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RESUMO

Triptofilinas sé&o uma familia enigmética de moléculas. Desde seu descobrimento
em 1985 até hoje, pouco se sabe sobre seu papel fisioldgico, visto que nao
possuem analogos em mamiferos. Estudos com triptofilinas mostram as
diferentes atividades bioldgicas que essas moléculas podem apresentar, desde
miotropica, antimicrobiana, anticancer, e recentemente, antioxidante. No
presente trabalho, sintetizou-se um analogo da triptofilina PaT-2, encontrada na
secrecdo cutanea de Pithecopus azureus, que demonstra ter atividade inibitoria
de radicais livres de oxigénio e nitrogénio (ROS e RNS, respectivamente) em
cultura celular. O analogo nomeado de cPaT-2 possui a adicdo de Gly para
espacamento e Cys em ambas as porcdes N-terminal e C-terminal, para
promover a formacdo de uma ligacdo dissulfeto e ciclizacdo da molécula,
permitindo aproximacdo de residuos aromaticos de Phe e Trp facilitando
interacdes do tipo “mr stacking”. Em PaT-2, sdo esses 0s residuos considerados
responsaveis pela atividade antioxidante mensurada e hipotetiza-se que sua
aproximagéo em cPaT-2 leve a alteragbes em sua capacidade de receber e doar
elétrons. A sintese do peptideo foi realizada em fase sélida com seu sucesso
confirmado a partir de resultados por espectrometria de massa. Calculos
conformacionais tedricos indicam que a estrutura de menor energia do analogo
ciclico apresenta aproximacao das cadeias laterais aromaticas de Phe e Trp,
gerando potencial de interacdo das nuvens 1. Modelos obtidos a partir de
calculos tedricos mostram que os dois enxofres envolvidos na ligacao dissulfeto
dominam a atividade redox do peptideo, tornando o cPaT-2 um excelente
aceptor de elétrons mas um mal doador. Utilizando como base os resultados
tedricos preliminares obtidos e outros célculos a serem realizados futuramente,
a perspectiva € avaliar o potencial antioxidante do cPaT-2 em ensaios in vitro e
em culturas celulares, utilizando o PaT-2 como referéncia para melhor
compreensao sobre a eficiéncia da estratégia aplicada em termos de modulagéo
de atividade antioxidante.

Palavras-chave: Triptofilinas, peptideos antioxidantes, pi-stacking, ligacao
dissulfeto, sintese de peptideos em fase sélida, Pithecopus azureus.



ABSTRACT

Tryptophilins are an enigmatic family of molecules. Since their discovery in 1985,
little is known about their physiological role, since they have no analogues in
mammals. Studies with tryptophilins show the different biological activities that
these molecules can present, from myotropic, antimicrobial, anticancer, and
recently, antioxidant. In the present work, we synthesized an analog of the
tryptophilin PaT-2, recently found in the skin secretion of Pithecopus azureus,
and demonstrated to have oxygen and nitrogen free radical (ROS and RNS,
respectively) inhibitory activity in cell culture. The analog named cPaT-2 has the
addition of Gly as spacer and Cys in both N-terminal and C-terminal portions to
promote the formation of a disulfide bond and cyclization of the molecule, allowing
approximation of aromatic Phe and Trp residues facilitating t-stacking type
interactions. In PaT-2, these residues are considered responsible for the
measured antioxidant activity and it is hypothesized that their approximation in
cPaT-2 leads to changes in their ability to receive and donate electrons. The
synthesis of the peptide was performed by solid phase methodology with its
success confirmed from mass spectrometry results. Theoretical conformational
calculations indicate that the lower energy structure of the cyclic analogue
exhibits approximation of the aromatic side chains of Phe and Trp, generating
potential TT-cloud interactions. Models obtained from theoretical calculations
show that the two sulfurs involved in the disulfide bond dominate the redox
activity, making cPaT-2 an excellent electron acceptor but a poor donor. Based
on the preliminary theoretical results obtained and future calculations, the
perspective is to evaluate the antioxidant potential of cPaT-2 in in vitro assays
and in cell cultures, using PaT-2 as a means of comparison for better
understanding of the efficiency of the strategy applied in terms of modulation of
antioxidant activity.

Keywords: Tryptophillyns, antioxidant peptides, pi-stacking, disulfide bond, solid
phase peptide synthesis, Pithecopus azureus.



Tabela de aminoacidos naturais

Aminoacido

Codigo de trés letras

Codigo de uma letra

Acido aspartico Asp D
Acido glutamico Glu E
Alanina Ala A
Arginina Arg R
Asparagina Asn N
Cisteina Cys C
Fenilalanina Phe F
Glicina Gly G
Glutamina GIn Q
Histidina His H
Isoleucina lle I
Leucina Leu L
Lisina Lys K
Metionina Met M
Prolina Pro P
Serina Ser S
Tirosina Tyr Y
Treonina Thr T
Triptofano Trp W
Valina Val \%




Lista de abreviaturas

DCM - Diclorometano

DIC - N-N’-diisopropil carbodiimida
DMF - Dimetilformamida

DPPH - 2,2-difenil-1-picril-hidrazila
EDT - 1,2-etanoditiol

ELA - Esclerose lateral amiotrofica
Fmoc - 9-fluorenilmetiloxicarbonila

FRAP - Ferric reducing ability of plasma, do portugués, habilidade de reducéo
férrica do plasma

KCN - cianeto de potassio

LMWA - Low molecular weight antioxidants. do portugués antioxidantes de baixo
peso molecular

MALDI-TOF - lonizacdo/dessorcao a laser assistida por matriz - tempo de voo
NADH - dinucleétido de nicotinamida e adenina

PDB - Protein data base, do portugués, base de dados de proteinas

QTOF - quadrupolo tempo de v6o

RGB - Red green blue, do portugués vermelho verde e azul

RNS - Reactive nitrogen species, do portugués espécies reativas de nitrogénio
ROS - Reactive oxygen species, do portugués espécies reativas de oxigénio

RP-HPLC - Reverse phase high perfomance liquid chromatography, do
portugués cromatografia liquida de alto desempenho de fase reversa

SPPS - Sintese de fase solida de peptideos
tBu - terc-butila

TFA - Acido trifluoroacético

TIS - triisopropilsilano

UV - ultravioleta
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1. INTRODUCAO

1.1. Triptofilinas

Secrecdes cutaneas de anfibios, principalmente anuros, tém despertado
grande interesse dentro da comunidade cientifica pela grande variedade de
moléculas bioativas presentes em altas concentracdes (1). Dentre os anuros, a
subfamilia Phyllomedusinae é a com maior complexidade molecular de
peptideos secretados por sua pele (1). Grandes quantidades de peptideos ja
foram isolados das secre¢Bes de anfibios, entretanto existe uma parcela
consideravel que ainda nao foram caracterizados estrutural ou funcionalmente
(2). Os peptideos bioativos extraidos das secrecdes se dividem em analogos de
neuropeptideos, antimicrobianos, anticancer, agentes antivirais, antioxidantes,
fungicidas e peptideos complexantes de calmodulina (2, 3). Os analogos de
neuropeptideos sdo a segunda classe mais estudada, atras apenas dos
antimicrobianos. Tratando-se de atividade farmacologica, podem se dividir em:
angiotensinas, bombesinas, bradicininas, caeruleinas, deltorfinas, sauvaginas,
espasmolisinas, taquicininas, xenopsinas, triptofilinas e peptideos liberadores de
tirotropina (1, 3).

Alguns dos peptideos obtidos de extratos metanolicos geravam
resultados positivos em teste colorimétrico de Ehrlich, indicando presenca de
anéis indol tipicos de residuo de triptofanila (4), porém ndo possuiam correlatos
em mamiferos, diferentemente dos outros andlogos de neuropeptideos
encontrados (3). Essas moléculas foram atribuidas a familia das triptofilinas
(TPHs), com seu primeiro registro de encontro em ras do género Phyllomedusa
em 1985 (5). Triptofilinas sdo o unico grupo de peptideos extraidos de anuros
gue sao descritos unicamente por sua semelhanca quimica estrutural (3), e sua
atribuicdo foi dada em consequéncia da presenca de anéis indol presente na
molécula de Trp (6), apesar de membros atribuidos recentemente a essa familia
n&do possuirem esse motivo (2).

Com o passar do tempo, mais triptofilinas foram sendo identificadas,
apresentando entre si divergéncias estruturais. Por isso, foram divididas em trés
tipos distintos: triptofilina-1 (T1) sdo peptideos com sete ou oito residuos de
aminoacidos, com algumas caracteristicas conservadas entre as moléculas
como a dupla Lys-Pro no N-terminal e residuo de Trp na posi¢cédo 5 e de Pro na
posicdo 7, ambos referentes ao N-terminal. Triptofilina-2 (T2) é o tipo mais
diversificado, podendo variar entre 4 e 7 aminoacidos em sua estrutura, sua
maioria contém o C-terminal amidado (2), com todos contendo a dupla Pro-Trp.
As triptofilinas-3 (T3) sdo o grupo mais conservado, compostos por 13
aminoacidos, apresentando varia¢cdes conservativas apenas nas posicoes 2, 5,
6 e 13 do N-terminal. Tém como semelhanca o pGlu no N-terminal, a dupla Lys-
Pro nas posicdes 3 e 4 e a sequéncia Pro-Pro-lle-Tyr-Pro nas posi¢des 7-12 (4).



Por possuirem correlatos homologos em mamiferos, peptideos extraidos
de secrecédo de anfibios tém frequentemente atividade farmacoldgica analoga,
como no caso de atividade em musculatura lisa, liberadores de insulina e
histamina e inibidor de tripsina (3). Com isso, atividade miotrépica semelhante a
bradicinina ou atividade inibidora da mesma foram 0s primeiros a serem
profundamente estudados. Indug&o ao relaxamento de musculatura lisa caudal,
intestinal ou da bexiga de ratos foi observado em algumas triptofilinas, como em
PdT-1 (KPPAWVP), PdT-2 (DMSPPWH) e balticinina (pGIUDKPFGPPPIYPV).
Atividade inibidora de bradicinina antagonizando o relaxamento em musculatura
lisa foi encontrado em triptofilinas como a PhT-3 (pGIuDKPFWPPPIYPM) e PsT-
1 (KPPPWVPYV). Atividades antiproliferativas de células cancerigenas e
atividade antimicrobiana também foram encontrados em algumas dessas
moléculas estudadas (2-4, 7-10). Entretanto, muitas das triptofilinas encontradas
ndo apresentaram resultados nos ensaios de atividade farmacoldgica
usualmente realizados (5), rendendo pouco conhecimento sobre o papel
biolégico dessa classe de peptideos.

Em dados ainda ndo publicados, foi encontrada uma triptofilina T2 da
espécie Pithecopus azureus, de sequéncia FPPWL-NH2 nomeada PaT-2.
Segundo os autores, o0 peptideo é detectado em circunstancias que precedem a
transicao para o ambiente terrestre, ocasiao ligada ao aumento do risco de dano
oxidativo (11, 12). PaT-2 mostrou possuir atividade antioxidante nos ensaios em
que células do sistema nervoso central foram submetidas a estresse oxidativo.

1.2. Peptideos antioxidantes

Estresse oxidativo é consequéncia de um desbalanceamento do equilibrio
entre a producdo e mitigacdo de moléculas com alto potencial oxidativo, como
radicais livres (13). Dentre esses compostos altamente instaveis, 0s mais
conhecidos sdo as espécies reativas de oxigénio (ROS) e de nitrogénio (RNS),
com alguns exemplos sendo o radical superéxido (O2"), hidroxil ("OH), 6xido
nitrico (NO?), peroxinitrito (ONOO") e peroxido de hidrogénio (H202) (14).
Observa-se que os dois ultimos ndo sao radicais, entretanto sao fortes agentes
oxidantes que reagem com biomoléculas, especialmente peréxido de hidrogénio,
capaz de rapidamente se espalhar sobre membranas celulares, resultando em
morte celular (15). H202 também pode reagir através da reacdo de Fenton e
Haber-Weiss formando radical hidroxil (16), tornando-se um dos compostos com
maior capacidade de induzir estresse oxidativo. Tais compostos radicalares e
oxidantes atrelados ao estresse oxidativo sdo responsaveis pela diminuicdo da
viabilidade das células por dano oxidativo a biomoléculas (proteinas e lipideos),
dano em material genético e inducéo de apoptose (17, 18). Oxidacao lipidica
causada por ROS é uma das principais causas para degradacéao lipidica em
matrizes alimenticias e cosméticas (19). Através de alteracdes em funcdes de
sinalizacdo e acumulos de produtos oxidados, ROS também estdo ligados a



diversas doencas, dentre elas algumas degenerativas como Alzheimer,
Parkinson, Huntignton e ELA (13).

A formacgéo de moléculas causadoras de estresse oxidativo pode ocorrer
por meio de agentes enddgenos (radicais sintetizados pelo préprio organismo
como produtos da respiracdo aerébica ou produtos secundarios de processos
metabdlicos e inflamatdrios) ou exdgenos (radicais provenientes de agentes
externos como poluicdo do ar e radiacao solar) (20). O sistema de defesa do
organismo contra agentes radicalares oxidantes pode ser dividido em dois
grupos. O primeiro € constituido por compostos enzimaticos codificados por
gene. Alguns exemplos sdo peroxidase, superéxido dismutase e catalase, que
consomem ROS impedindo que ataguem outras proteinas. O segundo grupo
conta com antioxidantes de baixo peso molecular (LMWA - low molecular weight
antioxidants) que possuem atividade de coleta de ROS. Esses ultimos ndo sao
codificados por genes e podem ser sintetizados por células (NADH e carnonisa),
adquiridos por dieta (caroteno e polifendis) ou como produto residual de outra
funcionalidade do organismo, como no caso do acido urico (11).

Dentre as variadas atividades farmacoldgicas encontradas em compostos
peptidicos extraidos de anuros, sao descritos peptideos com atividade
antioxidante, sendo esses parte do extenso arsenal de peptideos codificados
geneticamente responsaveis pela defesa da pele destes animais (11). Durante
seu processo de crescimento, anfibios transitam do meio aquatico para o meio
terrestre, com isso aumentando a exposi¢ao a raios UV e a disponibilidade de
oxigénio (11, 12). Acredita-se que essa alteracdo de habitat ocasione um
aumento do surgimento de ROS enddgenos e conseqguentemente aumenta o
risco de dano oxidativo (21). Utilizando uma abordagem biorracional, ou seja,
analisando a interacdo do animal com o ambiente que habita, & possivel inferir
que anfibios, especialmente os que vivem em lugares com alto indice de
radiacdo UV, possuam um sistema ativo de defesa contra dano oxidativo e
radicais livres. Alguns desses peptideos extraidos com comprovada atividade
antioxidante estao listados na tabela 1.



Tabela 1. Peptideos antioxidantes: estruturas primarias, origem, atividade e

concentracao.
Estrutura . L ~ a
Nome o Origem Atividade Concentragéao Referéncia
priméaria
3 UM 98,52 %
Andersonin- Odorrana Inibicéo de inibicdo ABTS* Yang et al.
AOP1 FLPGLECYW andersonii ABTS* e DPPH 50 uM 93,97 % 2016 (52)
inibicdo DPPH
0,285 Trolox-
salamandrin-| FAVWGCADY | Salamandra Inibicdo de eg/mg (ABTSY) Placido et al.
RGY-NH: salamandra ABTS* e DPPH 0,081 Trolox- 2020 (55)
eg/mg (DPPH)
o TWYFITPYIP | Physalaemus Inibigo do 4,088 Trolox- | Barbosa et al.
antioxidin-I . decaimento de
DK nattereri . eg/mg 2018 (13)
fluoresceina
Atividade TEAC = 1,76
antioxidante (2,5 uM
equivalente de peptideo) Tran et al
Triptofilina L 1.2 FPWL-NH: Litoria rubella Trolox (TEAC) ICs0 = 0,52 mM 2021 (12)'
Inibicdo de DPPH (DPPH)
e atividade de 116,57 pm
reducéao férrica Fe?*/mM pep
O 80 pg/mL
Inibicdo de
S AMRLTYNKP Rana 95,9 % ABTS Yang et al.
A -RP1 ABTS*, DPPH
ntioxidin CLYGT pleuraden S o ® | 96,6 % DPPH 2009 (11)
66,4 % NO
0,
Inibigio de DPPH | 02> ¥ @200
ABTS, radical uM (DPPH) Sannasimuthu
VKYVSPTCG Arthrospira . - ) 96,44 % a 200
VH12 . hidroxil, radical e
PCH platensis superoéxido MM (ABTS) Arockiaraj(54)
P 97,58 % a 200 ‘
UM (OH-)

Mecanismos de agao antioxidante envolvem coleta de radicais livres,
inibindo transferéncia de hidrogénio (HAT) ou migracéo de um Unico elétron (EM)
em biomoléculas. Outro meio de acdo possivel € como agente quelante de
metais de transicdo, impedindo a formacéo de radicais hidroxil através da reacéo
de Fenton (20, 22-24). Além de interagir diretamente com radicais livres, estudos
in vivo mostram que peptideos antioxidantes sao capazes de interferir e modular
biomarcadores do estresse oxidativo como a peroxidacdo de lipidios, a
guantidade de ROS intracelulares e apoptose, assim como modular a resposta
antioxidante de sistemas celulares, aumentando producédo e expressao de
agentes antioxidantes enzimaticos. (25, 26).

No geral, presenca de aminoacidos com cadeias laterais contendo grupos
fendlicos (Phe e Tyr), inddlico (Trp), sulfidrila (Cys), imidazol (His), e pirrolidina
(Pro) sdo associados com atividade antioxidante de peptideos bioativos, pois sdo
capazes de doar hidrogénio ou elétron para o radical livre, resultando em




espécies radicalares mais estaveis (20, 22, 23, 27). Ha relatos de que
aminoacidos hidrofobicos facilitam a interacéo do peptideo com um meio lipidico,
como as bicamadas lipidicas de células, permitindo melhor interacdo com
radicais livres (22, 23). Estudos mostram que ao colocar os aminoacidos
associados com atividade antioxidante em sequéncias aleatdrias, o peptideo
formado ndo apresenta 0 mesmo efeito de inibicdo de radicais livres, indicando
que a atividade tem dependéncia com a estrutura espacial relativa dos
aminoacidos componentes do peptideo para permitir interacdes entre si ou
conformacdes preferenciais (28), porém ainda hd muito a ser elucidado,
necessitando pesquisas adicionais sobre essa relacao.

Estudos que descrevem peptideos com atividade antioxidante
apresentam peptideos pequenos com baixa massa molecular como detentores
de tal atividade. Teoriza-se que a relagdo entre tamanho da molécula e inibicdo
de radicais livres seja por seu pequeno tamanho permitir melhor absorgéo pelo
intestino para a corrente sanguinea, para serem direcionados ao tecido alvo e
efetuar atividade fisiologica (20, 23, 29). Tran et al. estudou atividade
antioxidante em triptofilinas de cadeia curta obtidas a partir do sapo australiano
Litoria rubella e dentre as estudadas, SPWL-OH e FPWL-NH: apresentaram
forte atividade inibidora de radicais em ensaios com ABTS™ e atividade
moderada em ensaios com DPPH e do tipo FRAP (12).

1.3. Interagao “m stacking” ou aromatico-aromatico

Interacdo Tr-stacking € o nome comum atribuido a interacdes entre
aromaticos, mas apesar do termo, ndo existe apenas o contato face centrado,
também conhecido como interacdo paralela ou sanduiche. Outras possiveis e
mais estaveis formas de interacdo entre grupos aromaticos conhecidas séo
paralela deslocada ou descentralizada, paralela no mesmo plano, inclinada,
engrenagem (formato de L) e borda-face (podendo ser interacao do tipo borda-
face T ou Y) (30-32).

Devido ao momento quadrupolo de compostos aromaticos a configuracéo
paralela é a menos observavel, visto que a aproximac¢ao das nuvens eletrénicas
das ligacBes 1 ressonantes causam repulsdo entre si, tornando-se favorecidas
0s arranjos borda-face e paralela deslocada, mais estaveis e aproximadamente
isoenergéticas (Fig. 1) (33). Considerado como um caso especial para que a
interacdo paralela seja favorecida, a interligacdo alternada entre uma espécie
aromatica rica em elétrons e uma pobre em elétrons, com fortes grupos
retiradores ligados invertendo o momento quadrupolo, permite variados graus de
mistura entre orbitais 1 e transferéncia de cargas (34).



Aromaticos ricos em elétrons Aromaticos ricos em elétrons Aromaticos ricos em
elétrons
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Figura 1. Esquema de visualizagdo de intera¢des entre cadeias aroméaticas. Regido de cor
vermelha representa polarizag@o negativa, cor azul representa polarizacdo positiva (adaptado)
(30).

Interacbes entre elétrons 1 aromaticos também sao dependentes da
distancia interplanar entre os anéis. Distancias muito longas, nomeadamente
acima de 3,8 A, tornam as interacfes muito enfraquecidas, ndo sendo aceitas
como “mr-stacking”. A distancia ideal para permitir este tipo de interagao esta
entre 3,3 e 3,6 A, em gue guanto mais proximas do primeiro valor, mais fortes
sao consideradas (35).

Estudos feitos em interacdes dos aminoacidos naturais com cadeias
laterais aromaticas (Trp, Phe, Tyr e His) em proteinas mostram que combinacdes
sdo importantes para estabilizacdo de estruturas secundarias e terciarias,
dobramentos e estabilidade intermolecular de proteinas (30, 31, 36). Interacdes
entre as cadeias laterais aromaticas ndo acontecem apenas em pares mas
também em grandes aglomerados (36), sendo responsaveis pelo processo de
formacao de amil6ides fibrilas, agregados altamente organizados de peptideos
anfifilicos (30, 37).

Estudos realizados in vitro do PaT-2 (FPPWL-NH2) mostram que sua
atividade redox esta centrada nos aminoacidos Phe e Trp. Interacdes entre
cadeias aromaticas destes aminoacidos foram estudadas com base em 593
proteinas do PDB mostram que quando Phe interage com Trp com
distanciamento n + 3 (Phe-Pro-Pro-Trp no caso do PaT-2), 43 % dos pares tém
angulagao entres anéis de 30° < 8 < 60° ou 120° < 6 < 150° caracterizando
configuracao inclinada. 36 % possuem arranjo perpendicular (60° < 6 < 120°) e
por fim, 21 % paralela (0° < 8 < 30° ou 150° < 6 < 180°) (36). Um outro estudo
mais recente concluiu que interagbes T-1 sdo preferenciais quando
perpendiculares entre si do que as paralelas, inferindo que uma melhor descricao
para essas interacdes € C-H---11r em vez de “stacking” (38). A partir desses dados,
infere-se que interacdo aromatico-aromatico entre Phe e Trp ndo seja impedida



energeticamente, e com base no conhecimento sobre o perfil redox do PaT-2,
supde-se que interacdes entre os orbitais T aromaticos possam ter efeito de
modulacdo na atividade redox desses aminoacidos por poder proporcionar
melhor estabilizacdo da molécula apds reagir com espécies radicalares. Com o
intuito de facilitd-las, um peptideo analogo a PaT-2 foi racionalmente planejado
para promover a aproximagdo das cadeias aromaticas presentes. O analogo
nomeado de cPaT-2 possui a adicdo de Gly-Cys em ambas as porcdoes N-
terminal e C-terminal da molécula (CGFPPWLGC-NH:), com as Gly agindo como
espacadores e as Cys para ciclizagdo do peptideo através da ligacéo dissulfeto.
O presente trabalho tem como objetivo analisar se a interacdo aromatico-
aromatico das cadeias laterais de Phe e Trp, responsaveis pela atividade redox
do PaT-2, podem gerar algum efeito de modulacéo dessa atividade.



2.  JUSTIFICATIVA

Peptideos antioxidantes podem ser o proximo passo nha tecnologia de
combate ao estresse oxidativo por sua versatilidade e diversidade de fontes de
obtencdo. Presentes em proteinas de diversos alimentos, sua aquisicdo por
meios naturais alivia uma crescente preocupacdo quanto a utilizacdo de
compostos sintéticos como conservantes alimenticios (17, 27). O crescente
interesse nessas moléculas é devido ao potencial de aplicagbes como aditivos
alimenticios para prevencdo de oxidacao lipidica e inibidores de producédo de
ROS por reacao de Fenton (22), suplementos para prevencao de dano oxidativo
irreversivel em células e material genético e como agentes terapéuticos para
tratamento de doengas.

Triptofilinas sdo uma classe de moléculas enigmaticas obtidas de
secrecdes cutaneas de anfibios. Por ndo possuirem correlatos em mamiferos,
pouco se sabe sua atividade biolégica. Entretanto, peptideos dessa familia com
notavel atividade antioxidante vém sendo reportados em estudos recentes,
inferindo que talvez algumas dessas moléculas estejam envolvidas no sistema
de defesa a estresse oxidativo dos anuros. Estudos indicam que a presenca de
atividade antioxidante esta relacionada com presenca de aminoacidos com
grupos fendlicos, inddlicos, sulfidrila, imidazol e pirrolidina, assim como com o
tamanho da cadeia de aminoacidos. Uma das triptofilinas encontradas com
atividade antioxidante, extraida de Phitecopus azureus, é o PaT-2 (FPPWL-NH2).
Analisando sua estrutura e sabendo o papel importante das interacfes
aromatico-aromatico em proteinas, infere-se que uma interacdo C-H---11 possa
ocorrer entre as cadeias aromaticas laterais da Phe e Trp. A hipétese a ser
estudada neste trabalho € que a interacao entre esses dois aminoacidos possa
ter algum efeito na atividade antioxidante dessa triptofilina. Buscando
potencializar tais interacbes, um andélogo ciclico nomeado de cPaT-2
(CGFPPWLGC-NHy), foi sintetizado com base em um planejamento estrutural
para aproximar o grupo fenélico da Phe do inddlico do Trp, com intencao de
estudar através de ensaios de atividade antioxidante se a interacdo entre 0s
grupos aromaticos altera a capacidade de receber ou doar elétrons, gerando
uma possivel potencializacao da atividade inibitéria de radicais livres.



3. METODOLOGIA

3.1. Sintese de peptideos em fase sélida

O método de sintese de peptideos em fase sélida (SPPS) € amplamente
utilizado para sintetizar peptideos de até 50 aminoacidos. Algumas das
vantagens deste método em relacdo ao método por solugcédo séo a possibilidade
de realizar toda a sintese em um unico frasco e a facil automacéo por se tratar
de uma sucessdo de etapas repetitivas (39). Utiliza-se de excessos dos
reagentes permitindo garantir que a reacao seja completa, com possibilidade de
filtragdo para retirada do remanescente permitindo reduzir o nimero de etapas
de purificacdo de intermediarios. Apesar dessa facilitacgdo no processo de
sintese, gera uma maior quantidade de residuos.

As etapas para realizacdo da sintese da fase soélida se iniciam com a
escolha de uma resina com o “linker” especifico, a depender se a intengao final
€ ter o C-terminal do peptideo acido ou amidado. O papel do linker é servir como
uma ponte entre o suporte solido (resina) e o primeiro aminoacido da sequéncia
do peptideo alvo (considerando a direcdo C-terminal para N-terminal). A partir
dessa etapa, 0s passos subsequentes envolvem desprotecdo do grupo amino e
acoplamento do aminoacido seguinte até que o peptideo desejado tenha sua
sequéncia completa, tendo como etapa final a clivagem para que haja a
separacdo do peptideo sintetizado do suporte solido fixo e desprotecdo das
cadeias laterais dos aminoécidos.

A metodologia de SPPS de uso mais comum foi empregada no trabalho,
utilizando Fmoc/tBu. Os grupos protetores existentes sdo labeis em condi¢des
inversas de pH, garantindo desprote¢des isoladas. A prote¢do dos grupos a-
amino é feita pelo grupo Fmoc, labil em condi¢cbes basicas, enquanto a protecéo
dos grupos laterais dos aminoacidos é feita por compostos baseados em tert-
butil ou tritil, lAbeis em condi¢des acidas (39). Primeiramente foi sintetizado o
cPaT-2, CGFPPWLGC-NH: e posteriormente o PaT-2, FPPWL-NHz2.

3.1.1. Linker

Para que tanto o analogo quanto a triptofilina tenham a por¢éo C-terminal
amidada, a resina de Rink foi a escolhida pois seu sitio de ligacdo no peptideo
possui um atomo de nitrogénio (Fig. 2).
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Figura 2. Estrutura do linker da resina de Rink (40).

Observa-se que esta destacado em vermelho o grupo amino protegido
por Fmoc responsavel pela ligacdo com o primeiro aminoacido a ser acoplado.
Demarcado por P, esté o restante da resina.

3.1.2. Desprotecao e inchago daresina

Inicialmente foram adicionados 0,15 mmol de resina em uma seringa
comum de polipropileno com filtro na extremidade oposta do émbolo para impedir
a passagem do suporte sélido. Faz-se necessario inchaco da resina utilizando
volume suficiente de diclorometano (DCM) para que a resina fique
completamente submersa, deixando sob agitagcdo por 30 minutos, a fim de
aumentar a area superficial do local de reacdo de sintese. Semelhante aos
aminoacidos, a resina vem com o0 grupo de protecdo Fmoc, tornando-se
necessario retira-lo para que ocorresse éxito no primeiro acoplamento. Para isso,
efetuou-se duas lavagens com 4 mL de 4-metilpiperidina, feitas sob agitacao por
15 minutos cada. A 4-metilpiperidina atua como base retirando o hidrogénio do
carbono sp® terciario formando um carbanion, onde o par de elétrons
rapidamente forma uma ligacdo dupla estabilizada por ressonéancia, quebrando
a ligacdo com o grupo amino da resina (posteriormente dos aminoacidos).
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Figura 3. Reacgédo de desprotecao por remog¢do da molécula de Fmoc (43).

3.1.3. Teste de Kaiser

A fim de garantir que a desprotecao foi efetiva, primeiramente realizou-se
trés lavagens alternadas de DCM e DMF para retirar quaisquer impurezas
presentes, entdo um teste colorimétrico que investiga a presenca de aminas
livres, conhecido como teste de Kaiser, € executado. O teste de Kaiser (ou teste
da ninidrina) consiste na reacdo entre a ninidrina € uma amina primaria, em que
apos vérias etapas é formado um composto conhecido como Ruhemann’s blue
(azul de Ruhemann em traducao livre). Caso a ninidrina reaja com uma amina
secundaria, é formado um composto amarelo-marrom (40).
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Para realizacdo do teste, coletou-se uma pequena amostra da fase sélida
para reacdo com as solucdes de 5% ninidrina em etanol (m/v), 80% fenol em
etanol (m/v) e KCN em piridina (2 mL 0,001 M KCN em 98 mL de piridina), sob
aguecimento de aproximadamente 120 °C. Passados alguns minutos, analisa-se
o solido (de preferéncia contra uma fonte de luz) para observar a presenca ou
ndo de coloracdo. A presenca de coloracdo azul-arroxeada no sélido denuncia
gue a desprotecdo ocorreu com éxito, enquanto caso estivesse incolor, indica
existéncia do grupamento Fmoc ainda presente na molécula.

3.1.4. Acoplamento utilizando Oxyma/DIC

Existem diversos métodos com diferentes reagentes para acoplamento de
aminoacidos. Neste trabalho foram empregados os reagentes N-N’-
Diisopropilcarbodiimida (DIC) e etil(2Z)-2-ciano-2-hidroxiiminoacetato (oxyma).
A vantagem de utilizar estes reagentes surge pois, no processo de ativacdo da
carboxila, o DIC possui nitrogénio basicos capaz de captar o préton que é
liberado ao formar o ion carboxilato, ndo necessitando da presenca de uma base
organica (40). O oxyma é uma alternativa segura que tem como funcao prevenir
a epimerizacdo de aminoacidos durante o processo de saida do grupo O-acil
isoureia (41). O processo de acoplamento tem inicio no ataque nucleofilico do
oxigénio da carboxila no carbono eletrofilico da carbodiimida, ativando o carbono
da carbonila, que sofre ataque nucleofilico do grupo OH da molécula de oxyma,
tendo como grupo de saida a O-acil-isoureia. Formou-se entdo um aminoéster
reativo que sofre ataque nucleofilico da amina primaria da resina (posteriormente
a amina primaria do ultimo aminoacido acoplado), regenerando o oxyma e
completando o acoplamento.

Para dar inicio ao acoplamento utilizando método Oxyma/DIC, pesou-se
quatro equivalentes do primeiro aminoacido a ser acoplado (Cys), 85,3 mg de
oxyma e ambos foram adicionados ao meio reacional juntamente com 2 mL de
DMF e 93 pL de DIC. Homogeneizou-se a mistura que foi deixada sob agitacao
por 1h30, tempo suficiente para garantir um bom rendimento. Lavou-se,
analogamente, com DCM e DMF para a limpeza do excesso de reagentes e
verificou-se 0 éxito do acoplamento através de realizacdo de teste de Kaiser.
Para os acoplamentos subsequentes, repetiu-se 0s mesmos procedimentos de
acoplamento até sintese completa do peptideo
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Figura 6. Reacgdo de acoplamento com método Oxyma®/DIC (43).

3.1.5. Clivagem

Finalizado o peptideo, a clivagem é feita para promover quebra da ligacdo
do peptideo com a resina soltando-o0 do suporte sélido, e para remo¢ado dos
grupos protetores das cadeias laterais dos aminoacidos. Emprega-se um
chamado “coquetel de clivagem” a depender dos aminoacidos presentes. ISso
ocorre porque a maior fragdo do coquetel corresponde a TFA, responsavel pela
retirada dos grupos protetores remanescentes e quebra da ligagdo com a resina,
em que apoés esse processo de quebra muitos carbocations sao formados e para
impedir que esses reajam com peptideos ricos em elétrons como Tyr, Trp, Met
e Cys, torna-se necesséaria a adicdo de compostos que reajam com 0S
carbocations prontamente (40, 42). Uma relacdo entre os coquetéis de clivagem
e a estrutura do peptideo é apresentada na tabela 1.



Tabela 2. Relagédo entre coquetéis de clivagem com a composi¢édo do peptideo (42).

Aminoacidos Coquetel de clivagem Tempo de reacéo (h)
presentes na estrutura

do peptideo
Todos exceto Arg, Cys e TFA/TIS/Agua 1,5-3,0

Trp desprotegidos
95:2.5:2.5 (v/v)

Todos exceto Arg e Trp TFA/TIS/Agua/EDT 15-3,0

desprotegidos
94:1:2.5:2.5 (VIv)

Todos TFA/TIS/Agua/Fenol/EDT 1,5-18,0

82.5:5:5:5:2.5 (v/v)

O coquetel escolhido baseado na natureza do peptideo sintetizado foi o
de TFA/TIS/Agua/Fenol/EDT. Adicionou-se todos os reagentes e manteve-se
sob agitacdo por 1,5 h. Purgou-se a solu¢cdo com argbnio para remocao dos
compostos volateis, condicionando a concentracédo do peptideo. Dissolveu-se 0s
reagentes restantes do coquetel juntamente com os protetores de cadeia lateral
ja clivados utilizando diisopropil éter. Filtrou-se a solugdo com filtragdo a vacuo,
retendo o peptideo e a resina no papel filtrante enquanto a fase etérea foi
coletada e armazenada. Lavou-se o solido retido com agua destilada para
solubilizar o peptideo, deixando apenas a resina retida no filtro e ao final
armazenou-se a fase aquosa resultante.

3.2. Caracterizacéo dos peptideos sintetizados

O material aquoso obtido da clivagem do cPaT-2 foi liofilizado nas
dependéncias da Universidade CatoOlica de Brasilia, campus Asa Norte, e
analisado por espectrometria de massa do tipo ionizacdo/dessorcao a laser
assistida por matriz com analisador de massa do tipo tempo de v6o (MALDI-
TOF) e sua fragmentacao analisada por MS/MS para confirmacgéo de sua massa,




ambos procedimentos feitos em colaboragdo com o Laboratério de Toxinologia
do Instituto de Biologia da Universidade de Brasilia. A matriz utilizada foi de 10
mg/mL de HCCA com mistura de 50% (v/v) ACN e 50% (v/v) TFA em proporcao
de 3:1 com o peptideo, aplicada em placa de MALDI. Para anélise das
fragmentacdes, o aparelho foi empregado no modo refletor positivo. Os dados
foram analisados utilizando o software FlexAnalysis v3.1 e também o mmass
5.5.0.

Durante o processo de lavagem com diisopropil éter na clivagem do PaT-
2, percebeu-se a presenca de sobrenadante na solugéo coletada, significando
gue o peptideo havia passado pelo filtro juntamente com o éter. A fracéo etérea
ficou em repouso em contato com ar para evaporacdo dos compostos volateis.
O restante foi ressolubilizado em aproximadamente 25 mL de agua e levado para
liofilizacdo, para posteriormente ser analisada por espectrometria de massa do
tipo QTOF.

3.3. Oxidacgao das Cys

A oxidacdo das sulfidrilas das Cys é necesséaria para a formacédo da
ligacdo dissulfeto e ciclizacdo da molécula, permitindo aproximacao dos grupos
aromaticos de Phe e Trp para facilitacdo de alguma interacdo aromatica-
aromatica preferida. Realizou-se o0 processo de oxidacdo das cisteinas do
peptideo segundo método 6 do protocolo para peptideos contendo Cys (44). O
protocolo consiste em promover a oxida¢ao deixando a solu¢cdo com o peptideo
diluido exposta ao ar livre para reagir com oxigénio atmosférico. Para isso, 0
peptideo liofilizado foi diluido para concentracao de 0,5 mg/mL em solucéo de
carbonato de amoénio 0,1 M recém preparada e deixado em contato com ar
atmosférico por 24 horas sob agitacdo. A confirmacéo da oxidacéo foi realizada
por espectrometria de massa MALDI-TOF.

3.4. Purificacao

A purificagdo dos peptideos sintetizados foi realizada com técnica de
cromatografia liquida de alta desempenho em fase reversa (RP-HPLC). Consiste
na purificacao por separacao dos componentes da solugéo a partir de interacdes
hidrofobicas do peptideo com os ligantes hidrofobicos presentes no suporte
sélido da fase estacionaria. A fase mével € composta por uma mistura de agua
com um solvente organico hidrofébico somado a modificador ibnico, sendo
aplicado um gradiente desse solvente organico para que sua concentracdo
aumente gradativamente com o tempo. Diferencas de hidrofobicidade dos
compostos da solugdo geram diferentes intervalos de tempo necessérios para



serem carreados através da fase estacionaria e alcancarem o detector, gerando
picos no software de analise e permitindo que os compostos sejam coletados
separadamente (45).

Para purificacdo dos peptideos cPaT-2 e PaT-2 foi utilizada coluna semi-
preparativa com fase estacionaria constituida por octadecilsilano (Cis). Como
fase movel, foi aplicado fluxo de 2,5 mL/min de 95 % de solucdo A (dgua
deionizada) e 5 % solugao B (acetonitrila com 0,1 % TFA) pelos primeiros 5 min.
Houve aumento do gradiente da solucdo B durante um intervalo de 50 minutos,
com os 5 minutos finais mantendo em 100 % totalizando 60 minutos. Para o
cPaT-2 foram feitas quatro corridas, injetando em cada uma 5,25 g em 1 mL de
agua deionizada, enquanto para o PaT-2 realizou-se duas corridas com 15 mg
em 1 mL de 4gua deionizada em cada.

3.5. Predicao da estrutura 3D e atividade antioxidante

A predicdo da possivel estrutura de menor energia foi feita utilizando
software PEP-FOLD (https://mobyle.rpbs.univ-paris-diderot.fr/cgi-
bin/portal.py#forms::PEP-FOLD) através de diversas simulacfes, em que o
programa aponta a conformacgéo mais estavel em termos de energia e populacdo
(46).

A previsdo da atividade antioxidante do cPaT-2 e PaT-2 foram feitas em
colaboracdo com a Universidade Estadual Paulista, campus Itapeva, utilizando
indice de Fukui condensado para atomos, definido pela capacidade de
reorganizacdo de cargas atbmicas de uma molécula a partir da relacdo entre a
densidade eletrbnica e a remocdao/adicdo de elétrons (47). O indice permite
andlise dos sitios da molécula com maior reatividade para rea¢fes do tipo redox,
dividindo-se em reacdes com nucledfilos resultando em ganho de elétrons (f*),
com eletrofilos resultando em perda de elétrons (f) e uma média da atividade
dos sitios reativos, prevendo reacdes com radicais livres ().

Por ultimo, para utilizar como comparacédo de atividade antioxidante entre
PaT-2 e isbmeros, cPaT-2, glutianona, GHK e L-carnosina, os indices de
aceitacdo de elétrons (Ra) e doacao de elétron (Rd) foram calculados e
analisados utilizando mapa aceitador-doador (DAM) (48).



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Sintese e caracterizacao

PaT-2 e cPaT-2 foram sintetizados com sucesso utilizando método SPPS
e apos a liofilizacdo de ambos, foi obtido um sélido granulado branco. Durante o
processo de clivagem, na lavagem com diisopropil éter para separacdo do
peptideo e os grupos protetores de cadeia lateral, € comum o descarte do
resultado dessa filtragem visto que o peptideo se mantém retido no filtro.
Entretanto, devido ao tamanho e natureza de ambos os peptideos sintetizados,
a coleta da filtragao referida por “fase etérea” foi armazenada. Observou-se que
havia a presenca de precipitado, indicando que o peptideo foi carreado durante
a lavagem de éter, especialmente no procedimento com o PaT-2. Dado
comportamento é atribuido por o peptideo ser totalmente composto por
aminoacidos hidrofébicos, apresentando maior afinidade pelo éter. Seu pequeno
tamanho também permite maior facilidade para ultrapassar pelo filtro.

41.1. cPaT-2

Com o peptideo liofilizado, uma pequena parte do produto foi solubilizada
em solucdo de agua e metanol para andlise por espectrometria de massa a fim
de obter confirmacdo do sucesso da sintese. A massa tedrica do cPaT-2,
sequéncia CGFPPWLGC-NH2, com as sulfidrilas reduzidas €& de [M+H]" =
978,432 Da, o0 pico base obtido do espectro de massa possui massa [M+H]* =
978,426 Da (Fig 7a). Observa-se presenca de adutos de sodio e potassio a partir
dos picos [M + Na]* = 1000,398 Da e [M + K]* = 1016,371 Da. Observa-se uma
pequena diferenca de 0,006 Da entre a massa tedrica e a adquirida
experimentalmente, atribuido ao fato de a andlise em MALDI ter menor acurécia
de massa em comparacio a andlise em ionizag&o por eletrospray. E possivel
notar a presenca de um pico com [M+H]* = 976,396 Da, diferenciado do pico
referente a cPaT-2 por 2,03 Da. Este pico indica que parte do cPaT-2 sofreu
oxidacao, perdendo dois atomos de hidrogénio das sulfidrilas, formando ligacéo
dissulfeto e gerando o peptideo ciclico mesmo sem a presengca de um meio
oxidante especifico.

Espectros de MS/MS foram obtidos ilustrando as possiveis
fragmentacdes do peptideo (Fig. 7b). Durante a colisdo do peptideo ionizado
com o gas inerte, o ganho de energia interna induz desestabilizacdo na ligacéo
peptidica, gerando como fragmentos ions dos pares a/x, bly ou c/z, com bly
sendo o0 par mais comum por ser o caminho menos energético, quebrando a
ligacdo entre a da amida e a carbonila (49). A diferenca de massa entre 0s



fragmentos € igual a massa dos residuos de aminoacidos que compdem a
estrutura original do peptideo (50). A partir da figura 7B é possivel observar as
fragmentacdes, comprovando sucesso na sintese do cPaT-2.
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Figura 7. (A) Espectro de massa adquirido por MALDI-TOF apontando presenca de cPaT-2
reduzido, oxidado e adutos de Na e K. (B) MS/MS ilustrando principais séries de
fragmentag8es do peptideo. (C) Estrutura linear do cPaT-2 reduzido.



4.1.2. cPaT-2 oxidado

O cPaT-2 foi solubilizado em solu¢éo de carbonato de aménio 0,1 M e
deixado em contato com ar por 24 horas. Decorrido o tempo necessario, foi
liofilizado e procedeu-se para andlise por espectrometria de massa. Notou-se o
aparecimento do pico base [M + H]* = 976,404 Da (Fig. 8), confirmando sucesso
na ciclizagéao e apontando presenca de cPaT-2 oxidado por apresentar diferenca
de 2,02 Da para a molécula reduzida (Fig 7A), resultante da perda dos dois
atomos de hidrogénio das sulfidrilas. Picos referentes a adutos de sédio [M+ Na]*
= 998,367 Da e potassio [M+K]* = 1014,341 Da também foram constatados.
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Figura 8. Espectro de massas obtido por MALDI-TOF indicando presenca de cPaT-2 oxidado e
adutos de Na e K.

O espectro de MS/MS confirma a ciclizacdo do peptideo através da
presenca do ion molecular (m/z = 976,381 Da, diferenca de 2 Da dos dois
hidrogénios) do cPaT-2 ciclico e das fragmentacdes possiveis. Alguns ions estao
destacados, como ions da série b de fragmentos internos [4-6] (Pro-Pro-Trp), [4-
7] (Pro-Pro-Trp-Leu) e [4-8] (Pro-Pro-Trp-Leu-Gly) e ions da série a, como o a7
(Cys-Gly-Phe-Pro-Pro-Trp-Leu) e o0 a8 (Cys-Gly-Phe-Pro-Pro-Trp-Leu-Gly) (Fig.
9).
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Figura 9. Espectro de MS/MS por MALDI com alguns ions de séries de fragmentacdes
destacados de cPaT-2 ciclico.

Aproximadamente 21 g de cPaT-2 foram solubilizados em 4 mL de agua
para realizar corridas preparativas em RP-HPLC a fim de purificar o peptideo. O
volume total foi divido em quatro aliguotas de mesmo volume, cada com
concentracdo de 5,25 mg/mL. Medidas de absorbancia foram adquiridas nos
comprimentos de onda de 216 e 280 nm, absor¢cédo caracteristica de ligacéo
peptidica e do triptofano, respectivamente. O cromatograma resultante mostra
um pico limpo e isolado referente ao cPaT-2, com tempo de retengéo de 29,845
minutos (Fig. 10).
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Figura 10. Gréfico de RP-HPLC da purificacdo do cPaT-2 com pico principal apresentando
tempo de retencdo de 29,845 minutos.

41.3. PaT-2

A sintese do PaT-2 foi feita com o intuito de utiliza-lo como um padrao de
comparacdo para o andalogo ciclico, rastreando alteracdes de atividade
antioxidante da molécula em ensaios in vitro e em culturas celulares. O processo
de preparacdo da amostra para analise por espectrometria de massa foi analogo
ao feito com cPaT-2. A massa teorica do PaT-2, sequéncia FPPWL-NHz, € de
[M+H]* =658.371 Da e o pico base obtido no espectro possui [M + H]* =658,371
Da. Observa-se presenca do aduto de sodio pelo pico [M + Na]* = 680,352 (Fig.
11).

Na fig. 12 observa-se o espectro de MS/MS para o PaT-2, ilustrando as
principais séries de fragmentacbes da molécula e alguns ions imoénio
representando os picos com maior absor¢cdo. As diferencas de massa entre 0s
picos indicam a massa dos aminoacidos que compdem o peptideo, com isso
comprovando sucesso na sintese do PaT-2.
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Figura 11. Espectro de massas adquirido por QTOF indicando presenca de PaT-2 e seu aduto
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picos de alta intensidade referentes a ions iménios.
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Figura 13. Estrutura linear do PaT-2.

A purificacdo do peptideo foi feita com aproximadamente 30 mg
solubilizados em 2 mL de &gua ionizada. Realizou-se duas corridas de 1 mL com
concentracédo 15 mg/mL, com medidas de absorbancia feitas em 216 e 280 nm.
O gréfico resultante mostra a presenca de um pico alongado e com elevada

absorbancia, referente ao PaT-2 com tempo de retencédo de 29,248 minutos (Fig.
14).

1200000

1000000 - ——216 nm
—— 280 nm

800000

600000

400000

Absorbancia (mUA)

200000

-10 0 10 20 30 40 50 60 70 80
Tempo (min)

Figura 14. Grafico de RP-HPLC da purificacdo do PaT-2, com pico principal apresentando
tempo de retencdo de 29,248 minutos.



4.2. Predicdo da estrutura 3D e atividade antioxidante

A sintese do cPaT-2 e posterior ciclizacdo ocorreram para promover
interacéo entre Phe e Trp para avaliacdo de modulagéo na atividade redox do
peptideo. Através de uma simulacdo utilizando servico online PEP-FOLD, 10
conformacdes de cPat-2 foram adquiridas e dispostas na tabela 3.

Tabela 3. Arquivos de simulacdo com parametros de estrutura obtidos por PEP-FOLD.

# Arquivo sOPEP (kcal/mol)
# cluster 1 - Size: 1 cPaT-2-modell -13.23
# cluster 2 - Size: 1 cPaT-2-model2 -13.17
cPaT-2-model3 -13.15
cPaT-2-model3.1 -13.11
cPaT-2-model3.2 -13.10
cPaT-2-model3.3 -12.69
cPaT-2-model3.4 -12.47
. cPaT-2-model3.5 -11.40
f# cluster 3 - Size: 12 cPaT-2-model3.6 -11.08
cPaT-2-model3.7 -10.20
cPaT-2-model3.8 -10.02
cPaT-2-model3.9 -8.88
cPaT-2-model3.10 -8.83
cPaT-2-model3.11 -8.81
# cluster 4 - Size: 1 cPaT-2-model4 -12.77
. cPaT-2-model5 -12.61
# cluster 5 - Size: 2 cPaT-2-model5.1 -10.62
# cluster 6 - Size: 1 cPaT-2-model6 -12.55
cPaT-2-model7 -12.53
# cluster 7 - Size: 3 cPaT-2-model7.1 -12.12
cPaT-2-model7.2 -11.04
# cluster 8 - Size: 1 cPaT-2-model8 -12.41
# cluster 9 - Size: 1 cPaT-2-model9 -12.34
# cluster 10 - Size: 1 cPaT-2-modell10 -12.31

Utilizando parametro sOPEP, uma funcéo que € expressada em termos
locais (comprimento e angulo de ligacao, tor¢cdes das cadeias laterais e ligacdes
peptidicas), termos nao ligantes e ligantes de hidrogénio (51). O valor do
parametro sOPEP mostrado na tabela é dado em kcal/mol e apesar de nédo
representar um valor de energia absoluto e exato, a comparacao relativa entre
valores é muito acurada. Com isso, as diferencas energéticas de algumas
conformacdes sdo muito préximas, com o cPaT-2-modell indicando ser a
conformacao mais estavel do peptideo. Foi a Unica conformacéo que teve seu
modelo tridimensional disposto como uma forma preliminar de visualizacdo das
possiveis ocupacdes espaciais do Trp e Phe, ilustrado na figura 15A. Tal
estrutura apresenta uma aproximacao entre as cadeias laterais aromaticas de
Phe e Trp representados como nuvens de coloragdo marrom, indicando uma
possivel interacéo borda-face (Fig. 15B). Observa-se também a proximidade de
ambos os residuos aromaticos da ligacdo S-S, aproximando os elétrons da
nuvem 1 dos elétrons ndo ligantes dos atomos de enxofre, podendo ter influéncia
na atividade redox de algum dos sitios reativos.
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Figura 15. (A) Estrutura de menor energia do cPaT-2 ciclico conforme simulacéo feita em PEP-
FOLD. (B) Destaque de estruturas aromaticas em nuvens de colora¢cdo marrom.

Medindo a distancia entre os anéis da estrutura mostrada na figura 15B,
obtém-se o valor de aproximadamente 4 A. Segundo Janiak, distancias entre
anéis aromaticos acima de 3,8 A ndo sdo aceitas como interacdes 1T devido a
seu carater muito fraco (35). Entretanto, maior aproximacdo das cadeias é
possivel conforme o peptideo adota outras conformacgfes tridimensionais,
encurtando a distancia entre as faces dos grupos aromaticos para o intervalo
ideal de 3,3 a 3,6 A.

Apesar de a estrutura ilustrada ser a de menor energia de acordo com a
simulacéo, isso ndo significa que € uma conformacéo fixa. Em solugéo aquosa,
0 peptideo pode adotar diversos estados conformacionais diferentes. Efeitos
como interagdo intermolecular ou interagdo com solvente, tratando-se de uma
molécula composta em sua maioria por aminoacidos hidrofébicos, podem levar
0 cPaT-2 a adotar outras conformacoes.

Céalculos teoricos para obtencdo do modelo de Fukui realizados em
colaboragéo com a Universidade Estadual Paulista foram realizados para prover
estimativas da capacidade do cPaT-2 de atuar como doador ou aceptor de
elétron e assim avaliando sua atividade antioxidante in silico (Fig. 16). A relacao
entre os calculos estimativos e a atividade efetiva em ensaios in vitro ainda esta



sendo estudada, ndo havendo ainda uma compreensdo concreta entre
resultados in silico e resultados experimentais.

Structures

PaT2 %

PaT2-cycle

Figura 16. Predicdo de perfil reacional de PaT-2 e cPaT-2 com agentes doadores de elétrons
(f*), aceptores de elétrons () e média entre ambas, indicando reac¢édo com radicais livres (f°).
Escala de cores utilizada em funcdo da reatividade do sitio, com vermelho e azul sendo os
extremos (muito reativo e ndo reativo, respectivamente).

Diferentemente da conformacdo apresentada por simulagdo utilizando
PEP-FOLD, resultados preliminares para os estudos de indice de Fukui ainda
nao levaram em consideracao estabilidade das conformacdes. Célculos para
encontrar estrutura menos energética e fazer a predicdo de atividade redox da
mesma ainda serdo realizados. Com isso, a molécula apresentada é apenas um
primeiro olhar para atividade redox e néo representa a conformagdo de menor
energia do cPaT-2 ciclico.

Observa-se que para PaT-2, reacfes com agentes nucleofilicos tendem
a ocorrer com o anel aromatico do aminodacido Phe, precisamente com o carbono
da posicédo -para em relacdo ao restante da cadeia. No cPaT-2 nota-se que
segundo os calculos, o mesmo grupo nao desempenha tal atividade, mas sim os
atomos de enxofres ligados entre si (Fig. 16). Em ambos os peptideos, reacdes
com eletrofilos sdo mais provaveis de ocorrer com o residuo de Trp, um
aminoacido rico em elétrons com conhecida atividade antioxidante (22), atrelada
a efeitos de aromaticidade responsaveis pela estabilizacao dos produtos obtidos
apos a acepcao de elétrons.

Calculos realizados com a estrutura do cPaT-2 indicam que os atomos de
enxofre dominam a atividade redox da molécula, comportamento que
inicialmente ndo era previsto. Cys é um aminoacido com atividade antioxidante
relatada na literatura (18, 22, 52, 53). Em um estudo com diversos peptideos
com atividade antioxidante contendo Cys em suas sequéncias, Yang et al.
concluiram que a capacidade de reacdo com espécies radicalares ndo dependia
da presenca de Cys livre, mas que sua atividade estava atrelada com a taxa de
consumo dessas espécies (53). Alguns exemplos de peptideos antioxidantes



que contém esse aminoacido sao Andersonin-AOP1 (FLPGLECVW), VH12
(VKYVSPTCGPCH) e salamandrin-l (FAVWGCADYRGY-NH2) (52-54). Cys age
através da doacao de hidrogénio da sulfidrila (-SH) ou por doacé&o de elétrons do
atomo de enxofre (20, 22). Entretanto, o efeito mostrado segundo os calculos
mostra como sendo o sitio mais reativo para aceitacao de elétrons, possibilitando
a reducdo para sulfidrila e abertura da molécula. Na analise do espectro de
massa do cPaT-2 antes de sofrer a oxidacdo, presenca da molécula na forma
ciclica j& era encontrada, indicando que ligacbes dissulfeto eram formadas
mesmo ndo estando em um meio oxidante. Com isso, se torna pouco plausivel
a hipotese de que os enxofres envolvidos na ligacdo dissulfeto sejam bons
aceptores com finalidade de a molécula deixar de ser ciclica e adquirir uma
conformacao espacial menos energética.

Andlise dos indices Ra e Rd do mapa aceitador-doador do cPaT-2 em
comparagcdo com L-carnonisa, GHK e glutationa (peptideos antioxidantes
naturais) e PaT-2 e dois analogos, mostram que o peptideo em sua forma ciclica
age como um mal doador de elétrons, mas muito bom aceitador (Fig. 17). Ambas
as caracteristicas apresentam valores consideravelmente maiores do que 0s
relatados para as moléculas utilizadas como comparacdo, sendo necessario o
uso da quebra dos eixos para incluir valores referentes a cPaT-2. Analisando em
termos de orbital de fronteira, infere-se que os orbitais LUMO dos enxofres sao
de baixa energia permitindo melhor aproximacdo com o HOMO do nucledfilo e
menor barreira energética na interacdo. Comparando cPaT-2 com a glutationa,
um tripeptideo disperso em todos 0s organismos vivos e poderoso antioxidante
responsavel por inibicdo de radicais livres e sinalizador de equilibrio redox no
organismo (56), nota-se que no papel de aceptor de elétrons, cPaT-2 exibe
atividade consideravelmente maior. Apesar de possuir Trp, cPaT-2 é dado como
um mal doador de elétrons, levando isso em conta teoriza-se que a proximidade
da ligacao dissulfeto com o anel indol na conformacéo utilizada para realizacao
dos célculos possa ter algum papel nesse comportamento.
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5. CONCLUSAO

O presente estudo parte de uma triptofilina caracterizada em Pithecopus
azureus com conhecida atividade antioxidante, em que um analogo ciclico foi
sintetizado para gerar aproximacdo das cadeias aromaticas do peptideo e
analisar a modulagéo de sua interagdo com radicais livres reativos. Resultados
de predicdo da conformacao tridimensional do analogo ciclico exibem uma
estrutura de menor energia que permite aproximacao dos residuos aromaticos
de Phe e Trp, porém néo héa certeza se a distancia entre os anéis € ideal para a
ocorréncia de interacdo. Calculos tedricos para predicdo da atividade redox
mostram a ligacdo S-S como dominante nesse papel, entretanto para esta
predicdo a energia e estabilidade conformacional do peptideo ndo foram levados
em conta até o presente momento. O programa utilizado para os célculos ainda
€ um projeto em desenvolvimento e a relacdo entre resultados in silico e o
comportamento experimental ainda ndo esta clara. Estes resultados seréo
utilizados como guia e mais exploracdes devem ser feitas para estudar se os
dados séo preditivos ou ndo. Estudos com outras conformacdes podem vir a
incentivar interagdes Tr-stacking para permitir analisar sua influéncia em
aspectos reacionais com espécies nucleofilicas e eletrofilicas. Ensaios com
ABTS e DPPH seréo realizados para estudar o real potencial de interacdo com
espécies radicalares in vitro, para depois serem feitos testes em culturas
celulares, dado que atividade antioxidante quimica de um composto nédo
necessariamente é expressa em um meio bioldgico.
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