RMN de hidrogénio. Apos a aquisi¢ao dos espectros 2D, o pH
das solugdes foi novamente medido para verificar possiveis variagoes de

acidez durante a realizacdo dos experimentos mais longos (2D).
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Os FIDs obtidos foram processados utilizando-se os programas
NMRPipe e NMRDraw;®” o programa NMRView 5.0% foi utilizado para assinalar
os espectros. Para o processamento, a fungao cosine-bells foi aplicada em
cada dimensao; uma funcdo polinomial foi aplicada para corre¢cdo da linha
base. Os ajustes de fase foram realizados manualmente utilizando o programa
NMRDraw.

3.3.8 — Calculo de Estrutura e Analise por RMN

Os calculos estruturais foram realizados utilizando parametros obtidos

por experimentos de RMN através do programa CNS_Solve3®®

(método de
simulated annealing). Os volumes dos ROEs assinalados pelo espectro de
ROESY foram integrados e convertidos em restricbes de distancia: 2,8, 3,5 e
5,0 A para intensidades fortes, médias e fracas, respectivamente.

Os deslocamentos quimicos dos atomos Hg, Hg, Cq, Cpg € Hn foram
utilizados para calcular os angulos diedro pelo programa TALOS.*' As
restricdes de distancias e os angulos diedro foram utilizados como restricdes
para os calculos e determinagao da estrutura do peptideo nos diferentes meios.
Foram calculadas 200 estruturas. As estruturas calculadas foram visualizadas
pelo programa MOLMOL® e as 20 estruturas mais estaveis (de menor energia)
foram sobrepostas. Calculou-se o RMSD para estas 20 estruturas sobrepostas
também pelo programa MOLMOL.

Para calcular a constante de afinidade do peptideo pelo Zn e pelo Cd e
também observar variagbes nos valores de alguns deslocamentos quimicos
adquiriu-se varios espectros de RMN-'H com diferentes proporgdes de
peptideo/metal.

Todos o0s espectros foram adquiridos em um espectrémetro Bruker
Avance Il 18,8 T (800 MHz para hidrogénio) a uma temperatura controlada de
298 K. Utilizou-se H,O/D,0 (90%/10%) como solvente e um volume de 0,6 mL
de solugao. A concentracao inicial de peptideo foi de 2 mM.

Adquiriu-se inicialmente o espectro de RMN de hidrogénio para o
peptideo livre (proporcao de 4:0 peptideo:metal). Em seguida foram adquiridos
espectros para cada incremento do metal na solugdo com o peptideo

(proporcao de 4:1, 4:2, 4:3, 4:4 até 4:10 peptideo:metal). Para eliminagao do
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sinal da agua foi utilizada a técnica excitation sculpting.®® Os parametros de
aquisicao para todas as solugcdes foram os mesmos e estao listados na Tabela
20.

Tabela 20: Parametros de aquisicdo dos experimentos de 'H-RMN.

Experimento Parametros Valor
'H-RMN D 4096
NS 64
DS 16
SW 16,01 ppm
o1 4,7 ppm

3.3.9 — Experimentos de Mobilidade Ionica

Os experimentos de Mobilidade I6nica acoplado com Espectrometria de
Massa foram realizados em um equipamento Synapt HDMS (Water). Procedeu-
se as analises do peptideo livre (1 mM), peptideo + Cd(ll) (1mM e proporgéo
1:1) e peptideo + Zn(ll) (1mM e proporgao 1:1). Utilizou-se CdCl, e ZnCl, para
o preparo das solugao e acrescentou-se 50% (v/v) de acetonitrila.

Empregou-se um fluxo de 1 pyL/min, a voltagem no capitar de 2,6 kV,
célula de hélio com 176,5 psi, célula de mobilidade iénica (IMS) 95,2 psi e uma
energia de colisdo de 6 eV para os espectros de MS/MS.

Adquiriu-se os espectros de Mobilidade Iénica para o peptideo livre,
peptideo + Cd(ll) e peptideo + Zn(ll). Também foram adquiridos espectros de

MS/MS dos ions referentes ao peptideo + Zn(ll) e peptideo + Cd(ll).
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3.4 — Resultados e Discussao

3.4.1- Extracao da Secrec¢ao Cutanea e Identificagao do Peptideo

Pelas analises da secrecdo cutdnea foi possivel identificar um
hexapeptideo que apresenta a sequéncia de aminoacidos HRFLRH-NH,. Por
possuir aminoacidos com caracteristicas basicas ao longo de sua sequéncia
(histidina e arginina), este peptideo pode interagir com CO, ou metais, como
zinco (Zn) e cadmio (Cd) por ligacdes de hidrogénio ou por interagées do tipo
acido-base.'® Todas as andlises realizadas para esse peptideo levam em

consideragao essa hipotese.

3.4.2 - Sintese do Peptideo em Fase Sélida

Para realizar a sintese do hexapeptideo, utilizou-se os aminoacidos
histidina e arginina com as cadeias laterais protegidas, respectivamente, com
os grupos Trt e Pbf, enquanto que a leucina e a fenilalanina nao apresentavam
grupos protetores para as cadeias laterais. Histidina e arginina, por nao
possuirem apenas grupos alquila em suas cadeias laterais, devem conter
protetores permanentes nos grupos funcionais das cadeias laterais para evitar
reagbes indesejadas ao longo da sintese e, por consequéncia, leucina e
fenilalanina por apresentarem apenas grupos alquila em suas cadeias laterais
ndo necessitam de grupos protetores.”® Esses grupos protetores também
devem ser removidos no processo de clivagem, juntamente com a resina,
analogo ao que foi descrito no capitulo 2 para o peptideo KGD e seus analogos
RGD e HGD.

Na clivagem do hexapeptideo nao foi necessario utilizar tioanisol, fenol e
EDT devido a auséncia de triptofano e cisteina na sequéncia de aminoacidos
do peptideo. Utilizou-se 2,5% de TIS na clivagem devido a presenga do grupo
protetor tritil na histidina, em que a retirada do grupo Trt € um processo

reversivel e o TIS evita que o Trt se ligue novamente a histidina.”
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3.4.3 — Caracterizagao do Peptideo Sintético

A massa esperada, [M+H]", para o hexapeptideo sintetizado é de 864,48
Da, e o espectro de massa (MS) obtido pode ser observado na Figura 73. Pelo
espectro, foi possivel notar a presenca do ion com a massa esperada para o
peptideo, juntamente com outros valores de massa nao esperados e nao
desejados, fato esse que justifica a necessidade de realizar uma purificagao da
amostra para retirar os subprodutos indesejados gerados ao longo da sintese
Ou no processo de clivagem.

Para confirmar que o ion observado no espectro era de fato o peptideo
sintetizado, procedeu-se a sua fragmentacao (espectro de MS/MS, Figura 74).
Pelas fragmentacoes, foi possivel sequenciar o peptideo utilizando as séries y
e b, observando a sequéncia desejada, o que confirmou que a massa
observada refere-se ao peptideo sintetizado. A determinagao da sequéncia do
peptideo pode ser feita pela diferenca de massa entre picos vizinhos em uma

mesma séria de ions."
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Figura 73: Espectro de Massa do hexapeptideo (sem purificagao). Presenga da massa
referente ao peptideo com carga simples ([M+H]" = 864,51)
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Figura 74: Espectro de MS/MS referente a fragmentagao do ion precursor.

3.4.4 - Purificacao do Peptideo Sintético

O cromatograma do hexapeptideo pode ser observado na Figura 75.
Todas as fragdes foram coletadas manualmente e analisadas por
espectrometria de massa, e a fragcdo em destaque refere-se ao peptideo
sintetizado (fracdo de interesse). Foi possivel notar que a fracdo de interesse

apresentava a maior intensidade no cromatograma.
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Figura 75: Cromatograma do hexapeptideo. Em destaque a fragao de interesse referente ao
peptideo.

O espectro de massa referente a fragdo em destaque indicando a
presenca do hexapeptideo puro pode ser visto na Figura 76. E possivel
observar a presenca do peptideo com carga simples, [M+H]" = 864,50 e
também com dupla carga, [M+2H]** = 432,76, o que é comum em analises por
ESI.

101



00 4227600

80

Intensidade (%)

8645075

20+

0 - _ - L'l _ 'L . S - _ _ 1 . _ _ _ _ - _ _ _ _ : _
300 400 500 600 700 800
miz

Figura 76: Espectro de Massa do peptideo puro — presenga do peptideo com dupla carga
(IM+2H]*" = 432,76 Da) e carga simples ([M+H]" = 864,50 Da).

3.4.5 — Experimentos de Espectrometria de Massa

Pela analise do peptideo em contato com o cadmio pode-se observar no
espectro a massa do peptideo acrescida da massa do cadmio, o que indica
possivel interacao do peptideo com este metal. O espectro do peptideo com
Cd(Il) pode ser observado na Figura 77 e uma ampliacdo desse espectro, na
Figura 78. A distribuicdo monoisotdpica dos sinais referentes ao peptideo e ao
peptideo + Cd(ll) pode ser vista nas Figuras 79 e 80, respectivamente.

Foi possivel observar a massa do peptideo duplamente carregado
(IM+2H]** = 432,7567 Da) e também a massa do peptideo acrescida da massa
do cadmio ([M+Cd]** = 488,1989 Da). O total da massa é 976,3978 Da, sendo
863,50 Da referente a massa do peptideo e 112,89 Da referente a massa do

Cd. E possivel observar no espectro a diferenca de massa de 55,4422
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(55,4422 x 2 pois é duplamente carregado) mais duas unidade de massa
referente a dois “H” pois o peptideo ndo € mais ionizado pela protonacéo e sim

pelo Cd?*, totalizando a diferenca de 112,89 Da, massa referente ao cadmio.
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Figura 77: Espectro de Massa referente ao hexapeptideo + “3Cd(ll), onde é possivel observar
a massa referente ao peptideo duplamente carregado: [M+2H]2+ =432,7567 Da.
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Figura 79: Distribuicdo monoisotdpica da massa referente ao peptideo duplamente carregado
(IM+2H]*" = 432,7567 Da).
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Figura 80: Distribuicdo monoisotdpica da massa referente ao peptideo + 113Cd(II) duplamente
carregado ([M+Cd]2+ = 488,1989 Da).

Similar ao que foi observado para o cadmio, pela analise por
espectrometria de massa do peptideo em contato com o zinco foi possivel
observar no espectro a massa do peptideo acrescida da massa do Zn, o que
indica possivel interagao do peptideo com este metal. O espectro de massa do
peptideo com Zn(ll) pode ser observado na Figura 81 e uma ampliagao desse
espectro, na Figura 82. A distribuicdo monoisotdpica dos sinais referentes ao
peptideo e ao peptideo + Zn(ll) podem ser vistos nas Figuras 83 e 84,
respectivamente.

Foi possivel observar a massa do peptideo duplamente carregado
(IM+2H]** = 432,7487 Da) e também a massa do peptideo acrescida da massa
do Zinco ([M+Zn]** = 463,7054). O total da massa é de 927,4108 Da, sendo
863,50 Da referente a massa do peptideo e 63,91 Da referente a massa do
zinco. E possivel observar no espectro a diferenca de massa de 30,9568 (este

valor x 2 pois é duplamente carregado) mais duas unidade de massa referente
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a dois “H” pois o peptideo ndo é mais ionizado pela protonacéo e sim pelo Zn?*,
totalizando a diferenga de 63,91 Da, massa referente ao zinco.
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Figura 81: Espectro de Massa referente ao hexapeptideo + Zn(ll), onde é possivel observar a
massa referente ao peptideo duplamente carregado: [M+2H]2+ =432,7487 Da.
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Figura 82: Espectro de Massa ampliado do hexapeptideo + Zn(ll).
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Figura 83: Distribuicdo monoisotdpica da massa referente ao peptideo duplamente carregado

(IM+2H]*" = 432,7487 Da).
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Figura 84: Distribuicdo monoisotdpica da massa referente ao peptideo + Zn(ll) duplamente
carregado ([M+Zn]2+ = 463,7054 Da).

Pela analise do peptideo em contato com o diéxido de carbono foi
possivel observar no espectro a massa do peptideo acrescida da massa do
CO.. Entretanto, nao foi possivel concluir se ha ou nao interagdo do peptideo
com este gas, pois a massa observada pode ser também devida a formagao de
um aduto de sodio (ionizagdo com duas moléculas de Na). O espectro de
massa do peptideo com CO, pode ser observado na Figura 85 e uma
ampliacdo desse espectro na Figura 86. A distribuicdo monoisotopica dos
sinais referentes ao peptideo e ao peptideo + CO; (ou peptideo + 2Na) podem
ser vistos nas Figuras 87 e 88, respectivamente.

Foi possivel observar a massa do peptideo duplamente carregado
(IM+2H]** = 432,7487 Da) e também a massa do peptideo acrescida da massa
do CO, ou duas moléculas de sédio ([M+2Na]** = [M+2H+CO,]** = 454,7344
Da). O total da massa é de 909,4688 Da, podendo ser 863,50 Da referente a
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massa do peptideo, dois prétons pois a massa € referente ao peptideo
duplamente carregado e 44,010 Da referente a massa do CO,. Outra

possibilidade é 863,50 Da referente ao peptideo, e 45,98 Da referente massa
de dois atomos de sodio (aduto de sodio).
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Figura 85: Espectro de Massa referente ao hexapeptideo + CO,, onde é possivel observar a
massa referente ao peptideo duplamente carregado: [M+2H]2+ =432,7546 Da.
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Figura 86: Espectro de Massa ampliado do hexapeptideo em contato com CO,.
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Figura 87: Distribuicdo monoisotdpica da massa referente ao peptideo duplamente carregado

(IM+2H]*" = 432,7543 Da).
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Figura 88: Distribuicdo monoisotdpica da massa referente ao pegm'deo + CO, ou peptideo +
2Na, duplamente carregado ([M+2H+CO,]*" ou [M+2Na]** = 454,7344 Da ).

Pelo exposto, os experimentos realizados por Espectrometria de Massa
mostram possiveis interacdes do peptideo com o Zn(ll) e o Cd(ll). Entretanto,
nao é possivel concluir acerca de interagdes do peptideo com o COs. Isso nao
significa, no entanto, que a interagdo nao ocorra, uma vez que a interacado do
peptideo por este gas pode estar ocorrendo por ligagdes intermoleculares
(ligacao de hidrogénio) e nao de modo covalente. Nesse caso, as interagdes
poderiam ser facilmente rompidas na ionizagao por eletrospray, ndo sendo com
isso observadas no espectro de Massa.

3.4.6 — Experimentos de RMN (1D)

O pH de todas as solugdes preparadas de acordo com o que foi descrito

no item 3.3.6 foi medido para observar possiveis variagdes causadas por esses
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metais ou pelos gases na acidez ou basicidade dessas solugdes. Os valores

observados estao listados na Tabela 21.

Tabela 21: Valores de pH para a solugao de peptideo em diferentes condigdes.

Amostra Valor do pH
Peptideo Livre 4.1
Peptideo + Cd(ll) 4,3
Peptideo + Zn(ll) 4,2
Peptideo + CO, 4.5
Peptideo + O, 5,9

Pelos valores listados pode-se observar que a adigdo dos metais e
gases deixou a solugao do peptideo mais basica. Esse fato que vai de encontro
ao que era esperado para o CO,, uma vez que, quando dissolvido em agua, o
COz — que € um o6xido acido — forma acido carbénico (CO;, + H,O = H,CO3), o
que diminuiria o pH da solugdo. Por esse motivo, evidencia-se que o CO;
esteja interagindo com o peptideo e ndo apenas dissolvido na solugéo. Foram
adquiridos espectros de hidrogénio de todas as solugdes e, para efeitos de
comparacgao, foram preparadas solugbes do peptideo com os valores de pH
ajustados para os seguintes valores: 4,1; 4,2; 4,3; 4,4; 4,5; 4,8; 5,2; 5,5 e 5,9.

Os espectros de hidrogénio do peptideo livre e do peptideo + Cd(ll)
podem ser vistos na Figura 89. O espectro do peptideo em pH 4,3 (solugédo do
peptideo livre com pH ajustado para o pH da solugao peptideo + Cd(lIl))
também pode ser observado na Figura 89. Foi possivel observar mudangas no
valor do deslocamento quimico de alguns atomos de hidrogénio, principalmente
nas regides de hidrogénio aromatico e HN, devido a presengca do cadmio em
solucdo. E também possivel observar que a mudanca em alguns
deslocamentos quimicos na presenga do Cd foi diferente quando comparado
com o peptideo em pH 4,3, o que indica que o Cd de fato interfere no valor de
deslocamento quimico de alguns atomo de hidrogénio, principalmente da

regido aromatica, evidenciando sua interagdo com o peptideo.
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Figura 89: RMN-'H do peptideo livre, do peptideo + Cd(ll) e do peptideo em pH 4,3.

Os espectros de hidrogénio do peptideo livre e do peptideo + Zn(ll)
podem ser vistos na Figura 90. O espectro do peptideo em pH 4,2 (solugao do
peptideo em pH ajustado para o pH medido da solugdo contendo peptideo +
Zn(ll)) também pode ser observado na Figura 90. De forma analoga ao que foi
observado com o cadmio, foi possivel observar mudancas no valor do
deslocamento quimico de alguns atomos de hidrogénio do peptideo quando na
presenca do zinco, principalmente nas regides de hidrogénio aromatico e HN.
Notou-se também que na presenga do Zn essas mudancas foram diferentes
quando comparadas com o peptideo em pH 4,2, o que indica que o zinco de
fato interfere no valor de deslocamento quimico de alguns atomo de hidrogénio,
principalmente da regido aromatica, evidenciando também sua interacdo com o

peptideo.

Intensidade

Peptideo em pH 4,2

Deslocamento Quimico (ppm)

Figura 90: RMN-"H do peptideo livre, do peptideo + Zn(ll) e do peptideo em pH 4,2.
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Na Figura 91 é possivel observar uma comparagcdo dos espectros de
RMN-'H do peptideo livre, do peptideo + Zn(ll) e do peptideo + Cd(ll). Ao
compararmos zinco e cadmio, pode-se observar que a variagao em alguns
deslocamentos quimicos foi diferente, evidenciando diferente blindagem para
metais diferentes. Por exemplo, o hidrogénio referente ao anel imidazdlico da
histidina-6 foi blindado na presenga do cadmio e desblindado na presenga do

zinco.

Intensidade

Peptideo + Zn (Il)

Peptideo + Cd (Il)

02 ——— e S —_— ——— —

Peptideo

|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Deslocamento Quimico (ppm)

Figura 91: RMN-"H do peptideo livre, do peptideo + Cd(ll) e do peptideo + Zn(ll).

Na Figura 92 podem ser vistos os espectros de hidrogénio do peptideo
livre e do peptideo + CO,. O espectro do peptideo em pH 4,5 (solugdo do
peptideo livre em pH ajustado para o valor observado para a solugao contendo
COy) pode ser visto na Figura 92. Também é possivel observar mudangas no
valor do deslocamento quimico de alguns atomos de hidrogénio e a diferenga
em certos valores quando comparados com o peptideo em pH 4,5, o que indica
que este gas de fato interfere no valor de deslocamento quimico de atomos de
hidrogénio, principalmente da regidao aromatica. Essa diferenca e o valor do pH
encontrado para a solugao peptideo + CO; evidenciam a interagao do peptideo

com o CO.,.
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Figura 92: RMN-"H do peptideo livre, do peptideo + CO, e do peptideo em pH 4,5.

Os espectros de hidrogénio do peptideo livre e do peptideo + O, podem
ser vistos na Figura 93. O espectro do peptideo em pH 5,9 (solugdo do
peptideo com pH ajustado para o pH da solugdo contendo o peptideo + Oy)
também pode ser observado na Figura 93. Foi possivel observar mudangas do
valor do deslocamento quimico de alguns atomos de hidrogénio e que essas
mudancgas sao diferentes quando comparadas com o peptideo em pH 5,9, o
que pode indicar que este gas de fato interfere no valor de deslocamento

quimico de alguns atomos de hidrogénio, principalmente da regidao aromatica.

Intensidade
L

Peptideo em
E pH5,9

----------------------------------------------

Deslocamento Quimico (i)pm)

Figura 93: RMN-"H do peptideo livre, do peptideo + O, e do peptideo em pH 5,9.

Na Figura 94, para comparagao entre os espectros, estao representados

os espectros de RMN-"H do peptideo livre, do peptideo + CO. e do peptideo +
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O,. E possivel observar que a variacdo em alguns deslocamentos quimicos foi

diferente quando comparamos diéxido de carbono e oxigénio.

Intensidade

AR A s A s L
87 86 85 84 83 82 81 8.0 79 78 77 76 75 74 73 72 71 7.0 6.9 68
Deslocamento Quimico (ppm)

Figura 94: RMN-"'H do peptideo livre, do peptideo + CO; e do peptideo + Os,.

Assim, foi possivel observar que os metais e os gases causaram
mudangas nos deslocamentos quimicos de alguns atomos de hidrogénio,
principalmente nas regides de hidrogénio aromatico e HN, o que envolve as
cadeias laterais das histidinas e argininas, fato que sugere possiveis variagdes
estruturais no peptideo. Para verificar essa variacdo estrutural, as estruturas

foram determinadas utilizando-se dados de RMN e calculos estruturais.
3.4.7 — Experimentos de RMN (2D)

Todos os hidrogénios e carbonos foram assinalados utilizando-se os
espectros obtidos pelos experimentos TOCSY, ROESY e HSQC ('H-"3C). Isso
permitiu assinalar os atomos de hidrogénio do peptideo que estdo em contato
com Zn, CO;, e Cd, como observado nos espectros 1D.

Nao foi possivel realizar o assinalamento completo dos atomos de
hidrogénio da solugédo do peptideo + O,. Os sinais obtidos no espectro a partir
do experimento TOCSY n&o foram da mesma qualidade dos experimentos
realizados com os metais e o diéxido de carbono, devido a presenca do O,. O
espectro obtido a partir do experimento ROESY também apresentou uma

quantidade menor de sinais, o que dificultou o assinalamento sequencial. Estes
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problemas podem ter ocorrido devido a maior solubilidade deste gas em agua
e/ou também pelo fato do O, ser paramagnético, o que poderia levar a um
alargamento dos sinais do espectro, o que é observado em alguns sinais no
espectro 1D (Figura 93).

Pelos espectros ROESY foi possivel observar a existéncia de diferentes
ROEs quando comparado o peptideo nos diferentes meios estudados, o que
evidencia diferentes conformagdes do peptideo nesses meios.

Os assinalamentos dos atomos de hidrogénio e carbono do peptideo
livre, peptideo + Cd(ll), peptideo + Zn(ll) e peptideo + CO, estao listados nos
Anexos 21, 22, 23 e 24, respectivamente.

Algumas regiées dos espectros TOCSY, ROESY, HSQC ('H-"°C) das
regioes alifatica e aromatica podem ser observados nos Anexos 25, 26, 27 e 28
para o peptideo livre, nos Anexos 29, 30, 31 e 32 para o peptideo + Cd(ll), nos
Anexos 33, 34, 35 e 36 para o peptideo + Zn(ll) e nos Anexos 37, 38, 39 e 40
para o peptideo + COs,.

Os valores de deslocamento quimico de cada atomo de hidrogénio do
peptideo livre foram subtraidos do valor do deslocamento quimico para os
mesmos atomos quando em contato com cadmio, zinco e dioxido de carbono
para observar as variagdes que esses metais e o CO, causaram nos valores de
deslocamento quimico, e qual residuo de aminoacido sofreu maior variagéo. Os
graficos com os valores destas diferencas podem ser vistos nas Figuras 95, 96,
97, 98, 99 e 100 para os residuos de aminoacidos histidina-1, arginina-2,

fenilalanina-3, leucina-4, arginina-5 e histidina-6, respectivamente.

0,1
cd(In
g_ 0,05 = 7Zn(N)
L Cco2
[Ze]
Q [
O p—
I!A 1.HB 1.!>2 1.HE1
-0,05

Histidina-1

Figura 95: Diferenga entre os valores de deslocamento quimico dos atomos de hidrogénio da
histidina-1 do peptideo livre quando comparado com a presencga de Cd(ll), Zn(ll) e CO, para a
Histidina-1.
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-0,06 -

Arginina-2

Figura 96: Diferenca entre os valores de deslocamento quimico dos atomos de hidrogénio da
arginina-2 do peptideo livre quando comparado com a presenca de Cd(ll), Zn(ll) e COs.

0,14 -

0,09 - = cd(ll)
c ® Zn(11)
Q.
2 004 - co2
[Ze)
<

001 s N 3 3lHB  3HD 3HE 3z

-0,06 - .

Fenilalanina-3

Figura 97: Diferenca entre os valores de deslocamento quimico dos atomos de hidrogénio da
fenilalanina-3 do peptideo livre quando comparado com a presenca de Cd(ll), Zn(ll) e CO..

0,14 -
= cd(in)

0,09 - = Zn(ll)
£ co2
£ 0,04 -
[Ze)
L]

0017 4 uN 4l; 4IB 1-3 Jl 4.[2

0,06 -

Leucina-4

Figura 98: Diferenca entre os valores de deslocamento quimico dos atomos de hidrogénio da
leucina-4 do peptideo livre quando comparado com a presenca de Cd(ll), Zn(ll) e CO..
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Figura 99: Diferenga entre os valores de deslocamento quimico dos atomos de hidrogénio da
arginina-5 do peptideo livre quando comparado com a presenga de Cd(ll), Zn(ll) e CO..
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0 I- - . | M I
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-0,05 Lo
Histidina-6 co2

Figura 100: Diferenga entre os valores de deslocamento quimico dos atomos de hidrogénio da
histidina-6 do peptideo livre quando comparado com a presenga de Cd(ll), Zn(ll) e CO..

Foi possivel observar que a grande maioria dos atomos de hidrogénio do
hexapeptideo apresentou variagdo no deslocamento quimico quando em
presenca dos metais e gas estudados. Pelos graficos apresentados é também
observado variagdes envolvendo as histidinas e argininas, possiveis

aminoacidos envolvidos nas interagcbes com os metais e o0 gas.
3.4.8 — Calculo de Estrutura e Analise por RMN

Com os valores dos deslocamentos quimicos dos hidrogénios Hq, Hp €
Hn, juntamente com os assinalamentos dos carbonos C, e Cg, foi possivel
calcular os angulos diedro para o hexapeptideo, assim como para o peptideo +

Cd(ll), peptideo + Zn(ll) e peptideo + CO,, utilizando-se o programa TALOS. A
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lista com os angulos ® e W calculados para todas as condigbes estudadas

encontram-se na Tabela 22.

Tabela 22: Angulos de diedros ® e W calculados para o peptideo, peptideo + Cd(ll), peptideo +
Zn(ll) e peptideo + CO,.

Peptideo Peptideo + Cd(ll) | Peptideo + Zn(ll) Peptideo + CO,

Aminoacido | ®(°) W) | ®(0) YO | o) YO | o) WO
1.H - - - - - - - -

2.R -131 147 -97 131 -08 142 -103 133

3.F -121 136 -106 125 -113 121 -105 126

4.L -104 130 -94 127 -85 131 -94 131

5.R -129 154 -88 142 -97 141 -84 138
6.H - - - - - - - -

Notou-se que o peptideo nos diferentes meios apresentou diferentes
valores para os angulos ® e W, o que pode gerar uma possivel confirmagao de
que que a presenga de cadmio, zinco e didxido de carbono influenciaram na
estrutura do hexapeptideo em solucéo.

Os ROEs assinalados pelo espectro ROESY foram convertidos em
restricbes de distancia. Estas restricdes de distancias, juntamente com os
angulos diedros foram os parametros utilizados para realizar os calculos
estruturais e determinar a estrutura do hexapeptideo e também do
hexapeptideo nos diferentes meios.

A sobreposicao das 20 estruturas mais estaveis (de menor energia)
calculadas referente ao hexapeptideo livre pode ser vista na Figura 101. As
estruturas calculadas foram obtidas com 127 restricbes de distancias, uma
médias de 21,16 ROEs por residuo de aminoacido, valor acima da média de 15
ROEs por residuo para se obter uma estrutura de maior confiabilidade.*> O
valor do RMSD para a sobreposigcdo das 20 estruturas, incluindo todos os
atomos foi de 0,478.
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Peptideo

Figura 101: Sobreposicao das 20 estruturas mais estaveis calculadas para o hexapeptideo em
solugao.

Observou-se que o peptideo ndo apresenta uma boa estruturagao, e
com isso, apresenta uma maior mobilidade, fato que ja era esperado devido ao
pequeno tamanho do peptideo. Notou-se uma maior flexibilidade (menor
estruturacdo) para os residuos de aminoacidos proximos as extremidades
como as histidinas e as argininas, o que também é esperado para aminoacidos
terminais. Foi observada também uma melhor estruturagdo para os residuos
fenilalanina-3 e leucina-4 e também certa proximidade entre as cadeias laterais
destes residuos.

A sobreposicdo das 20 estruturas mais estaveis (de menor energia)
calculadas para o hexapeptideo + Cd(ll) pode ser vista na Figura 102. As
estruturas calculadas foram obtidas com 136 restricbes de distancias, uma
médias de 22,66 ROEs por residuo de aminoacido. O valor do RMSD para a

sobreposic¢ao das 20 estruturas, incluindo todos os atomos foi de 0,504.
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Peptideo + Cd(Il)

Figura 102: Sobreposi¢cao das 20 estruturas mais estaveis calculadas para o hexapeptideo +
Cd(Il) em solugao.

Observou-se que o peptideo continuou nao apresentando uma boa
estruturagcédo, e com isso, também apresentou uma maior mobilidade. Analogo
ao que foi observado anteriormente para o hexapeptideo puro, notou-se uma
maior flexibilidade (menor estruturagdo) para os residuos de aminoacidos
proximos as extremidades (histidinas e argininas) e uma melhor estruturacao
para os residuos fenilalanina-3 e leucina-4. Entretanto, observou-se que as
cadeias laterais da fenilalanina-3 e leucina-4 ndo se encontram mais proximas,
como observado para o hexapeptideo livre, fato que evidencia que o a
presenga do Cd(ll) de fato influencia na estrutura desse hexapeptideo em
solucdo. Outra diferenca esta no fato de as cadeias laterais das argininas se
encontrarem em posi¢cdes opostas quando o peptideo esta em contato com
cadmio (para o peptideo livre, as cadeias laterais das argininas encontram-se
do mesmo lado), sendo esse mais um indicio de que este metal influencia na
estrutura do peptideo em solugéo.

A sobreposicao das 20 estruturas mais estaveis (de menor energia)
calculadas para o hexapeptideo + Zn(ll) pode ser vista na Figura 103. As
estruturas calculadas foram obtidas com 139 restricbes de distancias, uma
médias de 23,16 ROEs por residuo de aminoacido. O valor do RMSD para a

sobreposic¢ao das 20 estruturas, incluindo todos os atomos foi de 0,291.
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Peptideo + Zn(ll)

Figura 103: Sobreposicao das 20 estruturas mais estaveis calculadas para o hexapeptideo +
Zn(Il) em solugao.

Observou-se que o peptideo apresentou uma melhor estruturacao, e
com isso, apresentou uma menor flexibilidade. Notou-se uma melhor
estruturacao dos residuos, principalmente para a histidina-6. Observou-se que
as cadeias laterais da fenilalanina-3 e leucina-4 também ndo se encontram
proximas, como observado para o hexapeptideo livre, mas se encontram em
uma disposigao semelhante aquela observada para o peptideo em presenga do
Cd(ll), fato que evidencia que a presenca do zinco também influencia na
estrutura desse hexapeptideo em solugdo. Analogo ao que foi observado para
o peptideo em contato com o cadmio, as cadeias laterais das argininas também
se encontram em posi¢gdes opostas quando o peptideo esta em contato com
zinco, diferentemente do que é observado para o peptideo livre, em que as
cadeias laterais das argininas se encontrando do mesmo lado.

A estrutura do peptideo em contato com o zinco € semelhante a
estrutura do peptideo em contato com o cadmio, o que vai de acordo com o0s
dados encontrados na literatura, em que o Cd é utilizado para mimetizar
modelos de estudos de interacdo de biomoléculas (peptideo e proteinas) com
zinco."?®'?" Entretanto, o peptideo apresenta uma melhor estruturacéo quando
em contato com o zinco.

A sobreposicdo das 20 estruturas mais estaveis (de menor energia)

calculadas referente ao hexapeptideo + CO, pode ser vista na Figura 104. As
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estruturas calculadas foram obtidas com 112 restricbes de distancias, uma
médias de 18,66 ROEs por residuo de aminoacido, valor acima da média de 15
ROEs por residuo para se obter uma estrutura de maior confiabilidade.*> O
valor do RMSD para a sobreposigcdo das 20 estruturas, incluindo todos os

atomos foi de 0,110.

Peptideo + CO2

Figura 104: Sobreposicao das 20 estruturas mais estaveis calculadas para o hexapeptideo +
CO; em solugao.

Observou-se que o peptideo apresentou uma melhor estruturacao, e
com isso, apresentou uma menor mobilidade (estrutura mais rigida). Notou-se
grande diferenca na estrutura do hexapeptideo em contato com o CO;, quando
comparada com o peptideo livre, fato que evidencia que este gas também
influencia na estrutura do hexapeptideo em solugcédo. Observou-se também uma
grande proximidade das cadeias laterais das argininas, em que 0s grupos
guanidil, mesmo com cargas positivas, se encontram proximos. O dioxido de
carbono pode ser o responsavel pela aproximagao dessas cadeias, mantendo-
as préximas devido a interacdo do CO, com os hidrogénios dos grupos guanidil
por ligagdes de hidrogénio. Um possivel modelo para a interagdo do CO, com

as argininas 2 e 5 pode ser visto na Figura 105.
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Figura 105: Modelo para a interagdo do CO, com peptideo pelas argininas 2 e 5, proposto com
base na estrutura calculada de menor energia para o peptideo quando em contato com o gas.

A sobreposicdo das 20 estruturas mais estaveis para o peptideo,
peptideo + Cd(ll), peptideo + Zn(ll) e peptideo + CO, podem ser vistas na
Figura 106.

Peptideo

Peptideo + Cd(ll) Peptideo + Zn(lIl)

Figura 106: Sobreposicao das 20 estruturas mais estaveis para o peptideo, peptideo + Cd(ll),
peptideo + Zn(ll) e peptideo + CO,.

Para verificar a afinidade dos metais (Cd e Zn) com o peptideo foi

realizada a titulacdo desses metais na solucdo do peptideo e adquiridos
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espectros de RMN de hidrogénio. Os espectros obtidos (Figuras 107 e 108)
permitiram observar 0s sinais que mais variavam que 0 aumento da
concentracao desses metais e também calcular a constante de afinidade para

cada metal.

Peptideo/Metal (4:9)
Peptideo/Metal (4:8)

o Peptideo/Metal (4:7)
Peptideo/Metal (4:6)
Peptideo/Metal (4:5)

Peptideo/Metal (4:4)
Peptideo/Metal (4:3)
Peptideo/Metal (4:2)
Peptideo/Metal (4:1
‘Peptideo/Metal (4:0
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Figura 107: Espectros de RMN-"H para o hexapeptideo em diferentes concentragdes de Cd(ll).
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Figura 108: Espectros de RMN-"'H para o hexapeptideo em diferentes concentragdes de Zn(ll).

Foi possivel observar que o sinal que mais variou com a concentragao
dos metais foi o sinal préximo a 8,3 ppm (em destaque no espectro). Este sinal
é referente ao hidrogénio HD1 (Hy do anel imidazdlico) da histidina-6. Este fato
ajuda a evidenciar a interagdo tanto do zinco como do cadmio pelo
hexapeptideo pela histidina-6, pois o hidrogénio do anel imidazolico deste

residuo foi o que mais sofreu variagdo com o aumento da concentragcao dos
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metais. Este fato também vai de acordo com as estruturas calculadas (Figura

106), em que apesar da histidina-6 estar na extremidade da estrutura,

apresentou uma grande estruturacdo quando em contato com o zinco, 0 que

pode evidenciar a interagdo deste metal por esse residuo de aminoacido.

Os sinais em destaque (indicado nas figuras 107 e 108 por uma seta)

também foram utilizados para construir um grafico descolamento quimico

versus concentracao do metal. O grafico referente ao peptideo em contato com

0 cadmio pode ser visto na Figura 109 e em contato com o zinco na Figura 110.

Pelos graficos foi possivel tendenciar os pontos pela equacao de Hill e com

isso obter o coeficiente de Hill e 0 Ky (constante de afinidade) para o peptideo

gquando em contato com os metais.
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Equation y = START + (END - START) *x
M/ (kM o+ xXM)
Adj. R-Squa
Valu Standard Err
0.5Hz START 8.34 0.02
0.5Hz END 8.5 0
0.5Hz k 0.88 0.13
0.5Hz n 1.4 0.2
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Conc. de Cd (1) (mM)

Figura 109: Grafico Deslocamento Quimico do Hy do anel imidazélico da histidina-6 versus

Concentragao de Cd(ll).
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Equation y = START + (END - START) * x*n
8.365 - / (k*n + x*n)
-
Adj. R-Squar 0.96
Value Standard Erro
8.360 ppm START 8.36 0.01
ppm END 8.34 0.02
ppm k 34 3.88
ppm n 1.15 1.13

8.355

8.350

Deslocamento Quimico (ppm)

8.345

Conc. de Zn (II) (mM)

Figura 110: Grafico Deslocamento Quimico do Hy do anel imidazdlico da histidina-6 versus
Concentragao de Zn(ll).

Pelos graficos, foi obtido um valor para Kq de 0,88.10° M para cadmio e
3,4.10‘3 M para o zinco. Estes valores indicam um valor moderado de afinidade
do peptideo tanto pelo zinco, como pelo cadmio.'?*"*° Notou-se um valor para
o coeficiente de Hill de 1,4 e 1,15 para o Cd(ll) e o Zn(ll) respectivamente.
Apesar de ser pouco recomendado utilizar o valor de “n” para determinar a
proporcao,'?® observou-se que o peptideo tende a ter uma proporgao de 1:1 de
peptideo/metal, fato também observado pelos experimentos de Espectrometria

de Massa

3.4.9 — Experimentos de Mobilidade Ionica

Os espectros de fragmentagdo (MS/MS) dos ions [M+Cd]** = 488,7191
Da e [M+Zn]** = 463,7235 Da podem ser vistos nas Figuras 111 e 112,
respectivamente. Foi possivel observar que a fragmentacdo do ion [M+Cd]**
gerou os fons [M+2H]** = 432,7714 Da e [M+3H]** = 288,8480 Da, fragmento
referente a perda do cadmio. A fragmentacdo do ion [M+Zn]** gerou o ion
[M+3H]** = 288,8406 Da, fragmento referente a perda do zinco. Este fato indica

que tanto o Cd como o Zn possivelmente estado ligados ao peptideo.
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Figura 111: Espectro de MS/MS referente ao ion precursor [M+Cd]2+ =488,7191 Da e os ions
fragmentos gerados [M+2H]2+ =432,7714 Da e [M+3H]3+ = 288,8480 Da.
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Figura 112: Espectro de MS/MS referente ao ion g)recursor [M+Zn]2+ = 463,7235 Da e o ion
fragmento gerado [M+3H]>* = 288,8406 Da.

Os espectros de Mobilidade I6nica referentes a massa do peptideo livre
(IM+2H]** = 432,7714 Da), peptideo + Cd(ll) ([M+Cd]** = 488,7191 Da) e
peptideo + Zn(ll) ((M+Zn]** = 463,7235 Da), podem ser vistos nas Figuras 113,

114 e 115, respectivamente. Observou-se um Drif Time de 3,55, 3,85 e 3,82 ms
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para o peptideo, peptideo + Cd(ll) e peptideo + Zn(ll), respectivamente. O
peptideo na presenca dos metais apresentou tempos semelhantes de
separagdao, o que indica uma area de colisdo semelhante para as duas
estruturas, o que vai de acordo com as estruturas elucidadas por RMN.
Entretanto, o peptideo livre apresentou um menor tempo de separagdo quando
comparado na presenga dos metais, o que indica diferenga nas areas de
colisdo para as estruturas, sugerindo que o peptideo na presenca dos metais
apresentariam uma conformacgao mais estendida do que o peptideo livre. Esta

fato também vai de acordo com as estruturas elucidadas por RMN.

3.55 ms

5 ‘
Drift Time (mill secs)

4300 4305 4310 4315 PEX] 435 450 4335 2340 4345 2350 4355
miz

Figura 113: Espectro de Mobilidade Iénica para o peptideo livre, mostrando um Drif Time de
3.55 ms.

3.85 ms

! \ | |
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Figura 114: Espectro de Mobilidade I6nica para o peptideo + cadmio, mostrando um Drif Time
de 3.85 ms.
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Figura 115: Espectro de Mobilidade I6nica para o peptideo + zinco, mostrando um Drif Time de
3.82 ms.

As mobilidades ibnicas para as fragmentacbes (MS/MS) dos ions
[M+Cd]** = 488,7191 Da e [M+Zn]** = 463,7235 Da podem ser vistos nas
Figuras 116 e 117, respectivamente. Foi possivel observar grande diferenga de
mobilidade entre ions duplamente carregados e triplamente carregados. lons
com trés cargas irao sofrer maior influéncia do campo elétrico do que os ions
com duas cargas. Com isso, ions triplamente carregados apresentam menor

drift time.
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Figura 116: Espectro de Mobilidade I6nica para a fragmentagéo do ion [M+Cd]2+ =488,7191
Da (proximo a 3,8 ms) em que é possivel observar a mobilidade do ion [M+3H]3+ = 288,8480
Da (préximo a 2,7 ms).
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Figura 117: Espectro de Mobilidade Iénica para a fragmentagéo do ion [M+Zn]2+ = 463,7235
Da (proximo a 3,8 ms) em que é possivel observar a mobilidade do ion [M+3H]3+ = 288,8480
Da (préximo a 2,7 ms).
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3.5 - Conclusao

Pela sintese do peptideo em fase sélida, juntamente com a etapa de
purificacdo foi possivel obter maiores quantidades desta biomolécula, o que
viabilizou determinar sua estrutura tridimensional e também realizar estudos de
interacdo com metais e gases.

A Espectrometria de Massa possibilitou caracterizar o peptideo sintético,
caracterizar as fragdes observadas no processo de purificagdo para identificar
a fracao de interesse e também observar possiveis interagdes do peptideo com
zinco e cadmio por espectros de MS e MS/MS. Entretanto, ndo foi possivel
concluir acerca de interagdes do peptideo com o CO, por esta técnica.

Pelos experimentos de RMN-'"H do peptideo, e também deste em
contato com Cd(ll), Zn(ll) e CO,, foi possivel observar variagbes em alguns
valores de deslocamento quimico, 0 que sugere que estes metais e gas
influenciam na estrutura deste hexapeptideo em solucgéao.

A Ressonéncia Magnética Nuclear 2D, juntamente com os calculos de
mecanica molecular, possibilitaram determinar a estrutura tridimensional do
peptideo livre e também do mesmo em contato com zinco, cadmio e didxido de
carbono. As estruturas elucidadas apresentaram diferengas entre si, indicando
que tanto estes metais quanto o CO; influenciaram na estrutura do peptideo
em solugao.

Pelas estruturas calculadas e pelas variagbes nos valores de
deslocamento quimico, foram observadas possiveis interacbes do peptideo
com o cadmio e com o zinco na cadeia lateral da histidina-6. Observou-se
também interacado do peptideo com CO; pelas argininas-2 e 5.

Variagdes nos valores de descolamento quimico do peptideo em
diferentes concentragdes de cadmio e zinco permitiram calcular a constante de
afinidade do peptideo por esses metais, mostrando afinidade moderada.

Os experimentos de Mobilidade lbnica acoplado a Espectrometria de
Massa mostram que o peptideo apresenta uma conformacédo mais estendida
quando em contato com o zinco e o cadmio, e conformacao semelhante na

presenca desses metais.
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Anexos
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Anexo 1 — Estruturas e nomenclaturas para os vinte diferentes aminoacidos.
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Anexo 2

Construcao de bibliotecas de cDNAs codificadores de peptideos

antimicrobianos'*®

Extragcao do RNA total e sintese da cDNA

Amostras (10 mg) do tecido dorsal de H. punctatus contendo as glandulas granulares
foram pulverizadas com nitrogénio liquido utilizando almofariz e pistilo. O tecido animal em pé
foi transferido para um tubo Falcon de 15 mL com 4 mL de solugao de Trizol® (Invitrogen),
seguindo o protocolo do fabricante. A quantidade de RNA total foi determinada em
espectrofotdbmetro e a integridade avaliada em gel de agarose desnaturante com formaldeido.
Uma fragéo enriquecida com poli-A+ foi obtida por RT-PCR a partir de 200 ug de RNA total,
utilizando uma resina associada a oligo-dT do kit Oligotex® (QIAGEN®), conforme
recomendagdes do fabricante. Foram utilizados 4 ug do RNA-poliA+ resultando na construgao
da biblioteca de cDNAs, utilizando a técnica de RT-PCR. A sintese de cDNA a partir de mRNA
foi feita utilizando-se um oligonucleotideo oligo-dT e uma transcriptase reversa (Invitrogen)
seguindo protocolo do fabricante.

Amplificagdao dos cDNAs por PCR

Para identificar os genes codificadores dos peptideos presentes em H. punctatus foi
utilizada a técnica de PCR (Reagado da Polimerase em Cadeia). Os cDNAs gerados foram
submetidos a uma reagdo de PCR com os oligonucleotideos especificos. As reagdes foram
realizadas em volumes de 25 L contendo 2 ug de cDNA, 10 mM de Tris- HCI pH 8,4, 2 mM
MgCl,, 50 mM KCI, 200 mM de cada dNTP, 500 nM de cada oligonucleotideo e 0,1 U-uL-1 de
Taqg DNA polimerase, para cada amostra de DNA.

A amplificagdo foi realizada em termociclador (Eppendorf®) sob as seguintes
condigbes: desnaturagao prévia a 94°C por 2 min; repeticao de 30 ciclos a 94°C por 45 s
(desnaturacgao); anelamento dos oligonucleotideos por 45 s; 72°C por 2 min (extensdo da DNA
polimerase) e ao final uma extensao a 72°C por 5 min.

Clonagem dos produtos de PCR, transformacdao dos clones e purificagdo dos
plasmideos.

Os fragmentos amplificados por PCR foram separados e visualizados por eletroforese
em gel 0,8% (p/v) de agarose. Os fragmentos de DNA excisados do gel foram purificados
utilizando-se o kit “Geneclean” (Bio 101 System). Os fragmentos purificados foram entao
ligados a 50 ng de vetor comercial pGEM-T easy (Promega), na razdo molar de 3:1
(inserto:vetor), com 4 U/uL T4 DNA ligase e tampéao 1x. Para a transformagéo do sistema de
ligacdo em Escherichia coli por eletroporagao foram utilizados tubos com aliquotas de 40 L de
células competentes de E. coli linhagem DH5a. O sistema de ligagao foi adicionado as células
e o conteudo do tubo foi transferido para uma cubeta de eletroporagao estéril de 0,1 cm e
aplicou-se a corrente em um eletroporador Bio-Rad Gene Pulser TM com os seguintes
parametros: 1,8 kV de voltagem, 200 Q de resisténcia e 25 yF de capacitancia.

Clones positivos foram inoculados em tubos de vidro contendo 3,5 mL de meio LB-
amp e incubados por 16 h a 37°C em estufa a 300 rpom. Todo o material foi centrifugado e o
DNA plasmidial foi extraido conforme protocolos padrdes em biologia molecular e
posteriormente armazenado a - 20°C.
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Analise e alinhamento de sequéncias nucleotidicas e peptidicas.

Os fragmentos clonados (500 ng de vetor) foram sequenciados em um sequenciador
automatico ABI, utilizando-se 4 pmols de oligonucleotideos gerais T7, SP6, reverso e universal.
As sequéncias obtidas foram submetidas a um banco dados de dados do GeneBank e
SwissProt pelos programas “BLASTn” e “BLASTp”, pelo enderego eletrbnico do NCBI
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/blast/Blast.cgi). A sequéncia consenso foi obtida pela analise dos
alinhamentos multiplos das sequéncias dos fragmentos génicos, por meio dos programas
“gelassemble” e “pileup” do GCG (Universtiy of Wisconsin), para determinagdo da sequéncia
completa dos genes. A analise de dominios dos genes foi feita pelo programa “CDD-Search”
utilizando-se o banco de dominios conservados (Conserved Domain Database), também do
NCBI. As sequéncias de aminoacidos obtidas para os peptideos foram submetidas ao banco
dados do GeneBank e SwissProt pelo programa “BLASTp”. A massa molecular e ponto
isoelétrico das proteinas preditas foram determinados por programas do “Expasy”
(http://ca.expasy.org/tools/pi_tool.html e http://www.up.univ-mrs.fr/cgi-wabim/acompo- p.pl).
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Anexo 3

Atomo 5 (ppm) Atomo 5 (ppm) Atomo 5 (ppm)
1.HN 7,083 6.HN 8,493 11.HN 7,449
1.CA - 6.CA 57,128 11.CA -
1.HA 4,230 6.HA 5,43 11.HA 4,716
1.CB 30,740 6.CB 40,787 11.CB 41,517
1.HB2 3,107 6.HB2 2,777 11.HB2 2,524
1.HB1 3,107 6.HB1 2,884 11.HB1 2,524

6.CD1 139,719
2.HN - 6.HD1 6,938 12.HN 8,419
2.CA 62,047 6.CD2 139,719 12.CA 54,428
2.HA 4,463 6.HD2 6,938 12.HA 4,117
2.CB 69,959 6.CE1 109,851 12.CB 42,769
2.HB 4,216 6.HE1 6,74 12.HB2 1,114
2.CG2 21,532 6.CE2 109,851 12.HB1 1,62
2.HG21 1,182 6.HE2 6,74 12.CG 26,454
12.HG 1,025
3.HN 8,807 7.HN 9,053 12.CD1 25,687
3.CA 45,558 7.CA - 12.HD11 0,53

3.HA2 4,030 7.HA 4,875 12.CD2 22,523

3.HA1 4,189 7.CB - 12.HD21 0,603
7.HB 4,75

4 HN 8,221 7.CG2 22,084 13.HN 8,821

4.CA 56,242 7.HG2 1,337 13.CA 59,211

4 HA 5,574 13.HA 4,058

4.CB 48,009 8.HN 9,269 13.CB 38,784

4.HB2 2,566 8.CA 61,061 13.HB 0,736

4.HB1 2,977 8.HA 4,293 13.CG1 26,429

8.CB 62,655 13.HG1 0,784
5.HN 9,134 8.HB2 4,052 13.CD1 11,805
5.CA - 8.HB1 4,052 13.HD1 0,571
5.HA 4,795 13.CG2 17,273
5.CB 31,012 9.HN 7,602 13.HG2 0,438

5.HB2 3,238 9.CA 55,914
5.HB1 3,266 9.HA 4,433 14 HN 8,200
5.CD1 127,97 9.CB 32,705 14.CA 54,608
5.HD1 6,923 9.HB2 1,707 14.HA 5,056
5.CZ2 101,888 9.HB1 1,96 14.CB 46,400
5.HZ2 7,293 9.CG 24,954 14.HB2 2,726
5.CH2 116,72 9.HG1 1,431 14.HB1 2,967
5.HH2 6,919 9.HG2 1,494
5.CZ3 120,725 9.CD 28,774 15.HN 8,297
5.HZ3 7,002 9.HD 1,687 15.CA 58,047
5.CE3 116,095 9.CE 41,915 15.HA 4,491
5.HE3 7,279 9.HE 3,003 15.CB 64,263

15.HB2 3,977
10.HN 8,033 15.HB1 3,977
10.CA 45,277
10.HA2 3,623
10.HA1 4,272

Anexo 3: Assinalamento dos atomos de hidrogénio e carbono para o peptideo KGD.
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Anexo 4

3.6r

3.8-

3.9-

(ppm)

4.1

a2
A0.HN 10.HAT

4.4

4.5-

4.6t . . . . .
8.5 84 8.3 8.2 8.1 8.0 7.9 7.8 77 7.6 75

(ppm)

Anexo 4: Espectro TOCSY do peptideo KGD, mostrando os sistemas de spins da glicina-10 e
serina-15, além dos sinais referentes aos hidrogénios amidicos da lisina-9 e da leucina-12.
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Anexo 5

58

59

60

61

(ppm)

62-

aB.HB# 8.CB

63-

64r-

65-

4.7 4.6 4.5 4.4 4.3 4.2 4.1 4.0 3.9 3.8

(ppm)

Anexo 5: Espectro HSQC-editado (1H-1sC) da regido alifatica referente ao peptideo KGD. A cor
vermelha representa sinal com valor de intensidade negativo no espectro (CH;) e a cor preta
representa sinal com valor positivo. Isso possibilita identificar os, por exemplo, os hidrogénios B
(grupo CH,) referente aos residuos serina-8 e serina-15, observados no espectro acima.
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Anexo 6

100 _5HZ25.022
\'id
110
— 5.HH2 5.CH2
8 £
HZ35.023
£ 20 )
5.HD1 5.CD1
130
- 6.HD1 6.CD1
140
150k : : . . : : :
7.6 7.4 7.2 7.0 6.8 6.6 6.4 6.2
(ppm)

Anexo 6: Espectro HSQC-editado (1H-13C) referente a regido aromatica para o peptideo KGD.
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Anexo 7

4.9-
5.0r
4 HA 14 HA

—
£
Q.
Q
N

5.1

5.2r

5.3-

5.83 5.78 5.73 5.68 5.63 5.58 5.53 5.48 5.43 5.38 5.33

(ppm)

Anexo 7: Espectro de NOESY referente ao peptideo KGD, em que é possivel observar a
existéncia de NOE entre os residuos cisteina-4 com cisteina-14.

4.85F

4.95-

5.05¢

(ppm)

5.15-

5.20r

5.25-

3.16 3.11 3.06 3.01 2.96 2.91 2.86 2.81 276
(ppm)

Anexo 7: Espectro de NOESY referente ao peptideo KGD, em que é possivel observar a
existéncia de NOE entre os residuos cisteina-4 com cisteina-14
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Anexo 8

(ppm)

0.3
0.4 ' bs.°sz 5.HZ2 13.HG21 13.HG22
0.5
5.HZ2 13.HD11
% |
0.6 ,
o 5.HZ2 13.HB
N
RILD
0.8 0
0.9 !

7.61 7.56 7.51 7.46 7.41 7.36 7.31 7.26 7.21 7.16
(ppm)

7.1 7.06 7.01 6.9

Anexo 8: Espectro NOESY referente ao peptideo KGD, em que € possivel observar a
existéncia de NOE entre os residuos triptofano-5 com isoleucina-13.
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Anexo 9

Atomo 5 (ppm) Atomo 5 (ppm) Atomo 5 (ppm)
1.HN - 6.HN 8,494 11.HN 7,482
1.CA 53,22 6.CA 50,943 11.CA 52,929
1.HA 4,297 6.HA 5,397 11.HA 4,730
1.CB - 6.CB 41,154 11.CB 41,302
1.HB1 - 6.HB2 2,885 11.HB2 2,587
1.HB2 - 6.HB1 2,782 11.HB1 2,536
1.CD2 119,921 6.CD1 134,391
1.HD2 7,197 6.HD1 6,949 12.HN 8,45
1.CE1 139,118 6.CD2 134,391 12.CA 49,337
1.HE1 8,441 6.HD2 6,949 12.HA 4,109

6.CE1 116,687 12.CB 32,597
2.HN 8,684 6.HE1 6,75 12.HB2 1,100
2.CA 53,846 6.CE2 116,687 12.HB1 1,044
2.HA 4,500 6.HE2 6,75 12.CG 42,31
2.CB 58,700 12.HG 1,606
2.HB 4,206 7.HN 9,014 12.CD1 30,26
2.CG2 29,684 7.CA - 12.HD11 0,125
2.HG21 1,234 7.HA 4,851 12.CD2 30,26
7.CB - 12.HD21 0,125

3.HN 8,722 7.HB 4,741
3.CA 43,976 7.CG2 30,001 13.HN 8,799

3.HA2 4,054 7.HG2 1,337 13.CA 52,177

3.HA1 4,206 13.HA 4,063

8.HN 9,253 13.CB 40,027
4 HN 8,270 8.CA 49,496 13.HB 0,740
4.CA 50,411 8.HA 4,294 13.CG1 27,144
4 HA 5,596 8.CB 54,24 13.HG1 0,436
4.CB 45,361 8.HB2 4,057 13.CD1 23,928

4.HB2 2,592 8.HB1 4,057 13.HD1 0,566

4.HB1 3,000 13.CG2 27,128
9.HN 7,626 13.HG2 0,432

5.HN 9,16 9.CA 50,184

5.CA - 9.HA 4,428 14 HN 8,200

5.HA 4,79 9.CB 35,046 14.CA -

5.CB 35,360 9.HB2 1,851 14.HA 5,088

5.HB2 3,267 9.HB1 1,851 14.CB 44,579
5.HB1 3,267 9.CG 33,21 14 .HB2 2,757
5.CD1 127,382 9.HG 1,691 14.HB1 2,986
5.HD1 6,922 9.CD 35,33
5.CZ2 111,99 9.HD 3,215 15.HN 8,310
5.HZ2 7,283 15.CA 51,454
5.CH2 120,757 10.HN 8,061 15.HA 4,501
5.HH2 6,912 10.CA 43,831 15.CB 55,172
5.CZ3 123,233 10.HA2 4,259 15.HB2 4,005
5.HZ3 6,997 10.HA1 3,643 15.HB1 4,005

Anexo 9: Assinalamento dos atomos de hidrogénio e carbono para o peptideo RGD.
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Anexo 10

Atomo 5 (ppm) Atomo 5 (ppm) Atomo 5 (ppm)
1.HN - 6.HN 8,500 11.HN 7,579
1.CA 54,740 6.CA 57,199 11.CA -
1.HA 4,294 6.HA 5,383 11.HA 4,77
1.CB - 6.CB 40,810 11.CB 41,14
1.HB1 - 6.HB2 2,885 11.HB2 2,585
1.HB2 - 6.HB1 2,786 11.HB1 2,635
1.CD2 115,367 6.CD1 139,381
1.HD2 7,205 6.HD1 6,933 12.HN 8,509
1.CE1 147,557 6.CD2 139,381 12.CA 54,533
1.HE1 8,44 6.HD2 6,933 12.HA 4,104

6.CE1 110,027 12.CB 42,645
2.HN 8,684 6.HE1 6,736 12.HB2 1,618
2.CA 62,013 6.CE2 110,027 12.HB1 1,618
2.HA 4,500 6.HE2 6,736 12.CG 26,508
2.CB 70,112 12.HG 1,07
2.HB 4,205 7.HN 9,043 12.CD1 25,709
2.CG2 21,585 7.CA - 12.HD11 0,63
2.HG21 1,235 7.HA 4,880 12.CD2 25,709
7.CB - 12.HD21 0,63
3.HN 8,720 7.HB 4,749
3.CA 45,511 7.CG2 22,11 13.HN 8,806

3.HA2 4,203 7.HG2 1,357 13.CA 59,235

3.HA1 4,052 13.HA 4,069
8.HN 9,252 13.CB 38,894

4 HN 8,277 8.CA 60,732 13.HB 0,750

4.CA 56,255 8.HA 4,297 13.CG1 -

4 HA 5,595 8.CB 62,641 13.HG1 -

4.CB 47,889 8.HB2 3,974 13.CD1 11,925

4.HB2 3,003 8.HB1 3,974 13.HD1 0,584

4.HB1 2,596 13.CG2 17,296
9.HN 7,876 13.HG2 0,447

5.HN 9,159 9.CA -

5.CA - 9.HA 4,78 14 HN 8,207

5.HA 4,793 9.CB 29,026 14.CA 54,639

5.CB 31,057 9.HB2 3,149 14.HA 5,083

5.HB2 3,243 9.HB1 3,410 14.CB 46,507
5.HB1 3,243 9.CD2 112,824 14.HB2 2,98
5.CD1 127,829 9.HD2 7,336 14.HB1 2,98
5.HD1 6,921 9.CE1 145,333
5.CZ2 102,112 9.HE1 8,579 15.HN 8,309
5.HZ2 7,294 15.CA 58,014
5.CH2 116,717 10.HN 8,122 15.HA 4,501
5.HH2 6,913 10.CA 45,487 15.CB 64,248
5.CZ3 120,844 10.HA2 3,655 15.HB2 3,999
5.HZ3 7,001 10.HA1 4,200 15.HB1 3,999
5.CE3 116,24
5.HE3 7,271

Anexo 10: Assinalamento dos atomos de hidrogénio e carbono para o peptideo HGD.
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Anexo 11

3.6 10.HN 10.HN 10.HA2 10.HA1
3.7
3.8f
3.9
- . 15.HN 15.HN 15.HB1 15.HB2
2 4.0
&
4.1t
4.2r ~_10.HN 10.HN 10.HA1 10.HA2
4.3
4.4+
‘15.HN 15.HA
4.5
4.6 1 . . . . . . 1 . .
8.5 8.4 8.3 8.2 8.1 8.0 7.9 7.8 7.7 7.6 7.5
(ppm)

Anexo 11: Espectro TOCSY do peptideo RGD, mostrando os sistemas de spins da glicina-10 e
serina-15, além dos sinais referentes aos hidrogénios amidicos da lisina-9 e da leucina-12..
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Anexo 12

36 10.HN 10.HN 10.HA2 10.HA1

3.7

3.8-
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15.HN 15.HN 15.HB1 15.HB2

4.0r

(ppm)

210.HN 10.HN 10.HA1 10.HA2

4.2r

4.4-

4.6t . . . . . . . . . \
8.6 8.5 84 8.3 8.2 8.1 8.0 7.9 7.8 77

(ppm)

Anexo 12: Espectro TOCSY do peptideo HGD, mostrando os sistemas de spins da glicina-10 e
serina-15, além dos sinais referentes aos hidrogénios amidicos da lisina-9 e da leucina-12.
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Anexo 13

49
50
51+
E
Q.
Qo
~ 52r
53
54 8.HB1 8.HB2 8.CB 8.CB
15.HB1 15.HB2 15.CB 15.CB
55 =
4.6 4.5 4.4 4.3 4.2 41 4.0 3.9 3.8 3.7
(ppm)

Anexo 13: Espectro HSQC-editado (1H-1SC) da regido alifatica referente ao peptideo RGD. A

cor vermelha representa sinal com valor de intensidade negativo no espectro (CH;) e a cor
preta representa sinal com valor positivo. Isso possibilita identificar os, por exemplo, os

hidrogénios B (grupo CH,) referente aos residuos serina-8 e serina-15, observados no espectro

acima.
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Anexo 14

119}
120t
121}

122

£ 123

124

125

126

127

128-

7.5 7.4 7.3 7.2 71 7.0 6.9 6.8 6.7 6.6

Anexo 14: Espectro HSQC-editado (1H-13C) referente a regido aromatica para o peptideo RGD.
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Anexo 15

55

57

61F
63r
65F
4.6 4.5 44 4.3 4.2 4.1 4.0 3.9 3.8 3.7 3.6 3.5
(ppm)

Anexo 15: Espectro HSQC-editado (1H-1SC) da regido alifatica referente ao peptideo HGD. A

cor vermelha representa sinal com valor de intensidade negativo no espectro (CH;) e a cor

preta representa sinal com valor positivo. Isso possibilita identificar os, por exemplo, os

hidrogénios B (grupo CH,) referente aos residuos serina-8 e serina-15, observados no espectro
acima.
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Anexo 16

114f

.HH25.CH2

122

124

126

128

7.30 7.25 7.20 7.15 710 7.05 7.00 6.95 6.90 6.85 6.80 6.75
(ppm)

Anexo 16: Espectro HSQC-editado (1H-130) referente a regido aromatica para o peptideo HGD.
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Anexo 17

0.4r 5HZ25HZ213.HG11 13.HG12
0.5

£

Q.
&

0.6
0.7r
5.HZ2 13.HB
b
0.8r
7.58 7.53 7.48 7.43 7.38 7.33 7.28 7.23 718 7.13

7.08 7.03

Anexo 17: Espectro NOESY referente ao peptideo RGD, em que é possivel observar a
existéncia de NOE entre os residuos triptofano-5 com isoleucina-13.
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Anexo 18

4.87F
4.92-
4.97
5.02-
—_ 14.HB2 14.HA
£
Q. a 4HB2 14 HA
& 5.07]
J| Y
5.12-
517t
5.22¢
5.27
2.90 2.85 2.80 2.75 2.70 2.65 2.60 2.55 2.50 2.45
(ppm)
Anexo 18: Espectro NOESY referente ao peptideo RGD, em que é possivel observar a

existéncia de NOE entre os residuos cisteina-4 com cisteina-14.
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Anexo 19

4.9r

5.0r

(ppm)

5.1

5.2r

L L

5.85 5.80

5.75 5.70 5.65 5.60 5.55 5.50

5.145 5.40 5.35
(ppm)

Anexo 19: Espectro NOESY referente ao peptideo HGD, em que é possivel observar a
existéncia de NOE entre os residuos cisteina-4 com cisteina-14.
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Anexo 20

0.37
0.42-
0.47r
0.52-
£
o
L o571 ‘
0.62-
0.67F
0.72r
5.HZ2 13.HT
0.77
7.6 7.5 7.4 7.3 7.2 71
(ppm)
Anexo 20: Espectro NOESY referente ao peptideo HGD, em que é possivel observar a

existéncia de NOE entre os residuos triptofano-5 com isoleucina-13.
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Anexo 21

Atomo 5 (ppm) Atomo 5 (ppm)
1.CcA 48.922 4 .HN 8.262
1.HA 4.213 4.CA 48.744
1.CB 34.957 4 .HA 4.315
1.HB2 3.224 4.CB 42.405
1.HB1 3.224 4 .HB2 1.446
1.CD2 115.636 4 .HB1 1.446
1.HD2 7.085 4.CG 33.567
1.CE1 139.555 4 .HG 1.489
1.HE1 8.417 4.CD1 31.832
2 .HN 8.674 4 .HD11 0.778
2.CA 49.593 4.CD2 32.515
2.HA 4.335 4 .HD21 0.841
2.CB 35.927 5.HN 8.294
2.HB2 1.681 5.CA 49.592
2.HB1 1.681 5.HA 4.190
2.CG 42.388 5.CB 35.878
2.HG2 1.550 5.HB2 1.757
2.HG1 1.550 5.HB1 1.702
2.CD 42.577 5.CG 33.720
2.HD2 3.116 5.HG2 1.591
2.HD1 3.116 5.HG1 1.531
2.HE 7.116 5.CD 42.585
3.HN 8.620 5.HD2 3.162
3.CA 50.341 5.HD1 3.162
3.HA 4.603 5.HE 7.179
3.CB 40.705 6 .HN 8.567
3.HB2 3.048 6.CA 48.955
3.HB1 2.991 6 .HA 4.623
3.CD1 131.360 6.CB 34.908
3.HD1 7.229 6 .HB2 3.225
3.CE1 128.625 6.HB1 3.134
3.HE1 7.229 6.CD2 114.267
3.Cz 130.706 6 .HD2 7.286
3.HZ 7.298 6.CE1 138.183
3.CE2 128.625 6.HE1 8.562
3.HE2 7.229 6.HD1 8,355
3.CD2 131.360

3.HD2 7.229

Anexo 21: Assinalamento dos atomos de hidrogénio e carbono para o hexapeptideo.

166



Anexo 22

Atomo 5 (ppm) Atomo 5 (ppm)
1.CcA 54.856 4 .HN 8.247
1.HA 4.234 4.CA 54.834
1.CB 29.232 4 .HA 4.301
1.HB2 3.229 4.CB 42.516
1.HB1 3.229 4 .HB2 1.443
1.CD2 121.201 4 .HB1 1.443
1.HD2 7.082 4.CG 26.758
1.CE1 137.413 4 .HG 1.507
1.HE1 8.422 4.CD1 23.614
2 .HN 8.652 4 .HD11 0.779
2.CA 56.117 4.CD2 24.872
2.HA 4.332 4 .HD21 0.842
2.CB 31.110 5.HN 8.266
2.HB2 1.684 5.CA 56.117
2.HB1 1.684 5.HA 4.193
2.CG 42.922 5.CB 30.802
2.HG2 1.550 5.HB2 1.747
2.HG1 1.487 5.HB1 1.702
2.CD 43.572 5.CG 27.163
2.HD2 3.127 5.HG2 1.589
2.HD1 3.127 5.HG1 1.529
2.HE 7.098 5.CD 43.306
3.HN 8.579 5.HD2 3.161
3.CA 57.633 5.HD1 3.161
3.HA 4.610 5.HE 7.164
3.CB 39.866 6 .HN 8.532
3.HB2 3.052 6.CA 54.878
3.HB1 2.991 6 .HA 4.624
3.CD1 131.792 6.CB 29.240
3.HD1 7.233 6 .HB2 3.226
3.CE1 129.902 6.HB1 3.140
3.HE1 7.233 6.CD2 120.078
3.Cz 131.334 6 .HD2 7.279
3.HZ 7.299 6.CE1 136.478
3.CE2 129.902 6.HE1 8.547
3.HE2 7.233 6.HD1 8,385
3.CD2 131.792

3.HD2 7.233

Anexo 22: Assinalamento dos atomos de hidrogénio e carbono para o hexapeptideo + Cd(ll).
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Anexo 23

Atomo 5 (ppm) Atomo 5 (ppm)
1.CcA 55.381 4 .HN 8.263
1.HA 4.233 4.CA 54.807
1.CB 29.240 4 .HA 4.343
1.HB2 3.227 4.CB 42.980
1.HB1 3.227 4 .HB2 1.476
1.CD2 121.007 4 .HB1 1.476
1.HD2 7.110 4.CG 26.776
1.CE1 137.585 4 .HG 1.530
1.HE1 8.399 4.CD1 23.619
2.CA 56.117 4 .HD11 0.819
2.HA 4.363 4.CD2 24.867
2.CB 31.078 4 .HD21 0.865
2.HB2 1.705 5.HN 8.292
2.HB1 1.705 5.CA 55.381
2.CG 27.233 5.HA 4.229
2.HG2 1.571 5.CB 31.110
2.HG1 1.508 5.HB2 1.785
2.CD 43.621 5.HB1 1.723
2.HD2 3.161 5.CG 27.338
2.HD1 3.161 5.HG2 1.613
2.HE 7.135 5.HG1 1.571
3.HN 8.611 5.CD 43.452
3.CA 54.939 5.HD2 3.202
3.HA 4.644 5.HD1 3.202
3.CB 39.866 5.HE 7.194
3.HB2 3.077 6 .HN 8.559
3.HB1 3.012 6.CA 57.491
3.CD1 131.793 6 .HA 4.663
3.HD1 7.268 6.CB 29.853
3.CE1 129.909 6 .HB2 3.247
3.HE1 7.268 6.HB1 3.162
3.Cz 131.343 6.CD2 120.063
3.HZ 7.336 6 .HD2 7.306
3.CE2 129.909 6.CE1 136.453
3.HE2 7.268 6.HE1 8.583
3.CD2 131.793 6.HD1 8,325
3.HD2 7.268

Anexo 23: Assinalamento dos atomos de hidrogénio e carbono para o hexapeptideo + Zn(ll).
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Anexo 24

Atomo 5 (ppm) Atomo 5 (ppm)
1.CcA 55.493 4 .HN 8.247
1.HA 4.192 4.CA 54.855
1.CB 29.866 4 .HA 4.301
1.HB2 3.183 4.CB 42.916
1.HB1 3.183 4 .HB2 1.446
1.CD2 120.605 4 .HB1 1.446
1.HD2 7.043 4.CG 26.740
1.CE1 137.871 4 .HG 1.494
1.HE1 8.296 4.CD1 23.615
2.CA 56.114 4 .HD11 0.778
2.HA 4.305 4.CD2 24.865
2.CB 31.116 4 .HD21 0.842
2.HB2 1.679 5.HN 8.044
2.HB1 1.679 5.CA 55.493
2.CG 27.026 5.HA 4.193
2.HG2 1.526 5.CB 30.989
2.HG1 1.466 5.HB2 1.745
2.CD 43.563 5.HB1 1.701
2.HD2 3.118 5.CG 27.366
2.HD1 3.118 5.HG2 1.572
2.HE 7.125 5.HG1 1.551
3.HN 8.594 5.CD 43.221
3.CA 57.369 5.HD2 3.161
3.HA 4.602 5.HD1 3.161
3.CB 39.827 5.HE 7.179
3.HB2 3.053 6 .HN 8.546
3.HB1 2.970 6.CA 54.890
3.CD1 131.792 6 .HA 4.622
3.HD1 7.221 6.CB 29.241
3.CE1 129.894 6 .HB2 3.206
3.HE1 7.221 6.HB1 3.121
3.Cz 131.323 6.CD2 120.058
3.HZ 7.291 6 .HD2 7.255
3.CE2 129.894 6.CE1 136.473
3.HE2 7.221 6.HE1 8.531
3.CD2 131.792 6.HD1 8,245
3.HD2 7.221

Anexo 24: Assinalamento dos atomos de hidrogénio e carbono para o hexapeptideo + CO..
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Anexo 25
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Anexo 25: Espectro TOCSY do hexapeptideo mostrando a regido de hidrogénio amidico.
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Anexo 26
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Anexo 26: Espectro ROESY do hexapeptideo, mostrando ROE entre os residuos fenilalanina-3
e leucina-4.
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Anexo 27
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Anexo 27: Espectro HSQC-editado (1H-13C) da regido alifatica do hexapeptideo, mostrando a
regiao de Ca.
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Anexo 28
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Anexo 28: Espectro HSQC-editado (1H-13C) da regido aromatica referente ao hexapeptideo.
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Anexo 29
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Anexo 29: Espectro TOCSY do hexapeptideo + Cd(ll), mostrando a regiao de hidrogénio
amidico.
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Anexo 30
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Anexo 30: Espectro ROESY do hexapeptideo + Cd(ll), mostrando ROE entre os residuos
arginina-2 e leucina-4 (espectro superior) e histidina-1 e fenilanalina-3 (espectro inferior).
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Anexo 31
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Anexo 31: Espectro HSQC-editado (1H-13C) da regiao alifatica referente ao peptideo + Cd(ll),
mostrando a regiao de Ca.
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Anexo 32
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Anexo 32: Espectro HSQC-editado (1H-130) da regido aromatica referente ao hexapeptideo +

cd(ln).

177



Anexo 33
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Anexo 33: Espectro TOCSY do hexapeptideo + Zn(ll) mostrando a regido de hidrogénio
amidico.
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Anexo 34
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Anexo 34: Espectro ROESY do hexapeptideo + Zn(ll) mostrando ROE entre os residuos
histidina-1 e fenilalanina-3.

179



Anexo 35
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Anexo 35: Espectro HSQC-editado (1H-1SC) da regido alifatica, referente ao hexapeptideo +
Zn(I), mostrando as metilas e alguns carbonos beta e gama.

180



Anexo 36
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Anexo 36: Espectro HSQC-editado (1H-130) da regido aromatica referente ao hexapeptideo +
Zn(ll).

181
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Anexo 37
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Anexo 37: Espectro TOCSY do peptideo + CO, mostrando a regido de hidrogénio amidico.
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5 (ppm)
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Anexo 38
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Anexo 38: Espectro ROESY do peptideo + CO, mostrando a existéncia de ROE entre o

residuos arginina-2 e fenilalanina-4.
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Anexo 39
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Anexo 39: Espectro HSQC (1H-13C) da regido alifatica referente ao peptideo + CO,, mostrando
a regiao das metilas e de alguns carbonos beta e gama.
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6 (ppm)

Anexo 40
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Anexo 40: Espectro HSQC (1H-130) da regido aroméatica referente ao peptideo + CO,.
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