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RESUMO

A somatostatina ¢ um neuropeptideo multifuncional que inibe a secrecdo de
diversos horménios em diferentes organismos. Seus analogos sdo utilizados para tratar
disfuncdes enddcrinas, bem como para inibir alguns fatores de crescimento em tumores.
Em sua estrutura primaria sdo encontrados dois residuos do aminoacido cisteina que
formam uma ligag¢do dissulfeto conferindo a molécula sua conformacao caracteristica.
Um analogo natural da somatostatina presente na secre¢do cutdnea do anuro Hypsiboas
punctatus foi caracterizado por técnicas de RP-HPLC e ESI/MS, MALDI-TOF-TOF/MS e
MALDI-TOF-TOF/MS/MS. Infere-se dos resultados obtidos que esse analogo possui uma
estrutura mais estavel em relacdo ao natural (dados de RMN ndo publicados). Portanto,
o objetivo deste trabalho foi utilizar a molécula previamente caracterizada como
arcabouco para o desenho de peptideos produzidos sinteticamente, pela estratégia
Fmoc/t-butila, bem como sua purificagagdo e a realizacdo de testes bioldgicos in vitro, a
fim de compreender o papel dos aminoédcidos-chave em suas estruturas primarias. Os
resultados da fase de purificagdo/MS mostram a ocorréncia de oxidagdo espontanea dos
andlogos e a tendéncia em formar agregados ndo covalentes e/ou dimeros quando em
meio aquoso, o que tornou complexo o isolamento de uma forma Unica e pura destes
compostos; testes in vitro de contratilidade em células de musculo liso de mamiferos
revelaram atividade dos peptideos sintetizados como agonistas dos SSTRs. As

perspectivas deste projeto incluem a caracterizagdo estrutural dos peptideos por RMN.
Palavras-chave: andlogos sintéticos, somatostatina, disfun¢oes endocrinas

Apoio financeiro: CAPES



ABSTRACT

Somatostatin is a multifunctional neuropeptide that inhibits the secretion of
many hormones in different organisms. Somatostatin analogues are used to treat
endocrinological dysfunctions such as acromegaly and also to inhibit some types of
tumor growth factors. This molecule has two Cysteine residues in its primary structure
forming a disulfide bond that grants the molecule its characteristic conformation. In a
skin-secretion study of the anuran Hypsiboas punctatus, a naturally occurring
somatostatin-like peptide was characterized by techniques such as RP-HPLC, ESI/MS,
MALDI-TOF-TOF/MS and MALDI-TOF-TOF/MS/MS. The results suggested that its
primary structure may contribute to distinguished conformation stability (NMR data not
published). Therefore, this study aimed to utilize the primary structure of this
Somatostatin-like peptide as a framework to the design, synthesis (Fmoc/t-butyl
strategy), purification, and structural characterization of somatostatin analogues, in
order to investigate the role of key amino acids in its structure. The RP-HPLC/MS
results showed the occurrence of spontaneous oxidation of the molecule as well as the
formation of dimmers and/or peptide aggregates which made the isolation of great
quantities of one specific form with high purity hard to obtain. Induced contraction in
vitro experiments data showed that the analogues interacted functionally with the
SSTRs of smooth muscle mammalian cells. The study’s perspectives involve the

elucidation of the 3D structure by NMR.

Key words: synthetic analogues, somatostatin, endocrinological dysfunctions
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1.1 Toxinas de anfibios

Sabe-se, desde meados dos anos 80, que pesquisas na area de peptideos
biologicamente ativos encontrados em mamiferos tém sido continua e substancialmente
estimuladas e enriquecidas por aquelas conduzidas a partir da extracdo de secrecdes
cutaneas de anfibios. Houve ocasides em que a descoberta de peptideos relacionados ao
cérebro e/ou ao trato gastrintestinal encontrados em mamiferos foram precedidas pelo
isolamento e pela caracterizacdo de seu peptideo equivalente encontrado em secre¢do
cutanea de anfibios. Portanto, os estudos a respeito de peptideos oriundos da secre¢do
cutanea de anfibios tém servido para a elucidacdo das relagdes entre o cérebro e o TGI

de mamiferos (Renda et al., 1989).

Muitos anfibios produzem um arsenal de toxinas como parte de sua imunidade
inata. Nas células que revestem as paredes das glandulas granulares presentes na pele
desses animais ¢ produzida uma variedade de principios ativos que compreendem
diferentes tipos de moléculas. Existe uma diversificada gama de esterdides, de
alcaldides, de aminas biogénicas, de derivados guanidinicos, de proteinas e de
peptideos, incluindo-se, na producdo desses dois Ultimos, seus precursores e todo o

sistema enzimatico envolvido na sua biossintese (Sebben et al., 1993).

Alguns peptideos bioativos sdo moléculas efetoras do sistema imunoldgico inato
dos organismos multicelulares, desempenhando um importante papel nos individuos.
Estas moléculas s@o essenciais para a integridade fisioldgica tanto de organismos que
possuem sistema imunologico adaptativo quanto para aqueles ndo possuem células

especializadas para o combate de agentes patogénicos (Boman & Hultmark, 1987).

Vérios compostos presentes na secre¢do da pele protegem os anfibios contra a
predacdo, munindo-os de um gosto e/ou de um odor repelente, de propriedades adesivas
que interferem nos processos de ingestdo, além de causarem nauseas, perda da

coordenagao e da consciéncia e morte (Stone et al., 1992).
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Dentre esses compostos, determinados peptideos tém despertado bastante
interesse ndo s6 devido as suas atividades como neurotransmissores, mas também por
serem similares a hormonios encontrados nos sistemas gastrintestinal e nervoso de
mamiferos. Os exemplos mais frequentes de hormonios encontrados tanto na pele de
anfibios, quanto em mamiferos, inclusive na espécie Homo sapiens, sdo a bradicinina, o
hormoénio liberador de tirotropina (TRH), as bombesinas e os peptideos opidides
(Erspamer et al., 1976). As classes de peptideos encontrados no cérebro e no trato
grastrintestinal de mamiferos e na pele dos anfibios estdo relacionadas na tabela 1.
Supde-se que a presenca destes peptideos encontrados na secre¢do cutdnea de anfibios
deva-se a fatores evolutivos das relagdes de predacdo destes animais por mamiferos

(Renda et al., 1989).

Tabela 1: Relacdo de peptideos descritos em cérebro e trato gastrintestinal (TGI) de
mamiferos em comparacdo aos encontrados em pele de anfibios. Em destaque, a
molécula de somatostatina encontrada em mamiferos. Tabela modificada e traduzida de
The peptide triangle  disponivel no  dominio publico da internet
(http://www.montegen.com/Montegen/Nature of Business/The Gate/The Business O
bjective/Licensing_Opportunities/Biodiversity/The peptide_triangle/the peptide triang

le.htm).

TRATO

CEREBRO GASTRINTESTINAL PELE
Mamiferos Mamiferos Anfibios
Substancia P Substancia P Taquicininas
Colecistocinina Colecistocinina Ceruleinas
Bradicininas Bradicininas Bradicininas
Gastrina Gastrina (7) -
Neurotensina Neurotensina Xenopsina
Encefahnashiélermophm- Encefalinas e endorfinas Dermofinas
Hormonio estimulante da ~ Hormonio estimulante da =~ Hormonio estimulante da
tiredide (TSH) tiredide (TSH) tire6ide (TSH)
Somatostatina Somatostatina ?
Bombesin-like Bombesin-like Bombesina
Peptideo intestinal Peptideo intestinal Peptideo intestinal
vasoativo vasoativo vasoativo

Angiotensina I e II
Fator de liberagao de
corticotropina Sauvagein-
like e Urotensin-like

Angiotensina I e II
Fator de liberagao de
corticotropina Sauvagein-
like e Urotensin-like

Crinia angiotensina
Sauvageinas

Triptofilinas
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Peptideos como as bradicininas, as taquicininas, as ceruleinas e as bombesinas
sdo conhecidos pela capacidade em aumentar a motilidade gastrica podendo induzir a
émese da presa (Conlon & Aronsson, 1997), ou agir estimulando as glandulas salivares
e lacrimais de mamiferos, bem como causar resposta gastrica integrada atuando no
aumento da liberacdo de bicarbonato e de muco, inibindo a secre¢ao 4cida e de pepsina
e, ainda, aumentando a atividade motora (Ayalon et al/, 1981). Além disso, também
podem provocar mudangas no comportamento dos predadores, tais como a inibi¢do de
ingestdao de alimentos e dgua e, em alguns casos, seda¢do do predador (Schwartz et al.,

2007).

1.2 Neuropeptideos

Desde o final dos anos 60 e o inicio dos 70 do século passado, ficou
demonstrado que os fatores reguladores do hipotadlamo, as endorfinas e as encefalinas
sdo peptideos, e que hormonios do sistema digestivo como a colecistocinina (CCK), o
peptideo intestinal vasoativo e a somatostatina sdo também produzidos no cérebro.
Esses achados fizeram aumentar substancialmente as pesquisas envolvendo
neuropeptideos e, consequentemente, o nimero de publicagdes sobre o assunto (Strand

etal., 1999).

As estruturas dos neuropeptideos tém sido fortemente conservadas ao longo da
evolucdo, indicando que devem existir mecanismos para perpetuar essas moléculas
sinalizadoras. As insulinas de alguns mamiferos como bovinos, suinos e humanos sao
altamente conservadas podendo apresentar, no maximo, dois residuos de aminoacidos
diferentes em suas sequéncias, sugerindo que quase tudo da estrutura da insulina ¢é
essencial para a sua funcdo, o que inclui ndo somente a ligacdo ao receptor, mas
também, muito provavelmente, a regulacdo do processamento do seu precursor

biossintético e dos granulos de armazenagem da insulina ativa.
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Todavia, a conservacdo da estrutura ndo previne o sistema primitivo de ganhar
novas fungdes. A economia do desenvolvimento evolutivo resultou na retengdo da
estrutura quimica de muitos neuropeptideos, mesmo que seus receptores e suas funcdes
tenham se modificado. A prolactina (PRL), um dos peptideos hormdnios mais antigos,
teve sua funcdo modificada radicalmente ao longo da evolugdo. Em todas as espécies,
desde os peixes aos humanos, a PRL esté relacionada ao metabolismo de sais e de agua.
Nas fémeas dos mamiferos, ¢ responsavel pela lactagdo e, nos machos, incluindo os
humanos, a PRL esta envolvida na espermatogénese, na sintese de testosterona e na
libido. Esse fato contribui com fortes evidéncias de que hd um ancestral comum para
muitos neuropeptideos, uma vez que peptideos derivados de plantas, anfibios, peixes e
outros mamiferos sdo capazes de ativar processos fisiologicos em humanos (Strand et

al., 1999).

O modelo molecular neuroendédcrino de controle das fungdes de um organismo
descrito por Acher e Chauvet (1995) constitui um processo em cascata, que se inicia
com o processamento do polipeptideo precursor em peptideo ativo e é estocado em
vesiculas de armazenamento, até ser disponibilizado na corrente sanguinea. A partir dai,
o hormdnio circulante atinge sua célula-alvo, ou seja, aquela que possui os receptores
capazes de reconhecé-lo em sua membrana. Uma vez ativados, os receptores transferem
a mensagem molecular ao efetor bioquimico no interior da célula, produzindo uma
funcdo biolodgica especifica, por meio de um processo de transducdo de sinal, mediado
por proteinas-G. A cascata pressupde que cada passo ao longo do caminho depende de

um reconhecimento molecular especifico.

A secrecdo da pele dos anfibios ja ¢ conhecida ha algum tempo como fonte rica
de peptideos biologicamente ativos (Erspamer et al, 1985). Mais de 200 desses
peptideos ja foram caracterizados estruturalmente e classificados em varias familias,
com base em suas estruturas primarias. Muitos chegam a ser idénticos a moléculas
produzidas por animais superiores, como a bradicinina e a bombesina, que sdo dois
neuropeptideos extraidos da secrecdo da pele de anfibios, andlogos a neuropeptideos
produzidos endogenamente pelos sistemas nervoso e digestorio dos vertebrados

(Anastasi et al., 1965; Anastasi et al., 1971)
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A bombesina foi detectada pela primeira vez na pele de anfibios do género
Bombina por Erspamer e seus colaboradores, em 1971 (Anastasi et al., 1971). Seu
analogo nos mamiferos foi identificado, pouco tempo depois, por Walsh et al. (1979),
como o peptideo liberador da gastrina, com a propriedade de estimular a liberacdo da
secregdo dacida gastrica. Atualmente, a lista de atividades bioldgicas atribuidas a
bombesina sobre o trato gastrintestinal (TGI) e o sistema nervoso central de mamiferos
¢ extensa e inclui a contragdo da musculatura lisa, a secre¢do de outros hormonios
gastrintestinais, a regulacdo do apetite e a termorregulacdo (Ghatei et al., 1982; Itoh et

al., 1995; McCoy & Avery, 1970; Severi et al., 1991).

A somatostatina (SS), originalmente isolada do hipotdlamo de carneiro, ¢ um
tetradecapeptideo caracterizado funcionalmente por sua agdo como inibidor fisiologico
da secrecdo pituitaria de GH, motivo pelo qual foi chamada inicialmente de fator
inibidor da liberacdo de hormoénio do crescimento (GH ou somatotropina). Nos
mamiferos, sabe-se que a somatostatina existe em duas formas biologicamente ativas,
SS-14 (H-A'-G*-[C*-K*-N°-FO-F-W*-K°-T'°-F''-T"2.§".C'*]-OH) ¢ a SS-28 (H-S'-A*-
N3-SN-PO-AT-ME-A%-PIO-R I LE 2R BK - A5G [C1TK BN RO 2 w2 K 224
F>-T?°-S%"-C**] -OH), ambas codificadas por um gene comum e processadas a partir de
um precursor unico (Brazeau et al., 1979). Sua sintese ocorre na forma de pré-pro-
somatostatina, passa por uma clivagem proteolitica tecido-especifica, gerando os dois
peptideos bioativos (SS-14 e SS-28), correspondentes aos C-terminais 14 e 28,

respectivamente (Devos et al., 2002).

A SS-14 ¢ um peptideo ciclico que possui uma ligacdo dissulfeto entre os
residuos de cisteina 3 e 14, produzindo uma estrutura em anel, considerada essencial
para a sua atividade biologica. Existem formas multiplas de somatostatina estendidas na
regido N-terminal, como a SS-28 também de mamiferos, as SS-22, -25 e -28 de peixes

em geral e as SS-34 e -37 identificadas somente nas lampreias.

O hormoénio SS-14 tem sua estrutura primaria conservada na maioria das classes
de seres vivos. A comparagdo de sequéncias entre as somatostatinas encontradas em
mamiferos (humana e de camundongo), em uma ave, em um anuro € em um peixe

podem ser observadas no alinhamento peptidico da figura 1.

16



[Homo sapiens] AGCKNFFWKTFTSC

[Mus musculus] AGCKNFFWKTFTSC
[Gallus gallus] AGCKNFFWKTFTSC
[Xenopus tropicalis] AGCKNFFWKTFTSC
[Trachemis scripta] AGCKNFFWKTFTSC
[Danio rerio] TGCKNYFWKSRTAC
Consensus I

Figura 1: Alinhamento multiplo de somatostatinas de diferentes representantes do filo
Chordata. As sequéncias foram obtidas por meio de pesquisa no banco de dados do site
do National Center for Biotechnology Information na aba Protein. A ferramenta
utilizada foi 7-Coffee, disponivel no dominio publico da internet. Aminodcidos em azul
sdo aqueles idénticos entre as sequéncias enquanto que os em vermelho os ndo
conservados.

As sequéncias peptidicas listadas na figura 1 tém alto grau de identidade,
demonstrando a conservagdo de suas estruturas ao longo da evolugdo destes grupos e,
com excecdo da somatostatina encontrada no exemplar de Danio rerio (peixe
paulistinha), as estruturas primarias encontradas nos demais exemplares mostram-se

1dénticas.

A somatostatina ¢ uma molécula multifuncional que ndo s6 inibe a liberacdo de
GH e de GHRH (hormoénio liberador do hormdnio do crescimento), mas que também
controla a liberacdo de muitos outros hormodnios, pituitarios, pancreaticos e do trato
digestodrio e regula as secrecdoes do TGI. As células produtoras de SS ocorrem em alta
densidade nos sistemas nervoso central e periférico, no sistema digestorio e no pancreas
endocrino, e em densidade menor em outros tecidos periféricos e tipos celulares,
incluindo as glandulas tiredide e adrenal, a placenta, os rins, as glandulas
submandibulares, o sistema reprodutivo e as células inflamatorias e imunologicas

(Strand et al., 1999).

A atuacdo da SS ¢ sistémica, a exemplo de um horménio cléssico ou local, como
um neurotransmissor ou regulador pardcrino/autdcrino, exercendo, dessa forma,
diversas fungdes fisioldgicas, que podem ser separadas em trés categorias. Na primeira
delas, a SS age como um neurotransmissor no cérebro sobre as fungdes cognitivas,

locomotoras, sensoriais € autdnomas. Na segunda, a SS inibe a proliferacdo celular
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(células T), enquanto na terceira, considerada a mais importante, a SS inibe uma gama
de secregoes celulares endocrinas e exocrinas. No cérebro, a SS inibe a liberagdo de
dopamina, de norepinefrina, de hormonio liberador de GH, de horménio liberador da
tirotropina (TRH), de hormoénio liberador da corticotropina (CRH) e da propria SS
(Gugger & Reubi, 2006).

De modo geral, a SS-28 ¢ a variante mais potente dos mamiferos, por inibir o
GHRH, o GH, a PRL ¢ o TSH — horménio estimulador da tiredide — ¢ a secregdo de
insulina, enquanto a SS-14 ¢ muito mais seletiva nas suas atividades inibidoras, agindo
especificamente sobre a secrecdo do glucagdnio, sobre a secrecdo exdcrina gastrica,
sobre o fluxo sangiiineo esplancnico (proveniente das visceras) e sobre a motilidade

intestinal (Gugger & Reubi, 2006).

Os efeitos bioldgicos diversos da SS sao mediados por uma familia de receptores
acopladores de proteinas G pelos receptores da SS (SSTR), os quais compreendem uma
cadeia polipeptidica simples caracteristica, com sete dominios transmembrana. Existem
atualmente cinco subtipos de receptores SSTR humanos clonados e codificados por
cinco genes nao alélicos, localizados em cromossomos separados. Embora os subtipos
de SSTR sejam 40-60% homologos estruturalmente, cada subtipo medeia atividades
biologicas distintas da SS. Dependendo da célula-alvo, os cinco SSTRs sdo acoplados a
uma variedade de caminhos de transduc¢do de sinal, incluindo os da adenilatociclase e os
da guanilatociclase, os das fosfolipases A, e C, os dos canais de K" e de Ca', os da troca
Na'/H", os das proteinas quinases e os das tirosinas fosfatases. Todavia todos eles sio
ativados por uma proteina G com subunidade a do tipo inibidora (G;) (Lamberts ef al.,

2002).

Os receptores da SS-14 sdo distribuidos de forma abundante pelo cérebro, com
maior concentragdo no cortex cerebral, concentracdo intermedidria no hipotalamo, no
talamo e no hipocampo e menos concentrados nas porgdes cerebrais medial e posterior.
As concentragdes de SSTs na pituitaria anterior, na zona glomerulosa do cortex adrenal
€ no pancreas exocrino sio tao elevadas quanto no cortex cerebral (Strand et al., 1999).
Nas ilhotas do pancreas, os SSTRs estdo presentes nas células o produtoras de SS, nas

células B produtoras de insulina e nas células o produtoras de glucagonio.
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Estudos recentes mostraram que alguns andlogos da SS inibem o crescimento de
tumores, dentre os quais os 6steo e condrossarcomas, os adenocarcinomas pancreaticos
ductores e acinares, os pituitarios, os insulinomas e bem como carcinomas de mama e
de prostata. Por sua vez, o crescimento dos adenocarcinomas humanos do co6lon e do
pancreas e dos canceres de células do pulmio transplantados para camundongos
mostrou ser inibido pela administracdo de andlogos da SS. Tal inibicdo pode ser devida
ao fato de que a maioria dos tumores neuroendécrinos humanos expressa SSTR, em
concentragdes elevadas, homogénea e densamente distribuidos ao longo das células
tumorais (Fisher et al., 2002). Em outros estudos, constatou-se que terapias prolongadas
com octreotideo e lanreotideo — andlogos sintéticos da somatostatina — especificos
para SSTR,, suprimiram a liberagdo de GH pelos adenomas pituitarios secretores de GH

em pacientes com acromegalia (Pawlikowsk & Melen-Mucha, 2002).

Um estudo realizado por Ushakova e colaboradores (2010) levanta uma
importante questdo no que diz respeito a evolucdo simbiogenética entre procariotos e
eucariotos. Em seu trabalho, a equipe estuda a influéncia de um peptideo analogo a
somatostatina que ¢ produzido por colonias de Bacilus subtilis que compdem a
microbiota intestinal de uma ave selvagem. Os resultados desta pesquisa sugerem que o
andlogo ¢ capaz de desempenhar um papel regulatério nas interagdes inter-celulares da
ave, estimulando o crescimento de individuos jovens. Isso evidencia o fato de que ha
moléculas sinalizadoras compartilhadas por bactérias e por eucariotos e que estas
podem manifestar alguma influéncia nos tecidos multicelulares no qual se encontram

(Markov, 2005).

Segundo Chatterjee et al. (2002), a administracdo de octreotideo em
camundongos infectados por Schistossoma mansoni ndo s6 reduz a pressdao do sistema-
porta, o peso do bago e o do figado, a deposi¢do de ovos no figado, o tamanho e a
quantidade de células do granuloma, mas também previne a fibrose hepatica severa.
Entretanto, o efeito da SS poderia ser maior do que o mediado pelo octreotideo, uma
vez que este analogo ¢ restrito aos SSTR, e SSTRs. Por esse motivo, andlogos da SS
mais similares a sua forma nativa representariam um agente terapéutico potencial para a
esquistossomose. Nao ¢ a primeira vez que um horménio mostra-se de valor

terapéutico, a exemplo da insulina e da cortisona.
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1.3 Efeitos da somatostatina

Desde a elucidagdo da estrutura primaria da somatostatina em 1973 por Roger
Burgus e colaboradores (Burgus et al., 1973), o nimero de estudos concernindo seu
papel em sistemas biologicos aumentaram em quantidade e narraram as diversas

atividades que esta molécula pode desempenhar em sistemas bioldgicos.

As investigacdes acerca das atividades da somatostatina revelaram que se trata
de um dos peptideos mais importantes na regulacdo do trato gastrintestinal em
mamiferos. Sua sintese por diferentes tipos de células, principalmente pelas células-o,
espalhadas pelo sistema gastroentérico garantem suas fun¢des moduladoras neste
sistema e nos Orgdos periféricos que estdo associados ao eixo central-periférico,

especificamente cérebro-trato gastrintestinal de mamiferos (Den Bosch et al., 2009).

Uma das principais caracteristicas funcionais gastroentéricas afetadas pela
presenca da somatostatina esta relacionada com os padrdes de atividade motora no trato
gastrintestinal. Por exemplo, este peptideo possui um potente efeito supressor no
esvaziamento gastrico e na contratilidade da vesicula biliar (Abdu et al., 2002) e uma

atividade propulsora nos intestinos grosso e delgado (Corleto et al., 2006).

Estudos voltados para o entendimento dos modos de a¢do entre andlogos de SS e
seus subtipos de receptores vém ampliando as perspectivas para o desenvolvimento de
estruturas andlogas que possam ser empregadas de forma terapéutica. Analises
estruturais utilizando a técnica de RMN para a elucidagdo de andlogos da somatostatina
apontam dificuldades na caracterizagdo conformacional destas moléculas. No entanto,
algumas pesquisas prosperaram em demonstrar que o consenso da conformagao
estrutural do octreotideo ¢ um equilibrio entre uma por¢ao de folha f—antiparalela e uma

formag¢do em hélice na por¢ao C—terminal (Melancini et al., 1997; Grace et al, 2006).
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1.4 Hp-somatostatina

A partir do extrato total da secrecdo cutdnea de Hypsiboas punctatus, foi obtida
uma fracdo peptidica, a qual foi submetida a anélises de massa e de pureza por MALDI-
TOF/MS. O peptideo foi sequenciado por dois métodos distintos e complementares,

cujos resultados foram compativeis entre si (Prates, 2003).

Sua estrutura primadria revelou que o composto em questdo apresenta identidade
com moléculas bem caracterizadas, depositadas nos bancos de dados de proteinas
disponiveis por via eletronica, mostrando elevado grau de identidade (94%) com o
hormoénio peptideo somatostatina, classicamente encontrado no cérebro e no sistema
digestivo de vertebrados superiores, inclusive nos humanos (Guillemin & Gerich,

1976).

1.5 Dados nao publicados

Segundo dados preliminares obtidos por nossos colaboradores do Laboratério
Nacional de Luz Sincrotron (Campinas, 2004), ¢ possivel especular que a curta meia-
vida plasmadtica da somatostatina humana (SS-14) esteja relacionada a sua flexibilidade
estrutural. As primeiras evidéncias que apoiam esta hipotese vem da comparagdo das
estruturas tridimensionais entre um analogo da SS-14 e a Hp-somatostatina, que revelou
mudangas relevantes na dindmica molecular desses peptideos e nas posicdes das cadeias
laterais dos residuos de triptofano (W), fenilalanina (F) e lisina (K). No caso da Hp-
somatostatina, a por¢do C-terminal (T-D-H), Hp-somatostatina-TDH-NH,, confere a
esta molécula uma maior rigidez, quando comparada ao andlogo humano como pode ser

observado na figura 2.
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Hp-somatostatina Somatostatina 14

Figura 2: Consenso das 20 estruturas calculadas em 4gua sobrepostas na regido F5-

T18, baseado no RMSD do peptideo.

Os dados de ressonancia magnética nuclear (RMN) confirmam a presenca de
varios NOEs de até 3,0A entre protons das cadeias laterais do D'* com a K2, sugerindo a
formag¢do de uma ponte salina entre esses dois residuos, além da sobreposicao (stacking)
dos anéis da F* e da H", o que proporciona maior rigidez estrutural para a Hp-
somatostatina, em relagdo a SS-14, como pode ser observado na figura 3. Dados de
dicroismo circular da SS-14 também foram comparados aos da HpS-TDH-NH, e

corroboram as diferencas estruturais entre os dois.

Figura 3: Estruturas calculadas da Hp-somatostatina indicando uma conformacgao
menos flexivel nas extremidades devido as interagdes especificas entre os residuos (A)

D"“-K% (B)H"-F ¢; (C) F*— W°
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As atividades bioldgicas in vitro do octreotideo (analogo da SS-14 utilizado com
fins terapéuticos) e da Hp-somatostatina foram avaliadas, por meio da analise de
acoplamento funcional a receptores, utilizando um sistema de microfisiometro
citosensor. Foram monitoradas mudangas na velocidade de acidificagdo do meio
extracelular na presenca das duas substincias, ficando demonstrado que, apods
administracdo de 107 M de octreotideo e 10° M de Hp-somatostatina, houve aumento
similar nos niveis de acidez basal, em meios de cultura contendo células pancreéticas do

tipo B (INS-1) expressando receptores de somatostatina (Cheng et al., 2003).

A partir da andlise destes dados formulamos a hipdtese de que os aminoacidos
lisina®, fenilalanina®, fenilalanina’, triptofan06, acido aspérticoM, histidina">  sdo
fundamentais para a rigidez e a estabilidade da estrutura tercidria da Hp-somatostatina,
uma vez que relacdo entre a estrutura das proteinas com a sua fungdo biologica ja €
estudada hd anos. Sabe-se que a composicdo de aminoidcidos em uma cadeia
polipeptidica influencia diretamente na estruturagcdo secundaria e terciaria, designando,

também, sua funcao bioldgica nos sistemas vivos (Nelson & Cox, 2005).

A figura 4 mostra os vinte aminoacidos comumente encontrados na natureza. A
escolha dos residuos de aminodcidos a serem modificados para a sintese dos analogos
teve como bases: a andlise da estrutura adquirida a partir da técnica de RMN (Prates,
2003); as interacdes entre as cadeias laterais dos residuos de aminodcidos; e suas
caracteristicas quimicas que podem mudar os padroes de interacdo intra e

intermoleculares da estrutura.
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Os vinte aminoacidos-padrao

Cadeias laterais apolares, alifaticas

(|300
H;3N —(ll —H
H

Glicina

(|I()()
H;N—C—H

(‘300
Ihy—?—ﬂ

CHy
Alanina
COO

H;N—C—H

B
CH,

CHgy

Metionina

COO

o
H;N—C—H

CH
LN
CH; CH;
Valina

Co0
|

H;N—C—H

H—C—CH,
CH,

|
CH;4

Isoleucina

Cadeias laterais polares, nio-carregadas
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Cadeias laterais com anéis aromaticos

COO~ CIOO ) COO~
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CH, CH, (IJH2
—=CH
\
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H
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Cadeias laterais positivamente carregadas
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H;ﬁ—(l:—H H;;I'\'—(II—H H;,Nf(l}—H
I B B
CH, CH, T—I\LH
| |
CH, CH, | o
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Cadeias laterais negativamente carregadas
(|300 (|300
+ +
H3N—(IJ—H H3N—?—H
?Hz CH,
COO~ (|3H2
COO~
Aspartato Glutamato

Figura 4: Tabela contendo os vinte aminoacidos de ocorréncia natural com suas cadeias
laterais em destaque. A tabela foi traduzida da original disponivel em Lehninger
Principles of biochesmetry, fourth edition, capitulo 3, pagina 79.
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2 JUSTIFICATIVA
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Atualmente, apenas dois analogos de atividade prolongada da somatostatina tém
sido utilizados clinicamente. O octreotideo e o lanreotideo tém alta afinidade, sobretudo,
pelo receptor SSTR; e as indicacdes estabelecidas para o tratamento com esses andlogos
sdo: acromegalia, tumores neuroendocrinos do pancreas e do trato gastrintestinal,
pancreatite, Ulcera e fistulas intestinais. As investigagcdes recentes permitem que se faga
uma projecdo para a ampliacdo das aplicagdes terapéuticas dos andlogos da SS, com
énfase no tratamento de tumores glandulares endocrinos. Todavia esse progresso
depende da introdugdo de novos andlogos com afinidade pelos demais subtipos de

receptores € nao somente pelo subtipo 2 (Pawlikowsk & Melen-Mucha, 2002).

Estudos clinicos revelaram que a terapia com analogos da SS ndo produziu
resposta clinica adequada em pacientes portadores de cancer avangado de cdlon e de
pancreas. Ha indicios de que tal fato seja devido a falta de sitios de liga¢do para a SS,
especialmente de SSTR; nesses tumores. De fato, o octreotideo melhorou os sintomas
de pacientes com cancer pancreatico avangado, mas mostrou pouco efeito no aspecto
antitumor (Lee et al., 2002). Por outro lado, o uso da SS em sua forma nativa ndo teve
resultados animadores. Por maior que seja a amplitude dos papéis fisiologicos
desempenhados pelas SS-14 e SS-28 e a intensidade de sua afinidade por todos os tipos
de receptores, sua meia-vida no plasma ¢ muito curta. Consequentemente, o
desenvolvimento de andlogos mais estaveis permanece como meta, na tentativa de se
abranger um nimero cada vez maior de patologias trataveis com o uso da somatostatina

(Krsek, 2003).

26



3 OBJETIVOS
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3.1 Objetivo geral

Verificar as alteragdes estruturais dos andlogos da Hp-somatostatina decorrentes

da substituicao de residuos de aminodcidos especificos da estrutura primaria.

3.2 Objetivos especificos

3.2.1. Sintese de 4 andlogos de Hp-somatostatina contendo substitui¢cdes

pontuais. As seqii€ncias propostas sao:

Hp-somatostatina: ~ H-[C'-K*-N’-F-F-W°-K'"-T%F-A"’-8""-C"*]-T"-D""-H"*-NH,
Hp-somatostatina GIn'®: H-[C'-K>-N*-F*-F°-W-K"-T%-F*-A"°-s"'-C"*]-T"-D'*-Q15-NH,
Hp-somatostatina Asn'*: H-[C'-K*-N*-F*-F>-W°-K’-T*-F’-A'°-§"'-C"*]-T"*-N"*-H">-NH,
Hp-somatostatina Glu'*: H-[C'-K*-N*-F-F°-W°-K"-T%-F-A'°-s"'-C"*]-T"-E"*-H-""-NH,

Hp-somatostatina:  H-[C'-K*-N*-F*-F>-W®-K’-T*-F’-A'’-s"'-C'*]-T"-D"*-H">-OH

3.2.2. Purifica¢do dos peptideos sintéticos na sua forma ativa em quantidades
suficientes para posterior realizacdo de ensaios bioldgicos in vitro e a determinagdo de

suas possiveis estruturas terciarias por RMN.
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4 MATERIAL E METODOS
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4.1 Sintese dos peptideos

A sintese dos andlogos e do peptideo nativo foi conduzida utilizando-se a

estratégia Fmoc/t-butila (9-fluorenilmetoxicarbonila) de sintese manual em suporte

solido (Chan & White, 2000).

A resina utilizada como suporte solido foi a Rink Amide-MBHA Resin cujo grau

de substitui¢do ¢ de 0,52 meq/g. A escala de sintese foi de 0,1 mmol e o excesso molar

dos Fmoc-Aminoacidos foi de 4 vezes, calculados a partir de suas respectivas massas

molares.

Na tabela abaixo, estdo listados os Fmoc-Aminoacidos utilizados para a sintese

dos analogos com os respectivos grupos protetores das cadeias laterais.

Tabela 2: Lista de Fmoc-Aminoacidos utilizados na sintese dos peptideos

andlogos da Somatostanina.

Fmoc-Aminoacidos MM 0,4 mmol (mg)
Fmoc-Ala-OH 311.3 124.52
Fmoc-Asn(Trt)-OH 596.7 238.68
Fmoc-Asp(OtBu) 411.5 164.6
Fmoc-Cys(Trt)-OH 585.7 234.28
Fmoc-Glu(tbu)-OH 443.5 170.2
Fmoc-His(Trt)-OH 619.7 247.88
Fmoc-Lys-(Boc)-OH 468.5 187.4
Fmoc-Ser(tBu)-OH 383,4 153,3
Fmoc-Phe-OH 387.4 154.96
Fmoc-Thr(tBu)-OH 397.5 159
Fmoc-Trp(Boc)-OH 526.6 210.64
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Para a sintese do peptideo ndo-amidado, foi utilizada uma resina especifica de
acordo com o ultimo residuo de aminodcido da extremidade C-terminal. A resina
utilizada para a sintese da HpS-TDH-OH foi a Fmoc-His (Trt)-Wang Resin que possui

um grau de substituigdo de 0,42 mmol.g™.

As etapas de sintese seguiram ciclos para a extensdo da cadeia polipeptidica. A
primeira etapa, chamada de desprotecdo, foi a de remo¢do do grupamento Fmoc da
resina pela adicdo de, aproximadamente, 1,5 mL, de Piperidina em 25% de
Dimetilformamida (DMF) deixado em agitagdo por 15 minutos, sendo esse processo
realizado por 2 vezes para garantir a retirada do grupo Fmoc do residuo de aminoécido a
ser acoplado a cadeia polipeptidica. Para o escoamento da solu¢do empregada para a

etapa de desprotecdo, foi utilizada uma bomba a vécuo.

Apoés essa etapa, a fase solida foi lavada de forma intercalada com DMF e
Metanol (MeOH) por trés vezes, sendo a quarta lavagem feita com Diclorometano
(DCM) para a preservagdo do material e realizacdo do teste colorimétrido de Kaiser

(azul: desprotecao; amarelo/translucido: acoplamento).

Apos a desprotecao da resina, o primeiro Fmoc-Aminoacido foi acoplado. Para
os ciclos de acoplamento, foram calculados os volumes dos reagentes necessarios e a
quantidade de Fmoc-Aminoacidos acrescentados ao reator que continha o suporte

solido.

Os valores dos reagentes utilizados nesses ciclos foram: 750 pL de
Dimetilformamida; 130 pL de Diisopropiletilamina (DIPEA); 118,8 mg de O-
(Benzotriazol-1-yl)-N,N,N',N'-tetramethiluronio tetrafluoroborato (TBTU). Para o
acoplamento das Fmoc-Cisteinas , utilizou-se 55 mg de 1H- hidroxibenzotriazol (HOBt)
e 65 pL de diisopropilcarbodiimida (DIC) em vez de TBTU e DIPEA. A duracdo do
ciclo de acoplamento foi de, aproximadamente, 1 h e 30 min sendo que para o

acoplamento da cisteina o tempo de reacdo foi de 2 h.

Os ciclos se repetiram até o acoplamento e desprotecdo do ultimo Fmoc-
Aminoécido. Quando o ultimo Fmoc-Aminoacido foi acoplado e desprotegido, o
produto da sintese foi secado a vacuo por 2 h. Para a clivagem da resina dos peptideos

de interesse, foi consultado pelo site da NovaBiochem.
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Pesou-se, 315 mg de Fenol, adicionou-se 8 mL de Acido Trifluoracético (TFA),
250 pL de Etanoditiol (EDT), 500 pl de Metilfenilsulfideo, 500 pL de agua Milli-Q® e
100 pL de Triisopropilsilano. Foi feita uma solu¢do com esses reagentes e esta foi
adicionada ao peptil-resina em um tubo de polipropileno sob agitagdo magnética
durante 1 h e 30 min. Apos essa etapa, foi necessaria a evaporagao da solucdo pela

fumegacdo de Nitrogénio gasoso por 40 min.

Apds a evaporacdo da solugdo, foi adicionado ao tubo éter di-isopropilico
resfriado por nitrogénio liquido, a fim de precipitar o peptideo da resina. Essa solugdo
foi despejada em um funil com placa porosa de silica sinterizada e o filtrado foi
coletado em outro tubo de polipropileno. Foram realizadas 2 lavagens com agua Milli-
Q" e uma com Acetonitrila (MeCN) e agua Milli-Q® em proporgdo de 1:1. Em seguida,
as fracdes foram congeladas em nitrogénio liquido e colocadas para secar em um

liofilizador.

4.2 Oxidacao da amostra

Método 1: Oxidacdo com lodo pré e pés-clivagem;
Método 2: Bicarbonato de amdnio sob agitacdo/aeracéo;

Método 3: Oxidacdo espontanea em agua a 4 °C

4.3 Purificacdo dos peptideos sintéticos

Para a purificagdo dos peptideos sintetizados, os produtos procedentes das
clivagens foram fracionados por meio de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(HPLC) utilizando colunas cromatograficas de fase reversa (RPs) de dimensdes
semipreparativa (Cis 218TP510; 238TP510 Dionex/Vydac, Sunnyvale, CA-USA) e
analiticas (C1g 218TP54 Dionex/Vydac, Sunnyvale, CA-USA ; Source™ 5RPC ST
4.6/150 GE Heatlh Care® e 238TP54 Dionex/Vydac, Sunnyvale, CA-USA), dependendo
do estagio de purificagdo, acopladas a um cromatografo Shimadzu LC 10AD VP

equipado com bomba binaria.
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Para a cromatografia, foram pesados cerca de 500 pg do peptideo por corrida
cromatografica, e dissolvidos em agua deionizada (Milli-Q®) adicionada de 0,1% de
acido trifluoracético (TFA) e denominada fase movel A. As fragdes foram eluidas em
um fluxo de 2,5 mL/min (RP-semipreparativa) e 1 mL/min (RP-analitica), coletadas e
identificadas manualmente ao longo de um gradiente crescente de fase movel B,

composto por Acetonitrila (MeCN) adicionada de 0,1% de TFA.

4.4 Espectrometria de Massa

A partir da avaliacdo dos perfis cromatograficos gerados, as amostra de interesse
foram selecionadas e analisadas em espectrometro de massa com ionizagdo do tipo
Matrix Assisted Laser Desorption/lonization Time Of Flight (MALDI TOF/TOF —
Ultraflex III, Bruker Daltonics, Billerica, MA-USA) a fim de determinar as massas
moleculares e o grau de pureza das fracdes. Para tal, foi preparada uma solugdo de
matriz contendo 10 mg/mL de matriz dcido a-ciano-4-hidroxicinamico (CHCA) em
acetonitrila (100%); TFA (3%); agua Milli-Q®, na proporgdo de 50:10:40. A amostra foi
aplicada em duplicata sobre a placa de amostra (1,5 pL por pogo) e deixada a

temperatura ambiente para a formacdo dos cristais para analise.

4.5 Quantificacao das amostras

A quantificagdo das amostras teve como base a lei de Lambert-Beer, tendo em
vista que os peptideos possuem residuos de Triptofano. A equagdo utilizada para os
calculos da quantificacdo ¢ mostrada a seguir. O valor do coeficiente de absortividade
molar foi obtido a partir do software ProtParam encontrado no pacote de programas do

ExPASy Tools disponivel na internet.

A=ab.c
Onde:
A representa a leitura da absorbancia em um comprimento de onda de 280 nm;
a o coeficiente de extingdo molar; b o caminho 6ptico da cubeta (1 cm)

¢ a concentragdo molar desejada.
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4.6 Efeito do octreotideo e da somatostatina na taxa de acidificacdo extracelular

A metodologia descrita a seguir foi realizada pelos pesquisadores colaboradores:
Edson Lucas dos Santos da Universidade da Grande Dourados — Faculdade de Ciéncias
Bioldgicas e Ambientais;
Jodo Bosco Pesquero da Universidade Federal de Sdo Paulo — Departamento de

Biofisica.

4.6.1 Cultura celular

Células-B pancreaticas (INS-1) expressando receptores de somatostatina (Cheng
et al., 2003) foram mantidas em meio RPMI 1640 (GIBCO-BRL) suplementado com
10% de soro fetal bovino, 100 pL de penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina, | mM de

piruvato de sddio e 50 uM de 2-mercapoetanol a 37 °C em atmosfera a 5% de CO,.

4.6.2 Ensaios de Microfisiometria funcional

Os ensaios com as células do tipo INS-1 foram transferidas com 24 h de
antecendéncia para transwells feitos de membranas de policarbonato com 12 mm de
didmetro e poros de 3 mm (5 x 10° células/pogos). O Microfisiémetro Citotensor
(Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA) foi utilizado para medir a taxa de
acidificagdo em meio extracelular de acordo com a atividade metabolica celular
(McConnel et al., 1992; Santos et al., 2004). As células depositadas nos transwells
foram perfusadas com DMEM, pH 7,4 contendo BSA 0,1% e 44,4 mM NaCl com uma
bomba peristaltica, alterando os ciclos de perfusdo a 1pL/min (1 min: 40 s) e pausas
(20 s). Para aferir mudangas nas taxas de acidificacdo extracelular, as células foram
estimuladas com os peptideos (Octreotideo e Hp-somatostatina) em concentragdes de
107 M e 10° M apos um periodo de estabilizagdo de 60 min. Todas as medigdes foram
aferidas em triplicata e os dados foram analisados utilizando o software PRIMS 3.02

(Graph-Pad, San Diego, CA, USA).
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4.7 Estimulacio elétrica — contracao induzida

Os experimentos descritos a seguir foram realizados pela equipe do Professor
Enzo Poli do Dipartimento di Anatomia Umana, Farmacologia e Scienze Medico-

Forensi, Sezione di farmacologia da Universita degli Studi di Parma, Italia.

4.7.1 Preparacao dos tecidos isolados

Individuos masculinos de porquinhos-da-india (Cavia porcellus) Dunkin Hartley
(250-450 g) ou ratos do tipo Sprague-Dowley (200-300 g) foram sacrificados por
deslocamento cervical apds leve anestesia com éter. A por¢do terminal do ileo
(porquinho-da-india) ou pares de ductos deferentes (rato) foram removidos e
depositados em uma solug¢do de meio de Krebs modificada (mM): NaCl (118), NaHCO;
(25), KCl1 (4,7), MgS04.7H,0 (0,6), KH,PO4 (1,2), CaCl,.H20 (1,3), D-Glicose (11,1).

Os preparados de ileo dos porquinhos-da-india e de ducto deferente dos ratos
foram colocados entre um par de eletrodos de platina em camaras de 10 mL para
registrar mudancas na tensdo isotonica utilizando um transdutor (DYO) aplicando uma
forca passiva de 0,5 g (ducto deferente) ou 1 g (ileo), que mantiveram-se constantes
durante todo o experimento. A temperatura do banho foi mantida a 37 °C e a solucdo de

Krebs foi continuamente gaseificada com uma mistura de 5% CO; em oxigénio.

As solugdes com os preparados foram deixados para o equilibrio por um periodo
de pelo menos 30 min antes do estimulo elétrico ser aplicado. Entdo, os tecidos
receberam pulsos de ondas quadradas por meio dos eletrodos de platina, posicionados a
1 cm de distancia e conectados a um isolador de pulsos, por sua vez, impulsionado por
um estimulador eletronico. Os padroes de estimulacdo ocorreram da seguinte maneira:
ileo: estimulac¢do continua 0,1 Hz, 0,1 ms; ducto deferente: 0,1 Hz, 0,5 ms 100-300 mA

as0Vv.
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Experimentos realizados previamente revelaram que contragdes causadas por
estimulagdo elétrica tanto em ileo quanto em ducto deferente sdo geradas pela liberagao
de neurotransmissores de nervos intrinsecos. Portanto, as contragdes musculares foram
anuladas pelo bloqueador de canais para Na' pelo bloqueador tetrodotoxina, o N-Type
Ca2" pela o-Conotoxina, sugerindo o envolvimento da exocitose de neurotransmissores

atuando nos receptores pos-juncionais localizados nas membranas de musculo liso.

4.7.2 Testes farmacologicos

Os valores do agonista pEC50 (Log da concentragdo do agonista produzindo
50% da resposta maxima) foram determinados pela regressdo ndo-linear da curva
concentragdo-efeito individual da somatostatina utilizando o software GraphPad Prism.
Os valores médios sdo apresentados como as médias aritméticas de pelo menos quatro

experimentos.
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S RESULTADOS
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5.1 Sinteses completas

A tabela 3 lista os peptideos analogos da somatostatina que foram sintetizados e
que tiveram suas massas moleculares calculadas e confirmadas experimentalmente por

espectrometria de massa.

Tabela 3: Lista de peptideos sintetizados. Estdo apresentados os cddigos dos analogos,
sua sequéncia peptidica bem como suas massas moleculares monoisotdpicas calculadas
e observadas experimentalmente. Onde, a* - estado reduzido; b* - estado oxidado.

Cédigo Sequéncia peptidica Massa Calculada (Da) Massa Observada (Da)
HpS-TDH-NH2  H-[C-K-N-F-F-W-K-T-F-A-S-C]-T-D-H-NH2 1833.8a - 1831.8b 1833.84a- 1831.78b
HpS-TDH-OH H-[C-K-N-F-F-W-K-T-F-A-S-C]-T-D-H-OH 1834.8a - 1832.8b 1834.85a - 1832.85b
HpS-TDQ-NH2  H-[C-K-N-F-F-W-K-T-F-A-S-C]-T-D-Q-NH2 1824.8a - 1822.8b 1824a - 1822.8b
HpS-TNH-NH2  H-[C-K-N-F-F-W-K-T-F-A-S-C]-T-N-H-NH2 1832.81a - 1830.81b 1832.85a - 1830.82b

Os peptideos sintéticos foram denominados HpS-TDH-NH, (PSLEM 08/23);
HpS-TDQ (PSLEM 09/13); HpS-TNH (PSLEM 09/14) e; HpS-TDH-OH (PSLEM
09/50) e; HpS-TDH- NH, (PSLEM 09/51). Uma nova sintese do peptideo nativo, HpS-
TDH-NHa, foi conduzida para a obten¢do de uma maior quantidade do material para a

realizacdo dos testes in vitro.

A primeira sequéncia listada na tabela 3 passou pelas etapas de oxidagdo das
pontes dissulfeto, purificagdo do material, quantificagio e envio para testes no
laboratério do doutor Alberto Spisni, na Universidade de Parma na Itdlia no ano de
2009.

Com o intuito de iniciar a sintese, foi preciso remover o grupo Fmoc da resina e
a cada passo de acoplamento. Para tal, foi utilizada a solu¢do de Piperidina em DMF
(como descrito na se¢cdo Material e Métodos). Uma vez desprotegido, o aminoacido
seguinte pode ser acoplado na cadeia polipeptidica, para que as reagdes de acoplamento
ocorressem, foi preciso adicionar reagentes capazes de ativar a fun¢do carboxilica do
aminoacido, tornando-o um amino-¢ster reativo concomitantemente a adi¢do de um
agente acoplador, para promover a ativagdo da formagdo da ligacdo peptidica

caracterizada quimicamente como uma ligacdo do tipo amida (N4jera, 2002).
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Neste trabalho, as bases utilizadas para a desprotonagdo do grupo carboxilico
foram a DIPEA e a DIC enquanto que os agentes acopladores foram o TBTU e o HOBt.
A cada etapa de desprote¢do e acoplamento, a fase solida foi lavada de forma
intercalada com solventes de diferentes polaridades para exercer um efeito de
compactagdo/descompactagdo do polimero, favorecendo a exclusdo dos subprodutos da

reagdo de acoplamento (Marquadt & Eifler-Lima, 2001).

O peptideo Hp-somatostatina Glu'*: H-[C'-K*-N°-F*-F°-W°-K’-T*-F’-A'°-s'-
C'*]-T"-E"-H-">-NH, teve sua sintese iniciada, no entanto, houve dificuldades no
acoplamento entre os residuos H~N’-F*-F°~NH,. O residuo de Fmoc-Fenilalanina®
necessitou de 2 etapas de acoplamento, a primeira utilizando HOBt-DIC e a segunda
com a adicdo do reagente 1-metil-pirrolidona. O residuo de Fmoc-Asparagina nao foi
acoplado com sucesso mesmo utilizando HOBt-DIC. Dessa forma, a sintese ndo pdode

ser finalizada da forma prevista.

5.2 Perfis cromatograficos e espectros de massa

O emprego da técnica de RP-HPLC utilizou a MeCN como o modificador
organico levando em consideracdo sua baixa absorbancia nos comprimentos de onda
utilizados (216 nm e 280 nm) e sua baixa viscosidade para previnir pressdes
demasiadamente elevadas no cromatografo. As fases moveis foram adicionadas de TFA
a concentragdo de 0,1% (v/v) para servir de contra-ion para as moléculas a serem
eluidas tornando-as mais hidrofobicas, aumentando sua afinidade pela coluna e,

consequentemente, aumentando a resolu¢do durante o gradiente crescente da fase movel

B (MeCN + 0,1% TFA)) (Shibue et al., 2005; Conlon, 2007).

O produto bruto resultante da primeira sintese da amostra HpS-TDH-NH, foi
submetido a purificagdo em sistema HPLC de fase reversa e o seu perfil cromatografico

pode ser observado na figura 5.
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Figura 5: Perfil cromatografico do peptideo sintético bruto denominado HpS-TDH-
NH,. Cromatografia realizada em coluna de fase reversa 218TP510 (Dionex/Vydac,
Sunnyvale, CA-USA). As principais fragdes foram denominadas F1 e F2. Método 1 pré-
clivagem de oxidacdo. O experimento foi monitorado em 216 nm (preto) e em 280 nm

(vermelho) simultaneamente. A linha azul representa o gradiente crescente de solvente
B.

O cromatograma da figura 5 representa o perfil geral das diversas corridas
cromatograficas realizadas como primeira etapa de purificacdo do peptideo. Nota-se que

hé duas fragdes principais eluidas em tempos diferentes as quais foram denominadas F1

e F2.

Apoés as andlises realizadas por MS, as fragdes passaram por etapas de
purificacdo em escala analitica, cujo perfil (F1) pode ser observado na figura 6,

evidenciando a presenca de pelo menos 3 fragcdes com tempos de retencao distintos.
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Figura 6: Perfil cromatografico analitco da F1 da amostra HpS-TDH-NH,.
Cromatografia realizada em coluna de fase reversa 218TP54 (Dionex/Vydac, Sunnyvale,
CA-USA). A fracdo de maior absorbancia ¢ aquela que contém o peptideo de interesse.
O experimento foi monitorado em 216 nm (preto) e em 280 nm (vermelho)
simultaneamente. A linha azul representa o gradiente crescente de solvente B.

A F2 também foi submetida a nova cromatografia em coluna de dimensdes
analiticas e seu perfil cromatografico pode ser observado na figura 7 na qual se nota a
presenga de 4 fracdes eluidas em tempos e concentracdes de solvente B diferentes,
sendo as fragdes de maior absorbancia, aquelas com maior concentracdo da amostra de

interesse, como demonstrado por MS.
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Figura 7: Perfil cromatografico analitico da F2 da amostra HpS-TDH-NH,.
Cromatografia realizada em coluna de fase reversa 218TP54 (Dionex/Vydac, Sunnyvale,
CA-USA). O experimento foi monitorado em 216 nm (preto) e em 280 nm (vermelho)
simultaneamente. A linha azul representa o gradiente crescente de solvente B.

Ap0s analises por espectrometria de massa, as fragdes que continham a massa de
[M+H]"=1831,80 Da foram unidas e entio submetidas a novas corridas cromatograficas
analiticas. Ao final de diversas etapas de unido de fracdes e de re-cromatografias, o
maior grau de pureza obtido do peptideo sintético HpS-TDH-NH, foi o observado na
figura 8.
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Figura 8: Espectro de massa da amostra HpS-TDH-NH,. O ion de maior intensidade,
representado pela massa monoisotopica [M+H]=1831,91 Da, é o peptideo de interesse.
Experimento realizado em espectrometro de massa MALDI TOF-TOF, Ultraflex IlI,
Bruker Daltonics (Billerica, MA-USA).

A figura 8 apresenta dois ions majoritarios, sendo o de massa molecular
[M+H]'=1831,91 Da, o de interesse e o de [M+H]'=1717,85 Da um possivel
subproduto da sintese, cuja separacdo nao foi possivel com as estratégias utilizadas. A
diferenga em Daltons observada entre os dois ions ¢ de 114,06 , sugerindo a falta do
aminodcido asparagina (na posi¢do 3) no de menor massa molecular, uma vez que este
ciclo apresentou problemas na reacdo de acoplamento durante a sintese quimica. Os
demais ions presentes no espectro correspondem aos adutos de sédio e de potassio,

[M+H]"=1831,91 + 22 Da e [M+H]'=1831,91 + 39 Da, respectivamente.
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Ao término das etapas de purificagdo e de verificagdo do grau de pureza do
material, a amostra foi quantificada. A concentragdo estimada de 75 uM foi enviada
para andlise de atividade biologica ao Laboratorio de Farmacologia (Universita Degli
Studi di Parma, Facolta de Medicina e Chirurgia, Parma-Italia), aos cuidados do Prof
Enzo Poli. Na ocasido, foram realizados ensaios farmacolégicos, com o intuito de
averiguar a interagdo funcional entre o analogo sintético e os dois tipos mais frequentes
de receptores de somatostatina, SSTR2 e SSTRS, utilizando a SS-14 como controle
positivo. Com base nos resultados preliminares obtidos, as demais sequéncias analogas
foram sintetizadas, a fim de se obter dados mais conclusivos acerca do papel biologico

da familia de peptideos, assim como a solugao de suas estruturas por RMN.

A partir das novas sinteses, aproximadamente 45 mg do material bruto da
amostra denominada HpS-TDH-NH, foram submetidos ao fracionamento por RP-

HPLC, cujo perfil cromatografico pode ser observado na figura 9.
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Figura 9: Perfil cromatografico semi-preparativo da amostra HpS-TDH-NH,.
Cromatografia realizada em coluna de fase reversa 238TP510 (Dionex/Vydac,
Sunnyvale, CA-USA). As fragdes destacadas indicam as moléculas de interesse. O
experimento foi monitorado em 216 nm (preto) e em 280 nm (vermelho)
simultaneamente. A linha azul representa o gradiente crescente de solvente B.
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As diferencas nos perfis cromatograficos das amostras sdo evidentes. Isto pode
ser decorrente do fato de que foram utilizadas resinas distintas para a sintese da cadeia
polipeptidica e, ainda, a amostra passou por procedimentos de oxidagdo diferentes.
Contudo, as fragdes de interesse destacadas na figura 9 foram analisadas em
espectrometro de massa com ionizagdo do tipo MALDI e os perfis das distribui¢des
isotopicas podem ser observados na figura 10, na qual a molécula encontra-se em seus

estados oxidado e reduzido respectivamente.
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Figura 10: Espectros de massa das fragdes destacadas no cromatograma da figura 9.
Em (A) encontra-se a distribuicdo isotopica da amostra Hps-TDH-NH,-F7 em seu
estado oxidado e em (B) a amostra Hps-TDH-NH,-F8 est4d em seu estado reduzido.

O produto bruto contendo o peptideo sintético denominado HpS-TDH-OH
passou por etapas de purificacdo e o perfil cromatografico semi-preparativo observado
na figura 11 mostra a elui¢do de diversas fracdes, todas elas posteriormente submetidas

a MS para a deteccao da molécula de interesse.
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Figura 11: Perfil cromatografico semi-preparativo da amostra HpS-TDH-OH em fase
reversa 218TP10 (Dionex/Vydac, Sunnyvale, CA-USA). As fragdes denominadas F9 e
F10 sdao aquelas que contém a molécula de interesse.

Nota-se que a elui¢do das fragdes da amostra HpS-TDH-OH ¢ semelhante aquela
do perfil cromatografico da amostra HpS-TDH-NH, (figura 9) apresentando também

duas fragoes — F8 e F9 — nas quais o peptideo de interesse ¢ eluido.
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Figura 12: Espectros de massa das fragdes F9 e F10. Em (A) a massa monoisotdpica de
[M+H]"=1832,70 Da ¢ indicativo da amostra em seu estado oxidado e, em (B) em seu
estado reduzido, cuja massa monoisotopica é de [M+H]'=1834,71 Da.

Torna-se importante notar que as diferengas observadas nos tempos de retengao
da molécula estdo diretamente relacionadas a presenca ou a auséncia da cistina, isto €,
se a molécula encontra-se em seu estado oxidado ou reduzido, e que a oxidacdo pode

ocorrer de forma espontanea.

Os peptideos sintéticos HpS-TDQ-NH; e HpS-TNH-NH, também passaram por
etapas de purificacdo e os perfis obtidos podem ser observados nas figura 13 e 15

respectivamente.
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Figura 13: Perfil cromatografico do peptideo sintético HpS-TDQ-NH; realizado em
coluna de dimensdes semi-preparativas. O experimento foi monitorado em 216 nm

(preto) e em 280 nm (vermelho) simultaneamente. A linha azul representa o gradiente
crescente de solvente B.

Neste perfil cromatografico, pode-se observar que a fracdo de maior absorbancia
¢ co-eluida com outras. Ao analisar os espectros de massa, notou-se que os ions
correspondentes a estes picos cromatograficos pertencem a mesma molécula de

interesse em seus estados oxidado e reduzido, como mostrado na figura 14.

48



X
o=

o R

M+H)*= 1824,85 HpSTDQ-F2 A
1824.851

Intens. [a.u)

[N
o
1

0.5
1822.8291823.836

R O\

M+H)*= 1822,88 Hps-TDQF2 OX|1822381M1824379 B

X
So
=

1

Intens. [a.u)]

o
!

o
@
N

1825.889

0.6

04 1826.887
4 —_——

0.24

NS

1818 1820 1822 1824 1826 1828 1830 1832 1834

0.0

Figura 14: Espectros de massa da amostra HpS-TDQ-NH,. Em (A) ha a presenca do
ion da molécula em seu estado majoritariamente reduzido de [M+H]'=1824.85 Da e em
(B), em seu estado oxidado de [M+H]'=1822,88 Da.

Percebe-se que o peptideo sofre oxidacdo durante o processo de purificacao.
Nesta etapa, a fracdo cromatografica de maior absorbancia foi ressuspensa em agua

deonizada para que a formacao das pontes dissulfeto ocorresse.

Ao observar que o material de interesse deste e dos outros analogos tinham
tendéncia a sofrer oxida¢do quando em meio aquoso, a amostra foi ressuspensa em um
volume de aproximadamente 10 mL de 4gua Milli-Q® por um periodo de 8 h, sob
agitagdo manual branda em intervalos de 1 h. O espectro de massa apresentado na figura
14-B resultou do experimento de oxidacdo com agua deionizada a 4° C. O mesmo

procedimento foi utilizado para a amostra seguinte.

O analogo denominado HpS-TNH-NH, passou por diversas etapas de
purificagdo nas quais pdde-se observar diferencas nitidas no processo de oxidagdo da
molécula de interesse ao longo de um periodo de 10 h e apds sucessivos procedimentos

cromatograficos, como demonstrado na figura 15.
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Figura 15: Sequéncia de perfis cromatograficos da amostra HpS-TNH-NH,. Em (A) o
perfil cromatografico HpS-TNH-NH; 09, em (B) HpS-TNH-NH; 10 e, em (C) HpS-
TNH-NH,_11. As fracdes sinalizadas sdo aquelas que contém a molécula de interesse.
As cromatografias foram realizadas em coluna de fase reversa 218TP510
(Dionex/Vydac, Sunnyvale, CA-USA) e o experimento foi monitorado em 216 nm
(preto) e em 280 nm (vermelho) simultaneamente. A linha azul representa o gradiente
crescente de solvente B.

Na sequéncia de cromatogramas da figura 15, ¢ interessante observar as
variagdes nas absorbancias das fragcdes F3 e F4. No cromatograma 15-A, observa-se que
a fragdo F3 representa a amostra em seu estado oxidado enquanto F4 representa a
amostra em seu estado majoritariamente reduzido. Foram fracionados cerca de 35 mg
do peptideo HpS-TNH-NH, bruto em coluna de fase reversa. O intervalo de tempo entre

a injecdo da amostra neste experimento foi de aproximadamente 60 minutos.

No processo de purificacdo da amostra denominada HpS-TNH-NH, 10 (figura
15-B), observou-se absorbancia maior para F3 em relagdo a mesma frag¢do na figura 15-
A e que F4, por sua vez, mostrou comportamento inverso. Subseqiientemente, na
amostra HpS-TNH-NH, 11 (figura 15-C) ndo houve separagdo entre as fragcdes F3 e F4,
o que ndo foi observado nos processos anteriores. Apos as analises, constatou-se que o
dinamismo durante as etapas de purificacdo pode ser devido a oxidag¢do espontanea do

peptideo sintético, como sugerem os espectros de massa das figuras 16 e 17.
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Figura 16: Espectro de massa da fragdo F3. O ion em evidéncia de [M+H]'=1830,83
Da representa a massa monoisotopica do peptideo HpS-TNH-NH..
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Figura 17: Espectro de massa da fragio F4. Os fons em evidéncia de 1[M+H]'=1830,84
Da e de [M+H]'=1832,84 Da representam as massas monoisotopicas da amostra HpS-
TNH-NH; em seus estados oxidados e reduzidos respectivamente.
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5.3. Ensaios Biologicos

5.3.1. Microfisiometria Funcional

As atividades do octreotideo e da Hp-somatostatina foram avaliadas pela anélise
de seus acoplamentos funcionais com os receptores no sistema de microfisiometro
citotensor, que mede as mudancas nas taxas de acidificacdo do meio extracelular.
Apds a administragdo, aumentos similares nos niveis das taxas de acidificacdo basal
em células do tipo INS-1 foram observadas em uma concentragdo de 107 M (17,5+1,2
e 18,5£1,3%) ¢ 10° M (51,6£8,3 % e 61,1+4,4 %) para o octreotideo e para a Hp-

somatostatina respectivamente.
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Figura 18: Efeito do octreotideo e da Hp-somatostatina (10'M ¢ 10° M) na taxa de
acidificacdo extracelular medido pelo sistema Citotensor em células do tipo INS-1. Os
dados representam médias £ S.E dos valores da taxa de acidificagdo extracelular
realizados em triplicata. Ensaios prévios realizados em 2004.
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5.3.2. Estimula¢ao Elétrica — Contracio Induzida

A atividade bioldgica dos analogos sintéticos foi avaliada pelo experimento de

contra¢ao induzida por estimulo elétrico que pode ser observada na figura 19.
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Figura 19: Estimulagdo elétrica de contra¢do induzida em tecido de musculatura lisa.

Os analogos testados foram HpS-TDH-OH; HpS-TNH-NH, e; HpS-TDQ-NHo,.

Nesta figura, estdo mostrados os Log da concentragdo do agonista produzindo
50% da resposta maxima em relagdo a concentragdo da musculatura lisa de mamiferos.
Nota-se que o analogo HpS-TNH-NH, (F4) ¢ aquele que causa resposta do tecido a uma

concentragdo menor do peptideo.

Apesar dos resultados do ensaio serem preliminares, eles sugerem que os
andlogos possam ser agonistas dos SSTRs presentes na musuclatura lisa destes
mamiferos (porquinhos-da-India e ratos do tipo Sprague-Dowley) mantendo a atividade

bioldgica semelhante a da SS-14.
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6.3 Analogos de somatostatina

Desde a introducdo para o uso clinico, os anadlogos de somatostatina vem sendo
aplicados no tratamento de distintas disfun¢des como a acromegalia, para lidar com
manifestagdes inflamatorias no TGI e, ainda, como analgésico pds-cirirgico devido a
sua capacidade em se ligar a receptores opioides. Os subtipos de receptores expressos
em casos de tumores e disfungdes enddcrinas sdo essenciais para que o potencial de
emprego terapéutico dos andlogos possa ser explorado de forma eficiente. (Freda, 2002;

Dahaba et al., 2009).

Atualmente, o tratamento de pacientes cujos casos clinicos envolvem a
expressdo dos SSTR2 e SSTRS tem sido realizado com os octapeptideos analogos
disponiveis no mercado, tais como Sandostatin LAR® e Lanreotide-PR*(Somatulina).
Esses medicamentos possuem registro em diversos paises onde sdo empregados no
controle de sintomas hormonais em pacientes com carcinomas, tumores
neuroenddcrinos € pancredticos e em pacientes portadores de acromegalia. Apesar de
sua aceitagdo no mercado, ha efeitos colaterais moderados associados ao seu uso, tais
como desconfortos abdominais, flatuléncia, diarréia, esteatorréia, nausea, formagao de

pedras vesiculares dentre outros (de Herder & Lamberts, 2002).

A seletividade dos medicamentos disponiveis se faz 1til para os tratamentos de
pacientes com disfun¢des neuroenddcrinas. Porém, o desenvolvimento de andlogos com
maior afinidade pelos demais tipos podera ser mais eficiente para aqueles pacientes

Cujos organismos expressam os outros subtipos de receptores em maior quantidade.

Ha uma ampla variedade de estudos sobre os possiveis empregos de andlogos da
somatostatina bem como o papel dos subtipos de receptores. Um exemplo ¢ o estudo
que relaciona a presenca da somatostatina como agente regulador do apetite em modelos
murinos quando acontecem interagdes entre o peptideo e os receptores p-opidides
(Seoane et al., 2009), demonstrando que sua estrutura molecular ¢ capaz de interagir

funcionalmente com demais tipos de receptores, podendo modular outros sistemas.
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Um outro estudo teve como alvo a dimerizagdo dos SSTR2 ¢ SSTRS ¢ sua
relevancia clinica em pacientes portadores de adenomas pituitarios e tumores que hiper-
secretam GH indicando a importancia da proteina G como mediadora da resposta
molecular (Grant & Kumar, 2009). H4 ainda um estudo envolvendo alguns SSTR com o
aumento das correntes em canais para potdssio em certos tipos celulares, o que faz
diminuir os niveis intracelulares de Ca" e, consequentemente, a inibi¢do da liberagdo de

GH no plasma (Yang et al., 2005).

Todos esses relatos das atividades biologicas da somatostatina e de seus
anadlogos apontam para a versatilidade que estas moléculas possuem. Como as estruturas
destas moléculas analogas sdo distintas e, logo, sua estrutura terciaria também, infere-se

que seu reconhecimento molecular por determinados tipos de receptores decorre disto.

Portanto, de acordo com as evidéncias experimentais apontadas neste trabalho,
acreditamos que os andlogos por nos sintetizados, purificados e testados possam, além
de ser mais estaveis, devido a rigidez estrutural conferida pelas intera¢des intra-cadeia
especificadas anteriormente, sem conseqiiente perda da sua atividade biologica, ter
meia-vida mais longa do que a SS-14, quando circulante. Ainda, aparentam ser mais
potentes do que a SS enddgena e do que o atual andlogo utilizado para o tratamento da
acromegalia, o octreotideo, uma vez que seriam necessarias doses menores de Hp-
somatostatina para se obter o mesmo efeito dos andlogos em concentragdes maiores nos

ensaios realizados por nossos colaboradores.
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6.4 Sintese quimica em fase solida

A sintese organica dos analogos propostos neste projeto foi conduzida de tal
forma a gerar quantidades suficientes das amostras para a realizacdo de ensaios
biologicos bem como a suas caracterizagdes conformacionais. As cadeias polipeptidicas
foram alongadas, fixadas covalentemente aos ligantes de uma fase sélida constituida por
um polimero insoluvel e inerte as condi¢des empregadas para uma sintese bem sucedida

(Marquadt & Eifler-Lima, 2001).

Durante a sintese dos peptideos, houve algumas etapas de acoplamento que
precisaram ser repetidas, uma vez que o teste da ninhidrina muitas vezes acusava a
presenga de aminas primarias livres na resina. Mesmo seguindo os procedimentos
descritos na literatura, constatou-se que houve etapas custosas durante a sintese dos
analogos. Por exemplo, os residuos de asparagina’, fenilalanina®, triptofano® foram os
aminodcidos que precisaram ser reacoplados em todos os andlogos sintetizados neste
trabalho. A substituicdo de um acido aspartico por um 4acido glutdmico pareceu gerar
interagdes entre as cadeias laterais, o que impossibilitou o término da sintese do analogo

HpS-TEH-NH,.

6.5 Purificacio dos analogos de Hp-somatostatina

Durante as sinteses em fase solida utilizando a estratégia Fmoc/t-butila, foram
gerados subprodutos que precisaram ser eliminados nas etapas de purificagdo. Além
disso, foram produzidas formas truncadas do peptideo-alvo, as quais ndo continham o
mesmo numero de residuos de aminodcidos da seqiiéncia desejada. Portanto, foi
necessaria a sua eliminagdo, com o intuito de se evitar interagcdes cruzadas capazes de

gerar resultados falso-positivos ou negativos.

O sistema de RP-HPLC, normalmente, mostra-se eficiente na separagcdo de
compostos protéicos de baixa massa molecular. No entanto, nos resultados apresentados
nesse trabalho, as etapas de purificacdo necessitaram de diversas repeticdes e analises
por MS para que se obtivesse o material com o grau de pureza necessario para a

realizacdo dos ensaios bioldgicos.
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Apesar das interagdes entre pequenas moléculas e uma coluna cromatografica
serem bem compreendidas, quando se trata de moléculas bioldgicas como proteinas,
estas interagdes podem ocorrer de diversas formas. Uma proteina pode interagir com o
adsorvente em diferentes pontos de sua superficie; podem ocorrer diferentes forgas
intermoleculares entre o analito e o adsorvente; e, ainda, forcas intramoleculares podem

influenciar no processo de separacao das moléculas (Scopes, 1994).

De acordo com estudos estruturais recentes, quando a SS-14 encontra-se sob
condi¢des nao-desnaturantes, esta possui uma caracteritstica intrinseca de formar
estruturas supramoleculares de fibrilas, organizando-se em agregados ndo-covalentes.
Acredita-se que este tipo de organizacdo possa ser uma forma biologicamente mais
econdmica de estocagem e liberagdo nos sistemas fisioldgicos (van Gondrelle et al.,

2007).

Estes fatores condizem com o observado durante o desenvolvimento deste
trabalho, j& que constatamos uma tendéncia para interagdes intra e inter-moleculares
entre os residuos de cisteina dos analogos de somatostatina que geraram complicacdes
para a etapa de purificacdo. Além disto, foi observado que as intensidades de
absorbancia de alguns analogos variou apos a amostra ter sido exposta a fase movel A
(H20 +01% TFA) (vide figura 15). Sabendo que um dos métodos mais simples de se
favorecer a formagdo de cistinas em peptideos sintéticos ¢ o de oxidagcdo em agua, na
presenga de oxigénio (Chan&White, 2000) os perfis cromatograficos complexos,
aliados aos espectros de MS evidenciando a presenca de formas diméricas dos analogos
sintetizados, bem como aqueles de mobilidade i6nica demonstrando a existéncia de
varios tipos de conformacao (Synapt, Waters, dados ndo mostrados), ficou justificado o
grau de dificuldade para a obtengdo das quantidades puras necessarias para a conclusao

do trabalho.

Nos espectros de massa, pode-se observar a presenga dos estados oxidado e
reduzido com a presenca igualmente de complexos de massa monoisotdpica
correspondente a0 dobro da massa molecular dos analitos, os quais acreditamos ser

dimeros destes analogos e/ou agregados nao-covalentes.
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A sintese dos analogos resultou em diversos subprodutos revelados pelas etapas
cromatograficas e pelas analises por MS. Sua oxidac¢do espontinea e a sua tendéncia em
formar dimeros e/ou agregados nao-covalentes dificultaram o estabelecimento de uma
metodologia padrao a ser empregada no processo de oxidacdo e de purificacdo das

moléculas produzidas.

As quantidades obtidas das amostras com elevado grau de pureza estiveram
constantemente abaixo do esperado devido aos fatores mencionados acima (HpS-TNH-
NH,_ F3: 630 ng; HpS-TNH-NH, F4: 710 pg; HpS-TDH-OH: 520 pg; HpS-TDQ-
NH;: 3,8 mg). No entanto, dados preliminares obtidos em Parma (figura 19), por meio
de ensaios bioldgicos in vitro de contratilidade em células de musculatura lisa, sugerem
fortemente que pequenas quantidades dos andlogos propostos nesta pesquisa sejam

capazes de agir como agonistas em SSTRs de células de mamiferos.

Apesar da producdo e purificagdo dos andlogos da SS terem se mostrado
processos onerosos, a realizagdo dos testes in vitro durante o desenvolvimento deste
trabalho foi possivel e os resultados se mostraram promissores, indicando a importancia

da realizacdo de novos testes in vitro e in vivo.
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A préxima etapa deste trabalho envolve a obtengdo das estruturas terciarias dos
peptideos propostos. Para tanto os analogos HpS-TDH-OH HpS-TNH-NH,, HpS-
TDQ-NH; estdo em fase de aquisi¢do dos respectivos espectros de RMN para a

conseqiiente verificagdo do objetivo geral proposto no projeto.

O analogo HpS-TDH-NH, estd sendo sintetizado para a obten¢do de maior
quantidade de material com a finalidade de se realizar novos testes in vitro com células

de musculatura lisa de mamiferos.

O desenvolvimento de analogos mais eficientes da somatostatina podera nao
somente minimizar os efeitos colaterais como também aprimorar a qualidade de vida
dos pacientes que necessitam destes medicamentos no tratamento das disfuncdes
mencionadas neste trabalho. Ainda, como a Hp-somatostatina ¢ de ocorréncia natural, a
identificacdo do gene que a codifica possibilitaria sua clonagem. Tal processo poderia
ser empregado como alternativa a sintese quimica, resultando na producdo em maior
escala do peptideo na sua forma ativa e reduzindo o custo. De acordo com o informe
anual de 2007 da empresa Novartis, atualmente, o medicamento Sandostatin® LAR ¢ o
lider de mercado — mas ndo necessariamente a melhor op¢do do ponto de vista
terapéutico e econdmico — para o tratamento da acromegalia, sendo que sua produ¢do
e comercializagdo movimenta expressivos volumes de recursos da ordem de 1 bilhdo de
ddlares por ano. Portanto, se fosse possivel a obtencdo de uma droga igualmente ou de
maior eficdcia por uma via alternativa e menos onerosa, o tratamento das diversas
patologias aqui levantadas abrangeria uma parcela da populagdo muito mais expressiva.
Desta maneira, o problema passaria a ser tratado de forma mais humana, visando menos

o lucro e mais a qualidade de vida.

Por isto, torna-se de interesse confirmar a acdo farmacoldgica da Hp-
somatostatina, e verificar experimentalmente se, além de ser mais estavel
estruturalmente, este andlogo pode atuar como agonista de um maior niimero de
subtipos de SSTRs. Adicionalmente, pretendemos avaliar diferentes substituicdes
pontuais de alguns dos residuos de aminoacidos considerados essenciais para a
manutengdo de sua estrutura/func¢do, afim de produzir mudangas estruturais que possam

incrementar a aplicabilidade farmacéutica do peptideo natural.
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Portanto, existe uma necessidade real do constante aprimoramento tanto das
técnicas de administracdo dos medicamentos quanto da produgdo de andlogos mais
eficientes e que causem menos efeitos colaterais nos pacientes. O fato do tratamento
para individuos portadores de acromegalia ser vitalicio garante uma oportunidade para

tais melhorias assim como abre espago para novas pesquisas académicas.
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