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RESUMO

OLIVEIRA, Daiane Medeiros de. Producao e purificacao do peptideo hemopressina
visando potencial farmacolégico. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas) -

Faculdade de Ciéncias da Sadde, Universidade de Brasilia, Brasilia 2018.

A hemopressina ¢ um nonapeptideo derivado da cadeia a-1 de hemoglobina de
mamiferos que € conhecido pelos seus efeitos hipotensivo, analgésico e supressor do
apetite. Este peptideo age como um agonista inverso ou antagonista do receptor
canabinoide CB1. Disfuncdes no sistema endocanabinoide, estdo associadas com
algumas patologias e morbidade, tais como obesidade, dor neuropdtica, depressao,
inflamacdo, mal de Alzheimer e doenca de Parkinson. O presente estudo teve por
objetivo produzir a hemopressina nas formas sintética e recombinante, e purificar as
moléculas produzidas, visando futura avaliacao das suas propriedades bioldgicas. Para a
obtencdo do peptideo recombinante, a sequéncia nucleotidica que codifica a
hemopressina foi inserida no vetor de expressio pGEX-4T-1® (GE Healthcare)
fusionada ao tag-GST e expressa em Escherichia coli BL21-CodonPlus. Vdrias
condi¢cdes de expressdo foram testadas para determinar os melhores parametros de
expressdo. A sintese em fase s6lida da hemopressina de formas humana e murina foi
realizada utilizando a estratégia Fmoc/tButil. As sequéncias de residuos de aminodcidos
de ambas as formas da hemopressina foram confirmadas por espectrometria de massa
MALDI no modo LIFT™ em um equipamento de Autoflex Speed (BrukerDaltonics,
Bilerica, EUA). A purificacdo do peptideo sintético foi realizada por cromatografia de
fase reversa (Shimadzu LC-20AT) numa coluna C18 semi-preparativa (Jupiter 5 pm
300 A). Anélises por espectrometria de massa das hemopressinas humana e murina
mostraram peptideos sintéticos com massa molecular de 1.053,6 Da e 1.087,6 Da,
respectivamente. A massa molecular da hemopressina recombinante de murino
fusionada a GST foi de aproximadamente 31 kDa, obtida por meio de analise de SDS-
PAGE e confirmada por Western Blotting. O rendimento da expressdo foi avaliado por

densitometria, que constatou a producao de 147,8 mg/L da proteina recombinante.

Palavras chaves: hemopressina sintética, hemopressina recombinante, peptideo, sintese

em fase sélida.



ABSTRACT

OLIVEIRA, Daiane Medeiros de. Producao e purificacao do peptideo hemopressina
visando potencial farmacolégico. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas) -

Faculdade de Ciéncias da Sadde, Universidade de Brasilia, Brasilia 2018.

Hemopressin is a nonapeptide derived from the a-1 chain of mammalian hemoglobin
known for its hypotensive, analgesic and appetite suppressive effects. This peptide acts
as a CB1 cannabinoid receptor inverse agonist or antagonist. Dysfunctions in the
endocannabinoid system are associated with some pathologies and morbidity, such as
obesity, neuropathic pain, depression, inflammation, Alzheimer and Parkinson diseases.
This study was focused on the production and purification of synthetic and recombinant
hemopressin, aiming future evaluation of their biological properties. To obtain the
recombinant peptide, the nucleotide sequence encoding hemopressin was inserted into
the expression vector pPGEX-4T-1 (GE Healthcare) fused to the tag-GST and expressed
in Escherichia coli BL21-CodonPlus. Several expression conditions were tested to
determine the best expression parameters. Solid-phase synthesis of human and murine
hemopressin was performed using the Fmoc/t-butyl strategy. The amino acid sequences
of both forms of hemopressin was confirmed by MALDI mass spectrometry in the
LIFT™ mode at an Autoflex speed equipment (BrukerDaltonics, Bilerica, USA).
Purification of the synthetic peptide was performed by reversed-phase chromatography
(Shimadzu LC-20AT) on a C18 semi-preparative column (Jupiter 5 pm 300 A). Mass
spectrometric analysis of human and murine hemopressins showed synthetic peptides
with a molecular mass of 1,053.6 Da and 1,087.6 Da, respectively. The molecular mass
of murine recombinant hemopressin fused to GST was approximately 31 kDa, a value
that was obtained by SDS-PAGE analysis and confirmed by Western Blotting. The
expression yield was evaluated by densitometry, which showed an equivalent

expression yield of 147,8 mg/L of the recombinant protein.

Key words: synthetic hemopressin, recombinant hemopressin, peptide, solid-phase

peptide synthesis.
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1. INTRODUCAO

A hemopressina ¢ um nonapeptideo derivado da cadeia a-1 da hemoglobina de
mamiferos. Tendo sido identificada a partir de extrato de cérebro de ratos, a
hemopressina € descrita pelos seus efeitos hipotensor, analgésico, inibidor de apetite,
promotor da melhora da formacdo e da retencdo da memoria prolongada, potencial
atuacao no tratamento de doengas desmielinizantes e atenuacao da fibrose hepatica. Este
peptideo atua como um antagonista ou agonista inverso do receptor canabinoide CB1
(RIOLI et al., 2003; DALE et al., 2005; DODD et al., 2010; XAPELLI et al., 2014; EL
SWEFY et al., 2015; ZHANG et al., 2016).

Os receptores CB1 juntamente com os receptores CB2 e seus ligantes endégenos
compdem o sistema endocanabinoide, o qual tem sido amplamente estudado pelas suas
funcdes reguladoras em saide e doenca. A modulacdo desse sistema tornou-se uma
possibilidade de aplicacdo para diversas doencas e condi¢des patoldgicas, tais como
distarbios de humor e ansiedade, doenca de Parkinson, dor neuropdtica, esclerose
multipla, obesidade, dentre outras (PACHER et al., 2006). Os receptores CB1 e CB2
pertencem a superfamilia dos receptores de membrana acoplados a proteina G, sendo
esses mais abundantes em células do sistema imunoldgico. J4 os receptores CB1 sdo
mais expressos no sistema nervoso central (FRANCISCHETTI & ABREU, 2006;
GODOY-MATOS et al., 2006).

Nos dltimos tempos tem havido um grande interesse pela modulacdo do receptor
canabinoide CB1. A identificacdo de antagonistas deste receptor tem sido um dos
principais avangos nas pesquisas de canabinoides, tornando esses ligantes como novas
possibilidades em aplicacOes terapéuticas. O rimonabanto [5-(4-clorofenil)-1-(2,4-
diclorofenil)-4-metil-N-piperidin- 1-ilpirazola-3-carboxamida] foi o primeiro antagonista
do receptor canabinoide identificado pela Sanofi, em 1994 (JAGEROVIC et al., 2008).

Os peptideos e as proteinas terapéuticos apresentam especificidade e atividade
elevadas em baixas concentracdes, tornando-os por esse motivo, indispensaveis no
tratamento de diversas doencas (WANG et al., 1999). O mercado de drogas peptidicas
estd em ascensdo, apresentando o dobro do crescimento em relacdo as outras drogas,
promovendo crescente impacto clinico e econdmico (D’HONDT et al., 2014). Estas
moléculas podem ser obtidas a partir de diferentes fontes, dentre estas por sintese
quimica em fase sdlida e sintese pela tecnologia do DNA recombinante (JULIANO,

1990; VLIEGHE et al., 2010; VAN DORPE et al., 2011).



Desde 2004, o governo brasileiro vem estimulando o desenvolvimento de
produtos e processos inovadores por instituicdes e empresas brasileiras, especialmente
na producao de biofarmacos (BRASIL, 2004; PIMENTA, 2008; INTEGRA BRASIL,
2011). A hemopressina apresenta-se como uma potencial biomolécula para o tratamento
de doencas e condicdes patoldgicas associadas ao sistema endocanabinoide (XAPELLI
et al., 2014; ZHANG et al., 2016). Muitas dessas doencgas e condicdes dispdoem de
medicamentos que constam na Relagdo Nacional de Medicamentos Essenciais
(RENAME) (BRASIL, 2017). Devido a importancia das condi¢des patoldgicas
associadas ao sistema endocanabinoide, bem como dos farmacos utilizados nos
tratamentos convencionais, este estudo visou a produzir em sistema heter6logo e por
sintese quimica, o peptideo hemopressina, para posteriormente avaliar seu potencial

farmacoldgico.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Sintese de peptideos

Os peptideos e as proteinas sdo biomoléculas compostas por residuos de
aminodcidos unidos por ligacdes peptidicas. As proteinas constituem as
macromoléculas mais abundantes nas células vivas, as quais desempenham funcdes
vitais nos processos bioldgicos. Desempenham fungdes variadas, tais como catdlise,
transporte e armazenamento de moléculas, também atuam na imunidade, na transmissao
de impulsos nervosos, no controle do crescimento e diferenciagdo celular (MELO et al.,
2012).

Assim como as proteinas, os peptideos apresentam ampla diversidade quimica e
funcional. Contudo, sdo moléculas pequenas, apresentando de dois a dezenas de
residuos de aminodcidos. Os peptideos ativos foram descobertos e tiveram suas
estruturas quimicas determinadas a partir da década de 1950. Desde entdo, com o
conhecimento sobre essas moléculas, foram sendo desenvolvidas técnicas para o seu
isolamento, andlise, purificacdo, identificacdo e quantificacdo, as quais foram sendo
aprimoradas. Com isto, surgiu a necessidade de sintetizar essas moléculas e anidlogos
destas, em diferentes escalas, permitindo a realizac@o de estudos sobre o papel biol6gico
dos peptideos naturais. Em paralelo, também foram sendo desenvolvidas técnicas para a
manipulagdo, sintese e clonagem de genes (MACHADO et al., 2004).

A maioria dos peptideos bioativos € originada de proteinas precursoras grandes,
por clivagem por meio de peptidases, seguidos de armazenamento em vesiculas
secretoras, de onde sdo liberados por estimulagdo celular. Os neurotransmissores de
peptideos, neuropeptideos cldssicos e peptideos hormonais, sio exemplos desses
peptideos bioativos (GOMES et al., 2010).

Os peptideos e as proteinas terapéuticos apresentam especificidade e eficicia
elevadas em baixas concentracdes, tornando-os por esse motivo, indispensaveis no
tratamento de diversas doencas (WANG et al., 1999). Em comparagdo com as proteinas,
os peptideos, por serem pequenos, apresentam maior capacidade para penetrar mais
profundamente o tecido alvo. Além disso, os peptideos com atividade terapéutica
apresentam a vantagem de serem menos imunogénicos € mais econdomicos para serem

produzidos segundo os parametros de qualidade exigidos, relacionados as proteinas e



anticorpos (VLIEGHE et al., 2010). Os peptideos terapéuticos também apresentam
vdrias vantagens, em comparagcdo as pequenas moléculas orgadnicas que compde 0s
medicamentos tradicionais, uma vez que, muitas vezes sao constituidos da menor parte
funcional de uma proteina, promovendo maior eficicia, seletividade e especificidade.
Os peptideos também apresentam menos interacdes medicamentosas, pelo fato dos
produtos de degradacdo peptidica serem constituidos por aminodcidos. Além disso,
tendo em vista que apresentam curto tempo de meia vida, poucos peptideos se
acumulam nos tecidos, reduzindo os riscos de complicagdes causados por seus
metabolitos (VLIEGHE et al., 2010; FOSGERAU e HOFFMANN, 2015).

Nos ultimos anos, diversas estratégias t€ém sido aplicadas visando o
melhoramento na producdo e para a reducdo do metabolismo de peptideos, juntamente
com as vias de administracdo, levando ao aumento da comercializagdo dessas drogas.
Os peptideos terapéuticos podem ser obtidos a partir de diferentes fontes, tais como:
extracdo de fontes naturais; sintese em animais ou plantas transgénicas; sintese em
solucdo ou classica; sintese em fase sOlida; sintese enzimatica; sintese pela tecnologia
do DNA recombinante (JULIANO, 1990; VLIEGHE et al., 2010; VAN DORPE et al.,
2011).

2.1.1 Expressao heter6loga de peptideos bioativos em Escherichia coli

Com o advento da producdo de proteinas recombinantes, a aplicagdo de
proteinas terapéuticas e de diagndstico como biofarmacéutica modificou
consideravelmente. Por meio da tecnologia do DNA recombinante passou a ser possivel
a obten¢do de grande quantidade dessas moléculas (MALIK, 2016). Além disso, tornou-
se uma alternativa para a producdo de moléculas grandes, mais de vinte e cinco residuos
de aminoécidos, pelo custo-efetividade, producdo em escala de gramas e quilogramas e
sustentabilidade. O estudo de peptideos visando a aplicacdo terapéutica passou a ser
objeto de interesse da industria farmacéutica por apresentarem baixa toxicidade, alta
especificidade e alta atividade bioldgica. Contudo, ainda existem muitos desafios
quanto a sua producdo, especialmente relacionado a sintese, escala e purificacdo

(RODRIGUEZ et al., 2014).



A producido de proteinas recombinantes em sistemas microbianos revolucionou a
bioquimica. Os sistemas hospedeiros incluem bactérias, leveduras, fungos filamentosos
e algas unicelulares, sendo necessdria a avaliagdo do sistema mais adequado de acordo
com as caracteristicas da proteina de interesse (ROSANO & CECCARELLI, 2014). A
Escherichia coli foi o primeiro hospedeiro utilizado para fabricacdo de um biofdrmaco,
que resultou na aprovacdo regulamentar da insulina humana em 1982 para o tratamento
da diabetes mellitus (BAESHEN et al., 2015). E. coli continua sendo amplamente
empregada na pesquisa bdsica e em aplicagdes farmacéuticas, como o método mais
popular e econdmico (CHEN et al., 2012; LEBENDIKER & DANIELI, 2014), sendo o
sistema de escolha da inddstria de biotecnologia para producdo em grande escala
principalmente de proteinas ndo glicosiladas (BAESHEN et al., 2015). Além disso, E.
coli € o sistema de expressdo bacteriano mais utilizado na produgdo de proteinas
terapéuticas recombinantes aprovadas, representando cerca de 30% da producao dessas
moléculas. A preferéncia por este sistema na indudstria biotecnoldgica da-se
principalmente pelo rdpido crescimento celular, facil manipulacdo genética e
rendimento elevado de sintese proteica (HUANG et al., 2012; BAESHEN et al., 2015).
Associadas a essas vantagens, o conhecimento sobre as vias genéticas e bioquimicas de
E. coli é bem aprofundado (MALIK, 2016). Além disso, esse sistema dispoe de diversas
ferramentas bioldgicas aplicdveis em escala industrial, tais como cepas de producao,
vetores de expressdo, enovelamento de proteinas e tecnologias de fermentagdo. Com
todos os avancos, atualmente este sistema tem possibilitado também a expressdo de
proteinas complexas tais como glicoproteinas humanizadas e anticorpos aglicosilados

de comprimento total (HUANG et al., 2012).

Contudo, mesmo com progressos significativos na transcricdo, traducido e
translocacdo, a produgdo de proteinas soluveis e bioativas ainda € um desafio (MALIK,
2016). Um problema importante € a agregacao das proteinas, a qual pode ser resultante
de fatores intrinsecos a essas moléculas, como a formacdo de folhas beta que da origem
aos fragmentos do tipo amiloide (RINAS et al., 2017) ou por fatores relacionados a
expressao e as condi¢des de purificacdo. No processo de expressao, a incompatibilidade
da maquinaria bacteriana para efetuar o enovelamento de proteinas de origem
eucaridtica, pode contribuir para a agregacdo. Na etapa de purificagcdo, condicdes fisico-
quimicas deste processo influenciam no dobramento da proteina. Desta forma, diversas

estratégias sdo aplicadas com o objetivo de reduzir a agregacdo, aumentar a solubilidade



e a atividade das proteinas recombinantes, tais como o uso de cepas bacterianas
especializadas, vetor de expressdo, o uso de promotores adequados a essa condicao, tags
para melhorar a solubilidade, avaliacdo das melhores condi¢des de crescimento,
concentracdo do indutor e duracdo da inducdo. Além disso, condi¢des durante o
processamento de purificacdo podem ser relevantes, como condi¢des do tampao para a
purificacio (LEBENDIKER & DANIELI, 2014; PAPANEOPHYTOU &
KONTOPIDIS, 2014). Também a reducao da temperatura de crescimento esta associada
ao aumento da solubilidade de proteinas recombinantes, reducdo da agregacdo de
proteinas, € minimizacdo da formacdo de corpos de inclusdo. Por meio desta
abordagem, foi observada maior solubilidade de varias proteinas terapéuticas tais como

interferon-a-2 e hormoénio de crescimento humano (BAESHEN et al., 2015).

2.1.2 Producao de peptideos bioativos por sintese em fase sélida

Os peptideos compdem um grupo que tém-se destacado notadamente entre os
produtos farmacéuticos, posicionados entre pequenas moléculas organicas cldssicas e
biomoléculas maiores, como proteinas. O mercado de drogas peptidicas estd em
ascensdo, apresentando o dobro do crescimento em relagdo as outras drogas,
promovendo crescente impacto clinico e econdmico. Atualmente, a maioria dos
peptideos é produzida por sintese quimica em fase sélida (D’HONDT et al., 2014).

A sintese de peptideos de fase sélida (SPPS) foi desenvolvida em 1963 por
Merrifield, a qual representou um novo conceito de sintese de peptideos. A SPPS
apresenta como caracteristica, a criagdo de uma cadeia peptidica, a partir da adi¢do
consecutiva de aminoécidos, fixada pelo aminodcido C-terminal a um polimero sélido
por ligacdo covalente (MERRIFIELD, 1963). Durante o processamento da SPPS,
podem ocorrer reacdes secunddrias, acarretando em diversos tipos de impurezas
peptidicas, tais como: estruturas de dicetopiperazina, residuos de aspartimida,
racemizacdo de cisteina, oxidacdo e reducdo de residuos de aminodcidos, produtos
diastereoisoméricos, dimeros, insercdoes ou delecdes de aminodcidos, produtos de
reatividade da cadeia lateral e modificacdes de residuos de aminodcidos durante a
clivagem. Desta forma, o produto bruto da SPPS, pode apresentar muitos subprodutos,
mas essas impurezas podem ser removidas pela purificacdo cromatografica (VERBEKE

etal.,2015).



A sintese quimica de peptideos para fins terapéuticos tornou-se economicamente
vidvel e com possibilidade de producdo de peptideos de diferentes tamanhos, desde
cinco até cerca de cinquenta residuos (VERBEKE et al., 2015). Nos ultimos trinta anos
houve um grande aumento no interesse em relagdo aos medicamentos peptidicos por
parte da comunidade cientifica. Este interesse também se expandiu ao mercado,
estimando um valor de U$ 15 bilhdes por ano, sendo que mais de 85% das vendas sdo
derivadas de peptideos sintéticos. Além disso, o valor de mercado para os
medicamentos peptidicos vem apresentado crescimento muito maior do que para outros
produtos farmaceéuticos, o que € significativo quanto se considera que o mercado global
de produtos farmacéuticos apresentou taxa de crescimento anual de 10% entre 2006 e
2010. Em 2012, diversos novos farmacos peptidicos, com aplicagdes variadas, foram
aprovados, entre eles incluem-se os seguintes: Linzess®, Surfaxin®, Kyprolis®,
Gattex®, Bydureon®, Signifor®, indicados para o tratamento de constipacdo cronica e
sindrome do intestino irritdvel em adultos, sindrome de distirbio respiratério infantil
(IRDS), mieloma multiplo, sindrome do intestino curto (SBS) em adultos, diabetes tipo
2 e doenga de Cushing, respectivamente (D’HONDT et al., 2014).

A sintese quimica organica fundamenta-se no uso de reagentes e catalisadores
para a formagdo de ligagdes, e no uso de grupos protetores adequados para prevencdo da
formacdo de ligacdes indesejadas e de reacdes secunddrias, sendo essencial a escolha
correta dos grupos de protecdo para o sucesso deste processo (ISIDRO-LLOBET et al.,
2009). No processo de sintese de peptideo em fase sélida é empregada uma resina inerte
e insolivel sobre a qual sdo adicionados os derivados de aminodcidos como uma cadeia
crescente. Desta forma, o primeiro derivado de aminoacido € anexado na resina, seguido
de acoplamentos individuais de aminodcidos, envolvendo etapas de desprotecdo,
acoplamento e lavagens, até inserir toda a sequéncia de amino4cidos, e ao final realiza-
se a clivagem da resina (VAN DORPE et al., 2011).

A protecdo da cadeia lateral (grupo R) dos aminodcidos com grupamentos
organicos reativos como a amina, a carboxila, a sulfidrila e a guanidina é uma das
questdes mais importantes e obrigatdrias no processo de sintese quimica de peptideos,
para prevenir a polimerizacio do residuo de aminodcido incorporado. Tendo em vista
que, a maioria das sinteses de peptideos, tanto em solucdo quanto em fase sélida, é
realizada no sentido C-terminal para N-terminal, os grupos R-aminoprotetores (grupos
de protecdo tempordrios) sdo removidos vdrias vezes durante o processamento da

sintese. Sendo assim, esta remog¢ao deve ocorrer em condicdes suaves para nao afetar os



grupos de protecdo permanentes das cadeias laterais, os quais, geralmente sdo
removidos no final da sintese peptidica (ISIDRO-LLOBET et al., 2009).

O grupo protetor do radical amino deve promover solubilidade ao derivado de
aminodcido correspondente nos solventes mais comuns. Além disso, deve prevenir ou
minimizar a epimerizacdo durante as etapas de acoplamento, sua remog¢do precisa ser
rapida, eficiente e livre de reacdes secundarias, deve ter rendimento préximo de 100%,
eliminando subprodutos. Os grupos R-amino-protetores mais comuns para a sintese de
peptideos por fase sélida sdao o 9-fluorenilmetoxicarbonil (Fmoc) e os grupos tert-
butiloxicarbonila (Boc), utilizados nas estratégias Fmoc/tert-butil (tBu) e Boc/benzil
(Bn), respectivamente (ISIDRO-LLOBET et al., 2009). O grupo 9-
fluorenilmetoxicarbonil (Fmoc) apresenta estabilidade em relacio aos 4cidos e
hidrogenacdo catalitica, e € facilmente clivado em condig¢des ligeiramente bdasicas, ndo
hidroliticas (CARPINO & HAN, 1972). Além disso, o Fmoc é um grupamento quimico
que permite a ligacdo de aminodcidos a estrutura da resina e também promove prote¢ao
do aminoécido durante o acoplamento na cadeia polimérica de peptideos (MACHADO
et al.,2004).

A etapa de acoplamento consiste na formacao de uma ligacdo amida e na adicdo
subsequente de um residuo de aminoécido ao peptideo, resultante do ataque nucleofilico
do grupo amino de um aminodcido ao grupo carboxilico do outro aminodcido,
resultando na ligacdo peptidica. Para que ocorra este processo, o grupo de protecdo
Fmoc € removido antes da adicdo de cada derivado de aminodcido por meio da inducao
por base. Ao final do processo de sintese, deve-se realizar a reacdo de clivagem do
peptideo e da resina, procedimento no qual se efetua a remog¢do simultanea da resina e
dos grupos protetores das cadeias laterais por acidolise (MACHADO et al., 2004;
D’HONDT et al., 2014). Por fim, para que o peptideo possa ser utilizado em testes
bioldgicos e estruturais, uso clinico ou para o consumo alimentar, o processo de
purificacdo € indispensdvel para a obtencdo da molécula com alto grau de pureza, igual
ou superior a 95%. Para tanto existem diferentes técnicas cromatograficas para a
purificacdo dos produtos brutos de sintese quimica. Dentre elas as mais empregadas sdo
cromatografia liquida de fase reversa, troca idnica, exclusdo e de afinidade

(MACHADO et al., 2004).



2.2 Peptideo hemopressina como candidato na aplicacio terapéutica

A biotecnologia desempenha importante papel no desenvolvimento de diversos
produtos, destacando-se as aplicacdes na drea farmacéutica. Desde 2004, o governo
brasileiro investe em empresas que possuem a tecnologia da producdo de
biomedicamentos, apostando no cardter estratégico da biotecnologia e na possivel
diminui¢do de custos na importagdo e producdo de medicamentos no pais (PIMENTA,
2008). Desta forma, a Lei de Inovacdo Tecnoldgica n° 10.973, de 2 de dezembro de
2004, estimula o desenvolvimento de produtos e processos inovadores por empresas
brasileiras INTEGRA BRASIL, 2011). E conhecida a existéncia de diversas moléculas,
J4 bem descritas na literatura, que apresentam caracteristicas aplicaveis para utilizagdao
como biofarmacos. Dentre estas, encontra-se a hemopressina, um peptideo derivado da
hemoglobina, o qual por meio de ligacdo aos receptores canabinoides CBI1 tem
demonstrado potencial nos efeitos hipotensor (RIOLI et al., 2003), antinociceptivo
(DALE et al., 2005; HEIMANN et al., 2007) e diminui¢do na ingestdo de alimentos
(DODD et al., 2010). Também tem demonstrado atividades diferenciadas, tais como no
aumento da diferenciacdo e maturacdo de oligodendrécitos em células estaminais
(XAPELLI et al., 2014), e atenuagdo da fibrose hepdtica induzida por colestase em ratos
(EL SWEFY et al., 2015).

A hemopressina apresenta-se promissora com possivel aplicagdo no tratamento
de doencgas e disfuncdes associadas ao sistema endocanabinoide, além de sua provével
atividade na obesidade (DODD et al., 2010; ZHOU et al., 2012; XAPELLI et al., 2014;
EL SWEFY et al., 2015; ZHANG et al., 2016). Este potencial da-se pelo fato da
hemopressina atuar como agonista inverso ou antagonista dos receptores canabinoides
CBl1, os quais fazem parte do sistema endocanabinoide. Muitas patologias associadas a
esse sistema representam grande relevancia clinica (PACHER et al., 2006), algumas
delas com medicamentos para tratamento pertencentes a relacdo de medicamentos
essenciais, tais como depressdo, dor neuropatica, mal de Alzheimer e doenca de
Parkinson (PACHER et al., 2006; BRASIL, 2017).

As caracteristicas estruturais da hemopressina, tratando-se de uma molécula
pequena e de facil manipulacdo, juntamente com suas evidéncias terapéuticas relatadas
(BLAIS et al., 2005; DODD et al, 2010; ZHOU et al., 2012), bem como o incentivo da

producdo de biofarmacos no Brasil (PIMENTA, 2008), justificam uma andalise mais
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profunda deste peptideo como possivel candidato a uma biomolécula com atividade no

tratamento de doencgas relacionadas as disfungdes do sistema endocanabinoide.

2.3 Sistema endocanabinoide

Os receptores CB1 e CB2 fazem parte do sistema endocanabinoide, o qual esta
associado a diversos processos biolégicos, como apetite, memodria, atividade
imunoldgica, cogni¢do, sensacdo de dor, respostas comportamentais. Muitas
fisiopatologias de importancia clinica sdo decorrentes de alteragdes desse sistema, como
obesidade, dor neuropdtica, mal de Alzheimer, doenca de Parkinson, depressdo e
inflamacdo, tornando-os alvos no desenvolvimento de novos firmacos (IVERSEN &
CHAPMAN, 2002; BOYD, 2006; PACHER et al., 2006; HEIMANN et al., 2007; DI
MARZO & PETROSINO, 2007; BOMAR & GALANDE, 2013). O sistema
endocanabinoide € altamente associado a obesidade, ao consumo exagerado de
alimentos e ao acimulo de gordura (BOYD, 2006).

Os receptores canabinoides pertencem a uma classe de receptores acoplados a
proteina G (BEGG et al., 2005), e sdo os principais alvos dos canabinoides endégenos,
denominados de endocanabinoides, os quais sio compostos por receptores € ligantes
endégenos (MACKIE, 2006; DI MARZO, 2008). Tais receptores sdo divididos em CB1
e CB2, sendo estes expressos principalmente em células imunes (GOMES et al., 2009),
enquanto que os receptores CB1 sdo expressos principalmente no sistema nervoso
central (FRANCISCHETTI & ABREU, 2006). Entre os ligantes dos receptores
canabinoides CB1 destacam-se canabinoides enddgenos (anandamida), agonistas
sintéticos (rimonabanto), fitoanabinoides como A " tetrahidrocannabinol (derivados de
Cannabis sativa) (BOMAR & GALANDE, 2013).

Pelo fato do sistema endocanabinoide ser atuante em diversas categorias de
doencas, isso o torna um alvo terapéutico para o tratamento de patologias, tais como
distirbios de humor e ansiedade, dor neuropatica, hipertensao, sindromes metabdlicas,

inflamacao, esclerose multipla e obesidade (PACHER et al., 2006).

2.4 Hemopressina e suas propriedades farmacolégicas

A hemopressina ¢ um peptideo composto por nove residuos de aminodcidos

(PVNFKFLSH), derivado da cadeia al (95-103) da hemoglobina de mamiferos, tais
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como humanos, ratos, bovinos e suinos. Entre essas espécies, a sequéncia do peptideo
difere apenas na posi¢ao 100 da cadeia a-1 da hemoglobina (FERRO, 2010; REDDY et
al., 2012). Tal molécula foi identificada a partir de extrato de cérebro de ratos, como
substrato peptidico para as metalopeptidases cataliticamente inativas das Endopeptidase
EP 24.15 (EP 24.15), Neurolisina EP 24.16 (EP 24.16) e para a Enzima Conversora de
Angiotensina (ECA), as quais participam do metabolismo de neuropeptideos em
vertebrados. Ambas as peptidases compartilham a maioria de seus substratos naturais,
os quais sao hidrolisados na mesma ligacao peptidica (RIOLI et al., 2003). Ainda nesse
estudo, a hemopressina mostrou ser metabolizada in vivo e in vitro pelas
endopeptidases, indicando atividade vasoativa in vivo. Administrada via intravenosa, a
hemopressina demonstrou efeito hipotensor dose-dependente em ratos anestesiados com
pentobarbital, 5-etil-5-pentan-2-il-1,3-diazinano-2,4,6-triona (RIOLI et al., 2003).

A hemopressina também demonstrou acdo antinociceptiva periférica na
hiperalgesia experimental em ratos, induzida por carragenina e bradicinina. Por meio
deste estudo, Dale et al. (2005), constataram que a hemopressina desempenha atividade
nio-opioide, pois ndo inibiu a resposta do naloxona (antagonista de receptores
opioides), de modo diferente das hemorfinas, derivadas da B-globina. Por meio de
truncamentos na regido carboxi-terminal da hemopressina, foram estudados dois
fragmentos da molécula (PVNFKF e PVNFKFL), com 0 mesmo potencial da sua forma
intacta. Entretanto, fragmentos mais curtos (PVNFK e PVNF) foram inativos (DALE et
al., 2005). O efeito analgésico dose-dependente da hemopressina também foi observado
por Zhou et al. (2012), a partir da hiperalgesia induzida por endoquinina A/B (EKA/B)
e endoquinina C/D (EKC/D) via supra-espinhal em camundongos, confirmando a
atividade antagonista do peptideo, administrada por via intracerebroventricular.

O efeito antinociceptivo da hemopressina, também foi constato por Heimann et
al. (2007), quando o peptideo foi administrado pelas vias intratecal, intraplantar e oral.
Neste mesmo estudo, constatou-se a seletividade da hemopressina pelos receptores
canabinoides CB1, por meio da utilizacdo de anticorpos sensiveis ao estado de
conformacdo para diversos receptores acoplados a proteina G, dentre eles, os receptores
opioides e canabinoides, demonstrando atividade antagonista ou agonista inversa aos
receptores CB1, uma vez que foi capaz de bloquear a atividade constitutiva destes
receptores como o antagonista rimonabanto. Além da ativagdo dos receptores CB1, a
hemopressina (PVNFKFLSH) e o seu fragmento C-terminal truncado hemopressina 1-

7 (PVNFKFL), mostraram leve efeito modulador no sistema opioide (SZLAVICZ et al.,
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2015). Também no estudo de ligacdo e funcionalizacdo do fragmento peptidico
hemopressina marcada radioativamente (1-7) (PVNFKFL) mostrou ligacdo
independente de CB1 em cérebro de rato tipo selvagem e a m4 ativacado das proteinas G.
Isto demonstra ser a hemopressina um suposto regulador indireto ou ligante alostérico
do sistema endocanabinoide e ndo um ligante endégeno do receptor CBI1
(DVORACSKO et al., 2016).

A atividade hipotensora da molécula foi avaliada por Blais et al. (2005).
Administrada por via intravenosa ou intra-arterial, a hemopressina promoveu altera¢ao
da pressdo arterial em coelho, rato e camundongo. Ainda nesse estudo, os autores
observaram a degradacdo do peptideo pela ECA, por ensaio in vitro. Em 2006, Lippton
et al. (2006), a partir de um estudo para avaliar os efeitos da hemopressina administrada
via intravenosa sobre a pressdo arterial sistémica, saida cardiaca e resisténcia vascular
sist€émica em ratos anestesiados, constataram a ocorréncia de dilatacio da camara
vascular sist€émica através da liberagdo enddgena de 6xido nitrico, indicando possivel
atuacgdo vasodilatadora.

Num estudo da atividade da hemopressina no comportamento de alimentacao,
demonstrou-se que a administracdo central (intracerebroventricular) ou sistémica
(intraperitoneal) do peptideo em ratos e camundongos, também em camundongos
obesos o0b/ob, promoveu uma diminui¢do dose-dependente na ingestdo didria de
alimentos sem causar efeitos colaterais 6bvios (DODD et al.; 2010). O estudo de Dodd
et al., reforcou os receptores canabinoides CB1 como alvo da hemopressina, como ja
havia indicado Heimann et al.; (2007), uma vez que niao houve diminui¢do na ingestao
de alimentos por camundongos que nao possuiam tais receptores (DODD et al., 2010).

A atividade da hemopressina foi observada por Xapelli et al. (2014), no aumento
da diferenciacdo e maturacdo de oligodendrdcitos em células estaminais, progenitoras
neurais de ratos neonatos, sugerindo possivel aplicacdo da molécula para o tratamento
de doencas desmielinizantes (XAPELLI et al., 2014). Também em outro estudo, a
hemopressina promoveu atenuacao da fibrose hepética induzida por colestase em ratos,
parecendo potencializar o efeito hepatoprotetor da curcumina. Tal efeito pareceu ser
mediado pelos receptores canabinoides (EL SWEFY et al., 2015).

Na andlise do efeito comportamental da hemopressina em ratos submetidos a
testes de labirinto elevado, constatou-se o efeito ansiogénico do peptideo administrado
pelas vias intraperitoneal, oral e intracerebroventricular, sugerindo que tal efeito ocorra

pela ativacdo da hemopressina dos receptores TRPV1. Em contrapartida, acredita-se que
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o efeito ansiogénico nas outras duas vias aconteca em decorréncia da passagem de
fragmento (s) da hemopressina pela barreira hematoencefélica (FOGACA et al., 2015).

A hemopressina e as suas formas N-terminal estendidas VD-hemopressina e
RVD-hemopressina, demonstraram aplicacdo possivel também no tratamento de
patologias relacionadas ao déficit de memoria, como na doenca de Alzheimer. Desta
forma, tais moléculas foram investigadas na memoéria em camundongos abordando
novas tarefas de reconhecimento de objetos (NOR) e reconhecimento de localizagdo de
objetos (OLR). Quando administrada antes do treinamento via intracerebroventricular
em ratos normais, a hemopressina promoveu a melhora da formagdo e da retencdo da
memoria prolongada nas tarefas. Entretanto, VD e RVD-hemopressina exibiram efeitos
prejudiciais 2 memoria. Contudo, as moléculas reverteram o comprometimento da
memoria em camundongos em modelos de doenga de Alzheimer induzida por proteina
amiloide-B (AP1-42) administrada 14 dias antes do treinamento. Nesses animais, a
hemopressina (ICV) ou AM251 (2 mg/Kg, i.p.) suprimiu os efeitos de RVD-
hemopressina e VD-hemopressina. Em contrapartida, quando administrada sozinha, a
Hp ndo promoveu atividade nos camundongos tratados com AB1-42 (ZHANG et al.,
2016).

Na andlise do efeito comportamental emocional em ratos, foram administrados
via intraperitoneal hemopressina (0,05 mg/kg) e RVD-hemopressina () (0,05 mg/kg).
A RVD-hemopressina induziu ao comportamento ansiolitico e antidepressivo,
promovendo o aumento das monoaminas (dopamina, norepinefrina e 5-
hidroxitriptamina) e diminuicdo da expressdao génica de enzimas (MAO-B e COMT)
envolvidas no seu catabolismo. Em contrapartida, a hemopressina promoveu efeito
oposto, uma vez que estimulou ao comportamento ansiogénico e depressivo, além de ter
causado a queda nos niveis de estado estaciondrio de monoaminas e elevacdo das
enzimas, no cortex pré-frontal (LEONE et al., 2017).

Em anélise por espectrometria de massa, Gelman et al. (2010), identificaram que
diversos peptideos derivados da hemoglobina sdo encontrados apenas no cérebro,
enquanto que, todos os peptideos derivados da hemoglobina presentes no coragdo
também foram encontrados no sangue. Este resultado indica que a produgdo de véarios
peptideos derivados da hemoglobina, incluindo a hemopressina, ocorre a partir de

hemoglobina cerebral e nao de eritrocitos (GELMAN et al., 2010).
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2.5 Formas prolongadas da hemopressina

Por espectrometria de massa, Gomes et al. (2009) identificaram formas
prolongadas na regido N-terminal da hemopressina, apresentando trés residuos de
aminodcidos adicionais (RVD-Hpa) ou dois residuos adicionais (VD-Hpa). Além do
peptideo derivado da cadeia  da hemoglobina, VD-Hpp (VDPENFRLLCNM), assim
denominado por apresentar semelhangas a sequéncia da hemopressina. Diferentemente
da hemopressina, esses peptideos demonstraram atividade agonista de receptores CB1.
Assim sendo, a diferenca de apenas dois ou trés residuos de aminodcidos pareceu ser
determinante na atividade agonista ou antagonista no receptor CB1 (GOMES et al.,
2009).

Também foram observadas diferencas nas atividades de RVD-hemopressina
(agonista dos receptores CB1), em relacdo a hemopressina. Administrada por via
intracerebroventricular em ratos, a RVD-hemopressina inibiu a ativacdo da saida de
fluxo adrenomedular central, inibindo o aumento das catecolaminas (noradrenalina e
adrenalina), induzidas por bombesina. Entretanto, esta resposta ndo foi observada com a
hemopressina (agonista inverso dos receptores CB1) (TANAKA et al., 2014).

Em anélise in vitro, a VD-hemopressina (o) de rato estimulou o crescimento de
neurites em células Neuro2A via receptor CB1. Também através desse receptor, o
peptideo promoveu efeito antinociceptivo central em camundongos. Quando
administrada via supra-espinhal, induziu a hipotermia e a sua administracao ICV causou
hipoatividade. Ademais, a VD-hemopressina (o) induziu o desenvolvimento de

tolerancia antinociceptiva (ZHENG et al., 2017).

2.6 Outros peptideos derivados da hemoglobina

A hemoglobina é uma proteina citosélica, a qual apresenta uma estrutura
tetramérica composta por duas cadeias a e duas cadeias f (RICHTER et al., 2009;
GELMAN & FRICKER, 2010). As cadeias sdo precursoras de diversos peptideos
bioativos, dentre eles as neoquiotorfinas, as hemorfinas e as hemopressinas (NYBERG
et al., 1997; FUKUI et al., 1983; RIOLI et al., 2003). Apesar da hemoglobina ser um
dos principais componentes das hemécias, também pode ser encontrada nos neurdnios e

na glia. Sendo assim, varios peptideos derivados da hemoglobina (Tabela 1) localizam-
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se em cérebros de camundongos, e muitos apresentam atividades bioativas como as
hemopressinas (GELMAN et al., 2010).

As hemorfinas foram isoladas e identificadas a partir de sangue bovino tratado
enzimaticamente. S@o pequenos peptideos derivados da regido N-terminal da cadeia f
da hemoglobina, e apresentam afinidade aos receptores opioides (NYBERG et al.,
1997; ZHAO et al., 1997). As hemorfinas promovem redu¢do da pressdo arterial, por
inibir a atividade da enzima conversora de angiotensina (LANTZ et al., 1991) e
apresentam efeito antinociceptivo (DAVIS et al., 1989).

Isolada de cérebro bovino por cromatografia de filtragdo em gel e cromatografia
de permuta catidnica, a neoquiotorfina (Thr-Ser-Lys-Tyr-Arg), corresponde a regido C-
terminal da cadeia o da hemoglobina. A sua forma sintética demonstrou efeito
analgésico em camundongos e interacdo com receptores de angiotensina (FUKUTI et al.,

1983; KISO et al., 1983).



Tabela 1. Peptideos bioativos derivados da hemoglobina.
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Nome peptideo Sequéncia Alvos biolégicos Funcoes biolégicas
peptideo
Hpa3s. Neoquiotorfina TSKYR Desconhecido Analgésico nao opioide; termorregulacao; protecao contra
142 convulsdes; modulagéo da influéncia vagal no ritmo cardiaco;
antibacteriano; inducao a proliferagao de adipdcitos e células
cancerigenas
Hpa44. Quiotorfina YR Desconhecido Analgésico nao opioide
142
Hpoags. Hemopressina PVNFKFLSH Receptores canabinoides CB1 Indugéo da hipotensao; antinociceptivo ndo opioide; anti-
104 hiperalgésico; reduz a ingestao de alimentos
Hpao;. RVD-Hpa RVDPVNFKFLSH Receptores canabinoides CB1 Desconhecido
104
Hpaos. VD-Hpa VDPVNFKFLSH Receptores canabinoides CB1 Desconhecido
104
HpB37.40 Hemorfina-4 YPWT Receptores de opioides Antinocicepgao
HpBs7.43 Hemorfina-7 YPWTQRF Receptores de opioides Antinocicepcéo; anti-inflamatoério
HpBss43  VV-hemorfina-7 VVYPWTQRF Receptores de opioides e Antinocicepgao
bombesina 3
HpBss43 LVV-hemorfina- LVVYPWTQRF Receptores de opioides, Antinocicepg¢ao; regulacédo da pressao arterial; aprendizagem
7 angiotensina IV e bombesina 3; e

enzima conversora de
angiotensina
HpBogo- VD-HpB VDPENFRLLCN Receptores canabinoides CB1 e
110 M CB2

memoria; potenciagdo da transmissao colinérgica
Desconhecido

Fonte: GOMES et al., 2010. Adaptado.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Produzir as hemopressinas humana e murina nas formas recombinante e sintética.

3.2 Objetivos especificos

e Expressar a hemopressina em sistema bacteriano;
e Realizar a sintese em fase sélida da hemopressina;
e Purificar a hemopressina nas formas sintética e recombinante utilizando métodos

de cromatografia.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Transformacao de Escherichia coli BL.21 CodonPlus por choque térmico

Para a obtencdo da molécula recombinante, a sequéncia nucleotidica codificadora
do peptideo hemopressina (sequéncia da forma murina PVNFKFLSH, 1.087,6 Da), foi
sintetizada pela empresa GenScript (Estados Unidos) e incorporada ao vetor de
expressao pGEX4t-1 (GE), estando fusionada a extremidade 5° da tag GST (Figura 1)
para expressdo a hemopressina recombinante em células de E. coli e posterior
purificacdo. O vetor utilizado apresenta o promotor tac, que € induzido pelo andlogo de
lactose 2-propil-f-D-1-tiogalactopiranosideo (IPTG), o qual apresenta capacidade de
conduzir a altos niveis de expressao.

Células competentes de E. coli BL21 CodonPlus no volume de 50 pL foram
transformadas com 100 ng da constru¢do, por choque térmico, utilizando-se ampicilina
a 100 pg/mL e cloranfenicol a 25 pg/mL como agentes seletivos. Posteriormente, um
clone foi selecionado e deste foi feito um stab (700 pL de glicerol 80% + 300 pL de

meio LB contendo a col6nia 5) e armazenado a -20 °C.

SALI GST FLAG HEMOPRESSINA NOTI

=l LA
Aat

Figura 1. Mapa do vetor de expressdo recombinante pGEX-4T-1. A sequéncia nucleotidica codificadora
da hemopressina de murino foi inserida entre os sitios de clivagem de Sal I e Not I, juntamente com a
sequéncia “fag” de GST. Entre a “tag” GST e o gene da hemopressina foi inserido um sitio de clivagem
para enteroquinase (FLAG).

4.2 Producao da hemopressina recombinante e padronizacio das condicoes de
expressao
Para o preparo do pré-inéculo, foram utilizados 5 pL desse stab, 5 mL de meio

Luria-Bertani (LB) (1% de triptona, 0,5% de extrato de levedura, 0,5% de cloreto de
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sédio, pH 7,0), contendo ampicilina 100 ug/mL e cloranfenicol a 25 ug/mL, a 37 °C,
200 rotacgdes por minuto (rpm) durante 16 horas. Apds este periodo, foram realizadas
expressdes com 50 mL de meio LB, contendo 100 pg/mL de ampicilina e 25 pg/mL
cloranfenicol, e utilizando volume de 1:10 do pré-inéculo, que foram entao incubados a
37°C, 200 rpm até que a absorbancia (OD600) atingisse valores entre 0,6 a 0,8.

Para padronizacdo das melhores condicdes de rendimento de expressdo da
hemopressina, foram testados diferentes parametros (Tabela 2) como meio de cultivo
LB e 4YT (0,5% de cloreto de sédio, 3,2% de triptona, 2% extrato de levedura, pH 7,0),
temperatura e concentragdes variadas do indutor IPTG, além do sistema ndo induzido
(sem adicao de IPTG). Os pré-in6culos foram incubados a 37 °C e as expressdes foram

realizadas sob diferentes condicoes.

Tabela 2. Parametros de expressdo da hemopressina

Meio de | Temperatura Concentracao do Indutor (mM)
Cultivo °O)
15 0 0,25 0,5 1
LB 20 0 0,25 0,5 1
AYT 25 0 0,25 0,5 1
30 0 0,25 0,5 1
37 0 0,25 0,5 1

Os produtos de expressdo foram analisados em gel de SDS-PAGE 15% (sodium
dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) (SAMBROOK & RUSSELL,
2006), a 15 mA (miliampere) no gel concentrador e a 20 mA no gel separador, e o
marcador de peso molecular BenchMark Protein Ladder (Invitrogen). Os géis foram
corados com Coomassie blue (metanol 40%, 4cido acético 10%, agua estéril 50%, 2
gramas de brilliant blue G Sigma —B5133) e, em seguida descorados com solugdo
descorante (40% metanol, 10% &cido acético, 50% agua estéril).

Apés a otimizagdo das condicdes de expressdo, foi realizada nova expressdo e
precipitacdo das células para separacdo das proteinas soldveis e insoldveis. Dessa

forma, apds o término da expressdo, as células (todo volume de expressdo) foram
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precipitadas por centrifugacdo, a 4000 rpm, 5 minutos, 25 °C. O sobrenadante foi
descartado e o sedimento foi solubilizado com PBS (140 mM de NaCl, 2,7 mM KCI, 10
mM Na,HPO,, 1,8 mM KH,POy, pH 7,3) na concentragcao 1X, volume de 1:20 referente
ao volume do meio de cultura utilizado na expressao. A esta solucao foram adicionados
PMSF (fluoreto de fenilmetanossulfonila) 10 mM e benzamidina a 100 mM para a
realizacdo da lise.

As células foram lisadas por sonicacdo, com os seguintes parametros: 30% de
amplitude, intervalos de 4 segundos ON e 10 segundos OFF, durante 2 minutos. Apés
essa etapa, a suspensdo foi centrifugada a 10.000 g, por 5 minutos a 4 °C. No
sobrenadante estavam as proteinas soliveis, € no sedimento as proteinas insoliveis, e o
sobrenadante foi liofilizado. Sendo assim, as duas fases foram analisadas uma vez por
SDS-PAGE 15%, para verificar em qual delas havia maior concentracdo da

hemopressina.

4.3 Quantificacdo do nivel de expressao da hemopressina

A quantificacdo do nivel de expressio da hemopressina foi realizada por
densitometria. Para tanto, durante a expressdo, foram retiradas aliquotas de 1 mL no
momento em que as c€lulas atingiram valores de absorbancia (OD600) entre 0,6 a 0,8;
sendo este o tempo zero ou seja, o nao induzido. Apés a indugdo com IPTG, foram
retiradas aliquotas de 1 hora, 2 horas, 3 horas, 4 horas, 5 horas e over night (22 horas),
ap6s a indugdo. As amostras foram centrifugadas a 4000 rpm, 10 minutos a 25 °C; o
sobrenadante foi descartado e ao sedimento foram adicionados 100 pL de tampao de
amostra (4X) (glicerol 10%, 2-mercaptoetanol 10%, SDS (dodecil sulfato de sédio)
2,3%, Tris 124 mM, azul de bromofenol 0,01%), foram vortexadas e em seguida
fervidas por 10 minutos. Foram aplicados 5 pL. de amostra em gel de SDS-PAGE 15%
(SAMBROOK & RUSSELL, 2006).

Como amostra padrio, para auxiliar na quantificagdo, foi aplicada a albumina
sérica bovina (BSA) nas concentracOes de 1 pg, 2 uge 5 ug. A migracdo das amostras
ocorreu a 15 mA no gel concentrador e a 20 mA no gel separador, e 0 marcador de peso
molecular BenchMark Protein Ladder (Invitrogen). O gel foi corado com Coomassie
blue e em seguida descorado com solugcdo descorante. A andlise por densitometria

ocorreu por meio da utilizagdo do scanner ImageScanner Il (GE) e pelo software
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Image Master 2D Platinum (G.E. Health Care). Para a deteccdo das bandas foram

utilizados os seguintes parametros: “smooth’: 2; saliéncia: 200; drea minima: 4.

4.4 Confirmacio da expressao da hemopressina fusionada a GST por Western Blot

Nesta etapa, foram analisadas as seguintes amostras: hemopressina fusionada a
GST, expressdo em E. coli ndo transformada (controle negativo) e expressdo em E. coli
transformada com o vetor pGEX contendo apenas a proteina GST (controle positivo);
todas elas foram expressas em meio de cultivo LB a 25 °C, induzido por IPTG na
concentracdo de 0,25 mM quando as células atingiram absorbancia (OD600) entre 0,6 a
0,8.

Foram retiradas aliquotas de 1 mL a partir de 4 horas de indugdo. Essas foram
centrifugadas a 4000 rpm, 10 minutos a 25 °C; o sobrenadante foi descartado e ao
sedimento foi adicionado um volume de 100 uL de tampao de amostra (4X) (glicerol
10%, 2-mercaptoetanol 10%, SDS (dodecilsulfato de s6dio) 2,3%, Tris 124 mM, azul de
bromofenol 0,01%). As amostras foram vortexadas e em seguida fervidas por 10
minutos.

Foram aplicados 2 pLL de amostra em géis de SDS-PAGE 15% (SAMBROOK &
RUSSELL, 2006). Um gel foi transferido para uma membrana (membrane optimized for
protein transfer - GE) e outro funcionou como espelho do gel transferido. Para a corrida
dos géis foi utilizado o sistema de eletroforese Bio-Rad (cat. n°165-8003), gel de 8,6 X
6,8 cm, 75 mm. No preparo para a transferéncia, o gel e a membrana foram tratados
com tampao de ativagdo ou tampao de transferéncia (Tris base 25 mM, glicina 192 mM,
metanol 20%) por 10 minutos. Em seguida as amostras foram transferidas para a
membrana com o auxilio do sistema de transferéncia Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer
Cell (Bio-Rad), a 5 V por 22 minutos.

Ap6s a transferéncia, a membrana foi incubada com solu¢ao de bloqueio TBS
1X (Tris-HCI 20 mM, NaCl 150 mM, pH 7.5; mais 5% de leite em pd) over night. Apds
este periodo, a membrana foi lavada 3 vezes com tampao de lavagem (TBS-T) (TBS 1X
mais 0,05% de Tween) e incubada com anticorpo primdrio anti-GST (GE) produzido
em cabra, na diluicio de 1:5000, por um periodo de 3 horas. Apds essa etapa, a
membrana foi lavada trés vezes com tampao de lavagem TBS-T (TBS 1X mais 0,05%

de Tween) e incubada com o anticorpo secunddrio anti-cabra conjugado a fosfatase
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alcalina (ref. A4187, Sigma), na propor¢do de 1:5000 por um periodo de trés horas. Em
seguida, a membrana foi lavada trés vezes com tampao de lavagem e logo adicionada a

solugdo de revelacdo (Alkaline Phosphatase Conjugate Substrate Kit, Bio-Rad).

4.5 Purificaciao da hemopressina recombinante

Apés as etapas de expressdo e sonicacdo da proteina, o meio de expressao foi
centrifugado e a fracdo soluvel conservada, conforme descrito anteriormente. Este
volume, por sua vez, foi liofilizado e posteriormente utilizado na purificacdo. Desta
forma, dois mililitros de resina Glutathione Sepharose 4 Fast Flow (GE) foram
inseridos em coluna (Bio-Rad, 10 mL) e foi ligada a uma bomba peristaltica (Pump P-1,
GE) com fluxo de 1 mL/min. O peptideo hemopressina fusionado a GST foi1 purificado
por cromatografia de afinidade seguindo instrucdes do fabricante. A ativacdo e lavagem
da coluna foram realizadas com PBS 1X; e a eluicdo da hemopressina foi conduzida

com tampao de eluicao (Tris 50 mM, glutathiona reduzida, pH 8.0).

4.6 Sintese dos peptideos em fase sélida e sequenciamento

A produgdo das hemopressinas sintéticas foi realizada a partir da sintese manual,
utilizando a metodologia de sintese de peptideo em fase sélida, via estratégia 9-
fluorenilmetoxicarbonilo (Fmoc), na escala de sintese de 0,4 mmol, seguindo o
protocolo de acoplamento HBTU/DIPEA. Para a sintese da hemopressina de humano
(PVNFKLLSH) utilizou-se a resina Fmoc-His(Trt)-Wang Resin (100-200 mesh) 1%
DVB (Peptides International). J4 para a hemopressina de murino (PVNFKFLSH)
utilizou-se a resina His(Trt)-2-ClTrt-Resin  (100-200 mesh) 1% DVB (Peptides
International).

Nas etapas de acoplamento (que consiste na formacao de ligacdo amida entre dois
aminodcidos), foram adicionados sequencialmente os aminodcidos no sentido de C-
terminal para N-terminal. Dessa forma, em cada etapa foi adicionado Fmoc-AA (4
equivalentes ou vezes escala de sintese); HBTU (4 equivalentes ou vezes escala de
sintese, Novabiochem) e DIPEA (N, N-diisopropiletilamina) (7,6 equivalentes ou 7,6
vezes a escala de sintese, 170 pL mmol"') como agentes ativadores do grupamento

carboxilico e DMF (N,N-dimetilformamida, Vetec) (entre 1 a 3 mL) como solvente. A
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mistura reacional foi submetido a agitacdo orbital, temperatura ambiente, com tempo de
duracdo da reacdo de 1 hora.

Apds cada acoplamento, foi realizada a etapa de desprotecdo, que consiste na
remocdo dos grupos protetores Fmoc para possibilitar a adicio do derivado de
aminodcido seguinte. Desta forma, foram realizadas duas incubagdes de 15 minutos
cada, temperatura ambiente sob agitacdo orbital, com solucdo a 25% de 4-
metilpiperidina em DMF. Em seguida, foram realizadas lavagens sequenciais da resina,
com DMF (Synth) e 2-propanol, seguidas por uma lavagem final com diclorometano
(DCM, Dinamica).

A eficiéncia de cada acoplamento foi avaliada utilizando o teste de Kaiser, o qual
€ um teste quimico qualitativo que indica grupo amino livre (TROLL e CANNAN,
1953). Este teste € composto por solugdes de piridina a 2 % (v/v) em solu¢do aquosa de
KCN a 1 M, fenol a 80 % (m/v) em etanol e ninhidrina a 5 % (m/v) em piridina, nas
proporcdes 1:2:1 (v:v:v) e nesta ordem.

Ao final da sintese, foi realizada a reagdo de clivagem (remocao do peptideo da
resina) e a remog¢do dos grupos protetores das cadeias laterais. Para isto, a resina foi
seca a pressao reduzida por cerca de 1 hora. Em seguida, ela foi pesada e transferida
para um tubo Falcon (polipropileno) de 50 mL, ao qual foi adicionada uma mistura
composta por 95% de dacido trifluoracético (TFA), 2,5% de 4gua e 2,5% de
triisopropilisilano (TIS). O TFA € responsavel pela remocao da ligagdo CO-resina e dos
grupos protetores. Contudo, seu uso favorece a formacao de carbocdtions. Sendo assim,
utiliza-se o TIS para efetuar a captura dos carbocdtions (CHAN e WHITE, 2000). A
resina com esta mistura reacional foi homogeneizada com auxilio de um agitador
magnético, a temperatura ambiente, por 90 minutos. Em seguida, a solucdo foi
evaporada com uso de nitrogénio gasoso. O sedimento (peptideo) formado no fundo do
Falcon foi precipitado com éter di-isopropilico gelado sob N, liquido e filtrado. Sendo
assim, o peptideo que havia ficado retido no filtro, foi solubilizado em 4gua ultrapura e
submetido a liofilizacao.

As sequéncias de aminodcidos de ambas as formas da hemopressina foram
confirmadas por espectrometria de massa MALDI no modo LIFT™ em um
equipamento AutoflexSpeed (Bruker Daltonics, Bilerica, MA, EUA), o qual confirmou

que os peptideos foram sintetizados corretamente.
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4.7 Purificacdo das hemopressinas sintéticas por Cromatografia Liquida de Alto

Desempenho

A purificacdo dos peptideos sintéticos foi realizada por cromatografia de fase
reversa (Shimadzu LC-20AT) numa coluna semi preparativa C18 (Jupiter 5 um, 250 x
10 mm, 300 A), no fluxo de 1 mL/min e a fase mével composta por acetonitrila/acido
trifluoracético 0,1% (Sigma, St Louis, MO, EUA) e dgua/4cido trifluoracético 0,1%. O
gradiente de acetonitrila (ACN) de 5 a 95%, fluxo de 1 mL/min, temperatura ambiente.
A absorbancia foi monitorada em 254 nm. Para a purificagdo de cada amostra, em cada
corrida foram aplicados 2,0 mg do produto bruto de sintese, o qual foi solubilizado em
500 uL de Agua/Acido trifluoracético 0,1% e filtrado em filtro 0,45 um (Millex®-HA
SyringeDrivenFilter Unit, ref. SLHA 025 NB, Millipore). A pureza e a homogeneidade

dos peptideos sintéticos foram determinadas por espectrometria de massa.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Produc¢iao da hemopressina recombinante

Visando a desenvolver uma metodologia de producio inicial em pequena escala
da hemopressina recombinante, a sequéncia codificadora do peptideo hemopressina foi
sintetizada no vetor de expressdo pGEX-4T-1, contendo o gene de inducdo para IPTG e
o tag GST. O sistema de expressdo utilizado para a produgcdo da hemopressina foi
bacteriano, especificamente E. coli. A escolha por este sistema deu-se pela sua
caracterizacdo genética bem definida, por apresentar ripido crescimento celular,
rendimento elevado de expressdo e por ser o sistema mais indicado para proteinas ndo
glicosiladas (CHOU et al., 2007; HUANG et al., 2012).

A produgdo da hemopressina fusionada a proteina GST teve como objetivo
facilitar a identificac@o e a purificacdo do peptideo expresso, visto que a proteina GST
apresenta afinidade pela resina Glutationa Sepharose, permitindo assim, o0 seu uso na
purificacdo. Os tags sdo amplamente usados na expressdao recombinante de proteinas,
visando a aumentar a eficiéncia de iniciacdo da tradugdo, ajudar no enovelamento e
prevenir a protedlise, possibilitando a obten¢cdo da molécula na forma ativa (ROSANO
& CECCARELLI, 2014). Em E. coli o uso de proteinas de fusdo proporciona melhor
solubilidade as proteinas expressas, além de simplificar o processo de purificacdo
(LEBENDIKER & DANIELI, 2014). A glutationa S-transferase (GST) estd entre as
proteinas de fusdo mais potentes quanto a solubilidade (ZOU et al., 2008).

A expressao da hemopressina fusionada a GST foi confirmada por Western blot
usando anticorpo anti-GST. Para essa andlise, foram aplicados 2 uL da aliquota de
proteina total da expressdo. O resultado demonstrou a presenca do peptideo fusionado

(Figura 2) no tamanho esperado de 31,11 kDa.
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Figura 2- SDS-PAGE e Western blotting do extrato proteico da expressido da hemopressina em E. coli.
A. SDS-PAGE do extrato proteico da expressdo da hemopressina em E. coli. M: Marcador de peso
molecular BenchMark™ UnstainedProteinLadder (Invitrogen). 1: hemopressina fusionada a GST apés 4
horas de expressdao em meio de cultivo LB a 25 °C, induzido por IPTG na concentracio de 0,25 mM. Em
2, expressdo em E. coli ndo transformada. 3: Expressdo de GST em E. coli apés 4 horas em meio de
cultivo LB a 25 °C, induzido por IPTG na concentragdo de 0,25 mM. B. Western blotting do extrato
proteico da expressdo da hemopressina em E. coli. M: Marcador de peso molecular BenchMark™
Prestained ProteinLadder (Invitrogen) .

5.2 Quantificacao do nivel de expressao de hemopressina recombinante

A determinagdo das melhores condi¢des de expressdo de uma proteina é um
passo extremamente importante e desafiante, pois visa a otimizar tempo, custo,
rendimento e atividade. Sendo assim, na determinacdo do perfil de expressdo da
hemopressina foram avaliados alguns parametros, tais como meio de cultivo,
temperatura, concentracdo do indutor e tempo de expressdo apds a inducgdo. Desta
forma, foram avaliadas expressdes realizadas utilizando os meios de cultivo LB e 4YT,
sob temperaturas de 15 °C, 20 °C, 25 °C, 30 °C e 37 °C, com concentragdes do indutor
de expressdao IPTG a 0,25 mM, 0,5 mM e 1 mM; e tempos de expressdo de 0 a 5 horas e

durante a noite (ndo mostrado), apds a inducao (Figura 3).
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Figura 3. SDS-PAGE do extrato proteico da expressdo da hemopressina fusionada a GST, em E. coli.
Como padrio, foram utilizados 1.0 pg (1), 2.0 pg (2) e 5.0 pg (3) de BSA. M: Marcador de peso
molecular BenchMark™ Prestained Protein Ladder (Invitrogen). 4: expressdo de hemopressina ndo
induzida por IPTG. 5, 6, 7, 8, 9: hemopressina induzida por IPTG na concentracdo de 0,25 mM, ap6s 1, 2,
3,4 e 5 horas de expressao em meio de cultivo LB a 25°C, respectivamente.

Foi observado maior nivel de expressdo da hemopressina, utilizando meio LB,
na temperatura de 25 °C, a 0,25 mM do indutor IPTG e 4 horas de expressdo apds a
indugdo (Tabela 3). O rendimento da expressdo foi calculado em 147,8 mg/L do
peptideo fusionado a GST, em extrato total de proteinas (Figura 4), sendo a maior parte

da expressao da hemopressina encontrada na fracao soldvel.
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Figura 4. Quantificacdo por densitometria do extrato proteico da expressdo da hemopressina fusionada
a GST, em E. coli.Como padrdo, foram utilizados 1.0 pg (1), 2.0 pg (2) e 5.0 ug (3) de BSA. M:
Marcador de peso molecular BenchMark™ Prestained Protein Ladder (Invitrogen). 4: expressdo de
hemopressina ndo induzida por IPTG. 5, 6, 7, 8, 9: hemopressina induzida por IPTG na concentracdo de
0,25 mM, apés 1, 2, 3, 4 e 5 horas de expressdao em meio de cultivo LB a 25°C, respectivamente.
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Tabela 3. Parametros gerais e de maior expressao da hemopressina

Meio de | Temperatura Concentracao do Indutor (mM)
Cultivo °O)
15 0 0,25 0,5 1
20 0 0,25 0,5 1
LB 25 0 0,25 0,5 1
30 0 0,25 0,5 1
37 0 0,25 0,5 1
15 0 0,25 0,5 1
20 0 0,25 0,5 1
4YT 25 0 0,25 0,5 1
30 0 0,25 0,5 1
37 0 0,25 0,5 1

* O parametro que levou a maior produgdo do peptideo recombinante encontra-se marcado em cinza.

Assim como na expressao da hemopressina, Yu et al. (2013), utilizaram o vetor
de expressao pGEX-4T-1, contendo o tag GST (glutationa S-transferase), para a
expressao recombinante de uma molécula humana, FHL2. Também nesse estudo, foram
avaliados diversos parametros de otimizacdo do nivel de expressdo, tais como
concentracdo do indutor IPTG, tempo de expressdo apds a indugdo e temperatura.
Contudo, a maior parte da expressdo de GST-FHL2 estava na forma de corpos de
inclus@o em temperaturas mais elevadas. Mas quando expressa sob temperatura menor,
a 23 °C, cerca de 50% da proteina expressa estava na forma solivel, mostrando que a

escolha da temperatura também pode minimizar esse efeito indesejdvel. Yu e
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colaboradores obtiveram melhores niveis de expressdo a 23 °C, uma temperatura
proxima da temperatura 6tima de expressdao da hemopressina (25 °C).

Li et al. (2014) utilizaram o vetor pGEX-4T-1 e o rag GST, na expressao das
moléculas Granzima B (GrB) e perforina (PFP), as quais parecem ter envolvimento na
supressdo da progressao tumoral. Os autores obtiveram rendimento de 10,5 e 4,3 mg/0,5
L de meio de cultivo, de GST-GrB e GST-PFP purificadas, respectivamente.

A importancia do fag na solubilizacdo da molécula pode ser reforcada pelo
trabalho de Nguyen et al. (2014), na expressdo recombinante em E. coli, do hormo6nio
do crescimento humano (hGH). Como este hormoénio tende a agregar-se e a formar
corpos de inclusdo, afetando a sua solubilidade, foram avaliadas a expressao do hGH,
testando sete diferentes tags. Foi demonstrado que as tags MBP (maltose-binding
protein) e PDI (protein disulfide bond isomerase) aumentaram significativamente a
solubilidade do hormdnio. Além disso, o produto expresso sob temperatura menor, a 18
°C, também apresentou melhor solubilidade, em todas as proteinas de fusdo avaliadas,
mostrando que, a temperatura € um parametro importante também quanto a solubilidade
da molécula expressa.

Basso et al. (2015) realizaram a expressdo recombinante do peptideo glucagon
em E. coli. Para isso, utilizaram o vetor de expressdo pGEX-4T-3, proteina de fusdo
GST e indutor IPTG. Nesse estudo, o melhor nivel de expressdao foi obtido sob
temperatura de 30 °C, a 0,25 mM de IPTG e 4 horas de expressdao apos a inducdo,
apresentando rendimento de 40 a 50% de GST-glucagon da expressao total de proteinas.
Os melhores parametros de expressdo obtidos nesse estudo foram iguais aos da
producdo da hemopressina, exceto a temperatura. A hemopressina foi melhor expressa a
25 °C, temperatura ainda menor que na produgdo do glucagon. Expressao heterloga em
temperaturas reduzidas é um fator positivo para minimizacdo de atividades de
peptidases, de agregacdo e formacdo de corpos de inclusio.

A hemopressina também demonstrou melhores condicdes de expressao quando
comparadas com a otimizagdo para expressdo de KGLP-1, um analogo do peptideo
glucagon tipo 1 (GLP-1), realizado por Liu et al. (2014). No estudo dos autores, foi
utilizado o plasmideo de expressdao pET-GST-3C (contendo o fag GST), sistema em E.
coli, e expressdo durante seis horas, induzida com IPTG na temperatura de 37 °C. O
rendimento de KGLP-1 purificado foi de aproximadamente 12,1 mg/L. Tendo em vista
que a hemopressina apresentou melhor rendimento a 25 °C, e com 4 horas de expressao,

deve-se considerar que expressdo a temperaturas reduzidas € um fator positivo devido a
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minimizacao da protedlise. Além disso, menor tempo de expressao significa reducdo no
custo da produgdo.

De acordo com os protocolos padrao de purificacdo de proteinas recombinantes
por técnicas cromatogrificas (HANDBOOK, 2001) em torno de 80% do material
purificado pode ser recuperado quando se utiliza apenas um passo cromatografico.
Aplicando isto ao rendimento de expressdo da hemopressina (147,8 mg/L), seria
esperado recuperar cerca de 120 mg do peptideo recombinante fusionado a GST por
litro de meio de expressdo. Esta quantidade encontra-se bem acima do descrito por
Nguyen e colaboradores (~37 e 12 mg/0,5 L), Liu e colaboradores (12,1 mg/L), Li e
colaboradores (10,5 e 4,3 mg/0,5 L).

Os trabalhos citados comprovam a importancia da avaliacdo e determinacao dos
melhores parametros para producdo de um peptideo ou proteina, tais como o uso de fag,
temperatura de expressio, concentracdo do indutor. Além disso, varios desses estudos
demonstraram o uso das mesmas ferramentas e condi¢des utilizadas na producgdo
recombinante da hemopressina, tais como o sistema de expressdo em E. coli, vetor de
expressao pGEX, a proteina de fusdo GST, indutor IPTG e temperatura inferior a 37 °C.
A hemopressina demonstrou maior rendimento na expressao a 25 °C, durante quatro
horas apds a inducgdo, utilizando IPTG na concentracio de 0,25 mM. A baixa
concentracdo do indutor favorece menor custo na producio, e ainda, conforme Pacheco
et al. (2012), auxilia na solubilidade da proteina, por gerar menor estresse para a c€lula

bacteriana. De fato, a hemopressina ndo apresentou problemas na solubilizagao.

5.3 Purificacio da hemopressina fusionada a GST por cromatografia de afinidade

A purificacdo € uma etapa extremamente importante juntamente ao processo de
expressao de peptideos e proteinas recombinantes. Composta por varios processos que
visam ao isolamento de uma molécula de uma mistura, a purificacio possibilita realizar
a caracterizacgdo da estrutura, funcdo e interacdes do peptideo ou proteina de interesse.
Desta forma, na expressdo de peptideos, é extremamente importante a fusdo de tags a
essas moléculas, para auxiliar no processo de purificacdo. Neste trabalho, a
hemopressina foi fusionada ao tag GST, o qual apresenta afinidade a resina Glutathione
Sepharose 4 Fast Flow (GE). Sendo assim, tal resina foi utilizada para purificacio da

hemopressina, por cromatografia de afinidade, no fluxo de 1 mL por minuto. Apds a
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adi¢do da proteina total, foram coletadas aliquotas de 1 mL do lavado (tampdo de
lavagem - PBS) e do eluido (tampdo de elui¢do) e analisadas em gel SDS-PAGE 15%
(Figura 5), demonstrando que a purificacio ocorreu de forma satisfatéria, tendo em vista
que o procedimento permitiu a obten¢do da molécula com aproximadamente 90% de

grau de pureza, o mesmo valor obtido Basso et al. (2015), com o uso desta metodologia.

Figura 5- SDS-PAGE da hemopressina purificada por cromatografia de afinidade em resina Glutathione
Sepharose 4 Fast Flow (GE). M: Marcador de peso molecular BenchMark™ UnstainedProteinLadder
(Invitrogen). 1: primeiro mililitro de eluicdo da hemopressina fusionada a GST. 2: segundo mililitro de
elui¢do da hemopressina fusionada a GST. 3: terceiro mililitro de elui¢do da hemopressina fusionada a
GST. 4: quarto mililitro de elui¢do da hemopressina fusionada a GST. 5: quinto mililitro de elui¢do da
hemopressina fusionada a GST. 6: sexto mililitro de eluicdo da hemopressina fusionada a GST.

Por andlises iniciais, o uso do vetor pGEX-4T-1 e do fag GST demonstrou ser
ideal para a produgdo da hemopressina, uma vez que proporcionou rendimento elevado
da proteina GST-hemopressina, 147, 8 mg/L. Além disso, tendo em vista que os tags
sdo amplamente utilizados para auxiliar e simplificar os processos de identificagdo e
purificacdo de peptideos e proteinas fusionadas (GAO, 2010; WALLS & LOUGHRAN,
2011), o uso da proteina de fusdo GST na expressdao da hemopressina, foi fundamental
para identificar o peptideo, uma vez que foi utilizado o anticorpo anti-GST. O uso do
tag também possibilitou a purificagdo parcial, utilizando cromatografia de afinidade

com o uso da resina glutathione sepharose.
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5.4 Obtencao por sintese em fase solida e sequenciamento das hemopressinas

sintéticas

Os peptideos sintéticos foram obtidos por sintese quimica em fase sélida usando a
estratégia Fmoc. Assim como neste trabalho, a hemopressina é amplamente produzida
por essa estratégia e utilizada em ensaios de atividade, como nos estudos realizados por
Rioli et al. (2003), Dale et al. (2005), Remelli et al. (2016).

Para confirmacdo da obtencdo das hemopressinas de humano e de murino (Figura
6), foram realizadas anélises por espectrometria de massa do produto bruto de sinteses
dos peptideos, demonstrando peptideos com massa molecular de 1.054,6 Da e 1.088,6
Da, respectivamente.

A sequéncia de residuos de aminodcidos da sintese da hemopressina humana foi
confirmada por espectrometria de massa (Figura 7), no modo LIFT™ em um
equipamento Autoflex Speed (Bruker Daltonics, Bilerica, USA).

Também apds a confirmacgdo da obtencdo da hemopressina murina, as sequéncias
de aminodcidos foram confirmadas por espectrometria de massa no modo LIFT™ em
um equipamento Autoflex Speed (Bruker Daltonics, Bilerica, USA), demonstrando a

fragmentacao do peptideo com massa molecular de 1.088,6 Da (Figura 8).
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Figura 6. Espectros de massa dos produtos brutos de sinteses das hemopressinas. Hemopressina de origem
humana (A) e do produto bruto de sintese da hemopressina murina (B). Os adutos de sédio e potdssio, com
diferencas de massa de 21.98 e 37.95, estdo assinalados. A diferenga de 18 unidades de massa e uma perda de
H,0 que ocorre na fonte de fragmentacao do Maldi. Os espectros foram obtidos no modo positivo refletido no
equipamento AutoflexSpeed (BrukerDaltonics, Bilerica, EUA)
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Figura 8. Espectro de fragmentacdo (MS/MS) do produto principal de sintese de hemopressina murina. [M+H]"= 1088,6. Sequéncia: PVNFKFLSH. Na parte
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5.5 Purificacao das hemopressinas sintéticas

A qualidade de um medicamento peptidico é determinada principalmente pelo seu
perfil de impurezas, tendo em vista que estas podem afetar a eficidcia ou induzir a
toxicidade do medicamento. Desta forma, autoridades reguladoras estabelecem
especificagdes para garantir uma pureza consistente desses medicamentos (VAN
DORPE et al., 2011). Também no ambito de pesquisa biomédica, as impurezas podem
apresentar maior afinidade de ligacdo em comparacdo ao peptideo, provocando
conclusdes errdneas sobre os resultados (VERBEKE et al., 2015).

ApoOs a sintese manual das hemopressinas sintéticas, estes peptideos foram
purificados por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) em coluna de fase
reversa. As hemopressinas de humano e de murino, foram eluidas em concentracoes de
aproximadamente 48% e 46% de acetonitrila, respectivamente (Figura 9). Este resultado
€ compativel com a maior hidrofobicidade do residuo de leucina em relag¢do ao residuo

aromatico de fenilalanina.
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Figura 9. Purificagdo das hemopressinas sintéticas. A e B:Cromatogramas dos peptideos Hp de humano e
Hp de murino, respectivamente,eluidos em gradiente de acetonitrila (ACN) de 5-95% em coluna de fase
reversa semipreparativa C18 (5 pm, 250 x 10 mm), fluxo de 1 mL/min, utilizando sistema de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). A absorbancia foi monitorada em 254nm.
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A pureza e as massas moleculares dos peptideos foram analisadas por
espectrometria de massa (MALDI-TOF). Em cada espectro de massa apresentou,
somente um pico de massa equivalente ao peptideo avaliado. As massas moleculares
para Hp de humano e Hp de murino foram de 1.054,6 Da e 1.088,6 Da, com graus de

pureza de ~95% e 97%, respectivamente (Figura 10).
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Figura 10. Espectros de massa das hemopressinas purificadas. Espectros de massa MALDI-TOF/MS
representando a massa molecular [M+H]+ e o grau de pureza dos peptideos Hp de humano (A) e Hp de
murino (B). Os espectros foram obtidos no modo positivo refletido no equipamento Autoflex Speed
(BrukerDaltonics, Bilerica, EUA).
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Tendo em vista que para consumo alimentar, uso clinico, realizacdo de
determinados ensaios bioldgicos e estudos estruturais ou de relacdo estrutura-atividade,
sdo requeridos peptideos com purezas iguais ou superiores a 95% (MACHADO et al.,

2004), as hemopressinas apresentaram pureza dentro do padrio exigido.
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6. CONCLUSAO

Os dados obtidos nesse estudo permitem as seguintes conclusdes:

As ferramentas (sistema de expressdo em E. coli, vetor de expressao pGEX-4T-
1, tag GST), juntamente com os parametros de expressao determinados (temperatura,
tempo de expressdo, concentracdo do indutor), foram adequados para a obtencdo do
rendimento elevado do peptideo hemopressina. As melhores condi¢des de expressao
foram obtidas de forma a proporcionar menor custo, sendo este, um fator essencial para

o mercado farmacéutico.

Os peptideos sintéticos apresentaram sequéncias corretas, conforme o esperado.
ApOs a etapa de purificacdo, apresentaram alto grau de pureza, fator essencial para a
obtencdo de resultados confidveis na avaliacdo em ensaios de pesquisa. Além disso, em
ambito clinico, a pureza do farmaco é um quesito obrigatério, exigido por unidades

reguladoras competentes.
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7. PERSPECTIVAS FUTURAS

Atualmente, estd sendo realizado o encapsulamento das hemopressinas sintéticas
das formas humana e murina com PLGA, em colaboracdo com o Laboratério Ibérico
Internacional de Nanotecnologia (INL), Braga-Portugal. As préximas etapas
constituirdo em realizar a clivagem do fag GST da hemopressina recombinante, realizar
o seu encapsulamento com PLGA e avaliar as atividades in vitro e in vivo das

hemopressinas recombinante e sintéticas, encapsuladas e nao encapsuladas.
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