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Sumika Kiyota Peptideos Sintéticos derivados do hFGF-1 (Sitio2) Resumo

RESUMO

Na busca por agonistas, antagonistas e inibidores de natureza peptidica do fator de
crescimento de fibroblastos &acido humano (hFGF-1), iniciamos o presente trabalho fazendo
uma analise conformacional teérica do peptideo Ac- WFVGLKKNGSSKRGPRT-NH, (107-123
[hnFGF-1]). Em trabalho anterior, este composto havia se mostrado um agonista da atividade
mitogénica da proteina capaz de inibir a ligacdo de *’I-hFGF-1 aos seus receptores celulares e
de se ligar a resina heparina-Sepharose (Oyama et al. 1996). Os calculos das propriedades
dindmicas deste peptideo (I; Tabela 1) demonstraram que ele ndo adotava nenhuma
conformacéo preferencial, o que poderia justificar a baixa atividade apresentada pelo mesmo
(10" vézes menor do que a da proteina nativa). Este peptideo foi ressintetizado, purificado,
caracterizado quimica e biologicamente, confirmando os resultados anteriores. Seu
comportamento randémico foi comprovado experimentalmente através de uma andlise
estrutural parcial por "H-RMN. O resultado desta anélise demonstrou que este peptideo exibe
uma configuracéo random coil, em solucéo aquosa (Kiyota et al., 1996, 1999).

Diante desta constatacao e com base em dados descritos na literatura (Harper & Lobb
1988; Burgess et al., 1991; Pantoliano et al., 1994, Springer et al., 1994; Thompson et al.,
1994; Imamura et al., 1995; Blaber et al., 1996; Ornitz et al., 1996; Zhu et al.,1991, 1995, 1997;
Schwizer, 1995; Sieber & Moe, 1996; Rizo et al., 1996); desenhamos dezessete peptideos
relacionados ao Sitio 2 (97-132) do hFGF-1 mostrados na Tabela 1 abaixo:

Tabela 1: Peptideos relacionados ao Sitio 2 do hFGF-1 estudados neste trabalho

97 110 120 132
Sitio 2 hFGF-1 YISKKHAEKNWFVGLKKNGSCKRGPRT HYGQKAILF
| Ac- WFVGLKKNGSSKRGPRT -NH;
| Ac-HA EKN W F -NH;
1 Ac-SKKHAEKN WF -NH;

v ¢(1-5)[Ac-C KKHCE KN W F -NH;|

Vv ¢(1-5)[AcCKKHCEK - W F -NHy]

Vi Ac-S KK H A -NH;

Vil ¢(1-5)[Ac-C K K H C-NH;|

Vi ¢(5-14)[AcSKKHEEKN W F V G L K K-NH;]

IX ¢(1-5)[Ac-D KKHXE KN W F -NH,

X Ac- WFVGLK - NGSSKRGPRT-NH,
XI Ac- WFVGL - -P - - SKR-NH;

Xl c¢(47)[Ac- WF VCL - - P-- CKR-NHy

Xl ¢(3-7)[Ac- WFCGL - - P - - CKR-NH;]

XIvV Ac- WFVGL --P--SKRGPRT-NH,
XV ¢(3-13)[Ac- WFCGL --P - - SKRGPRC -NH,]
XVI Ac- WFVGLKANGSSKRGPRT -NH;
XV Ac- WFVGLAKNGSSKRGPRT -NH;

(X) = Dbu; (- ) = delecao de aminoacidos; (c) = ciclo; numeragao da seqiiéncia segundo Jaye et al., 1986

Todos os peptideos foram sintetizados manualmente por sintese em fase solida,
sempre que possivel purificados a homogeneidade por RP-HPLC e caracterizados
quimicamente por RP-HPLC, analise de aminoacidos e espectrometria de massas. Os
peptideos ciclicos foram obtidos por: a) oxidacdo das sulfidrilas das cisteinas e formacéo de
ponte dissulfeto intramolecular; b) reacdo entre os grupos amina e carboxila de cadeias laterais
de dois diferentes residuos de aminoacidos com formacéo de uma ligagao lactama.

Os testes de atividade mitogénica foram realizados sempre que os peptideos eram
obtidos com pureza 390% determinada por RP-HPLC analitica em dois sistemas diferentes de
solventes. Os resultados obtidos em culturas de fibroblastos de camundongos Balb/c 3T3
mostraram que: 1) II, 1ll, VI-IX e Xlll eram inativos; 2) o ciclico IV era mitogénico (EDs, ~50 V)
ao contrario do seu analogo linear correspondente (lll); 3) V, um analogo de IV que apresenta
delecdo de um residuo (Asn), exibia uma atividade mitogénica menor do que a de IV; 4) X
exibia uma atividade mitogénica menor do que a do I; 5) os ciclicos Xll e XV exibiam atividades
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comparaveis a do |, enquanto que os seus analogos lineares correspondentes (XI e XIV) eram
inativos; 6) XVI e XVII exibiam atividades mitogénicas também comparaveis a de I.

Paralelamente a estes estudos, foi desenvolvido um modelo tedérico dos dominios
extracelulares DIl e DIl do FGFR-1b. A partir do posicionamento grafico das moléculas de
hFGF-1 e de um hexassacarideo de heparina junto a este modelo do receptor, foram
desenhados os peptideos Ac-""’NTTDKENEVLH®-NH, (XVIll) e Ac-"**SLAGNSIGLSH**-NH,
(XIX) (Oyama et al., 1997). Estes dois peptideos cujas seqiéncias primarias sao,
respectivamente, relacionadas aquelas dos loops DE e FG do dominio DIII, foram também
sintetizados e testados neste trabalho como possiveis ligantes do sitio 2 do hFGF-1.0s testes
biol6gicos demonstraram que o peptideo XIX, na faixa de concentracdo testada, ndo exibia
nenhuma atividade inibitoria sobre as atividades mitogénicas dos FGFs -1 e -2. Por outro lado,
notou-se um claro efeito inibitério de XVIIl sobre a atividade mitogénica de ambas as proteinas,
sendo este efeito mais significativo para o FGF-2 (Kiyota et al., 1998).

Alguns dos peptideos estudados foram submetidos a analises espectroscopicas com o
objetivo de determinar suas conformacdes em solucao. Este conhecimento forneceria subsidios
para o desenho de novos peptideos mitogénicos e, mais ainda, para determinacdo dos
requisitos estruturais destes peptideos e, como reflexo, do hFGF1 para expressao de suas
atividades mitogénicas.

Assim, foi feita uma analise parcial do peptideo mitogénico IV e de seu andlogo linear
Il inativo em solucéo aquosa empregando fluorescéncia e *H-RMN ( (Kiyota et al., 1998).
Estes peptideos foram analisados também por técnicas de CD e ‘H-NMR (Kiyota et al., 1999).
Os resultados obtidos mostraram que Il e IV parece se organizarem de forma semelhante em
suas porcbes N-terminais, em estruturas correspondentes a b-turns. Por outro lado, as
conformacdes das por¢cdes C-terminais destes peptideos diferiram; somente em IV, observou-
se a presenca de uma familia de conférmeros com estruturas helicoidais nessa por¢cao do
esqueleto e que eram superponiveis. O mesmo nao foi observado na por¢céo C-terminal de Ill.

A andlise conformacional do peptideo XVIII em solucdo foi também realizada
empregando-se CD e 'H-RMN. Os resultados obtidos indicaram que este peptideo tem forte
tendéncia em assumir uma estrutura helicoidal em solu¢cdo aquosa contendo 50% CD;OH.

O conjunto dos resultados obtidos neste trabalho nos permitem concluir que: 1) a
presenca de W' e F'® é, de fato, essencial para a expressdo da atividade mitogénica de
peptideos derivados do sitio 2 do hFGF-1; 2) a presenca de N'® adjacente ao core hidrofébico
constituido pelos residuos W'F'®® é importante; 3) a ciclizacdo do peptideo IV foi decisiva
para a expressdao de sua atividade, indicando que, ndo apenas a presenca, mas O
posicionamento adequado das cadeias laterais de N'°, W' e F'*® sdo determinantes; 4)
apenas uma das lisinas (K™ ou K'*®) é essencial para a atividade mitogénica (X, XVI e XVII);
5) o importante parece ser a manutencdo do posicionamento das cadeias laterais em relagcdo
aos dos outros residuos contidos na sequéncia, uma vez que, a substituicdo do segmento
M2KKNGS™® por uma prolina e/ou delecdo de *’GPRT™® (XI e XIV) abolem a atividade
mitogénica do peptideo; 6) a ciclizacdo que mantem a distancia e as orientacdes relativas entre
WF e KR (considerados essenciais para a atividade) em sequéncia (XIl e XV), leva a
recuperacdo da atividade; 7) a atividade inibitéria especifica para o FGF-2 exibida pelo
peptideo XVIII parece ser um indicativo de que a alca DE do dominio DIl do receptor pode
estar envolvido na ligacao a esta proteina.

Estas conclusdes séo relevantes e essenciais para: 1) o entendimento dos requisitos
estruturais para a atividade mitogénica dos peptideos estudados e, como reflexo, do hFGF-1,
2) o desenho de novos agonistas, antagonistas ou inibidores do sistema FGF.
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1. INTRODUGAO

1.1. PEPTIDEOS BIOLOGICAMENTE ATIVOS

Os peptideos constitutem uma classe de compostos quimicos que exercem uma
grande variedade de fungdes bioldgicas importantes nos organismos.

A existéncia destes compostos como mdleculas integras ativas e ndo apenas como
produtos de degradacdo de proteinas, foi evidenciada apds varios terem sido isolados de
fontes naturais diversas. Dentre 0s peptideos biologicamente ativos pode-se citar as
encefalinas (Lord et al.,, 1977), a angiotensina (Cushman & Cheung, 1971), a bradicinina
(Rocha e Silva, 1963), a ocitocina (Nestor et al., 1975), a vasopressina (Dyckes et al., 1974), a
somatostatina (Verber et al., 1981), o glucagon (Rivier et al., 1978), as colecistocininas (Liddle
et al., 1986), a-melanotropina (Sawyer et al., 1982), as conotoxinas de veneno de Conus
geografus (Rivier et al.,, 1987, Oliveira et al., 1990), as fitoquelatinas (Rauser, 1995) e as
equinocandinas (Kurokawa & Ohfune, 1993).

Com a descoberta de que estes compostos poderiam ser sintetizados, tornou-se
possivel a obtencdo dos mesmos em quantidades suficientes para o estudo de suas
propriedades biologicas, dos mecanismos de acao (Wrigthon et al., 1996, Leconte et al., 1998)
e para o desenvolvimento de diversos agentes terapéuticos. Muitos deles ja estdo disponiveis
no mercado farmacéutico e o desenho de novos outros continua (Ghiara et al., 1997).

Alguns peptideos nativos assumem suas conformacdes ativas a medida que vao
sendo biossintetizados e liberados dos ribossomos ou mesmo, em alguns casos, com o auxilio
de chaperonas (Ellis, 1994), que séo descritas como moléculas auxiliares no enovelamento de
proteinas nativas. Entretanto, a maioria dos peptideos biologicamente ativos apresentam
grande flexibilidade conformacional e assumem suas conformacdes biologicamente ativas
somente quando em presenca de seus receptores (induced fit, Schwizer, 1995; Hohr &
Rogers,1995). Estes peptideos, portanto, ndo mantém suas estruturas funcionais quando na
forma cristalina ou em solucdes aquosas (Taylor & Osapay, 1990).

Analogamente as proteinas, os peptideos exercem suas atividades através da
interacdo de determinados grupos funcionais de aminoacidos presentes em suas estruturas
com 0s seus receptores celulares (Jones & Thornton,1996). A afinidade de ligagdo nestas
interacbes é determinada pela complementaridade quimica e espacial entre os epitopos do
ligante e o receptor (Schwizer, 1995; Vakser, 1996). Isto indica a existéncia da estreita
correlacdo entre poténcia bioldgica e conformacéo (Rizo et al., 1996). E geralmente aceito que
a atividade biolégica de um peptideo esta acoplada a sua conformacdo. Em outras palavras,
para ativar uma atividade biologica especifica, um peptideo deve adotar uma conformacgéo que
alinha os grupos funcionais essenciais em uma orientacéo espacial adequada a interagdo com
os receptores celulares (Janin & Chothia, 1990).

Como mediadores em sistemas bioldégicos complexos e regulados precisamente, 0s
peptideos possuem uma combinacdo de flexibilidade e funcionalidade que ddo a eles um
contrabalanco de propriedades de adaptabilidade e especificidade. Estas questdes puderam
ser investigadas gracas aos avangos crescentes da quimica de peptideos que possibilitaram a
obtencao de peptideos de conformacéo restrita (Struthers et al., 1996). Estes compostos tem
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contribuido amplamente para a compreensao dos mecanismos de agéo de iniUmeros peptideos
biologicamente ativos, para a determinacdo de suas conformacgfes biologicamente ativas e
também para a descoberta de anadlogos mais potentes (Chamberlin et al., 1995; Wells,1996;
Sanderson et al., 1994).

1.2. SINTESE DE PEPTIDEOS

Os fundamentos da sintese classica de peptideos foram estabelecidos no inicio deste
século por E. Fisher & T.Curtius. Entretanto, o amplo desenvolvimento da area de quimica de
peptideos se deu somente a partir de 1963, quando B. Merrifield introduziu a metodologia de
sintese de peptideos em fase sélida (Figura 1; Merrifield, 1963; Stewart & Young, 1984).

A metodologia de sintese em fase sélida se baseia no emprego de um suporte
constituido por um polimero insoluvel de estireno/1% divinilbenzeno ao qual se liga a carboxila
alfa do primeiro residuo de aminoacido (este deve ter os seus grupos funcionais de cadeia
lateral e amino alfa adequadamente protegidos).

O elongamento do peptideo é feito através do acoplamento do aminoacido em
presenca de um reagente acoplador seguido de desprotecdo do grupamento amino alfa. Estas
etapas sao repetidas para cada um dos aminoacidos incorporados. Concluido o elongamento,
a peptidil-resina € submetida a desprotecéo total e clivagem da resina na presenca de fluoreto
de hidrogénio (HF) ou &cido trifluoroacético (TFA). Gracas a utilizacdo de suportes insoltveis, o
processo de sintese torna-se bastante rapido, pois dispensa as etapas intermediarias
purificacdo exigidas na sintese classica em solugéo (Stewart & Young, 1984; Jacquier, 1989).

Existem duas estratégias de sintese em fase soélida de peptideos. Estes diferem
quanto aos tipos de protetores empregados: tBoc, em que se emprega como protetores 0s
grupos acido labeis butiloxicarbonil (tBoc) no grupo amino alfa e derivados do benzil nas
cadeias laterais (Stewart & Young, 1984) e Fmoc, em que se emprega 0 9-
fluorenilmetoxicarbonil (Fmoc) como protetor base labil do grupo amino alfa e derivados do t-
butil nas cadeias laterais dos aminoacidos (Fields & Noble, 1990).

Antes de se iniciar a sintese propriamente dita, € necessario escolher as condi¢cbes
adequadas para que as reacdes durante as etapas da sintese sejam eficientes e resultem em
bons rendimentos do peptideo desejado. Isto inclui a escolha da estratégia de sintese, grau de
substituicdo do suporte polimérico e dos solventes a serem empregados no elongamento de
uma determinada sequéncia peptidica. Os solventes devem, por exemplo, solubilizar os
reagentes e promover uma solvatagéo ideal da resina de modo a facilitar a permeacgéo dos
reagentes e evitar a agregacao das cadeias peptidicas em crescimento. Na maioria das vezes,
esta € a causa de dificuldades nos acoplamentos e interrupgdes indesejadas do elongamento
(Sarin et al, 1980).

Devido a rapidez e a sua caracteristica repetitiva, esta metodologia tornou possivel a
automatizacdo da sintese de peptideos lineares de sequéncias simples e variadas (Bayer,
1991). Por outro lado, esta apresenta uma grande desvantagem em relacdo a sintese manual
no que diz respeito a sintese de “sequéncias dificeis” e de peptideos longos, onde ndo é
possivel prever o nimero de reacoplamentos de um mesmo residuo necessarios para a
obtencéo do peptideo desejado. Além disso, para a sintese de uma mesma sequéncia, a
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automatizagéo pode requerer um gasto significativamente maior de reagentes e solventes do
que a sintese manual.

Fica implicito que os avancos atuais feitos na quimica de peptideos se deve, em
grande parte, a estudos de otimizacdo da metodologia de sintese em fase sélida. Por outro
lado, o desenvolvimento nas técnicas de purificacdo tais como cromatografia liquida em
colunas de fase reversa (RP-HPLC; Nugent & Dolan, 1991, Steer et al., 1998) tem contribuido
em muito para elevar os graus de pureza dos peptideos finais obtidos. Mais recentemente,
novos protetores de grupos funcionais das cadeias laterais dos aminoacidos, novos reagentes
acopladores (Knorr et al., 1989) e diferentes tipos de resinas tem sido descobertos e, além
disso, estratégias alternativas e novos protocolos de sintese tem sido investigados e
desenvolvidos (Kania et al., 1994; Varanda & Miranda, 1997).

CH3
CH; O Rt O
| [ | g
CH—C—0—C—NH—CH—C—0" + H,N—CH (p)
CHz  Boc-aminoécido l Resina MBHA

Hj

R1

o
L1l
BOG—NH—CH—C—NH—CH )
Boc-aminoacil-resina

TFA (Desprotegéo)
» | TEA (Neutralizagdo)

Hs

H, R1

(0]
I C
CHz—C—CH; + CO2 + H,N—CH—C—NH H e

Isobutileno Aminoacil-resina

+ Boc-aminoacido

Reagente acoplador
(Acoplamento)

||Qz (0] Il?l (@]
Boc—NH—cH—g—NH—CH—g—NH—RGSina

Boc-dipeptidil-resina

+ HF/anisol (Clivagem)

R2 O Rt 0o
: I U | L .
Isobutileno + CO,;+ NH,—CH—C—NH—CH—C—NH: + Resina

Dipeptideo amida

Figura 1: Etapas da sintese de peptideos em fase sélida via estratégia t-Boc
(Stewart & Young, 1984
n + 2 = numero de residuos de aminodcidos contidos no peptideo desejado.
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1.3. PEPTIDEOS DE CONFORMAGAO RESTRITA

Os peptideos sintéticos tem tido uma ampla aplicabilidade nos estudos da relacao
entre a estrutura e a fungéo de proteinas (Kataoka et. al., 1992; Wrigthon et al., 1996). Como
foi mencionado anteriormente, os lineares apresentam uma grande flexibilidade conformacional
em solucdo e somente assumem conformagdes preferenciais quando ligados aos receptores
celulares (Rizo et al.,1996).

A conformacao preferencial de um peptideo pode, no entanto, ser pré-induzida através
da introducéo de ligacbes covalentes no seu esqueleto peptidico (Hruby, 1989; Taylor &
Osapay, 1990; Shortle & Sondek, 1995). A restricdo conformacional assim imposta podera
torna-lo menos flexivel, potenciar sua atividade biologica e aumentar a sua afinidade e/ou
seletividade por receptores celulares especificos (Rizo et al.,1996).

Experimentalmente, € possivel restringir a conformacéo de peptideos lineares através
de ciclizacdes (Figura 2). Os tipos de cicliza¢do mais conhecidos sédo os seguintes:

a) "cabeca-cauda", que envolve a incorporacdo de ponte lactama entre os grupos amino alfa
terminal e carboxila alfa terminal de um peptideo linear (Alsina et al., 1994; Jackson et al.,
1995);

b) "cadeia lateral-cadeia lateral", que envolve a formagao de ligagdo covalente entre as cadeias
laterais de determinados residuos de aminoacidos (Kataoka et al., 1992; Wood, et al., 1992)
ou a formacédo de ligacao dissulfeto entre dois residuos de cisteina (Misicka & Hruby, 1994;
Sieber & Moe, 1996);

c) "cadeia lateral-grupo terminal”, que envolve a formacdo de lactona intramolecular entre os
grupos hidroxila da cadeia lateral (serina ou treonina) e a carboxila alfa terminal (Toniolo, et
al.,, 1990) ou grupo amino alfa terminal (Lebl & Hruby, 1984) de um mesmo residuo de
aminoacido;

d) acoplamento de aminoacidos quimicamente modificados, por exemplo, o residuo de lisina
gue pode ter os seus grupos funcionais amino terminal e de cadeia lateral modificados. A
modificacdo de Lys e a ciclizagcdo do peptideo envolvem uma reacdo entre Ser (um
precursor de aldeido) e a cadeia lateral de Lys ligada ao grupo Nterminal do peptideo na
presenca de uma base fraca, a Na-hidroxilamina (Pallin & Tam, 1995).

Outro método descrito na literatura para a restricdo da conformacéo dos peptideos
inclui modificagcbes do tipo "esqueleto-esqueleto” (Kaljuste & Undén, 1994), que séo feitas
através da insercdo no esqueleto peptidico de pequenas moléculas au linkers, tais como o
dipeptideo biciclico b-turn (b-turn dipeptide, BTD; Sato et al., 1991), o l-aminociclopropano 1-
acido carboxilico (Baillie et al., 1994) ou o &cido 6-aminocaproico substituido (Kitagawa et al.,
1995).

Apesar da diversidade de métodos quimicos para a restricdo da conformacdo de
peptideos, os protocolos atualmente utilizados ainda apresentam muitos problemas nao
solucionados, tais como:

a) baixa eficiéncia de ciclizacdo para peptideos com mais de 10 residuos devido a grande
barreira entrépica e oligomerizagdo intermolecular (Cavelier-Frontin et al., 1993),

b) grande dependéncia da velocidade de ciclizagdo em funcdo do método empregado (Felix et
al., 1988),
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c) ocorréncia de altos niveis de racemizacéo (Bayer, 1991; Spatola et al., 1996).

No entanto, os peptideos ciclicos assim obtidos mostram-se um pouco mais
resistentes a hidrélise por proteases e a degradacdo em geral, além de apresentarem
estruturas mais rigidas em relacdo aos lineares correspondentes (Jackson et al., 1995). Desta
forma, os peptideos ciclicos consistem em ferramentas poderosas para a otimizacdo da
atividade de um peptideo biologicamente importante, para a elucidacdo da conformacéo ativa e
para a descoberta de novos agonistas ou antagonistas de horménios peptidicos ou até mesmo
de proteinas nativas (Gurrath et al.,1992; Wells,1996; Ghiara et al., 1997).

Ry Ry
. | |
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Figura 2: Tipos de ciclizagao de peptideos segundo Toniolo, 1990.

1.4. USO DE PEPTIDEOS SINTETICOS NO ESTUDO DE POLIPEPTIDEOS

Até a década & 70, os peptideos sintéticos eram empregados preferencialmente
como substratos na determinacgéo da atividade de proteases (Ruzza et al., 1995), em estudos
da relacdo entre estrutura e fungédo de hormdnios peptidicos ja conhecidos (Howel et al., 1997)
e em terapéutica (Fauchére & Thurieau, 1992; Tam & Spetzler, 1997). Atualmente, utiliza-se
peptideos sintéticos para o0 mapeamento de epitopos de proteinas (Bosshard, 1995), estudos
das especificidades priméria e secundaria de proteases (Al-Obeidi et al., 1998), busca de seus
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inibidores (Burke & Zangh, 1998), estudos de enovelamento de proteinas (Gutte & Klauser,
1995; Imperiali & Ottesen, 1998), estudos das relagfes estrutura-funcdo ou estrutura-
conformacdo de regibes especificas de proteinas (Muir et al.,, 1997) ou de seus ligantes
(receptores, metais, carboidratos, etc.) (Pavone & Pedone, 1995; Basbar et al., 1997; Maclnnes
& Sykes, 1997; Futaki, 1998).

Vérios trabalhos da literatura descrevem o emprego de peptideos sintéticos no estudo
do sistema constituido pelos fatores de crescimento de fibroblastos (FGFs), seus receptores
celulares (FGFR) e os glicosaminoglicanos heparam sulfato (HS) ou heparina (HEP). Em 1988,
Baird e colaboradores sintetizaram peptideos relacionados a diferentes regides do FGF-2 que
foram testados em ensaios de inibicdo da ligagdo do FGF ao seu receptor celular, ligacdo a
HEP e atividades bioldgicas relacionadas ao FGF (Baird et al., 1988). Em 1993, Bottaro e
colaboradores sintetizaram um peptideo constituido por 24 residuos de aminoacidos que
correspondiam ao fragmento 199-223 do FGFR-2. Este foi capaz de bloquear a atividade
mitogénica do fator de crescimento de queratindcitos (KGF ou FGF-7) (Bottaro et al., 1993). Um
octadecapetideo sintético de sequéncia relacionada ao suposto dominio de ligacdo de FGFR-1
a heparina foi capaz de ligar este glicosaminoglicano e inibir ligacdo de FGF ao FGFR-1 (Kan
et al.,, 1993; 1996). Em 1995, Wong e colaboradores estudaram peptideos sintéticos com
seqguéncias relacionadas aos dominios supostamente envolvidos na ligagdo do FGF-1 a HEP.
O peptideo que possui a sequéncia correspondente ao fragmento 108-120 do hFGF-1 foi capaz
de se ligar a derivados da HEP e de antagonizar a atividade mitogénica da proteina, sugerindo
que o provavel sitio primario de ligacdo da proteina a HEP estaria localizado nessa regiao
(Wong et al., 1995). No mesmo ano, Fromm e colaboradores sintetizaram peptideos derivados
do fragmento 110-130 do FGF-1 que forneceram informacdes sobre a contribuicdo dos
residuos de Arg e Lys presentes neste para a ligacdo da proteina a HEP (Fromm et al., 1995).
No ano seguinte, Oyama e colaboradores descreveram trés peptideos derivados do sitio 2 do
hFGF-1 com atividade agonista 10* vezes menor que a da proteina (Oyama et al., 1996). Em
1997, Fromm e colaboradores descreveram a topologia do sitio de ligagdo do FGF-1 a
heparam sulfato e a derivados oligossacaridicos sulfatados da HEP através do uso de trés
peptideos sintéticos relacionados ao fragmento [110-129]FGF-1. O peptideo com a sequiéncia
idéntica a original foi capaz de se ligar fortemente a esses glicosaminoglicanos (Fromm et al.,
1997). Também em 1997, Ray e colaboradores descreveram que um decapeptideo sintético
era suficiente para atividade mitogénica do FGF-2 em células progenitoras neurais (Ray et al.,
1997).

Em 1996, Wrighton e colaboradores descreveram um dimero de peptideo ciclico
contendo 14 residuos de aminoacidos formado por uma ligacdo dissulfeto intermolecular, que
atua como um agonista do hormonio eritropoietina na estimulagdo de eritropoiese em
camundongos. Estes autores determinaram a estrutura cristalografica do complexo peptideo-
receptor, que revelou, em detalhes atdmicos, como as duas moléculas de peptideo dimerizam
os dominios extracelulares do receptor da eritropoietina e induzem o mesmo mecanismo de
ativacdo celular desta dltima (Wrighton et al., 1996). Em outras palavras, comprovou-se
experimentalmente que pequenos peptideos podem sim ser capazes de mimetizar grandes
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hormonios polipeptidicos (Wells, 1996; Livinah et al., 1996).

Os receptores dos FGFs (os FGFRs) também s&o constituidos por dois ou trés
dominios extracelulares do tipo imunoglobulina, um dominio transmembrana e um dominio
tirosina quinase intracelular (Jaye et al., 1992; Gray et al., 1995) e o provavel mecanismo de
ativacdo celular proposto para o sistema FGF, descrito na literatura, € também bastante
semelhante a esse determinado para a eritropoietina.

1.5. OS FATORES DE CRESCIMENTO DE FIBROBLASTOS (FGFS) E SEUS SITIOS DE
INTERACAO

Os FGFs sédo proteinas estruturalmente relacionadas e ligantes de heparina que
constituem uma familia de dezenove membros (Venkataraman, 1999).

A expressdo destas proteinas nos diversos tecidos de mamiferos esta associada a
uma variedade de funcgbes biologicas importantes tais como: regulacdo do crescimento e
diferenciacdo de diversos tipos celulares, angiogénese, cicatrizacdo de feridas e regeneracao
de neurbnios (Yayon et al., 1991). Por outro lado, os FGFs tem sido associados também a
processos patologicos diversos como retinopatia diabética, arterioesclerose, crescimento de
tumores solidos e cancer (Gross et al., 1993).

Os FGFs parecem exercer suas atividades bioldgicas através da interacdo com
receptores celulares especificos com atividade de tirosina quinase (FGFRs) (Neufeld &
Gospodarowicz, 1986; Baird & Klagsbrun,1991). Esta interacdo parece acionar um mecanismo
de ativacédo que se processa através da dimerizacado dos FGFRs (Ullrich & Schllessinger, 1990;
Heldin,1995) e a formag&o de um complexo constituido por FGF, heparina ou heparam sulfato
e 0s dominios extracelulares dos FGFRs (Baird, 1988). A relacdo estequiométrica desta
interacao in vitro foi determinada para o FGF-2 através de técnicas de microcalorimetria por
Pantoliano e colaboradores (1994). Desta relacao (1FGF:2FGFR:1HEP) inferiu-se que os FGFs
possuiriam um dominio de ligacdo a heparina e dois dominios de ligacdo aos receptores
celulares.

Os FGFs -1 e -2 sdo os mais estudados e apresentam cerca de 55% de homologia em
suas sequéncias primarias (Figura 3). Estas proteinas sdo denominadas como FGFs é&cido e
basico por apresentarem pontos isoelétricos de 5,6 e 9,6, respectivamente.

A sequéncia primaria do FGF-1 humano foi descrita em 1986 por Jaye e
colaboradores (Jaye et al.,, 1986) e a estrutura cristalografica foi determinada por Zhu e
colaboradores (1991) (Zhu et al., 1991). Usando técnicas de cristalografia de raios-X, estes
autores mostraram que os FGFs apresentam estruturas tridimensionais do tipo b-trefoil
constituidas por doze fitas b anti-paralelas que se organizam em torno de um eixo de simetria
triaxial formando trés alcas longas (Murzin et al.,1992).

Estudos de mutagénese sitio-dirigida confirmaram que estas proteinas apresentam
dois dominios de ligacao, sendo um de alta afinidade e o outro de baixa afinidade pelo receptor
celular e que correspondem a duas regides distintas da proteina: os denominados Sitios 1 e 2
(Springer et al., 1994). Estes sitios devem interagir com regides distintas do receptor celular,
visto que apresentam diferencas quimicas e estruturais: o Sitio 1 € descontinuo,
predominantemente hidrofébico e bastante conservado enquanto que o Sitio 2 apresenta um
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namero de residuos hidrofilicos variavel entre os FGFs e carregados dispostos em sequéncia.
O Sitio 2 seria constituido por residuos de aminoacidos da regido Y97 - T123 (Imamura et al.,
1995) que formam duas fitas b antiparalelas consecutivas (010 - b11l) de uma das algas da
por¢cao C-terminal (Joop 3, hairpin 3) da molécula de FGF (Murzin et. al., 1992). Esta regiao
parece ser importante ndo somente para a ligacdo do FGF ao seu receptor celular (FGFR) e a
heparina (Burgess et al., 1991; Ornitz et al., 1996), como também para a dimerizacdo destes
receptores (Reich-Slotky et al., 1995). Além disso, parece estar também envolvido na
determinacgéo de especificidade para as diferentes isoformas de FGFRs (Blaber et al, 1996).

1 10 - - 20 30 40
FGF-1 MAEGEl TTTFTALTEK- FNLPPGNYKK PKLLYCSNGG HFLRI LPDGI VDGIRDRSDQ
FGF-2 GSI TTLPALPEDG GSGAFPPGHFKD PKRLYCKNGG FFLRI HPDER VDGVREKSDP

50 60 70 80 90
FGF-1 H QEQLSAES VCEVYI KSTE TGQYLAMDTD GLYGSQIPN EECLFLERLE
FGF-2 H KLQLQAEE RGVVSI KGVC ANRYLAMKED GRLLASKCVT DECFFFERLG

- - 100 110 - 120 -+ 130 - -
FGF- 1 ENHYNTYI SK KHAEKNWFVG LKKNGSCKRG PRTHYGQKAI  LFLPLPVSSD

FGF- 2 SANYNTYRSR KYTS- - WWVA LKRTQYKLG SKTGPEKAI  LFLPMSAKS

Figura 3. Alinhamento das seqiiéncias primarias dos FGFs -1 e -2 humanos (Venkataraman et al.,
- - residuos sugeridos por Springer e colaboradores (1994) como constituindo o Sitio 1 de

ligacdo ao receptor; - - residuos sugeridos como constiuindo o_sitio de ligagcdo a
heparina; residuos sublinhados- regidao que contém o Sitio 2 de ligagao ao receptor.

Na estrutura cristalografica descrita por Zhu e colaboradores, o Sitio 2 se localiza em
uma dessas alcas (oop 3), numa regido (hairpin 3) constituida por duas fitas b anti-paralelas
consecutivas 010 - bl11) ( Zhu et al.,1991; Blaber et al., 1996; Figura 4). Os residuos de
aminoacidos contidos neste sitio foram sugeridos como envolvidos na ligacdo do FGF-2 aos
receptores celulares (Baird et al.,1988).

O FGF-1 é o unico que se liga a todas as isoformas do FGFR e é capaz de induzir a
sintese de DNA em diferentes linhagens de células expressando as diferentes isoformas do
receptor (Ornitz et al., 1996). Essas afirmacdes sdo apoiadas por dados de estudos de
mutagénese dirigida ao sitio e de modificacdes quimicas deste segmento no FGF-1 bovino. Por
exemplo, o residuo K118 foi identificado como sendo essencial para a atividade biologica
dessa proteina (Harper & Lobb, 1988; Burgess et al.,1991; Maciag et al., 1995). Em seguida,
este residuo, K113, R119 e R122 foram propostos como sendo os provaveis ligantes do FGF-1
a HEP (Volkin et al.,1993; Thompson et al.,1994). Posteriormente ainda, foi sugerido que o sitio
de reconhecimento primério para HEP seria formado por residuos de aminoacidos do
segmento 95-128 do FGF-1 humano (Springer et al.,1994). Além disso, um peptideo linear
correspondente a este segmento mostrou alta afinidade para heparina imobilizada e foi capaz
de inibir a atividade mitogénica do FGF-1 humano na presenca deste glicosaminoglicano
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(Wong et al., 1995).

Os trabalhos mais recentes de mutagénese sitio-dirigida descrevem outros residuos
de aminoacidos localizados na vizinhanca do Sitio 1 do FGF-2 (Glu 87 e Asn 95) como sendo
essenciais para a ligacao de alta afinidade aos receptores (Zhu et al, 1995; Zhu et al., 1997).
Alguns peptideos sintéticos relacionados a uma regido localizada entre os Sitios 1 e 2 se
mostraram mitogénicos em células progenitoras neurais. Assim, foi sugerida a possibilidade da
existéncia de um novo sitio de ligagdo na molécula de FGF-2 aos seus receptores (Ray et al.,
1997). Devido a todos estes fatos, um “sitio” assim definido deve ser visto no modo operacional
representando parte de toda uma superficie que faz contato com o FGFR.

C-Term
4

W-Term o4

Sitio 1

Sitio 2

Fibrohlast Growth Factor -1

Figura 4: Estrutura tridimensional do FGF-1 humano (Zhu et al.,
1991; Blaber et al.,1996).

1.6. OS RECEPTORES DOS FGFS, O HEPARAM SULFATO E A HEPARINA

Os FGFRs séo os reguladores do desenvolvimento e homeostase do tecido adulto que
conectam a matriz peri-celular ao ambiente intracelular. A combinacédo entre os diversos
membros das familias dos FGFs, os receptores FGFRs e 0s receptores proteoglicanos
heparam sulfato (HS) formam os complexos FGFR ativos e especificos da transducéo de sinal
(McKeehan et al., 1998).

A familia dos FGFRs consiste de produtos de quatro genes, sendo que alguns destes
genes dao origem a um grande numero de isoformas de FGFR por splicing alternativo
combinatorial ao nivel da transcricdo e possivelmente por modificacdo poés-traducional
(Johnson & Williams, 1993; McKeehan et al., 1998, Zhang, 1999).

As isoformas dos FGFRs -1 a -4 diferem entre si em suas porc¢des extracelulares.
Estas ultimas podem ser constituidas por dois ou trés dominios do tipo imunoglobulina (DI, DII
e DIIl), sendo o DI presente nas formas alfa (a) e ausente nas formas beta (b) destes
receptores. Além disso, os dominios DIll dos FGFRs -1, -2 e -3 sdo variaveis e suas isoformas
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resultantes sao referidas como llla, llib e llic (Ornitz et al., 1996). As sequéncias primarias dos
dominios DIl e DIl do FGFR1-b estdo mostradas na Figura 5.

Os dominios extracelulares destes receptores determinam a especificidade de ligacao
e a dimerizacao induzida pelo ligante (Wang et al., 1995). Os FGFRs apresentam, portanto,
propriedades Unicas de ligacdo e exibem diferencas quanto a afinidade e a especificidade com
gue ligam os diferentes membros da familia dos FGFs (Goldfarb, 1996). Esta especificidade &
determinada pelas diferencas individuais nas estruturas primarias entre os FGFRs e entre os
FGFs (Ornitz et al., 1996). Como j& citado no item anterior, 0 FGF-1 € o Unico ligante que néo
tem preferéncia por nenhuma das isoformas do FGFR, ou seja, liga-se indistintamente a
gualguer uma delas, sendo capaz de induzir resposta de proliferagdo em diferentes linhagens
celulares que expressam esses receptores (Blaber et al., 1996).

DII[59-161]:RMPVAPYWTS PEKMEKKLHA VPAAKTVKFK CPSSGTPNPT LRWLKNGKEF
KPDHRIGGYK VRYATWSIIM DSVVPSDKGN YTCIVENEYG SINHTYQLDV VER

DIl[166-270]: PILOAGLPAN KTVALGSNVE FMCKVYSDPQ PHIQWLKHIE VNGSKIGPDN
LPYVQILKTA GVNTTDKEME VLHLRNVSFE DAGEYTCLAG NSIGLSHHSA
WLTVL

Figura 5: Seqiiéncias primarias dos dominios DIl e DIll do FGFR 1 b (Zhang et al., 1999).

O proteoglicano (HS) integra o complexo FGFR, parece exibir especificidade e
diversidade iguais ou maiores do que os FGFs ou os FGFRs e € mimetizado pela HEP (Faham
et al., 1996; McKeehan et al., 1998). Esta é estruturalmente semelhante a porcao sacaridica do
HS: ambas consistem em polimeros lineares anionicos de unidades repetitivas do dissacarideo
basico formado por acido L-idurdnico e D-glicosamina. Estes, por sua vez, estéo ligados entre
si por ligagbes al-4 e possuem grupos sulfatos heterogeneamente ligados em diferentes
posi¢cdes (Faham et al., 1996; Figura 6).

A interacdo entre a HEP e a molécula ¢ FGF parece causar uma diminuicdo na
flexibilidade desta Ultima, o que levaria a estabilizagdo de sua estrutura tridimensional
(Gospodarowicz & Cheng, 1986; Pineda-Lucena et al., 1996). Desta forma, a HEP parece
exercer um importante papel na modulacdo da afinidade dos FGFs pelos seus receptores e,
consequentemente, na regulagdo dos mecanismos de ligacdo e desligamento destes fatores
mitogénicos da superficie celular (Flaumenhatft et al., 1990; Vodavsky, 1991).

O fato de os FGFs apresentarem grande afinidade por este glicosaminoglicano (Baird
& Klagsbrun, 1991) tem sido amplamente explorado nos processos de purificacdo dos FGFs,
através de cromatografia de afinidade em coluna de HEP-Sepharose (Shing et al., 1984).

Em 1986, Gospodarowicz & Cheng descreveram que a HEP estabilizava a
conformacgédo biologicamente ativa dos FGFs -1 e -2, protegendo-os de inativagdo por
protedlise e desnaturagdo sob extremos de pH ou aumento de temperatura. Também foi
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demonstrado que a administragcdo de heparina exdgena potenciava ¢ forma dramatica a
atividade mitogénica do FGF-1 sobre fibroblastos em cultura, fendbmeno este ndo observado
para o FGF-2 (Moscatelli, 1987).

A presenca de HEP ou HS parece n&o ser essencial para a formagao do complexo
FGF-FGFR, mas sim para a estabilizacdo do complexo formado (Volkin et al., 1993; Fannon &
Nugent, 1996). Entretanto, a analise das coordenadas cristalograficas do FGF-2 co-cristalizado
com um hexassacarideo de HEP obtidas por Faham e colaboradores (1996) comprovou a
existéncia de um sitio de ligacdo a heparina constituido pelos residuos de aminoacidos K17,
N18, N 95, R113, K118, Q127 e K128 na molécula de FGF-2.

Em 1998, Digabriele e colaboradores determinaram a estrutura cristalina de um
dimero biologicamente ativo do hFGF-1 complexado com um decassacarideo homogéneo
totalmente sulfatado de HEP e demonstraram que HEP dimeriza o FGF-1 em solucdo sem que
houvesse a formacdo de uma interface proteina-proteina. Segundo esses autores, o0 sitio de
ligacdo a HEP na molécula de hFGF-1 seria formado por N18 e por cadeias laterais localizadas
na superficie de uma alga constituida pelos residuos 112-128. No modelo proposto por estes
autores, as interacdes entre o hFGF-1 e a HEP ocorreriam através de contatos idnicos entre 0s
residuos de aminoacidos basicos da proteina e grupos sulfatos ou carboxilatos de diferentes
oligossacarideos de HEP. Neste modelo, as longas cadeias laterais dos aminoacidos basicos
parecem conferir a proteina uma flexibilidade conformacional de modo a acomodar as
diferencas de sulfatacdo da HEP e dire¢des alternativas da cadeia polissacaridica. Além disso,
um octassacarideo se constituiria na menor unidade de HEP biologicamente ativa.

Bittolin e colaboradores (1999) mostraram, através de estudos de fluoréscencia e
dicroismo circular, que o0 hexassacarideo derivado da HEP, a benzilamida de
carboximetildextrana (CMDB), descrito como sendo um antagonista da atividade mitogénica do
FGF-2, liga-se diretamente ao sitio de ligacdo do FGF-2 & HEP. Segundo esses autores, a
interacao entre o CMDB e o FGF-2 parece causar uma mudanca conformacional na proteina,
modificando suas propriedades de ligagéo ao receptor.

Por outro lado, McKeehan e colaboradores (1999) decreveram recentemente uma
fracdo da HEP comercial, a fragdo anticoagulante, que se liga @ FGFR imobilizado como
sendo requerida para a formagédo do complexo binario FGF-FGFR que leva a estimulagéo de
sintese de DNA em células endoteliais pelo FGF-1 (McKeehan et al., 1999).

o
2 3
HSO3~
L O 3 —n
Figura 6: Dissacarideo que se constitui na
unidade  estrutural repetitiva da

molécula de heparina (Fahan et al.,
1996).
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1.7. DADOS ESTRUTURAIS DOS COMPONENTES DO COMPLEXO FORMADO POR FGF-
FGFR-HEP E MODELOS DE INTERACAO

Até o momento nédo existem dados estruturais dos FGFRs ou do complexo FGF-FGFR
experimentalmente determinados. Todos os dados disponiveis na literatura se baseiam em
resultados obtidos em estudos de mutagénese sitio-dirigida dos FGFs (Springer et al., 1994) ou
dos FGFRs (Gray et al., 1995; Wang et al., 1995), no uso de peptideos sintéticos derivados das
proteinas e/ou (Baird et al., 1988, Bottaro et al., 1993) e na cristalografia de difragédo de raios X
da proteina livre (FGF-2 ou FGF-1) (Zhu et al., 1991; Blaber et al., 1996) ou co-cristalizada com
hexassacarideo ou outros derivados da HEP (Faham et al., 1996, Digrabriele et al., 1998)
descritos acima ou ainda, em analises da proteina por RMN (Moy et al., 1996; Pineda-Lucena
et al.,1996; Blaber et al., 1997, Ogura et al., 1999). Estes serviram de base para a proposicao
dos diversos modelos do complexo FGF-FGFR-HEP.

Todos estes modelos tem em comum a busca pelo entendimento dos mecanismos de
ativacao celular pelo FGF, de dimerizacdo das moléculas de FGFR, de transducéo de sinal e
da resposta de proliferacdo celular. O que varia dentre os diversos modelos descritos na
literatura € a estequiometria de formac¢éo do complexo FGF-FGFR-HEP e a orientagéo relativa
entre estes componentes (Bateman & Chothia; 1995; Wang et al., 1997; Waksmann & Herr,
1998). Os modelos de Pantoliano e colaboradores e de Springer e colaboradores, embasados
na estrutura do complexo receptor-ligante do horménio do crescimento, propdem uma
estequiometria de 1FGF:2FGFR:1HEP (Pantoliano et al., 1994; Springer et al., 1994). Ja outros
(Xu et al., 1992; Kan et al., 1993; Digabriele et al., 1998; Venkataraman et al., 1999; Moy et al.,
1997; Huhtala et al., 1999, Hsu et al., 1999) propdem uma estequiometria de 1FGF:1FGFR
ligados por 1 ou 2 cadeias de HEP ou HS, formando complexos ternarios com FGF-FGFR
(Wang et al., 1999).

Recentemente, propusemos um modelo teérico da estrutura dos dominios DIl e DIl
extracelulares do FGFR-1b (Oyama et al., 1997). A partir do posicionamento grafico da
molécula de hFGF-1 e a de um hexassacarideo de HEP junto ao modelo de FGFR-1b,
propusemos um modelo de interacdo entre os trés componentes. Deste trabalho resultou a
proposicao de sintese e caracterizagdo quimica e biolégica de trés peptideos com seqiiéncias
homoélogas a regides do receptor como possiveis ligantes de hFGF-1 (Oyama et al., 1999).

1.8. ANALISE CONFORMA CIONAL DE PEPTIDEOS

A determinacdo da conformacédo ativa de um peptideo é um dos mais ambiciosos e
dificeis alvos a serem atingidos. Esta afirmacéo se torna perfeitamente compreensivel quando
se considera os seguintes fatos:1) a maioria dos peptideos biologicamente ativos apresentam
grande flexibilidade conformacional; 2) estes compostos assumem suas conformacdes ativas
somente quando em presencga de seus receptores (Schwizer, 1995); 3) estes compostos nédo
mantém suas estruturas funcionais quando isolados na forma cristalina ou quando em solu¢des
aquosas (Taylor & Osapay, 1990; Rizo et al., 1996; Wells, 1996).

A possibilidade de sintetizar analogos de conformacéo restrita combinada aos avancos
nos métodos de analise estrutural de peptideos tem propiciado a comunidade cientifica
contribuigbes relevantes em termos da determinacdo dos requisitos estruturais para a atividade
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biol6gica e especulacdo da conformacéo ativa e possivel mecanismo de acdo de alguns
peptideos e proteinas de grande importancia bioldgica.

As técnicas de modelagem molecular e espectroscopias de dicroismo circular (Polesi
et al., 1996), de fluorescéncia (Pesce et al., 1971; Ito et al., 1993), de infravermelho com
transformada de Fourier (IR-FT; Hollosi et al., 1994) e de ressonancia magnética nuclear (RMN;
Tilley et al., 1992, Mclnnes et al. 1997 Gauthier et al, 1997) tem sido as mais amplamente
empregadas nestes estudos (Nikiforovich & Marshall, 1993).

A modelagem molecular € um método computacional de andlise estrutural de

moléculas que emprega parametros matematicos (sob a forma de algoritmos) dos atomos que
as constituem: 1) para calculos teéricos de suas propriedades dindmicas; 2) para construcédo de
estruturas a partir das coordenadas atébmicas determinadas pelos métodos experimentais
disponiveis tais como RMN ou cristalografia por difragcédo de Raio-X (Pettit et al., 1986; Brooks
et al., 1988; Brooks lll, 1995). Uma molécula peptidica é usual e classicamente tratada como
uma colecdo de atomos cujas interagbes podem ser descritas pela mecanica Newtoniana em
um processo chamado Mecéanica Molecular onde a funcdo eletrénica € ignorada. A Mecéanica
Molecular pode representar a forca de interacdo tanto entre os atomos ligados entre si como
daqueles que ndo estdo ligados (interacédo espacial).

A andlise estrutural é baseada nos principios fisico-quimicos que regem a estruturacéo
de uma molécula tais como: raio atémico, distribuicdo de carga na molécula e diferentes
constantes de forga que representam graus de liberdade interna (Honig, 1995). Neste tipo de
andlise, uma molécula € descrita em termos de um campo de forga classico ou funcdo
potencial, o que possibilita a “visualizacdo” ndo apenas de sua estrutura tridimensional como
também de sua mobilidade, uma vez que os atomos que as constituem estdo em constante
movimento em condi¢cbes normais de temperatura (Honig, 1995). Diferentes campos de forca
podem empregar diferentes representacdes matematicas das forcas das ligacdes e interacbes
entre os atomos. Cada campo de forca difere quanto aos parametros que séo incluidos ou
considerados nas equagfes matematicas.

Desta forma, uma estrutura € gerada através de algoritmos (distance geometry) que
criam uma matriz das distancias interatdbmicas entre todos os atomos da molécula em questao
em um espago multi-dimensional. Este grupo de valores de distancias é entdo projetado para
um espaco tridimensional de coordenadas cartesianas, gerando a primeira versdo de uma
determinada estrutura, ou seja, a estrutura inicial. A etapa seguinte consiste em um
refinamento dessas coordenadas cartesianas através de algoritmos de minimizacao da energia
potencial com a finalidade de se encontrar um ponto de convergéncia de minima energia
potencial para aquela estrutura (Evans, 1996). A minimizacdo de energia consiste, portanto, na
otimizac&o da geometria de uma determinada conformacgéo em direcdo a uma configuracéo da
molécula cuja energia é minima. Pela determinacdo de um grupo de conférmeros de baixa
energia tenta-se gerar a descricdo de um estado de equilibrio e evitar as limitacdes inerentes
as representacdes estaticas das possibilidades conformacionais de uma determinada molécula.
Os algoritmos mais comumente empregados nesta etapa de otimizacdo da geometria, no caso
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de uma andlise tedrica, sdo os seguintes: steepest descent e conjugated gradient. Ainda na
mesma etapa, para o caso de otimizacdo de estruturas construidas a partir de coordenadas
atbmicas experimentalmente obtidas, estes algoritmos podem incluir implementacbes dos
dados de restricbes de RMN tais como distancias interatdbmicas, desvios das coordenadas em
relacdo as distancias das ligacbes e angulos diedros e y) (Kirkpatrick et al., 1983; Wilson &
Cui, 1990).

As propriedades dinamicas de uma molécula podem ser calculadas por meio de
diversos programas de simulag&o de dindmica molecular que consiste em elevar a temperatura
do sistema para que ocorra um aumento da energia cinética da molécula possibilitando uma
exploracdo do seu espacgo conformacional. Nesta etapa, outros parametros que simulam os
efeitos de solvente e de ionizacdo da molécula em questdo sédo considerados ou pela adicao
de moléculas de solvente no sistema ou pela imposicdo de valores de constante dielétrica
correspondente aquele solvente e de pH (Perkins & Pettit, 1992). Esses programas permitem o
registro de coordenadas dos diversos conformeros em intervalos de tempo regulares. Os
conférmeros constantes neste registro sao resfriados pelo abaixamento da temperatura do
sistema, e novamente submetidos a minimizacdo de energia para que suas geometrias sejam
otimizadas. A superposicdo das estruturas resultantes permite a comparacdo de suas
coordenadas, a determinacéo dos respectivos desvios (root mean square deviation, RMSD) e o
agrupamento dessas em familias de conformagdes. A qualidade das estruturas finais € medida
em termos de desvios RMS, sendo que valores menores do que 2A indicam que a estrutura
calculada deve ser muito proxima da estrutura real.

Assim, a modelagem molecular possibilita ndo apenas um entendimento das forgcas
fisicas que determinam a estrutura molecular, como também das modifica¢cdes dessa estrutura
dentro do seu espaco conformacional. Esta andlise fornece dados sobre energia potencial dos
possiveis conférmeros e das conformacdes preferencialmente assumidas pela molécula nas
condi¢cdes em que a analise é feita (Vakser, 1996).

A espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) é um método que consiste
em medir as mudancas de orientacdo do spin nuclear de atomos que possuam momento

magnético (1) diferente de zero, como é o caso de 'H, **C e **N. Quando submetidas a um
campo magnético, a absor¢cdo da radiacdo eletromagnética por esses nucleos, em uma
determinada frequéncia, € governada pelas caracteristicas estruturais da molécula. Desta
forma, este método ndo somente quantifica 0 niamero de 'H, de **C ou de '°N existentes na
molécula, como também fornece informacdes estruturais de suas interacdes e ambiente em
gue se encontram dentro da estrutura (Wutrich, 1986; Evans, 1995).

A intensidade de campo necessaria para a absor¢cdo de energia por um determinado
préton (assim referidos os nucleos de *H) em relacdo a um padréo (o deslocamento quimico),
depende de seu ambiente préximo, ou seja, da estrutura molecular a qual ele pertence. O sinal
de absorcao de energia por estes nucleos pode, portanto, apresentar desdobramentos devido a
transferéncia de magnetizacdo decorrente de intera¢des dipolo-magnéticas ou acoplamentos
entre ndcleos vizinhos. Sendo assim, o espectro de RMN de uma amostra possibilita a deducao
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da estrutura molecular local.

Os espectrOmetros atuais consistem de magnetos muito potentes (>500 MHz) o que
possibilita uma grande resolucdo entre 0s picos ou sinais de ressonancia dos nucleos que
constituem os complexos sistemas de spins das biomoléculas.

As analises conformacionais de peptideos em solucdo por espectroscopia de
ressonancia magnética nuclear (RMN) séo geralmente realizadas através de experimentos de
'H-RMN e “C-RMN. Os passos experimentais dos protocolos geralmente utilizados para essas
andlises sdo os seguintes:

1. aquisi¢do dos espectros unidimensionais (RMN-1D) e andlise dos sinais de ressonancia
exibidos pelos protons existentes no peptideo e determinagcdo dos respectivos
deslocamentos quimicos.

2. identificacdo do sistema de spins presente no peptideo por ressonancia magnética nuclear
bidimensional (RMN-2D).

3. identificacéo da conectividade de ligacdes (experimentos de COSY, Marion & Witrich, 1983;
Rance et al., 1983) e da conectividade espacial até 5 ligacdes (NOESY, Jeener et al., 1982;
ROESY, Rance 1987 e TOCSY, Griesinger et al., 1988).

4. atribuicdo sequencial dos sinais de ressonancia observados nos espectros aos sistemas de
spins da molécula.

5. determinacdo e identificacdo das conectividades a longa distancia (tertiary long range
NOE's).

6. classificagdo dos NOEs por meio de tabelas para comparacdo de distancias das ligagoes,
(Método de Wishart, por exemplo) (Wishart et al.,1992;1995).

7. andlise das constantes de acoplamento (J) e determinacdo aproximada dos angulos de
torsao.

8. identificacdo de elementos de estrutura secundaria regular e interpretacdo dos espectros de
NOE e dados de deslocamentos quimicos do H de Namida (packbone amida exchange
data).

9. proposicdo da estrutura tridimensional (3D) com base nas distancias inter-prétons
aproximadas e restricbes dos angulos de torséo (forsion angle restraints) por construcao de
modelos (Model Building) e refinamentos desta estrutura 3D através dos dados de estrutura
obtida por cristalografia de Raio-X (se ja estiverem descritos) e dindmica molecular.

Os experimentos de RMN diferem entre si, principalmente quanto ao pulso (que
podem ser aplicados em diferentes angulos como funcdo de tempo) e ao mixing time (tmix,
como no caso do ROESY). Estes experimentos permitem identificar os sistemas de spins de
cada residuo de aminoacido e determinar as constantes de acoplamento (J) de cada interacao.
Por outro lado, os experimentos de NOESY e ROESY podem refletir as interacdes espaciais
entre os protons de um peptideo. Alem disso, as atribuicbes dos sinais de RMN adbservados
nos espectros obtidos por estes experimentos fornecem informagbes também sobre a
sequéncia do peptideo em estudo (Withrich, 1986).

A prova estrutural de RMN mais comumente utilizada é o efeito nuclear de Overhauser
(NOE), que se origina de uma interacdo dipolar entre dois ndcleos que estdo em estreita
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proximidade no espaco. A intensidade dos picos nos espectros de NOESY é proporcional ao
inverso da distancia entre os dois nucleos elevado a sexta poténcia. Em principio, qualquer par
de nicleos que estdo a uma distancia de 4 a 5 A d&o origem a picos de NOEs observaveis. Os
NOEs podem ser classificados por meio de tabelas para comparacdo das distancias das
ligacdes [NOEs dqy (i, i+1); dun (i, i+1); dan (i, 1+3) € dap(i, i+3) que sdo caracteristicos e
hélices; d,, e baixos valores de d,y s@o caracteristicos de b-fitas e d.y(i, i+2) caracteristico de
turns reversos; Método de Wishart] ( Wishart, 1992; Evans, 1995). Os NOEs sequenciais
fornecem informacdes sobre a populacéo relativa das conformacdes do esqueleto peptidico
(Polesi et al., 1996). Os diferentes padrdes de conectividades dos NOEs, interpretados com o
auxilio do diagrama de energia conformacional de Ramachandran, fornecem informacdes
sobre os angulos f ey . Estes estdo associados a diferentes conformacdes preferenciais (a, b,
etc.)( Wathrich, 1986; Evans, 1995).

Os dados estruturais de uma determinada conformagédo obtidos a partir dos
experimentos de RMN sdo especificos de sitios ou pares de atomos de uma molécula.
Entretanto, devido ao fato de que estes experimentos detectam fendmenos que ocorrem em
uma escala de tempo muito pequena (10° — 10° s), um nimero variavel de configuracdes
consistentes com os dados obtidos podem revelar a coexisténcia de diversos estados
conformacionais estaveis e discretos ou interconversbes entre diferentes estados
conformacionais ocorridas durante o tempo de observagéo (Dyson & Wrigth, 1991; Kopple et
al., 1993). Isto torna a interpretacéo dos espectros de RMN dificil e complexa (Dyson & Wrigth,
1995). O resultado da analise estrutural por RMN é um grupo de estimativas de distancias e
orientacdes relativas entre pares especificos de atomos denominadas restricbes de cujas
médias ponderadas ndo se traduzem em uma simples estrutura, mas em modelos de
estruturas (Martz, 1999). A estrutura tridimensional obtida pela andlise por RMN é uma média
entre as possiveis conformagfes do espaco conformacional que obedecem as restricbes de
RMN.

A espectroscopia de RMN é, portanto, uma técnica capaz de detectar a presenca de
conférmeros de um peptideo em solugéo.

Embora as conformacfes preferenciais de pequenos fragmentos peptidicos lineares
possam nao refletir a conformacgéo desta mesma sequéncia quando na proteina nativa, existem
numerosos exemplos onde as estruturas nascentes presentes nos peptideos em solucéo,
detectadas por CD ou RMN, refletem muito fielmente a sua conformacao na proteina ou no
estado ligado (Dyson et al., 1992; MacArthur et al., 1994).

A espectroscopia de dicroismo circular ¢ uma técnica relativamente simples e

poderosa para o estudo dos elementos de estrutura secundaria @-hélices, estruturas b e b-
turns) e para a quantificacdo de fracOes destes, os quais contribuem na determinacdo da
conformacéo global de peptideos e proteinas em solu¢ao ( Dyson & Wright, 1995).

Esta técnica € uma variacdo da espectroscopia de absorcédo, sendo o dicrégrafo
circular uma simples variagdo do espectrofotometro de absor¢cado normal. O dicrografo circular é
basicamente um espectrofotdbmetro configurado para medir a diferenca entre absorbancia de
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luz circularmente polarizada para a direita e absorbancia de luz circularmente polarizada para a
esquerda de uma dada amostra (Johnson, 1985).

A maioria das moléculas biol6gicas contém algumas unidades eletrbnicas que
absorvem luz de maneira quase independente chamadas cromoforos. Estes podem estar
dispostos assimetricamente no espaco (Johnson, 1985; Sreerama & Woody; 1993). Os
peptideos e as proteinas sdo oticamente ativas pois apresentam assimetrias tanto do tipo
configuracional como conformacional. Tais moléculas assimétricas absorvem luz circularmente
polarizada para a direita diferentemente da luz circularmente polarizada para a esquerda,
sendo que: 1) somente moléculas quirais mostram uma absorcdo preferencial por luz
circularmente polarizada para a direita ou para a esquerda; 2) somente estruturas ou moléculas
quirais, como € o caso dos peptideos e proteinas, mostram uma dispersao preferencial de uma
polarizacdo sobre a outra por incidéncia de luz polarizada circularmente.

Na espectroscopia de CD, a luz circularmente polarizada tanto para a direita (R) como
para a esquerda (L) obedecem a lei de Beer. Assim, a diferenca obedece a seguinte equacao:

A(l)- As(l) =DA(l ) =T[e(l)-e= ()] /c,

onde, A é a absorbancia medida e varia com o comprimento de onda |, / € o caminho 6tico da
célula em cm, ¢ é a concentracdo da amostra em moles x L' e e é o coeficiente de extin¢do
molar, caracteristico de cada molécula, em L x mol™* x cm™.

A diferenca entre as absorbancias medidas é relacionada com a elipticidade DA =
0/32,98, onde q é expresso em degree (deg).

Os espectros de CD podem ser expressos também em termos de elipticidade molar [q]
= (g x 100 x PM/n)/c x | x 10, onde n & o numero de moles, / € o caminho G6ticoem cm, e c €a
concentracdo da amostra em mM. As bandas podem ser positivas ou negativas, dependendo
do tipo de luz absorvida mais fortemente, e sdo evidenciadas somente em comprimentos de
onda para os quais existem bandas normais de absor¢céo. A regidao de comprimento de onda
nos espectros de CD que fornece as informagBes estruturais de um peptideo esta
compreendida entre 170 e 240 nm onde os grupos amidas, as cadeias laterais de aminoacidos
aromaticos e as pontes dissulfeto exibem uma sobreposi¢cao de multiplas bandas de absorcéo.

Um espectro caracteristico de peptideo com conformacgéo helicoidal mostra trés
bandas de CD sendo que aquela com elipticidade positiva se localiza na regido de
comprimento de onda ao redor de 190 nm e as outras duas com elipticidades negativas
aparecem em comprimentos de onda de 208 e 222 nm. Estes tipos de espectros podem
fornecer uma estimativa da populacdo média de hélices ordenadas assumidas por um peptideo
em solugdo. Em contraste, o espectro de uma cadeia peptidica arranjada randomicamente
exibe uma banda negativa no espectro de CD centrada em 199 nm. Por outro lado, embora
uma estrutura b-turn do tipo | exiba geralmente um espectro de CD semelhante aquele de a-
hélice, a presenca de populac¢des significativas de conférmeros b-turns em solu¢éo pode ser
detectada pela observagdo de uma banda com elipticidade positiva em 200-210 nm (Rose et
al., 1985; Dyson & Wright, 1995).
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Os espectros de CD de peptideos ou proteinas podem ser relacionados como uma
funcdo da orientacao relativa entre cromoforos responsaveis por suas atividades quiro-opticas.
Estes espectros sao sensiveis a quaisquer fatores externos tais como: a natureza do solvente,
concentracdo do composto em questdo, temperatura e concentracdo salina ou férga idnica, que
promovem variacdes nas condi¢cdes de nteracfes intermoleculares e de solvatagdo e podem
influenciar na conformacao global daqueles compostos (Zhong & Johnson, 1992). Na literatura
existem relatos sobre segmentos com uma mesma sequéncia de aminoacidos que foram
capazes de adotar diferentes configuragbes ora em a-hélices ora em fitas b quando foram
analisados em diferentes condi¢des (Kuwagima et al., 1987; Pan et al., 1993).

O ambiente é um fator importante na organizacdo e estabilizacdo da estrutura
secundéria de uma determinada sequéncia de aminoacidos (Li & Deber,1993; Liu & Deber,
1998). O ambiente das membranas biolégicas, por exemplo, fornece uma matriz de solvatacéo
muito diferente do que a &gua e, como consequéncia, as moléculas tendem a um
comportamento estrutural diferente do que aquele em meio aquoso. Diferentes solventes
organicos que apresentam valores de constantes dielétricas entre o da agua e o de um
solvente apolar tem sido amplamente utilizados para mimetizar os diferentes compartimentos
das membranas biolégicas: o compartimento aquoso por PBS 10 mM, pH 7,2, a superficie
carregada por um detergente anionico (SDS) e o interior da membrana hidrofobica pelo TFE
(Liu & Deber, 1998).

Solventes tais como metanol (MeOH), etanol (EtOH), acetonitrila, 2,2,2-trifluoroetanol
(TFE) e altas concentracdes de dodecil sulfato de sodio (SDS) sdo conhecidos por afetarem o
ambiente de tal forma a modificar a preferéncia conformacional individual dos aminoacidos
presentes nos peptideos e proteinas (Zhong & Johnson, 1992).

O TFE e o MeOH séao solventes hidrofilicos e formadores de pontes de hidrogénio que
estabilizam os peptideos na estrutura secundaria esperada e deduzida em funcdo das
preferéncias dos aminoacidos isolados. Estes solventes tem a reputacdo de promover a
estruturacdo em a-hélice. Por outro lado, a literatura descreve a formacao de fitas b estaveis
nestes solventes (Shiraki et al., 1995; Segawa et al., 1990).

O SDS é um tensoativo de natureza anfifilica que mimetiza o ambiente usualmente
hidrofébico do interior de uma proteina ou ainda a superficie de uma membrana biol6gica
(Ruzza et al., 1995). Em altas concentragdes, o mesmo forma micelas e € conhecido como
estabilizador de estruturas a-helicoidais, enquanto que baixas concentragdes de SDS induzem
estruturas b (Wu & Yang, 1980; Wu et al.,1981).

18



Sumika Kiyota Peptideos Sintéticos derivados do hFGF-1 (Sitio2) Proposigdo

2. PROPOSIGAO

Como ja foi citado, os peptideos sintéticos tem tido grande destaque na literatura em
funcao de sua ampla aplicabilidade no desenvolvimento de pesquisa em bioquimica (Chorev et
al., 1991; Fauchére & Thurieau, 1992; Sanderson et al., 1994; Gutte & Klauser, 1995; Muir et
al., 1997; Tam & Spetzler, 1997; Al-Obeidi et al., 1998; Burke & Zangh, 1998). Como exemplo,
0os mesmos podem auxiliar na busca de agonistas ou inibidores peptidicos efetivos de
proteinas de grande importancia biologica (Wells, 1996; Wrighton et al., 1996).

Diversos peptideos lineares derivados da Regido 2 do hFGF-1 foram anteriormente
sintetizados em nosso laboratério. Alguns deles se mostraram agonistas da atividade
mitogénica da proteina, apesar de suas poténcias terem sido notoriamente reduzidas (10*
vezes menos ativos do que o FGF-1 nativo). Os peptideos Ac-YISKKHAEK-NH, e Ac-
GLKKNGSSKRGPRT-NH, foram praticamente inativos em cultura de fibroblastos Balb/c 3T3,
enquanto que Ac-SKKHAEKNWFVGLKKN-NH, e Ac-WFVGLKK-NH, foram mitogénicos com
EDs,=10-20 mM. Estes dois ultimos também foram capazes de inibir a resposta mitogénica do
hFGF-1 com ID5=100-200MM e de se ligar a HEP-Sepharose. Ja Ac-
WFVGLKKNGSSKRGPRT-NH, foi mitogénico (EDs, 30-50 nM) e capaz de competir com
hFGF-1 pelos receptores celulares com IDsg 10-30 nM e de se ligar a HEP-Sepharose (Oyama
et al., 1996).

No presente trabalho, nos propusemos a desenhar, sintetizar, purificar, caracterizar,
testar e analisar a estrutura de novos peptideos derivados da regido 2 do hFGF-1 (fragmento
97-132 segundo a numeragéao de Jaye et al., 1992) conforme descrito no Esquema 1.

A escolha da regido 2 se baseou nas informagdes fornecidas nos itens 1.4. a 1.7. da
Introducéo.

Os objetivos principais deste estudo foram:

1. contribuir para a elucidacdo dos requisitos estruturais necessarios para a expressao da
atividade mitogénica dos peptideos derivados da regido 2 do hFGF-1 e, como reflexo, da
propria proteina;

2. obter peptideos de conformacao restrita que fossem agonistas, antagonistas ou inibidores
do FGF-1 humano e que pudessem ser potencialmente Uteis em pesquisa e terapéutica.

Em paralelo, sintetizamos, purificamos, caracterizamos e testamos dois peptideos
lineares relacionados aos loops DE e FG do dominio DIII do receptor FGFR1b (Esquema 2).
Tais peptideos foram desenhados como possiveis ligantes do sitio 2 do hFGF-1 em um projeto
colaborativo em desenvolvimento sob co-orientacdo da Dra. Miranda (S.Oyama Jr, Tese de
Doutoramento em preparagéo).

Alguns dos peptideos obtidos foram submetidos a analise estrutural em solucéo.
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ESQUEMA 1: Esquema geral do trabalho realizado com os peptideos
derivados do hFGF-1

[97-132]hFGF-1

" Desenho de Hep‘t:"de‘c‘:s

Analise Conformacional Tedrica

Sintese, Ciclizagao e Purificagdao

Caracterizagao Quimica e Bioldgica

“YISKKHAEKNWFVGLKKNGSCK RGPRTHYGQKAILF™

Ac-H A E K NW F-NHz (Il)
Ac-SKKHAE KN W F-NH: (Ill)
¢(1-5)[Ac-C K K H C E K NW F-NHz] (IV)
¢(1-5)[Ac-C KK H C E K - W F-NHz] (V)
Ac-S K K H A-NHz (V1)
c(1-5)[Ac-C K K H C-NHz] (V1)
¢(5-14)[Ac-S KKHEE K N WF V G L K K-NHz] (VII)
c(1-5)[Ac-D K K H X E K N W F-NH: (IX)
Ac-WFVGLKKNGSSKRGPRT-NH: (I
Ac-WFVGLK- NGSSKRGPRT-NH: (X)
Ac-WFVGL --P-- SKR-NH:(X])
c(4-7)IACWFVCL --P -- CKR-NH] (XIl)
c(3-7)JAcWFCGL --P -- CKR-NHe] (XlIl)
Ac-WFVGL --P -- SKRGP R T-NH: (XIV)
c(4-13)[Ac-WFVCL --P --SKRGP R C-NHz] (XV)
Ac-WFVGLKA NGSSKRG PR T-NH (XVI)
Ac-WFVGLAKNGSSKRGP R T-NH (XVII)

*X —acido diaminobutirico (Dbu)

(- ) delegdo de aminoacidos

Requisitos Estruturais Agonistas, Antagonistas

Essenciais para Atividade ou Inibidores da Atividade

Biolégica dos Peptideos

Biolégica da Proteina

Comportamento Conformacional de
alguns Peptideos Ativos em
Solugao: RMN, CD, Fluorimetria

1) Especulagéao sobre a Conformacgao Ativa

2) Desenho de Novos Compostos
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ESQUEMA 2: Esquema geral do trabalho realizado com os peptideos
derivados do FGFR-1b

Modelo Tridimensional do Complexo
hFGF-1-FGFR-1b-Hexassacarideo de HEP
(Oyama et al., 1997)

DIll [166-270]: PILQAGLPAN KTVALGSNVE FMCKVYSDPQ
PHIQWLKHIE VNGSKIGPDN LPYVQILKTA
GVNTTDKEME VLHLRNVSFE DAGEYT

CLAG NSIGLSHHS AWLTVL

Peptideos :Ac-NTTDKEMEVLH-NH,
Ac-SLAGNSIGLSH-NH

Sintese, Purificagao, Caracterizagao
Quimica e Biolégica

Estudo Espectroscopio por CD e RMN do

Peptideo Ac-NTTDKEMEVLH-NH

Especulagao sobre o posicionamento relativo
na interagao entre hFGF1 e FGFR-1b
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3. MATERIAIS E METODOS

Os materiais e os métodos empregados para a realizacdo deste trabalho estédo
descritos a seguir.

3.1. DESENHO DE PEPTIDEOS

Inicialmente, realizamos uma analise detalhada da estrutura tridimensional da regido
do hFGF-1 que contém o Sitio 2. Para tanto, construimos a estrutura do hFGF-1 com base nas
coordenadas cristalogréficas determinadas originalmente por Zhu e colaboradores (1991) para
0 FGF-1 bovino (Zhu et al., 1991). Esta estrutura foi posteriormente refinada com base nas
coordenadas cristalograficas determinadas para o hFGF-1 por Blaber e colaboradores e
disponiveis no Protein Data Bank (Blaber et al., 1996). O refinamento consistiu em uma
Dindmica Molecular (em 300K durante 100 ps apdés 50 ps de termalizacdo) seguida de
minimizacdo de energia d@é a sua convergéncia em um gradiente de 0,05 Kcal/mol. Foi
empregada constante dielétrica 80 na tentativa de simular o ambiente aquoso.

A Figura 4 (pag. 9) mostra a estrutura obtida.

Para o desenho dos peptideos relacionados ao Sitio 2 (97-132) [hFGF-1] foram
considerados: 1) a estrutura do hFGF-1 (acima citada), 2) os resultados obtidos em estudos do
sistema dos FGFs e em investigacdes via mutagénese sitio dirigida da relacdo estrutura-funcao
destas proteinas e de seus receptores (FGFRs) (Harper & Lobb 1988; Burgess et al., 1991;
Pantoliano et al., 1994, Springer et al., 1994; Thompson et al., 1994; Imamura et al., 1995;
Ornitz et al., 1996; Sieber & Moe, 1996; Zhu et al. 1995; 1997); 3) a sequéncia primaria da
proteina e da porcao correspondente ao Sitio 2 (Jaye et al., 1986), 4) o conhecimento de que
peptideos lineares apresentam grande flexibilidade conformacional, podendo assumir suas
conformacgdes ativas apenas quando interagem com seus receptores celulares (induced-fit,
Schwizer, 1995); 5) o conhecimento de que peptideos contendo restricbes conformacionais
podem ser sintetizados quimicamente, de que estes sdo menos flexiveis em solucdo e de que,
por isto, pode-se aumentar as suas afinidades e/ou seletividades pelos receptores celulares
(Blundell, 1996; Rizo et al., 1996); 6) os dados anteriores obtidos no laboratério com peptideos
sintéticos lineares derivados da mesma regido da proteina ja citados (Oyama et al., 1996).

A maioria dos peptideos propostos foi submetida a analise conformacional tedrica. Os
dados obtidos nos auxiliaram na inclusdo ou exclusdo de cada composto analisado em uma
lista viavel de ser obtida por métodos de sintese (Esquema 1, pag. 19) .

3.2. MODELAGEM MOLECULAR

O procedimento adotado para a modelagem molecular dos peptideos foi 0 seguinte:
todos eles foram estudados quanto as suas tendéncias em assumir conformacdes semelhantes
as apresentadas pelos fragmentos da proteina a eles correspondentes quando parte integrante
da estrutura da estrutura tridimensional do hFGF-1 (Figura 4, pag. 9).

As analises teoricas das conformacdes foram feitas através da simulacdo dos
movimentos moleculares internos espontaneos dos peptideos por Dindmica Molecular (DM;
McCammon et al., 1977; Karplus, 1988).
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Pelo fato de tratar-se de segmentos de comprimentos comparaveis, foi desenvolvido
um protocolo Unico para estes calculos, que se constituiu em uma combinagédo de Dinamica
Molecular de Alta Temperatura (HTMD) para uma rapida, mas efetiva exploracdo do espaco
conformacional seguida por simulagdo quasi-annealing para o relaxamento das estruturas
estudadas.

As condi¢bes escolhidas para os calculos de HTMD que permitiram uma exploracdo
significativa do espaco conformacional (Brooks Il e col.,, 1988) encontram-se listadas na
Tabela 2 abaixo:

Tabela 2: Condigées escolhidas para as simulagées
por Dindmica Molecular em alta temperatura

Temperatura 1 400 K
Tempo de termalizacdo 1 20 ps
Temperatura 2 800 K
Tempo de termalizagéo 2 50 ps
Tempo de simulagéo 100 ps
Constante dielétrica (€ 80

A constante delétrica €) da agua foi considerada nesses calculos com o objetivo de
aproximar o sistema modelo das condi¢cdes experimentadas pelas moléculas no meio
fisiolégico. Este cuidado evita a superestimagédo das interagdes que podem ocorrer entre as
espécies carregadas das moléculas na fase gasosa (Horwell, 1995).

Para andlise da trajetoria percorrida dentro do espaco conformacional e obtencdo de
um conjunto de conformac¢des mais estaveis, foram coletadas amostras de conférmeros em
intervalos regulares. Estas amostras foram conduzidas em direcdo a geometrias
energeticamente mais estaveis através do resfriamento do sistema a uma temperatura
intermediaria, empregando-se a técnica do simulated annealing (Kirkpatrick et al., 1983). As
condic¢des estéo descritas na Tabela 3 abaixo :

Tabela 3. Condicées escolhidas para o
“annealing“ as amostras de conformagées

coletadas.
Temperatura inicial 400 K
Tempo de termalizacao 5ps
Tempo de simulacao 20 ps

As consequéncias do abaixamento da temperatura de simulagéo foram as diminuicées
de energia cinética e, indiretamente também de energia potencial das amostras, tendo esta
energia sido minimizada empregando-se os algoritmos de otimizagdo mostradas Tabela 4
abaixo:

Tabela 4. Condigcbées escolhidas para a minimizagao final das

conformagobes
Minimizador Critério de convergéncia
Steepest descent dE/dr; £ 0,9 kcal/mol
Conjugated gradient dE/dr; £ 0,05 kcal/mol

dE/dr; - desvio da energia em fungdo da coordenada cartesiana espacial i

23



Sumika Kiyota Peptideos Sintéticos derivados do hFGF-1 (Sitio2) Materiais e Métodos

Estas condicbes foram também utilizadas para a minimizacdo inicial dos dados
geomeétricos requeridos nas etapas de HTMD e quasi-annealing descritas acima.

Nas simula¢des de dindmica molecular eram criados os histéricos dos movimentos
internos espontédneos das moléculas onde eram registradas @& coordenadas atbmicas dos
conférmeros da molécula estudada a cada pico-segundo. Os historicos obtidos durante as
simulacdes se constituiam, portanto, em registros graficos de uma sucessdo de conférmeros
como funcdo de suas respectivas coordenadas espaciais. Esses historicos possibilitaram a
visualizacdo das estruturas de cada conformero individualmente e as suas coordenadas
atbmicas puderam ser comparadas entre si em termos de desvios em RMSD (root mean
square deviation). Os valores de RMSD assim obtidos possibilitaram o agrupamento de cada
uma das estruturas em familias de conformacdes. As estruturas representantes de cada familia
foram submetidas ao resfriamento (@nnealing) e as minimizagdes de acordo com os métodos
acima descritos. Na andlise final, todas essas amostras refinadas foram comparadas
energética e estruturalmente quanto as suas semelhangcas entre si e com 0 segmento
correspondente na molécula nativa com base nos valores de desvios RMS de suas
coordenadas espaciais.

As andlises teoricas das conformacdes dos peptideos (visualizagédo e célculos) foram
feitas em uma estacdo de trabalho IRIS - INDIGO da Silicon Graphics e em uma estacéo IBM
— RS 6000 3 AT. O programa Insight 1l v.95 da Molecular Simulations foi utilizado tanto para a
parte de calculos (modulo Discover) quanto para a parte de visualizacdo (médulos Biopolymer
e Analysis) e construcao por homologia (m6dulo Homology).

3.3. SINTESE DE PEPTIDEOS EM FASE SOLIDA
Todos os peptideos foram sintetizados manualmente pelo método da fase sélida
utilizando-se a estratégia t-Boc (Stewart e Young, 1984) conforme o Esquema 3.

As sinteses foram iniciadas partindo-se da resina MBHA (grau de substituicdo 0,69
mmoles/g, escala de 0,5 mmoles ou 0,25 mmoles) a qual os t-Boc aminoacidos da seqiiéncia
foram sendo acoplados. Os protetores dos grupos funcionais das cadeias laterais dos Boc-
aminoacidos foram: éster benzilico para Asp e Glu, tosil para His e Arg, 2-cloro-
benziloxicarbonil para Lys, éter benzilico para Ser e Thr e p-metoxibenzil para Cys .

As reacdes de acoplamento foram realizadas empregando-se 2,5 vezes de excesso
molar de t-Boc aminoacido em DCM na presenca do reagente acoplador DIC 1M em DCM por
1-2h sob agitacdo. Apds lavagens alternadas com MeOH, TEA 10% em DCM e DCM, os
acoplamentos foram monitorados pelo teste de ninidrina (TN; Kaiser et al.,1970). Quando o
resultado foi positivo, 0 mesmo derivado de aminoacido foi reacoplado na presenca de HOBt.
Em geral, o solvente utilizado nestas reacdes foi o DCM. Em alguns casos, quando o
acoplamento de algum aminoacido ndo foi total, o reacoplamento foi realizado em uma mistura
de DCM:DMF em proporgdes 1:1 ou 1:2 (v/v) ou em NMP. Os acoplamentos envolvendo Boc-
Asn-OH ou Boc-GIn-OH foram realizados sempre em DMF ou em NMP na presenca de HOB.

As desprotecdes dos Boc-aminoacidos foram feitas com TFA 50%/ DCM durante 20
min, sob agitacdo, na presenca de ~5% de anisol. Estas rea¢des foram também monitoradas
pelo teste de ninidrina (positivo quando a desprotecao foi eficiente).
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A acetilagédo do grupo alfa-amino terminal das peptidil-resinas foi realizada tratando-as
com anidrido acético por 10 min e lavando-as em seguida com MeOH, DCM e TEA 10% em
DCM. Esta etapa também foi monitorada pelo teste de ninidrina.

A desprotecao total e a clivagem simultanea das peptidil-resinas obtidas foram feitas
pelo tratamento com 10 mL de fluoreto de hidrogénio (HF) por 90 min na presenca de 10%
anisol. Para os peptideos contendo cisteina, adicionou-se DMS 5% ao meio reacional. Os
peptideos brutos foram precipitados com éter etilico anidro e filtrados juntamente com as
resinas. Em seguida, estes foram separados delas por extracdo com os solventes A (ACN 0,1%
em agua) e B (ACN 60% /TFA 0,09% em agua).

As solugfes resultantes foram liofilizadas (peptideos lineares) ou diluidas com &gua
(peptideos a serem ciclizados).

Esquema 3: Procedimento Experimental para a Sintese de
Peptideos em Fase Sélida

1. Lavagem inicial 4. Desprotecdo (retirada de Boc)
.2xDCM . Anisol (2 ou 3 gotas)

. 2x MeOH . TFA/DCM (1:1, viv)

. 2Xx TEA 10%/ DCM . 20 min (sob agitacédo)

. 2Xx MeOH 5. Lavagem da desprotecéo

.2x DCM . Anisol (1%)/ Isopropanol

TN (+) . 2Xx MeOH, 2x DCM, 2x TEA 10%/ DCM
2. Acoplamento . 2x MeOH, 2x DCM, 2x TEA 10%/ DCM
. Boc-aa (2,5x em excesso) . 2Xx MeOH

. DIC(1M)/DCM: Boc-aa (1:1) .2x DCM

. DCM (ou DCM:DMF-1:1) TN (+)

.1-2h. 6. Acetilacdo

3. Lavagem pés -acoplamento . Anidrido acético (10 min)

. 2X MeOH . 2x MeOH

.2x DCM . 2Xx TEA 10%/DCM

. 2x TEA 10%/ DCM .2x DCM

. 2x MeOH .2x DCM

.2x DCM TN ()

TN ()

TN =Teste de ninidrina (Kaiser et al., 1970); + e - = resultados positivo e negativo esperados

3.4. CICLIZACAO

3.4.1. Oxidacao de grupos sulfidrilas pelo oxigénio do ar (Esquema 4)

A ciclizacao foi feita imediatamente apds a desprotecdo total e clivagem da peptidil-
resina com base em Rivier et al. (1978).

Aos extratos aquosos dos peptideos brutos foi acrescentada acetonitrila a fim de se
obter uma solucéo 0,2 - 0,3 mM de peptideo e aproximadamente 10% de solvente organico. Os
pHs das solucdes foram elevados para 8,0 pela adicdo de NH,OH 10%. As mesmas foram
mantidas a temperatura ambiente, sob agitacdo suave, por 24 h. A reacao de oxidacao foi
monitorada através da analise por RP-HPLC de aliquotas da solucdo reacional. Nos casos em
que ndo se observou alteracdo dos perfis cromatograficos, a temperatura das solucdes foi
aumentada até 45°C e mantida por 1 a 2 horas.

Uma vez completadas as reacdes, os pHs das solu¢des contendo os peptideos brutos
ciclizados foram diminuidos para 4,0 pela adicédo de solucéo de acido acético 10%. As solucdes
finais foram concentradas a vacuo e liofilizadas.
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3.4.2. Oxidacgao de grupos sulfidrilas com Ferricianeto de Potassio 0,01 M (Esquema 4)

A oxidacdo foi realizada empregando-se o0 oxidante ferricianeto de potassio
(KsFe(CN)g) segundo Misicka & Hruby (1994).

Os extratos aquosos dos peptideos brutos (0,2-0,3 mmoles de peptideo) foram
transferidos para bal6es de trés bocas tendo os seus pHs sido elevados para 7,5 - 8,0 com
solucédo de NH,OH 10%. As solu¢fes reacionais foram mantidas sob fluxo de nitrogénio gasoso
para garantir que a oxidag&o ocorresse apenas pela reagdo com a solucao de KzFe(CN)e 0,01
M (=50 mL), que foi sendo adicionada gota a gota. Esta adicdo foi interrompida quando a
coloragcédo das solucdes reacionais ndo mais se modificou, mas a reagdo de oxidacao foi
continuada por mais 1 hora para garantir que a mesma se completasse. Em seguida, os pHs
das solucdes reacionais foram abaixados para 4,0 por adicédo de solucéo de acido acético 10%.
Da mesma forma que no método descrito item 3.4.1 acima, 0 monitoramento das ciclizagdes foi
feito por RP-HPLC.

3.4.3. Ciclizacao via lactama (Esquema 4)

Neste caso, a sintese do peptideo foi precedida pela escolha de dois Boc-aminoacidos
cujas cadeias laterais estivessem bloqueadas por grupos protetores apropriados para uma
desprotecao diferenciada daquela dos demais protetores empregados para 0S grupos
funcionais dos outros residuos. Desta forma, foram empregados o Boc-Glu(OFmoc)-OH para a
incorporacéo do Glu® e o Boc-Lys(Fmoc)-OH para a incorporacdo da Lys™ na sintese do
peptideo VIII, ou ainda, o Boc-Asp(OFmoc)-OH para a incorporacdo de Asp' e Boc-Dbu(Fmoc)-
OH para a incorporacdo de Dbu’ na sintese do peptideo IX. O Fmoc é resistente a acidos e
labil a bases, enquanto que os protetores dos grupos funcionais das cadeias laterais dos outros
aminoacidos eram grupos labeis a &cidos. Apdés o acoplamento do udltimo residuo de
aminoacido e acetilacdo de seu grupo amino alfa, a peptidil-resina obtida foi submetida ao
tratamento com solugéo de piperidina 20% em DMF por 15 minutos sem qualquer agitacao.
Este tratamento foi repetido sob agitacdo. A peptidil-resina foi entdo lavada com DMF (2x),
MeOH (2x) e com DCM (2x). Testes de ninidrina foram feitos e os resultados foram positivos.
Em seguida, foi feita a reacdo de formacéo da ligacdo lactama entre as cadeias laterais
desprotegidas de Asp e Lys empregando-se o TBTU como reagente de acoplamento em DMF
na presenca de DIPEA (algumas gotas até que o pH aparente ficasse ao redor de 9,0. A
reacdo foi interrompida apoés o resultado do teste de ninidrina ter se mostrado negativo (90 min;
Felix et al.,1988). A peptidil-resina ciclizada foi lavada com DMF (2x), MeOH (2x) e com DCM
(2x), seca e submetida a desprotecéo total e clivagem simultanea da resina na presenca de HF
como descrito acima.
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Esquema 4: Representacao esquematica das ciclizagées dos
peptideos via ligagao dissulfeto e via ligagao lactama.

Peptidil-Resina

Remocao do grupoFmoc
(piperidina 20% em DMF)

Desprotecao total e
clivagem da resina (HF)

Extrato aquoso do Peptidil-Resina com
peptideo bruto 2 residuos desprotegidos
Diluigdo com H,0 ou Formacéo da
ACN 10% em H ,0O ligacdo lactama

(pH 7,5-8,5) (TBTU/DIPEA, pH 9-10, 90 min)
Oxidacgéo

K ,Fe(CN) . T
0 . *0,01m° Peptideo ciclico bruto
Monitoramento a R a
por RP-HPLC ligado aresina
Solugao diluida de l
Peptideo ciclico bruto Desprotecao total
¢ Clivagem da resina (HF)
Extracao
Coluna AG3-X4 Liofilizagéo

Concentragdo por rotaevaporacao
Liofilizagéo

l Peptideo ciclico bruto

Residuo sélido do
peptideo ciclico bruto

l

Purificagdo por RP- HPLC

Purificagdo por RP- HPLC

TN = teste de ninidrina
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3.5. ANALISE E PURIFICAGCAO

Em geral, as andlises iniciais dos peptideos brutos por RP-HPLC foram feitas
empregando-se as seguintes condi¢des: colunas analiticas C-18 Vydac (0,46 cm x 25,0 cm, 5
mm, 300 A); gradiente linear de 5% a 95% de solvente B em 30 min; fluxo de 1 mL/min;
comprimento de onda de 220 nm; solvente A constituido por TFA 0,1% em agua; solvente B
constituido por ACN 60%/H,O contendo TFA 0,09% (Mant & Hodges, 1991; Scopes, 1994).

De acordo com os perfis cromatograficos exibidos pelos peptideos foram
determinadas condi¢cdes mais adequadas e especificas variando-se sistemas de solventes,
gradientes e polaridade de colunas. O melhor sistema de solventes (A e B) foi determinado
testando-se concentracdes variaveis de ACN no solvente B. A substituicdo da coluna C-18 por
outra menos hidrofébica (como por exemplo, a coluna C-4 do mesmo fabricante) foi feita
sempre que as variagdes nos solventes ndo era suficiente. As faixas de variacdo do percentual
de solvente B foram desenhadas com base nos tempos de retencdo dos peptideos na coluna.
Gradientes lineares com acréscimos de 1% de solvente B por minuto foram empregados.

De posse ds condicbes analiticas apropriadas, realizamos as purificacdes dos
peptideos empregando: colunas preparativas Vydac C-18 ou C-4 (2,2 cm x 25,0 cm, 5mm, 300
A), fluxo de 10 mL/min e comprimento de onda de 220 nm. Os gradientes empregados em tais
purificacdes, assim como as condicdes isocraticas para as analises das frac6es obtidas, foram
escolhidos previamente com base nas analises especificas dos peptideos brutos. Os
percentuais de acréscimos de solvente B por minuto foram de 0,33% ou 0,5%B/min.

De uma maneira geral, os peptideos foram analisados e purificados empregando-se
preferencialmente o sistema de solventes contendo o TFA como par iénico: 0,1% TFA (solvente
A) e 60% ACN/0,09% TFA (solvente B). Entretanto, nos casos em que 0s peptideos brutos
apresentaram contaminantes com tempos de retencdo muito préximos procedeu-se a
purificacdo em duas etapas. Inicialmente, foi empregado o sistema de solventes constituido por
solugéo de TEAP (H;PO, 6,36 mL/L e TEA 7,73 mL/L em HO, pH 2,05) como solvente A e
ACN 60% /TEAP como solvente B para a separacdo de todos 0s componentes presentes no
peptideo bruto em diferentes fragcdes (Sistema 1). Em seguida, cada uma dessas fracdes foram
submetidas a dessalinizagdo empregando-se o sistema contendo TFA acima descrito (Sistema
2). Foram feitos cortes e coletas manuais, 0 que garante uma purificacdo mais controlada e
eficiente. O Esquema 5 resume o procedimento geral adotado para as purificacdes dos
peptideos.

As analises e as purificacdes dos peptideos sintéticos por RP-HPLC foram realizados
nos seguintes instrumentos: a) LDC Analytical, sistema de bombeamento de solvente modelos
3200 e 3500, detector espectrofotométrico modelo 3100, injetor Rheodyne 7161 e integrador
Data Jet da Thermo Separation Products; b) Beckman System Gold, sistema de bombeamento
de solvente modelo 126, detector espectrofotométrico modelo 166 e integrador marca Waters,
modulo 745 B. O comprimento de onda escolhido para a detecgdo da absorcdo das ligacdes
peptidicas foi de 210 ou 220 nm.
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Esquema 5: Seqiiéncia de passos para a purificagcdo/separagao
de peptideos e contaminantes por RP-HPLC.

Material(s) a ser(em)
purificado(s)

v

Andllise inicial por RP-
HPLC em sistema TFA

v

Analise especifica por RP-HPLC
em sistema TFA ou TEAP

l Determinagéo das condi¢Bes experimentais para
purificacdo/separacgdo e seumonitoramento

Purificacéo ou separacéo

Sistema TFA Sistema TEAP

‘ Cortes manuais

FracOes TEAP )1

Fracdes contendo
material desejado

Sistema TFA
(dessalinizacdo) |¢—

l Cortes manuais

FracOes
dessalinizadas

Monitoramento por
RP-HPLC analitica

Material 1 |4 » Material 2

FracOes despreziveis
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3.6. CARACTERIZACAO QUIMICA
Os peptideos obtidos foram caracterizados por:

3.6.1. RP-HPLC de fase reversa analitica

A determinacdo do grau de pureza dos peptideos purificados foi feita em coluna
analitica (Vydac C4 ou C18: 5mm, 300 A; 0,46 x 25 cm) nos dois sistemas de solventes (TEAP
e TFA) acima descritos, empregando-se gradientes formados pela variagdo do percentual de
solvente B de 1%/min, fluxo de 1mL/min e deteccdo em 210 ou 220 nm.

3.6.2. Hidrolise total e analise de aminoacidos

Os peptideos e os contaminantes purificados foram submetidos a hidrolise acida
gasosa com HCI 6N, em presenca de cristais de fenol e sob atmosfera de N,, a 110°C por 24
horas em uma estacéo de trabalho PicoTag da Waters (Roach & Gehrke, 1970). A composicao
molar dos aminoacidos presentes nos peptideos foi determinada em um analisador automatico
da Beckman Instruments, Inc (modelo 7300) que emprega o método de derivatizacdo pds-
coluna, no qual os aminoacidos séo separados por cromatografia de troca idnica e detectados
a 440 ou 570 nm como produtos da reacdo com ninidrina. A propor¢cdo molar de cada residuo
de aminoacido foi determinada em relacdo a concentragdo molar total dos residuos de
aminoacidos detectados por este método (Moore & Stein, 1963).

3.6.3. Espectrometria de massa

As massas moleculares dos peptideos e dos contaminantes purificados foram
determinadas em espectrdmetros de massas do tipo Matrix Assisted Light Desorption lonization
- Time of Flight - Mass Spectrometer (MALDI-TOF-MS) e por Eletron Spray lonization - Mass
Spectrometer (ES-MS) (Siuzdak, 1996). As analises foram realizadas nos laboratorios do Dr.
Kouki Kitagawa, Niigata College of Pharmacy, Niigata, Japdo e do Dr. Massuo Kato deste
Instituto, respectivamente.

3.7. CARACTERIZAGAO BIOLOGICA

3.7.1. Atividade mitogénica

A atividade mitogénica dos peptideos sintéticos foi determinada pela medida da
incorporacdo de timidina triciada (metil *H-timidina) no DNA de fibroblastos de camundongos
Balb/c 3T3 provenientes do clone A31 conforme o método descrito por Armelin (1973) e
adaptado de Oyama e colaboradores (1996).

Os fibroblastos de camundongos Balb/c, 3T3, clone A-31 eram mantidos congelados a
-70°C em aliquotas de suspens&o celular (~1x10° células/mL em DMEM contendo 5% DMSO).
Antes de se iniciar os ensaios de atividade mitogénica propriamente ditos, cada aliquota era
descongelada e cultivada em garrafas contendo DMEM enriquecido com 10% de soro bovino
fetal (DMEM/10%FCS). As células assim cultivadas eram incubadas a 37°C em atmosfera de
5% CO, para a multiplicacdo das mesmas até a obtencdo de um numero de céulas suficiente
para a realizagdo dos ensaios. Em nossos ensaios, a suspensao de fibroblastos A31 eram
adicionadas as placas contendo 24 pocos e cultivadas até atingirem a sub-confluéncia (tempo -
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48h do ensaio, Esquema 6). Este procedimento permitia controlar o numero de células
contidas em cada poco, visto que as mesmas crescem aderidas ao fundo desses pogos. Ao se
carenciar as células sub-confluentes por 48 horas em meio de cultura contendo baixa
concentracao de soro (DMEM/1%FCS), tentava-se sincronizar as células na fase Gy/G; do ciclo
celular no nomento da adicdo dos indutores de sintese de DNA (tempo zero do ensaio,
Esquema 6). Neste ponto, 0 meio de carenciamento era trocado por outro isento de soro
(DMEM) e acrescido de insulina 5 ng/mL, que mantém a adesé&o e a viabilidade das células
até o final de ensaio.

A timidina triciada era adicionada a cultura de fibroblastos (concentracéo final/poco de
0,5 nCi/mL ou 2x10° M) no momento em que os fibroblastos iniciam a entrada para a fase de
sintese de DNA do seu ciclo celular, ou seja, apds cerca de 12 horas de tratamento com o0s
indutores (tempo 12h, Esquema 6). As células eram incubadas por mais 12 h (tempo 24 h,
Esquema 6) para permitir que as mesmas completassem essa fase e, durante esse periodo,
ocorresse incorporacao da timidina radioativa em seus DNAs. Antes que as células iniciassem
a fase seguinte de divisdo celular (ou mitose), o processo era interrompido através do
tratamento das células e precipitacdo dos seus DNAs com TCA 5% gelado. A solubiliza¢éo
destes era feita pela adicdo de NaOH 0,5 N. Os materiais solubilizados eram absorvidos por
papéis de filtro que, apos lavagens com etanol e acetona, eram secos a 45°C e colocados em
frascos contendo liquido de cintilagéo. A radioatividade impregnada nesses papéis de filtro era
contada em um contador de radiacoes beta (Hewlett Packard).
P Pré-incubacdo de peptideos com FGF-1 ou FGF-2: Os peptideos que possuem
sequéncias derivadas do dominio Il do receptor FGFR-1 b (peptideos XVIIl e XIX) foram pré-
incubados com FGF-1 humano recombinante (2 ng/mL) ou FGF-2 humano recombinante (2
ng/mL) a 37°C por 15 min, antes da adi¢do das misturas a cultura de fibroblastos carenciados
em sub-confluéncia (tempo 0 h do ensaio, Esquema 6) segundo o protocolo descrito por
Oyama e colaboradores (1999).

Esquema 6: Protocolo de determinag¢ao da atividade mitogénica dos
peptideos em cultura de células.

Estimulo com

FCS eptideos e Adicao de Contagem da
1% pch))ntroles timdina radioatividade
| I | |
[ [ | |

-48 h Oh 12h ouh

-48 h - Carenciamento de células sub-confluentes em meio
contendo 1% FCS.

O h - Troca de meio de cultura por outro contendo insulina 5
ng/mL. Adicdo de peptideos diluidos em PBS contendo 1
mg/mL BSA em diferentes concentracdes, e de controles:
PBS (negativo), FCS 10% (positivo; 100% R).

12 h - Adicao de timidina triciada.
24 h - Precipitacdo do DNA das células e contagem da
radioatividade incorporada nele.
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As determinagbes em cada experimento foram realizadas em duplicata e os controles
utilizados nesses ensaios foram 0s seguintes:
P PBS - para quantificar a incorporacdo de timidina triciada no DNA dos fibroblastos na
auséncia de fator de crescimento. A contagem de radioatividade (cpm PBS ou 0%R) obtida
pela adicdo de PBS a cultura de células foi subtraida de todos os outros pontos.
P FCS 10% - A contagem de radioatividade (cpm) obtida com a adi¢do de FCS 10% a cultura
de células (cpm FCS10%) foi subtraida daquela obtida com PBS. Esta diferenca reflete a
capacidade maxima de inducdo de iniciacdo da sintese de DNA nos fibroblastos (cpm FCS
10% - cpm PBS ou 100% R).
P FGF-1 (1 a 5 ng/mL) - foi usado como controle da capacidade das células de serem
induzidas a sintese de DNA e, ao mesmo tempo, como controle da poténcia do FGF-1 sobre as
mesmas.
P HEP 10 ng/mL - usada para determinagdo de sua capacidade de potenciar a atividade
mitogénica dos peptideos pela adicao simultanea destes a cultura de fibroblastos.
P HEP + FGF-1 - foi usado como controle de sua capacidade de potenciar a atividade
mitogénica do FGF-1.

A resposta mitogénica (% R) de uma dada amostra (no nosso caso, diferentes
concentracdes de peptideo sintético) foi calculada da seguinte forma:

% R = (cpm peptideo — cpm PBS) x 100
(cpm FCS 10% - cpm PBS)

Os dados de atividade mitogénica foram obtidos através da repeticdo dos ensaios com
0 mesmo grupo de peptideos e com os controles acima mencionados por um ndamero
expressivo de vézes (3 - 10). Os resultados obtidos nessas repeticdes dos ensaios foram
analisados separadamente, sem célculos estatisticos do grau de dispersédo de cada ponto. A
andlise do conjunto de experimentos forneceu uma tendéncia de comportamento de um
determinado peptideo quanto a sua atividade quando adicionado a cultura de fibroblastos. O
comportamento exibido pelo peptideo foi representado graficamente, tomando-se apenas um
experimento representativo do conjunto de testes e que reproduz a tendéncia observada. A
analise estatistica ndo foi realizada devido a alta variabilidade observada neste tipo de ensaio
biol6gico. Este procedimento € normalmente adotado pela maioria dos pesquisadores que
realizam determinagfes das atividades mitogénicas dos diversos fatores de crescimento e de
peptideos sintéticos a eles relacionados (Baird et al., 1988; Ornitz et al., 1996; Ray et al.,

1997).

3.7.2. Marcagao dos hFGF-1 e hFGF-2 com '#I

Os FGF-1 e FGF-2 humanos recombinantes foram iodinados pelo método da
cloramina-T descrito por Kan e colaboradores (1991).

Sumarizando, 25ng da proteina foram iodinados com Na'*°l (10 mCi, atividade
especifica >350 mCi/mL, Amersham, Arlington Heights, IL), em tampé&o fosfato (TF 25 mM, pH
7,0 e 30 nL de cloramina-T (4 mg/ml em TF 250 mM, pH 7,0) a temperatura ambiente durante
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90 s com agitacéo. A reacao foi interrompida pela adicdo de 250 nmi. de DTT 25 mM em TF 25
mM, pH 7,0. O **I incorporado pela molécula de FGF-1 foi quantificado por precipitacdo desta
proteina marcada com TCA 50% gelado. Para remover o '*| livre, a mistura de reac&o foi
aplicada em uma coluna de HEP-Sepharose CL-6B (200 nL de volume de resina). Apos
lavagem com 10 mL de solucdo de 0,5 M de NaCl em TF 25 mM, pH 7,0, o FGF marcado foi
eluido com 2 x 1,0 mL de NaCl 2M em TF 25 mM, pH 7,0.

A dose sub-saturante da proteina marcada com **°| foi determinada em fibroblastos de
camundongos A31 sub-confluentes, que foram cultivadas em placas contendo 24 pogos. As
células de cada poco foram lavadas por duas vezes com PBS gelado e por uma vez com
tampao de ligagdo (HEPES 25mM acrescido de BSA 1 mg/ml em DMEM, pH 7,0). Estas foram
incubadas a 4°C por 10 min. Em seguida, em 250 nL. da mesma solucdo tampéao colocados em
cada poco, foram adicionadas diferentes quantidades da proteina marcada (**°I-FGF-1 ou **°I-
FGF-1) e uma quantidade fixa contendo um grande excesso de proteina ndo marcada (FGF-1
frio, 2 mg/mL ou FGF-2 frio, 2 ng/mL). As placas foram entdo incubadas a 4°C por 2,5 h com
agitacdo ocasional. Apds este periodo de incubacéo, as células foram lavadas por duas vezes
com PBS e uma vez com o tampao de ligagdo. Em seguida, as mesmas foram suspensas com
400 i de Triton X-100 1% e transferidas para tubos onde foram feitas as medidas de
radioatividade. A radioatividade foi medida em um contador de radiagbes gama (Beckman).

3.7.3. Ensaio de ligagao entre o peptideo e o receptor celular

Este ensaio foi feito conforme o protocolo acima descrito (Kan et al, 1991),
empregando-se os fibroblastos de camundongos, clone A31, também sub-confluentes. Estes
foram tratados com concentragdes variaveis de peptideos sintéticos e uma dose sub-saturante
da proteina marcada com Nal25j.

3.7.4. Incorporagao de bromo deoxiuridina (BrdU) em células tratadas com peptideos
sintéticos

Este método possibilita a visualizacdo da entrada das células para a fase S do seu
ciclo celular, por imunofluorescéncia indireta, quando as mesmas sdo estimuladas por
mitdgenos. O mesmo permite a quantificacdo exata da atividade desses mitdgenos. Estes
ensaios foram feitos utilizando-se o protocolo elaborado pela Dra. Claudimara Lotfi (Armelin et
al., 1996) que se segue: Fibroblastos de camundongos pertencentes ao clone A-31 foram
plagueados em laminulas circulares contidas em uma placa de Petri (P60) de forma a obter
cerca de 15000 células/laminula/40 mL de DMEM contendo 10% de FCS. As células foram
deixadas em repouso por 15 min a temperatura ambiente para que aderissem. Em seguida,
foram acrescentados 5 ml de DMEM contendo 10% FCS em cada placa e estas foram
incubadas a 37°C em atmosfera com CO, 5% até que atingissem a semi-confluéncia. As
laminulas contendo as células aderidas e semi-confluentes foram lavadas com PBS e com
DMEM, sendo as laminulas entéo transferidas para outras placas a fim de garantir que todo o
soro fosse removido. As células foram carenciadas em estufa com atmosfera de 5% CO, por 48
h em DMEM contendo 1% FCS. Apos o carenciamento, as células foram novamente lavadas e
0 meio foi trocado por 1 mL de DMEM contendo insulina (5 ng/ml). As diferentes amostras de
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peptideos (200 ng/ml) e os controles (PBS, FGF-1 2,5 ng/ml e FCS 10%) foram entdo
adicionados. Apos 12 h do inicio deste tratamento, foram adicionados 10 nlL de uma solugéo 10
mM de BrdU (Sigma, concentracao final 100 nM) e as células foram incubadas por mais 12 h.
O BrDU é um anélogo da timidina que é seletivamente incorporado no DNA durante a fase de
sintese. A incorporacgdo deste pelo DNA dos fibroblastos aderidos as laminulas foi quantificada
apos o procedimento de imuno-reacdo abaixo descrito:

1. lavagem das laminulas com PBS (1x) e adicdo de MeOH gelado por 10 min.

lavagem com PBS (3x) e reidratacao por 15 min.

adicédo de 2 mL de HCI 1,5 M em cada poco e incubag&o por 30 min com agitacdo branda.
lavagem com PBSA (PBS isento de Ca®* ou Mg*") (3x).

cada laminula é invertida sobre uma superficie esticada de parafiime contendo 40 niL de

a e

anticorpo anti-BrdU (Sigma, 1:50 em PBSA) e deixadas a temperatura ambiente por 30 min.

o

retorno das laminulas as placas contendo PBSA e lavagem com o mesmo tampé&o (3x).

7. novamente, inversdo de cada laminula sobre uma superficie esticada de parafilme contendo
40 nL do segundo anticorpo conjugado com isotiocianato de fluoresceina (IgG-FITC, Fab
specific, Sigma; 1:50) e repouso no escuro a temperatura ambiente por mais 30 min.

8. repeticdo dos procedimentos anteriores de lavagem com PBSA e inversdo das laminulas
sObre 40-50 mL de DAPI 5 ng/ml e reagdo por 20min.

9. lavagem final com PBSA (3x) e montagem das laminulas sobre Iaminas contendo uma gota

de 6leo mineral (Nujol) para serem analisadas em um microscépio de fluorescéncia (Nikon

Fluophot, filtros de excitagcdo: IF 420-490 para IgG-FITC e UV 330-380 para DAPI). As

laminas foram mantidas no escuro, em geladeira, até o momento da andlise.

3.7.5. Ensaio de ligagao do peptideo sintético aheparina: Cromatografia de afinidade em
coluna de heparina-Sepharose CL-6B

Solucbes dos peptideos purificados (1mg/mL) foram aplicadas em uma coluna
preenchida com heparina-Sepharose (Pharmacia LKB Biotech. AB, Upsala, Sweden; 1,0 mL de
volume de resina inchada) equilibrada previamente com uma solucédo 0,1 M de NaCl em
tampéo fosfato de sédio 10 mM, pH 7,2. O fluxo empregado de aproximadamente 0,5 mL/min
foi mantido com o auxilio de uma bomba peristaltica (Pharmacia LKB). Os peptideos foram
eluidos através de um gradiente linear formado por 5 mL de NaCl 0,1 M em TF 10 mM, pH 7,2
e 5 mL de NaCl1 M/TF 10 mM de mesmo pH. Foram coletadas fracdes de 1 mL e estas foram
analisadas por RP-HPLC, utilizando-se colunas analiticas, nas condicbes experimentais
previamente determinadas para cada peptideo conforme descrito no item 3.5. desta secéo.
Paralelamente, com o auxilio de um refratdmetro, foram feitas medidas do indice de refracéo
das fracdes que continham o peptideo (Shing et al., 1984).

A correlacado entre concentracdo de NaCl que eluia o peptideo da resina e o indice de
refracdo observado para cada fracdo do eluido foi determinada através de uma curva padrao.
Essa curva foi construida medindo-se os indices de refracéo das fragcdes (1,0 mL) eluidas da
coluna de HEP-Sepharose onde foi passado o mesmo gradiente de NaCl (0,1-1,0 M/TF 10 mM,
pH-7,2), num fluxo de 0,5 ml/min sem a aplicacdo de solucdo de peptideo. A variacdo da
concentracéo de NaCl no gradiente aplicado na coluna foi de 0,09 M/min.mL.
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A solucédo de tampéao fosfato de sédio utilizada neste experimento era constituida por
10 mM de NaH,PO, e o seu pH foi acertado para 7,2 com uma solucédo de NaOH 0,5N.

Os dados assim obtidos foram tratados matematicamente pelo programa Origin vs.3.5
e forneceram uma curva padrdo com valores de desvio padrdo que foram utilizados para os
calculos da concentracdo de NaCl que elui o petideo da coluna.

3.8. ANALISE ESTRUTURAL DE PEPTIDEOS EM SOLUCAO ATRAVES DE METODOS
ESPECTROSCOPICOS

3.8.1. Espectroscopia de fluorescéncia

Os peptideos foram dissolvidos em agua bidestilada e deionizada (coluna Milli-Q;
Millipore) de modo a resultar em uma solucéio de aproximadamente 10°® M. Seus espectros de
absorcéo foram obtidos em um espectrofotobmetro Hitachi - U2000 na regido do UV/Vis (200-
400 nm) acoplado a um microcomputador Asa 386. A emissdo de fluorescéncia do estado
estacionario (steady state fluorescence emission) do residuo de triptofano presente em suas
estruturas foi medida em um espectrofluorimetro SPEX DM 3000 F, empregando-se aberturas
de fendas de 0,8 mm e 1,0 mm (para entrada da luz excitante) e de 2,5 mm e 2,5 mm (para
saida da luz emitida).

3.8.2. Dicroismo circular

Aliquotas das solugbes-estoque dos peptideos (0,1 M em solugdo tampao fosfato 5
mM, pH 6,4) foram diluidas com solu¢do TF 5 mM até a concentracdo final de 0.01M e os seus
espectros de dicroismo circular foram registrados em fungéo: a) da concentracao de peptideo,
b) do pH, c) da temperatura, d) da presenca de concentracdes varidveis de co-solventes
(MeOH e TFE) e de solugbes de SDS. A faixa de comprimento de onda varrida foi de 190 a 260
nm. As curvas s8o expressas em elipticidade molar média por residuo de amino&cido [q];x10°
(deg.cm®.dmol™). As medidas de dicroismo circular dos peptideos foram feitas em um
espectropolarimetro Jasco }715 acoplado a um computador e uma unidade de controle de
temperatura do tipo Peltier, no laboratério do Dr. Alberto Spisni, Universidade de Parma,
Parma, Italia.

3.8.3.Ressonancia magnética nuclear proténica ('"H-RMN)

Peptideo Ac-WFVGLKKNGSSKRGPRT-NH, (1)

Inicialmente, 4 mg de peptideo foram dissolvidos em H,O, pH 5,2. A solucéo obtida foi
submetida a um campo magnético de 300 MHz e seus espectros foram registrados em
diferentes temperaturas (25°C, 20°C,15°C e 5°C), utilizando-se duas sequéncias de pulsos
diferentes de RMN. Experimentos semelhantes foram feitos empregando-se também um
campo magnético de 500 MHz. Em seguida, foram obtidos novos espectros em solugbes
aquosas de peptideo acrescidas de 150 mM de KCl e 50mM de KH,PO, pH 6,0 a 25°C.
Finalmente, outros 4 mg de peptideo | foram dissolvidos em 500 niL. de H,0 contendo 10% D,O
(aproximadamente 4 mM). Massa de KCI necessarios para uma concentragdo de 150 mM foi
adicionada a esta solucdo de e o pH foi acertado para 5,2. Essa amostra foi submetida a
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analise por: 1) espectroscopia unidimensional (1-D *H-RMN); 2) espectroscopia  bidimensional
(2-D 'H-RMN): NOESY, TOCSY, COSY, ROESY e DQF-COSY.

Os espectros de RMN do peptideo | foram obtidos em espectrémetros de ressonancia
Bruker de 300 e 500 MHz no laboratério do Dr. Brian D. Sykes, Universidade de Alberta,
Edmonton, Canada.

Peptideos Ac-SKKHAEKNWF-NH, (lll), ¢(1-5) [Ac-CKKHCEKNWF-NH,] (IV) e
Ac-NTTDEKENVLH-NH, (XVIII)

Os peptideos foram dissolvidos em uma mistura de solugdo tampao fosfato, pH 6.0 em
CD3OH, 1:1, v/v para dar uma concentragdo final de 4 mM. Essas solu¢des foram submetidas
aos experimentos bidimensionais do tipo DQF-COSY, clean-TOCSY (mixing times 15 e 80 ms),
ROESY (mixing time 300 ms) e NOESY (mixing time 200 ms) e registrados através de técnicas
padrdes. Esses experimentos de 'H-NMR foram feitos a 25°C em espectrometros Bruker AMX
and DMX que possuem freqiiéncias de operacdo de 'H de 400,13 MHz e 499,87 MHz,
respectivamente.

Determinagao das estruturas de lll, IV e XVIII

As estruturas tridimensionais destes peptideos foram determinadas em uma estagao
de trabalho Silicon Graphics Indigo empregando-se os algoritmos de distance geometry e de
minimizacdo da DISCOVER. O campo de forca empregado foi o cvff (constant valence force
field ) (MSI, San Diego, CA) com imposi¢éo das restrices de distancias de ligagbes e angulos
diedros f derivadas dos experimentos de RMN. A qualidade das estruturas finais foi verificada
com base nos valores minimos de violagbes das distancias NOE<0.3 A), assim como das
violagcbes dos angulos diedrosf (< 5 graus).

As analises dos peptideos lll, IV e XVIII por RMN e a determinacéo de suas estruturas
foram também realizadas no laboratério do Dr. Alberto Spisni, Universidade de Parma, Parma,
Italia.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Como ja citado no item Proposi¢do, uma vez que o segmento NWFVGL era comum
aos peptideos mitogénicos sintetizados anteriormente no laboratério Oyama et al., 1996) e que
0 GLKKN estava contido no peptideo inativo Ac-GLKKNGSSKRGPRT-NH,, decidimos:

a) ressintetizar, purificar, caracterizar quimica e biologicamente e realizar uma analise
estrutural parcial do melhor agonista peptidico encontrado até entdo, o Ac-
WFVGLKKNGSSKRGPRT-NH, (I);

b) desenhar, obter e testar novos peptideos lineares relacionados as sequéncias
imediatamente adjacentes ao segmento WFV na regido 2 da proteina (Figura 7);

c) desenhar, obter e testar analogos de conformacéo restrita destes novos peptideos lineares:
peptideos ciclicos derivados dos FGFs com atividades agonistas ao destas proteinas nunca
foram sido descritos.

Assim, foram desenhados os trés grupos de compostos a serem estudados (Tabela
1):

Grupo 1: constituido por Il a IX que correspondem a fragmentos da proteina nativa e que, sob o

ponto de vista tedrico, poderiam assumir conformacdes semelhantes aquelas assumidas por

eles quando ainda na proteina.

Grupo 2 constituido por X a XV que constituem um grupo de analogos do peptideo I. O

peptideo X apresenta delecdo de um residuo de lisina em sua estrutura, enquanto os outros

(XI-XV) apresentam modificagdes estruturais, tais como substituicdo do segmento KKNGS por

uma prolina e/ou delecdo GPRT e ciclizacdo via ligacao dissulfeto. Estes peptideos foram

desenhados com a finalidade de: 1) determinar os requisitos estruturais para a atividade
mitogénica do peptideo I; 2) encontrar analogos mais ativos ou ainda com efeito antagénico ou
inibitério do FGF-1 humano.

Grupo 3: constituido pelos peptideos VIII, IX, XVI e XVII que foram desenhados com base nos

dados experimentais obtidos com os peptideos citados acima, sendo: 1) VIII e IX, analogos de

IV que contém uma ligacao lactama mais estavel do que a ponte dissulfeto existente; 2) XVI e

XVII, anélogos do peptideo | que apresentam mutagéo das lisinas 112 e 113 por alanina. Tais

peptideos poderiam fornecer informacdes adicionais valiosas sobre os determinantes

estruturais de atividade mitogénica nos peptideos derivados dessa regido da proteina ou ainda
se comportarem como agonistas mais potentes ou estaveis da mesma.

100 110 120 132
YISKKHAEKNWFVGLKKNGSCKRGPRTHYGQKAILF

Figura 7: Seqliéncia primdria da regido 2 do FGF-1 segundo Jaye et al., 1986.
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4.1. ESTUDO CONFORMA CIONAL DO PEPTIDEO Ac-WFVGLKKNGSSKRGPRT-NH, (1)

4.1.1. Analise conformacional tedrica

Simulacbes das propriedades dindmicas do peptideo Ac-WFVGLKKNGSSKRGPRT-
NH, por modelagem molecular foram feitas no sentido de tentar explicar a baixa atividade
mitogénica exibida pelo mesmo em comparagdo com a do hFGF-1. A Figura 8 mostra as
estruturas que representam as familias de conformacdes adotadas pelo peptideo na simulacéo
de Dinamica Molecular em alta temperatura por 100 ps a 800K . Essa figura mostra que o
peptideo linear apresentou um comportamento randdmico, ndo exibindo preferéncia por
nenhuma conformacdo definada estavel. Estes resultados sugeriram que a baixa atividade
mitogénica exibida pelo peptideo poderia estar relacionada com a sua alta flexibilidade
conformacional em solugéo.

Peptideo |

&

.

E = 322,74 kenbmal

“\c@

"I-

!m 18 heatmin™
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E 0 s i A sl E = 314,54 keakmol

Figura 8: Estruturas representantes das familias de conformagées tedricas
assumidas pelo peptideo Ac-WFVGLKKNGSSKRGPRT-NH: e
obtidas em simulacées de Dindmica Molecular a 800K por 100 ps
seguidas de resfriamento e minimizagéao.

4.1.2. Analise conformacional em solugao
Para comprovarmos experimentalmente esse comportamento randdémico, este

peptideo foi submetido a uma analise conformacional por *H-RMN no laboratério do Dr. Brian
Sykes, University of Alberta, Canada.

Como descrito em Materiais e Métodos, varios espectros de *H-RMN foram obtidos em
diferentes condicdes experimentais. Em H,O pura em diferentes temperaturas (5, 15, 20 e
25°C): os espectros eram bem resolvidos, mas indicativos de puca estruturacdo. Foram
observadas algumas variagcdes dos deslocamentos quimicos dos protons NH e diminuigdo da
velocidade de troca destes protons em funcdo da temperatura. Também foi observada a
presenca de pequenos picos em 8,6 ppm a 25°C que tiveram as suas intensidades
aumentadas quando a temperatura foi diminuida. Em 10% D,0/H,0 contendo 150 mM de KCl e
50 mM de KH,PO,em pH 6,0: neste caso, ocorreu grande mudanca no espectro obtido. Estas
poderiam sugerir uma mudanca conformacional do peptideo ou ainda agregacéo, ja que o
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peptideo se mostrou menos solivel nestas condicbes. Tais resultados preliminares
demandavam novos espectros. Entretanto, em uma das etapas de mudancas das condi¢cfes
experimentais (de pH da solucdo e na dessalinizacdo do peptideo), este foi acidentalmente
degradado. Enviamos, entéo, outros 4 mg de peptideo purificado a serem analisados.

Espectros unidimensionais e bidimensionais em 300 e 500 MHz foram ent&o obtidos.
A Figura 9 mostra parte do espectro unidimensional do peptideo, onde se observa apenas os
picos dos protons dos anéis aromaticos e os amidicos. O espectro de DQCOSY da Figura 10
mostra 0s picos e a sua atribuicdo para todos os protons amidicos dos residuos de
aminoacidos contidos no peptideo, com excecdo daquele do Asn’. Este so foi detectado
guando houve expansdo do espectro na regido de menor campo (3,7-4,8 ppm) e no sentido
vertical dos picos (Figura 11). Nestas figuras, ndo se observa pico correspondente a Pro*, pois
guando ligada a mesma nao possui préton amidico. Por outro lado, pode-se observar a
presenca dos picos A, B e C que poderiam ser atribuidos a possiveis impurezas do peptideo
(mesmo que apresentasse pureza superior a 95%), a provaveis conformacfes adotadas por ele
devido a isomerizagéo cis-trans da ligacdo Gly-Pro ou ainda a presenca de conformacdes
variadas.

Valores de deslocamentos quimicos obtidos em espectros de RMN podem ser
utilizados para a determinacdo de estrutura secundaria de peptideos e proteinas. Assim, 0s
deslocamentos quimicos dos prétons NH e CH do peptideo | foram determinados (Figura 12) e
comparados com aqueles tabelados para NH e CH de peptideos e proteinas conhecidos em
random coils (Wishart & Sykes, 1994) (Figura 13). Na Figura 13 estdo mostrados dois gréficos.
Um deles mostra as diferencas obtidas versus a sequéncia peptidica (dobs-drc x seqiiéncia).
As positivas correspondem a deslocamentos de campo baixo e a estruturas b, enquanto que as
diferengas negativas correspondem a deslocamentos de campo alto e a estruturas a-
helicoidais. O outro grafico apresentado na Figura 13 mostra os indices de deslocamento
guimicos que foram atribuidos aos residuos de aminoacidos do peptideo com base nos valores
de deslocamentos quimicos encontrados em tabelas descritas na literatura (Wishart et al.,
1992). O indice 1 corresponde a valores de deslocamentos quimicos acima da faixa esperada
nas tabelas; o indice zero corresponde a valores de deslocamentos quimicos que estdo dentro
da faixa das tabelas e, finalmente, o indice -1 corresponde a deslocamentos quimicos inferiores
aos valores minimos da faixa das tabelas). Grupos de quatro ou mais prétons com indices
iguais a -1 indicam protons alfa em estruturas helicoidais; trés ou mais protons com indices
iguais a +1 indicam possiveis estruturas b. Todas as outras regides sao designadas como coils.
Ambos os gréficos indicaram, portanto, que quando em solu¢do aquosa o peptideo | assume
um comportamento estrutural bastante aleatorio (andom coil) (Wishart et al., 1995). Estes
estudos e a interpretacdo dos resultados obtidos foram feitos no laboratorio do Dr. Sykes,
tendo sido bastante Uteis para comprovar a grande flexibilidade do peptideo analisado em
solucdo aquosa salina (a mesma empregada para os testes de atividade mitogénica).
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Figura 9: Regiao 6-9 ppm do espectro unidimensional ( 1D-"H-RMN) do peptideo |.
Condigbées experimentais:~4 mM de peptideo em 10%D,0/H20 contendo 150 mM de KCI, pH 5,2,
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Figura 10: Regido 3,7-4,6 ppm do espectro bidimensional (2D 'H-RMN- DQCOSY) do peptideo I.
Condigbes experimentais: ~4 mM do peptideo em 10% D;0/H>0 contendo 150 mM de KCI, pH 5,2;
500MHz .
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Figura 12: Espectro bidimensional expandido de DQCOSY peptideo |I.

Condigées expenmentals ~4 mM do peptideo em 10% D.0/H:0 contendo 150 mM de KCI, pH 5,2;
500MHz (2D "H-RMN -DQCOSY) .
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Aminoacido NH CH CHrc |CH - CHrc IDQ
W Trp 1 8,07 4,51 4,66 -0,15 -1
F Phe 2 7,72 4,46 4,63 -0,17 -1
V Val 3 7,83 3,90 4,12 -0,22 0
GGly4 8.03 3.88 3.96 -0,08 -1
Lleub 7,93 4,29 4,32 -0,03 1
KLlys 6 8,32 4,38 4,33 0,05 0

A KLys7 8,83 4,33 4,33 0,00 0
N Asn 8 8.47 4,71 4,74 -0,03 0
GGly9 8.39 4,02 3.96 0,06 0
S Ser 10 8,25 4,50 447 0,03 0
S Serll 8,37 4,47 447 0,00 0
KLlLys 12 8,32 4,27 4,33 -0,06 0
R Arg 13 8,29 4,28 4,35 -0,07 0
G Gly 14 8,26 4,10 3,96 0,14 1
R Arg 16 8,55 4,38 4.35 0,03 0
T Thr17 8,04 431 4.35 -0,04 0
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Figura 13: Andlise dos resultados mostrados nas Figuras 9-12.

A = Tabela dos valores de deslocamentos quimicos (ppm) dos prétons NH e CH de cada um dos residuos de
aminodcidos contidos no peptideo | obtidos dos espectros 2D-"H-RMN, em comparagdo com Os
deslocamentos quimicos encontrados para protons CH presentes nos aminodcidos de proteinas em
conformacgao aleatoria (rc = random coil). B = Grafico da diferenga de deslocamento quimico entre CH e CHrc
de cada um dos residuos de aminodcidos presentes no peptideo I. C = Grafico dos indices de deslocamento
quimico calculados a partir da tabela de Wishart (1992).
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4.2. DESENHO E MODELAGEM MOLECULAR

4.2.1. Peptideos derivados da regiao 2 do hFGF-1

Como descrito na secao de Materiais e Métodos, o desenho de novos peptideos se
baseou na estrutura tridimensional do FGF-1 (Figura 4 pag.9), em nossos conhecimentos
sobre a quimica e propriedades estruturais de peptideos, no conhecimento prévio de que a
Regido 2 era importante para a ligacdo/especificidade dos FGFs aos FGFRs, em diversos
dados da literatura e naqueles obtidos com o peptideo .

A observacdo da seqiiéncia '’NWFVGLKK'? na estrutura tridimensional do FGF-1
nos revelou que as cadeias laterais dos residuos K100, K101, E104, K105, N106, W107 e F108
gue formam uma alca dupla, estavam mais expostas ao solvente (Figura 14). Por outro lado,
os residuos imediatamente posteriores a F108 encontravam-se mais enterrados na molécula,
estando as suas cadeias laterais pouco acessiveis ao solvente. Continuando ao longo da
seqliéncia em direcao a extremidade C-terminal, jA em uma face da molécula distinta de onde
se encontra a al¢a dupla citada acima e onde comeca o suposto sitio de ligagcao a heparina, as
cadeias laterais das lisinas K112 e K113 também mostravam-se mais expostas.

512

510

Figura 14: Algca que corresponde ao loop 3 na estrutura do FGF-1 proposta por Murzin et al. 1992.

As sequéncias primarias dos peptideos propostos incluem alguns destes residuos de
aminoacidos cujas cadeias laterais mostraram estar acessiveis ao solvente uma vez que estes
poderiam se consistir em possiveis epitopos de ligacdo dos FGFs aos receptores celulares.

Os peptideos foram concebidos com o0s seus grupos N- e C-terminais acetilados e
amidados, respectivamente, de modo a se evitar qualquer influéncia de cargas sobre a
conformacdo. A amidacédo visava também a protecdo dos peptideos de eventual degradacdo
por carboxipetidases durante os ensaios biologicos.
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As possibilidades de delecdes e/ou substituicbes de residuos de aminoacidos foram
também estudadas com vistas a determinar a importancia destes na expressao de
determinados residuos na atividade mitogénica ou na capacidade de inibicdo da atividade
mitogénica da proteina integra.

Na molécula do hFGF-1, o segmento "?KKNGS''® constitui o final de um grupo ou
hairpin localizado em uma face distinta e relativamente afastada daquela que compreende os
residuos 106-112 cujas cadeias laterais mostraram estar expostas ao solvente. Por essa razao,
resolvemos pela substituicdo deste segmento por um residuo de prolina que possui um
tamanho compativel com o0 seu encaixe na regido de b-turn da estrutura original. Esta
substituicéo foi feita com o intuito de diminuir o tamanho do anel de cada peptideo ciclico.

O segmento °GPRT'* constitui uma alca (loop) que se inicia a partir dos residuos de
G120 e P121. Este par constitui-se em um codigo de loop que parece ter apenas a funcao
estrutural de conectar as duas fitas b antiparalelas que constituem o sitio 2 do FGF-1. Por esta
razdo, em alguns dos peptideos desenhados, este segmento foi subtraido para que levasse
assim a uma diminui¢cdo do tamanho das sequéncias adjacentes aos ciclos.

E importante salientar que durante todo esse processo, o objetivo primordial foi o de
“reproduzir conformacionalmente segmentos da regido 2 no FGF-1". Pelo fato de tratar-se de
analogos, os peptideos desenhados ndo tem exatamente a mesma seqiéncia primaria do
FGF-1.

Também foram feitas medidas da distancia entre os Ca de alguns pares de residuos
de aminoacidos do segmento N106-T123 que correspondente ao peptideo | na estrutura
cristalogréfica da proteina integra. A Tabela 5 mostra que os pares de residuos G110-C117,
G110-T123, L111-S116, V109-S116, V109-T123 apresentaram distancias entre os respectivos
Ca de aproximadamente 6,5 A, que é proxima & distancia média entre os Ca de uma cistina.
Estes pares poderiam ser substituidos por duas cisteinas que seriam oxidados para a formacéo
de uma cistina de modo a obedecer o distanciamento entre os outros residuos adjacentes a
eles observado na proteina. Foram selecionados para substituicdo apenas 0s pares que
incluiam a G110 ou a L111 porque na estrutura tridimensional (Figura 4, pag. 9) da proteina
estes residuos se encontravam numa area menos exposta ao solvente e, portanto,
possivelmente menos envolvida na interagdo com os FGFRs celulares.

Uma lista numerosa de peptideos foi assim gerada. A maioria deles foi submetida aos
calculos de mecénica e dinAmica moleculares em alta temperatura (HTMD). Os resultados
obtidos possibilitaram uma comparagéo dos conférmeros em termos de energia e de estrutura
entre si e com aquelas exibidas pelo segmento correspondente no FGF-1. Estes estdo
apresentados nas tabelas e discutidos a seguir.

Em geral, peptideos contendo ciclos com mais de nove residuos mostraram uma
liberdade conformacional proxima aquela demonstrada pelos peptideos lineares
correspondentes. A mesma tendéncia foi observada quando, ao invés de ciclizacdo via
formacdo de ligacdo dissulfeto, foram introduzidas substituicbes de residuos que
possibilitassem a ciclizagéo via lactama (dados ndo mostrados).
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Tabela 5: Distancias entre os Ca dos residuos de
aminoacidos do loop 121-138 do FGF-1 humano.

Residuos de aminoacidos Distancias entre os Ca (A)
N106 - S116 16,5
N106 - G120 8,0
N106 - P121 8,5
N106 - T123 8,5
G110-C117 6,0
G110- G120 8,0
G110-P121 11,0
G110-T123 6,5
L111 - S116 4,5
L111 - G120 11,0
L111 - P121 13,0
1111 -T123 9,0
V109 - S116 8,0
V109 - G120 7,0
V109 - P121 10,5
V109 - T123 7,0

O estudo da dinamica molecular do peptideo Ac-HAEKNWF-NH; em alta temperatura
(800 K) durante 100 ps nos levaram a identificacdo de quatro conformacdes que possuiam
energias significativamente mais baixas que as demais (Tabela 6).

Tabela 6: Valores de RMS e de energia correspondentes as
conformacdes teodricas adotadas pelo peptideo Ac-HAEKNWF-NH..

Conformac&o RMS (A) E (kcal/mol)
1 1,78 +9,12
2 2,85 -2,98
3 2,24 1,70
4 1,93 -3,42

Essas conformagfes apresentaram dobramentos semelhantes aquele do segmento
correspondente no hFGF-1, tendo sido o RMS médio resultante da comparacdo entre os
respectivos esqueletos de 2,20 A Figura 15). A conservacio estrutural observada pareceu
estar relacionada com a conservacgéo do cluster formado pelas cadeias laterais de H102, W107
e F108. Além disso, essas conformacbes mostraram possuir estabilidades também
comparaveis entre si e ap6és minimizacdo com a da conformacdo equivalente aquela do
segmento correspondente no hFGF-1.

Estes resultados nos levaram a concluir que o peptideo Ac-HAEKNWF-NH, néo
necessitaria de qualquer restricdo conformacional.

Uma variagcdo na sequéncia do peptideo acima foi feita pela extensdo da mesma no
sentido N-terminal de forma que se incluisse todos os residuos expostos da alga. Isto nos levou
a proposicdo do peptideo Ac-SKKHAEKNWF-NH,. A analise tedrica de suas propriedades
dindmicas revelaram que o peptideo assumia conformacdes intermediarias entre duas familias
principais de conformacd@es (Figura 16).

Neste segmento e nas adjacéncias, as cadeias laterais de dois residuos de
aminoacidos, a S99 e a A103, encontravam-se em uma posi¢cao particularmente favoravel a
ciclizagcdo no que diz respeito a orientacdo das mesmas em diregcbes convenientes para tal e
distancia entre os respectivos Cas de 5,63 A.

Essa distancia era muito préxima daquela medida em cisteinas envolvidas em ligacéo
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dissulfeto (6,5 A) e, portanto, muito apropriada para a proposicédo de seu analogo ciclico: o ¢(1-
5)[Ac-CKKHCEKNWF-NH,]. Neste, a S99 e a A103 foram substituidas por duas cisteinas para
gue as mesmas formassem uma ligagéo dissulfeto intramolecular através da oxidacéo dos seus
grupos sulfidrila.

.t:h

E = 151.50 kcal'mod E = 138 40 kcalimoil

Figura 16: Comparagdo entre as conformagées tedricas do
peptideo Ac-SKKHAEKNWF-NH>

Os calculos tedricos das propriedades dinAmicas do peptideo c¢(1-5)[Ac-
CKKHCEKNWEF-NH,] mostraram que este era menos flexivel que o seu analogo linear, o Ac-
SKKHAEKNWF-NH,, exibindo pouca variabilidade de conférmeros dentro do seu espaco
conformacional. De fato, como se pode ver na Figura 17, as quatro principais familias de
conformac@es foram muito semelhantes entre si estruturalmente (RMS<2,00 A) e em termos de
energia. Além disso, as conformac¢des assumidas por este peptideo durante as simulacdes
foram também bastante semelhantes aquela adotada pelo fragmento correspondente na
proteina integra.
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Além da menor flexibilidade observada em relacdo ao analogo linear, os resultados de
modelagem molecular mostrados a seguir obtidos para os fragmentos SKKHA e CKKHC foram
outros indicativos de que o peptideo c(1-5)[Ac-CKKHCEKNWF-NH,] poderia ter a mesma
tendéncia em permanecer no mesmo enovelamento que o trecho 99-108 no FGF-1 humano.

mal  E= 22414 kcalimal

Figura 17: Conformacébes tedricas adotadas pelo peptideo c(1-5)[Ac-CKKHCEKNWF-NH].

A Figura 18 mostra a estrutura que representa a média de conformacées obtidas na
simulagéo dos movimentos moleculares espontaneos de Ac-SKKHA-NH, se comparada com a
do fragmento correspondente no FGF-1, pode-se dizer que este segmento € bastante rigido e
adota uma conformagéo muito semelhante aquela adotada pelo mesmo na proteina.

Figura 18: Conformacgao teérica média do peptideo Ac-SKKHA-NH; (VI).

A modelagem molecular feita somente no segmento CKKHC confirmou a rigidez desta
sequéncia. O RMS resultante da comparacao entre as conformacgdes obtidas pela simulagéo e

sem qualquer refinamento de energia foi de 2,00 A.
A Figura 19 mostra que a média das conformacdes assumidas pelo peptideo c(1-

47



Sumika Kiyota Peptideos Sintéticos derivados do hFGF-1 (Sitio 2) Resultados e Discusséo

5)[Ac-CKKHC-NH,] (VIl) durante a simulacdo foi muito semelhante aquela adotada pelo
fragmento correspondente na molécula do FGF-1.

FGF-lika: E = 131 .78 kcalmaol

Afwmr dyn: E = 123 848 kcalimaol

Figura 19: Comparacao entre as conformacgdées tedricas
do peptideo c(1-5)[Ac-CKKHC-NH: (VII)].

O peptideo ¢(3-7)[Ac-WFCGLPCKRGPRT-NH;] apresentou conformacdes muito
variaveis sem qualquer preferéncia por uma conformacédo definida e estavel. Os valores de
RMS resultantes da comparacao entre as coordenadas espaciais das estruturas coletadas e as
coordenadas do segmento correspondente no FGF-1 foram superiores a 5,0 A. Concluimos,
portanto, que a ciclizacdo nao restringiria suficientemente a conformacdo deste peptideo,
possivelmente, devido a uma despropor¢éo entre o tamanho do ciclo e o nUmero de residuos
nao envolvidos nele.

Assim como o0 peptideo acima, o peptideo c¢(4-6)[Ac-WFVCLPCKRGPRT -NH,]
apresentou uma grande flexibilidade causada pela total ineficacia de um pequeno ciclo para a
restricdo de sua conformacdo. Neste caso, foi possivel concluir pelos dados da Tabela 7 que
somente o anel se manteve rigido. Os altos valores de RMS observados seriam, portanto,
devidos aos movimentos espontaneos dos segmentos adjacentes ao ciclo.

Tabela 7: Energia das amostras de conformagées tedricas
adotadas pelo peptideo c(4-6)[Ac-WFVCLPCKRGPRT-NH;]

. Energia Total RMS das conformacdes
Conformagéao (kcal/mol) coletadas comparadas
com a do FGF-1 (A)

1 181,65 5,0
2 193,15 4,6
3 199,22 5,2
4 191,74 4,6
5 194,68 6,4
6 192,36 6,4
7 201,33 6,1
8 194,40 6,4
9 196,61 5,8
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No caso do peptideo c(4-13)[Ac-WFVCLPSKRGPRC-NH,], as conformacfes
coletadas durante a simulacdo e apds o refinamento de suas estruturas puderam ser
agrupadas em uma Unica familia de conformacgfes estaveis,. Entretanto, essa familia néo
apresentou semelhanca conformacional significativa com segmento correspondente no hFGF-
1. Como mostra a Tabela 8 o valor de RMS resultante da comparacao entre as conformacdes
adotadas pelo peptideo e a do segmento correspondente na proteina foi de 3,8 A. A ponte
dissulfeto pareceu ser eficiente para a manutencdo das extremidades do peptideo
relativamente préximas uma da outra.

Tabela 8: Energia das amostras de conformagées tedricas
adotadas pelo peptideo c(4-13)[Ac-WFVCLPSKRGPRC-NH;]

3 Energia Total RMS das conformagdes
Conformacéo (kcal/mol) coletadas comparadas
com a do FGF-1 (A)

1 202,86 24
2 211,14 4,8
3 209,44 4,8
4 211,89 3,9
5 211,44 3,7
6 211,14 2,7
7 201,62 4,6
8 215,36 3,4

O ciclo do peptideo ¢(3-7)[Ac-WFCGLPCKR-NH,] mostrou ser bastante estavel
durante a HTMD, mantendo-se praticamente imovel. As pequenas varia¢cdes observadas entre
as conformacdes coletadas foram, portanto, atribuidas a pequenos movimentos das cadeias
laterais dos residuos ndo envolvidos no ciclo Tabela 9). O valor de RMS global calculado
através da comparacdo entre as conformacfes coletadas/refinadas e a do segmento
correspondente na estrutura do FGF-1 foi de 2,8 A. Observada individualmente, a conformag&o
7 deste peptideo exibiu uma estrutura que pode ser considerada idéntica aquela no FGF-1.
Pode-se dizer também que a conformagdo 3 era muito parecida com tal estrutura,
apresentando uma pequena variacdo na orientacdo das cadeias laterais dos residuos de
aminoacidos presentes na extremidade C-terminal. As outras conformacdes coletadas
mostraram-se muito parecidas entre si, diferindo da estrutura do FGF-1 apenas na posi¢ao das
cadeias laterais dos residuos de aminoacidos presentes nas extremidades N- e C- terminais.

Tabela 9: Energia das amostras de conformacgobes tedricas
adotadas pelo peptideo c¢(3-7)[Ac-WFCGLPCKR-NH3]

B Energia Total RMS das conformacgdes
Conformagdo (kcal/imol ) coletadas comparadas
com FGF-1 (A)

1 175,51 2,5
2 169,18 2,9
3 164,12 3,0
4 169,09 2,7
5 163,88 2,6
6 164,83 2,2
7 169,58 4,3
8 161,41 2,5
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As duas principais familias de conformacbes do peptideo c¢(3-13)[Ac-
WFCGLPSKRGPRC-NH] representadas por 6 e 7 na Tabela 10 apresentaram RMS ~2,6 A e
por 1, 2 e 5 com RMS ~4,00 A). Essas conformagdes continham os seguintes elementos
estruturais similares as do segmento correspondente no FGF-1. a) presenca de dois
fragmentos principais quase paralelos ligados por uma prolina; b) forte tendéncia aformacao
de dobra b (b-turn) causada pela seqiéncia dos residuos conservados Gly e Pro.

Tabela 10: Energia das amostras de conformagbes tedricas
adotadas pelo peptideo c(1-13)[Ac-WFCGLPSKRGPRC-NH;]

B Energia Total RMS das conformagdes
Conformacéao (kcal/mol) coletadas comparadas
com FGF-1 (A)
1 198,95 4,3
2 203,15 35
3 207,07 35
4 192,93 35
5 195,20 3.2
6 201,93 2,6
7 201,22 2,6
8 191,05 39
9 198,58 3,6
10 198,52 3,8

O peptideo c(4-7)[Ac-WFVCLPCKR-NH;] contém um ciclo pequeno formado por
apenas quatro residuos e se mostrou suficientemente rigido durante a simulagdo por HTMD.
Uma grande variacédo de RMS foi observada em apenas duas conformacdes (5 e 9), o que foi
atribuida a uma alta mobilidade das extremidades (Tabela 11). As outras conformacgtes
apresentaram uma variagdo muito pequena e exibiram uma tendéncia em adotar uma
conformacdo semelhante aquela exibida pela estrutura pelo segmento correspondente na
proteina.

Tabela 11: Energia das amostras de conformagées tedricas
adotadas pelo peptideo c(4-7)[Ac-WFVCLPCKR-NH3]

B Energia Total RMS das conformacgdes
Conformacéao (kcal/imol) coletadas comparadas
com FGF-1(A)

1 179,65 45
2 187,98 4,6
3 182,26 2,8
4 181,31 2,3
5 199,77 7,3
6 185,41 3,3
7 188,85 6,0
8 176,77 39
9 185,36 6,9
10 186,40 4,8

Ja o peptideo Ac-WFVGLPSKR-NH, apresentou, durante a simulacdo por HTMD,
uma tendéncia natural ao enovelamento, acomodando-se em uma familia de conformacdes
estaveis (Tabela 12). Entretanto, nenhum dos representantes dessa familia exibiu as
caracteristicas da dobra b desejada. As conformacdes observadas formaram uma alca bem
definida em torno dos residuos Val-Gly-Leu, sendo esta bem mais acentuada e diferente da
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dobra vizinha & prolina.

Tabela 12: Energia das amostras de conformagbes tedricas
adotadas pelo peptideo Ac-WFVGLPSKR-NH:

B Energia Total RMS das conformagdes
Conformacao (kcal/mol) coletadas comparadas
com FGF-1(A)

le?2 170,73 21

3 162,60 3,8

4 170,84 2,3

5 161,09 4,1

6 170,70 2,9

7e8 162,60 3,3

9e 10 158,23 3,4

O peptideo linear Ac-WFVGLPSKRGPRT-NH, apresentou um comportamento
conformacional teorico similar ao do peptideo Ac-WFVGLPSKR-NH,, tendo, entretanto,
demonstrado uma flexibilidade maior de suas extremidades. As conformacdes resultantes dos
calculos tedricos afastam-se ainda mais da estrutura da molécula de FGF-1 (Tabela 13.)

Tabela 13: Energia das amostras de conformagées tedricas
adotadas pelo peptideo Ac-WFVGLPSKRGPRT-NH:

B Energia Total RMS das conformacgdes
Conformagao (kcal/imol) coletadas comparadas
com ado FGF-1(A)

1 194,09 5,2
2 208,05 6,6
3 199,16 4,5
4 195,05 5,2
5 191,59 3,2
6 216,56 6,6
7 191,44 6,0
8 189,56 55

Alguns peptideos foram desenhados apenas com base nos resultados experimentais
obtidos em nosso laboratério com os outros peptideos derivados do sitio 2 do hFGF-1, nao
tendo por isto sido submetidos aos calculos tedéricos de dinamica molecular.

O peptideo c¢(1-5)[Ac-DKKHDbuEKNWF-NH,] constitui-se em um andélogo do
peptideo ¢(1-5)[Ac-CKKHCEKNWF-NH,] mitogénico. O mesmo incluia uma ciclizacdo via a
formacdo de ligagdo lactama entre as cadeias laterais dos &cidos aspartico e diaminobutirico
(Dbu), os quais foram escolhidos com o objetivo de manter entre os carbonos alfas a mesma
distancia encontrada entre os carbonos alfas das cisteinas no peptideo mitogénico. Este
peptideo seria um andlogo quimicamente mais estavel do que o peptideo c(1-5)[Ac-
CKKHCEKNWEF-NH,] e provavelmente poderia apresentar uma preferéncia conformacional
similar a deste ultimo.

Os peptideos Ac-WFVGLKANGSSKRGPRT-NH; e Ac-WFVGLAKNGSSKRGPRT -
NH; foram desenhados como analogos que possibilitassem esclarecer a contribuicao estrutural
efetiva do residuo de lisina (K°) para a atividade mitogénica e ligacéo aos receptores celulares
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encontradas para os peptideos Ac-WFVGLKKNGSSKRGPRT-NH, e Ac-WFVGLK-
NGSSKRGPRT-NH,.

4.2.2. Peptideos derivados do DIl do receptor FGFR-1b

Como descrito anteriormente, Ac-NTTDKENEVLH-NH, e Ac-SLAGNSIGLSH-NH,
possuem sequéncias homologas as do dominio DIl do FGFR-1 b e foram desenhados com
base no ajuste tedrico das moléculas de hFGF-1 e de HEP junto ao modelo do receptor FGFR-
1b descrito por Oyama e colaboradores (1997). A analise das orientacbes relativas das
moléculas assim ajustadas mostrou que os “loops” DE e FG localizados no dominio DIl do
FGFR-1 b poderiam se ligar ao sitio 2 da molécula do FGF-1. Assim, os peptideos das mesmas
regides do receptor poderiam atuar como inibidores da acdo do hFGF-1.

4.3. SI'NTE’SE, CICLIZACAO, PURIFICAGAO E CARACTERIZAGAO QUIMICA DE
PEPTIDEOS

4.3.1. Resultados e Discusséao

De maneira geral, o processo de elongamento dos peptideos sobre o suporte
polimérico utilizado foi razoavelmente simples. A Tabela 14 mostra os ganhos de massa e os
valores percentuais da recuperacdo dos peptideos brutos a partir da clivagem da resina MBHA
e simultédnea desprotecao total.

As reacoes de ciclizacao via formacgao de ligagdo lactama, que ocorreram previamente
a este passo, também foram realizados sem grandes dificuldades. Isto se deve unicamente as
sequéncias dos peptideos e tamanhos dos peptideos com os quais trabalhamos.

Ja as reacdes de oxidacdo dos grupos sulfidrilas das cisteinas para formagédo dos
pontos dissulfeto e obtencédo dos peptideos ciclizados nem sempre foram rapidas, simples e
eficientes. Tivemos que empregar metodologias complementares e alternativas.

A Tabela 14 descreve os dados de caracterizagdo quimica dos compostos obtidos,
enquanto que a Tabela 15 sumariza as condigbes experimentais empregadas para sua
avaliacdo por RP-HPLC analitica.

Alguns detalhes da sintese, ciclizagdo e purificacdo de alguns dos peptideos
sintetizados s&o descritos a seguir, acompanhadas das Figuras 20 a 34, que mostram os perfis
cromatograficos de RP-HPLC obtidos.

Na maioria dos casos, as purificacdes foram trabalhosas e demoradas. Gragas a
metodologia por n6s empregada que lan¢ca méo de dois sistemas de solventes, cortes manuais
€ um monitoramentdo minucioso conseguimos separar 0s peptideos desejados de
contaminantes de comportamento cromatografico extremamente similar. Tal sucesso nem
sempre é conseguido em laboratorios de sintese de peptideos. Muitos dos contaminantes
presentes nos materiais brutos foram caracterizados, tendo sido evidenciado por analise de
seus hidrolisados e por espectrometria de massa que eles consistiam em produtos de delecéo.

A ocorréncia de delecBes pareceu ser sintomdtica para peptideos desta regido do
hFGF-1.

52



Sumika Kiyota

Peptideos Sintéticos derivados do hFGF-1 (Sitio 2)

Resultados e Discussao

Tabela 14: Sintese, purificagdo e caracterizagdo quimica dos peptideos estudados

DADOS DE SINTESE E PURIFICACAO

DADOS DE CARACTERIZACAO QUIMICA

RP-HPLC

Espectrometria
de massas

Anadlise de
aminodcidos

Peptideo

Ganho
de
massa

(mg)

Recuperacao
da
clivagem
(%)

Recuperagao
da
purificagdo
(mg/%)

Tr;
Concentragao
de ACN
para eluigao

(min); [%]

Pureza
em TFA

(%)

MALDI-TOF MS
ou ESI-MS
(m/z)
obs.(calcd.)

Composigao
Molar

obs.(esperado)

1269,0

51,4

22,3/11,2

8,62 [29,17]

99,0

1959,2 (1960,3)

Asp/Asn: 1,07 (1,0);

Thr: 0,99 (1,0); Ser: 1,91 (2,0);
Gly: 3,44 (3,0); Val: 0,60 (1,0);
Leu: 1,0 (1,0); Phe: 0,64(1,0);

Lys: 2,91 (3,0); Arg: 2,34 (2,0);
Pro: 1,03 (1,0).

282,0

70,1

23,1

11,34[24,80]

93,0

973,02 (973,08)

Asp/Asn: 059 (1,0);

His: 1,07 (1,0); Ala: 1,14 (1,0);
Glu: 1,27 (1,0); Lys: 0,93 (1,0);
Trp: ND; Phe: 1,0 (1,0).

mn

340.8

53,4

53,0

13.63 [20,17]

1316,1 (1316,5)

Asp/Asn: 0,40 (1,0);

Ser: 0,59 (1,0); Lys: 2,5 (3,0);
His: 0,85 (1,0); Glu: 0,97 (1,0);
Trp: ND; Phe: 0,81 (1,0).

920.8

40,6

53,0

14,32 [20.59]

99,0

1363.0 (1362.8)

Asp/Asn: 0,31 (1,0);

Glu: 1,01 (1,0); Phe: 0,91 (1,0);
Lys: 2,18 (3,0); His: 0,92 (1,0);
Cistina: 0,67 (1,0).

210,8

32,4

*/3,3

14,88 [19.95]

94,0

611,0 (611,8)

Ser:0,71 (1,0); Ala: 0,91 (1,0);
His: 0,83 (1,0); Lys: 1,55 (2,0).

vii

435,9

54,3

1,6

7,31 [14,92]

93,0

657,2 (657,2)

Cistina: 0,62 (1,0);
Lys: 1,52 (2,0); His: 0,87 (1,0).

viii

360,8

47,2

ND

*

(1687, 4)

ND

1203,0

48,0

6,3

15,56 [30,56]

>95,0

1352,0 (1355,5)

Asn/Asp: 1,17 (2,0);
Glu: 1,03 (1,0); Phe: 1,00 (1,0);
His: 0,86 (1,0); Lys: 2,55 (3,0).

ND

ND

16,9/8,4

8,90 [29,34]
9.29 [29.57]

1831,1 (1814,1)

Asp/Asn: 0,68 (1,0);

Thr: 0,58 (1,0); Ser: 1,35 (2,0);
Gly: 2,20 (3,0); Val: 0,37 (1,0);
Leu: 1,0 (1,0); Phe: 0,38 (1,0);
Lys: 1,30 (2,0); Arg: 1,50 (2,0);
Pro: 0,51 (1,0).

Xl

343,4

54,9

35,0

10,27 [33,16]

92,0

1131,0 (1131,5)

Ser: 0,92 (1,0); Gly:1,02 (1,0);
Leu: 1,00 (1,0); Phe: 1,00 (1,0);
Lys: 1,03 (1,0); Arg: 1,05 (1,0);
Pro: 0,98 (1,0); Val: 0,99 (1,0)

X

145,3

53,6

1,0

12,2 [55.98]

50,0*

1191,0 (1190,5)

ND

Xin

377,2

50,0

10,97 [30.58]

>95,0

1148,0 (1148,6)

Pro: 1,08 (1,0);

cistina: 0,99 (1,0);

Gly: 0,91 (1,0); Leu: 1,09 (1,0);
Phe: 0,88 (1,0); Arg: 0,91 (1,0);
Lys: 1,13 (1,0).

Xlv

618,1

56,3

29,8

11,73 [31,0]

1543,0 (1542,9)

Thr: 0,64 (1,0); Ser: 0,77 (1,0);
Pro: 1,44 (2,0); Gly:1,51 (2,0);
Val: 0,81 (1,0); Leu: 0,75 (1,0);
Phe: 0,69 (1,0); Lys: 0,77 (1,0);
Arg: 1,61 (2,0)

Xv

531,6

50,0

6,4

17.56 [34.53]

>95,0

1546,7 (1546,1)

Ser: 0,65 (1,0); Pro: 1,77 (2,0);
cistina: 0,53 (1,0);

Gly: 1,84 (2,0); Leu: 1,0 (1,0);
Phe: 0,81 (1,0); Arg: 1,86 (2,0);
Lys: 0,91 (1,0).

665,0

52,3

53,9

10,84 [30,50]

>99,0

1903,2 (1901,2)

Asp/Asn: 0,70 (1,0);

Thr: 0,66 (1,0); Ser: 2,00 (2,0);
Gly: 2,24 (3,0); Val: 0,56 (1,0);
Leu: 0,52 (1,0); Phe: 0,47 (1,0);
Lys: 1,45 (2,0); Arg: 2,03 (2,0);
Pro: 0,40 (1,0).

Xvil

720,0

52,08

10,80 [30,48]

1902,9 (1901,2)

Asp/Asn: 0,66 (1,0);

Thr: 0,58 (1,0); Ser: 2,00 (2,0);
Gly: 2,30 (3,0); Val: 0,49 (1,0);
Leu: 1,00 (1,0); Phe: 0,46 (1,0);
Lys: 1,42 (2,0); Arg: 1,62 (2,0);
Pro: 0,40 (1,0).

Xviil

315,9

57,6

8,33 [16.99]

1339,0 (1340,6)

Asp/Asn: 2,72 (3,0);

Thr: 1,88 (2,0); Glu: 2,06 (2,0);
Val: 0,99 (1,00);

Leu: 1,00 (1,0); His: 1,01 (1,0);
Lys: 1,03 (1,0)

XIX

212,9

53,5

61,7

7,14 [16,28]

84,0

1097,0 (1096,5)

Asp/Asn: 0,88 (1,0);

Leu: 1,8 (2,0); lle: 0,73 (1,0);
Ala: 1,0 (1,0): Gly: 1,61 (2,0);
Ser: 2,20 (3,0).

(*) separagéao parcial dos componentes— (**)2 componentes— Tr = tempo de retengdo — ND = néo determinado.
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A Tabela 15 descreve as condicdes de andlise empregadas para a avaliacdo dos

peptideos purificados obtidos.

Tabela 15: Condicées experimentais de RP-HPLC analitica dos peptideos purificados.

Tempo de Grau de

Peptideo Solvente A Solvente B Gradiente retencéo pureza

(min) (%[TFA)
I 0,1% TFA 60%ACN/ 0,09% TFA 40 ® 60%B em 20 min 8,62 99,4
I 0,1% TFA 60%ACN/ 0,09% TFA 30 ® 60%B em 30 min 11,34 92,8
]} 0,1% TFA 60%ACN/ 0,09% TFA 20 ® 40%B em 20 min 10,38 91,8
v 100% TEAP 60%ACN/ TEAP 20 ® 40%B em 20 min 10,11 86,0
v 100% TEAP 60%ACN/ TEAP 25 ® 45%B em 20 min 11,63 92,5
\") 100%TEAP 60%ACN/ TEAP 20 ® 40%B em 20 min 10.46 89,0
Vi 0,1% TFA 40%ACN/ 0,09% TFA 35 ® 55%B em 20 min 14,88 93,7
Vil 0,1% TFA 40%ACN/ 0,09% TFA 30 ® 60%B em 30 min 7,31 92,8

Vil 0,1% TFA 60%ACN/ 0,09% TFA 5® 95%B em 30 min * *

IX 100% TEAP 60%ACN/ 0,09% TEAP 15® 35 %B em 20 min 14.14 >95
X 0,1% TFA 60%ACN/ 0,09% TFA 40 ® 60%B em 20 min 8,90 98,4
XI 0,1% TFA 60%ACN/ 0,09% TFA 45 ® 65%B em 30 min 10,27 92,1
Xil 0,1% TFA 90%ACN/ 0,09% TFA 50 ® 70 %B em 20 min 5,92+6.30 ~50*
X 100% TEAP 60%ACN/ TEAP 25 ® 65 %B em 30 min 18,13 >95
XIvV 0,1% TFA 60%ACN/ 0,09% TFA 40 ® 60%B em 20 min 11,73 96,5
XV 0,1% TFA 60%ACN/ 0,09% TFA 40 ® 60 %B em 20 min 17,56 > 95
Xvi 0,1% TFA 60%ACN/ 0,09% TFA 40 ® 60 %B em 20 min 10,84 >95
XVII 0,1% TFA 60%ACN/ 0,09% TFA 40 ® 60 %B em 20 min 10,80 > 95
XV 0,1% TFA 60%ACN/ 0,09% TFA 20 ® 40%B em 20 min 8,33 91,2
XIX 0,1% TFA 60%ACN/ 0,09% TFA 20 ® 40%B em 20 min 7,14 84,2

1- Peptideo IV isolado da mistura com o peptideo V; 2- peptideo IV ressintetizado e ciclizado; * peptideo parcialmente purificado;
**comprimento de onda: 220 nm e o fluxo: 1 mL/min ( para analise) e10 mL/min (para as purificagdes).

Ac-WFVGLKKNGSSKRGPRT-NH, () e Ac-WFVGLKNGSSKRGPRT-NH, (X)

O peptideo |, utilizado por n6s como referéncia por ser mitogénico, foi sintetizado. O perfis
cromatogréaficos do material bruto estad mostrado na Figura 20.A Como é possivel observar,
existem dois produtos majoritarios. Estes foram, portanto, purificados nas seguintes condicdes
experimentais: coluna Vydac C18, fluxo:10 mL/min, | : 210 nm, gradiente: 0,33% de solvente
B/min em dois sistemas de solventes: 1) constituido por solvente A: 100% TEAP/H,0, solvente
B: 60% ACN/TEAP, gradiente: 25 a 55% de solvente B em 90 min; 2) constituido por solvente
A: 0,1% TFA/H,0, solvente B: 60% ACN/0,09% TFA em HO, gradientes: 30 a 60% de solvente
B em 60 min (peptideo I) e 45 a 65% de solvente B em 40 min (peptideo de tz=9,87 min).

As Figuras 20.B e 20.C mostram os perfis cromatogréficos dos purificados quando estes
foram analisados em sistema que utiliza TFA.

Os dados de caracterizagdo evidenciaram que o purificado de t:=8,62 min correspondia
a0 Ac-WFVGLKNGSSKRGPRT-NH, (peptideo X, Tabela 1, pag. xii), ou seja, este era um
analogo do peptideo | que apresentava dele¢do de uma das trés lisinas presentes em .
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Figura 20: Perfis de RP-HPLC dos peptideos | e X.
A = material bruto; B = peptideo | purificado; C = peptideo IV purificado.
Condigcées experimentais: coluna: Vydac C-18; solvente A: H:0/0,1% TFA; solvente B: 60%
ACN/0,09% TFA em H20; gradiente linear: 40-60% de B em 20 min (1% B/min); fluxo: 1mi/min; | :
210 nm. {Abs] = Absorbancia.

Em virtude do grande niumero de ensaios de atividade mitogénica utilizando-se este
peptideo como referéncia, foi necessario posteriormente preparar novos lotes destes
compostos. A Figura 21 mostra o perfil cromatografico do material bruto (Figura 21.C) e dos
purificados (Figura 21.B e 21.c).

Ac-HAEKNWF-NH, (ll) e Ac-SKKHAEKNWF-NH, (i)

Os peptideos Il e lll foram sintetizados sequencialmente. lll foi elongado a partir de
652 mg da peptidil-resina Il obtida. 290mg foram acetilados para posterior clivagem com HF e
obtencédo de Il e 387 mg foram utilizados para elongamento e obtencdo de lll. Os perfis
cromatograficos dos materiais brutos e purificados de Il estdo mostrados nas Figura 22. A
Figura 23 mostra os perfis cromatograficos dos materiais brutos e purificados de Ill. A
purificacdo destes dois peptideos foi feita nas seguintes condigcbes experimentais: coluna
Vydac C18, solvente A: 0,1% TFA/H,O, solvente B: 60% ACN/0,09% TFA em HO, fluxo: 10
mL/min, | : 210 nm, gradiente: 25 a 55% de solvente B em 90 min.
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Figura 21: Perfis de RP-HPLC dos peptideos | e X.
A = material bruto; B = peptideo I purificado; C = peptideo X purificado.
Condicées experimentais: coluna: Vydac C-18; solvente A: H20/0,1% TFA/H:0; solvente B: 60%
ACN/0,09% TFA; gradientes lineares: 5-95% de B em 30 min para A, 40-60% de B em 20 min para B
e C; fluxo: 1ml/min. (Abs = absorbancia)
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Figura 22: Perfis de RP-HPLC do peptideo II.
A = material bruto; B = peptideo purificado.
Condigoes experimentais: coluna: Vydac C-18; solvente A: H20/0,1% TFA; solvente B: 60%
ACN/0,09% TFA em H:0; gradientes lineares: 5-95% de B em 30 min para A, 30-60% de B em 30
min para B; fluxo: 1ml/min. (Abs = absorbéncia)
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Figura 23: Perfis de RP-HPLC do peptideo lll purificado. A =em TFA; B = em TEAP.
Condigbes experimentais: coluna: Vydac C18; fluxo: 1ml/min; 1: 210 nm; solvente A: TEAP e
solvente B: 60% ACN/TEAP e gradiente linear: 20-40% de B em 20 min (A); solvente A: H20/0,1%
TFA EM H20; solvente B: 60% ACN/0,09% TFA e gradiente linear: 25-45% de B em 20 min (B).

Ciclo(1-5) [Ac-CKKHCEKNWEF-NH,] (IV), ciclo(1-5) [Ac-CKKHCEKWF-NH,] (V) e ciclo(1-
5) [Ac-CKKHC-NH,] (Vi)

Os peptideos IV e VII brutos nao ficaram retidos na coluna Vydac C-18 quando se
utilizou solvente B constituido de 60% ACN/0,09% TFA em H,O para o monitoramento por RP-
HPLC das reacdes de ciclizacdo. Por isto, testamos novos solventes B de concentracdes de
ACN menores. Para a andlise do peptideo VII, pudemos concluir que eram necessarias as
seguintes condi¢des: coluna C18; solvente A - 0,1 % TFA/H,O; solvente B - 40%
ACN/H,0/0,09%TFA em H,O ; gradiente -5%B a 95%B em 30 min e fluxo 1mL/min. Nas
mesmas condic¢des, a analise do peptideo IV somente foi possivel quando utilizada uma coluna
Vydac C-4.

Tentamos concentrar as solu¢des de ciclizacdo destes peptideos em coluna de resina
anionica Bio-Rex70, 200- 400 mesh, equilibrada em pH 5,0. A seletividade da resina pelos
peptideos foi monitorada pela andlise do eluente e do eluido por RP-HPLC. Quando
submetidos a eletroforese em papel, os eluidos migraram para o polo negativo, podendo ser
revelados por reagdo com ninidrina ou com o reagente de Pauly: os resultados confirmaram as
cargas positivas de IV e V, neste pH. Além disso, a revelacdo com ninidrina indicou a presenca
de grupo NH; livre nos materiais analisados, confirmando a presenca de Lys, visto que os N
terminais eram acetilados. Por outro lado, a revelacdo com o reagente de Pauly, especifico
para His, indicou a presenca de His. Em resumo, os eluidos continham os peptideos
desejadosem solugéo concentrada.

Assim, determinamos as condi¢cdes ideais para a andlise e purificacdo destes
compostos por RP-HPLC:
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Peptideo IV:

RP-HPLC analitica: coluna: Vydac G-18 (0,46 cm x 25,0 cm, 5 m 300 A); solvente A: 0,1 %
TFA/ HO; solvente B: 40%ACN/ 0,09%TFA em HO; gradiente linear: 30-60% B em 30 min;
fluxo: ImL/min; | : 210 nm. Os tempos de retencéo foram: 10,89 min (suposto linear); 13,57 min

(suposto mondémero oxidado).

RP-HPLC preparativa: coluna Vydac C-18 (2,2cm x 25,0 cm, 5m 300 A); solvente A: 0,1% TFA/
H,O; solvente B: 40%ACN/0,09%TFA em HO; gradiente linear: 20-50% B em 60 min; fluxo:
10mL/min; | : 220 nm.

Peptideo ViIl:

RP-HPLC analitica: coluna Vydac C-4, (0,45cm x 25,0 cm, 5 m 300 A); solvente A: 0,1% TFA/
H,O; solvente B: 60% ACN/0,09%TFA em H,O; gradiente linear: 595% B em 30 min; fluxo:
ImL/min, |: 210 nm. Os tempos de retencdo foram: 7,18 min (suposto linear); 17,16 min
(suposto mondémero oxidado).

RP-HPLC preparativa: coluna Vydac C-4 (2,2 cm x 25,0 cm, 5m 300 A);solvente A: 0,1% TFA/
H,O; solvente B: 60%ACN/0,09%TFA em HO; gradiente linear: 550% B em 90 min; fluxo:
10mL/min; | : 220 nm.

Os cromatogramas referentes ao acompanhamento das cicliza¢gdes por RP-HPLC,
assim como o perfil do peptideo 1V purificado, podem ser vistos nas Figuras 24-27. E possivel
observar que, tanto a ciclizacéo por oxidacao pelo ar como por K;Fe(CN)g ndo foram completas
mesmo apos 24 h. No final das reacdes, observou-se a presenca de trés produtos. Devido ao
fato dos monémeros lineares nem sempre serem mais hidrofilicos do que os seus analogos

ciclicos (Xue et al., 1996) tivemos dificuldade em prever qual seria o ciclico desejado, e, por
isto, isolamos cada dos componentes presentes para posterior identificacdo por espectrometria
de massas e analise de aminoacidos. Quando analisado com mais cuidado empregando-se o
TEAP, pudemos perceber que o peptideo desejado (Figura 25 C) continha um contaminante
(Figuras 26 A). A separacdo entre o peptideo IV e ele (Figura 26 B e C) seguida da
caracterizacdoquimica de ambos evidenciou que o contaminante era um analogo de IV que
apresentava delecao do residuo de asparagina (Peptideo V).

Em relacdo as metodologias de ciclizacdo destes peptideos por noés empregados,
inicialmente haviamos optado pela oxidagéo pelo ar devido ao fato de que a mesma ocorre em
condicbes muito suaves de reacdo, assemelhando-se a reacfes “in vivo”. Estas reacoes,
entretanto, se processam muito lentamente: a ciclizagdo do peptideo VI, porexemplo,
necessitou de 72 horas Figura 28 B), enquanto que a do peptideo IV demorou 96 horas
(Figuras 24 e 25). Por esta razéo, utilizamos K;Fe(CN)s como reagente oxidante e, a oxida¢ao
das sulfidrilas dos residuos de cisteina se deu em apenas duas horas. Também foi tentado
para o peptideo IV uma reacdo de oxidacdo a 37°C e a 50°C. Todos 0s meios reacionais
foram, ao final das tentativas, juntados e rotaevaporados para obtencdo de solucdo
concentrada do material bruto (Esquema 7). Independentemente do método, tentamos garantir
gue a reacao de oxidacdo seja intramolecular e ndo intermolecular, utilizando-se solucéo de
peptideo bruto bastante diluida (0,2 a 0,3 mmoles de peptideo). O grande volume da mesma
geralmente dificulta o processo de rotaevaporacdo e/ou liofilizacdo. A Figura 25 mostra os
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perfis de RP-HPLC do peptideo VII antes e apds purificacao.
Como pode ser visto na Tabela 14, os rendimentos finais na obtencdo dos peptideos
IV, V e VII foram inferiores a 2%: varias foram as fontes de perdas as quais os produtos

desejados foram expostos.

ESQUEMA 7: Protocolo experimental da ciclizagao do peptideo IV

Peptidil-Resina
m=352,8 mg

l HF/anisol/DMS

Extrato aquoso
1L - 10%ACN/ H20

Oxidacéo K5Fe(CN)g 0,01M
pH ~ 8,0 2h

Coluna AG3-X4

¢ 10% HAc / H20

Peptideo Bruto

~ 800mL
pH 4
100 mL 100mL 600 mL
pH "‘8 pH"'8 pH ~8
oz KyFe(CN)g -~
24 hi TA* zhl TA* o i e
RP- HPLC RP- HPLC RP- HPLC
1hi 50°C Zhi 50°C
Peptideo Peptideo
ciclico Coluna AG3-X4 ciclico
bruto l i
\ Peptideo ciclico
bruto Rotaevaporacéo | PH 4
70 mL de

* Temperatura Ambiente

material bruto

59



Sumika Kiyota Peptideos Sintéticos derivados do hFGF-1 (Sitio 2) Resultados e Discusséo

[AbS]ZZO nm

— 10.9%

1357

=

)F R b I -
e I -

Tempo (min)

Figura 24: Perfis de RP-HPLC do peptideo IV bruto no inicio (A) e final da ciclizagdao por de Oz do ar (B).
Condig6es experimentais: coluna: Vydac C-4; solvente A: 0,1% TFA; solvente B: 40% ACN/0,09%
TFA em H;0; fluxo: 1ml/min; | : 220 nm; gradiente linear: 5-95% de B em 30 min.
(Abs = absorbancia)

[Abs]220 nm c
B
A
3
2 z
7 S
4

Tempo (min)

Figura 25: Perfis de RP-HPLC do peptideo IV no inicio da ciclizagao (A), apés 2 h de oxidagao por K:Fe(CN)s
(B), ap6s purificagao (C).
Condigcées experimentais: coluna: Vydac C-4; solvente A: 0,1% TFA; solvente B: 60% ACN/0,09%
TFA em H20; fluxo: 1ml/min; 1 : 220 nm; gradiente 5-95% de B em 30 min (solugédo de cicliza¢éo),
25-45% de B em 30 min (purificado). (Abs = absorbéancia)
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Figura 26: Perfis de RP-HPLC dos peptideos IV e V.
Condigboes experimentais: coluna: Vydac C-18, fluxo: 1ml/min; solvente A: TEAP, solvente B: 60%

ACN/TEAP; gradiente: 20% a 40% de B em 20 min. A = peptideo purificado em sistema TFA; B =
peptideo V repurificado segundo o Esquema 5 (sistema TEAP); C = peptideo IV repurificado

segundo o mesmo esquema. (Abs = absorbéncia)

[Abs]o10 nm
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e

Tempo (min)

Figura 27: Analise comparativa por RP-HPLC do peptideo IV repurificado.
Condigbes experimentais: coluna: Vydac C-18, fluxo: 1ml/min; Peptideo IV purificado: A) solvente

A: 0,1% TFA, solvente B: 60% ACN/0,09% TFA em H:0; gradiente: 30% a 50% de B em 20 min. B)
solvente A: TEAP, solvente B: 60% ACN/TEAP; gradiente: 25% a 45% de B em 20 min. . (Abs =

absorbancia)
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Figura 28: Perfis de RP-HPLC do peptideo VII.
A = bruto no inicio da ciclizacdo; B = no final da ciclizagdao em presenga de K:Fe(CN)s 0,01 M;
C = peptideo purificado.
Condi¢bées experimentais: coluna: C-4 Vydac, fluxo: 1mil/min; |1 : 220 nm; solvente A: 0,01% TFA,
solvente B: 60% ACN/0,09% TFA em H:0; gradiente: 5 - 95% de B em 30 min (A, B) e 30 - 60% de B
em 30 min (C). (Abs = absorbéancia)

Ac-SKKHA-NH; (Vi)

Alguns problemas foram encontrados durante a andlise e purificacdo deste peptideo,
gue se mostrou bastante hidrofilico. A analise do extrato bruto por RP-HPLC mostrou a
presenca de dois componentes, sendo o principal eluido muito prematuramente em diferentes
condigdes experimentais. Durante a purificagcdo foi obtida uma fragéo principal que ndo forma
produto soélido apdés a liofilizacdo e 3,06 mg do componente correspondente ao pico
secundario. A analise da composi¢cdo de aminoacidos deste ultimo, entretanto, revelou ser a
aquela do peptideo desejado.

Ciclo(5-14)[Ac-SKKHEEKNWFVGLKK-NH,] (Vili)

O Esquema 8 sumariza 0s passos executados para a ciclizacdo da peptidil-resina
correspondente ao peptideo VIII. Devido a complexidade do peptideo ciclico bruto evidenciada
pelo cromatograma da Figura 29.A tentamos isolar os componentes majoritarios deste
peptideo por RP-HPLC empregando dois sistemas de solventes e as seguintes condi¢es
experimentais: coluna C-18 Vydac; fluxo: 10 mL/min; | : 220 nm. Inicialmente, foi empregado o
sistema 1 de solventes: solvente A: TEAP (pH~2,05); solvente B: 60% ACN/TEAP; gradiente
linear 25-45% de B em 60 min, tendo sido obtidas trés fracbes (1, 2 e 3). Em seguida, as
mesmas foram dessalinizadas separadamente variando o sistema de solventes: solvente A:
0,1% TFA; solvente B: 60 % ACN/0,09% TFA em HO; gradiente linear: 30-70% de B em 80
min) e liofilizadas. Quando se analisou novamente cada uma das fragcbes por RP-HPLC,
observou-se que as mesmas apresentavam anda, um baixo grau de pureza. Mesmo assim,
estas foram submetidas a analises de suas composi¢cdes molares de aminoacidos e por
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espectrometria de massas (EM) com o intuito de se identificar qual delas continha o peptideo
desejado (PM 1881,4). Nestas fracdes foram identificados pelo menos cinco componentes.
Dois deles com pesos moleculares de 1968,9 e 1838,8 foram detectados na fragédo 1. A fracéo
2, continha um componente de massa molecular de 2065,1. O ciclico desejado foi encontrado
na fracdo 3 e esta se constituia ainda de uma mistura de componentes (massas moleculares
2066,1 e 1881,4) com tempos de retencdo em RP-HPLC muito préximos.

Para tentar obter material de melhor qualidade, tentamos aumentar a eficiéncia da
reacdo de ciclizacdo realizando-a a partir do restante da peptidil-resina (~100 mg) em alta
temperatura (60°C). O solvente empregado desta vez foi a mistura 25% DMSO/tolueno, sendo
o pH aparente mantido em ~9,0 até que o teste de ninidrina fosse negativo. O peptideo ciclico
bruto obtido ap6s desprotecéo total, clivagem da resina e liofilizagdo, foi analisado por RP-
HPLC. O cromatograma obtido mostrou que a eficiéncia da ciclizagcao néo foi significativamente
superior em relacéo aquela realizada a 37°C (Figura 29.B).

Estes resultados e dados obtidos por espectrometria de massas e andlise da
composicdo molar de aminoéacidos de fracdes obtidas na tentativa de purificagcdo destas
misturas sugeriram que a formagédo de pequena quantidade do peptideo desejado pode ter
ocorrido devido: 1) a remocéo incompleta do Fmoc das cadeias laterais de Glu® ou Lys™*; 2) ao
impedimento estérico dos grupos funcionais para a formacao da lactama, visto tratar-se de um
peptideo relativamente longo ligado a uma resina com grau muito elevado de substituicao; 3) a
desprotecdo incompleta das cadeias laterais dos residuos do peptideo por HF pode néo ter
sido total devido a impedimento estérico; 4) a ocorréncia de delecdo em alguns dos residuos
de Lys e/ou Asn.

Os resultados das analises realizadas estdo mostrados abaixo:

Fracdo 1: n&o determinado

Fracdo 2: Asp/Asn: 0,54 (1,0); Ser: 0,77 (1,0); Glu/GIn: 2,01 (2,0); Gly: 1,1 (1,0); Val: 0,99
(2,0); Leu: 1,0 (1,0); Phe: 0,95 (1,0); His: 0,93 (1,0); Lys: 4,28 (5,0).

Fracdo 3: Asp/Asn: 0,49 (1,0); Ser: 0,7 (1,0); Glu/GIn: 1,78 (2,0); Gly: 1,1 (1,0); Val: 0,92 (1,0);
Leu: 1,0 (1,0); Phe: 0,91 (1,0); His: 0,87 (1,0); Lys: 3,67 (5,0).

Fracdo 1: m/z observado = 1968,9 e 1838,8 (esperado: 1881,4)

Fracdo 2: m/z observado = 2065,1 (esperado: 1881,4)

Fracdo 3: m/z observados = 2066,1 e 1881,0 (esperado: 1881,4).

Estes dados indicaram que o peptideo desejado VIII estava contido na fracdo 3.
Entretanto, ndo fomos capazes de isola-lo com qualidade superior a 60%.
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ESQUEMA 8: Esquema da ciclizacao do peptideo Vil

Ac I|E K MBHA
(Cle)z (C|H2)4
COOFmoc NH-Fmoc
l 20% Piperidinal DMF
Ac I|E K MBHA
(Cl:Hz)z (C|3H2)4
COO NH,
TN (+)
DIPEA TBTU/DMF
pH~9,0 2h
v
Ac I|E I|< MBHA
(Clle)z (<|3H2)4
CcoO NH
TN (-)

Desprotecao total das cadeias
laterais e clivagem da MBHA

!

Extracao/liofilizagao

Peptideo ciclico
bruto

TN = teste de ninidrina
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Figura 29: Perfis de RP-HPLC do peptideo VIl bruto obtido apés ciclizagcdo a 37°C (A) e apods ciclizacdo a
60°C (B).
Condigoes experimentais: coluna: Vydac C-18; fluxo: 1ml/min; solvente A: 0,1% TFA/H:20, solvente
B: 60% ACN/0,09% TFA em H:0; gradiente: 5-95% de B em 30 min.

[ciclo(1-5)Ac-DKKHDbuEKNWF-NH, ] (IX)

Este peptideo foi sintetizado, empregando-se uma resina MBHA com grau de
substituicdo menor (0,42 mmoles/g) do que aquela utilizada para o peptideo VIl (0,69-0,77
mmoles/g). O objetivo era minimizar as intera¢des intercadeias peptidicas durante a formagéo
da ponte lactama entre os residuos Asp’ e Dbu® da peptidil-resina e talvez, melhorar a
qualidade do peptideo ciclico bruto .

Os acoplamentos entre os aminoacidos foram feitos com o reagente acoplador DIC em
presenca de HOBT, empregando-se DCM, DMF ou mistura de DCM:DMF (em diferentes
proporcdes) como solventes. Mesmo aumentando-se o tempo de reagéo, estes acoplamentos
foram bastante dificeis de serem completados, havendo a necessidade de realizar pelo menos
dois reacoplamentos para cada um dos residuos. Nestes casos, o solvente utlizado foi o NMP.

Conforme mostrado no Esquema 9, a massa total desta peptidil-resina obtida foi
submetida & desprotecdo do Fmoc das cadeias laterais de Asp' e Dbu® com piperidina
20%/DMF. Dois tércos da massa de peptidil-resina obtidos (cerca de 1,2 g) foram ciclizados
com TBTU/DMF e em um pH aparente ao redor de 9,0 resultante da adicdo de algumas gbtas
de DIPEA ao meio reacional. O restante da peptidil-resina, ja parcialmente desprotegida, foi
guardada para a obtencdo do seu par linear correspondente. A formacdo da lactama ocorreu
somente apos trés reagdes consecutivas de 90, 150 min e 24 h, quando o resultado do teste de
ninidrina tornou-se negativo. Parte da peptidil-resina (0,7 g) foi entdo submetida a clivagem da
MBHA e desprotecao total. A andlise por RP-HPLC do peptideo bruto mostrou que 0 mesmo
continha dois componentes majoritarios com tempos de retengdo muito proximos (Figura 30).
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ESQUEMA 9: Representagcdo esquematica da ciclizagao do peptideo IX.

Peptidil-resina
m=18g

20% piperidina/DMF

Desprotecédo de FMOC de Asp1 e Dbu’

TN (+)

Peptideo bruto ligado aresina

Ciclizacdo na Resina
TBTU/ DMF

DIPEA

pH ~9.0

TN (+

Peptideo linear ligado aresina

m ~ 600,0 mg
Peptideo ciclico ligado aresina
m =703,5 mg
TN (+)
TN (-)
A4
Desprotecao Total Desprotecao Total
e Clivagem (HF) e Clivagem (HF)
Liofilizacdo
Peptideo linear bruto Peptideo ciclico bruto
m= 337,9 mg

Andlise por RP- HPLC
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Purificamos por RP-HPLC, de acordo com o Esquema 5, os dois componentes empregando o
Sistema 1 de solventes: A: TEAP e B: 60%ACN/TEAP; gradiente linear: 15-45% de B em 60
min; fluxo: 10 mL/min e |: 220 nm. Cada um desses componentes foi dessalinizado nas
mesmas condi¢cbes de gradiente no Sistema 2 de solventes (A: 0,1% TFA e B: 60% ACN/0,09%
TFA em H,0) e utilizando o gradiente 30 a 40 % de B em 20 min. A Figura 30 B mostra o perfil
cromatografico do contaminante contido no peptideo bruto que também foi purificado e
caracterizado demonstrando ser um analogo que apresenta delecdo de uma asparagina. As
fracBes contendo o peptideo desejado foram juntadas e liofilizadas, sendo obtidos 5,3 mg do
mesmo com 97% de pureza (Figura 30.C).

[AbS]20 nm A ;,./. B C
] :
Mk
| _
T

Tempo (min)

Figura 30: Perfis de RP-HPLC do peptideo IX bruto ciclizado (A) e purificado (B). (C) refere-se ao
contaminante de tr = 15,34 min purificado.
Condigbes experimentais: coluna: Vydac C-18; fluxo: 1ml/min; solvente A: TEAP; solvente B: 60%
ACN/TEAP; gradientes lineares: 5- 95% de B em 30 min (A); 15-35% de B em 20 min (B); 15-35% de
B em 20 min (C).

Ac-WFVGLPSKR-NH, (XI)
Os resultados obtidos durante a sintese e caracterizacdo deste peptideo estao
descritos na Tabela 14. Os perfis cromatograficos correspondentes aos peptideos bruto e
purificado estédo mostrados na Figura 31.
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Figura 31: Perfis de RP-HPLC do peptideo Xl bruto ciclizado (A) e purificado (B).
Condigbes experimentais: coluna: C-18 Vydac; fluxo: 1ml/min solvente A: TEAP, solvente B: 60%
ACN/TEAP; gradientes lineares: 5-95% de B em 30 min (A); 45-65% de B em 30 min (B).
(Abs = absorbéncia).

ciclo(4-7)[Ac-WFVCLPCKR-NH,] (Xll), ciclo(5-7)[Ac-WFCGLPCKR-NH,] (Xlll) e ciclo(4-
13)[Ac-WFCGLPSKRGPRC-NH, (XV)

Estes peptideos foram sintetizados simultaneamente. Durante a oxidacdo do peptideo
XIll na presenca de Ks;Fe(CN)g houve a formacao de precipitado na mistura reacional (Esquema
10). Terminada a reacao, parte do precipitado formado foi solubilizado com 90%ACN/H,O e
juntado a solucéo de peptideo bruto. A mistura foi concentrada por rotaevaporacao e liofilizada.
Durante a liofilizagdo, o material mostrou-se aderente ao frasco. Foi tentada a sua solubilizagéo
em diferentes solventes. A fragdo soluvel em 50% ACN foi analisada por RP-HPLC, tendo
demonstrado conter varios componentes (Figura 32.A). A purificacdo foi realizada nas
condicdes que se seguem: coluna Vydac C-18 2,2 cm x 25,0 cm, 5m 300 A; solvente A: 0,1%
TFA/ HO; solvente B: 90%ACN/0,09%TFA em HO; gradiente linear. 50-70%B em 60 min:
fluxo: 10mL/min: | : 210 nm. Uma andlise por espectrometria indicou que a fracdo 1 continha o
peptideo desejado, apesar de impura (Figura 32.B).

A andlise de aminoacidos de seu hidrolisado apresentou o0s picos correspondentes aos
aminoacidos esperados (Tabela 14). Mesmo apds purificacdo, dois componentes com tempos
de retencdo muito préoximos foram detectados por RP-HPLC (Figura 32.B). A analise por
espectrometria de massas (MALDFTOF) confirmou que um deles era o peptideo ciclico
desejado (Tabela 14).
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ESQUEMA 10 : Protocolo experimental para a ciclizacao dos peptideos Xil, Xl e XV.

Peptidil-Resinas
0,3-0,5 g/peptideo

HF/anisol/DMS
Extracdo do peptideo

Extratos aquosos

Diluigéo ¢/ 10% ACN/H,O

v

Solucdes de peptideos

brutos ~1L
pH ~4,0
v v v
| Peptideo Xll | | Peptideo XIlI | | Peptideo XV |
l pH ~8,0 i pH ~8,0 l pH ~8,0
|Oxidagéo/K3Fe(CN)6| | Oxidacéo/O, | |Oxida<;éo/K3Fe(CN)6|
2h-TA 72 h-TA 2h -TA
Precipitado + olucao de peptideo
Sobrenadante ciclico bruto
| Sobrenadante |
pH ~4,0
v \/
Coluna AG3-X4 Rotaevaporagéo Coluna’AG3-X4
10% HAc /H,0
10% HAcC/H,0
v v
olucéo de peptideo Purificacéo Solucéo de peptideo
o RP-HPLC .
ciclico bruto ciclico bruto
Liofilizagc&o Liofilizac&o
v

Peptideo XII
m=1,3mg

TA = Temperatura Ambiente

Peptideo XIlI Peptideo XV
m =26,4 m m=17,1 mg
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Figura 32: Perfis de RP-HPLC do peptideo Xl bruto ciclizado (A) e apés purificagao (B).
Condigbes experimentais: coluna: C-18 Vydac; fluxo: 1ml/min; solvente A: 0,1% TFA/ H:O,
solvente B: 90% ACN/0,09% TFA em H:0; gradientes lineares: 5-95% de B em 30 min (A); 50-70%
de B em 20 min (B). (Abs = absorbancia).

O peptideo XllI bruto teve suas sulfidrilas oxidadas pelo oxigénio do ar (Esquema 10).
Por se tratar de uma oxidac&do mais branda e lenta, o tempo de reacao foi de 120 horas. Por
outro lado, ndo se observou a formacdo de nenhum precipitado no meio reacional, o que
facilitou o monitoramento e a purificacdo do produto por RP-HPLC, nas seguintes condicbes
experimentais: coluna Vydac G18 preparativa £,2 cm x 25,0 cm, 5m 300 A); sistema de
solventes: 0,1% TFA/H,O (A) e 60% ACN/0,09% TFA em H,O (B); fluxo: 10 mL/min: | : 220 nm;
gradiente linear: 25-65% de B em 60 min.

Os perfis cromatograficos estdo mostrados na Figura 33.

Ac-WFVGLPSKRGPRT-NH, (X1V)

O baixo rendimento observado na Tabela 14 para o peptideo XIV decorreu de perdas
acidentais de resina durante os passos de acoplamento e de clivagem do peptideo-resina com
HF. O peptideo bruto obtido foi purificado empregando-se o sistema de solventes contendo
TFA (coluna: C-18 Vydac 2,2cm x 25,0 cm, 5m 300 A: solvente A: 0,1%TFA/H,O; solvente B:
60%ACN/0,09%TFA, gradiente linear: 45-65% de B em 20 min, fluxo:1ml/min; |: 210 nm). A
Figura 34 mostra os perfis cromatograficos do material bruto e purificado. Este peptideo foi
ressintetizado e purificado (Figura 35).
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Figura 33: Perfis de RP-HPLC do peptideo XlIl bruto antes (A), apos a ciclizagao (B) e purificado (C).
Condigbes experimentais: coluna: Vydac C-18, fluxo: 1ml/min; solvente A: 0,1% TFA/H:0, solvente
B: 60% ACN/0,09% TFA em H:O; gradientes lineares: 5-95% de B em 30 min. Para (C) foi utilizado o
sistema TEAP: solvente A: TEAP; solvente B: 60% ACN/TEAP; gradiente linear: 25-65% de B em 30
min (C). (Abs = absorbancia)
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Figura 34: Perfis de RP-HPLC do peptideo X1V bruto (A) e purificado (B).
Condigcboes experimentais: coluna: Vydac C-18, fluxo: 1ml/min; solvente A: 0,1% TFA/H:0, solvente
B: 90% ACN/0,09% TFA em H:O; gradientes lineares: 5-95% de B em 30 min (A), 40-60% de B em
20 min (B). (Abs = absorbéncia)
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Figura 35: Perfis de RP-HPLC do peptideo X1V bruto (A) e purificado (B).
Condic¢bes experimentais: coluna: Vydac C-18, fluxo: 1ml/min; solvente A: 0,1% TFA/H:0, solvente
B: 60% ACN/0,09% TFA em H:O; gradientes lineares: 5-95% de B em 30 min (A), 45-65% de B em
30 min (B). (Abs = absorbéncia)

A desprotecdo total e clivagem da resina seguidas de ciclizagdo de XV foram
realizadas da mesma maneira que para o peptideo Xll conforme mostrado no Esquema 10.
Neste meio reacional, observou-se também a formacédo de precipitado apdés a adicdo da
solucdo de KFe(CN)es 0,01 M Figura 36.A). Neste caso, esperou-se o final da reacdo de
ciclizacédo e decantacdo do precipitado formado, sendo este liofilizado separadamente do seu
sobrenadante. A Figura 36.AB mostra os perfis cromatograficos obtidos na analise por RP-
HPLC do material bruto (A) e do sobrenadante (B), respectivamente.

A purificacdo feita em escala preparativa (solvente A: 0,1% TFA/H,O; solvente B: 60%
ACN/ 0,09% TFA em H,O; gradiente: 45-65% de solvente B em 60 min; fluxo: 10 mL/mine | :
220 nm) forneceu o peptideo purificado (Figura 36.C) e uma fracdo secundéria.

A analise de seus hidrolisados (Tabela 14) confirmou que o purificado era, de fato, o
peptideo XV e que a fracdo secundaria era um contaminante que apresentava delecdo de um
residuo de lisina: Fracdo secundaria: Ser: 0,85 (1,0); Pro: 1,91 (2,0); cistina: 0,73 (1,0); Gly:
2,20 (2,0); Leu:1,0 (1,0); Phe:0,92 (1,0); Arg: 1,67 (2,0); Lys: 0,42 (1,0).

Os dados de espectrometria de massas (MALDFTOF) mostrados a seguir, confirmou este
resultado: Fracdo Secundaria: m/z observado = 1418,4* e 1390,2 (esperado: 1546,1; sendo
1418,4 correspondente a massa do peptideo com dele¢cédo de uma Lys).
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Figura 36: Perfis de RP-HPLC do peptideo XV bruto (A), sobrenadante da solugdo ciclizagdo (B) E do
peptideo XV purificado (C).
Condigbes experimentais: coluna: C-18 Vydac, fluxo: 1ml/min; solvente A: 0,1% TFA/H:20, solvente
B: 60% ACN/0,09% TFA em H:0; gradiente: 5-95% de B em 30 min (A e B). O gradiente usado para
(C) foi: 40- 60% de B em 30 min. (Abs = absorbéncia)

Ac-WFVGLKANGSSKRGPRT-NH, (XVI) e Ac-WFVGLAKNGSSKRGPRT-NH, (XVII)

As Figuras 37 e 38 mostram os perfis cromatograficos obtidos na andlise por RP-
HPLC destes peptideos em suas formas brutas e apos purificacdo nas seguintes condi¢des
experimentais: coluna Vydac CG-18 2,2cm x 25,0 cm, 5m 300 A; solvente A: 0,1% TFA/H,0O;
solvente B: 60%ACN/0,09%TFA em H,O; gradientes lineares: 5-95% de B em 30 min (XVI), 25-
55% de B em 30 min XVII); fluxo: 10mL/min: |: 210 nm. As condi¢cdes de andlise destes
peptideos foram as seguintes: coluna G-8 Vydac, 0,45cm x 25,0 cm, 5 m 300 A; solvente A:
0,1% TFA/ H,O; solvente B: 90%ACN/0,09%TFA, gradientes lineares: 40-60% de B em 20 min
(XVI e XVII); fluxo: ImL/min; | : 210 nm.

Ac-NTTDKENEVLH-NH, (XVIl)

O perfil cromatogréafico do peptideo bruto esta mostrado na Figura 39 A 140,4 mg
deste peptideo bruto foram purificados por RPHPLC, em coluna Vydac C-18 semi-preparativa,
nas seguintes condi¢fes: solventes A: 0,1% TFA/H,O, solvente B: 60%ACN/TFA em H,0O;
gradiente linear: 15-45% B em 60 min. Foram obtidos 48,48 mg de peptideo purificado (Figura
39B).

Ac-SLAGNSIGLSH-NH, (XIX)
A Figura 40.A mostra o perfil cromatografico do material bruto obtido. 100 mg deste
foram purificados por RP-HPLC nas mesmas condi¢cbes citadas para o peptideo XVIII,
gradiente linear: 20-50%B em 60 min. Obtivemos 61,69 mg de peptideo purificado que foi
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analisado por RP-HPLC empregando-se o mesmo sistema de solventes contendo TFA (Figura
40.B).
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Figura 37: Perfis de RP-HPLC do peptideo XVI bruto (A) e purificado (B).
Condic¢bes experimentais: coluna: Vydac C-18, fluxo: 1ml/min; solvente A: 0,1% TFA/H:0, solvente
B: 60% ACN/0,09% TFA em H:O; gradientes lineares: 5-95% de B em 30 min (A), 40-60% de B em
20 min (B). (Abs = absorbéncia)
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Figura 38: Perfis de RP-HPLC do peptideo XVIl bruto (A) e purificado (B).
Condigbes experimentais: coluna: Vydac C-18, fluxo: 1ml/min; solvente A: 0,1% TFA/H:0, solvente
B: 60% ACN/0,09% TFA em H:0; gradientes lineares: 5-95% de B em 30 min (A), 40 - 60% de B em
20 min (B). (Abs = absorbéancia)
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Figura 39: Perfis de RP-HPLC do peptideo XVIII bruto (A) e purificado (B).
Condicboes experimentais: coluna: Vydac C-18, fluxo: 1ml/min; solvente A: 0,1% TFA/H:20, solvente
B: 60% ACN/0,09% TFA em H:O; gradientes lineares: 5-95% de B em 30 min (A), 20-40% de B em
20 min (B). (Abs = absorbancia)
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Figura 40: Perfis de RP-HPLC do peptideo XIX bruto (A) e purificado (B).
Condicboes experimentais: coluna: Vydac C-18, fluxo: 1ml/min; solvente A: 0,1% TFA/H:20, solvente
B: 60% ACN/0,09% TFA em H:O; gradientes lineares: 5-95% de B em 30 min (A), 20-40% de B em
20 min (B). (Abs = absorbancia)

4.3.2. Comentarios importantes

a) Delegao em sintese de peptideos em fase sélida
A formacdo de peptideos que apresentam dele¢bes de residuos de aminoacidos
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durante SPPS ocorre quando uma reacao de acoplamento ndo se completa, o que leva a
presenca de mais de um grupo amina livre para reagir quando na proxima etapa de
acoplamento. Na reacdo de acoplamento subsequente, esses grupos amina podem ser
acilados, levando ao elongamento das cadeias peptidicas, de forma que uma delas apresenta
delecdo de um residuo e a outra € a desejada, como ocorreu com o Peptideo X.

Isto acontece muito frequentemente na sintese em fase soélida (Stewart & Young,
1984). Quanto maior e mais complexo for a sequéncia do peptideo a ser obtido, maior a
probabilidade de que tais problemas ocorram. Na tentativa de se evitar a formagcdo de
subprodutos que apresentam delecdes de residuos tem sido investigadas varias possibilidades
experimentais de maximizar a eficiéncia dos acoplamentos. Dentre elas pode-se citar a troca
de solvente de reacgéo, a troca do reagente acoplante e o0 aumento de temperatura (Varanda &
Miranda, 1997). Frequentemente, o procedimento adotado nos casos em que os testes de
ninidrina continuam indicando reacao de acoplamento incompleta, mesmo apés duas tentativas
de reacoplamento, tem sido realizada a terminacdo de cadeias em crescimento atraves da
acetilacdo. Este procedimento deve ser empregado com cautela. No caso de peptideos longos,
repetidas acetilagdes podem levar ao ponto em que nenhuma das cadeias peptidicas ligadas a
resina possam mais ser elongadas (Stewart & Young, 1984; Bodanszky, 1993).

Em geral, os peptideos que apresentam delecdo de apenas um residuo sdo quase
impossiveis de serem separados devido a sua enorme similaridade em termos de
comportamento cromatografico. Em nosso caso, fomos bem sucedidos em alguns casos
possivelmente por tratar-se de um peptideo de tamanho médio e pelo fato de adotarmos um
procedimento de purificacdo extremamente criterioso, mesmo se comparado aos geralmente
empregados em laboratorios de sintese de peptideos. Por exemplo, desenhamos os gradientes
a serem empregados, considerando ndo apenas 0 componente majoritario, mas também
levando em conta aqueles contaminantes de comportamentos préximos ao dele. Além disso,
fizemos cortes manuais ao invés de utilizar coletores de fracédo, o que torna a purificacdo muito
mais eficiente. O resultado foi a separacdo eficiente de produtos de comportamento
cromatografico quase que idéntico.

b) Ciclizagao de peptideos através da formagao de pontes dissulfeto

Como ja citado na Introducdo, existem diversos procedimentos de ciclizacdo de
peptideos sintéticos. Obviamente que a sua escolha determina a estratégia a ser empregada
para a construcdo de cadeia peptidica a ser ciclizada, Optamos inicialmente, pela ciclizacao
por oxidacéo de grupos sulfidrilas de cisteinas pelo oxigénio do ar (Rivier et al., 1978) ou por
KsFe(CN)e (Misicka & Hruby, 1994).

A ligacao dissulfeto € um elemento estrutural natural presente em um grande nimero
de proteinas e peptideos nativos. Este tipo de ligacéo posiciona os carbonos alfa dos residuos
de cisteina a uma distancia de aproximadamente 6,5 A (medida obtida por modelagem
molecular). Esta distancia parece favorecer as interagdes intramoleculares caracteristicas de
estruturas beta entre as cadeias laterais dos residuos de aminoacidos vizinhos, sendo portanto,
um elemento de restricdo da conformacgéo dessas moléculas (Creigthon, 1992).

O método de oxidacdo dos grupos sulfidrilas de cisteinas escolhido inicialmente foi
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aguele em que a reacao ocorre em presenca do oxigénio do ar. Como ja citado, tal oxidacao se
caracteriza pela sua simplicidade e por ocorrer em condices muito krandas, proximas as
fisiologicas. Quando necessario, € possivel aumentar a velocidade desta reacdo através do
aumento da temperatura da solucéo de peptideo para 40 - 60°C por algumas horas.

Em presenca de ferricianeto de potassio, que é um oxidante mais forte que o O, do ar,
a reacao de oxidagdo se completa em menos de 2 horas, 0 que se constitui na principal
vantagem deste procedimento. Entretanto, esta ndo € recomendada para a ciclizacdo de
peptideos que possuam triptofano ou metionina em suas estruturas primarias devido a
possibilidade de oxidacdo de suas cadeias laterais (Misicka & Hruby, 1994). Além disso, este
método requer ainda uma etapa adicional de passagem de ~1L da solucao de peptideo por
uma coluna de troca ibnica para a remocao dos ions Fe®", processo este, as vezes, trabalhoso
e demorado.

A eficiéncia das reacdes de oxidacéo por nés realizadas mostrou ser mais dependente
da sequéncia de cada peptideo do que propriamente do método de ciclizacdo empregado.
Alguns peptideos foram eficientemente oxidados por O, do ar, enquanto que para outros o
rendimento de ciclizagdo por Ki;Fe(CN)e foi bastante superior. Em termos de qualidade,
observou-se que a pureza do peptideo bruto obtida pela oxidacdo por O, do ar foi superior
aquela obtida por oxidacdo com Ks;Fe(CN)e. Por esta razdo, testamos condigbes experimentais
alternativas que pudessem levar a melhores rendimentos, ao aumento da qualidade dos
peptideos ciclicos obtidos ou, ainda, a recuperacdo do peptideo por reoxidacéo das sulfidrilas
Wandelan et al., 1989).

E importante esclarecer que embora os peptideos ciclicos contendo ligacdo dissulfeto
sejam bastante estaveis, 0s mesmos estdo sujeitos a possivel degradagcédo por proteases
quando em condi¢bes fisiolégicas, 0 que ndo ocorre com aqueles que possuem ligacao
covalente do tipo lactama (Chorev et al., 1991). Por este motivo, empregamos este tipo de
ciclizagdo para os peptideos VIII e IX. Esta ciclizacdo é feita com o peptideo ainda ligado a
resina e monitorada por um rapido teste de ninidrina. A mesma dispensa a etapa de
concentracao por rota-evaporacdo de grandes volumes de solugbes contendo os peptideos
ciclicos brutos (Felix et al.,1988), que pode levar a perdas e contaminacoes.

c) Separagao entre os dois componentes ainda presentes no peptideo IV purificado
Como ja descrito, o peptideo IV havia sido obtido e purificado por RP-HPLC até a
homogeneidade em sistema TFA. A andlise deste por espectrometria de massas, entretanto,
evidenciou a presenca de um contaminante residual de massa molecular de 1.249, que
corresponderia a um peptideo apresentando delecéo do residuo de asparagina. Da mesma
forma, a analise da composicdo de aminoécidos do hidrolisado do peptideo IV purificado
mostrou que um valor observado para o residuo de asparagina foi muito mais baixo do que o
esperado. Duas estruturas distintas foram também detectadas na analise preliminar do
peptideo IV por "H-RMN, confirmando a presenca de dois componentes distintos no material
purificado. Diante destes resultados, passamos a determinar novas condi¢cdes de RP-HPLC
que possibilitassem a separacao entre o peptideo correto e este contaminante. Apos diversas
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tentativas, fomos bem sucedidos encontrando as seguintes condicfes para a separacdo dos
mesmos a partir de cérca de 4,0 mg de material:

Solventes: Sistema 1 - Solvente A: TEAP (HsPO, 7,73 mL/L; TEA 6,27 mL/L; pH ~2,05
préviamente purificada por passagem cromatografica em uma coluna Vydac C18; Solvente B:
60% ACN/TEAP. Sistema 2 - Solvente A: 0,1% TFA; Solvente B: 60% ACN/0,09% TFA em
H,O.

Gradientes: 15 a 45% de solvente B em 30 min (Sistema 1) e de 30 a 55% de solvente B em 20
min (Sistema 2).

Coluna: Vydac C18 semi preparativa, fluxo de 3 mL/min e comprimento de onda de 220 nm.

Os dois componentes foram separados e analisados individualmente por RP-HPLC
(Esquema 5; Figura 21).

Os dados da composicdo de aminoacidos estdo mostrados na Tabela 16 e
demonstraram que o contaminante V era o peptideo desejado IV e que apresentava delecao de
um residuo de asparagina.

Mesmo nestas condi¢des, devido a pequena quantidade de peptideo disponivel, ndo
foi possivel obter o peptideo V com grau de pureza superior a 86,0%. IV e V foram testados
separados e em conjunto quanto as atividades mitogénicas.

Tabela 16: Composigdo de aminodcidos nos peptideos V e IV
Peptideo V: Asn/Asp: 0,00 (1,0); Glu: 1,00 (1,0); Phe:0,76
(1,0); His: 1.07 (1,0); Lys: 2,55 (3,0); Cistina: 0,54 (1,0).
Peptideo IV: Asn/Asp: 0,56 (1,0); Glu: 1,00 (1,0); Phe:0,61
(1,0); His: 0,97 (1,0); Lys:2,72 (3,0); Cistina: 0,4 (1,0).

Os valores obtidos foram normalizados em relagdo ao valor encontrado para o
residuo mais estavel da sequéncia (nestes casos, Glu, presente em todos os
peptideos analisados).

d) Analise de aminoacidos

Os valores muito inferiores ao esperado para o residuo de lisina, particularmente em
fracOes provenientes da purificacdo dos peptideos XV (fracédo secundaria) e VIl (fragcbes 2 e 3),
nos levaram a suspeitar que poderia ter ocorrido dele¢des deste residuo nos peptideos, o que
foi confirmado posteriormente por espectrometria de massas.

Os resultados da andlise de V e IV, separados por RP-HPLC, comprovam que 0s
valores extremamente baixos obtidos anteriormente para o residuo de asparagina no peptideo
IV eram devidos a contaminacdo com V, que ndo possui este residuo em sua sequéncia
(Tabela 16). Os valores encontrados para este residuo no peptideo IV, mesmo apos o
processo de separacdo, ainda continuaram mais baixos do que o esperado, o que deve ser
devido ao fato de que 0 mesmo ainda contém o seu contaminante.

Como pode ser observado nos resultados das andlises da composicdo molar de
aminoacidos nos peptideos mostrados acima, de maneira geral os residuos Glu/GIn, Asn/Asp e
Lys apresentaram valores baixos em relacdo aos esperados.

A hidrdlise acida com HCI 6N degrada os residuos de Met, Cys e Trp e, por isso, foram
obtidos baixos valores para Met e Cys e ndo foi detectado o Trp. Nas condi¢des experimentais
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empregadas também ocorrem perdas parciais de Tyr e Ser.
Cientes dessas limitacdes do método empregado, também caracterizamos 0s
compostos obtidos por espectrometria de massas.

e) Espectrometria de massas

A interpretagdo dos resultados de espectrometria de massas requer alguns
conhecimentos anteriores sébre as caracteristicas da amostra analisada e sdbre o método
empregado para a analise. A presenca de mais de um pico do ion molecular em um espectro
de um peptideo ciclico bruto pode indicar a presenca ndo somente de monémeros ciclicos,
mas também de mondémeros lineares, dimeros, oligdbmeros e de contaminantes de outra
natureza. A presenca de Vvarios picos em um espectro de um peptideo cromatograficamente
homogéneo (pelo menos em dois sistemas de solventes diferentes) pode, por outro lado, ser
decorrente de diferentes ionizagbes do mesmo composto: M, M+H', M+2H", M'+nH",
M*+Na’, M*+2Na’, etc. E o que ocorre quando se utiliza espectrometria de massas por
eletrospray (ESI-MS; Siuzdak, 1996).

De posse destes conhecimentos e por andlise das diferencas de massas entre dois
picos, identificamos os produtos desejados e boa parte de seus contaminantes.

Em relacédo aos peptideos acima, no caso especifico da fracdo secundaria do peptideo
XV, a diferenca entre a massa esperada (1546,1) e a observada (1418,4) corresponde
exatamente & massa de um residuo de lisina ( 146 - 1 Hdo N alfa - 10H do C alfa= 128). Os
picos ion moleculares dos peptideos determinados por espectrometria de massa foram os
seguintes: Peptideo V: 1249,0 (1249,0), Peptideo 1V: 1361,2 (1361,0) e Peptideo IX: 1352,0
(1355,5). O espectro do peptideo V mostra o ion molecular correspondente a ele e evidencia a
presenca de um componente Unico e isolado da mistura. O ion molecular correspondente ao IV
mostra que este é o componente majoritario, pois 0 seu contaminante aparece em uma
propor¢cdo bem menor do que aquela detectada.

4.4. CARACTERIZAGCAO BIOLOGICA DOS PEPTIDEOS SINTETICOS

4.41. Atividade mitogénica dos peptideos sintéticos

Os ensaios de atividade mitogénica sdo de longa duracdo (~7 dias), bastante
complexos e de dificil controle. Por esta razéo, os resultados podem apresentar uma grande
variablidade. A simples mudanca do lote de soro bovino fetal ou de algum reagente ou mesmo
o0 uso de diferentes aliquotas de células leva a variagdes na resposta celular.

Para controlar tal variabilidade, utilizamos diversos controles para cada experimento e
estabelecemos procedimentos rigidos de cultivo, manutencgéo, repique e utlizacdo de culturas
provenientes de uma mesma aliquota de células (no maximo por 2 meses consecutivos). Além
disso, durante os ensaios, tivemos o cuidado de adicionar as células cada uma das solucdes
de peptideo, em concentrac¢des variaveis e em duplicata ou triplicata.

A variabilidade observada entre os resultados dessas duplicatas ou triplicatas, em
cada um dos ensaios, foi de ~20%, mesmo quando as condi¢cdes experimentais foram
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totalmente controladas. Os resultados obtidos em cada ensaio foram analisados
separadamente, sem célculos estatisticos. O conjunto de dados obtidos nas repeticbes dos
testes forneceu uma tendéncia de comportamento de um peptideo quanto a sua atividade
(inibicdo, ativagéo ou nenhum efeito) em relacdo aos fibroblastos empregados. Por esta razéo,
a atividade mitogénica observada para um peptideo (ou grupo de peptideos sintéticos) estao
apresentadas na forma de graficos que mostram a curva de dose versus resposta obtida em
um Unico experimento representativo do conjunto de testes realizados (sem quaisquer célculos
do grau de disperséo de cada ponto).

Um panorama geral dos resultados das atividades biologicas dos peptideos sintéticos
testados estd mostrado na Tabela 17. Os detalhes e comentarios sobre os resultados séo
apresentados a seguir.

Tabela 17: Resumo dos resultados dos ensaios de atividade mitogénziga (A) e da mgdida das capacidades de

ligagao a resina de HEP-Sepharose (B) e de inibicdao da ligacao de 2| hFGF-1 e "**hFGF-2 aos receptores
celulares (C).

A B C
Peptideo Seqiiéncia (EDso uM) [NaCl] (M) IDso (uM)
I Ac-HAEKNWF-NH, inativo (>200) ND >1000
1 Ac-SKKHAEKNWF-NH, inativo (>200) 0,41 >1000
[\ c (1-5) [Ac-CKKHCEKNWF-NH,] ativo (50) 0,39 ~30
\' c(1-5) [Ac-CKKHCEKWF-NH,] ativo (<100) ND ND
VI Ac-SKKHA-NH, inativo (>200) ND ND
VII c(1-5) [Ac-CKKHC-NH;] inativo (>200) ND ND
Vi c(6-14) [Ac-SKKHAEKNWEFVGLKK-NH, ND ND ND
IX c(1-5) [Ac-DKKHXEKNWF-NH, inativo (>200) ND ND
I Ac-WEFVGLKKNGSSKRGPRT-NH, ativo (60) 0,73 ~30
X Ac-WFVGLK-NGSSKRGPRT-NH, ativo (<100) 0,64 ~15
XVI Ac-WFVGLKANGSSKRGPRT-NH, ativo (60) ND ND
XVII Ac-WFVGLAKNGSSKRGPRT-NH, ativo (60) ND ND
Xl Ac-WFVGLPSKR-NH, inativo (>200) 0,51 >1000
Xi C(4-7) [Ac-WFVCLPCKR-NH, ativo (30) ND ND
Xl c(3-7) [Ac-WFCGLPCKR-NH; inativo (>200) ND ND
Xiv Ac-WFVGLPSKRGPRT-NH, inativo (>200) 0,41 >1000
XV c (3-13 [Ac-WFCGLPSKRGPRC-NH, ativo (120) ND ND
Xvir' Ac-NTTDKENEVLH-NH, inativo; inibe FGF-2° ND >100
xix* Ac-SLAGNSIGLSH-NH, inativo (>1000)? ND >100

Os valores de EDs, foram determinados a partir de curvas dose versus resposta da incorporagéo de timidina tritiada no DNA de
fibroblastos Balb/c 3T3, clone A-31, estimulados com diferentes concentragées de cada peptideo (segundo protocolo descrito por
Armelin e col, 1973). Os peptideos XVIIl e XIX foram pré-incubados com FGF-1 ou FGF-2 (2 ng/mL) (Oyama et al., 1999). A
capacidade de ligagdo a heparina-Sepharose esta expressa em termos de concentracdo de NaCl necessaria para eluir o

peptideo da coluna (1,5 M NaCl para eluir 2 ng de FGF-1). Os valores de IDs foram determinados a partir dos ensaios de

inibigdo da ligagdo de I"® [FGF-1] (Kan e col., 1991)." - peptideos derivados do FGFR ; ? - atividade mitogénica determinada pela
adicdo dos peptideos sozinhos ou pré-incubados com hFGF-1 ou hFGF-2 a cultura de células; ND — nao determinado.

a) Atividade mitogénica dos peptideos sintéticos derivados do sitio 2 do hFGF-1

Peptideos Il e llI:

Os peptideos Ac-HAEKNWF-NH, (ll) e Ac-SKKHAEKNWF-NH, (lll) foram testados
repetidas vezes quanto as suas atividades, utilizando-se as mesmas preparacées de peptideos
diluidos em PBS na presenca ou auséncia de albumina e descongelando-se lotes diferentes da
mesma célula. A realizacdo destes ensaios repetidas vezes permitiu constatar que, de fato,
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existe uma variabilidade inerente a propria célula relacionada com o tempo de cultura, ainda
gue elas sejam mantidas nas mesmas condicdes e utilizando-se 0 mesmo protocolo. Assim, 0
conjunto de resultados foi analisado, como mencionado acima, sem calculos estatisticos, e
forneceu uma tendéncia média de comportamento quanto a atividade mitogénica desses
peptideos. Conforme mostrado na Tabela 17, os resultados obtidos nesses ensaios
demonstraram que esses peptideos ndo sdo mitogenicamente ativos e nao inibem a atividade
do FGF-1 na faixa de concentracdo empregada (0-200mw).

Peptideos | e X:

Os experimentos com os peptideos Ac-WVFGLKKNGSSKRGPRT-NH, (I) e Ac-
WFVGLKNGSSKRSKRGPRT-NH, (X), que foram testados numa faixa de concentracdo de O a
200 ug/mL, estdo mostrados na Figura 41.

A resposta mitogénica do peptideo | atingiu 19% quando este foi adicionado a cultura
de células na concentracédo de 200 ug/ml (correspondentes a 102,4 nM do peptideo). O hFGF-
1 usado como controle, na concentacdo de 10 ng/mL (correspondentes a 6 x 10 mM de FGF-
1), exibiu uma porcentagem de resposta de 9,7%. Concluimos, portanto, que este peptideo era
de fato ativo, confirmando o resultado descrito anteriormente (Oyama et. al.,1996). Exibindo um
EDs, de aproximadamente 60 nM, este peptideo | passou a ser uma referéncia nos ensaios de
atividade mitogénica que se seguiram (Tabela 17).

O peptideo X, um analogo que apresenta delecdo de uma lisina em relacdo ao
peptideo I, mostrou ser também capaz de induzir a sintese de DNA em cultura de fibroblastos
em niveis comparaveis aqueles exibidos por I: uma resposta de 12,4% quando a concentragao
foi de 100 ug/mL (correspondentes a 55 M do peptideo X). O peptideo X alcancou um platd de
atividade maxima a partir desta concentracdo, sendo a amplitude de resposta mitogénica,
porém, muito menor do que a exibida pelo peptideo | (Tabela 17). Este resultado é bastante
interessante, pois indica que apenas um dos residuos de Lys presentes é suficiente para a
atividade, possibilitando o envolvimento de um desses residuos nas ciclizagdes.

Tendo em vista que o peptideo | foi capaz de ligar-se a coluna de heparina-Sepharose
(Oyama et al.,, 1996) mas nao teve sua atividade mitogénica potenciada por heparina,
resolvemos testar a atividade mitogénica do seu analogo, o peptideo X, em presenca de
heparina 10 ng/mL. Os resultados deste teste estdo mostrados na Figura 42. Estes sugerem
gue a heparina potencia a atividade mitogénica exibida pelo peptideo X em concentracfes
menores do que 30 ng/mL do mesmo. Na mesma faixa de concentracdes de peptideo, a
atividade de | ndo é potenciada significativamente. Essa diferenca pode ser devida ao fato de
que o peptideo X (des [Lys]-Pep I) ndo apresenta uma das lisinas da sequéncia [...LKKN..]
presente no peptideo I. No FGF-1 este residuo € descrito como envolvido na ligacdo a heparina
(Thompson et al. 1994).
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Figura 41: Curva dose versus resposta da
atividade mitogénica dos peptideos | e X sobre
fibroblastos Balb/C 3T3, clone A31. Os valores
sdo expressos em % R e correspondem a
atividade mitogénica dos peptideos em relagao
aquela observada com FCS 10% (100 de %R). O
FGF1 usado como controle apresentou uma
atividade de 10,3 de % R na concentracdo
utilizada (10 ng/mL).

Figura 42: Curva dose versus resposta da atividade
mitogénica dos peptideos | e X sbbre fibroblastos
Balb/C 3T3, clone A31, na presenga de 10 ng/mL de
heparina. Os valores sdo expressos em % R e
correspondem a atividade mitogénica dos peptideos
em relagdo aquela observada com FCS 10% (100 de
%R). O FGF1 usado como controle apresentou uma
atividade de 10,3 de % R na concentragéo utilizada
(10 ng/mL).

Peptideos I, lll, IV, X, Xl e XIV:

Os resultados dos ensaios de atividade mitogénica dos peptideos I, I, IV, X, Xl e XIV
estao representados em conjunto no grafico da Figura 43. Podemos observar que, na faixa de
0-200nmM, o peptideo c(1-5)[Ac-CKKHCEKNWF-NH;] (IV) apresentou uma atividade mitogénica
similar (EDs, ~60 nM) a do peptideo | de referéncia. Na mesma faixa de concentracdes, o seu
analogo linear peptideo Ac-SKKHAEKNWF-NH, (lll), mostrou ser totalmente inativo. Tais
resultados se mostraram bastante intrigantes, pois os peptideos Il e IV apresentam uma
similaridade estrutural entre si no que diz respeito ao “core” hidrofébico WF[V] (considerado
como essencial para a atividade do peptideo I; Oyama et al., 1996). A andlise conformacional
tedrica do peptideo Il mostrou que este era mais flexivel que o ciclico (V), o que poderia
explicar o fato de o mesmo nado ser ativo. Por outro lado, as conformacbes preferenciais
adotadas pelo peptideo ciclico IV nas simulacdes feitas por modelagem molecular, foram muito
semelhantes aquela assumida pelo fragmento correspondente na proteina nativa. A restricao
conformacional imposta pela ciclizacdo deste peptideo parece ter sido eficiente no
posionamento correto do par de lisinas (KK) em relacdo ao “core” hidrofébico (WF) o que,
provavelmente, é importante também para a ligagdo com os receptores celulares.

Podemos observar ainda que a atividade do peptideo X (que ndo possui um residuo
de Lys) foi bem menor, demonstrando que as duas lisinas adjacentes (KK) sdo essenciais para
a atividade do peptideo de referéncia (peptideo I).

A Tabela 17 e a Figura 43 mostram que os peptideos Ac-WFVGLPSKR-NH; (XI) e Ac-
WFVGLPSKRGPRT-NH; (XIV) sdo essencialmente inativos. A delecdo do fragmento KKNGS e
simultanea substituicdo deste por um residuo de prolina que, sob o ponto de vista €drico,

posicionam, adequadamente, os residuos K*’R*® proximos ao “core” hidrofébico, ndo foram na
pratica bem sucedidos.
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Em resumo, estes resultados sugerem que: 1) o par de residuos de lisina (K°K’) ndo é
mimetizado por outro de mesma carga K*’R*?; 2) o fragmento KKNGS, presente nos peptideos
I e X, tem uma funcéo estrutural que ndo é mimetizada pela prolina, 3) que ndo sé a presenca
do “core” hidrofébico WF(V), mas também o seu posicionamento espacial € importante para a
atividade mitogénica de peptideos da Regido 2 do hFGF-1.

70

60 /
o 50 /
£
.8 40 ——1 | |
é; —o—1I
2 3 A
g —8—X
2 L —A—XI
& XNV
Q
14
10 4
/‘}A_’_i — A
ol T

e T

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
Concentragao de peptideo (UM)

Figura 43. Curvas dose versus resposta da atividade
mitogénica dos peptideos I, lll, IV, X, XI e XIV
sébre fibroblastos Balb/C, clone A-31. Os
valores sé&o expressos em %R e correspondem
a atividade mitogénica dos peptideos em
relacdo aquela observada com FCS 10%
(100% R).

Os resultados representados na Figura 44 indicaram que as atividades mitogénicas
dos peptideos Ac-WFVGLKKNGSSKRGPRT-NH, (I) e ¢(1-5)[Ac-CKKHCEKNWF-NH,] (IV) séo
semelhantes entre si, sendo estas parcialmente somadas quando estes compostos séo
adicionados simultdneamente as células. Portanto, o peptideo | e IV devem ser agonistas do
FGF-1 humano capazes de induzir a incorporacao de timidina no DNA das células empregadas
provavelmente, através da ligacdo aos mesmos receptores celulares.

Finalmente, a Figura 45 mostra os resultados de atividade mitogénica obtidos para os
dois componentes separados que coexistiam no material purificado em ACN/TFA referente ao
peptideo IV (descrito em sintese dos peptideos em fase sélida da secdo anterior). Fica claro
gue a atividade mitogénica descrita para este material era devida ao componente ciclico com a
sequéncia priméaria correta. Como se pode observar, 0 componente que apresenta delecao de
um residuo de asparagina, o peptideo c(1-5)JAc-CKKHCEKWF-NH;] (V), ndo exibe sézinho
uma atividade mitogénica significativa sobre as células. Estes resultados: a) demonstram que o
residuo de asparagina é essencial para a atividade mitogénica do peptideo IV; b) sugerem que
a presenca deste residuo pode auxiliar na manutencdo do distanciamento correto do par de
lisinas (KK) a uma distancia apropriada do “core” hidrofébico constituido pelos residuos de
triptofano e fenilalanina (WF) como foi sugerido anteriormente por nos (Kiyota et al., 1997): a
alteracdo do passo da cadeia peptidica provocada pela auséncia da aparagina leva a uma
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alteracdo do posicionamento das cadeias laterais dos residuos essenciais para a atividade
mitogénica.
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Figura 44. Curvas dose versus resposta da Figura 45. Curvas dose versus resposta da

incorporagéo de timidina tritiada (com) no DNA incorporagao ce timidina triciada (cpm) no DNA
de fibroblastos Balb/c 3T3, clone A-31, de fibroblastos Balb/c 373, clone A-31,
estimulados com diferentes concentragbes dos estimulados com diferentes concentragbes dos
peptideos | e IV separadamente e com a peptideo IV e seu contaminante V, adicionados
mistura de ambos em concentragées iguais. separada ou simultaneamente na proporgdo de

1:1 a cultura de células. FGF-1 (1,0 ng/mL,
7251cpm) e PBS (2229 com).

Peptideos Xl, Xll e XIII:

Os peptideos ciclicos c(4-7) Ac-WFVCLPCKR-NH, (XII) e (3-7)Ac-WFCGLPCKR-NH,
(XINI) foram testados em comparacdo com o analogo linear Ac-WFVGLPSKR-NH, (XI) (Figura
46). Podemos observar que apenas o ciclico Xll mostrou ser mitogénico (EDs, ~30 nM, Tabela
17). Se comparada a sua atividade com as aquelas dos outros peptideos ativos obtidos por nds
(1 e 1IV), pode-se dizer que este € um agonista do hFGF-1 ligeiramente mais potente.
Provavelmente, o posicionamento dos residuos WF em relagdo a KR parece ser também
adequado para a ativacdo de uma resposta celular.

Peptideos XIV e XV:

A Figura 47 mostra os resultados de atividade mitogénica obtidos para o peptideo
ciclicoc(3-12) Ac-WFCGLPSKRGPRC-NH; (XV) em comparacéo com o seu andlogo linear Ac-
WFVGLPSKRGPRT-NH, (XIV). O peptideo XV mostrou ser mitogénico em concentracoes
superiores a 50 nmM. A atividade exibida por este peptideo foi crescente na faixa de 50 a 200
mM, apesar de baixa (EDs, 120 mM, Tabela 17). Por outro lado, o analogo linear (peptideo XIV)
se mostrou essencialmente inativo. Estes resultados sugeriram que a orientacdo do anel
formado em uma ciclizagdo possa também ser fundamental para o posicionamento correto dos
residuos essenciais para a atividade. Provavelmente, como era desejado e ocorreu com 0
peptideo Xll, a ciclizacdo do peptideo XV restringiu a conformacdo de modo a melhor
posicionar os residuos essenciais a expressao da atividade mitogénica em termos de distancia
e orientacgéo relativas.
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Peptideos IX e lll:

Os resultados dos ensaios de atividade mitogénica realizados com o componente
isolado e caracterizado por espectrometria de massas como sendo o peptideo c(1-5)Ac-
DKKHdbuEKNWF-NH, (IX) desejado foram reprodutiveis e demostraram que este e 0 seu
analogo linear correspondente Ac-SKKHAEKNWF-NH, (lll) ndo eram ativos na faixa de
concentracdo testada (Tabela 17). Foram obtidos valores basais de contagem de
radioatividade e, por isso, ndo mostramos a curva dose-resposta obtida. Como ja descrito, o
peptideo IX foi concebido como um anélogo de IV que deste diferia apenas quanto ao tipo de
restricdo conformacional introduzida: uma ligacdo lactama que o tornaria quimicamente mais
estavel do que o IV.
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Figura 46. Curvas dose versus resposta da Figura 47. Curvas dose versus resposta da

incorporagéo de timidina tritiada (com) no DNA de
fibroblastos Balb/c 3T3, clone A-31, estimulados com
diferentes concentragées dos peptideos X, Xill e XI.
FGF-1 (1,0 ng/mL- 9389 cpom). PBS - ( 1990 cpm).

incorporagdo de timidina tritiada (com) no DNA de
fibroblastos Balb/c 3T3, clone A-31, estimulados com
diferentes concentragbes dos peptideos XV e XiV.
FGF-1 (1,0 ng/mL- 7251 cpm) . PBS (2229 cpm).

Peptideos XVI e XVII:

Os peptideos Ac-WFVGLKANGSSKRGPRT-NH, (XV1) e Ac-
WFVGLAKNGSSKRGPRT-NH, (XVII) foram sintetizados como analogos do peptideo | e
apresentam substituicio de uma das lisinas adjacentes (K°K’) por alanina. Os ensaios de
atividade mitogénica com estes peptideos poderiam fornecer novos esclarecimentos sobre os
requisitos estruturais necessarios para esta atividade em peptideos derivados dessa regido da
proteina. Os testes de atividade mitogénica realizados mostraram que estes compostos exibem
atividades comparaveis aquela exibida por | (EDs, ~60 nM, Tabela 17 e Figura 48). Estas
atividades foram maiores do que a exibida pelo peptideo X, que apresenta delecdo de uma das
lisinas. Estes resultados sugerem que, mantida a orientacdo relativa dos outros residuos na
sequéncia (passo da sequéncia peptidica) apenas uma das lisinas adjacentes do peptideo | é
essencial para a sua atividade mitogénica.
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Figura 48. Curvas dose versus resposta da incorporagao de
timidina tritiada (com) no DNA de fibroblastos Balb/c 3T3,
clone A31, estimulados com diferentes concentragbes dos
peptideos XVl e XVII. FGF-1 (1,0 ng/mL- 7251 cpm) .

PBS (2229 cpm).

b) Determinacao da atividade dos peptideos derivados da seqiiéncia primaria do dominio
DIll do FGFR1-b

Os ensaios de atividade mitogénica dos peptideos Ac-NTTDKENEVLH-NH, (XVIII) e
Ac-SLAGNSIGLSH-NH; (XIX), que possuem sequéncias derivadas do dominio extracelular DIlI
da isoforma 1b do FGF (FGFR-1b), foram realizados na auséncia e em presenca de hFGF-1 (2
ng/mL) utilizando culturas de fibroblastos Balb/c 3T3, clone A31, semi-confluentes. Sozinhos,
estes peptideos ndo foram capazes de induzir a incorporacao de timidina triciada no DNA de
fibroblastos A31 sub-confluentes. As contagens de radioatividade obtidas para concentracdes
de peptideo que variaram de 0 a 100 uM foram muito proximas aquela obtida pelo controle
negativo (PBS). Esses resultados demonstraram que 0s mesmos ndo sao mitogénicos no
intervalo de concentragfes testado. Por isto, ndo sdo apresentados graficos dose-resposta.

VariacBes no protocolo experimental de determinacdo da atividade mitogénica foram
também testadas (Oyama et al., 1999). Inicialmente, adicionamos cada um destes peptideos e
0 hFGF-1 a cultura de células simultaneamente. Os resultados obtidos mostraram que, ainda
assim exibiram atividades mitogénicas muito pouco significativas. Devido a este fato e a
conhecida alta afinidade do hFGF-1 pelos seus receptores celulares, concluimos que o efeito
inibitério esperado néo foi verificado por causa da adicdo simultanea hFGF-1 e peptideo a
cultura de células. Sendo assim, pré-incubamos estes peptideos em diferentes concentragdes
com os hFGF-1 e hFGF-2 (2,0 ng/mL), por 15 min a 37°C antes de suas adi¢des a cultura de
fibroblastos. A Figura 49 mostra um claro efeito inibitério do peptideo XVIII nas atividades
mitogénicas tanto do FGF-1 quanto do FGF-2, com discreta preferéncia pelo segundo. Nas
mesmas condic¢des, o peptideo XIX ndo apresentou qualquer efeito inibitério na atividade das
duas proteinas (Figura 50).
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Figura 49. Curvas dose versus resposta da Figura 50. Curvas dose versus resposta da
incorporagdo de timidina tritada no DNA de incorporagdo de timidina tritada no DNA de
fibroblastos Balb/c 3T3, clone A-31, estimulados com fibroblastos Balb/c 3T3, clone A-31, estimulados com
diferentes concentragbes do peptideo XVIIl pré- diferentes concentragbes do peptideo XIX pré-
incubado) com FGF-1 (2 ng/mL-34820 cpm) ou com incubado com FGF-1 (2 ng/mL-22012 cpm) ou com
FGF-2 (2 ng/mL- 48241 cpm). FGF-2 (2 ng/mL- 20187 cpm).

4.4.2. Ensaios de incorporagao de BrDU com os peptideos | e IV

As atividades mitogénicas exibidas por | e IV foram corroboradas por resultados de
ensaios de incorporagéo de BrDU no DNA dos fibroblastos. Como ja descrito, a quantificacao
desta incorporacéo foi conseguida através da analise das células tratadas com os peptideos,
em microscopio de fluorescéncia, 0 que nos possibilitou determinar a percentagem de células
marcadas com anti-BrdU-FITC.

Podemos observar pelos resultados da Tabela 18, que os peptideos | e IV (200
ng/mL) foram capazes de estimular células sub-confluentes carenciadas a entrarem na fase S
do ciclo celular com incorporacéo de BrDU em seus DNAs. As células que foram estimuladas
pelos peptideos foram reveladas apés o tratamento com anti-BrdU-FITC e contadas. Os
resultados de atividade mitogénica estao expressos em porcentagens das células que entraram
em fase S apoés cada tratamento e a poténcia dos mesmos em relagéo ao controle ndo tratado
com peptideo e lavado com PBS.

Tabela 18: Incorporagao de BrdU no DNA de fibroblastos A-31 estimulados
com os peptideos lll e VI: Imunofluorescéncia indireta

Tratamento % de nucleos Tratado/
marcados* Controle lavado
| 6,5 4,3
v 9,8 6,5
FGF-1 8,0 5,3
FCS 10% 76,7 51,1
Controle lavado 1,5 -

* Cerca de 1000 células foram observadas para cada tratamento, escolhendo-se campos
microscopicos ao acaso.
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4.4.3. Ensaios de inibigdo da ligagdo do '*I-HFGF-1 aos seus receptores celulares em
presencga dos peptideos sintéticos

a) Peptideos derivados da sequéncia primaria do hFGF-1:

A capacidade dos peptideos I, lll, IV, X, XI e XIV de inibir a ligacdo dos *°I-hFGF-1 e
12’ hFGF-2 aos receptores presentes nos fibroblastos 3T3 de camundongos Balb/C, clone A
31, foi também determinada. A atividade especifica do '*°I-FGF-1 obtido pela iodinaco do
FGF-1 humano recombinante ficou entre 39.000-53.000 cpm/ng e a dose desta proteina a ser
empregada nos ensaios foi determinada previamente, conforme descrito na se¢cado de Materiais
e Métodos. As doses sub-saturantes de ‘*°l-FFGF-1 determinadas em cultura de fibroblastos
variaram em torno de 18 a 20 ng/mL.

Os resultados obtidos nestes ensaios estdo mostrados na Tabela 17 (coluna C). Como
se pode observar, o peptideo IV foi capaz de inibir a ligacdo do '*°I-FFGF-1 aos receptores
celulares presentes nos fibroblastos. Assim como o peptideo | de referéncia, este apresentou
um IDs, de ~30 mM. O mesmo néo ocorreu com os peptideos lll, XI e X1V, corroborando o dado
de que eles ndo sao mitogénicos.

O peptideo X, por outro lado, embora apresentando uma atividade mitogénica muito
baixa, foi capaz de também inibir, de forma significativa, a ligacdo do '*I-FGF-1 aos seus
receptores celulares (IDs, ~15 mM). Como foi dito anteriormente, a Unica diferenga estrutural
deste analogo em relacdo ao peptideo de referéncia (1) é a auséncia de uma lisina (K’).

Apesar de resultantes de medidas indiretas, os dados acima sugeriram que I, IV e X
podem estar competindo com os FGF-1 e —2 humanos pela ligacdo aos FGFR-1b presentes
nos fibroblastos empregados.

b) Peptideos XVIIl e XIX derivados do dominio DIl do receptor FGFR-1b

Investigamos também se os peptideos XVIII e XIX eram capazes de inibir a ligacdo do
hFGF-1 e hFGF-2 aos receptores celulares presentes nos fibroblastos 3T3 de camundongos
Balb/C, clone A3l. Esta investigacdo era dispensavel, mas decidimos fazé-la apenas para
confirmar os resultados descritos no item 4.4.1.b.

As atividades especificas dos "I -FGF-1 e '*°| -FGF-2 obtidos pela iodinacdo dos
FGF-1 e FGF-2 humanos recombinantes foram de ~39.000 cpm/ng e ~13.000 cpm/ng,
respectivamente. As doses sub-saturantes destas proteinas marcadas foram determinadas
previamente em culturas das mesmas células tal como descrito em Materiais e Métodos. A
dose sub-saturante do ***| -FGF-1 assim obtida foi de 18,0 ng/mL, enquanto que a do **°| -FGF-
2 foi de 17,8 ng/mL. Como controle, as ligacGes inespecificas foram também determinadas
incubando-se "*’I-FGF-1 (18,0 ng/mL) em presenca de 2 ng/mL de FGF-1 ndo marcado e, da
mesma forma, incubando-se ***l-FGF-2 (17,8 ng/mL) em presenca de 2 ng/mL de FGF-2 n&o
marcado. O valor obtido foi subtraido de todos os encontrados nos ensaios de competicao.

Como esperado, os resultados de IDs, obtidos nesses ensaios foram sempre
superiores a 100 nM (Tabela 17).

Comparando-se os resultados obtidos com estes dois peptideos e os dados descritos
na literatura a respeito dos dominios de cada um dos componentes envolvidos na interacédo
entre FGF-FGFR-HEP (Oyama et al., 1997; Digabriele et al., 1998; Venkataraman et al., 1999;
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Wang et al., 1999) e tendo em vista: 1) o fato de que as sequéncias primarias destes peptideos
se originam de regides distintas do dominio DIl do receptor FGFR-1 b (XVIII e XIX possuem
sequéncias primarias relacionadas as das alcas DE e FG do receptor, respectivamente); 2) o
fato de que estas alcas foram sugeridas como os provaveis dominios do receptor que ligam o
sitio 2 dos FGF (Gray et al., 1993, Bottaro et al., 1993; Kan et al., 1996; Oyama et al., 1999); 3)
apesar de o sitio 2 ser um sitio secundario de ligacdo ao receptor e, portanto, possuindo muito
menor afinidade pelo receptor do que o sitio primario (Sitio 1, cuja afinidade foi 250 x maior do
gue a sitio 2, Springer et al., 1994), este sitio 2 parece estar envolvido com as especificidades
dos diferentes FGFs em ligar, especifica e seletivamente, determinada isoforma de FGFR
(Blaber et al., 1996); de outro lado, o dominio das diferentes isoformas de FGFR que ligam
especificamente determinados FGFs parece estar localizado no DIl (Gray, 1993, Bottaro, 1993;
Kan et al., 1996). Estes fatos poderiam explicar a baixa capacidade inibitéria do peptideo XVIII
e sua baixa afinidade pelos FGF-1 e 2. Ja o fato de que o peptideo XIX é inativo enquanto o
XVIII inibe mais especificamente o FGF-2 parece ser indicativo de que a interacdo entre esta
proteina e o receptor poderia estar ocorrendo em uma orientacdo espacial que envolve o loop
DE do FGFR como no modelo de interagdo recentemente proposto para o FGF-2 e 0 seu
receptor (Venkataraman et al., 1999).

4.4.4. Ensaio de ligagdao dos peptideos I, lll, IV, X, XI E XIV a coluna de heparina-
sepharose

Como foi dito anteriormente, os FGFs apresentam uma grande afinidade a heparina.
Essa propriedade tem sido utilizada para a purificacdo dos mesmos em colunas de HEP-
Sepharose (Shing et al., 1984). Os dominios de ligacdo do hFGF-1 a heparina estariam
localizados na regido que contém o Sitio 2 desta proteina (Pantoliano et al., 1994, Imamura et
al., 1995, Sieber & Moe, 1996). Assim, alguns dos peptideos derivados dessa regido da
proteina sintetizados neste projeto foram testados quanto as suas afinidades pela heparina
através de medidas da capacidade de ligacéo a colunas de HEP-Sepharose.

Os peptideos testados foram: Ac-WFVGLKKNGSSKRGPRT-NH, (I), Ac-
SKKHAEKNWF-NH, (lll), ciclo(1-5)[Ac-CKKHCEKNWF-NH,] (IV), des-Lys-[Il] (X), Ac-
WFVGLPSKR-NH, (XI) e Ac-WFVGLPSKRGPRT-NH, (XIV). As concentragcbes de NaCl
necessarias para a eluicdo desses peptideos foram determinadas a partir da curva padrédo de
NaCl e os resultados estdo mostrados na Tabela 17.

Foi observado que 1 ml da resina heparina-Sepharose inchada é capaz de ligar cerca
de 2 mg de hFGF-1, sendo este eluido da coluna somente quando se emprega solucdes de
NaCl/Tampéo fosfato 10 mM, pH 7,2, contendo NaCl em concentracdes superiores a 1,5 M. Ja
0s peptideos testados séo eluidos com solucdo de concentracdes de NaCl inferiores a 1 M. Em
outras palavras, os resultados demonstraram que I, lll, IV, X , XI e XIV possuem uma certa
afinidade por heparina que, entretanto, € menor que a do hFGF-1.

Esta baixa afinidade pode ser explicada pelo fato de que os mesmos possuem
residuos basicos, mas ndo possuem todos os residuos importantes para a ligacdo com tal
polianion.

E interessante notar que os peptideos | e X tem afinidade maior pela resina quando

89



Sumika Kiyota Peptideos Sintéticos derivados do hFGF-1 (Sitio 2) Resultados e Discusséo

comparada aos demais peptideos. A afinidade ligeiramente maior demonstrada pelo peptideo
Xl em relacdo ao XIV, evidencia uma importancia relativa menor do residuo R13, ausente no
peptideo XI. Ao contrario, quando comparamos suas afinidades com as dos peptideos | e X,
fica evidente que o residuo K12 presente nestes peptideos tem participacdo importante nesta
ligacdo, assim, como a tem na proteina (K118). E interessante observar também que le X
apresentaram a mesma afinidade de ligacdo a HEP-Sepharose. Entretanto, apenas X teve sua
atividade mitogénica em cultura de fibroblastos 3T3 de camundongos Balb/C, clone A-31,
potenciada por heparina exégena.

4.5. ESTUDO CONFORMA CIONAL DE PEPTIDEOS SINTETICOS EM SOLUGAO

4.5.1. Peptideos Ac-SKKHAEKNWF-NH;(lll) e ¢(1-5) Ac-CKKHCEKNWF-NH; (IV)

a) Medidas de dicroismo circular e ressonancia magnética nuclear dos peptideos lll e IV

Com o intuito de encontrar possiveis diferencas estruturais que pudessem ser
correlacionadas com a nao atividade de lll e a atividade mitogénica exibida por IV (item 4.4.1.),
decidimos fazer uma analise conformacional destes peptideos em solu¢do. Essa andlise foi
realizada empregando-se as técnicas de CD e 'H-RMN no laboratério do Dr. Alberto Spisni,
Universidade de Parma, Italia. Parte dela foi feita durante um estéagio de dois meses no referido
laboratério.

Tendo em vista que a conformacdo ativa de um peptideo deve ser induzida durante a
sua interacdo com o0 receptor, varios experimentos foram realizados no sentido de se
determinar as condi¢gbes experimentais que pudessem revelar as capacidades intrinsecas dos
peptideos em adotarem estruturas ordenadas em solucéo.

Como era esperado para peptideos curtos, os espectros de CD dos dois peptideos em
solu¢des aquosas tamponadas em diferentes pHs e a 20°C (Figura 51), ndo revelaram a
presenca de estruturas secundarias ordenadas estaveis. Estes resultados se mostraram
independente da concentracdo do peptideo em analise, 0 que nos permitiu descartar a
possibilidade de ocorréncia de agregacao.

Para a obtencdo dos espectros de CD mostrados na Figura 52 adicionamos
guantidades crescentes de MeOH as solugcbes de ambos os peptideos. Como descrito
anteriormente, este solvente € conhecido como um estabilizador de dobras (Liu & Deber,
1998). Povavelmente por isto, a sua adicdo promoveu um deslocamento da banda com
elipticidade molar negativa de 198 nm para comprimentos de onda maiores e 0 aparecimento
de um “ombro” em comprimento de onda préximo de 220 nm. Estes resultados sugeriram a
presenca de elementos de estruturas secundarias em lll e IV, que incluem conformacdes
helicoidais e/ou dobras (turns) mal definidos em curtos trechos das sequéncias peptidicas.

Por esta razéo, a mistura CD;OH 50%/solucdo tampéo fosfato foi também empregada
na andlise de Ill e IV por "H-RMN.
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Figura 51: Espectros de CD de lll (A) e IV (B) em fungéo do pH.
Condicées experiementais: 0,01M de peptideo en solugcdo de tampao fosfato 5mM a 20°C.
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Figura 52: Espectros de CD de lll (A) e IV (B) em fungao da variagao da porcentagem de MeOH).
Condic¢bes experiementais: 0,01M de peptideo em solugcdo de tampao fosfato 5mM, pH 6,0 a 20°C.
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Os valores dos deslocamentos quimicos dos prétons NH e CH determinados por ‘H-
RMN dos peptideos Il e IV dissolvidos em uma mistura de solucdo tampédo fosfato 5
mM:CD;OH (1:1, v/v), pH~6,0 a 25 °C estdo mostrados a seguir nas Tabelas 19 e 20.

As estruturas derivadas dos dados de RMN revelaram algumas peculiaridades
estruturais significativas que diferenciam Il de IV. Ambos apresentaram uma dobra em suas
porcdes Nterminal, sendo esta muito melhor definida no peptideo mitogénico IV (Figura 53).
Esta dobra, entretanto, ndo se enquadra entre os tipos convencionais de dobra b, como pode
ser indicado pela auséncia de NOEs tipicos que caracterizam os tipos conhecidos de dobras b
ou ainda pela andlise dos angulos diedrosf ey.

Outras diferencas significativas entre Ill e IV foram encontradas nas porc¢des C-
terminal destes peptideos. Tal por¢cdo do peptideo Il ndo mostrou nenhuma preferéncia
conformacional (Figura 53.A). As varias estruturas do peptideo IV, por outro lado, se
agruparam em familias com determinantes estruturais distintos. Muitas das estruturas
selecionadas exibiram uma dobra g na regido His*-GIu® (Figura 53.B). Outras exibiram uma
dobra b do tipo Il que se estende desde o GIu® até o Trp® (Figura 54.A). Também, foi detectada
a presenca de dobras helicoidais com diferentes orientagdes em relagdo a dobra Nterminal
formada pela ponte dissulfeto (de E° a W®). Um exemplo deste motivo helicoidal observado na
porcao C-terminal da estrutura do peptideo IV esta mostrado na Figura 54.B.

Para verificar se a presenca deste motivo helicoidal observado estaria refletindo uma
preferéncia estrutural intrinseca deste peptideo, estudamos os efeitos da exposicéo de lll e IV
ao TFE (Sonnichsen et al., 1992; Shiraki et al., 1995). Os espectros de CD obtidos pela
titulacdo das solugdes de lll e IV em tampéo fosfato com o TFE (Figura 55) foram consistentes
com uma helicidade aparente maior no peptideo Ill, embora as bandas negativas
caracteristicas deste tipo de estruturas estivessem deslocadas para o azul. Tal observacao
sugere que a conformacdo estendida ainda predomina. Surpreendentemente, o peptideo IV
apresentou comportamento similar aquele observado em presenca de MeOH. As estruturas
tridimensionais derivadas de RMN do peptideo mitogénico em presenca de TFE foram, da
mesma forma, bastante semelhantes as obtidas em presenca de MeOH. Vérias familias de
estruturas que obedecem as restricdes de RMN foram identificadas.

A Figura 56.A mostra a presen¢a de uma dobra na por¢édo N-terminal do peptideo IV
sendo esta muito parecida com aquela observada em presenca de MeOH. Dependendo das
estruturas selecionadas, foi ainda observada uma preferéncia local do trecho His*-GIu® ou
Cys®-Lys’ do peptideo em adotar conformagdes em dobra.
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Tabela 19: Deslocamentos quimicos {d em ppm)® dos prétons NH e CH contidos no peptideo
Ac-SKKHAEKNWF-NH: (lll) determinados nos espectros de 'H-RMN.

Residuo d\lH d-la d-lb d-lg d)utros

Ac - - - - dCH; 1,90

Sert 8,22 435  3,85-3,77 - -

Lys? 838 432 1,84-1,84 - Hq 1,67; He 2,95

Lys® 809 420 1,72-1,72 1,35 Hq 1,65; He 2,93

His* 8,33 465  3,24-3,12 - H? 8,60: H* 7,28

Ala° 8,32 4,29 1,36 - -

GIu® 8,23 435 1,91-206 2,40 -

Lys’ 8,21 419 1,61-161 1,25 Hq1,51; He 2,82; eNH 7,60

Asn® 825 4,63  2,65-2,65 - o\H, 6,83-7,51

Trp? 791 447  3,06-3,06 - H? 7,08; H* 7,51; H® 7,08; H°
7,14; H' 7,41: N*H 10,16

Phe™® 7,71 445  2,81-2,94 - Hq7,10; He 7,27; H, 7,27:

NH,-term 6,69

O peptideo foi dissolvido em uma mistura de tampé&o fosfato 5 mM:CDsOH (1:1, v/v), pH~6,0 a 25°C.
_valores de deslocamentos quimicos em relag&o a ressonancia da dgua (c= 4,81ppm).

Tabela 20: Deslocamentos quimicos (d em ppm)® dos prétons NH e CH co:11tidos no peptideo
c(1-5) Ac-CKKHCEKNWF-NH: (IV) determinados nos espectros de 'H-RMN.

Residuo dhH Gia b dig Goutros

Ac - - - - dCH, 1,97

Cys' 830 431 298313 - -

Lys? 886 4,35 1,74-1,85 - Hq 1,67; He 2,95

Lys® 793 427 1,72-1,72 1,35 Hq 1,65; He 2,93

His” 8,76 4,48  3,24-3,12 - H* 8,60; H' 7,28

Cys® 829 457 1,36 - -

Glu® 828 4,19 1,91-206 240 -

Lys’ 823 415 1,61-161 1,25 Hq 1,51; He 2,82; eNH 7,60

Asn® 820 458  2,65-2,65 - o\H, 6,83-7,51

Trp’ 790 444  3,06-3,06 - H? 7,08; H* 7,51; H® 7,08; H°
7,14: H' 7,41; N'H 10,16

Phe® 7,69 443  2,81-2,94 - Hq7,10; He 7,27; H, 7,27;

NH,-term 6,69
O peptideo foi dissolvido em uma mistura de tampao fosfato 5 mM:CDsOH (1:1, v/v), pH~6,0 a 25°C.
_valores de deslocamentos quimicos em relag&o a ressonancia da dgua (c= 4,81ppm).
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Figura 53: Estruturas tridimensionais dos peptideos Iil (A) e IV (B) derivadas dos dados obtidos por 2D-"H-
RMN em tampao fosfato 5 mM, pH 6,0/CD3OH (1:1, v/v) a 25°C. A superposigdo das estruturas foi
feita nos trechos: K2-H4 com RMSD de 0,91+0,25 A para o peptideo linear Iil; e K2-E6 com RMSD
de 0,53 +0,15 A para o peptideo ciclico IV. No caso do ciclico a ponte dissulfeto entre C1-C5 estd
mostrada em apenas uma das estruturas (em amarelo).
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Figura 54:Estruturas tridimensionais do peptideo IV derivadas dos dados obtidos por 2D-"H-RMN em tampao
fosfato 5 mM, pH 6,0/CDsOH (1:1, v/v) a 25°C. A superposi¢cdao dos dtomos do esqueleto perptidico
foi feita nos seguintes dominios: C5-F10 com RMSD 0,33+0,12 A (A); K2-F10 com RMSD 0,77+0,25
A (B). Em B, a fita foi desenhada para melhor representar a conformagao do esqueleto peptidico. A
ponte dissulfeto entre C1-C5 esta mostrada em apenas uma das estruturas (em amarelo).
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Figura 55: Espectros de CD dos peptideos lll (A) e IV (B) em fungao da variacdo da porcentagem de TFE.

Condigbes experiementais: 0,01M de peptideo em solugao de tampao fosfato 5mM, pH 6,0 a 20°C.
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Em termos de flexibilidade total, entretanto, este peptideo se mostrou mais flexivel em
tampdo/TFE do que em tampdo/MeOH (Figura 54.B). De fato, dentre as estruturas
tridimensionais do peptideo IV em TFE/tampé&o fosfato obtidas a paritr dos dados RMN, néo foi
detectado nenhum grupo de estruturas cujas cadeias peptidicas fossem superponiveis em uma
extensdo maior do que quatro ou cinco residuos de aminoéacidos (Figura 56.B), indicando que
0 peptideo é mais flexivel neste solvente do que em MeOH/tampao fosfato. Os resultados
obtidos em TFE/tampao fosfato demonstram que o peptideo IV ndo possui uma tendéncia real
em assumir conformacd@es helicoidais estaveis.

E interessante notar que as dobras locais observadas para o peptideo IV tanto na
presenca de MeOH quanto de TFE se mostraram razoavelmente superponiveis aquela do
fragmento correspondente na estrutura cristalina do FGF-1 (Blaber et al., 1996, Ogura et al.,
1999) (Figura 57.A B e C).

O comportamento conformacional dos peptideos foi ainda analisado em presenca de
dodecil-sulfato de sbédio (SDS). Em baixas concentracdes de SDS, ambos exibiram
conformacgdes estendidas desordenadas. Em concentragbes crescentes de SDS, entretanto,
foram observadas diferencas conformacionais interessantes: somente o peptideo ciclico sofreu
transicbes conformacionais complexas que incluem o dobramento em uma estrutura
intermediaria do tipo b (Figura 58).

Os resultados descritos e discutidos acima mostraram que, em solucdes aguosas, 0
peptideo mitogénico IV poderia ser encontrado em um equilibrio dindmico rapido de estados
nao ordenados (unfolded). Em condigbes experimentais apropriadas este poderia ser induzido
a adquirir estruturas locais ordenadas diretamente relacionadas com a sua conformacao ativa.
Os efeitos da adicdo de co-solventes, in vitro, poderiam estar refletindo aquilo que ocorre
durante a interacdo deste peptideo com os receptores dos FGFs (FGFR) in vivo. Esta hipotese
se suporta na grande semelhanca observada entre as estruturas secundarias de determinados
dominios do peptideo isolado com aquela adotada pelo fragmento correpondente na estrutura
cristalina da molécula de FGF-1 (Figura 57). Além disso, tendo em vista que o SDS possui
propriedades que podem mimetizar a superficie polar do receptor (Ruzza et al.,, 1995), a
complexa transicdo conformacional observada do peptideo em sua presenca revelou uma
capacidade intrinseca de IV em adotar uma estrutura do tipo b (Figura 58).
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Figura 56: Estruturas tridimensionais do peptideo IV derivadas dos dados obtidos por 2D-"H-RMN em
tampao fosfato 5 mM, pH 6,0/TFE-ds (1:1 v/v) a 25°C. A superposicdo dos dtomos do esqueleto
perptidico foi feita nos seguintes dominios: K2-E6 com RMSD 0,91+0,29 A (A); E6-F10 com RMSD
0,50+0,21A (B). Em B, a fita foi desenhada para melhor representar a conformagdo do esqueleto

peptidico. A ponte dissulfeto entre C1-C5 estda mostrada em apenas uma das estruturas (em
amarelo).
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Figura 57: Superposi¢cdo de uma etrutura tri1dimensional representativa do peptideo V (em vermelho)
derivada dos dados obtidos por 2D-'H-RMN em tampao fosfato 5 mM, pH 6,0/CD3OH (1:1, v/v) a
25°C com o fragmento correspondente da estrutura do cristal do FGF-1 (em azul). A
superposicdo dos datomos do esqueleto perptidico foi feita nos seguintes trechos: C1-H4 com
RMSD 0,65 A (A); H4-E6 com RMSD 0,09A (B); C1-N8 com RMSD 2,2 A. Na mistura tampéao
fosfato/TFE-ds; foram obtidos resultados de RMSD semelhantes para os mesmos trechos 0,51
(A) e 0,11 A (B), ndo tendo sido possivel superpor as estruturas do peptideo com a seqiiéncia do
FGF-1 correpondente por uma extensdo maior do que esses mostrados.
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Figura 58: Espectros de CD de Ill (A) e IV (B) em fungao da variagao da porcentagem de SDS.
Condicoes experimentais: 0,01M de peptideo em solugdo de tampao fosfato 5 mM,
PH 6,0 a 20°C.
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4.5.2. Peptideo Ac-NTTDKENEVLH-NH, (XVIIl) derivado do FGFR-1b (dominio DIll-loop
DE)

Como descrito no item 4.4.1.b, o peptideo XVIII que possui a sequiéncia derivada da
alca DE do dominio Il do FGFR-1b exibiu uma atividade inibitéria das atividades mitogénicas
dos FGF-1 e FGF-2, tendo sido ela mais especifica para o FGF-2.

Esta atividade mostrou ser sequiéncia-dependente, jA que outro peptideo derivado da
alca FG (Ac-SLAGNSIGLSH-NH,, XIX) do mesmo dominio foi completamente inativo, néo
tendo nenhum efeito sobre as atividades mitogénicas de ambos os FGFs testados.

Embora a afinidade do peptideo XVIII pelos dois FGFs fosse bastante baixa, os
resultados obtidos sugeriram que a al¢ca DE contenha residuos de aminoacidos essenciais para
a ligacdo da molécula de FGF-2 ao FGFR-1. Essa alca havia sido sugerida através de estudos
de mutagénese sitio-dirigida como constituindo uma provavel regido que conferia
especificidade ao receptor para a ligagdo dos diferentes FGFs (Wang et al., 1995, Gray et al.,
1995). De fato, no modelo de interacéo entre o FGF-2 e 0 seu receptor recentemente proposto,
a posicao da alca DE do FGFR-1 coincide com a regido de contato entre este receptor e o sitio
2 da proteina (Venkataraman et al., 1999). Estes dados corroboram os resultados por nés
obtidos com o peptideo XVIII.

Com vistas a especular sobre tal interacdo e devido ao nosso interesse em desenhar
novos peptideos desta regido com atividade inibitoria dos FGFs superior, demos inicio a
investigacdo do comportamento conformacional do peptideo ativo. Assim, o peptideo foi
analisado também no laboratério do Dr. Alberto Spisni da Universidade de Parma, Italia, quanto
a sua capacidade em adotar algum tipo de estrutura secundaria estavel em solucao.

Os espectros de CD obtidos pela titulacdo da solucdo tamponada do peptideo XVII
com TFE esta mostrado na Figura 59. E possivel observar que em baixas propor¢ées deste
solvente organico, o peptideo ndo adota qualquer estrutura ordenada estavel. Em
concentragcdes mais altas, por outro lado, verificou-se a presenca de um ponto isodicréico em
203 nm, o que indica uma transi¢éo clara para conformacodes a-helicoidais bem definidas.

As estruturas derivadas dos dados obtidos por 'H-RMN deste peptideo em TFE
corroboram os resultados de CD mostrados acima, atestando a tendéncia exibida pelo
peptideo XVIII em adotar uma conformacéo helicoidal (Figura 60).
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Figura 59: Espectros de CD do peptideo XVIIl em funcdo da adi¢cao de quantidades crescentes

Figura 60: Estruturas tridimensionais selecionadas do peptideo XVIIlI derivadas dos
dados obtidos por 'H-RMN e apés uma superposicao dbs atomos do

de TFE (%, v/v) .

Condico6es experimentais: 0,01M em solucdo tampéao fosfato 5mM, pH 6,0 a 20°C.

MN-terminus

C-terminus

DIl FGFR

esqueleto peptidico do trecho Asp4-Leu10.

Condigoes experimentais: TFE/dsytampéao fosfato pH 6,0 (70:30, v/v) a

25°C.
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5. DISCUSSAO GERAL E CONCLUSOES

O uso de peptideos sintéticos biologicamente ativos e o desenho racional de outros
deles derivados aliados aos estudos estruturais destes compostos, em solu¢cdo ou na forma
cristalina, tem trazido importantes contribuicbes para o entendimento dos mecanismos de
interagé&o ligante-receptor, para a elucidacdo das conformacgdes ativas e para o desenvolvimento
de novos agonistas, antagonistas e inibidores das atividades biol6gicas de importantes
hormonios peptidicos e proteinas.

Como ja citado, muitos outros autores descreveram alguns peptideos sintéticos
biologicamente ativos relacionados aos FGFs (item 1.4. da se¢éo de Introducéo). Apesar de se
tratarem de peptideos curtos e lineares, e provavelmente muito flexiveis, esses compostos tem
sido muito Uteis para a identificagéo dos sitios ativos nos dominios funcionais da proteina nativa.

Em contraste, peptideos sintéticos de conformacdo restrita relacionados aos FGFs
nunca foram descritos anteriormente. Os resultados obtidos no presente trabalho e os dados
descritos na literatura demonstram que estes tipos de compostos podem fornecer informagdes
mais precisas sobre 0s requisitos estruturais necessarios para a expressado das atividades
bioldgicas da proteina do que os peptideos lineares.

No FGF-2, a regido onde se localiza o Sitio 2 foi sugerida como uma parte da molécula
gue contem residuos importantes para a expressado da atividade mitogénica (Springer et al.,
1994). No hFGF-1, essa regido se constituirira de residuos de aminoacidos do fragmento
IKHAEKNWF"? e foi sugerida como sendo um sitio que confere a proteina especificidades de
ligacdo aos diferentes FGFRs presentes na superficie celular (Springer et al., 1994; Seddon et
al., 1995; Blaber et al., 1996).

Como mostrados acima, os peptideos Ac-HAEKNWF-NH, (ll), Ac-SKKHAEKNWF-NH,
(), c(1-5)[Ac-CKKHCEKNWF-NH;] (IV), c¢(1-5)[Ac-CKKHCEKWF-NH;] (V) e Ac-SKKHA-
NH, (M); c(1-5)[Ac-CKKHC-NH,] (VII) que correspondem a fragmentos do sitio 2 do hFGF-1,
foram propostos com a finalidade de verificar a hipétese de que ndo somente a presenca, mas a
orientacdo adequada das cadeias laterais dos aminoacidos W'’ e F° era requerida para a
expressao da atividade mitogénica de peptideos derivados deste Sitio 2 da proteina (Oyama et
al., 1996). Quando testados em culturas de fibroblastos de camundongos Balb/c 3T3, os
peptideos I, lll, VI e IV mostraram-se essencialmente inativos. Ja o peptideo ciclico IV, que
contem uma ligacéo dissulfeto intramolecular nas posicdes 1 e 5, foi mitogénico e capaz de inibir
a atividade mitogénica do hFGF-1 em culturas de fibroblastos de camundongos Balb/c 3T3 (EDsg
~50 nM, IDs, ~60MM). Este teve a atividade mitogénica diminuida quando a N foi subtraida de
sua sequiéncia como mostrado pelo seu analogo ciclico V. Embora as atividades mitogénicas
tivessem sido 10* menor que a da proteina nativa, esses resultados demonstram que de fato
existe uma correlacdo entre a capacidade de agonistas peptidicos do hFGF-1 em adotar
conformacdes preferenciais e exibir uma atividade mitogénica.

Devido a similaridade em suas sequéncias primarias e diferencas nas atividades
mitogénicas exibidas por lll e IV, estes peptideos foram analisados por técnicas de CD e 'H-
NMR com o objetivo de determinar suas conformagdes em solugdo (Kiyota et al., 1999). A
comparacao entre os resultados obtidos por simula¢des de Dindmica Molecular sugeriram que
o peptideo IV poderia adotar conformacdes preferenciais melhor definidas do que lll. Além
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disso, suas conformacdes eram semelhantes aquela assumida pelo fragmento correspondente
na proteina nativa. Os dados obtidos por CD indicaram que, mesmo estando na forma
estendida em meio aquoso, estes peptideos poderiam adotar conformacdes de estrutura
secundaria em condi¢des experimentais apropriadas. Como descrito acima, as diferencas nos
comportamentos conformacionais de Il e IV foram observadas na presenca de SDS, que
possui propriedades que podem mimetizar a superficie polar do receptor (Ruzza et al., 1995).
Na presenca deste, o peptideo IV revelou uma capacidade intrinseca em adotar uma estrutura
do tipo b.

PredicOes estruturais sugeriram a presenca de uma dobra como tendo uma possivel
relevancia para a atividade biolégica deste segmento do FGF (Blaber et al., 1996, 1997; Pineda-
Lucena et al., 1996). As dobras em geral (b- ou g tumns) séo sugeridas funcionarem como sitios
de nucleacdo em processos de enovelamento de proteinas e de reconhecimento em complexos
imunologicos, metabolicos e mecanismos regulatérios endocrinoldgicos (Xie et al., 1995). As
dobras b especificamente envolvem quatro residuos de aminoacidos e podem ter uma geometria
bastante variada (tipos I, Il, Ill, I, 1 e 1II') em comparag¢édo com as outras conformacdes a-hélices
ou folhas b encontradas em fragmentos peptidicos (Xie et al., 1995). Assim, investigamos as
conformacgdes dos peptideos Il e IV em 50% MeOH que € um solvente organico conhecido
como estabilizador de dobras (Zhong & Johnson, 1992; Segawa et al., 1990). As estruturas de
Il derivadas de RMN revelaram a presenca de uma dobra entre os residuos S - A’ e uma
por¢cdo C-terminal bastante flexivel. Por outro lado, as estruturas de IV se caracterizaram pela
presenca de uma dobra no trecho C' - C® de um motivo helicoidal no trecho E*- W® e de um g
turn no trecho H - E°. Além disso, foi possivel se obter uma boa superposi¢do do gturn deste
trecho do peptideo com o fragmento correspondente na estrutura cristalina do hFGF-1 (Blaber et
al., 1996; Ogura et al., 1999). Os resultados indicaram que a restricdo conformacional presente
no peptideo 1V induziu uma conformagdo mais definida em sua porgédo N-terminal e uma maior
mobilidade da outra por¢do Gterminal favorecendo o posicionamento adequado das cadeias
laterais dos residuos hidrofébicos W’ e F° e também o residuo N, sugeridos anteriormente
como sendo essenciais para a atividade mitogénica do FGF-1 (Kiyota et al., 1999).

Os FGFs séo proteinas ligantes de heparina (Kan et al., 1993; 1996; McKeehan et al.,
1999; Venkataraman et al., 1999). Como se sabe, a atividade mitogénica do hFGF-1 é
potenciada pela HEP exdgena. E descrito também que a HEP parece se ligar ao hFGF-1 por
interacao ibnica com alguns residuos de aminoacidos basicos contidos na regido do sitio 2 da
proteina (Digabriele et al., 1998). O residuo K"*® junto com um ou dois dentre os residuos K**?,
K3 R e K" dessa regido da proteina foram sugeridos como sendo essenciais para a
ligacéo de HEP e formacdo de um dimero biologicamente ativo do hFGF-1 (Thompson et al.
1994; DiGabrielle et al., 1998). O peptideo | foi capaz de se ligar a HEP-Sepharose (Oyama et
al., 1996), mas ao contrario do hFGF-1, ndo teve sua atividade mitogénica potenciada por HEP
quando esta foi adicionada simultanente a cultura de fibroblastos Balb/c 3T3. Como mostrado
acima, a HEP teve um efeito diferente sobre a atividade mitogénica do analogo de I, o peptideo
Ac-WFVGLKNGSSKRGPRT-NH, (X), que ndo apresenta uma das lisinas da sequéncia
[...LKKN..] presente em I. Isto indicou que apenas uma delas era suficiente para a atividade

105



Sumika Kiyota Peptideos sintéticos derivados do hFGF-1 (Sitio 2) Conclusées

mitogénica de | e sugeriu a possibilidade do envolvimento de um desses residuos para
ciclizagdes. A comprovacao da alta flexibilidade de I em solugéo e os resultados obtidos com
este analogo X nos levou a averiguar sobre requisitos estruturais determinantes da atividade
mitogénica exibida pelo peptideo | e buscar andlogos mais ativos ou ainda com efeito
antagbnico ou inibitorio do hFGF-1. Diversas sequéncias peptidicas estruturalmente
modificadas derivadas de | foram desenhadas com a finalidade de avaliar a contribuicdo dos
residuos sugeridos com sendo essenciais para a atividade mitogénica da proteina e os efeitos
de uma restricdo conformacional sobre a atividade mitogénica de I. Os analogos ciclicos c(4-
7)[Ac-WFVCLPCKR-NH;] (XIl) e c¢(3-13)[Ac-WFCGLPSKRGPRC-NH,] (XV) que apresentam
substituicdo do segmento "?KKNGS''® por uma prolina e delecdo de '*°GPRT™ (XIl) ou
apenas de °GPRT"* (XV), exibiram atividades comparaveis a do l. Ao contrario, os analogos
lineares Ac-WFVGLPSKR-NH, (XI) e Ac-WFVGLPSKRGPRT-NH, (XIV) e o ciclico c(3-7)[Ac-
WFCGLPCKR-NH;] (XIll) correspondentes foram inativos. Os resultados obtidos com estes
peptideos foram indicativos de que apenas uma das lisinas (**°K ou **K) era essencial para a
atividade mitogénica do peptideo I. A manutencéo do posicionamento da cadeia lateral de um
destes residuos em relagdo a de outros residuos contidos na sequéncia parece ser importante
a, pois a substituicdo do segmento "?KKNGS™'® por uma prolina e/ou delecdo de *°GPRT**
(peptideos XI e XIV) podem abolir a atividade mitogénica do peptideo mitogénico. Uma
restricdo conformacional que mantem a distancia e as orientacdes relativas entre os residuos
WF e KR (considerados essenciais para a atividade) na seqiiéncia parece ser suficiente para a
expressao da atividade mitogénica.

Os dados experimentais obtidos com os peptideos acima serviram de base para o
desenho de novos analogos de c¢(1-5)[Ac-CKKHCEKNWF-NH,] (IV), os peptideos c(5-14)[Ac-
SKKHEEKNWFVGLKK-NH,] (VIIl) e c(1-5)[Ac-DKKHDbuEKNWF-NH, (IX). Estes poderiam
fornecer informagdes adicionais valiosas sobre os determinantes estruturais da atividade
mitogénica de peptideos derivados dessa regido da proteina e poderiam auxiliar na busca de
agonistas mais potentes ou estaveis da mesma. Apesar de a ligacdo lactama presente em IX
ser quimicamente mais estavel do que a ponte dissulfeto presente em IV (mitogénico), o
peptideo IX foi inativo quando testado em cultura de fibroblastos Balb/c 3T3. Isto sugeriu que a
distancia da ligacdo covalente formada em IV foi mais apropriada para induzir uma
conformagé@o mais parecida com a do fragmento na proteina nativa. Também foram assim
desenhados os novos analogos do peptideo I, Ac-WFVGLKANGSSKRGPRT-NH, (XVI) e Ac-
WFVGLAKNGSSKRGPRT-NH, (XVII) que apresentam substituicbes de uma das lisinas 112 ou
113 por uma alanina. Estes exibiram atividades mitogénicas comparaveis a de | e maiores do
gue a de X.

Como descrito anteriormente, o0 FGF-1 pode se ligar a todas as isoformas de FGFR
(Ornitz et al., 1996; Blaber et al., 1996). Os peptideos mitogénicos foram capazes de competir
com hFGF-1 marcado pela ligagdo aos FGFR-1 presentes nos fibroblastos de camundongo
Balb/c 3T3, entretanto, ndo temos uma evidéncia experimental direta para sugerir que 0s
mesmos expressam sua mitogenicidade através de uma ligacdo especifica aos dominios
extracelulares dos FGFRs. Outros receptores estdo também presentes nas superficies celulares
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como, por exemplo, 0 HS que liga os FGFs e parece ter um papel importante na formacdo de
complexos FGF:FGFR:HS biologicamente ativos (Pantoliano et al., 1994; Faham et al. 1996;
DiGabrielle et al., 1998; Venkataraman et al., 1999).

Paralelamente a estes estudos, foi desenvolvido um modelo tedrico dos dominios
extracelulares DIl e DIl do FGFR-1b. A partir do posicionamento grafico das moléculas de
hFGF-1 e de um hexassacarideo de heparina junto a este modelo, foram desenhados os
peptideos Ac-""°NTTDKENEVLH"®*-NH, (XVIII) e Ac-"**SLAGNSIGLSH*-NH, (XIX) (Oyama et
al., 1997). Como mostrado na secado anterior, a atividade inibitoria especifica para o FGF-2
exibida pelo peptideo XVIII parece ser um indicativo de que a alca DE do dominio DIl do
receptor pode estar envolvido na ligagdo a esta proteina. Os resultados obtidos pela analise
conformacional do peptideo XVIIl por CD e 'H-RMN indicaram que este peptideo exibe uma
forte tendéncia em assumir uma estrutura helicoidal em solucdo aquosa contendo 50% MeOH
deuterado. Os resultados obtidos com este peptideo foram concordantes com os obtidos por
Gray e colaboradores (1995) e corroboram o modelo do complexo FGF-2/FGFR-1 proposto por
Venkataraman e colaboradores (1999).

O conjunto dos resultados obtidos neste trabalho nos permite concluir que: 1) a
presenca de W' e F*® é, de fato, essencial para a expressdo da atividade mitogénica de
peptideos derivados do sitio 2 do hFGF-1; 2) a presenca de N'® adjacente ao core hidrofobico
constituido pelos residuos W '*'F**® é importante; 3) a ciclizacdo do peptideo IV foi decisiva
para a expressao de sua atividade, indicando que, ndo apenas a presenga, mas O
posicionamento adequado das cadeias laterais de N'°, W' e F'® sio determinantes; 4)
apenas uma das lisinas (K™ ou K'*®) é essencial para a atividade mitogénica (X, XVI e XVII);
5) o importante parece ser a manutencao do posicionamento das cadeias laterais em relacao
aos dos outros residuos contidos na sequéncia, uma vez que, a substituicdo do segmento
"2KKNGS'™® por uma prolina e/ou delecdo de '*GPRT'® (peptideos Xl e XIV) abolem a
atividade mitogénica do peptideo; 6) uma ciclizagdo que mantem a distancia e as orientacdes
relativas entre WF e KR (considerados essenciais para a atividade) na sequéncia XIl e XV)
leva a recuperacao da atividade; 7) a atividade inibitéria especifica para o FGF-2 exibida pelo
peptideo XVIII parece ser um indicativo de que a alga DE do dominio DIIl do receptor pode
estar envolvido na ligacéo a esta proteina.

Estas conclusfes sao relevantes e essenciais para: 1) o entendimento dos requisitos
estruturais necessarios para a expressao da atividade mitogénica dos peptideos estudados e,
como reflexo, do hFGF-1; 2) o desenho de novos agonistas, antagonistas ou inibidores do
sistema FGF.
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ABSTRACT

In our search for small potent agonists or inhibitors related to hFGF-1(97-132), we first
investigated the preferred conformation in solution of Ac-WFVGLKKNGSSKRGPRT-NH, (1), by
'H-NMR. This compound has been described as a weak agonist of the mitogenic activity of this
growth factor able to inhibit the binding of **I-hFGF-1 to their cellular receptors, and to heparin-
Sepharose columns (Oyama et al., 1996). We found that this peptide is in a random coil
configuration, which could explain its low activity (10 times less potent than the native protein).

On the basis on these results and on several data available in the literature (Harper &
Lobb 1988; Burgess et al., 1991; Pantoliano et al., 1994, Springer et al., 1994; Thompson et al.,
1994; Imamura et al., 1995; Ornitz et al., 1996; Blaber et al., 1996; Zhu et al., 1991, 1995; 1997,
Schwizer, 1995; Sieber & Moe, 1996; Rizo et al., 1996), we designed seventeen peptides
related to the Site 2 (97-132)[hFGF-1] listed on the Table 1: some were linear and some were
cyclic.

Table 1: Peptides related to hFGF-1 Site 2 which were studied in the present work

97 110 120 132
Site 2 ["FGF-1] YISKKHAEKNWFVGLKKNGSCKRGPRT HYGQKAILF
) Ac- WFVGLKKNGSSKRGPRT -NH:

] Ac-HAEKNW F-NH,
i Ac-SKKHAEKNW F -NH;

v c(1-5)[Ac-CK KHCEK N W F -NH;]

' c(1-5)[Ac-CK K HCEK - W F-NH,]

VI AGSKKHA -NH:

Vil c(1-5)[Ac-C K K H GNH]

Vil c(514)Ac-SKKHEEKNW FV G L K K-NH;|

IX c(1-5)[AcD KK HXEKN W F -NH;

X Ac- WFVGLK - NGSSKRGPRT -NH:
Xl Ac- WFVGL - - P-- SKR-NH

Xl c(47)[Ac- WFVCL -- P - - CKR-NHj

X1l c(37[Ac- WFCGL -- P - - CKR-NHyj

XV Ac- WFVGL - - P-- SKRGPRT -NH:

XV c(313)[Ac- WFCGL -- P- - SKRGPRC -NH,]

XVi Ac-WFVGLKANGSSKRGPRT -NH:

XVII Ac- WFVGLAKNGSSKRGPRT -NH;
(X) = diaminobutiric acid; (—)= deletion of amino acid residue; ¢ = cyclo

They were synthesized manually using the solid phase method, purified by RP-HPLC,
and chemically characterized by RP-HPLC, amino acid analysis and mass spectrometry.
Conformational constraints of certain peptides were achieved by cyclization. Intramolecular
dissulfide bonds were formed by the oxidation of the thiol groups of two cysteins residues with
air oxigen and/or K;Fe(CN)e. Lactama bonds were formed between the functional side chain
group of acidic and basic residue.

The synthetic peptides were tested in of their ability to inducing mitogenic response on
Balb/c 3T3, A-31 clone fibroblasts cultures. The results obtained were the following: 1) peptides
I, ll, VI-IX were essentially inactive on Balb/c 3T3 fibroblasts in the range of concentrations
used (up to 200 nM), 2) in the same range of concentration, peptide IV showed an EDs, ~60mM
(similar to that found for peptide I) while its correspondent linear analog (lll) was inactive; 3) V,
analog of IV, that has Asn deleted, exibihited mitogenic activity lower than 1V; 4) X showed a
mitogenic activity on Balb/c fibroblasts lower than I, 5) cyclic peptides Xll and XV showed
mitogenic activities similar to that of I, while their correspondent linear (XI and XIV) and cyclic
(XN analogs were inactive; 6) XVI and XVII showed mitogenic activities similar to that found
for .

In parallel, two peptides [Ac-"°NTTDKENEVLH*-NH, (XVII) and Ac-
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1S AGNSIGLSH**-NH, (XIX)], derived from DIl FGFR-1b and designed as putative ligands of
Site2 hFGF-1, were synthesized and tested. In the range of concentration used (up to 200 niM),
XIX was inactive and exhibited no inhibitory effect on FGF-1 and FGF-2 mitogenic activities.
Nevertheless, XVIII inhibited the mitogenic activity of both proteins, being this effect clearly
more significant for the FGF-2 (Kiyota et al., 1998).Some of synthetic peptides have been
spectroscopically analyzed in order to disclose the structural features that characterize the
active (Kiyota et al., 1999).

A detailed analysis was undertaken with peptides lll and IV using circular dichroism
(CD) and 'H-NMR. Although the similarities in their primary sequences, lll has shown inactive
when tested on Balb/c 3T3 fibroblasts culture while IV was mitogenic with EDs, values around
50 mM. | was also not capable of inhibiting the binding of hFGF-1 to its cellular receptors, | was
inactive while Il inhibits it with IDs, values of about 30 M. Circular dichroism study showed that
while at increasing SDS concentrations the spectra of Il suggested the presence of an
equilibrium among partially structured states, those of IV indicated that this peptide exists in
unordered extended conformation, folds into a b-conformation and, finally, assumes a helix rich
structure. 'H-NMR analysis revealed the existence of a well defined gturn encompassing
residues 4-6 that nicely fits with that present in the same portion of the crystallized hFGF-1.
Superposition of the final structures of lll and IV over the entire sequence revealed that only the
C-terminal portion of lll has the tendency to fold into a regular structure. Together these data
indicate that the turn existence in IV allowed it to acquire the structural determinants for the
expression of mitogenicity probably through a more appropriate arrangement of residues 8-10.
More importantly, they demonstrate that we have found a short agonist of hFGF-1 able to
structurally mimic its corresponding stretch.

Conformational analysis of XVIII in solution was undertaken also by using CD e ‘H-
RMN. The results obtained indicated that it has a strong tendency to assume helicoidal
configuration in aqueous solution containing 50% CD;OH.

Altogether these data led us to conclude that: 1) the presence of Asn™ adjacent to
hydrophobic core constituted by W*'F'® is essential for the mitogenic activity of 1V; 2)
conformation constraint by cyclization was efficient for the correct N'°, W' and F'*® side
chains orientation in peptide IV for an effective cellular receptors binding; 3) peptides related to
hFGF-1 (114-123) seem to be promising mitogenic agonists; 4) the only one lysine between
L126 and N129 is enough for the mitogenic activity expression (X, XVl and XVII); 5) deletions of
residues, replacement of deleted fragment by Pro followed by restriction of peptide
conformation might keep the frame of the residues considered essential for the mitogenic
activity along the peptides backbones; 6)The inhibitory effect on the FGF-2 mitogenic activity
observed in peptide XVIII was indicative that the loop DE of DIll FGFRs seems to be involved in
the binding of this protein.These conclusions are very relevant in terms of the knowledge of the
structural requirements for the mitogenic activity of studied peptides and, as a reflex, of the
hFGF-1. Furthermore, they constitute additional guidelines for designing new constrained
peptides derived from this segment of FGF-1, which may result in more potent agonists,
antagonists or inhibitors of such important target.
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