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RESUMO

Sintese de peptideos: cinética de dimerizacdo via formacao de ligacdo de dissulfeto, obtencao e

estudos biofisicos de glicotriazol-peptideos

Diante ao grande potencial biol6gico dos peptideos, o conhecimento mais detalhado da quimica
envolvida nos processos de obtengdo dessas substancias se tornou de grande relevancia e atinge, a cada
ano, um maior grau de maturidade. Este trabalho esta relacionado a estudos de sintese quimica e
biofisicos de uma importante classe de peptideos, os antimicrobianos. Em uma primeira etapa é descrito,
minuciosamente, o estudo cinético da sintese do peptideo homotarsinina (Htr), um raro homodimero
isolado originalmente do anuro Phyllomedusa tarsius, que apresenta um grande potencial bioldgico.
Foram realizadas varias reacfes de dimerizacdo via formacdo de ligacdo dissulfeto da cadeia
monomérica Htr-M em diferentes condi¢cGes e meios reacionais, de modo a se compreenderem 0s
aspectos mecanisticos, bem como de se avaliarem os perfis cinéticos obtidos nas diferentes condi¢des
de reacdo. Em um segundo momento, foi feita uma proposta de sintese, associando-se duas metodologias
interessantes: a cicloadicdo [3+2] catalisada por Cu (1) entre azidas e acetilenos e a sintese de peptideos
em fase solida. Essa associagéo sintética visa a obtengdo de glicotriazol-peptideos derivados de quatro
peptideos antimicrobianos, as filoseptinas -1, -2 e -3, e a hilaseptina 1. As trés filoseptinas foram
originalmente isoladas do anuro Phyllomedusa hypochondrialise a hilaseptina 1 do anuro Hyla punctata.
No caso das filoseptinas, foram feitas glicosilacdes pontuais e realizados alguns estudos biofisicos
preliminares, para se avaliarem a estruturagdo e a interacdo com modelos miméticos de membranas,
utilizando-se a espectroscopia de dicroismo circular e a microcalorimetria de titulacdo isotérmica. No
caso da hilaseptina 1, os estudos biofisicos foram realizados utilizando-se o espalhamento de luz
dindmico e as espectroscopias de dicroismo circular, de ressonancia plasmonica de superficie e de
fluorescéncia, sendo que os dados estruturais e de interacdo obtidos auxiliaram também na avaliacdo da
sua atividade antimicrobiana. Juntamente com 0s ensaios biofisicos, estudos de inibi¢do da biossintese
de ergosterol auxiliaram na compreensdo da acdo antifungica das unidades de carboidrato e triazélica
dos glicotriazol-peptideos derivados da hilaseptina 1. Portanto, os resultados descritos neste trabalho
tratam da investigacdo de alguns temas, que ainda sdo pouco explorados na literatura e, por isso, atingem

proporgdes inéditas e de relevancia para a comunidade cientifica da area.

Palavras-chave: peptideos antimicrobianos, sintese de peptideos, modifica¢cdes quimicas de peptideos,
peptideos diméricos, ligacdo de dissulfeto, glicotriazol-peptideos, reagdo “click”, interagdo peptideo-

membrana.
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ABSTRACT

Peptide synthesis: kinetics of dimerization via disulfide bond, preparation, and biophysics studies

of glycotriazole-peptides.

In face of the enormous biological potential of peptides, the detailed knowledge of the chemistry
involved in the preparation of these compounds has acquired high relevance and it has reached over the
years a high degree of maturity. This thesis is related to the chemical synthesis of antimicrobial peptides,
which is a relevant class of these compounds. This work addresses two main topics: the kinetics of
peptide dimerization through disulfide bond formation and the preparation and biophysical studies of
glycotriazole-peptides. Firstly, the synthesis of homotarsinin (Htr), a rare homodimeric peptide
originally isolated from the three-frog Phyllomedusa tarsius, is investigated in detail. Several
dimerization reactions of the peptide monomeric chain Htr-M have been performed in different media
and at different experimental conditions, in order to elucidate the kinetics of disulfide bond formation
and to figure out the mechanistic aspects of this reaction. A synthetic approach for obtaining
glycotriazole-peptides is also presented and it takes the advantage of two particularly interesting
methodologies: the copper (I)-catalyzed azide alkyne cycloaddition (CUAAC) reaction and the Fmoc
solid-phase peptide synthesis. Glycotriazole derivatives of the antimicrobial peptides phylloseptin-1, -
2, -3 and hylaseptin-P1 have been prepared. The three phylloseptins have originally been isolated from
the three-frog Phyllomedusa hypochondrialis, whereas hilaseptina 1 have been isolated from the three-
frog Hyla punctata. In the case of the three phylloseptins and their glycoforms, some preliminary
investigations of their membrane interactions have been performed by circular dichroism spectroscopy
and isothermal titration calorimetry. The membrane interactions of hilaseptina 1, a triazole derivative
and two glycoforms have been investigated in more details by different biophysical approaches, namely:
dynamic light scattering, fluorescence, plasmon surface resonance and circular dichroism
spectroscopies. The antibacterial and antifungal activities of these compounds were also investigated
along with their potential of inhibiting ergosterol biosynthesis. In conclusion, the increased fungicidal
activity of the glycotriazole-peptides seems to be the result of (A) more pronounced membrane-
disruptive properties, which is related to presence of a saccharide ring, together with (B) the inhibition
of ergosterol biosynthesis, which seems to be related to the presence of both the monosaccharide and

the triazole rings.

Keywords: Antimicrobial peptides, peptide synthesis, chemical modifications of peptides, dimeric

peptides, disulfide bond, glycotriazole-peptides, click reaction, peptide-membrane interactions.
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CAPITULO 1

REVISAO DA LITERATURA
1.1 PEPTIDEOS ANTIMICROBIANOS

Os peptideos sdo substancias presentes em praticamente todas as formas de vida
munidas de sistema imunolégico inato e, dentre os peptideos com atividades bioldgicas ja
comprovadas, mais de 2800 apresentam atividade antimicrobiana (Zasloff, 2002; Jenssen, H.;
et al., 2006; Wang et al., 2009; Wang, 2011; Wang et al., 2016). Os peptideos antimicrobianos
(PAMS) naturais tém sido isolados e caracterizados de praticamente todos 0s organismaos Vvivos,
abrangendo desde seres procarioticos a até organismos superiores complexos, com destaque
para aqueles isolados das secrecdes de anfibios que, durante séculos, a medicina tradicional
chinesa e egipcia tem utilizado para o tratamento de diversas patologias (Bevins e Zasloff, 1990;
Laux-Biehlmann et al., 2013; Rahnamaeian e Vilcinskas, 2015). Essas secre¢des tém uma
diversidade quimica extraordinaria, que foi gerada ao longo do processo evolutivo pela
frequente exposicdo a diversos fatores ambientais, incluindo fatores fisicos, predadores,
parasitas e microrganismos, que geralmente circundam o habitat natural desses animais. Por
iss0, a estrutura e funcGes bioldgicas dos PAMs encontrados nessas espécies tem sido bastante
exploradas nas Gltimas décadas e é, sem duvida, um objeto de estudo de extrema importancia

para o desenvolvimento de novos agentes terapéuticos (Xu e Lai, 2015).

Na maioria das vezes, os PAMs apresentam acdo rapida e um amplo espectro de
atividade contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, fungos, parasitas, além de virus
envelopados e células tumorais, 0 que torna essas moléculas aptas a combater uma série de
patologias relacionadas com os microrganismos (Lohner, 2017). Todavia, o potencial
imunogénico dessas substancias faz com que elas ndo sejam aptas a serem utilizadas como
drogas injetaveis e sua susceptibilidade a peptidases presentes no trato digestivo reduz a sua
eficacia quando administradas via oral. Apesar disso, 0s PAMSs geralmente agem por interacdes
com os fosfolipidios das membranas, ndo demandando receptores especificos, o que torna o
desenvolvimento de resisténcia microbiana menos provavel, quando comparado aos
antibioticos convencionais. Essas caracteristicas fazem dos PAMs substancias valiosas nas
investigacGes por novas moléculas terapéuticas, especialmente como dermacéuticos em
formulacdes topicas (logbes, cremes, shampoos) e curativos de feridas, por exemplo

(Rahnamaeian e Vilcinskas, 2015). Mesmo néo sendo originalmente aprovados como farmacos,
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eles sdo excelentes protétipos que, felizmente, ja estdo rendendo algumas moléculas que logo
estardo sendo utilizadas para o tratamento de diversas patologias (Wang et al., 2012; Zasloff,
2016; Lohner, 2017). Portanto, alguns peptideos com propriedades antimicrobianas ja estdo em
fase de testes clinicos e a perspectiva é que avancem para serem comercializados num futuro

muito proximo (Tabela 1.1).

Tabela 1.1: PAMs em desenvolvimento clinico que apresentam potencial com atividade antimicrobiana

. - s F
Nome/Companhia Descricdo Uso médico ,as.e Ref.
Clinica
HB1345/ lipohexapeptideo sintético aﬁwntllg Igstl(j;:t(:ce) Pré-clinica (Steinstraesser
HelixBiomedix pohexapep plo espectro, etal., 2011)
acne
XOMA 629 / XOMA Derivado do BPI Impetigo lla (Easéggge)t al.
Bacteremia
éncia 1-11 . L ..
Sequencia de infeccbes (Dijkshoorn et

hLF1-11 /AM Pharma aminoacidos N-terminal da

latctoferrina humana associadas a al., 2004)

transplantes

Infeccéo do ouvido (Malanovic et

OP-145 / OctoPlus Derivado do LL-37 médio al., 2015)

Iseganan / Ardea

Biosciences Derivado da protegrina-1 Mucosite oral 11 (Toney, 2002)

Infeccdes de

Omiganan (MX-226) / (Easton et al.,

L Deri indolicidi 11
Migenix erivado da indolicidina cateter, acne 2009)
severa
Pexiganan (MSI 78) / . . Ulcera do pé de (Geetal.,
MacroChem Derivado da magainina 2 diabéticos I 1999)
Pl ina (NZ2114 .
ectasina ( . )/ Isolada de fungo g (Mygind et
Sanofi- Pseudoplectanianigrella Antibiotico : al., 2005)
Aventis/Novozymes P g v
s . Tratamento de
Brilacidina Sintético com propriedades infecces topica e " (Mensa et al.,
semelhantes as da magainina ¢ P 2014)

sub tépica

*Sem informag&o desde 2011.

A maioria dos PAMs catalogados sdo extremamente diversificados em sua composicéo
e tamanho, o que dificulta definir uma sequéncia padrdo, que poderia servir como um modelo
ideal para o desenvolvimento dos mais eficientes antibioticos. No entanto, é possivel apontar
algumas propriedades, que se mostram importantes para grande parte das moléculas ativas,
como a presenca de carga liquida positiva e a hidrofobicidade, o que os habilita a serem atraidos

eletrostaticamente pelas cargas negativas das membranas celulares dos microrganismos e
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geralmente define suas caracteristicas membranoliticas e de penetracéo celular. Esse contetdo
hidrofébico aumentado em uma cadeia peptidica esta fortemente correlacionado com a baixa

seletividade e toxicidade de tais moléculas em células de mamiferos (Haney et al., 2017).

Devido a grande diversidade de origem e as propriedades quimicas, fisicas e bioldgicas,
essa classe de moléculas pode ser dividida em subgrupos, com base em varios critérios de
classificacdo (Wang, 2015). Dentre os principais, vale destacar o subgrupo que leva em conta
0 alvo molecular, subdividindo-se em duas familias: peptideos que tém como alvo a superficie
celular, como as nisinas e temporinas (Scocchi et al., 2016), e peptideos que agem de forma
intracelular, como os peptideos ricos em prolina (Benincasa et al., 2017).

Os PAMs tipicamente ndo apresentam estrutura definida em solucdo aquosa e
normalmente adotam uma conformacédo anfipatica ativa, quando interagem com membranas
bioldgicas ou com meios, que as mimetizam. Essa habilidade de se estruturar e de adotar arranjo
anfipatico € atribuida geralmente a abundéncia tanto de residuos de aminoacidos catiénicos
quanto de residuos hidrofobicos, que compdem a sequéncia da cadeia peptidica (chamada de
estrutura primaria ou sequéncia primaria), que também influencia diretamente na conformacéo
especifica adquirida durante a interacdo com a membrana (Waghu et al., 2014). Dessa forma,
eles também podem ser subdivididos, considerando-se 0s motivos de estruturas secundarias,
com base nos tipos de estrutura tridimensional predominantemente adotadas. A Figura 1.1, p.

28, ilustra alguns padrdes de estruturas que sao observados em PAMs.

Dentre 0s grupos estruturais, os PAMs que apresentam motivos em conformagdes S e
hélice a sdo 0s mais comuns, sendo os Ultimos os mais estudados até o momento (Wang, 2015).
A familia « consiste naqueles com estrutura helicoidal, como é o caso da magainina e LL-37.
Os peptideos em conformagdes S sdo compostos por pelos menos dois segmentos de fitas 5,
gue podem estar conectadas devido a ligacGes de dissulfeto e por interacdes de hidrogénio entre
grupamentos muito polares presentes em ambas as fitas (Powers e Hancock, 2003; Sudheendra
et al., 2015). A alfa-defensina humana e a lactoferrina B (Figura 1.1, p. 28) sdo exemplos
classicos desse tipo de estruturacdo. Enquanto a maioria dos PAMs pertence a pelo menos um
desses dois grupos estruturais, alguns apresentam tanto segmentos em hélice o, quanto em
conformacgdes f na mesma estrutura tridimensional, como pode ser visto nas beta-defensinas
(defensina de planta Psd1) (Uteng et al., 2003). Muitos PAMs séo estabilizados pela formacéo
de ligacdo de dissulfeto inter ou intramolecular, o que permite a formacdo de peptideos
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enovelados (em forma de “loop”), diméricos e ciclicos, o que normalmente limita a
flexibilidade estrutural e mantem tais peptideos em uma conformacdo relativamente restrita
(Wang et al., 2016). Por sua vez, peptideos com a prevaléncia de certos aminoacidos, como
prolina (Pro), arginina (Arg) e glicina (Gly), adotam uma estrutura especifica chamada de
poliprolina helicoidal, enquanto outros PAMs mantém uma forma linear estendida, para ter sua
atividade bioldgica otimizada, como a indolicidina bovina (Rozek et al., 2000).

X &
’i? /

Magainina 2 (PDB 2MAQG) Lactoferrina B (PDB 1LFC) Defensina de planta Psd1
(PDB 1JKZ)

o,
N4

Kalabata B1 (PDB 1NB1) Distinctina (PDB 1XKM) Indolicidina bovina (PDB 1G89)

Figura 1.1: Estruturas tridimensionais de PAMs selecionadas a partir de diferentes classes estruturais.

Resultados de muitos estudos estruturais envolvendo os PAMs sugerem que
conformacdes dindmicas ou inerentes aos peptideos definem substancialmente os seus modos
de acdo e também a citotoxicidade. No entanto, deve-se manter em mente que todas as
caracteristicas mencionadas como a carga, conformacdo, anfipaticidade e hidrofibicidade,
dentre outras, estdo individualmente correlacionadas com cada PAM, o que leva a se presumir
que a modificagdo de um desses parametros pode levar a uma alteracéo subsequente da estrutura
e influenciar diretamente no resultado da atividade bioldgica, alem das propriedades quimicas
e fisicas de cada peptideo (Schmidtchen et al., 2014).


http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureId=2mag
http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureId=1lfc
http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureId=1jkz
http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureId=1g89
http://www.rcsb.org/pdb/ngl/ngl.do?pdbid=1XKM
http://www.rcsb.org/pdb/ngl/ngl.do?pdbid=1NB1
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1.1.1 Mecanismo de A¢ao

Com o descobrimento dos PAMs ao longo dos anos, muitos esforcos foram
empreendidos para elucidar o mecanismo de acdo dessas biomoléculas (Bechinger e Gorr,
2016). Sabe-se que a maioria deles exerce suas atividades pela interagdo com as membranas
bioldgicas, de modo a alterar, principalmente, a sua permeabilidade. Com base no efeito final
da interacdo dos PAMs com as membranas alvo, 0s mecanismos atualmente propostos podem
ocorrer baseando-se em dois grandes grupos gerais. O primeiro e mais abundante é representado
pelos peptideos que agem permeabilizando a membrana com consequente ruptura e
extravasamento de material celular (Sani e Separovic, 2016). Nesse caso, pode ocorrer
formacéo de poro transmembrana — via mecanismo do tipo toroidal ou barril de aduela — com
solubilizacdo dos fosfolipidios e destruicdo da membrana — via mecanismo do tipo carpete. Ja
o0 segundo envolve os peptideos ndo membranoliticos, que afetam os alvos intracelulares para
exercer sua atividade microbicida. Nos dois casos, ocorrem interacdes eletrostaticas com 0s
grupos fosfatos negativamente carregados dos lipopolissacarideos (em bactérias Gram-
negativas) ou com o &cido lipoteicoico (em bactérias Gram-positivas). Esse processo é
adicionalmente suportado pelas interagdes hidrofobicas e pelo processo de estruturacdo do
peptideo quando em contato com a membrana (Figura 1.2, p. 30).

Os peptideos que atuam dentro da célula, penetram a membrana estdo aptos a atravessa-
las, sem romper suas integridades, cobrindo a superficie celular e agregando-se como um
complexo tipo micelar de lipidio-peptideo, mas sem adotar alguma estrutura em particular
(Figura 1.2A, p. 30), acumulando-se dentro da célula alvo e inibindo processos celulares
essenciais (Benincasa et al., 2017). Foi encontrado ainda que, alguns dos peptideos
membranoliticos também estdo aptos a interagir com alvos intracelulares, quando usados em

concentragdes sub inibitdrias minimas (Li et al., 2012; Kosikowska e Lesner, 2016).

O modelo de barril de aduelas (do inglés, barrel-stave model) foi o0 primeiro mecanismo
de inducéo de poro por peptideo a ser de fato proposto - Figura 1.2C (Yang et al., 2001). Esse
modelo de formacao de poro ocorre em trés etapas. Na primeira, 0s peptideos interagem com a
superficie da membrana, provavelmente na forma de monémeros. Na segunda, os peptideos
entram numa fase de transicdo conformacional, o que forga para os lados as cabecas polares
dos fosfolipidios, promovendo um afinamento naquela regido da membrana. Nesse ponto, com

0 posicionamento dos residuos de aminoacidos carregados positivamente proximos as cabecas
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fosfolipidicas, a por¢do hidrofébica do peptideo se insere no interior da membrana. Durante a
terceira etapa, 0s monémeros agregam-se e se inserem profundamente, formando uma espécie
de nacleo na membrana (oligomerizacao). Para que ocorra a oligomerizacdo, é necessario um
limiar de concentragdo do mondmero e um minimo de exposicdo dos residuos hidrofilicos no
interior da membrana hidrofébica, uma vez que o peptideo adota a configuracdo
transmembrana. Dessa forma, com o acUmulo continuo dos mondémeros no nucleo

transmembrana formado, o tamanho do poro tende a aumentar continuamente.
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Figura 1.2: Mecanismos provaveis de acdo dos peptideos antimicrobianos. A membrana celular do
microrganismo é representada pela bicamada amarela e os peptideos em cilindros, onde a regido hidrofilica esta
em vermelho e a hidrofobica em roxo. As moléculas de peptidoglicanos associados a parede celular estdo
representados em azul claro. Os modelos para explicar os mecanismos de permeabilizacdo da membrana estéo
indicados de (A) a (D) e o modelo para explicar o mecanismo de PAMs que agem no interior da célula estdo
indicados de (E) a (l). Figura extraida de (Jenssen, Havard et al., 2006) com autorizacio da American Society for
Microbiology — ASM (Anexo Al, p. 177).
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O modelo de poro toroidal (do inglés, toroidal pore model) € um dos mecanismos de
interacd0 mais bem caracterizados, deduzido principalmente por experimentos usando
peptideos « helicoidais, incluindo a magainina e a PGLa - Figura 1.2B, p. 30 (Yang et al., 2001;
Sengupta et al., 2008). A formacéo do poro toroidal também ocorre em trés fases. Inicialmente,
moléculas peptidicas no meio extracelular interagem com a membrana carregada e hidrofobica
do microrganismo, adotando, neste caso, uma estrutura a-helicoidal, que se orienta de forma
paralela a superficie da membrana. Esse evento abala a integridade da superficie da bicamada
lipidica, tornando-a mais vulneravel. A partir dai, em um limiar de razdo peptideo-lipideo que
varia para cada PAM, as cadeias peptidicas se orientam perpendicularmente & membrana e as
hélices formadas comegam a se associar de tal maneira que seus residuos polares ficam expostos
ndo muito longe da parte hidrofébica da membrana, formando assim uma espécie de compaosito
multimérico e transitdrio, que culmina num complexo dindmico supramolecular de peptideo-
lipideo ou, simplesmente, no poro toroidal. Devido a desintegracdo do poro, alguns peptideos
podem se mover para a parte interna, em contato com o folheto citoplasméatico da membrana,
sugerindo que uma desmontagem do poro toroidal pode ser o0 mecanismo chave para que 0s
peptideos adentrem no citoplasma microbiano para acessar alvos intracelulares em potencial.
Diferentemente do poro formado pelo modelo barril de aduela, os poros toroidais sdo compostos
por peptideos intercalados com lipideos; portanto, esta estrutura tem sido referéncia para
representar um poro formado pela prépria membrana, que é revestido com a superficie polar

dos peptideos em interacdo com 0s grupos de cabecas fosfolipidicas.

O modelo tipo carpete (do inglés, Carpet-like model) tem como principal caracteristica
a acdo detergente dos peptideos, permeabilizando a membrana de forma ndo especifica e
relativamente difusa - Figura 1.2D, p. 30 (Bechinger e Lohner, 2006). A interacdo peptideo-
membrana ocorre com alta densidade de agregados peptidicos na superficie da membrana alvo.
Os peptideos inicialmente se orientam paralelamente a superficie da membrana e ndo se inserem
na parte hidrofébica. Essa orientacdo desestabiliza 0 empacotamento da bicamada e causa a
ruptura da membrana, devido a concentrada camada de mondmeros peptidicos na superficie.
De fato, o deslocamento do fosfolipidio modifica a fluidez da membrana e/ou diminui a eficacia
da barreira, o que leva a sua ruptura. De forma alternativa, os peptideos também podem
inicialmente se ligar a membrana, principalmente via interacdes eletrostaticas, cobrindo a
bicamada fosfolipidica. Quando a densidade peptidica alcanca um certo limiar, a membrana
passa a ser desfavorecida energeticamente, o que culmina na perda da sua integridade, levando

a formacéo de estruturas micelares. A partir dessa perspectiva, a dissolu¢cdo da membrana
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ocorre de forma tipo dispersdo, que ndo envolve a formacéo de um canal, e os peptideos ndo se
inserem necessariamente no interior hidrofébico da membrana. A cecropina e a indolicidina s&o

exemplos de PAMSs que agem via esse mecanismo (Carnicelli et al., 2013).

Devido a grande complexidade das membranas bioldgicas, varios sistemas artificiais
simplificados tém sido desenvolvidos para mimetizarem a bicamada lipidica da membrana
celular, de modo a viabilizar uma série de investigacdes biofisicas, que ajudam a elucidar o

mecanismo de ac¢ao dos peptideos antimicrobianos.
1.1.2 Modelos Miméticos de Membrana

Modelos miméticos de membrana s&o sistemas com uma organizagdo que melhor
descrevem o arranjo lipidico das membranas plasmaticas naturais. Trés sistemas biomiméticos
sdo geralmente utilizados no estudo da interacdo entre peptideos e membranas (Knobloch et al.,
2015). S&o eles as monocamadas lipidicas, bicamadas lipidicas suportadas e os lipossomas ou

vesiculas fosfolipidicas (Figura 1.3, p. 33).

As monocamadas lipidicas sdo modelos simples que mimetizam apenas uma das duas
metades da bicamada da membrana (Figura 1.3A, p. 33). Uma monocamada lipidica é obtida,
geralmente, em uma cuba de Langmuir, pelo espalhamento homogéneo de fosfolipidios da
membrana de interesse na interface entre 0 ar e uma subfase aquosa tamponada. Esses
fosfolipidios assumem uma orientacéo tipica em que as cabecas polares estdo em contato com
a subfase agquosa e as cadeias acila estdo em contato com a fase gasosa (ar). A solucdo do
peptideo é levemente injetada na subfase e suas moléculas sdo gradativamente transferidas para
a monocamada insoltvel na interface ar-agua. A medida em que as moléculas s&o inseridas,
ocorre um aumento da area superficial da monocamada e, consequentemente, mudancas na
pressdo superficial lateral, que é geralmente detectada por um sensor. Essa variacdo da pressao
é o parametro chave revelado para o desmembramento dos estudos. Portanto, além de outras
aplicac@es, as monocamadas lipidicas tém sido muito Gteis em estudos que avaliam a habilidade
dos peptideos de interagirem com as membranas fosfolipidicas, o que, juntamente com outras
informacdes, permite obter resultados que ajudardo a caracterizar a interacdo em questéo
(Junghans et al., 2010).



33

o o]
Il
/\/\/\/\/\/\/\)J\O : 0 PO~
W O" T\
o
POPC

(1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina)
o

o OH
/\/\/\/\/\/\/\)lxo/\{(\o,ﬁ:':\ \/J\/OH
/WWMYO L Na*
o]
POPG
(1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfatidilglicerol)
o} o
/\/\/\/\/\/\/\)k p
O/E(\o'r“o\/\ﬁ'_]a
/\/VV\:/\/\WO LR C

o]
POPE
(1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfoetanilamine)

Figura 1.3: Representacdo esquemaética dos modelos de membranas mais utilizados nos estudos de
interacdes. (A) monocamada lipidica, (B) bicamada lipidica suportada e (C) lipossoma. A direita, alguns dos
fosfolipidios utilizados nesses modelos. Figura extraida de (Deleu et al., 2014), com autorizagdo da Elsevier
(Anexo A2, p 178).

As bicamadas lipidicas suportadas sdo modelos biomiméticos de membrana
constituidos de uma bicamada lipidica plana suportada por uma superficie solida, que pode ser
mica, vidro ou pastilha de éxido de silicio; por isso, somente uma face da bicamada esta exposta
a solucdo - Figura 1.3B (Richter et al., 2006). Uma das grandes vantagens das bicamadas
suportadas é sua estabilidade, o que permite que 0s experimentos durem por semanas ou até
mesmo meses (Purrucker et al., 2001). Esses sistemas tipicamente ndo s6 permitem a
investigacdo de interacdes de peptideos com os fosfolipidios como também predizer o
comportamento da fase e a organizacao paralela das moléculas, que compdem as membranas.
Eles podem ser preparados pela técnica de Langmuir-Blodgett, pela fusdo de vesiculas lipidicas,
ou pela deplecéo de surfactante a partir de solugdes de micelas compostas por uma mistura de
surfactantes e fosfolipidios. Quando comparadas as vesiculas fosfolipidicas, que estdo livres
em solucdo, as bicamadas lipidicas suportadas sdo modelos muito mais faceis de serem
caracterizadas pelo fato de estarem fixas na superficie de um suporte sélido. Por isso, uma
grande variedade de técnicas que sdao sensiveis as superficies pode ser utilizada para essa
caracterizagdo. S&o elas a microscopia de forgca atbmica (AFM), espectrometria de massas de
ion secundario (SIMS), microscopia de fluorescéncia, elipsometria Gtica, micro balanga de
cristal de quartzo, refletividade de raio-X, refletividade de néutrons e a ressonancia plasménica
de superficie (SPR) e ressonancia magnética nuclear (RMN) do estado solido (Castellana e
Cremer, 2006).
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Sistema modelo de biomembranas mais popular, as vesiculas lipidicas ou lipossomas
sd0 bastante versateis e muito utilizados no estudo in vitro de diversas propriedades das
membranas em geral (Chan e Boxer, 2007). Apresentam aplica¢cdes na bioquimica e biologia
molecular — estudo de propriedades biofisicas das membranas, do reconhecimento molecular e
de adesao celular e modo de acdo de peptideos — e em tecnologia farmacéutica, principalmente
na incorporagdo de compostos para transporte. Enquanto as monocamadas lipidicas sdo
constituidas somente por um folheto de lipideos e, portanto, ndo refletem a complexidade da
estrutura da membrana bioldgica, vesiculas lipidicas sdo compostas por dois folhetos, que estdo
arranjados de forma similar as membranas bioldgicas. Esse conjunto de lipideos encerra uma
superficie interna hidrofilica (pequeno compartimento aquoso) e € originado pela associacao
espontanea entre as “caudas” hidrofobicas dos fosfolipidios em uma dispersao aquosa. Esse
tipo de agregado tende a se reorganizar rapidamente formando vesiculas multilamelares
(MLVs), que sdo estruturas com uma maior estabilidade termodindmica. A partir de uma
suspensdo de MLVs é possivel se preparar vesiculas unilamelares com dimensdes mais
controlaveis e essas sdo classificadas como vesiculas unilamelares pequenas (SUVs, do inglés,
small unilamellar vesicles — com diametro entre 25 e 50 nm), vesiculas unilamelares grandes
(LUVSs, do inglés, large unilamellar vesicles — com diametro entre 50 e 500 nm), ou vesiculas
unilamelares gigantes — GUVs, do inglés, giant unilamellar vesicles, com diametros que
chegam a 1 um (Olson et al., 1979).

As LUVs sdo muito utilizadas em estudo de interagdo com os PAMs. A atividade de
permeabilizacdo da membrana causada pelos PAMs pode ser estimada utilizando-se lipossomas
que contém fosfolipidios de membranas de bactérias Gram-negativas e positivas, carregando
em seu interior alguma molécula fluorescente, como a calceina, a carboxifluoreceina ou a
dextrana. Para esse propOsito, as composi¢des lipidicas mais utilizadas sdo
fosfatidiletanolamina/fosfatidilglicerol (PE/PG 7:3, m/m) para reproduzir a membrana de
Gram-negativa (E. Coli, por exemplo) e fosfatidilglicerol/cardiolipina (PG/CL 6:4, m/m) para

mimetizar a membrana de Gram-positiva — S. aureus, por exemplo (Lohner, 2017).

Outros modelos biomiméticos também sdo bastante utilizados, porém com aplicacdes
mais restritas. Embora ndo tenha uma estrutura de bicamada lipidica, as micelas detergentes séo
outro modelo que é comumente utilizado em estudos biofisicos, principalmente em abordagens
mais estruturais (Seddon et al., 2004; Bechinger et al., 2011). Em solucéo aquosa esses sistemas

sdo estruturas esféricas formadas por um agregado de moléculas anfipaticas com acao
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detergente, os surfactantes. Acima de uma determinada concentracdo critica (CMC), essas
moléculas se organizam de tal forma, que as cabecas hidrofilicas ficam expostas ao solvente
aquoso e suas “caldas” hidrofébicas ficam voltadas para o centro, evitando o contato com as
moléculas de agua (Figura 1.4A). Outro sistema biomimético que pode ser usado sdo as bicelas.
Esse modelo combina, tipicamente, a estrutura lisa da bicamada lipidica com a curvatura do
tipo micelar, gracas a utilizacdo de dois fosfolipidios com tamanhos de cadeias hidrofdbicas
diferentes (uma longa e outra mais curta). Assim, é formado um rearranjo molecular que blinda
0 centro da bicamada contra as moléculas circundantes do solvente (Figura 1.4B). As micelas
e as bicelas pequenas sdo muito menores que os lipossomas, sendo muito utilizadas em
experimentos de ressonancia magnética nuclear em solucdo, onde vesiculas maiores,

normalmente, ndo sdo uma boa opcéo (Cavagnero et al., 1999; Bechinger et al., 2011).
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Figura 1.4: (A) Representacdo esquematica de uma micela e (B) uma bicela. Abaixo, os surfactantes mais
utilizados para as micelas, o dodecilssulfato de sddio (SDS) e a dodecil fosfocolina (DPC), e para a bicela, o0 1,2-
dimiristoil-glicero-3-fosfocolina (DMPC, cadeia longa) e o 1,2-diexanoil-glicero-3-fosfocolina (DHPC, cadeia
curta). Desenhos da micela e da bicela foram retiradas e adaptadas de (Bechinger et al., 2011) com autorizagdo da
Elsevier (Anexo A3, p 179).

Dessa forma, esses modelos biomiméticos permitem uma aproximacao relativamente
adequada ao tipo de membrana bioldgica existente, sendo, portanto, representativos e
apropriados para aplicagdes nas diferentes técnicas utilizadas em estudos biofisicos, 0s quais
visam a elucidacdo tanto das estruturas adquiridas na interacdo, quanto dos mecanismos de agao

que os PAMs podem exercer.
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1.1.3 Abordagens Biofisicas no Estudo Estrutural e de Interacdo Peptideo-Membrana

Vérios métodos biofisicos tém sido usados para estudar as caracteristicas estruturais dos
peptideos e suas interacdes com modelos miméticos de membranas. A interacdo peptideo-
membrana esta relacionada a pardmetros fisico-quimicos fundamentais existentes em um
ambiente complexo e que sdo muito importantes para uma variedade de processos biologicos.
Na obtencdo das mais abrangentes informacfes, varias técnicas biofisicas podem ser
empregadas, tais como a espectroscopia de fluorescéncia e imagem, a microscopia de forca
atbmica (AFM), a espectroscopia de dicroismo circular (CD), espectroscopia no infravermelho
(FTIR e PM-IRRAS), espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN de 3P, 2H, °N,
3¢, 1H), cristalografia de raios-X, refletividade de néutrons, espectrometria de massa de ions
secundarios (SIMS), espectroscopia de ressonancia plasmoénica de superficie (SPR),
ressonancia paramagnética eletrénica (RPE), calorimetria de titulacdo isotérmica (ITC),
calorimetria diferencial de varredura (DSC), além de abordagens in silico (Deleu et al., 2014).
A utilizacdo conjunta dessas técnicas, bem como seus desenvolvimentos, tem permitido a
realizacdo de estudos mais confiaveis, além de uma abordagem mais racional e rigorosa na
resolugdo de problemas, tanto estruturais no nivel atdmico/molecular, quanto sobre a interagéo

peptideo-membrana.
1.1.3.1 Espectroscopia de Ressonancia Plasménica de Superficie (SPR)

A SPR ¢é uma técnica muito sensivel a superficies, que tem sido aplicada para o estudo
de sistemas de membranas, permitindo o monitoramento em tempo real de varios parametros
como afinidade, seletividade e cinética, os quais estdo intrinsecamente relacionados a interacdo
envolvendo estes sistemas e biomoléculas (Patching, Simon G, 2014). Essa técnica tem surgido
como uma ferramenta poderosa para o estudo da dindmica de interacdo entre um peptideo e a
superficie lipidica, fornecendo informacdes preciosas sobre mudancas na ligacdo do peptideo,

na conformacédo, orientacdo e na organizacdo lipidica.

A SPR explora o fenémeno da geracao da ressonancia de plasmon na superficie de um
fino filme de metal e a reflexdo interna total da luz na interface solucéo-superficie, para produzir
um filme eletromagnético ou uma onda extremamente pequena, que percorre uma curta
distancia (até 300 nm) atraves da solucédo, o que permite a medida em tempo real da ligacéo da
biomolécula a superficie de membranas biomiméticas, sem a aplicacdo de uma marcagédo

especifica (Figura 1.5, p. 38). Nessa tecnologia, a superficie de um chip é formada por um filme
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fino de ouro em um suporte de vidro, formando-se a base de uma célula, por onde passa um
fluxo continuo de solugdo aquosa de volume muito pequeno (menor que 100 nL). Para se
detectar a ligacdo de uma molécula de analito a uma molécula receptora, esta Ultima é
imobilizada na superficie do sensor chip e o analito é injetado na solucdo aquosa, que passa
continuamente pela célula de fluxo. Uma fonte emite uma luz polarizada direcionada através
de um prisma para a base de um filme fino de ouro, onde o plasmon da superficie é gerado a
um determinado angulo critico em relacdo a luz incidente (Figura 1.5A, p. 38). Esse angulo
critico € dependente do indice de refracdo do meio intimamente proximo (300 nm acima da
superficie do filme de ouro) e muda quando moléculas do analito se ligam as moléculas do
receptor imobilizado (Figura 1.5B, p. 38). Ocorre reflexdo da luz e um detector capta a variacéo
da intensidade da luz que refletiu. Se a interacdo entre as moléculas do receptor imobilizado e
as moléculas do analito ocorre, o indice de refracdo da superficie do filme de ouro muda e isto
é visualizado como um aumento da intensidade do sinal. A resposta é dada em tempo real na
forma de sensograma e sao usadas as unidades de ressonancia ou resposta (RU) para descrever

0 aumento no sinal (Figura 1.5C, p 38).

No inicio do experimento, as moléculas do receptor imobilizadas no suporte de ouro néo
sdo expostas e o valor de RU ainda corresponde ao angulo critico inicial a. Quando as moléculas
do analito sdo injetadas na célula de fluxo, caso haja ligacdo as moléculas imobilizadas no
suporte, existira uma fase de associacdo, durante a qual os sitios de ligacdo se tornarao ocupados
e a forma da curva obtida pode ser usada para medir a taxa de associa¢do (Kon). Quando um
estado de estabilidade é alcangado, o valor de RU passa a ser maximo e corresponde a uma
mudanca final de angulo critico b. Esse maximo RU esta relacionado ao equilibrio entre as
moléculas de receptor imobilizadas e de analito, podendo, entdo, ser usado para medir a
afinidade de ligacdo (Ka) ou dissociagdo (Kq). A partir dai, quando as moléculas do analito sdo
removidas do fluxo continuo, existird uma fase de dissociacéo, que é quando os sitios de ligacdo
se tornam desocupados e a forma desta curva pode ser usada para medir a taxa de dissociacao
(Kotf). Por fim, a superficie de ouro é, entdo, regenerada e retorna ao angulo critico a, sendo que

0 experimento pode, portanto, ser reiniciado (Patching, Simon G., 2014).

A SPR tem sido explorada para o estudo de PAMs e, dentre 0s mais estudados, podem
ser destacados os peptideos lineares anfipaticos catibnicos melitina, magainina, cecropina,
dermaseptina e uma grande variedade de analogos destes peptideos (Hall et al., 2003). Também
existem exemplos do uso da SPR para analisar PAMs ciclicos (Kamimori et al., 2005),
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glicopeptideos antibidticos (Butler et al., 2014) e proteinas citoliticas (Hall et al., 2003), o que
demonstra o grande potencial da técnica para fornecer informacgdes sobre as propriedades de

ligacdo de varios tipos de peptideos com membranas celulares.
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Figura 1.5: Esquema geral do funcionamento de um sistema de SPR. (A) mecanismo de funcionamento de
SPR, (B) angulo critico formado pela luz refletida e (C) sensograma mostrando as etapas de interacdo. Figura

extraida da referéncia (Patching, Simon G, 2014) com autorizacdo concedida pela Elsevier (Anexo A4, p 180).
1.1.3.2 Microcalorimetria de Titulagdo Isotérmica (ITC)

A ITC (do inglés, isothermal titration calorimetry) é uma das técnicas mais empregadas

para descricdo termodinamica de diferentes sistemas biomoleculares. Assim como em outras
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técnicas, a ITC permite o estudo em ambientes muito similares ao de membranas bioldgicas,
como vesiculas fosfolipidicas e micelas (Rajagopalan e Hiemenz, 1997; Seelig, 2004). O
crescente uso da ITC pode ser atribuido principalmente a trés fatores: i) o desenvolvimento de
calorimetros de alta-sensibilidade, que permitem a medida de interacdes em concentracdes na
ordem de micro molar (Wiseman et al., 1989); ii) o fato de que 0s processos quimicos e fisicos
ocorrem por absorcdo ou liberagéo de calor, podendo ser monitorados diretamente por estes
fendmenos sem o emprego de espectroscopia especifica ou de marcacdes isotopicas (Turnbull
e Daranas, 2003); iii) por ultimo, a capacidade de medir diretamente a entalpia de interacdo
(4H®) do sistema (Simon e Mcintosh, 2002).

A principal aplicacdo da ITC se da no estudo dos parametros termodinamicos de uma
reagdo de ligagdo. Ela ndo somente permite a medida da entalpia de ligagdo AH®, como também
realiza uma completa analise termodindmica da interacdo, incluindo a energia livre de ligacdo
AGP, a entropia de ligagdo AS®, a variagdo da capacidade calorifica AC° e, também, a
determinacdo da isoterma de particdo/ligacdo (Seelig, 1997; 2004). Tais parametros podem
resultar ainda em informag6es como constantes de interacdo (K), estequiometria (N ou n) ou,
até mesmo, evidéncias que permitem inferir sobre 0 mecanismo de interacdo do sistema em
estudo (Broecker et al., 2011). Além disso, a ITC tem sido usada para estudar processos
secundarios, que acompanham a interacdo peptideo-membrana, isto €, a permeabilizacdo de
membrana induzida por peptideo, mudancas na fase lipidica, associacdo peptideo-peptideo
induzida por membrana, reacdes de protonacdo na superficie da membrana e mudancas
conformacionais do peptideo (Heerklotz e Seelig, 2000; Heerklotz, 2004; Andreev et al., 2007,
Deleu et al., 2014).

Considerando que a interacdo de peptideos com bicamadas lipidicas de membranas
envolve a quebra e a formacdo de interacdes intermoleculares, a ITC utiliza como sonda a
medida direta do fluxo de calor associado a esses fenbmenos, tornando essa técnica muito Gtil

nas investigacdes de interacdes peptideos-membranas (Verly et al., 2008).

Na Figura 1.6, p. 40, é representado um esquema de funcionamento basico para um
experimento de ITC. O microcalorimetro funciona basicamente com um ndGcleo térmico
equipado com duas células, uma de referéncia e a outra contendo a amostra. As duas células
sdo definidas para a temperatura experimental desejada. O titulante € carregado em uma seringa,

que esta encaixada em um dispositivo de injecdo muito preciso e, quando esse titulante &
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injetado em uma série de pequenas aliquotas na célula contendo o titulado, é gerada uma
perturbagdo energética que evolui durante um intervalo de tempo (t%) caso ocorra alguma
interacdo, até que a reacdo de ligacdo atinja o equilibrio (Figura 1.6B). No exemplo da Figura
1.6, cada sinal representa a mudanca de calor causada por uma simples injecédo do titulante —
que no caso, ¢ exotérmica e, portanto, o sinal é representado por uma deflexdo negativa. A
medida que a temperatura das duas células se torna igual, o sinal retorna para sua posi¢&o inicial
(t%). Os primeiros picos s&o largos por causa da maioria do titulante injetado estar ligado ao
titulado. Uma vez que o titulado se torna saturado com o titulante, menos titulante ira se ligar
com o passar das injecdes e, portanto, menos calor serd gerado. No final do experimento, muito

pouco titulante esté ligado e a pequena quantidade de calor gerada é devida ao calor de diluig&o.
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Figura 1.6: Esquema geral de funcionamento de um equipamento de ITC. (A) ilustracdo dos componentes
bésicos utilizados. (B e C) Fluxo de calor em fungdo do tempo para uma titulacdo calorimétrica. Nesse exemplo,
a deflexd@o negativa da mudanca de calor representa a liberacdo energética sob a ligacdo de um ligante (titulante)

a uma macromolécula (titulado) no tempo de t'i a t?i, isto &, o calor de ligacdo é exotérmico.

Quando todos os dados do ITC obtidos a partir da curva de calor séo carregados no
software de analise de dados do equipamento, a area de cada sinal é integrada (Equacéo 1.1, p
41) e modelos matematicos sdo aplicados, gerando automaticamente uma linha de base, que €
plotada como fungéo da razdo molar do titulante por molécula titulada na célula (Figura 1.6C).
Cada ponto preto na curva representa um sinal de calor individual. A linha sélida preta

representa o melhor ajuste para o algoritmo de ligacao utilizado no software, a partir da qual se
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determina a entalpia de interag&o, a estequiometria (valor de N ou n), referente ao ponto medio
da curva) e a afinidade (Ka) ou dissociacdo (Kg) — relacionada a concentracdo e a forma

sigmoidal dos dados (Turnbull e Daranas, 2003).

B dQ _ t2i
A gompH _(d[X]mjp - i Fdt , (1.1)

onde a quantidade de calor medido estd na propor¢do direta em relagdo ao valor do ligante

injetado e X é razdo molar de titulante.

Para a interacdo entre peptideo e os fosfolipidios, geralmente dois experimentos
diferentes de titulacdo podem ser feitos: (A) um no qual o peptideo é o titulante e o fosfolipidio
é o titulado e que visa obter a entalpia da reagdo; e (B) o outro, o fosfolipidio € o titulante e 0

peptideo € o titulado e que visa a obtencdo da isoterma de ligacdo (Seelig, 2004).
Titulacdo de peptideo em fosfolipidio

A entalpia de reacdo AH® ¢ obtida através de um Unico experimento, no qual a célula de
amostra conterd uma suspensdo de vesiculas de fosfolipidios, normalmente na faixa de
concentracdo entre 10 e 20 mmol-L™. Nesse mesmo experimento, uma solugdo do peptideo
com um fator de diluicdo entre 100 e 200 em relacdo a concentracdo de fosfolipidio é colocada
na seringa e pequenas aliquotas (5-10 L) serdo adicionadas a suspensdo em intervalos de tempo
fixos. A razdo molar fosfolipidio-peptideo na célula de reacdo sera entdo na ordem de 10.000.
Quando a afinidade entre fosfolipidio e peptideo €é suficientemente forte, pode-se considerar
que todo o peptideo injetado estara completamente ligado as vesiculas. A entalpia de interacédo
AHO podera ser calculada, dividindo-se o calor de injecdo pela quantidade molar de peptideo
injetado (Seelig, 1997).

Titulacdo de lipideo em peptideo

A isoterma da interacdo peptideo/fosfolipidio sera obtida pelo experimento inverso ao
anterior. Neste caso, peptideo e fosfolipidio serdo dispostos inversamente no calorimetro, de
forma que a célula de reacao seja preenchida com uma solucéo do peptideo (6-40 xM), enquanto
que a suspensdo do lipideo ficara contida na seringa de injecdo do calorimetro (1-40 mM).
Assim, ap6s cada injecdo de uma pequena aliquota de lipideo, a concentracdo de peptideo livre

em solucdo diminuira, devido a interacdo deste com as vesiculas fosfolipidicas. Assim sendo,
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um aumento do namero de injecdes reduzird a quantidade de moléculas de peptideo livre na
solugdo e o calor de inje¢do também diminuird. Normalmente, o resultado deste processo é uma
isoterma de interacdo caracterizada por uma curva gque apresenta diferentes valores de calor de
injecdo e que diminuem até um patamar, permanecendo entdo, constantes (Figura 1.6C, p. 40)
(Seelig, 2004).

O modelo matematico mais comumente utilizado neste caso é o denominado isoterma

de Wiseman, que descreve uma curva de titulacdo calorimétrica sigmoidal (Wiseman et al.,

1989). A Equagdo 1.2 relaciona a entalpia molar parcial de complexagdo (A, H = dQ/d[X]) a

pressdo constante, com a razdo molar de titulante (X) e titulado (M), a qualquer ponto durante
0 curso da titulagéo.

comp

H:( dQ j TV 1= Xe ot , (1.2)
d[XTox 2 21+ Xg —1)? —4X,

P

onde Xr = [X]¥/[M]s; AintH® € Vo sd0, respectivamente, a entalpia molar padréo de complexacao
e volume efetivo da solucdo na célula de titulacdo; r € uma variavel de composicao r = 1/[M]:.
Keg, Onde Keq € a constante de equilibrio. O ponto de inflexdo da curva & numericamente igual

ao coeficiente estequiométrico n do sistema (Figura 1.6C, p. 40).

Com o valor de Keq obtido pelo ajuste dos pontos a Isoterma de Wiseman, é possivel
calcular a variacdo da energia-livre de Gibbs padrio do processo AG° por meio da relagio AG®
=—RT InKeq. Com o valor de AintHC obtido pelo tratamento descrito acima e pelo uso da equagéo

AG® = AH? — TAS?, calcula-se o termo entropico ASC.

Um estudo termodindmico completo envolve, além dos parametros descritos acima, a
variagdo da capacidade calorifica ACp. No estudo da interagdo ou reagdo entre dois sistemas
distintos por ITC, cuja interacdo seja significativa a ponto de ser detectada pelo equipamento,
todos os parametros termodindmicos anteriormente descritos sdo obtidos e propiciam
informacdes das forcas que direcionam o processo. A caracterizacdo da entalpia e da entropia
de ligacdo fornece insights sobre o mecanismo de ligacdo, incluindo o envolvimento de ligacGes
de hidrogénio, efeitos hidrofébicos e mudancas conformacionais que ocorrem durante a
interacdo. A termodindmica e a afinidade sdo usadas para descrever a especificidade e

informacao estrutural relacionadas a ligacao.
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1.1.3.3 Espalhamento de Luz Dinamico (DLS)

Também chamado de espectroscopia de foton correlagcdo ou espalhamento de luz quasi-
elastica, o espalhamento de luz dindmico (DLS) é uma das mais populares técnicas de
espalhamento de luz, devido ao tamanho das particulas analisadas, que pode chegar a escalas
nanomeétricas (Kaszuba et al., 2008). As aplicagdes tipicas dessa técnica sdo para emulsoes,
micelas, polimeros, proteinas, nano particulas ou coloides. Recentemente, o DLS tem sido
muito empregado no estudo do efeito de peptideos sobre o tamanho de vesiculas fosfolipidicas.
Essa aplicacdo foi possivel gracas a sensibilidade dessa técnica a mudangas na forma e no
tamanho das particulas e, por isso, agregados de peptideos ou de vesiculas fosfolipidicas podem
ser facilmente detectados (Chu, 2008; Gabriel et al., 2008; Mendoza-Espinosa et al., 2008).

O DLS é uma técnica Optica, baseada num principio pratico relativamente simples: um
laser incide sobre a amostra e a intensidade do feixe espalhado por um angulo 6 é medida ao

longo do tempo, conforme ilustrado na Figura 1.7.

(A)
... Feixe
® transmitido
L J
Laser .. =
®
Y J
Feixe
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(B) )
@ Particulas menores ' Particulas maiores

Intensidade
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Figura 1.7: Medida da intensidade da luz espalhada por um éngulo 8. (A) Esquema geral de funcionamento

do DLS e (B) a detecgdo de particulas maiores (direita) e das particulas menores (esquerda).

Quando em solucdo, macromoléculas estdo constantemente em choque com as
moléculas do solvente e isso leva a um movimento molecular chamado de movimento
Browniano. Nesse ambiente, as particulas apresentam tamanhos diferentes e, portanto, se

movem com velocidades diferentes, de forma que as menores irdo se mover com velocidade
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maior do que as particulas maiores. Isso faz com que as particulas menores apresentem um
coeficiente de difuséo (D) maior. Portanto, a escala de tempo da flutuagcdo da intensidade
medida sera tdo menor quanto maior for a difusividade das particulas no fluido, que pode ser
calculada pela equacéo de Stokes-Einstein:

kT

D - 371'11Dh ’ (13)

onde # é a viscosidade, T temperatura constante, k é a constante de Boltzmann e Dy 0 diametro

hidrodinamico das particulas (de sistemas formados considerando apenas particulas esféricas).

A fonte de luz monocromatica, incidida na cubeta contendo a solucéo, se dispersa pelas
macromoléculas em movimento e é espalhada aleatoriamente com o passar do tempo, 0 que
causa variagdes na intensidade devido a interferéncias construtivas e destrutivas. Considerando-
se um sistema formado apenas por particulas pequenas, a flutuacdo da intensidade de luz
espalhada é maior, pois elas se movimentam mais rapidamente, o que permite que elas cruzem
a janela do detector mais vezes dentro de um mesmo intervalo de tempo (Figura 1.7B, p. 43).
Portanto, essa variacdo de intensidade em um determinado intervalo de tempo esté relacionada

com o tamanho das particulas.

Para obter informac6es sobre o diametro hidrodinamico e a distribui¢do do tamanho de
moléculas ou agregados supramoleculares através dos dados de espalhamento dinamico da luz,
deve-se realizar algumas andlises estatisticas das curvas obtidas. Nos equipamentos mais
modernos, tais analises sdo feitas automaticamente por softwares, os quais utilizam algoritmos
gue permitem a obtencdo de distribuicdes complexas de tamanhos através da expansdo das
funcdes de autocorrelacdo em séries de decaimentos exponenciais (Gabriel et al., 2008;
Mendoza-Espinosa et al., 2008). Para tanto, é util definir neste momento algumas grandezas e

fungdes que serdo fundamentais.

Como mostrado na Equacdo 1.4, é possivel descrever a flutuacdo da intensidade de
espalhamento com o tempo, através de uma funcao de autocorrelagéo temporal G(t), onde I(to)

é a intensidade de luz incidente e I(t) a intensidade de luz espalhada.

G @)= (I(ty)1(t,)) (1.4)
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A partir de deducdes matematicas para a obtencao de G(t), pode-se esperar que a funcéo
de autocorrelacéo temporal decaia de seu valor inicial I(to) para um valor minimo, assim que as
fungdes I(to) e I(tn) estejam mais correlacionadas. Isto acontecera quando o intervalo de tempo
“n” se tornar muito maior do que a escala de tempo tipica da flutuagdao. Logo, a funcdo de
autocorrelacdo temporal da intensidade decaird de forma exponencial, como mostrado na
Figura 1.8. Para uma dispersdo de particulas pequenas, observa-se um decaimento mais rapido

na funcdo de autocorrelacdo G(t), do que no caso de dispersdes contendo particulas grandes
(Robert, 1985; Everett, 1988).

0.5

a.6 -

Alta correlacdo de Iity) e Iitg)

a.4 -

Coeficiente de correlagpo [ 5)

Baixa correlacio Ijty) e Ijty)

a.0 T

T T T T 1 T T T
0.0 2axi1a® Lot 6.0z 10° s0x10° 1.0x10°

Tempo (us)

Figura 1.8: Grafico da variagdo do fator de correlagcdo G em funcdo do tempo. Representacdo do decaimento
da fungéo de auto correlagdo G(t).

Para o caso de solucdes de particulas esféricas e monodispersas, pode-se associar o

tempo de correlacdo da flutuacdo na intensidade de luz espalhada com as grandezas obtidas até
aqui, por meio da relagéo:

G@)= e, (1.5)

onde t € o tempo de analise e /" é a razdo de decaimento da curva exponencial obtida da fungéo

de auto correlagdo, que € diretamente proporcional ao coeficiente de difusdo D e pode ser dada
por:

I'=Dq’, (1.6)
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onde g €é o vetor de onda da luz espalhada, dado por:
q = (4nn / Ay) sen (6/2), 2.7)

onde 7 é o indice de refracdo do meio, Ao € 0 comprimento de onda da luz incidente e 8 € o

angulo no qual o detector esté localizado.

Atualmente, muitos equipamentos utilizam-se de softwares, 0s quais encontram uma
curva de decaimento, que melhor se ajusta aos pontos gerados pela funcao de autocorrelacédo
() (Instruments, 2004). Com valor de 7, 0 valor de D pode ser obtido e, finalmente, o diametro
hidrodindmico médio das Dn particulas através da equacdo de Stokes-Einstein.

1.1.3.4 Espectroscopia de Dicroismo Circular (CD)

A espectroscopia de dicroismo circular € uma das técnicas mais valiosas em estudos
biofisicos envolvendo peptideos e fornece importantes informac6es a respeito da conformacéo
geral e do percentual de estrutura de biomoléculas livres em solugdes aquosas ou também

quando em interagdo com algum meio biomimético de membrana (Bakshi et al., 2014).

Uma luz linearmente polarizada pode ser vista como uma superposicdo de luz
circularmente polarizada de igual amplitude e fase, porém girando em sentidos contrarios: uma
em sentido horério (vetor Er) e outra em sentido anti-horéario (vetor EL). Uma projecdo dessas
amplitudes combinadas, perpendiculares a direcdo de propagacao, produz, uma linha, como

mostrado na Figura 1.9A, p. 47.

Os sinais de CD surgem somente quando ocorre absor¢do de radiacdo por parte de
grupos cromoforos. Quando essa luz passa atraves de um cromoforo de uma amostra
opticamente ativa com uma absorbancia A, que, devido a assimetria do meio, é diferente para
os dois componentes circulares, a amplitude do componente mais fortemente absorvido sera
menor do que a do componente menos absorvido. A consequéncia é que uma projecdo da
amplitude resultante produz uma elipse em vez da linha usual, sendo esta radiagéo resultante
(Er + EL) denominada de luz elipticamente polarizada (Figura 1.9B, p. 47, a direita). Note que

a direcédo de polarizacdo ndo mudou.
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Figura 1.9: Esquema de formag&o do efeito de dicroismo circular. (A) e (B, esquerda, de forma frontal) luz
planarmente polarizada pode ser vista como uma superposi¢do das luzes circularmente polarizadas opostas de
igual amplitude e fase. (B, direita) diferentes absor¢des dos componentes polarizados para direita e para levando
a elipticidade (CD) e a rotacdo oOtica (OR). Figura (A) foi extraida do site (Http://Glosarios.Servidor-
Alicante.Com/, 2017), sem a necessidade de autorizagdo, e (B) foi extraida com autorizacdo do Prof. Bernhard
Rupp — Anexo A5, p. 181 (Rupp, 2009).

Portanto, em termos gerais, o espectropolarimetro de CD mede a diferenca de absorcao,
A, das componentes circularmente polarizadas da luz linearmente polarizada, em funcdo do

comprimento de onda (1) (Johnson Jr, 1988):
CD=AA=AL)e-A(l)D (1.8)

O efeito de dicroismo circular é simplesmente a ocorréncia dessa elipticidade da
projecdo (&), que € a tangente obtida da razao entre 0 menor e 0 maior eixo da elipse:

__ ER-EL

"~ ER+EL (1.9)
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Como observado na Equacéo 1.9, p. 47, a elipticidade pode assumir tanto valor positivo

guanto negativo, dependendo de qual componente da luz é preferencialmente absorvida.

Nos estudos estruturais de peptideos e proteinas, o efeito de CD é geralmente pequeno,
correspondendo a um valor de AA na ordem de 3 x 10* (Kelly e Price, 2000). Dessa forma, é
imprescindivel saber a concentracdo molar (M) da amostra de peptideo ou proteina para a

determinacdo da elipticidade molar em um comprimento de onda A ([#]molar, ) — Equacdo 1.10.

100 % 6,
[Q]molar,/l T Mxd ' (1-10)

onde 6 é a elipticidade observada (em graus) no comprimento de onda / e d € 0 comprimento

do caminho 6tico (cm).

Os grupamentos amida das ligagdes peptidicas sdo os cromoforos mais importantes nos
estudos de CD de amostras peptidicas (Figura 1.10). Os angulos de rotacdo ¢ e y desse
grupamento definem as condi¢cdes de coplanaridade dos orbitais envolvidos na ligagéo
peptidica, sendo caracteristicos para cada tipo de estrutura secundéaria (Waltho et al., 1993). O
estado de agregacao e das interacGes que a molécula pode fazer com o solvente ou com outras

espécies (e.g., surfactantes ou fosfolipidios) influenciam diretamente na rotacéo desses angulos.

Ry 0

Figura 1.10: Sistema R1-(C=0)-NH-R2 com suas respectivas transicdes eletrdnicas.

Essas influencias alteram as intensidades e energias intrinsecas das transi¢cdes eletrénicas na
ligacdo peptidica, que ocorrem devido a absorcdo de comprimentos de onda (1) menores que
240 nm. Dessa forma, bandas espectrais devido as absor¢Ges caracteristicas associadas aos
angulos ¢ e y de cada estrutura secundaria podem ser facilmente atribuidas a diferentes

conformacdes do peptideo.
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Os espectros de CD dos padrdes para estruturas canénicas (hélice a, folha g e
randomica) podem ser visualizados na Figura 1.11, jJuntamente com 0s principais comprimentos

de onda de absorcéo e as respectivas transi¢des eletrdnicas para cada tipo de estrutura.

Finalmente, os dados obtidos pelas anélises de CD possibilitam a determinacdo do teor
de estrutura secundaria média e a quantificacdo do conteudo de estruturagdo pode ser realizada
por meio de calculos de deconvolucédo (Sreerama, Narasimha e Woody, Robert W, 2000; Lees
et al., 2004). Como as informacdes obtidas por CD indicam as preferéncias conformacionais
do peptideo em um dado meio e como as analises sdo relativamente rapidas e demandam
pequena quantidade de amostra, é pratica comum utilizar essa técnica para se investigar e
antecipar condicdes ideais para a realizacdo de experimentos de RMN, o que demonstra a sua

importancia nos estudos estruturais e biofisicos de biomoléculas.

—a— hélice o
—=— fplha 7
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Figura 1.11: Espectros de dicroismo circular tipicos de conformagdes peptidicas. A tabela a direita apresenta
os principais comprimentos de onda de absorcdo e as respectivas transices eletrdnicas, representativos de cada
tipo de estrutura.

1.2 SINTESE DE PEPTIDEOS

A sintese de peptideos é caracterizada pela formacdo de uma ligacdo amidica (ou
peptidica) entre pelo menos dois aminoacidos, levando a uma cadeia crescente, que pode atingir
uma sequéncia de varios residuos de aminoacidos (Figura 1.12, p. 50). O primeiro relato de

acoplamento entre dois aminoacidos foi realizado via cloreto de acila por Emil Fischer em 1903
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(Fischer e Otto, 1903). No entanto, nesta época, nenhum tipo de grupo protetor foi utilizado,
tornando inviavel a unido de mais aminoécidos para a obtencdo de cadeias maiores. Com 0
passar dos anos, novos avangos nas metodologias de sintese contornaram as dificuldades de se
obter conjuntos maiores de aminoacidos até que, pela primeira vez, foi sintetizado o
nonapeptideo ocitocina, um horménio neural produzido pela glandula hipofise, o que rendeu a
du Vigneaud o prémio Nobel de 1955 (Vigneaud et al., 1953). A partir de entdo, a sintese
quimica de peptideos e proteinas tem conseguido avangos extremamente significativos em suas
metodologias, causando grande impacto na pesquisa e no desenvolvimento de varios farmacos

baseados nessas biomoléculas.

N-terminal C———————> (-terminal

Figura 1.12: Representacdo da cadeia peptidica pela formacéao de uma liga¢do amidica. Abaixo do dipeptideo

formado ¢ ilustrada a dire¢do da cadeia peptidica da porcdo N- para a C-terminal.

Como mencionado anteriormente, os peptideos antimicrobianos sdo encontrados em
praticamente todos 0s organismos vivos. Contudo, um dos grandes problemas na utilizacéo
dessas biomoléculas é a baixissima concentracdo em que eles sdo isolados de suas fontes
naturais, o que traz a necessidade de obtencdo desses compostos em escalas maiores, para o
suprimento da crescente demanda por parte dos laboratérios de pesquisa. Com base nesses
avancos, serdo apresentados neste topico importantes aspectos da sintese de peptideos, como as
metodologias mais comuns de sintese e 0s pontos fortes e limitacdes das respectivas estratégias,

com um destaque maior para a sintese de peptideos em fase sélida (SPFS).
1.2.1 Sintese Bioldgica de Peptideos

Dentre as estratégias utilizadas na producao de peptideos, os sistemas recombinantes in
vitro ou in vivo, nos quais se emprega 0 DNA plasmidial ou fragmentos de DNA que codificam
a proteina ou peptideo de interesse, sdo utilizados. Essa estratégia € uma das mais comumente
empregadas para a sintese biolégica de peptideos (Vlieghe et al., 2010). As sinteses in vivo sdo

usualmente alcancadas recorrendo-se a bactéria Escherichia coli, que pode ser facilmente
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escalonada para grandes volumes de fermentacdo, embora o uso de plantas também seja uma
estratégia comumente usada e, mesmo em menor extensdo, outros organismos, cOmo 0S
protozoarios, também tém sido utilizados (Breitling et al., 2002; Bommarius et al., 2010; Lico
et al., 2012). Contudo, esses sistemas tém o problema de exigir passos eficientes na etapa de
purificagdo pois, comumente, sistemas de expressdo produzem misturas complexas de
diferentes biomoléculas. Além disso, ndo é possivel incorporar de forma significativa
aminoacidos ndo naturais (Goodwin et al., 2012). N&do obstante, essa limitacdo pode ser
contornada por meio de técnicas de expressdo in vitro, tais como o uso de anticddon de tRNAs
ou a incorporacdo de aminoacidos contendo os grupos alcino e azida para 0 aumento da
estabilidade estrutural e proteolitica (Fernandez e Freed, 2017). Comparado ao isolamento de
fontes naturais e de sintese quimica, essa abordagem sintética pode ser mais rentavel para
producdo em larga escala de peptideos, embora a maioria dos farmacos baseados em peptideos,
tanto na pesquisa como na industria, sejam produtos de sintese quimica (Bray, 2003; Li, 2011;
Goodwin et al., 2012).

1.2.2 Sintese Quimica de Peptideos

Peptideos naturais, que sdo dificeis de serem expressos em bactérias, podem ser obtidos
por sintese quimica pois, com essa metodologia, varios aminoacidos ndo naturais sao passiveis
de serem incorporados, além de possibilitar a sintese de cadeias com D-aminoacidos e

modificacOes da cadeia peptidica/proteica (Behrendt et al., 2016).

As cadeias peptidicas lineares podem ser sintetizadas quimicamente com base em duas
metodologias principais: a de sintese “classica” em solugdo (SPS) ou por estratégia de sintese
de peptideos em fase sélida (SPFS) (Merrifield, 1963; Sakakibara, 1999). A despeito disso,
também tem sido utilizada a combinacdo de diferentes estratégias (sintese hibrida), como é o
caso da SPS, a partir da ligacdo quimioseletiva e ligacdo quimica nativa (NCL), com a SPFS, e
da sintese quimica com a bioldgica, chamada de semi-sintese (Bray, 2003; Leadbetter et al.,
2004; Durek e Becker, 2005; Guzman et al., 2007; Drucker et al., 2010; Goodwin et al., 2012;
Parra et al., 2014; Da Costa et al., 2015).

1.2.2.1 Sintese de Peptideo em Solucéo (SPS)

Primeiramente descrito em 1953 por du Vigneaud, a sintese de peptideos em solugéo é

a abordagem mais classica para a obtencdo de peptideos e consiste na dissolucdo de todos os
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reagentes em um solvente no meio reacional (Vigneaud et al., 1953). Ela ainda é bastante
utilizada e tem sido empregada para a sintese de pequenos fragmentos de peptideos com cerca
de dez residuos de aminoacidos e € muito Gtil na sintese convergente, quando duas cadeias
peptidicas diferentes sdo unidas para formar peptideos maiores (Khan, 2016). Uma das
desvantagens dessa metodologia é a necessidade de um grupo protetor na por¢ao C-terminal do
primeiro derivado de amino&cido, protegendo o grupamento carboxi de reagir de forma
indesejada. Lentiddo e o emprego de varios procedimentos longos sdo outras desvantagens
consideraveis. Apesar disso, mesmo o produto sendo isolado da solucdo reacional, os
intermediérios formados podem ser analisados e purificados em cada etapa do processo de
sintese, permitindo, assim, a deteccdo de reacdes paralelas e a formagdo de coprodutos, o que

pode render produtos finais com alta pureza (Tsuda e Okada, 2012).
1.2.2.2 Sintese de Peptideo em Fase Solida (SPFS)

A SPFS foi introduzida em 1963 por Robert Bruce Merrifield, sendo ele agraciado com
0 prémio Nobel em Quimica no ano de 1984, em decorréncia de suas contribui¢fes na area.
Essa entdo nova metodologia de sintese teve um impacto enorme no desenvolvimento da
quimica de peptideos pois, nesse caso, a molécula é construida sobre uma matriz sélida

insoluvel, sendo liberada da mesma apenas ao final do processo (Merrifield, 1963).

O suporte solido utilizado nessa metodologia de sintese consiste em pequenas esferas
porosas formadas por material polimérico (muito comumente chamadas de resinas) e
responsaveis pela sustentacao fisica do material de partida da molécula em formacdo. Dessa
forma, reacbes de acoplamento podem ser realizados mais rapidamente e com melhores
rendimentos, usando excessos de derivados de aminoacidos ativados, que sdao removidos no
final ao final de cada etapa da reacdo por simples lavagem da fase sélida. Portanto, essa
metodologia oferece importantes vantagens em relacédo a sintese em solucdo (Chan, W. e White,
P. D., 2000). O principio geral da SPFS estéa ilustrado na Figura 1.13, p. 53.

O processo geral para a sintese de peptideos no suporte solido comeca pela ligacdo da
porcdo C-terminal do primeiro derivado de amino&cido as subunidades funcionais conectadas
a resina, chamadas de ligantes (do inglés, linkers). Depois de acoplado o primeiro derivado de
aminoéacido, o conjunto resina-peptideo (peptidil-resina) é filtrado e lavado de modo a remover
0 excesso de reagente e de subprodutos formados durante a etapa de acoplamento.
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Figura 1.13: Esquema geral da SPFS. Z (em verde) representa o grupo protetor permanente da cadeia lateral do

residuo de amino&cido. X (em azul) representa o grupo protetor temporério.

Para evitar possiveis reacdes paralelas que prejudicariam a sintese, o grupamento amino
a € 0S grupos reativos da cadeia lateral dos aminoacidos sdo geralmente protegidos. Os grupos
protetores das cadeias laterais tém a funcdo de proteger as cadeias laterais ao longo de toda a
sintese e, por isso, sdo denominados de grupos protetores permanentes, sendo escolhidos de
modo que ndo sejam removidos nas condi¢Oes reacionais empregadas durante a etapa de
acoplamento. J& os grupos protetores dos grupamentos amino o dos derivados de aminoacidos
sdo seletivamente removidos antes de cada etapa de acoplamento, sendo entdo denominados de

grupos protetores temporarios.

A proxima etapa consiste justamente na remoc¢do do protetor do grupo amino o do
primeiro residuo acoplado, deixando-o livre para reagir com um segundo derivado de

aminoacido (etapa de desprotecdo). Depois de desprotegida, a peptidil-resina € filtrada e lavada
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novamente, preparando-a para uma nova etapa de acoplamento, que consiste na introducéo de
um novo derivado de aminoécido. Apds um dado tempo reacional, a solucdo utilizada no
acoplamento é removida por filtracdo e a peptidil-resina lavada. Ao final da etapa de
acoplamento, o grupamento amino da peptidil-resina encontra-se protegido novamente e €
removido para o acoplamento do terceiro derivado de amino&cido. Dessa forma, é estabelecido
um ciclo de repeticdes, que envolve desprotecdo do grupamento amino «, lavagem da peptidil-
resina apos a desprotecdo, reacdo de acoplamento de um novo derivado de aminoacido
protegido e lavagem da peptidil-resina apos a reacdo de acoplamento, até a obtencdo da
sequéncia peptidica desejada. Ao final da sintese, 0s grupos protetores das cadeias laterais sao
removidos e o peptideo é liberado do suporte sélido, sendo esta etapa denominada de clivagem.

Como a metodologia de fase solida consiste em uma sintese linear, é necessaria a
execucdo satisfatoria de cada etapa de acoplamento, pois a etapa global desta reacdo
determinaré o rendimento do produto final. O mais importante a se considerar é a obtengéo do
méaximo de rendimento por etapa. Por exemplo, se cada etapa de acoplamento tiver 99% de
rendimento, um peptideo de 26 residuos de aminoacidos seria sintetizado em um rendimento
final de 77% (assumindo um rendimento de 100% em cada desprotecdo); se o rendimento de
cada acoplamento for 95%, a sintese teria somente 25% de rendimento global. Portanto, visando
a maxima eficiéncia no acoplamento, € comum empregar grande excesso de reagentes de

ativacdo dessa etapa e de derivados de aminoacidos (Howl, 2005).

De forma ideal, a resina e 0s grupos protetores das cadeias laterais devem ser escolhidos
de forma que a remocao dos grupos protetores amino a, durante a etapa de desprotecdo, e a
remocao dos grupos permanentes das cadeias laterais, que ocorre durante a clivagem, ocorram
em condicGes reacionais completamente diferentes, tais como condi¢des basicas para remover
0 grupo protetor amino o e &cidas para remover 0s grupos protetores das cadeias laterais. Esse

esquema de protecdo ¢ chamado de protegdo “ortogonal” (Chan, W. e White, P. D., 2000).
1.2.2.2.1 Estratégia Boc

O grupo protetor terbutoxicarbonila (Boc) ja foi muito utilizado para protecéo
temporaria do grupo amino «, sendo sua remocao feita em meio acido moderado, normalmente
empregando-se solugéo de acido trifluoroacético (TFA). Essa estratégia € conhecida como Boc-
SPFS e foi inicialmente utilizada por Merrifield na introducdo da sintese em fase solida

(Merrifield, 1963). A clivagem do peptideo da resina e a desprotecdo das cadeias laterais s&o
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também realizadas em meio &cido, porém em condi¢Ges acidas que demandam maiores
cuidados do que aquelas utilizadas na remocdo do grupo temporario Boc; geralmente para a
clivagem sdo empregadas solucdes de acido fluoridrico (HF) ou &cido trifluormetanossulfonico
(TFMSA) (Chan, W. e White, P. D., 2000). Dessa forma, devido ao emprego de condigdes
reacionais extremamente agressivas na etapa final da sintese, é necesséria a utilizacdo de
aparatos especiais nos processos de clivagem e de remogéo dos grupos protetores das cadeias
laterais. Além disso, essas condicGes favorecem diversas reacGes secundarias, como alquilacéo
das cadeias laterais, hidrdlise de ligacGes peptidicas, rearranjos, entre outras ocorréncias. A
utilizacdo da estratégia Boc, no entanto, pode fornecer resultados superiores quando a sequéncia
peptidica esta sujeita a agregacdo, como as cadeias peptidicas da HIV-1 protease (Schndlzer et
al., 2007), em algumas sinteses complexas e na sintese de andlogos ndo naturais de peptideos

gue podem ser sensiveis ao meio basico, como é o caso dos depsipeptideos (Coin et al., 2006).
1.2.2.2.2 Estratégia Fmoc

A introducdo do grupo 9-fluorenilmetoxicarbonila (Fmoc) como protetor do
grupamento amino «, permitiu que todo o processo de SPFS fosse realizado aplicando-se
condig¢Bes mais brandas (Carpino e Han, 1970; Kenner et al., 1971). Inicialmente, 0 sucesso da
chamada estratégia Fmoc-SPFS foi devido a rapida adaptacdo de pesquisadores nao quimicos
aos procedimentos, que puderam preparar, de forma préatica e viavel, peptideos para a producéo
de anticorpos usando aparatos mais baratos e evitando o uso de reagentes mais complicados
como o HF anidro (Behrendt et al., 2016).

Nessa estratégia, tem-se 0 esquema ortogonal de remoc¢do dos grupos protetores, onde
0 Fmoc é removido por eliminacdo 4 sob condi¢fes basicas, ao passo que 0 grupo protetor
permanente é removido por condi¢bes acidas na etapa final de clivagem. Dessa forma, a
remocao dos grupos protetores temporarios e permanentes ocorre por mecanismos quimicos

completamente diferentes.

A Figura 1.14, p. 56, mostra o esquema de remocao do Fmoc do residuo de aminoacido
terminal da peptidil-resina. A possibilidade de estabilizagdo por processo de aromatizacdo da
base conjugada do anel fluoreno, faz com que o hidrogénio no carbono f seja passivel de
abstracdo por uma base relativamente fraca. Dessa forma, para a desprote¢cdo do residuo de
aminoacido, normalmente & feito um tratamento da peptidil-resina com uma solucdo de
piperidina (PIPE) ou 4-metilpiperidina (4M-PIPE) 20-50%, v/v, em dimetilformamida (DMF)
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ou N-metilpirrolidina (NMP). O processo leva a eliminacéo f e a formagao de dibenzofulveno
e dioxido de carbono (Fields e Noble, 1990). O dibenzofulveno é uma espécie que poderia
atacar, prontamente e de forma irreversivel, a amina desprotegida se ele ndo fosse capturado.
Por isso, aminas secundarias como a PIPE sdo tipicamente usadas, tanto para remover o grupo
Fmoc, quanto para capturar o coproduto dibenzofulveno, formando assim um estavel e pouco
reativo aduto (Luna et al., 2016). Esse coproduto da desprotecdo absorve fortemente na regido
do ultravioleta em 300 nm e, por isso, alguns sistemas automatizados de sintese monitoram a
absorbéncia do dibenzofulveno e automaticamente estabelecem um tempo para a reacdo de
desprotecdo, até o0 momento em que nenhuma formacéo do aduto seja detectada (Amblard et
al., 2006).

g ﬁg\ (\/J | O’O

Figura 1.14: Esquema geral mostrando o mecanismo de remog¢do do grupo Fmoc na etapa de desprotecéo
do residuo de aminoé&cido. -R’ se refere a cadeia lateral do residuo de aminoacido e -R a cadeia peptidica

crescente.



57

A SPFS utilizando a estratégia Fmoc foi facilmente automatizada pelo fato de néo ser
necessario o uso de reagentes corrosivos nos ciclos sintéticos empregados, bem como pela etapa
de desprotecao liberar um grupamento fluoreno, que possui uma propriedade de forte absorcéo
no ultravioleta, o que fornece um indicador muito Gtil para o sucesso do processo automatizado

da sintese.

Nessa estratégia a etapa de clivagem ocorre geralmente em meio contendo uma solugéo
concentrada de TFA (90 a 95% v/v), que remove simultaneamente o peptideo da resina e 0s
grupos protetores das cadeias laterais dos residuos de aminoacidos (Urban et al., 1996). Nessas
condicBes, carbocations relativamente estaveis sdo gerados, podendo reagir com grupos
nucleofilicos de cadeias laterais de varios residuos, o que levaria a subprodutos indesejados
(King et al., 1990). Dessa forma sdo preparadas solucdes de clivagem contendo, além do TFA,
reagentes capazes de “capturar” esses carbocations, o que minimiza drasticamente essas reagdes
indesejadas. Essas solucgdes sdo preparadas de acordo com as caracteristicas particulares de cada
sequéncia peptidica e muitas dessas solucdes tém sido preparadas a base de derivados de silanos
que, além de apresentarem bons resultados, possuem odor menos desagradavel do que aqueles

reagentes baseados em tidis (Pearson et al., 1989).
1.2.2.2.3 Boc- versus Fmoc-SPFS

Muitas desvantagens relacionadas as condic¢des limitadas empregadas na metodologia
Boc- foram contornadas pela introducéo da quimica Fmoc-SPFS.

Na estratégia Boc, a falta de uma diferenciacdo completa entre as condi¢fes reacionais
empregadas na remocao do grupo protetor temporario Boc e as empregadas para a remocao dos
grupos permanentes das cadeias laterais, tem sido uma das grandes preocupac6es (Parra et al.,
2009). Com o uso de TFA a cada etapa de desprotecdo ao longo de toda a sintese, pequenas
quantidades de grupos protetores das cadeias laterais podem ser removidas e o peptideo pode
ser progressivamente removido do suporte polimérico. Em contraste, a estratégia Fmoc fornece
uma combinacdo ortogonal dos grupos protetores temporarios e permanentes. O TFA é
utilizado somente na etapa de clivagem e, por ser facilmente volatilizado e de manuseio bem
mais simples que os reagentes empregados na estratégia Boc, ele pode ser removido por simples
evaporacdo e nao necessita de instrumentacéo especial, o que tem facilitado a adaptacdo dessa
estratégia para a sintese de peptideos em muitos laboratorios de grupos de pesquisa que nédo

contam com quimicos. Desde de que as componentes das cadeias laterais desprotegidas sejam
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compativeis com a quimica Fmoc-SPFS, o que é satisfeito também no caso de algumas
modificacbes, tais como peptideos fosforilados e glicosilados, essa metodologia tem
proporcionado condicBes excelentes e viaveis de sintese de peptideos, razdo pela qual esta
estratégia tem ganhado forca e se popularizado cada vez mais entre profissionais e laboratorios

de pesquisa de diferentes areas do conhecimento.
1.2.2.2.4 Componentes e Aspectos Importantes da Fmoc-SPFS

Depois de discutidas as metodologias de sintese, é bastante valido abordar, de forma
individual, componentes e situagcdes importantes que geralmente fazem parte de toda a quimica

envolvida na SPFS.

Suporte so6lido

Os suportes solidos sdo formados por resinas poliméricas insollveis, geralmente de
ligagdo cruzada, produzidas na forma de pequenos graos esféricos de elevada porosidade, o que
permite a difusdo dos solventes e reagentes no interior dos grdos poliméricos, deixando os
“sitios ativos” mais acessiveis para o processo reacional (Figura 1.15, p. 59). Essas resinas
devem apresentar propriedades fisico-quimicas favoraveis, como ser insoluveis em solventes
organicos, resistentes a altas pressoes e inertes a todos os reagentes e solventes empregados na
sintese. Dessa forma, a resina, quando preenchida, exerce um forte efeito solvatante na cadeia
peptidica e permite que sua formacdo ocorra também no interior da rede polimérica (Kent,
1988).

As resinas poliméricas mais comumente utilizadas na SPFS sdo feitas de poliestireno,
mas suportes solidos com outras matrizes poliméricas, como o poliacrilato, poliacrilamida e
polietilenoglicol, tém se tornado boas op¢bes no planejamento da sintese (Hewage, 2016). A
maioria dos suportes poliméricos usados contém 1 ou 2% do agente de ligacdo cruzada
divinilbenzeno (DVB) (Figura 1.15, p. 59, superior), fazendo com que estes suportes sejam

praticamente insollveis nos solventes utilizados na SPFS.

A resina de poliestireno apresenta boas caracteristicas de intumescimento, quando em
contato com solventes organicos (como DMF e DCM), de difusdo dos reagentes e de
acessibilidade dos sitios reacionais dos ligantes presentes na matriz (Eg Souza et al., 2015). As

resinas baseadas em poliamidas com ligacdo cruzadas e as resinas mistas baseadas em
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poliestireno e polietilenoglicol sdo suportes muito mais hidrofilicos, exibindo propriedades
fisicas diferentes das resinas de poliestireno no nivel micro e macroscopico. Esses suportes
representam uma boa alternativa para a sintese de algumas sequéncias complexas, passiveis de

agregacao e de peptideos com cadeias maiores (Hewage, 2016).
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Figura 1.15: Exemplos de suportes sélidos e ligantes mais utilizados na SPFS. Acima, suporte sdlido de
poliestireno (Rink-Amide) e polietilenoglicol (Tentagel) e abaixo ligantes para peptideos amidados e carboxilados
na porcdo C-terminal. No canto superior a esquerda, microscopia dos grdos de suporte solido polimérico

constituido de poliestireno.

Parte da massa total das resinas corresponde a unidades funcionais, os chamados
ligantes (do inglés, linkers), os quais promovem ligacOes eficientes e a fixacdo da matriz
polimérica com o primeiro residuo de aminoéacido da cadeia peptidica crescente, atuando como
agentes “ancorantes” ou “sitios de ligagdo” (Palomo, 2014). Dependendo do grupo funcional
C-terminal do peptideo a ser sintetizado, o primeiro residuo de aminoacido N-protegido é
ancorado ao ligante do suporte solido via uma ligacdo éster ou uma ligacdo amidica e a maioria

dessas resinas funcionalizadas com tais ligantes ja sdo comercialmente disponiveis (Figura
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1.15, p. 59). Essa estrutura intermediaria contida no suporte polimérico, acaba por ter como
funcdo, além de ligar o primeiro derivado de aminodcido, proteger o grupo C-terminal durante

todo o processo de sintese da cadeia peptidica.

Grupos Protetores das Cadeias Laterais

Mais da metade dos aminoacidos comumente encontrados nas proteinas apresenta
cadeias laterais que contém grupos funcionais reativos. Estes grupos potencialmente reativos
sdo protegidos para evitar reagdes secundarias e, consequentemente, alcancar elevados niveis
de eficiéncia durante toda a sintese peptidica. Para sinteses rotineiras, frequentemente séo
empregados grupos protetores de facil remocdo na presenca de TFA e que permitam que 0
peptideo seja inteiramente desprotegido durante a etapa de clivagem. No entanto, para
modificacOes seletivas ou a utilizacdo de um residuo em particular no suporte sélido, como na
ciclizacdo pela cadeia lateral e biotinilacdo de peptideos, por exemplo, ha a necessidade da
utilizacdo de grupos protetores especiais e de um esquema ortogonal de sintese (Isidro Llobet
et al., 2009).

Reagentes de Acoplamento

A utilizagdo de reagentes ativadores ajuda a suprimir a epimerizacdo de alguns residuos
de aminoéacidos e inibir problemas relacionados a geragdo de nitrilas, que ocorre devido a
desidratacdo da cadeia lateral carboxamida de residuos como a asparagina e a glutamina, além
de aumentar a eficiéncia na etapa de acoplamento (Al-Warhi et al., 2012). Essa ativacdo do
grupamento carboxila do derivado de aminoéacido é realizada in situ e pode ser feita com as
carbodiimidas solubilizadas em DMF, DCM e, mais recentemente em tetraidrofurano (THF) e
acetonitrila (ACN) (Jad et al., 2015). Exemplos tipicos dessa classe de ativadores é a diciclo-
hexilcarbodiimida (DCC) e diisopropilcarbodiimida (DIC), sendo mais conveniente a utiliza¢éo
desta ultima, devido ao coproduto ureia formado durante a etapa de acoplamento, apresentar
problemas de solubilidade para a DCC (Chan, W. e White, P. D., 2000). Para aumentar a
eficiéncia do acoplamento mediado pelas carbodiimidas, € comum o uso de ativadores
adicionais, como o 1-hidroxibenzotriazol (HOBt) ou o 1-hidroxi-7-azabenzotriazol (HOAL),
alem dos sais de fosfonio e aminio/urdnio, como benzotriazol-1-il-oxitripirrolidino-
hexafluorofosfato de fosfénio (PyBOP), hexafluorofosfato de 7-azabenzotriazol-1-il-
oxitris(pirrolidino)fosfonio  (PyAOP), hexafluorofosfato de  N-[1H-benzotriazol-1-

il(dimetilamino)metileno]-N-metilmetanaminio  (HATU), tetrafluoroborato de  O-
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(benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametilurénio (TBTU) e hexafluorofosfato N,N,N',N'-tetrametil-
O-(1H-benzotriazol-1-il)urénio (HBTU) (Jad et al., 2016).

Recentemente, a 2-ciano-2-(hidroximino)acetato de etila (Oxima) tem apresentado
resultados mais satisfatorios, quando comparada a alguns desses ativadores adicionais. Isso tem
feito dela uma boa opgdo como aditivos nas reagbes de acoplamento, quando se utiliza a
estratégia Fmoc de SPFS (El-Faham et al., 2009). Alguns desses agentes ativadores estdo

representados na Figura 1.16.
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Figura 1.16: Alguns dos reagentes utilizados na ativacdo do grupamento carbonila nas etapas de

acoplamento em SPFS.

Monitoramento da evolucao da SPFS

O monitoramento da SPFS é extremamente importante no sucesso da sintese de
peptideos e um numero consideravel de testes qualitativos tem sido desenvolvido. Um ensaio
historicamente muito utilizado é o teste de Kaiser, que é baseado na reagdo da ninidrina com
aminas. Aminas primarias produzem uma cor azul/roxa intensa, ao passo que aminas

secundarias, tais como prolina N-terminal, produzem uma coloracdo vermelho-amarronzada
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menos intensa (Fields, 1997). No entanto, em algumas situagdes, outros testes alternativos para
a prolina N-terminal sdo recomendados, como o teste do cloranil (Vojkovsky, 1994) e o teste
da isatina (Fields, 1997), que produzem uma coloracdo azul com a prolina N-terminal
desprotegida. Outras alternativas incluem os testes de azul de bromofenol e o de acido 2,4,6-
trinitrobenzenosulfénico, que sdo baseados na reacao &cido-base de um indicador com o grupo
amino bésico (Howl, 2005). Serdo detectados, portanto, aminas secundarias, tais como prolina
ou aminoacidos N-metilados e aminas primarias. A peptidil-resina deve ser cuidadosamente
lavada antes da realizacdo desses testes, para remover qualquer reagente basico ou acido que

possa interferir nos resultados.

Desprotecéo Incompleta, Agregacao, Racemizacdo e Reacoes Paralelas

Avancos recentes nas estratégias de sintese quimica de peptideos tém sido descritos na
literatura com o intuito de tentar contornar a maioria dos problemas relacionados a SPFS, os
quais sao responsaveis por uma série de produtos indesejados formados e acumulados em todas

as etapas ao longo do processo (Paradis-Bas et al., 2016).
. Desprotecdo Incompleta

Durante a SPFS é comum ocorrer a remogao incompleta do grupo Fmoc, principalmente
em cadeias longas, onde é frequente o processo de agregacdo peptidica (Larsen e Holm, 1994).
Mesmo na presenca de concentracOes elevadas de PIPE, é aconselhavel o aumento do tempo
usado na desprotecdo. Além disso, o 1,8-diazobiciclo [5.4.0Jundec-7-eno (DBU) pode ser usado
como alternativa, quando a desprotecdo for lenta ou incompleta, podendo melhorar o
desempenho da desprotecao e aumentar o rendimento do produto desejado (Ralhan et al., 2015).
O DBU néo é uma base nucleofilica e ndo ird reagir com o coproduto dibenzofulveno e, por
isso, a PIPE € frequentemente adicionada apenas para reagir com este coproduto. No entanto,
0 DBU néo deve ser usado quando residuos de &cido aspartico fazem parte da peptidil-resina,
pelo fato de o DBU catalisar a formacéo de aspartimida na presenca de PIPE. Outras alternativas
a essas bases ainda podem ser utilizadas para remog¢éo do grupo Fmoc, como a utilizagdo de
condicBes neutras de hidrogenagdo, nas quais acetonitrila é utilizada para acelerar o0 processo
(Maegawa et al., 2009).
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ii. Agregacao

Quando as etapas de desprotecdo do grupamento amino e de acoplamento de
aminoacido ndo se completam ou apresentam baixo rendimento, estas reacOes devem ser
repetidas e ter seu tempo aumentado para tentar contornar estes problemas (Howl, 2005). No
entanto, isso nem sempre é suficiente. A causa dessa falha geralmente é a auto associacdo da
cadeia peptidica ou inter-cadeia, devido a formacéo de interacdes de hidrogénio ou hidrofobicas
intermoleculares, o que leva a incompleta solvatacdo da peptidil-resina e inacessibilidade dos
reagentes ao grupamento N-terminal do residuo de aminoéacido. Apesar de ser dependente da
sequéncia peptidica, esse fenébmeno ndo pode ser previsto com precisdo, embora seja propenso
para sequéncias contendo altas proporcées de residuos hidrofobicos e geralmente pode comecar

a partir do quinto residuo acoplado.

De forma geral, alguns métodos podem ser usados para romper a formacéo de estruturas
secundarias e agregacao. O primeiro consiste da mudanca do ambiente de sintese, que pode ser
feito pela adicdo de sais caotropicos, (tais como tiocianato de potassio, perclorato de sodio ou
cloreto de litio a 0,4 M). Podem ainda ser adicionados surfactantes ndo idnicos ou carbonato de
etileno a 1% (v/v), ou solventes como dimetilsulfoxido (DMSO), NMP, trifluoroetanol (TFE)
e hexafluoroisopropanol ao meio reacional. Outra alternativa é o aumento de temperatura do

meio reacional pelo emprego direto das micro-ondas (Howl, 2005; Collins et al., 2014).

A segunda abordagem envolve um conjunto de estratégias, que visa a introducdo de
elementos estruturais na cadeia principal propriamente dita (Behrendt et al., 2016). Essa acdo
tende a romper as interacdes inter-cadeia (principalmente ligac6es de hidrogénio) e pode ser
muito efetiva em contornar problemas de sintese associados a sequéncias complexas ou muito
grandes. Por exemplo, no caso de sequéncias que contenham residuos de serina ou treonina,
pode ser preparado um depsipeptideo correspondente, a partir da esterificacdo destes residuos,
sendo que, ap0s a sintese, a desesterificacdo pode ser facilmente proferida em condicgdes basicas
brandas (Carpino et al., 2004). Grupos protetores da cadeia principal ligados ao grupamento
amino « do residuo de aminoacido, como o 2-hidroxi-4-metoxibenzil (Hmb) e 2,4-
dimetoxibenzil (Dmb), geralmente previnem a formacéo de ligac6es de hidrogénio e sdo muito
eficientes quando incorporados a cada 6-7 residuos (Packman, 1995; Cardona et al., 2008).
Considerando que a prolina ¢, em uma sequéncia peptidica, conhecida por promover o

rompimento da agregacgéo, pseudoprolinas derivadas de residuos de Cys, Ser e Thr podem ser
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utilizadas como estratégia para contornar esse problema, além de tornar as etapas de sinteses
muito mais vidveis (Wohr et al., 1996; Abedini e Raleigh, 2005; Stathopoulos et al., 2013). Ao
reduzir a agregacdo, essas estruturas também podem levar a desassociacao estrutural, o que
aumenta a solubilidade do peptideo clivado e facilita sua purificacdo. Depois de purificado, o
peptideo desejado é submetido a um simples tratamento, que fornece a forma nativa do peptideo
de interesse. No caso da formacéao dos depsipeptideos, um simples tratamento do peptideo bruto
em meio basico brando rearranja a cadeia para o peptideo nativo. Tanto os grupos Hmb e Dmb,
quanto as pseudoprolinas sdo removidos ou desfeitos durante a etapa de clivagem usando TFA,

restabelecendo, ent&o, a suas respectivas formas nativas.
iii. Epimerizacao

A ativacdo de derivados de aminoécidos pode resultar em algum grau de racemizagdo
(Kemp, 2014) da cadeia peptidica. A epimerizacdo ocorre a partir da formagdo da 5(4H)-
oxazolona e esta relacionada com a poténcia do agente ativador utilizado e com as propriedades
do grupo N-acil ligado ao R;-CO-. Dessa forma, o potencial nucleofilico do oxigénio
carbonilico pode ser aumentado dependendo de R1-, 0 que promove o ataque a carbonila ativada
para formar um intermediario oxazolona. Esse intermediario estd em um equilibrio tautomérico
e, portanto, sujeito a epimerizacéo, que deve ocorrer quando uma amina desprotegida de um
derivado de aminoacido presente em solucdo, ataca a carbonila, culminando no outro

enantiomero (Figura 1.17).
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Figura 1.17: Mecanismo de racemizacao na etapa de ativacdo na SPFS. Act: agente ativador de acoplamento.
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O uso de HOBt, 6-CI-HOBt, HOAL, ou, recentemente, as oximas, geralmente suprime
esse processo (Jad et al., 2014). Cadeias com residuos de His e Cys na por¢do C-terminal séo
especialmente propensas a esse problema. A protecdo do nitrogénio imidazolico da cadeia
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lateral da His com o grupo metoxibenzil reduz muito a racemizagdo. Para o acoplamento do
derivado de Cys, é recomendado o uso de resina de base tritil, que auxilia na manutengéo da
integridade quiral (Wohr et al., 1996; Heinlein et al., 2011). No caso de resinas em que o sitio
de ancoragem é um grupo hidroxila, o processo € frequentemente acompanhado por

epimerizacdo, devido as fortes condicOes para levar a efeito esta esterificacao.
I. Reac0es Paralelas

A maioria das reacOes indesejadas ocorre em decorréncia das caracteristicas da
sequéncia peptidica a ser sintetizada, ou mesmo das caracteristicas individuais de alguns
residuos de aminoéacidos inseridos nessas cadeias. Das varias reaces paralelas que podem
ocorrer, serdo destacadas a formacao de dicetopiperazina e da aspartimida, apesar de que outras
reagdes mais especificas e menos comuns também tém sido relatadas e podem ocorrer ao longo

das etapas envolvidas na SPFS (Yang, 2015).
a. Formagéo de Dicetopiperazina (DKP)

Essa reacdo paralela ocorre no estagio da sintese, em que se tem um dipeptideo formado
na resina (ou seja, na segunda reacdo de acoplamento), apresentando maior frequéncia na
estratégia Fmoc-SPFS, especialmente quando prolina € um dos dois primeiros residuos
acoplados (Figura 1.18). A formacéo de DKP pode ser suprimida, de preferéncia, pela utilizagdo
da resina cloreto de 2-clorotritila, que possui um volume suficientemente grande para inibir,
por impedimento estérico, a formacdo desse subproduto. Outra alternativa € o acoplamento
direto de uma unidade dipeptidica, contendo, necessariamente, dois residuos subsequentes da
sequéncia peptidica no lugar do segundo ou terceiro residuos de aminoacido. No entanto, essa
estratégia é limitada pela disponibilidade do dipeptideo apropriado. Outra alternativa é acoplar
um derivado de aminoacido N-protegido com um grupo tritil na segunda posicdo, que, por
impedimento estérico, inibe o processo reacional de formacdo da DKP (Pedroso et al., 1986;
Fischer, 2003).
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Figura 1.18: Formacdo de DKP na SPFS.
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b. Formacéo de Aspartimida

Durante a sintese da cadeia peptidica, algumas sequéncias de aminoacidos tém
apresentado maior propensédo a formacao de subprodutos decorrentes dessa reacao paralela, o
que mostra a importancia da protecdo ndo s6 do grupo carboxilico do Asp, como também de
outras cadeias laterais (Offer et al., 1996). A Tabela 1.2 mostra as principais sequéncias

dipeptidicas sensiveis a formacao desse tipo de reacéo.

Tabela 1.2: Sequéncias mais sensiveis a formacdo de aspartimida. Asp-Aminoacido X

Aminoacido X Grau de formacéo da aspartimida
Gly +++++
Asn(Trt) +++
Asp(OtBu) ++
Arg(Pbf) ++
Ser ou Thr ++
Cys(Acm) ++
Cys(Trt) +
Thr(tBu) +
Ala +

Altamente sensivel (+++++) para pouco sensivel (+)

A reacdo paralela de formacdo da aspartimida pode ocorrer em condi¢des basicas ou
acidas e pode acarretar em uma mistura de peptideos nas formas alfa e beta, 0 que ocorre
normalmente na etapa de desprotecéo, pela acdo da PIPE — Figura 1.19, p. 67 (Mergler e Dick,
2005).

A adicdo de aditivos levemente acidos pode reduzir esse problema na SPFS. Além da
adicdo de HOBL a solucédo de desprotecdo contendo PIPE, que j& é conhecida hd mais tempo,
as oximas adicionadas em solugdo 20% de PIPE em DMF (v/v) reduzem o nivel de impurezas
relacionadas a aspartimida . Além disso, a formacdo desse subproduto pode ser blogueada pela
incorporagdo de um grupo protetor no grupamento amino o do amino&cido precedente ao &cido

aspartico na sequéncia sensivel.

Os grupos Hmb e Dmb tém sido utilizados na prevencdo da formacgéo da aspartimida
durante a Fmoc-SPFS e sdo facilmente removidos durante a clivagem do peptideo pelo

tratamento da peptidil-resina com TFA (Packman, 1995; Cardona et al., 2008). Mais
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recentemente, a introducdo de um derivado do Hmb, o 2-hidroxi-4-metoxi-5-nitrobenzil
(Hmnb) também foi efetiva no blogqueio da formacéo de aspartimida e melhorando a sintese de
peptideos propensos a agregacdo. Alguns dipeptideos e reagentes para a preparacdo do Hmnb

séo facilmente obtidos comercialmente (Abdel-Aal et al., 2016).
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Figura 1.19: Epimerizagéo e formacao de aspartimida.

Nos ultimos anos, novos derivados tém sido desenvolvidos para evitar esse tipo de
reacdo. Esses derivados incorporam o0s grupos 3-etil-3-pentil (Epe), o 1,1-diisopropil-etil (Die)
e 0 5-butil-5-nonil (Bno), que sdo ésteres baseados no grupo trialquilcarbinol e oferecem uma

excelente protecdo contra reacdes paralelas (Figura 1.20, p. 68). Uma boa revisdo sobre
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derivados de N*-aminoacidos e avangos no desenvolvimento de protecdo de cadeias laterais
para a SPPS pode ser encontrada na referéncia Behrendt et al., 2016.

(A) (B) ()

Figura 1.20: Estrutura de novos protetores da cadeia lateral do Asp. (A) 1,1-diisopropil-etil (Die), (B) 3-etil-
3-pentil (Epe), (C) 5-butil-5-nonil (Bno).

Uso do aguecimento na SPFS

Desde a insercdo da SPFS, o aumento da temperatura tem sido utilizado para reduzir o
tempo reacional e suprimir a agregagdo das cadeias peptidicas ao longo da sintese (Collins et
al., 2014; Simon et al., 2014). O aquecimento pode ser aplicado convencionalmente, pelo uso
de micro-ondas ou irradiacdo infravermelha. O uso de aquecimento por micro-ondas em
combinacdo com grupos protetores da cadeia peptidica tem sido aplicado para a sintese de
sequéncias de polipeptidios amil6ides e da hemoglutinina do virus da influenza, que séo
reconhecidamente sujeitas a agregacdo (Sampson et al., 1999). No entanto, estudos de
compara¢do mostraram que a protecdo da cadeia peptidica foi mais efetiva do que o

aquecimento na prevencao de agregacao de sequéncias complexas (Huang et al., 2015).

Uma das maiores preocupacfes quando se usa 0 aquecimento durante a sintese € a
formacdo de aspartimida. 1sso ocorre parcialmente quando se substitui a PIPE pela piperazina
com a utilizagdo de aditivos acidos na solucdo de desprotecéo (Palasek et al., 2007). No entanto,
apesar das medidas preventivas, a formacao de aspartimida continua sendo evidente juntamente
com outros problemas associados ao excesso de aquecimento, como perda de peptideo ao longo
da sintese, racemizacdo de cisteina e histidina, além de niveis elevados de eliminagdo £ em

sequéncias dipeptidicas contendo Ser e Ser-glicanos (Bacsa et al., 2008).
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1.2.2.3 Modificagdes Estruturais de Peptideos

Diversas modificacfes quimicas podem ser feitas nas estruturas peptidicas, de modo a
agregar melhorias nas suas propriedades, sejam elas quimicas, fisicas ou bioldgicas. Varios
aminoacidos tém sido modificados com foco na introducéo de estruturas ndo naturais, tais como
grupos fluoréforos, D-aminodcidos, aminodcidos ndo naturais, aminoacidos marcados
isotopicamente, ligantes, espacadores, além de modificacbes como peguilacéo, biotinilacdo e
polisializacdo (Gregoriadis et al., 2005; Veronese e Mero, 2008). As modificacdes pos-
translacionais (PTM’s), que naturalmente ocorrem in vivo, também podem ser obtidas via
sintese quimica, para mimetizar caracteristicas que ocorrem nos peptideos naturais. Dentre
essas, podem ser destacadas reacdes de glicosilagdo e fosforilagdo, embora PTM’s menos
comuns, como a palmitoilacdo, citrulinacdo, succinilacdo, metilagdo e miristoilagdo possam
também ser obtidas (Andrews et al., 1991; Goodman et al., 2003; Martin e Zhang, 2005;
Vlieghe et al., 2010; Ciesla et al., 2011; Rothbart et al., 2012; Lautrette et al., 2016).
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Figura 1.21: Sitios de possiveis modifica¢cdes estruturais na cadeia peptidica.

A SPFS aparece como uma ferramenta muito pratica na obtencdo da maioria dessas
modificagdes. No entanto, muitas PTM’s e modificacdes estruturais ndo sdo estaveis as
condic@es de clivagem que empregam o HF. Por isso, a Fmoc-SPPS é geralmente a metodologia
de escolha mais adaptavel para a sintese de tais peptideos, como os glicosilados e fosforilados,
por exemplo. A quimica mais branda dessa estratégia permite que quase todas as modificagdes
sejam introduzidas em posi¢Oes estratégicas durante a construcdo da cadeia peptidica, de modo
a permitir também ciclizagdes e formacao de ligacdes de dissulfeto intra- e inter-cadeias —
Figura 1.21 (Goodwin et al., 2012).
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Ligacdo dissulfeto

A formacdo de ligacdo dissulfeto em peptideos ocorre naturalmente, como uma
modificacdo endogena e pos-translacional especifica. Peptideos contendo esse tipo de ligacdo
sdo frequentemente isolados de venenos de micrdbios, animais e plantas, bem como de animais

nédo venenos (Sewald e Jakubke, 2015).

No entanto, derivados de Cys tém sido inseridos em sequéncias peptidicas para formar
esse tipo de ligacdo e esse procedimento oferece uma série de beneficios, tais como a restricdo
da conformacdo em determinadas moléculas de peptideos, ajudando a manté-los em sua forma
nativa como potentes bloqueadores de canais iGnicos, inibidores de proteases e antimicrobianos
(Northfield et al., 2014). Por isso, peptideos contendo ligac6es dissulfeto estdo se tornando mais

dominantes no desenvolvimento de derivados terapéuticos.

A formacdo dessas ligacGes ocorre espontaneamente em condi¢cdes suaves, pela
aproximacdo fisica dos grupos tidis (R-SH) de diferentes residuos de Cys, sendo a oxidacao
proferida por O2 ou por outro agente oxidante. Essa ligagdo covalente leva ao residuo de cistina
— R-S-S-R' (GoNgora-Benitez et al., 2013). A Figura 1.22 ilustra essa reacao.
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Figura 1.22: Formagao da ligacdo de dissulfeto entre dois residuos de Cys, formando um residuo de cistina.

As ligacoes de dissulfeto podem ser intramoleculares, como ocorre em ciclotideos e/ou
inter-cadeias, como ocorre em peptideos antimicrobianos diméricos e em algumas estruturas
quaternarias de proteinas. A oxitocina, endotelina, defensinas, hepcidina e a kalabata B1
possuem uma ou mais ligacfes intramoleculares. Ja a insulina, relaxina, além de uma ligacdo
intramolecular, possuem uma ou mais ligacdes dissulfeto inter-cadeias, assim como a
distinctina (Postma e Albericio, 2014).
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Glicosilacéo

A glicosilagdo ¢ uma das mais prevalentes PTM’s de proteinas e peptideos, tendo um
impacto bastante significativo nas suas estruturas e funcdes. Muitas das proteinas e peptideos
envolvidos na resposta imunoldgica inata ou adaptativa, incluindo citocinas, quimiocinas e
PAMs, sdo glicosilados, o que contribui para seu amplo espectro de agdo. Mesmo com tamanha
ubiquidade de glicoconjugados na natureza, pouco é conhecido sobre como a glicosilacéo afeta
a funcdo e a atividade dos peptideos e proteinas, considerando a grandiosidade do seu papel em
diferentes processos bioldgicos. O que se sabe € que a glicosilacdo pode resultar em melhoras
significativas em algumas propriedades como o0 aumento de meia-vida, tolerancia e resposta a
algumas terapias de drogas baseadas em peptideos, além de melhorar a solubilidade de
determinados derivados (Moradi et al., 2016; Bednarska et al., 2017).

A expressdo recombinante ainda é uma forma bastante utilizada para produzir essas
glicoformas (Finkelstein, 2007). No entanto, ainda sdo encontrados importantes problemas
relacionados a esse tipo de processo, estando eles relacionados, principalmente, a obtencéo de
formas heterogéneas de glicopeptideos e a presenca de restos celulares ou de virus, o que torna
a purificacdo do produto final bastante complicada e custosa. Apesar disso, grandes esforcos
tém sido feitos para o0 avanco da expressdo recombinante de glicoformas. Um bom exemplo €
0 uso de inibidores de enzimas, como as glicosidases, que geralmente obliteram o
desenvolvimento de sistemas bioldgicos mais robustos para a biossintese dessas biomoléculas
(Dalziel et al., 2014).

Vaérias opcOes tecnoldgicas bem interessantes da sintese quimica podem ser utilizadas
para se contornar as complica¢Ges encontradas na expressdo recombinante. Dentre algumas das
vantagens, a sintese quimica permite a producéo de glicoformas mais homogéneas e uniformes,
além de permitir adaptacdes ao processo de glicosilacdo de peptideos e tornar o custo de
producdo um pouco mais competitivo (Crucho et al., 2015). A disponibilidade atual de
tecnologias sintéticas no campo da glicoengenharia fazem possivel a “personalizagdo” da
glicosilacdo de varias formas, utilizando-se agucares, que aprimorem ou que até introduzam
novas propriedades, tais como uma maior interacdo entre moléculas (Ka), estabilidade e
homogeneidade. Esses efeitos levam a aprimoramentos nas propriedades farmacolégicas, como
tempo de meia-vida, melhora na farmacocinética de varios farmacos e aumento da bioatividade

e seletividade de receptor (Moradi et al., 2016). No caso dos PAMs, as glicosilagdes podem
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introduzir melhoras consideraveis na estabilidade, potencial microbicida, especificidade a
patégenos, tecidos ou alvo celular e imunomodulagdo (Bednarska et al., 2017). Dessa forma,
glicoconjugados sintéticos sdo agora usados para responder uma série de questfes biologicas
relacionadas a eles, o que tem proporcionado a producdo de novos agentes terapéuticos contra

o0 cancer, virus e infecgdes bacterianas (Haase e Seitz, 2006).

Os carboidratos sdo estruturas complexas com multiplos grupos funcionais, 0s quais
podem ser acoplados a estruturas lineares e poliméricas ramificadas por reacfes quimicas
(Figura 1.23). As unidades monomeéricas podem ser acopladas por dois links estereoquimicos
(a e p), sendo que cada monossacarideo pode existir em duas formas tautoméricas: piranose e
furanose. Além disso, a complexidade dessas moléculas pode ser aumentada por
funcionalizacdes como metilacdo, sulfonacdo, fosforilacdo ou acilagdo em algum dos grupos
hidroxila (Boons e Hale, 2008).

H OH
H OH
H o
- H
HO -0,
HO H HO
H OH HO OH
H OH
H OH
H H
a—p-Glicopiranose S-p-Glicopiranose a—p-Glicofuranose
OH
o
HO OH
HO
OH HHo
o
HO
a—-Maltose OH

a—p-glicopiranosil-(1-4)- a-D-glicopiranose

Figura 1.23: Estrutura da glicose. Trés isomeros da D-glicose e um dos 73 dissacarideos possiveis de serem

formados por duas unidades de glicose.

Glicopeptideos com unidades bem definidas de carboidratos tém sido preparados por
varias estratégias (Herzner et al., 2000; Kent, 2009). Uma delas € a montagem linear pela
insercdo de derivados de aminodcidos glicosilados na sequéncia peptidica pela SPFS
convencional. No entanto, como ja visto, peptideos com sequéncias muito grandes podem ser
dificeis de se obter, devido aos baixos rendimentos e ao acimulo de coprodutos provenientes
dos acoplamentos incompletos e epimerizacdo. Tais fatores tém dificultado muito o

desenvolvimento da SPFS para a sintese total glicopeptideos de cadeia longa (Kent, 2009). Para
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contornar essa dificuldade, a aplicacdo de estratégias hibridas que empregam a SPFS e a SPS
(pela condensacgéo convergente de blocos com mais de um residuo de aminoacido obtidos pela
SPFS tem se mostrado outra alternativa. No entanto, essas metodologias sofrem,
ocasionalmente, com a labilidade acida e basica da ligacdo glicosidica, principalmente nas
condicGes requeridas para a desprotec¢do final dos grupos protetores individuais dos residuos de
aminoacidos e para a liberacdo do peptideo da resina (Kunz, 1987). Por outro lado, a O-
glicosilacdo direta de cadeias peptidicas previamente preparadas é frequentemente
acompanhada por baixos rendimentos, devido ao tamanho dos acUcares e a baixa solubilidade

de peptideos sob as condi¢des quimicas utilizadas nessas reagdes (Kent, 2009).

Uma outra estratégia que pode ser empregada é o acoplamento direto de uma
glicosilamina a uma cadeia peptidica ja sintetizada, que contenha residuo de acido aspartico
(Miller et al., 2003; Kaneshiro e Michael, 2006). A maior vantagem dessa abordagem é sua
convergéncia, pois se trabalha pouco com a protecdo e desprotecdo do carboidrato, acoplando
diretamente pequenos fragmentos. Alguns problemas dessa estratégia tém sido contornados
pelo ajuste fino das condigdes reacionais e pela aplicacdo de reagentes de acoplamento mais
potentes (Miller et al., 2003). Tais problemas envolvem a eficiéncia da etapa de acoplamento
devido ao impedimento estérico entre o oligossacarideo e 0s componentes do peptideo, bem
como reacOes paralelas indesejadas, devido a formacéo de aspartimida intramolecular ocorrer

mais comumente para N-glicopeptideos.

Estratégias de ligagdes quimioseletivas, como a NCL, bem como a utilizagdo de técnicas
“click” de conjugacdo, tém também emergido como boas alternativas as abordagens cléssicas
de glicosilacdo, que, geralmente, requerem unidades de acgUcares protegidos, condicdes
estritamente anidras e a presenca de promotores ou catalizadores baseados em metais (Hojo,
2014; Crucho et al., 2015).

E importante apresentar essa gama de informacdes sobre a sintese de peptideos, pois
vale salientar que, modificagdes estruturais nos peptideos fazem parte do contexto desse projeto
e, por isso, serdo abordados dois dos mais importantes processos quimicos na sintese de
peptideos: a formacdo da ligacdo de dissulfeto (Capitulo 2) e a glicosilagdo de PAMs (Capitulo
3), esta Ultima utilizando uma das técnicas quimicas mais interessantes de sintese em solugé&o,

areacgao “click”.
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CAPITULO 2

SINTESE DO PEPTIDEO HOMODIMERICO HOMOTARSININA: ESTUDOS
CINETICOS DA REACAO DE OBTENCAO VIA FORMACAO DE LIGACAO
DISSULFETO

2.1 INTRODUCAO

Por apresentarem caracteristicas peculiares, que podem aumentar o potencial
antimicrobiano e melhorar algumas propriedades quando comparados a peptideos de cadeias
lineares, alguns PAMs diméricos tém despertado grande interesse da comunidade cientifica e,

cada vez mais, tem-se dado maior importancia aos estudos dessa classe de moléculas.

Um exemplo muito estudado nos dltimos anos é o peptideo heterodimérico distinctina,
um raro membro dessa classe, que € um dos poucos isolados naturalmente de secrecfes da pele
de anfibios, neste caso, da perereca Phyllomedusa distincta (Batista, C. V. et al., 2001). Ele é
constituido por duas cadeias monomeéricas lineares distintas, interligadas por uma ligacdo de
dissulfeto. Essa estrutura heterodimérica possui caracteristicas muito peculiares devido as
interacOes inter-cadeias, uma vez que o arranjo tridimensional adotado por esse peptideo em
meio aquoso leva a importantes propriedades, tais como elevada resisténcia a peptidases,
aumento na afinidade por membranas fosfolipidicas e aumento em seu potencial
antimicrobiano, quando comparado as suas cadeias monomeéricas isoladas (Batista, C. V. et al.,
2001; Raimondo et al., 2005; Dalla Serra et al., 2008; Resende et al., 2009; Evaristo et al.,
2012; Mullen et al., 2012). Devido a raridade e ao potencial desse tipo de estrutura, peptideos
diméricos tém sido desenvolvidos de forma artificial e cadeias lineares naturais tém sofrido
adaptacdes para serem sintetizadas na forma de dimeros. Os peptideos LLP1, a bactenecina, a
aureina 1.2, a noplinae RW (Liu et al., 2017), VG16KRKP (Datta et al., 2016), peptideo 1037
(Thamri et al., 2017), analogos da magainina, mag-N22C e MSI-78, e do CTx-Ha (Lorenzén et
al., 2012), quando na forma de dimeros, apresentam um aumento em suas atividades
antimicrobianas quando comparados a suas cadeias monoméricas individualmente (Tencza et
al., 1999; Dempsey et al., 2003; Porcelli et al., 2006; Lee et al., 2009; Lorenzon et al., 2013).
Os analogos dimericos di-Tat(W)-C e di-Tat(W)-K do fragmento proteico Tat(48-60) se
assemelham a seus precursores quanto as atividades antimicrobianas, entretanto a eficiéncia
cinética de sua atividade bactericida é maior em algumas cepas de bactérias (Zhu e Shin, 2009).

Em contraste, outros derivados dimericos apresentam diminuicdo nas suas atividades
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antimicrobianas e aumento nas suas citotoxicidades, como €é o caso de outros analogos do CTx-
Ha (Lorenzon et al., 2012) e do dimero da arenicina, que, apesar de manter sua atividade

antibacteriana, tem sua atividade citotoxica aumentada (Panteleev et al., 2017).

Como discutido no Capitulo 1, apesar de atividades bastante pronunciadas, os peptideos
antimicrobianos séo encontrados apenas em baixas concentragdes em suas fontes naturais,
sendo entdo necessaria a obtencdo desses compostos e/ou de seus andlogos atraves da sintese
quimica, que é, na maioria das vezes, a op¢do tecnoldgica mais adequada para a obtengéo dessas
biomoléculas em maiores escalas (Kimmerlin e Seebach, 2005). Dessa forma, geralmente, as
cadeias monomeéricas sao obtidas por SPFS e, grande parte dos dimeros, sdo obtidos através de
reacOes de oxidacdo dessas cadeias monomeéricas, que contenham pelo menos um residuo de
cisteina. Nesses casos, a oxidacao do grupo tiol da sua cadeia lateral da cisteina leva a formacéo
de ligacao de dissulfeto inter-cadeias (Tam et al., 1991; Monera et al., 1993; Dempsey et al.,
2003; Bulaj, 2005; Raimondo et al., 2005; Dalla Serra et al., 2008; Resende et al., 2009; Zhu e
Shin, 2009; Evaristo et al., 2012; Ronga et al., 2013; Calce et al., 2015).

No entanto, as diferentes combinagdes dos residuos de aminoéacidos que compdem as
cadeias monoméricas possibilitam a obtencdo de diferentes propriedades conformacionais e
fisico-quimicas, tornando peculiar o comportamento que cada peptideo assume em solucgoes,
gue mimetizam ambientes de membranas bioldgicas (Barnham et al., 1999; Munishkina et al.,
2003). Por isso, pensando na sintese dos peptideos diméricos via formacao de ligacado dissulfeto,
é crucial a compreensdo dos processos correlacionados a dimerizacdo das cadeias lineares
relacionadas. Esses processos sdo constituidos por uma complexa rede de micro eventos, que
ainda é subdividida em etapas e reacOes elementares, as quais, apesar de desafiadoras, sdo a
chave para a compreensédo no nivel molecular desse tipo de reacdo. O melhor entendimento do
processo pode levar a condi¢des que fornecam uma cinética mais eficiente, bem como

rendimentos mais satisfatorios para essas reac@es de dimerizacao.

Em vista da pequena quantidade de informacGes relacionadas a sintese de peptideos
diméricos, nesta parte do trabalho foi realizado um estudo detalhado da cinética envolvida na
sintese do peptideo dimérico homotarsinina (Htr) em diferentes meios biomiméticos, pela
reacdo de dimerizacdo de sua cadeia monomerica (Htr-M, ou cadeia monomérica da
homotarsinina). A Htr € um dos raros peptideos antimicrobianos naturalmente isolado na forma

de dimero na natureza e, no caso deste peptideo, ele é obtido na forma de homodimero da
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espécie de anuro Phyllomedusa tarsius, que habita as florestas brasileiras — Figura 2.24 (Prates,
1999). Sua estrutura é composta por 48 residuos de aminoacidos, sendo constituida por duas

cadeias iguais de 24 residuos, que estdo conectadas por uma ligacédo dissulfeto.

Peptideo Sequéncia primaria

Htr NLVSD lIGSK KHMEK LISII KKCR-NH,

NLVSD lIGSK KHMEK LISIT KKCR-NH,

Htr-M NLVSD IIGSK KHMEKLISIIKKCR-NH,

Figura 2.24: Estrutura primaria da Htr. A esquerda, foto do anuro Phyllomedusa tarsius, de onde a Htr é isolada
na natureza. A direita, as sequéncias primarias da Htr e da sua cadeia monomérica Htr-M. *-NH, representa a
amidacgdo da por¢do C-terminal, sendo essa funcionalizagdo de ocorréncia natural na Htr. A figura da espécie foi

extraida e referenciada conforme exigéncia de citacdo e autorizacdo dos autores (Lima, 2012).

Até o ponto que sabemos, ndo ha ainda na literatura artigos cientificos envolvendo
estudos de reacBes de dimerizacdo de peptideos em meios micelares, a ndo ser resultados
prévios de um trabalho de tese e um de dissertacdo realizados em parceria pelos grupos de
pesquisa da UFMG e da UFVIM (Verly, 2010; Guimardes, 2013). Embora esses estudos
tenham fornecido algumas informacdes de carater mais qualitativo, ndo foram aplicados aos
mesmos conceitos e fundamentos estabelecidos de cinética quimica, bem como ndo foram
realizados controles parametrizados e acurados do tempo de coleta de dados, o que foi a grande
motivacao desta parte do presente trabalho de tese: explorar importantes ferramentas cinéticas
para a compreensdo de varios microprocessos e estagios individuais envolvidos no processo de

dimerizacdo, para uma sintese mais eficiente e rentavel de PAMs homodiméricos.

Até 0 momento, os trabalhos realizados em parceria pelos grupos de pesquisa da UFMG
e da UFVJM focaram no quanto os aspectos estruturais da cadeia monomérica poderiam
influenciar na eficiéncia e no rendimento da reagé@o de dimerizacdo (Guimaraes, 2013; Verly et
al., 2017). Com base nos resultados de CD obtidos nesses trabalhos, foi possivel analisar as
condigdes dos respectivos meios a serem empregados nas rea¢oes de dimerizagao e que viessem
a propiciar maior estruturacdo do monémero Htr-M (Guimaraes, 2013). Para se ter resultados
de CD mais confiaveis, foram realizados experimentos com o peptideo analogo a Htr-M, que

teve seu residuo de Cys-23 substituido por um residuo de Ser ([S?*]Htr-M). Essa modificago
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na sequéncia peptidica foi importante para se garantir que nao ocorreria reacdo de dimerizacdo
durante os estudos conformacionais, 0 que poderia levar a valores superestimados dos

conteudos helicoidais (Figura 2.25).
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Figura 2.25: Espectros de CD do peptideo [S?*]Htr-M. (A) na presenca de solucdes de TFE:H,0 em diversas
proporgdes (v/v), (B) na presenca de micelas de SDS a diferentes concentragcées em tampéo fosfato 10 mmol-L*
e em tampado Tris-HCI 10 mmol-L?, pH 8,5, (C) TFE:H,0 40:60 (v/v) em tamp&o fosfato 10 mmol-L* e em
tamp&o Tris-HCI 10 mmol-L?, pH 8,5 e (D) TFE:H,0 4:96 (v/v) em tampao Tris-HCI 10 mmol-L™* pH 8,5 e em
Tris-HCI 10 mmol-L™%, pH 8,5. Figura extraida de Guimarées, 2013.

Como esperado, os resultados da Figura 2.25 indicam que o peptideo ndo se estruturou
em solucdo aquosa. Todavia, a 10% de TFE, ja se percebe um perfil de espectro condizente
com o de um peptideo a-helicoidal, que € caracterizado pelo aparecimento de minimos
proximos a 208 e 222 nm, e de um maximo proximo a 193 nm. O deslocamento e a
intensificacdo desses minimos e maximos ocorrem com 0 aumento da proporcdo de TFE,
chegando-se, entdo, a um maximo de contetdo de hélice para a mistura TFE:H.O (40:60, v/v),
que, surpreendentemente, é consistente com um contetdo de hélice superior ao observado em
solugéo contendo 60% de TFE:H20 (60:40 v/v). Portanto, decidiu-se utilizar como co-solvente

organico na sintese, 0 meio constituido por TFE:H20 (40:60, v/v). Para 0s experimentos na
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presenca de micelas de SDS, percebeu-se que, mesmo a menores concentragdes do surfactante,
ocorre a estruturacdo do peptideo (dados ndo mostrados). Entretanto, resultados j& obtidos pelo
presente grupo de pesquisa, indicam que o homodimero perturba significativamente o
empacotamento de bicamadas lipidicas em bicelas (Barbosa, 2016), tendo-se optado entéo,
nesta tese, pela realizacdo da reagéo de dimerizagcdo na presenca de micelas, para concentragfes
mais altas de SDS, a saber, 350 mmol-L?, o que também mantém a proporcio

[peptideo]/[surfactante] utilizadas nos experimentos de CD.

Os espectros obtidos nessa mesma razdo molar, sao apresentados na Figura 2.25B, p.
77, tendo sido observada uma estruturacdo significativa para 0 mondmero na presenga de
micelas de SDS a essa concentracdo. Ressalta-se que, a essa concentracao de SDS (35 mmol-L"

1), ja é observada a saturacéo dos espectros de CD (dados da titulagio ndo apresentados).
2.2 OBJETIVO
2.2.1 Geral

A etapa referente a este capitulo da tese tem como proposta o0 estudo e a compreenséo,
com base em evidéncias experimentais e tedricas, da influéncia de diversos fatores na cinética
envolvida na reacdo de dimerizacdo da cadeia monomérica Htr-M, para obtencdo do peptideo
homodimérico Htr. Tendo-se uma melhor compreensdo dessa reacdo e das condi¢cBes mais
interessantes do meio reacional, pretende-se implementar uma metodologia de sintese, que
podera ser amplamente utilizada para a producéo de outros peptideos diméricos, esperando-se,
portanto, produzir avangos importantes na sintese de peptideos a partir da producdo de
tecnologia, que possa apresentar aplicacdo direta e imediata na &rea de bioguimica e em outras

relacionadas.
2.2.2 Especificos

I. Realizar a reacdo de dimerizacgdo da Htr-M em meio aquoso, em meio contendo o co-solvente
orgénico 2,2,2-trifluoroetanol (TFE) e na presenca de micelas de SDS, monitorando-se o

progresso da reagcdo em intervalos curtos e bem definidos ao longo de 72 horas.
ii. Verificar a influéncia da concentragdo da Htr-M na cinética e no rendimento da sintese.

iii. Verificar a capacidade de formacéo de agregados da Htr-M ao longo da reacao.
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iv. Propor um modelo cinético para a dimerizacdo da Htr-M.
2.3 PARTE EXPERIMENTAL
2.3.1 Sintese da Htr-M

Acoplamento e desprotecdo

A cadeia monomeérica Htr-M foi sintetizada manualmente, utilizando-se a estratégia
Fmoc de SPFS, conforme metodologia ja protocolada pelo Laboratorio de Sintese e Estrutura
de Peptideos — LASEP (Chan, W. C. e White, P. D., 2000), sendo obtida com a sua por¢édo C-
terminal amidada, devido a utilizacdo da resina de poliestireno Fmoc-Rink Amide (1-2% de
DVB), grau de substituicio de 0,63 mmol-g?. Tanto a resina quanto os Fmoc-residuos de
aminoéacidos utilizados durante a sintese foram obtidos da Iris Biotech GmbH (Marktredwitz,
Alemanha). As etapas de sintese do peptideo foram realizadas em uma seringa de poliestireno

do tipo dosador oral, adaptada com um filtro poroso de poliuretano (Figura 2.26).

Filtro de poliuretano
0 Piperidina/DMF
L
z Resina + solugdo
Repetigio N Ser-Bu 0/\[”" ~ reagente

Seringa de
poliestireno

Fmoc-Ala-OXt

9 Pperidimeoaar T3 0
i} TR0 HzN)w’/hH\,)LOH
i
oH

Figura 2.26: Estratégia de Fmoc-SPFS. A sintese comeg¢a com o acoplamento do primeiro derivado de

aminoacido na resina polimérica. Em seguida, é feita a remocdo do grupo Fmoc (em vermelho), protetor do
grupamento amino do residuo de aminoécido, o que permite o acoplamento do segundo derivado. Esse ciclo se
repete até a sintese da sequéncia desejada. Por fim, a cadeia peptidica é submetida a reacdo de clivagem, quando
sdo removidos os grupos protetores da cadeia lateral. No detalhe, foto mostrando uma das seringas utilizadas na

Fmoc-SPFS.
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Primeiramente, a resina (0,091 mmol) foi colocada dentro da seringa e tratada com
DCM por aproximadamente 30 min. As etapas de acoplamento foram realizadas empregando-
se 4 equiv. de derivados de aminoacidos ativados por tratamento com DIC (4 equiv.) e HOBt
(4 equiv.) em mistura de DMF:DCM (1:1 v/v), durante 2 horas com agitador do tipo Vortex
(450 rpm). As etapas de desprotecdo do grupo Fmoc foram feitas pelo tratamento com 20% de
4AM-PIPE em DMF (2 x 15 min, 450 rpm). No intervalo de cada etapa de acoplamento ou de
desprotecdo, a peptidil-resina foi submetida a trés lavagens alternadas com DMF e alcool
isopropilico (IPA, 3 x 3 mL cada) e, finalmente, a trés lavagens com DCM (3x3 mL). A DMF
foi obtida da Vetec (Duque de Caxias, Brasil), a DIC da Fluka (Saint Louis, EUA) e 0 HOBt
da Nova Biochem-Merck (Darmstadt, Alemanha).

Clivagem, caracterizacéo e purificacao

Para a clivagem da Htr-M, foi utilizada uma solugdo acida contendo etanoditiol (EDT)
e triisopropilsilano (TIS), na propor¢do TFA:H2O:EDT:TIS de 95:1:2:2 (v/v) na seringa, que
foi deixada sob agitacdo (450 rpm) por 2,5 h. A solucdo de clivagem contendo o peptideo
clivado teve o excesso de TFA removido, tendo sido o peptideo entdo precipitado em éter di-
isopropilico gelado, posteriormente dissolvido em &gua e entédo liofilizado. O TFA e o TIS
foram adquiridos da Sigma-Aldrich (Saint Louis, EUA) e o éter diisopropilico da Vetec (Duque
de Caxias, Brasil). O peptideo bruto liofilizado foi, entdo, caracterizado e purificado por CLAE-
FR (Instrumento Varian ProStar®210, Walnut Creek, EUA) usando uma coluna VYDAC®
218TP semi-preparativa de fase-reversa (10 mm x 250 mm C18, Grace Corporate, Columbia,
Maryland, EUA) equilibrada com 0,1% de solu¢do aquosa de TFA e eluida com gradiente linear
de 0,08% de TFA em acetonitrila (ACN). Um fluxo de 2,0 mL-min foi usado e o peptideo
detectado a 214 nm (detector na regido do ultravioleta, modelo ProStar® 330). Os produtos
purificados foram caracterizados por espectrometria de massas do tipo MALDI-TOF, usando
um espectrometro Bruker Daltonics® Autoflex I11 ou Ultraflex Extreme 111 (Bruker Daltonics,
Bilerica, EUA).

2.3.2 Sintese da Htr a Partir da Dimerizagdo da Htr-M

Depois de purificada, a cadeia monomérica Htr-M (36,3 mmol-L?) foi colocada em
béquer sob leve agitacdo magneética, a temperatura ambiente, na presenca de trés meios
distintos. Assim, a reacdo de dimerizacéo foi feita em: (i) meio aquoso, (ii) em solugéo do co-

solvente TFE:H,0 40:60 (v/v) e, por fim, (iii) na presenca de micelas de SDS 350 mmol-L*
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(Esquema 2.1). O volume final dos meios reacionais foi de 3,0 mL e todos eles foram
tamponados com Tris-HCI 100 mmol-L?, a pH 8,5. Uma vez obtido, o homodimero Htr foi

caracterizado e purificado conforme, descrito acima para a Htr-M.

NLVSD IIGSK KHMEK LISII KKCR - NH,

NLVSD [IGSK KHMEK LISIT KKCR - NH, NLVSD 11GSK KHMEK LISI KKCR - N,

i, iiouiii

agltagao
pH 8,5

Esquema 2.1: Processo de dimerizagdo da Htr-M em Htr nos diferentes meios reacionais. (i) meio aquoso,
(ii) (ii) em solucdo do co-solvente TFE:H,0 40:60 (v/v) e (iii) na presenca de micelas de SDS 350 mmol- L.

2.3.3 Monitoramento da Formacéo da Htr

A formacao da Htr em todos os meios utilizados foi monitorada, coletando-se aliquotas
de 20 pL do recipiente reacional e injetando-as diretamente no cromatdgrafo Varian
ProStar®210 (Walnut Creek, EUA). As injeces foram realizadas em intervalos de 30 min nas
10 primeiras horas de reacdo, de duas em duas horas até as 24 horas, depois em 36, 48, 60 e 72
horas de reacdo. Esse acompanhamento foi feito por CLAE-FR em coluna analitica VYDAC®
C18 5u (250 x 4,6 mm, Grace Corporate, Columbia, Maryland, EUA), utilizando-se gradientes
de agua Milli-Q® (Merck Millipore Corporation, Darmstadt, Alemanha) acidulada com 0,1%
de TFA (fase A) e de acetonitrila grau UV/HPLC contendo TFA a 0,08% (fase B). O gradiente
utilizado teve como condigdes de elui¢do 35% de ACN de 0 a 10 minutos, aumentando-se para

66% até o tempo total de 30 minutos de anélise.
2.3.4 Variacdo da Concentracéo de Htr-M na Dimerizacao

Metade da concentracdo de Htr-M (18,15 mmol-L1) utilizada nos experimentos
originais (condicao iii, se¢do 2.3.2, p. 80) foi empregada no experimento em 3 mL de solucéo
micelar de SDS a 350 mmol-L?, em Tris-HCI a 100 mmol-L?, pH 8,5. O monitoramento da

reacdo foi feito segundo o item 2.3.3.
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2.3.5 Cromatografia por Excluséo de Tamanho

Esses ensaios foram realizados para 2 mg/mL dos peptideos Htr-M, Htr e Dtn em
solucdo aquosa & temperatura ambiente, em equipamento Varian ProStar®330 (Varian Inc, Palo
Alto, EUA), utilizando-se uma coluna de dextrana Superdex® Peptide Tric.10/300 GL (1.5 x 50
cm, GE Health Care Division, Reino Unido), com limite de excluséo entre 100 e 7000 Da. Os
experimentos foram conduzidos a um fluxo de 0,3 mL/min de fase movel, constituida por

solucéo aquosa de tamp&o fosfato 20 m mmol-L™2, pH 7,0, contendo NaCl 0,3 mol-L™.
2.3.6 Determinacédo do Rendimento da Dimerizagao

Ap0s a constatacdo da pureza por EM e CLAE-FR, cada solucdo contendo Htr-M e Htr
foi padronizada para o fornecimento adequado dos dados experimentais obtidos nas reacdes de
dimerizacdo realizadas. Essa padronizacdo foi realizada a partir da absortividade molar (em, em
L-mol*-cm™), obtida pela analise de aminoacidos feita por Verly, 2010, para esses peptideos
(Verly, 2010). De posse das absortividades molares da Htr-M e da Htr, pode-se fazer uma curva
de calibragdo de peptideos, tendo-se, a partir do valor da absorbancia A obtidos na respectiva
injecdo do monitoramento da dimerizagdo, a concentragdo ¢ (mol-L?) real, pela aplicacéo da

lei de Lambert-Beer (Equacdo 2.1), onde b é o caminho 6tico (1 cm):
A= ¢€¢'b-c (2.1)
2.4 APRESENTACAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Com base nos resultados de CD previamente obtidos (Figura 2.25, p. 77, e Guimaraes,
2013), foram realizados no presente trabalho reac6es de dimerizagcdo em diferentes condigdes:
(i) em meio aquoso, (ii) em presenca de co-solvente organico TFE:H20 (40:60, v/v) e (iii) em
presenca de micelas de SDS 350 mmol-L™. Todos esses experimentos foram realizados em

solugBes tamponadas com Tris-HCI 100 mmol-Lt, em pH 8,5.
2.4.1 Sinteses da Htr-M e da Htr

Primeiramente foi obtida a cadeia monomérica Htr-M pela SPFS via estratégia Fmoc
(Chan, W. e White, P. D., 2000), com rendimento aproximado de 70%. O espectro de massas
do produto confirmou a obtencdo do peptideo com alto grau de pureza, com o ion molecular
[M + H]" de valor igual a 2752,1 (Figuras 2.27A, p. 83).
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A sintese do peptideo homodimérico Htr consiste na oxidagao dos grupamentos tiol dos
residuos de cisteina de duas cadeias monoméricas de Htr-M, formando-se uma ligacdo
dissulfeto. Assim, depois de purificada, a cadeia monomérica foi submetida a reacdo de
dimerizacdo nas trés condicOes ja descritas anteriormente, i.e., em meio aquoso, em TFE:H>O
(40:60 v/v) e na presenca de micelas de SDS a 350 mmol-L*, tamponados com Tris-HCI 100
mmol-L?, pH 8,5. Essa reago foi conduzida com o monitoramento feito em intervalos curtos
e definidos ao longo de 72 h, conforme descrito no item 2.3.3, p. 81. Ao final das 72 horas de
reacdao, o homodimero formado foi purificado e obtido com alta pureza, conforme constatado

pelo ion molecular [M + H]" com valor igual a 5504,2 no espectro da Figura 2.27B.
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Figura 2.27: Espectro de massas mostrando o ion molecular correspondente a amostra purificada da Htr-
M (A) e da Htr (B). O [M + H]* para a Htr-M foi obtido em 2752,1 (valor de m/z experimental) e o valor teérico
é de 2752,4 Da. O espectro da Htr foi obtido a partir da reagéo de dimerizagdo da Htr-M em solugdo TFE:H,O
40:60 (v/v), tamponado com Tris-HCI 100 mmol-L™%, pH 8,5 e o [M + H]* foi obtido em 5504,2 (valor de razdo

m/z experimental), o valor tedrico é de 5504,8 Da.

2.4.2 Estudos Cinéticos da Dimerizacéo

Monitoramento da formacéo da Htr

Os resultados do monitoramento da dimerizacdo por CLAE-FR obtidos geraram um
conjunto de dados, que revelaram perfis bem definidos no sentido de formacao do homodimero
para cada meio reacional. A Tabela 2.3 (p. 84) sumaria os resultados obtidos em cada
experimento, que estdo apresentados na forma de rendimentos percentuais (%) em funcéo do

tempo de reagéo (h).
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Tabela 2.3: Percentual de conversdo da Htr-M em Htr em diferentes tempos de reacéo

Porcentagem de Conversdo em Htr (%6)

Tempo de Reacdo (h) TFE:H0 Aquoso SDS
0,0 0,0 0,0 0,0
0,5 * * *
1,0 2,0 0,6 7,3
1,5 3,9 11 16,1
2,0 5,0 1,4 23,4
2,5 6,8 18 26,7
3,0 8,5 2,0 30,3
3,5 10,3 2,4 36,0
4,0 11,7 2,9 41,0
4,5 13,0 4,0 46,9
5,0 14,0 4,7 50,8
5,5 15,7 6,0 53,1
6,0 16,8 75 55,3
6,5 18,6 9,0 55,7
7,0 19,4 11,0 56,2
75 21,6 14,0 57,0
8,0 23,1 16,0 57,5
8,5 24,8 18,5 *
9,0 28,0 21,0 58,1
9,5 30,0 23,0 *
10,0 34,0 26,5 58,7
12,0 38,0 36,5 58,7
14,0 48,0 41,2 59,4
16,0 52,0 47,0 *
18,0 60,0 53,2 60,0
20,0 66,0 58,0 *
22,0 71,2 61,4 59,5
24,0 75,7 62,5 60,0
36,0 82,8 65,0 60,6
48,0 84,0 66,0 61,1
60,0 85,0 65,5 61,1
72,0 84,5 66,0 60,6

* N&o houve precisdo na integracdo das areas dos picos nos cromatogramas, entéo resultados ndo foram relatados,
por nao serem confiaveis.

Os dados da dimerizagéo obtidos em meio aquoso indicam que a satura¢do da reacéo

ocorre a partir de 24 h, variando de 62,5 a 66,0% do produto até as 48 h. Para a sintese realizada
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na presenca de micelas de SDS, aparentemente é observada uma velocidade inicial de reagéo
significativamente superior, chegando-se a um ponto de saturacdo apos 6 h (55,3% de Htr), ao
passo que valores proximos de 60,0% de conversao sdo obtidos ap6s 8h, ndo havendo conversdo
expressiva apos esse tempo de reacdo. Em TFE:H.O (40:60, v/v), observou-se um ponto de
saturacdo em 36 h, chegando-se a uma conversdo de 82,8%, ndo sendo este valor alterado,

significativamente, até 72 h de reacéo.

Os dados da Tabela 2.3, p. 84, foram plotados em um gréafico de percentual de conversao
em Htr (%) versus tempo de reagéo (h) e as curvas obtidas sdo mostradas na Figura 2.28. O
comportamento sigmoidal observado nessas curvas € tipico para rea¢fes que dependem de um
periodo de inducdo e é caracteristico para uma série de fenbmenos quimicos, dentre eles, a
formacdo de agregados peptidicos em processos fisioldgicos (Yamaguchi et al., 2010;

Dovidchenko et al., 2014; Meisl et al., 2014; Selivanova et al., 2014).
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Figura 2.28: Percentual de conversdo de Htr-M em Htr. A reacdo de dimerizacdo em meio aquoso esta

representada em preto (m), TFE:H.O em azul (A) e na presenca de micelas de SDS, em vermelho (e).

Cromatografia por exclusdo de tamanho

Devido as evidéncias da existéncia de agregados peptidicos formados pela Htr-M em
trabalhos realizados anteriormente pelo grupo (Guimardes, 2013), realizou-se no presente
trabalho uma analise cromatografica por exclusdo de tamanho para Htr-M, Htr e para a
distinctina (Dtn), com o intuito de se verificar a capacidade de formacéo de agregados da Htr-

M e da Htr em solugdo, 0 que é muito importante para se iniciar o entendimento dos processos

envolvidos na dimerizacdo (Figura 2.29, p. 86).
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Em trabalho realizado por Raimondo et al., 2005 (Raimondo et al., 2005), foi provado
que a Dtn existe como um dimero de dimeros em meio aquoso, adotando, portanto, uma
estrutura globular em um feixe de quatro hélices (estrutura tetramérica). Em concordancia com
esses resultados, é observado no cromatograma da Dtn (em vermelho) um pico menos intenso
em t; = 23,3 min, que corresponde a uma molécula de dimero isolada, todavia € observado um
pico bem mais intenso em t, = 11,5 min, que corresponde ao arranjo tetramérico do dimero de
dimeros, que é eluido bem mais rapidamente. Ja o homodimero Htr apresenta um pico de
eluicdo em t; = 22,8 min, 0 que sugere que este peptideo, ao contrario da Dtn, ndo se agrega em
solugdo, existindo como uma Unica molécula isolada. Essa diferenga entre os dois dimeros se
da pelo fato de que as cadeias hidrofdbicas estdo internalizadas em uma Unica estrutura da Htr,
ao passo que tal internalizacdo demanda o arranjo de dimero de dimeros (tetramérico) da Dtn,
conforme comprovado pelas estruturas tridimensionais desses peptideos determinadas por
RMN em solucdo (Raimondo et al., 2005; Verly et al., 2017). Curiosamente, ao se observar o
cromatograma obtido para a Htr-M, existem dois picos, um deles em um t; pouco maior que 0
da Htr e outro em t; ligeiramente inferior (25,6 e 22,2 min, respectivamente). Esses resultados
indicam que o monémero Htr-M parece se agregar e podem sugerir que essas interacoes inter-
cadeias estejam relacionadas a formacdo de um complexo intermediario, que pode ser

importante para a dimerizacdo do peptideo.
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Figura 2.29: Cromatografia por exclusdo de tamanho realizada para Htr-M (em preto), Htr (azul) e Dtn
(vermelho) em meio aquoso, a temperatura ambiente. Coluna Superdex® Peptide Tric. 10/300 GL (1.5 x 50
cm) equilibrada com 20 mmol-L™? de solugdo aquosa de tampéo fosfato contendo NaCl 3 mol-L%. Um fluxo de

0,3 mL/min foi empregado e a absorbancia foi media a 214 nm.
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Modelo cinético para a reacdo de dimerizacdo

O modelo escolhido para o ajuste dos resultados experimentais, foi originalmente
proposto pelo cientista Melvin Avrami, em uma série de trabalhos publicados no final da década
de 1930 e no inicio da década 1940. Originalmente, essa teoria foi desenvolvida para descrever
a formacdo da estrutura cristalina de metais, a partir de um periodo de nucleagdo, que envolve
uma determinada cinética de mudanca de fase, seguido por um periodo de crescimento do
nucleo formado, que vai até a formacéo do cristal, quando ocorre a desaceleracdo do processo
(Avrami, 1939; 1940; 1941). Seus principios foram expandidos e, ao longo dos anos, passaram
por algumas adaptagdes, tendo sido a teoria aplicada no ajuste de curvas tipo sigmoides obtidas
para diferentes sistemas, como em processos bioldgicos (Cope, 1976) e quimicos (Irzhak et al.,
2008; Finney e Finke, 2009), que apresentam mudancas de fase ou pseudofase (Gualtieri et al.,
1997).

Agregacéo Dimerizacao
mHtr-M (Htr-M),,, T> Htr + (Htr-M),,,»
1
Q
o)
S periodo
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Figura 2.30: Processo de duas etapas principais para a dimerizacéo de Htr-M. No topo da figura, o esquema
mostra a etapa de agregacao (1), seqguida da etapa de dimerizacdo (2). O gréfico representa visualmente os periodos

envolvidos em (1) e (2), com a fragdo de mondmeros em agregados em funcdo do tempo.

A reacdo de dimerizacdo parece ocorrer em dois estagios principais. Em um primeiro

momento, ocorre um periodo de inducdo (ou periodo de maturacdo), relacionado as horas
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iniciais, no qual deve acontecer a formacdo de varios agregados. Em seguida, ocorre um
segundo periodo, que envolve um evento exponencial rapido, chamado de periodo de
aceleracdo, quando ocorre a dimerizacdo. Finalmente, chega-se a um periodo onde ha uma

desaceleracdo da formacdo do homodimero. A Figura 2.30, p. 87, ilustra esses eventos.

No presente trabalho, a investigacdo do referido processo de dimerizagdo consistiu no
monitoramento da fracdo F de conversdo das cadeias monoméricas Htr-M no homodimero Htr,
que é dependente do tempo t. A equacdo de Avrami, escolhida para a descri¢do desse processo,

apresenta a seguinte forma:
F=1-e & (2.2)

onde k é uma constante de velocidade global e n é o indice de Avrami (Avrami, 1939; 1940;
1941).

A constante k esta relacionada a velocidade de dimerizacdo e depende dos processos
que precedem a formacdo do produto final (i.e., nucleagéo, agregacéo, etc.), bem como da
dimensionalidade no espaco onde esses processos ocorrem. O indice n esta relacionado a
dimensionalidade do fenbmeno quimico no espaco, sendo que valores entre 1-2, 2-3 e 3-4
representam mudancas uni, bi e tridimensionais, respectivamente (Tanaka et al., 1995). Em
trabalho mais recente, Finney e Finke (Finney e Finke, 2009) mostraram que n possui uma
dependéncia exponencial inversa com estados de agregacéo e uma dependéncia linear com as
transformacdes quimicas, que procedem esses estados. Dessa forma, um aumento de n nos
dados cinéticos indica que a agregacdo se torna menos importante, a medida em que vai

ocorrendo a conversao no processo de dimerizagéo.
A Equacdo 2.2 pode ser reescrita como:
Htr, = Htr,F, (2.3)

onde Htr: € a fracdo da conversdo percentual de homodimero no tempo t em funcéo de sua

fracéo de converséo percentual total Htro.
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Figura 2.31: Ajuste do percentual de conversdo de Htr-M em Htr utilizando a Equacéo 2.3. (A) O perfil
cinético para a obtencdo da Htr via dimerizacdo da Htr-M foi realizado em meio aquoso (preto), em TFE:H,O
(40:60, v:v, azul) e na presenca de micelas de SDS (vermelho). As linhas sélidas estdo ajustadas de acordo com a
Equacéo 2.3, p. 88. No inserto (B), o grafico mostra o comportamento linear nas primeiras horas da dimerizagéo,

nos trés meios empregados.

Os dados do monitoramento da dimerizacao (Figura 2.28, p. 85) foram ajustados com
base nos fits obtidos a partir da Equacdo 2.3, p. 88, utilizando-se o software Origin®Pro 8, e as
curvas resultantes estdo em boas concordancias com os dados experimentais (R > 0,996), como
mostra a Figura 2.31. Os respectivos parametros cinéticos obtidos sdo apresentados na Tabela

2.4.

Tabela 2.4: Parametros cinéticos para a dimerizagao de Htr-M em meio aquoso, TFE:H,0 (40:60 v/v) e solugao
micelar de SDS (350 mM) em pH 8,5 (tampéo Tris-HCI 100 mM) a 25 °C

PARAMETROS
CONDICAO Htro (%) 2 k(102htya na A[Htr]/At2 "
Meio aquoso 65,2+0,5 7,2+0,1 2,3+0,1 0,81+0,06
TFE:H,0 85,620,9 6,3+0,1 1,60,1 2,90+0,2
SDS 60,0+0,4 28,5+0,5 1,540,1 10,80+0,9

2 Os erros sdo 0s desvios padrdes.
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b Valores gerados a partir de um ajuste linear dos dados obtidos nas primeiras sete horas de reagéo.

O valor de n mais alto em meio aquoso (n = 2,3) revela que o processo de dimeriza¢ao
nesse meio depende da formagdo de varios agregados no periodo de indugdo, que parecem ser
importantes na estrutura¢do em hélice o das cadeias monoméricas de Htr-M. Na realidade, uma
inspecgdo visual das curvas (Figura 2.31A, p. 89) indicam nitidamente a necessidade de um
maior tempo de maturacao para a reacdo em meio aquoso, tendo-se uma cinética de formacéo
do homodimero bem mais lenta nas primeiras horas de reacdo, conforme constatado pela
inclinacdo significativamente menos acentuada para a reagdo nesse meio (Figura 2.31B, p. 89).
Estudos por espectroscopias de CD e de RMN indicam que a Htr-M adota conformagdes a-
helicoidais bem definidas em solugcdo de TFE:H>O e na presenca de micelas detergentes,
todavia o peptideo ndo adota conformagdo preferencial em meio aquoso (Verly, 2010;
Guimaraes, 2013; Verly ef al., 2017). Desta forma, na solu¢do de TFE:H>O, existem cadeias
monoméricas previamente estruturadas e livres, sem estarem agregadas, e o #» mais baixo indica
que a dimerizagao nao depende significativamente da agregagao. Esse fato também ¢ observado
na presenca de micelas de SDS, onde a formacao de hélice ¢é facilmente alcancada e a agregacao
tem uma influéncia marginal no processo de dimerizagdo. Esses resultados podem ser
racionalizados, avaliando-se a cinética inicial de formagdo do homodimero a partir de um ajuste
linear dos dados obtidos nas primeiras quatro horas e meia de rea¢do (A[Htr]/A¢, Figura 3.31B,
p. 89). Percebe-se, entdo, uma velocidade inicial 3,6 vezes maior para a reagdo conduzida em
TFE:H>O, em relagdo a reacdo conduzida no meio aquoso, ao passo que a reagdo realizada na
presenca de micelas de SDS apresenta uma velocidade inicial de dimerizagdo que € 3,7 vezes
maior que a da reagdo realizada na presenca do co-solvente organico, i.e., ela € 13,3 vezes mais
eficiente que no meio aquoso. Nesse periodo, a maior eficiéncia da cinética inicial na reagao
em TFE:H>O em relagdo a dimerizagdo em meio aquoso pode ser atribuida a estruturagdo prévia
das cadeias monoméricas nesse meio, 0 que nao ocorre em meio aquoso, devido a dependéncia
da formacao de agregados para que a reacdo ocorra. Esses agregados certamente auxiliam a
estruturacao em hélice a, o que parece ser de grande importancia para a dimerizagao (ver se¢ao
2.1, p. 76 a 78, e Guimaraes, 2013). Nesse sentido, estudos de RMN realizados pelos grupos de
pesquisa da UFMG e da UFVIM mostraram que, em solu¢do de TFE:H>O (30:60, v/v), a cadeia
monomeérica Htr-M apresenta estruturagao a-helicoidal com carater anfipatico. Entretanto, esse
carater ¢ descontinuado pela presenca do residuo carregado de Lys-10 na face hidrofobica da
hélice, como pode ser visto na Figura 2.32A, p. 91 (Verly et al., 2017). A importancia estrutural

dessa descontinuidade ¢ prontamente reconhecida, ao se analisar a estrutura tridimensional de
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RMN do homodimero, a qual apresenta estrutura tercidria em super-hélice, que ¢ mantida pelas
interagdes hidrofobicas inter-cadeias, além de interacdes idnicas entre o residuo de Lys-10 de

uma cadeia e os residuos de Asp-5 e Ser-9 da outra cadeia (Figura 2.32B e C).

<« Lys-10

C-terminal

v
N-terminal

Figura 2.32: Estruturas de RMN da (A) Htr-M em solucéo de TFE:H20 30:60 e da (B e C) Htr em tampéo
fosfato aquoso, pH 7. Em (A) e (B) os residuos hidrofdbicos sdo apresentados em vermelho e os hidrofilicos em
azul, ao passo que em (B) o residuo dimérico de cistina é destacado em verde. Em (C) os residuos de Lys-10’,
Asp-5 e Ser-9, que estdo envolvidos na interagdo ibnica que estabiliza a super-hélice, sdo representados,
respectivamente, em laranja, vermelho e verde, sendo os demais residuos representados em azul. Adaptado de
Verly et al., 2017.

Tanto as interagfes hidrofébicas quanto as idnicas envolvendo o residuo de Lys-10’
estdo localizadas no interior da super-hélice e elas sdo propiciadas e maximizadas pelo arranjo
a-helicoidal de cada uma das cadeias na estrutura do homodimero. Esses resultados estruturais,
aliados aos dados de cinética de dimerizacgdo até aqui apresentados, sugerem que a estruturagéo
prévia das cadeias monoméricas em TFE:H>O (40:60, v/v) possibilitam, ao passo que duas
hélices livres se aproximam, a formacdo dessas interagdes hidrofobicas e idnicas. Essas
interacOes inter-cadeia favorecem a formacdo de um complexo intermediario ativo (esquema
da Figura 2.30, p. 87), 0 que parece diminuir a barreira energética a ser vencida durante o
processo de formacéo da ligacdo dissulfeto. Isso pode explicar a cinética inicial de reacdo mais
eficiente para a dimerizacdo realizada em solucdo de TFE:H20, onde, no periodo de indugéo

inicial, as cadeias monoméricas ja se encontram estruturadas em hélice a e tém suas geometrias
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otimizadas para que as interacGes inter-cadeia sejam favorecidas. Por outro lado, nenhum
arranjo conformacional preferencial € observado em meio aquoso, o que torna a dimerizacao
nesse meio mais dependente da formacdo de um estado agregado, que induza e auxilie na
estruturacdo das cadeias de Htr-M, para que, a partir dai, ocorra uma orientacdo que possibilite

a indugéo das interagdes inter-cadeias.

Curiosamente, os estudos de CD ja tinham revelado um maior conteddo de hélice
quando se usou uma propor¢do TFE:H20 (40:60, v/v, H = 51%) em relacdo ao contetido obtido
em TFE:H20O (60:40, v/v, H = 46 %) — veja se¢do 2.1, p. 77. Esse comportamento ja foi
observado em outros estudos, que indicaram uma maior capacidade de formacdo de agregados
entre moléculas de outros peptideos em solucdes contendo 40% de TFE, mostrando que esses
agregados resultam na estabilizacao das estruturas helicoidais (Kuprin et al., 1995; Gast et al.,
2001; Othon et al., 2009; Anderson e Webb, 2012). Além disso, durante 0 monitoramento
cinético da sintese da Htr por CLAE-FR em experimentos de dimerizacdo da Htr-M
previamente realizados pelos grupos de pesquisa da UFMG e da UFVJM, quando utilizadas
maiores concentracdes de monémero, notou-se a presenca de um terceiro pico (além dos picos
do dimero e do mon6mero) de intensidade variavel, observado entre o periodo entre 12 e 48h
de reacdo (Apéndice Al, p. 170 e Guimaré&es, 2013). As componentes referentes aos picos em
tempos de retencdo de 14,9 e 15,3 min foram coletadas e analisadas por espectrometria de massa
(MALDI-TOF). Os espectros obtidos foram muito semelhantes em relacéo aos valores de razéo
m/z, comprovando assim a presenca de Htr-M ([M + H]" = 2753,5) e Htr ([M + H]* = 5504,1)
nos dois picos cromatograficos, 0 que sugere a existéncia de agregado peptidico ao longo do
processo de dimerizacdo (Apéndice A2, p. 171 e Guimardes, 2013). Essa andlise sugere a rapida
formacdo de oligbmeros resultantes da agregacdo entre moléculas do monémero Htr-M e do
homodimero Htr na presenca do co-solvente TFE, o que torna a cinética inicial mais eficiente
em relagdo ao meio aquoso nas primeiras sete horas de reacgao. Esses resultados sugerem que a
solucdo de TFE:H2O (40:60) induz a formacdo instantanea desses arranjos diméricos ou
oligoméricos, o que esta relacionado a um periodo de maturacdo muito curto, em comparacao

com aquele observado para a rea¢do em solucéo aquosa.

Todos os pontos discutidos acima sugerem que efeitos associados a interagdes inter-
cadeia otimizadas e a agregacdo desempenham importante papel na cinética inicial de reacéo
mais rapida em TFE:H.O, quando comparada a cinética reacional em meio aquoso. A

importancia dessas interacdes inter-cadeias na sintese de peptideos diméricos via formacéo de
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ligagdo dissulfeto entre residuos de cisteina pode ser reconhecida na sintese do peptideo
heterodimérico Dtn (Resende et al., 2009). Esse peptideo é formado por duas cadeias
monomeéricas distintas, conhecidas como cadeia monomeérica 1 (CH1) e cadeia monomérica 2
(CH2) (Batista, C. V. F. et al., 2001). Estudos de RMN (Raimondo et al., 2005; Resende et al.,
2009) aliados a experimentos de cromatografia por excluséo de tamanho (Figura 2.29, p. 86)
indicam que a Dtn existe como um dimero de dimeros em meio aquoso, que é estabilizada por
interacdes hidrofdébicas entre as cadeias laterais dos residuos de aminoacidos apolares, os quais
se localizam na parte interna do feixe de quatro hélices (Figura 2.33). Surpreendentemente,
quando se colocam as duas cadeias monomeéricas para reagir, o que se observa é uma formacao
expressiva do heterodimero (CH1-CH2), ao passo que apenas proporg¢es muito pequenas dos
homodimeros (CH1-CH1 e CH2-CHZ2) sdo obtidas no processo (Resende et al., 2009; Calce et
al., 2015). Estatisticamente haveria de se esperar a formacdo equimolar dos trés dimeros;
entretanto, a maior propor¢do obtida para o heterodimero em relacdo aos homodimeros indica
que as interagdes inter-cadeia, responsaveis pela estabilizacdo da estrutura do peptideo nativo,
exercem um papel catalitico muito importante no processo de formacao da ligacdo dissulfeto,
uma vez que essas interacdes existentes no feixe de quatro hélices da Dtn ndo sao esperadas de

ocorrerem nas estruturas dos respectivos homodimeros.

Figura 2.33: Estrutura de RMN da distinctina em meio aquoso [PDB 1XKM] (Raimondo et al., 2005). Os
residuos hidrofilicos sdo apresentados em verde e os hidrofébicos em azul. A estrutura de dimero de dimeros é
estabilizada pelas interacdes hidrofobicas existentes no interior do feixe de quatro hélices. Adaptado de Resende,
etal., 2009.

A despeito da cinética inicial mais eficiente para a dimerizacdo na presenca do co-

solvente, pelos dados da Tabela 2.4, p. 89, a constante de velocidade global mostra que a
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cinética de dimerizacdo em meio aquoso (k = 7,2) ¢ mais eficiente que a em TFE:H>O (k= 6,3),
0 que permite inferir que as cadeias monoméricas Htr-M parecem envolver estados
intermedidrios de orientagdo comparaveis nos instantes que precedem a dimerizagdo. As
cadeias livres de Htr-M em solucdo, em algum momento, se aproximam ¢ sdo formadas
interacdes que induzem a formagdo de varios agregados. Esse microambiente promove a
formagdo de estruturas a-helicoidais e aumenta essas interagdes inter-cadeia, que orientam a
formagdo da ligagdo de dissulfeto. A aparente necessidade da conformacao (helicoidal) ativa
para a dimeriza¢do faz com que a velocidade inicial para a reagdo em meio aquoso seja 4,0
vezes menor do que em TFE:H>O, pois em agua ocorre uma formagdo muito mais lenta dos
agregados e das resultantes estruturas helicoidais. Entretanto, uma vez estabelecida a formagao
do estado agregado, a reagdo parece seguir uma ordem diferente, sendo a cinética da etapa de
aceleragdo e, por fim, a cinética global, mais eficientes para a reacdo conduzida no meio aquoso
(Figura 2.31, p. 89). A estrutura terciaria em super-hélice da homotarsinina internaliza os
residuos hidrofobicos, ao passo que a maioria dos residuos hidrofilicos e carregados se
encontram na porcao externa do dimero, sendo estabilizados por interacdes eletrostaticas com
as moléculas do solvente. Como o 2,2,2-trifluoroetanol possui uma constante dielétrica
significativamente menor do que a da 4gua, sdo esperadas interacdes solvente-peptideo bem
mais fortes no meio aquoso, de forma que interagdes de solvatagdo mais fortes podem diminuir
a barreira energética da segunda etapa da reagdo (esquematizada na Figura 2.30, p. 87),

acarretando em uma cinética global mais eficiente para esse meio.

Por outro lado, a cinética global da reagdo de dimerizacdo da Htr-M na presenca de
micelas de SDS ¢ 4,5 e 4,0 vezes mais eficiente do que a reacdo analoga feita em TFE:H>O e
em meio aquoso, respectivamente (Figura 2.31 e Tabela 2.4, p. 89). Conforme discutido
anteriormente (se¢do 2.1, p. 76 a 79), a Htr-M também adota um arranjo a-helicoidal bem
definido na presenga de micelas de SDS, sendo esperada, portanto, a existéncia de efeitos
similares aos mencionados para a sintese em TFE:H>0, no sentido de que as intera¢des inter-
cadeia, que ocorrem durante a aproximag¢ao das mesmas, sejam importantes para a formagao da
ligacdo de dissulfeto. A despeito desses efeitos, a interacdo dos peptideos com as micelas
detergentes faz com que as cadeias monoméricas, adsorvidas nas micelas, estejam
espacialmente proximas, o que implica em uma eficiéncia catalitica ainda maior. Considerando-
se que as micelas de SDS em tampdo Tris-HCI possui um raio de aproximadamente 1,75 nm
(Duplatre et al., 1996), as faces hidrofobicas estardo fisicamente proximas e serdo forcadas a

interagirem entre si, 0 que aumenta a eficiéncia da cinética em meio contendo micelas de SDS
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e reflete no parametro global £ significativamente maior (Figura 2.34, p. 95). Nao obstante, a
velocidade inicial A[Htr]/A¢, bem maior na solu¢do micelar (3,7 e 13,3 vezes mais rapida que
em TFE:H>O e que em 4gua, respectivamente), indica um tempo de maturagdo extremamente

curto, o que se deve justamente a aproximacao das cadeias na estrutura micelar.

Figura 2.34: Interacéo das cadeias monoméricas Htr-M com as micelas de SDS. Ao permanecerem ligadas na
superficie das micelas, as cadeias monoméricas estdo espacialmente préximas e sdo forcadas a interagirem entre

si, aumentando a eficiéncia catalitica desse meio na dimerizag&o.

O percentual total de Htr formado (Htr,) varia com a condi¢do empregada e ¢ de 65,2%
para a dimeriza¢do em meio aquoso, 85,6% em TFE:H>O e 60,0% na presenca de micelas de
SDS (Tabela 2.4, p. 89). Apesar de nao ter se mostrado como o meio cineticamente mais rapido,
a reacao de dimerizagdao em solugdo de TFE:H>O (40:60, v/v) foi a que apresentou rendimento
mais significativo dentre os meios testados. Acredita-se que o maior rendimento esteja
diretamente relacionado ao efeito de agregagao (Macphee et al., 1997; Munishkina et al., 2003;
Chaudhary et al., 2011; Ebanks, 2011) que ocorre até o final do periodo de aceleragdo, neste
meio com constante dielétrica reduzida. Estudos de agregacdo realizados com a melitina,
constituida por 26 residuos de aminoacidos, indicaram que esse peptideo apresenta maior grau
de agregacdo em solug¢do de TFE:H>O (40:60, v/v), propor¢ao na qual a helicidade do peptideo
também ¢ maxima (Othon et al., 2009). Entretanto, em propor¢des de TFE superiores a 50%,
foi constatado que o tamanho dos agregados de melitina sdo relativamente menores. No caso
da Htr-M, como consequéncia da oligomerizacdo, ocorre uma aproximagdo adequada entre os
residuos de cisteina das cadeias monoméricas, favorecendo a formagao da ligagcdo de dissulfeto.

Além disso, a formagado desses agregados parece influenciar no direcionamento do equilibrio,
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no sentido da formac¢do do homodimero (esquema da Figura 2.30, p. 87), j& que maiores
rendimentos sdo observados. Esses agregados podem se formar mesmo a pequenas

concentragdes do mondmero, o que explica o maior rendimento da dimerizacdo em TFE.

Os resultados obtidos neste trabalho indicaram que, apesar de apresentar uma cinética
mais rapida, a reacdo de dimerizacao conduzida na presencga de micelas de SDS a 350 mmol-L-
! levou a um rendimento da ordem de quase 10% menor que a reacdo conduzida em meio
aquoso, sendo ainda esse valor menor (da ordem de 25%) que a reacdo conduzida em TFE:H20
(40:60, v/v). Estudos de titulacio do homodimero Htr em vesiculas fosfolipidicas por
Espalhamento de Luz Dindmico — DLS (Verly et al., 2017), bem como estudos de RMN da
interagdo do peptideo com bicelas de DMPC:DHPC magneticamente orientadas realizados pelo
grupo de pesquisa da UFMG, mostraram que, mesmo a concentraces muito baixas, o
homodimero, além de interagir fortemente com as bicamadas lipidicas, provoca um
desordenamento significativo do empacotamento das bicamadas (Barbosa, 2016). Isso sugere
que o aumento gradativo da concentracdo de Htr no decorrer da sintese acarreta na perturbacéo
expressiva do ordenamento das micelas de SDS, o que possivelmente leva, em uma
concentracdo limite de homodimero, a estagnacdo do processo de dimerizacdo. Apds pouco
mais de trés horas de reacdo, alcanca-se uma conversdo limite do monémero no dimero de
60,0%, ponto a partir do qual ndo ocorre mais conversdo expressiva no produto da reacao
(Figura 2.31 e Tabela 2.4, p. 89). Dessa forma, acredita-se que esse limite corte, que esta
associado a uma concentragdo do homodimero de aproximadamente 11 mmol-L™?, oblitera
permanentemente o processo de dimerizacgdo, devido ao desordenamento imposto pelo dimero

ao sistema micelar.

Para se confirmar essa proposta, foi também realizado neste trabalho um
acompanhamento da cinética de dimerizacdo em meio micelar, utilizando-se metade da
concentracéo de Htr-M, i.e., 18,15 mmol-L™. Surpreendentemente, obteve-se nesse ensaio um
indice de converséo superior aos 60,0% obtidos anteriormente, a saber 70,9% (Figura 2.35, p.
97). Esse rendimento é mais alto que o obtido para a reagdo em meio aquoso (65,2%). 1sso
sugere que a perturbacédo do arranjo micelar por parte do homodimero (efeito descrito acima),
impede o prosseguimento da dimerizacdo, uma vez que a utilizacdo de metade da concentragédo

do monbémero assegura que a concentragdo corte supracitada ndo seja alcangada.
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Figura 2.35: Percentual de conversdo de Htr-M em Htr. Neste caso foi utilizada metade da concentragdo de
sintese, i. €., a 18,15 mmol-L! (em preto). Em vermelho, a concentragdo de 36,3 mmol-L* utilizada na sintese.

Solugdo micelar de SDS 350 mmol-L1, tamponada com Tris-HCI 100 mmol-L?, pH 8,5.
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CAPITULO 3

SINTESE DE DERIVADOS GLICOTRIAZOLICOS DAS FILOSEPTINAS 1,2E 3 E
DA HILASEPTINA-1: EFEITOS DA GLICOSILACAO NA INTERACAO COM
MEMBRANAS E NO POTENCIAL BIOLOGICO

3.1 INTRODUCAO

Como resultado do crescente interesse mundial em peptideos e proteinas, o
conhecimento da relacdo entre estrutura e funcdo dessas substancias se tornou altamente
difundido e atinge, a cada ano, um maior grau de maturidade. Contudo, sabe-se que a presenca
de carboidratos na estrutura de peptideos e proteinas desempenha um papel fundamental em
diversos processos envolvendo essas biomoléculas, seja no controle de propriedades estruturais

e fisico-quimicas, seja em processos bioldgicos (Moradi et al., 2016).

Atualmente, os glicopeptideos de ocorréncias  naturais  vancomicina,
desmetilvancomicina, teicoplanina A2-2, avoparcina 8, complestatina, ristocetina e actaplanina
A sdo usados como antibioticos de escolha para o combate de muitos organismos patogénicos
(Butler et al., 2014). Paralelamente, os menos conhecidos e também naturais peptideos
glicosilados drosocina (Bulet et al., 1993), pirrocoricina (Cociancich et al., 1994), formaecinas
(Mackintosh et al., 1998) e diptericinas (Bulet et al., 1995), isolados de insetos, tém mostrado
alta atividade antimicrobiana e, portanto, grande potencial para serem utilizados no combate a
microrganismos patogénicos, quando comparados a suas formas ndo glicosiladas, enfatizando

que a glicosilacdo pode ser muito importante para a atividade bioldgica.

Neste contexto, a ideia de incorporar um agucar a peptideos antimicrobianos pode levar
a melhoras consideraveis em suas propriedades (Kosikowska e Lesner, 2016; Wenzel et al.,
2016) e, por isso, diferentes estratégias quimicas tém sido desenvolvidas na tentativa de se
estabelecerem ligagcOes covalentes seletivas entre a unidade de carboidrato e a cadeia peptidica,
permitindo os estudos estruturais e de interagcdo, bem como as influéncias da glicosilagéo
peptidica na sua fungéo biologica (Dwek, 1998; Seitz, 2000; Sinclair e Elliott, 2005).

A glicosilacdo de proteinas e peptideos costuma ser dificil de ser mimetizada por
métodos quimicos e tem sido intensamente aprimorada, tendo em vista a dificuldade de

selecionar jungdes (“links”) glicosidicas, que possam ser estabelecidas numa cadeia peptidica
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multifuncional (Nicotra et al., 2007; Specker e Wittmann, 2007; Warren et al., 2007). Assim,
adaptacGes na SPFS podem ser consideradas, uma vez que essa metodologia emprega artificios,
que podem simplificar e tornar a preparacdo de alguma molécula glicosilada mais confiavel.
Isso possibilita que peptideos, ja minuciosamente estudados, possam ter suas formas
glicosiladas obtidas e suas novas propriedades comparadas as das formas nativas. A SPFS tem,
como algumas de suas vantagens, a rapidez e facilidade na conducdo da sintese, além da
possibilidade de direcionar a reacdo para maiores rendimentos, com o0 uso de grande excesso
de reagentes (Chan, W. C. e White, P. D., 2000; Galonic et al., 2007)

Quando se pensa em uma metodologia a ser associada a SPFS, dentre as diversas
possibilidades, a sua aplicagdo em combina¢do com a quimica “click” tem sido umas das
propostas mais poderosas para se promover a ligacdo entre dois segmentos moleculares
biologicamente ativos (Echemendia et al., 2014; Tang e Becker, 2014; Ferreira et al., 2015).
Uma das propriedades mais interessantes da formacao do 1,2,3-triazol 1,4-dissubstituido é o
bioisosterismo entre esse regioisdbmero e a ligacdo amidica, o que os torna semelhantes na
geometria e propriedades estruturais, estabilidade em relacdo a hidrélise, momento dipolar,
oxidagdo e reducdo (Miller et al., 2010). Esses resultados também puderam ser observados na
primeira aplicacdo da reacdo CUAAC para formacao de derivados peptidicos, utilizando-se a
SPFS, quando Tornge et al., 2002, sintetizaram triazol-peptideos e neoglicotriazol-peptideos
em um processo, que pode ser aplicado em rea¢es com diferentes combinagdes entre azidas e
alcinos, utilizando-se de variadas fontes de cobre (1) e de diferentes solventes, incluindo até
mesmo 0 meio aquoso — Figura 3.36 (Tornge, Christian W et al., 2002; De Oliveira Freitas et
al., 2011).

// N\N/N\R

Figura 3.36: Representagdo esquematica da formacéo de triazol-peptideos via CUAAC. Nessa reagdo, uma
azida reage seletivamente com o alcino presente na cadeia peptidica, sob catalise do Cu(l), o que resulta na

formacao do derivado triazol-peptideo correspondente.

Em 2001, K. B. Sharpless introduziu o termo “click” para descrever uma série de reacdes

termodinamicamente estaveis, capazes de unir duas moléculas de forma simples e com altos
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rendimentos (Kolb et al., 2001). Em particular, as reagdes de cicloadigdes que envolvem uma
azida e um grupo alcino preenchem muitos dos pré-requisitos da “quimica click”. Alcinos
monossubstituidos e azidas organicas estdo disponiveis comercialmente, mas muitos outros
derivados dessas substancias podem ser facilmente sintetizados com ampla variedade de grupos
funcionais. A partir do momento em que essas rea¢0es passaram a ser catalisadas por metais,
como o cobre e o ruténio, a cicloadicdo azida-alcino passou a ser considerada como o prot6tipo
ideal da reacdo “click”. Assim, embora a sintese de 1,2,3-triaz0is ja tenha sido estudada ha
varios anos (Kuijpers et al., 2005), a descoberta relativamente recente realizada por Meldal e
Sharpless quanto a mais famosa das reagdes “click”, a cicloadigdo [3+2] entre azidas e
acetilenos catalisadas por Cu(l), CUAAC, contribuiu significativamente para a preparacao
eficiente de 1,2,3-triazdis 1,4-dissubstituidos com consideravel regiosseletividade e, em geral,
com elevados rendimentos (Tornge, C. W. et al., 2002). O catalisador dessa cicloadic¢éo é o Cu
(), podendo ser utilizados sais como o iodeto de cobre I (Cul), ou ainda sais de Cu(ll) aliados
ao uso de ascorbato de sédio, que atua como agente redutor, gerando o Cu(l) in situ. A adigéo
de um leve excesso desse agente redutor previne a formacdo de alguns subprodutos a partir de

homoacoplamentos oxidativos (Himo et al., 2005).
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Figura 3.37: Mecanismo de reac@o da CUAAC. Esse mecanismo envolve a formagao do intermedidrio acetileto

de cobre, de um metalaciclo de cobre e um derivado triazolil de cobre, formando, por fim, o 1,2,3-triazol.

A Figura 3.37, representa 0 mecanismo da reagao “click” de acordo com Worrell e Fokin

et al., 2013. O mecanismo proposto envolve a formacgédo de um acetileto de cobre, que coordena
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a azida para a formagéo de um metalaciclo de cobre de seis membros. Um segundo atomo de
cobre interage e estabiliza esse metalaciclo. Depois de formado, esse metalaciclo tende a se
contrair e rearranjar-se, culminando no derivado triazolil de cobre, que sofre uma protondlise,

levando ao produto triazélico e fechando o ciclo catalitico (Worrell et al., 2013).

No contexto da sintese de peptideos, 0 emprego desse tipo de reagdo oferece pelo menos
trés importantes vantagens (Rostovtsev et al., 2002; Tornge, Christian W et al., 2002; Kolb e
Sharpless, 2003; Meldal e Tornge, 2008; Kushwaha e Tiwari, 2013). A primeira esta associada
ao fato das unidades azida e alcino poderem ser incorporadas na sequéncia peptidica durante a
sintese sem protecdo, uma vez que ambos 0S grupos sao estaveis e inertes as condicdes tipicas
das etapas de acoplamento e de clivagem envolvidas na Fmoc-SPFS, portanto, livres de
produtos secundarios. A segunda se relaciona ao ponto que azidas e alcinos reagem
seletivamente um com o outro, de forma muito rapida e eficiente, quando na presenca de
catalisador. E a terceira é que, aparentemente, a CUAAC ndo é significativamente afetada por
efeitos estéricos e eletrdnicos. Mas mesmo assim, apesar de todas as facilidades, ainda sdo
necessarias algumas modificacdes nas cadeias peptidicas, que sejam eficientes e seletivas, a fim
de favorecerem a aplicacdo da reagdo "click" na SPFS. Esse conceito também tem sido
largamente usado e, inclusive, com muito sucesso, na quimica de carboidratos (Aragao-Leoneti
etal., 2010).

Assim, em conexdo com a busca por um processo de ligacdo rapida e eficiente entre
acucares e peptideos, foi encontrado que residuos de aminoécidos estrategicamente
selecionados na cadeia peptidica podem ser substituidos por outros que apresentem
modificacdes, de modo a favorecer a formacdo de uma ligacdo entre o aclcar e a cadeia
peptidica (Wan et al., 2006; Miller et al., 2010; Lim et al., 2014). Neste contexto, este capitulo
aborda a combinagéo entre a metodologia de SPFS e a reacdo CUAAC, para a preparacao dos
glicotriazol-peptideos (GtP) derivados de representantes de duas familias de PAMs: as
filoseptinas, aqui representadas pelas filoseptina-1, -2 e -3 (PS-1, PS-2 e PS-3), e a familia das
hilaseptinas, aqui representada pela hilaseptina 1 (HSP1). A obtencéo desses GtPs envolve a
reacao de um grupamento alcino estrategicamente inserido na cadeia polipeptidica dos referidos
PAMs, com o grupamento azido inserido na estrutura de agucares nas suas formas per-O-

acetiladas.
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A HSP1 é composta por catorze residuos de aminodcidos e foi originalmente isolada da
espécie de anuro Hyla punctata, que é comumente encontrado nas florestas imidas do norte e
nordeste do Brasil (Prates et al., 2004). Embora o peptideo nativo apresente uma carboxila na
porcdo C-terminal, optou-se por sintetizar o peptideo (HSP1-NH,), bem como o0s respectivos
derivados glicotriazélicos, com essa por¢do amidada, uma vez que essa modificagdo (natural
ou ndo) tem promovido um aumento da atividade de diversos peptideos antimicrobianos,
segundo varios trabalhos relatados na literatura (Ali, Mohamed F et al., 2001; Ali, M. F. et al.,
2001; Katayama, Hidekazu et al., 2002; Katayama, H. et al., 2002; Sforca et al., 2004). A
sequéncia priméria desse PAM é mostrada, de acordo com o codigo de letras dos aminoacidos,
na Tabela 3.5.

Tabela 3.5: Sequéncia priméaria da HSP1 na forma nativa (HSP1) e da sua forma amidada (HSP1-NH,)

Peptideo Sequéncias primarias
HSP1 GILDA IKAIA KAAG
HSP1-NH, GILDA IKAIA KAAG-NH,

*-NHy: amidagéo C-terminal; pOAcGIc: D-Glicose per-O-acetilada; pOAcGIcNAc: N-acetilglicosamina per-O-
acetilada; trz: anel triazélico.

A HSP1 ndo mostrou atividade hemolitica significante e uma leve atividade contra
Candida albicans, Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa (Prates
et al., 2004). Por isso, a HSP1 foi um dos PAMs escolhidos nesse trabalho, pois representa um
interessante prototipo para modificagbes quimicas e se investigar o efeito da glicosilacdo na
parte estrutural e também na interacdo e atividade bioldgica, sendo a insercdo da unidade

glicotriaz6lica realizada pela primeira vez nesse tipo de peptideo (Junior, 2015).

Além da obtencdo inédita da forma glicotriazolica da HSP1-NH,, neste trabalho de tese,
foram realizados varios experimentos, que visam investigar a parte estrutural e de interacéo,
tendo sido utilizadas técnicas como a espectroscopia de dicroismo circular (CD), de ressonancia
plasmonica de superficie (SPR) e de fluorescéncia [que envolve o extravasamento de
carboxifluoreceina (CF) a partir de vesiculas fosfolipidicas], espalhamento de luz dinamico

(DLS) e potencial zeta (), além de ensaios de atividade antimicrobiana.

As PS-1, PS-2 e PS-3 sdo peptideos antimicrobianos naturalmente isolados da espécie

de anuro Phyllomedusa hypochondrialis, sendo que as sequéncias nativas ja apresentam a
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porgdo C-terminal naturalmente amidada. Na Tabela 3.6 sdo apresentadas as respectivas
sequéncias peptidicas.

Tabela 3.6: Sequéncia primaria dos PAM’s PS-1, -2 e -3 e dos seus respectivos glicotriazol-peptideos obtidos

Peptideo Sequéncias primarias
PS-1 FLSLI PHAIN AVSAI AKHN-NH;
PS-2 FLSLI PHAIN AVSTL VHHF-NH:
PS-3 FLSLI PHAIN AVSAL ANHG-NH;

*-NH,: amidacéo C-terminal; pOAcGlIc: D-Glicose per-O-acetilada; trz: anel triazélico.

Estudos estruturais e de interacdo desses PAMs com membranas biomiméticas tém sido
realizados pelo grupo de pesquisa da UFMG (Resende et al., 2008; Resende et al., 2014) e,
devido aos resultados obtidos, juntamente com a possibilidade de se potencializarem
importantes propriedades, uma das propostas desta tese é a obtencdo das formas glicosiladas
desses PAMSs, o que possibilitara a verificacdo da influéncia dessa modificacdo nas

propriedades estruturais e das intera¢cdes dessas moléculas quando em contato com a membrana.

Resultados de espectroscopia de CD e de RMN em solucdo indicaram que o0s trés
peptideos nativos apresentam segmentos significativos de hélices anfipaticas, que se iniciam no
5° residuo de aminoé&cido e se estendem até o 15° para a PS-3, até 0 18° para a PS-1 e até a
amidacéo C-terminal para a PS-2, ou seja, em termos de estabilidade estrutural, tem-se: PS-2 >
PS-1 > PS-3 (Resende et al., 2008). Os sitios contendo os glicotriazdis foram criteriosamente
selecionadas, com base nas estruturas tridimensionais e nas topologias dos peptideos em
bicamadas lipidicas determinadas por espectroscopia de RMN pelo nosso grupo de pesquisa.
No caso da PS-3, serd produzido o analogo glicosilado na por¢do C-terminal [pOAcGlc-trz-
A]PS-3. Como a PS-3 ndo apresenta conformacao preferencial na porgdo C-terminal (Figura
3.38, p. 104), espera-se analisar o efeito da glicosilacgdo em um possivel ancoramento mais
efetivo do peptideo na membrana. Ao contrario das outras duas filoseptinas, a topologia da PS-
1 apresenta um desvio da planaridade, devido a presenca de um residuo polar de Asn-19 ao
longo da face hidrofébica (Figura 3.38, p. 104), sendo que o derivado [pOAcGlc-trz-A*]PS-1
possibilita a investigacdo do efeito exercido pela glicosilagdo nessa posi¢do tdo critica a

topologia peptidica e, portanto, a interagéo peptideo-membrana.
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Figura 3.38: Topologias dos peptideos filoseptina-1, -2, -3 reconstituidos em bicamadas lipidicas de POPC.
Cadeias laterais de residuos hidrofilicos sdo apresentadas em verde e de residuos hidrofébicos em azul. A fracao
N-terminal aponta para a esquerda. As PS-2 e -3 apresentam alinhamentos perfeitamente paralelos a superficie da
membrana, ao passo que a PS-1 apresenta certo desvio da planaridade, o que leva a remocédo dos residuos polares
da porcdo C-terminal do interior da membrana. Os residuos das posi¢des 14 sdo destacados para acentuar os efeitos
de balango de anfipaticidade nas trés sequéncias (ver texto). Figura extraida e adaptada de Resende et al., 2014,
com autorizacéo da Elsevier (Anexo A6, p. 182).

Diferentemente da PS-1 e PS-3, que possuem residuos hidrofobicos de alanina na
posicdo 14, a PS-2 possui um residuo polar de treonina no respectivo sitio, sendo que essa
diferenca também confere a PS-2 uma maior anfipaticidade. Ressalta-se que essa diferenga na
sequéncia acarreta em diferencas topoldgicas associadas ao angulo polar de rotacdo interna da
hélice da PS-2, quando comparada as outras duas topologias peptidicas. Dessa forma, a
glicosilagdo proposta [pOAcGIlc-trz-A*]PS-2 possibilitara avaliar o efeito da insercdo dessa
unidade glicosidica nessa posi¢do importante para a interagdo do peptideo nativo com a
membrana. Vale ressaltar que a sintese desses peptideos na sua forma glicosilada € inédita,

fornecendo, assim, resultados bastante relevantes na area da sintese de peptideos.
3.2 OBJETIVOS
3.2.1 Geral

Promover a sintese de glicotriazol-peptideos, utilizando a combinacdo da Fmoc-SPFS e
da CuAAC. Uma unidade de carboidrato sera conectada as cadeias polipeptidica dos PAMs PS-
1, PS-2, PS-3 e HSP1-NH,, através de um link triazolico. Serdo avaliadas as influéncias dessa
unidade glicotriazolica na estruturacdo, na interacdo com meios mimeticos e no potencial

bioldgico desses peptideos.
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3.2.2 Especificos

i. Sintese dos azido-agucares per-O-acetilados modificados com uma azida N3-Glc e Ns-
GIcNAC.

ii. obter, via estratégia Fmoc-SPFS, os peptideos em suas formas nativas e nas formas contendo

o derivado de aminoéacido propargilglicina (Pra) inserido na cadeia peptidica.
iii. aplicar a reacdo CUAAC para a obtencdo dos glicotriazol-peptideos.

iv. realizar experimentos biofisicos para obtencdo de dados estruturais e de interacdes com
sistemas miméticos de membranas de todos os peptideos e GtPs sintetizados. Para tal, serdo

utilizadas as seguintes técnicas:

espectroscopia de Dicroismo Circular;

T @

espectroscopia de Ressonancia Plasmonica de Superficie;

134

espectroscopia de Fluorescéncia
d. espalhamento de Luz Dindmico e Potencial Zeta

e. Calorimetria de Titulacdo Isotérmica

v. verificar o potencial bioldgico da HSP1-NH,, [trz-AY)HSP1-NH,, [pOAcGlc-trz-AJHSP1-
NH,, [POACGIcNAc-trz-A'JHSP1-NH, em experimentos de atividade antifingica e

antibacteriana;

vi. Avaliar o papel de cada motivo estrutural adicionado a cadeia peptidica da HSP1-NHa, no

mecanismo de acdo antifungica.
3.3 PARTE EXPERIMENTAL
3.3.1 Sintese dos Azido-Acucares Per-O-acetilados

Foram sintetizados os agucares modificados 2,3,4,6-tetra-O-acetil-1-azido-1-deoxi-S-D-
glicopiranose (N3-Glc per-O-acetilado) e o 2-acetamido-3,4,6-tri-O-acetil-1-azido-1,2-dideoxi-
p-D-glicopiranose (Ns-GIcNAc per-O-acetilado). Todos os detalhes e dados analiticos dos
intermediarios e dos acucares modificados podem ser encontrados na literatura (Franco et al.,

2015). As sinteses desses azido-agucares foram feitas em colaboragcdo com o Dr. Lucas Lopardi
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Franco, sob coordenacdo do Professor Ricardo José Alves, no Laboratdrio de Quimica

Farmacéutica da Faculdade de Farmécia, UFMG.
3.3.2 Sintese dos Peptideos, Triazol-Peptideo e dos Glicotriazol-Peptideos
Acoplamento e desprotecao

A HSP1-NH, e a HSP1-NH, propargilada ([Pral]JHSP1-NH,) (aproximadamente 0,300
mmol) foram sintetizadas em colaboragdo com o MSc. Eduardo Coelho Junior, do Laboratoério
de Sintese e Estrutura de Biomoléculas (LASEB), da UFVJM, Diamantina, MG. As PS-1, 2 e
3 e suas formas propargiladas [Pra*®]PS-1, [Pral*]PS-2 e [Pra'®]PS-3 (aproximadamente 0,120
mmol) foram sintetizadas no Laboratério de Sintese e Estrutura de Peptideos — LASEP, do
Departamento de Quimica da UFMG. Todos esses peptideos foram obtidos com a porg¢do C-
terminal amidada e suas formas propargiladas foram obtidas pela substituicdo do residuo de
aminoéacido selecionado por um residuo de L-propargilglicina (Pra), via estratégia Fmoc-SPFS,

conforme metodologia descrita no Capitulo 2, se¢éo 2.3.1, p. 79.
Reacdo CuAAC

As reacdes CUAAC foram feitas na propria seringa onde se realiza a SPFS, conforme

mostrado na Figura 3.39.

Solvolise da peptidil-resina reagdo de CuAAC
[Pral[HSP1-NH, (t.a. 1h)
A) (B) (C)  reagio de CuAAC
(t. a. 16h)
—
N
Filtro de - —
poliuretano
e ———
Seringa de
polipropleno (3mL)

derivado azida par-O-acstilado + ascorbato d= sodio
+ CuS04.5H:0 em THF:H,0 (1:1, v/v)

Figura 3.39: Processo realizado na sintese dos GtPs. (A) Peptidil-resina na presenga de DCM:DMF (1:1, v/v)
antes da reacdo de CUAAC, (B) solucdo reacional para a reacdo CUAAC e (C) depois da reagdo e ciclos de

lavagem.
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Os glicotriazol-peptideos [pOAcGIc-trz-AJHSP1-NH,, [pOAcGIcNAc-trz-AJHSP1-
NH,, [pPOACGIc-trz-A|PS-1, [pOACGIc-trz-A*PS-2, [pOACcGIc-trz-A1PS-3 e o derivado
triazolico [trz-G]HSP1-NH, foram obtidos pela CUAAC, utilizando o respectivo derivado azida
per-O-acetilado da glicose (N3-Glc) ou N-acetilglicosamina (N3-GIcNACc), ou azida de sodio
(Na N3) na presenca de sulfato de cobre (I1) penta hidratado (CuSO4-5H,0) e ascorbato de sodio
como agente redutor, como mostrado no Esquema 3.2 (o0 esquema ilustra o processo para todos

os derivados peptidicos).

@— Gly-Ala-Ala-Lys(Boc)-Ala-lle-Ala-Lys(Boc)-lle-Ala-Asp(OtBu)-Leu-lle

(i)

o llzmoc

; \
@— Gly-Ala-Ala-Lys(Boc)-Ala-1le-Ala-Lys(Boc)-1le-Ala-Asp(OtBu)-Leu-lle )\QNH
X
. OAc OAc
(i) o o
A/?\(go%m ou Aﬁgc%m or  NaNg
OAc
4)

residuo de Fmoc-L-Pra

®) NHAC azida de sodio
] l‘:moc
@— Gly-Ala-Ala-Lys(Boc)-Ala-lle-Ala-Lys(Boc)-lle-Ala-Asp(OtBu)-Leu-1le N
NQN
\/
N

AN
X

(iii) ~ o
AcO OAc
X = Lo P A
NAc

I
NH
@— Gly-Ala-Ala-Lys(Boc)-Ala-lle-Ala-Lys(Boc)-lle-Ala-Asp(OtBu)-Leu-1le 2
N
A
L
\X
(v)
(0]
‘ NH, _ A0 7~ OAc
HN-Gly-Ala-Ala-Lys-Ala-1le-Ala-Lys-1le-Ala-Asp-Leu-1le X= ohc
N\
\ \N/N [POACGIc-trz-AlHSP1-NH,
\X OA(
\C
OAc
(i) Fmoc-L-Pra-OH, HOBt, DIC, t.a. 2.5h; [POACGICNAC-trz-AJHSP1-NH,
(ii) derivados de azida per-O-acetilada ou azida de sédio em ascorbato de
s6dio, CuSO,.5H,0,THF, H,0, t.a. 72h; X= H
(iii) PIPE, DMF, DCM, IPA, EDTA 5%; B )
(iv) TFA, TIS, H,0, t.a. 80 min. [trz-A"JHSP1-NH,

Esquema 3.2: Representacdo das etapas sintéticas para a obtencdo dos glicotriazol-peptideos e do triazol-
peptideo. Esse esquema utilizou como exemplo a cadeia peptidica da [Pra}]JHSP1-NH2, no entanto, 0s outros

derivados foram glicosilados em posic¢Ges distintas.
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A seguintes solugdes foram adicionadas na propria seringa contendo, individualmente,
todas as peptidilresinas com os derivados propargilados ([Prat]XXX-peptidil-resina) e com as
cadeias laterais protegidas: (a) CuSOs4-5H.0 (0,5 equiv.) em 0,5 mL de agua, (b) ascorbato de
sodio (0,6 equiv.) em 0,5 mL de &gua, e (c) a solucdo dos respectivos derivados azida per-O-
acetilados (1,8 ou 2.4 equiv.) ou de azida de sédio (1,8 equiv.) em aproximadamente 1,0 mL de
THF (tetraidrofurano) — Figura 3.39B, p. 106. A mistura reacional foi, entdo, agitada em
agitador do tipo Vortex (450 rpm) a temperatura ambiente por 48h. Depois disso, 0s
glicotriazois-peptidilresina e o triazol-peptidilresina foram filtrados e lavados com uma solucéo
aquosa contendo 10% de &cido etilenodiaminotetracético (EDTA) e 25% NH4OH (3 x 3 mL)
em agua destilada (3 x 3 mL), que foi seguido por trés lavagens alternadas com DMF e élcool
isopropilico (IPA, 3 x 3 mL cada) e finalmente trés lavagens com DCM (3 x 3 mL, Figura
3.39C, p. 106).

Para a clivagem dos peptideos, triazol-peptideo ou dos glicotriazol-peptideos da resina,
empregou-se metodologia muito similar a ja descrita no Capitulo 2 (secdo 2.3.1, p. 80), sendo
apenas a solucéo de clivagem modificada para TFA:H2O:TIS (95:2,5:2,5, v/v), uma vez que
ndo ha necessidade do uso de EDT, devido a auséncia de residuos de cisteina (Chan, W. e
White, P. D., 2000). Todos os produtos foram caracterizados e purificados por CLAE-FR
(Varian ProStar® 640 ou 210, com detector na regido do ultravioleta modelo ProStar® 335,
Walnut Creek, EUA) em coluna semi-preparativa KINETEX® C18 fase-reversa 5u (250 x 10
mm, 100A, Califérnia, EUA) ou VYDAC® 218TP C18 fase-reversa (250 x 10 mm, Grace
Corporate, Columbia, Maryland, EUA) equilibrada com 0,1% de solucdo aquosa de TFA e
eluida com um gradiente linear de 0,08% TFA em ACN. Um fluxo de 2,0 mL-min™ ou 2,5
mL-min* foi usado e os peptideos, triazol-peptideo ou os glicotriazol-peptideos detectados a
214 nm.

Os produtos purificados foram caracterizados por espectrometria de massas do tipo
MALDI-TOF, usando um espectrometro Bruker Daltonics® Ultraflex Extreme 111 ou Autoflex
Il (Bruker Daltonics, Bilerica, MA, EUA), pertencentes, respectivamente, ao Instituto de
Ciéncias Biologicas (ICB) da UFMG e a EMBRAPA — Recursos Genéticos e Biotecnologia,
Brasilia, DF. Aliquotas das fracdes obtidas da purificagdo cromatogréafica foram analisadas por
espectrometria de massa do tipo MALDI-TOF/TOF nos modos MS para todas as substancias
sintetizadas neste trabalho e MS/MS para as filoseptinas. Os instrumentos séo equipados com
Laser Smartbeam™ operados em modo positivo e controlados pelo software Flex Control 3.0
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(Bruker Daltonics, Bilerica, EUA). As aliquotas foram misturadas em uma solucdo
supersaturada de matriz &cido a-ciano-4-hidroxicindmico (CHCA) — matriz/peptideo 5:2 (v/v)
- diretamente em placas MTP AnchorChip™ 400/384 ou 800/384 (Bruker Daltonics, Bilerica,
EUA) e secadas a temperatura ambiente. Para a determinacdo da massa monoisotopica na faixa
de 500 a 5000 Da foi utilizado o modo refletido com calibracdo externa, empregando-se o
padrdo de calibracdo de peptideos indicado pelo fabricante (Peptide Calibration Standard,
Bruker Daltonics, Bilerica, EUA). Para visualizacdo dos resultados foi utilizado o software Flex
Analysis 3.0. O modo MS/MS, visando a fragmentacao dos ions precursores (espectrometria
de massas sequencial), foi realizado por meio da aceleracdo dos precursores de 3.6 kV. A
fragmentacéo dos ions ocorreu na célula de LIFT com aceleragdo de 19 kV. Os espectros foram
visualizados e processados no software Flex Analysis 3.0 e a estrutura primaria dos peptideos e
dos GtPs foram interpretadas manualmente por sequenciamento de novo dos espectros obtidos

nas analises de MS/MS no software PepSeq (Garrett e Grisham, 1995).
3.3.3 Preparacéo das Vesiculas Fosfolipidicas

Para a preparacdo das vesiculas, foram utilizados os fosfolipidios POPC (1-palmitoil-2-
oleoil-sn-glicero-3-fosfocolina) e POPG (1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfoglicerol),
ambos da Avanti Polar Lipids (Birmingham, AL, EUA). Para os experimentos com a HSP1-
NH: e derivados, foram preparadas vesiculas contendo também o ergosterol (Sigma-Aldrich,
Saint Louis, MO) na razdo molar de 3:1:1 (POPC:POPG:ergosterol). No caso das PS-1, -2, -3
e derivados, apenas vesiculas POPC:POPG em uma razdo molar de 3:1 foram preparadas.

Para as preparac0es, os respectivos fosfolipidios foram diluidos em cloroférmio, que foi
logo removido por evaporacdo rotativa a pressao reduzida, resultando em um filme fino, o qual
foi hidratado com uma solugdo tampao Tris-HCI 10 mmol-L*com 20 mmol-L* de NaCl (pH
8,0) ou tampao fosfato 10 mmol-L™* com 20 mmol-L* de NaCl (pH 5,9). Para a obtencdo das
LUVs, submeteu-se a suspensao para extrusdo (cerca de 11x) atraveés de uma membrana de

policarbonato de 100 nm em um mini-extrusor (Avanti®, Polar Lipids Inc., AL, EUA).

Para os ensaios de extravasamento, a inser¢do da 5(6)-carboxifluoreceina (CF, Sigma-
Aldrich, Saint Louis, MO) em 1 mmol-L*de LUVs foi realizada pela hidratacio do fino filme
com uma solucio tampao contendo 10 mmol-L*de Tris—HCI (pH 8,0) e 5 mmol-Lde CF. A
CF livre foi removida passando-se 1 mL das LUVs extrusadas através de uma coluna Sephadex-
G25 (1.2 x 10 cm), com solucéo eluente tampdo 10 mmol-L* Tris—-HCI (pH 8,0) contendo 200
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mmol-L*NaCl. As LUVs foram coletadas no volume morto (Vo) e o total do contetido de
fosfolipidios das LUVs eluidas foi determinado por um método colorimétrico como o descrito
na literatura (Stewart, 1980).

3.3.4 Espectroscopia de Dicroismo Circular

Os experimentos de CD foram realizados em solucdo aquosa de tampdo Tris-HCI 10
mmol-L2, pH 8,0, contendo NaCl a 200 mmol-L™ ou de tampéo fosfato aquoso 10 mmol-L?,
pH 5,9, contendo NaCl a 20 mmol-L™1. Foram também realizados experimentos na presenca de
LUVs de POPC:POPG:ergosterol (3:1:1, razdo molar) para a HSP1-NH> e POPC:POPG (3:1,
razdo molar) para as PS-1, PS-2, PS-3 e seus respectivos glicoderivados (25,0 umol-L™?) para

concentracdes de fosfolipidios que foram de 0 a 5,0 mmol-L™.

Os espectros de CD com as preferéncias da estrutura secundaria das cadeias peptidicas
foram obtidos a 20°C para a HSP1-NH, ou 25°C para as PS-1, PS-2, PS-3 e seus respectivos
glicoderivados no espectropolarimetro Jasco-715 (Jasco, Téquio, Japdo), acoplado a uma
unidade de controle de temperatura Jasco PFD-425S Peltier, usando uma cubeta de quartzo
retangular de caminho ético 1,0 mm (Uvonic Instruments, Plainview, NY, EUA), pertencente
ao Laboratorio de espectroscopia do Departamento de Quimica da UFMG. Todos o0s espectros
foram obtidos com oito varreduras de 260 a 190 nm (ou 195 nm), utilizando os seguintes
parametros: 0,5 de largura de banda, 0,2 nm de resolucdo de leitura de elipticidade e 100
nm-min de velocidade de varredura, com 4 s de tempo de resposta. Experimentos similares
com a solucdo dos respectivos brancos foram também realizados para permitir a subtracdo do
espectro. Os espectros foram analisados utilizando o software CDPro (Sreerama, N. e Woody,
R. W., 2000; Sreerama e Woody, 2004).

3.3.5 Medidas de Extravasamento de Marcador Quimico Incorporado em Vesiculas

Fosfolipidicas

Medidas de liberagdo de CF foram realizadas para LUVs de POPC:POPG:ergosterol
(3:1:1, razdo molar) na presenca da HSP1-NH: ou de seus derivados triazol-peptidico ou
glicotriazol-peptidicos. Aliquotas de LUVs (150 L) foram adicionadas a micro-pocos de
poliestireno (dimensBes 128 x 86 x 14,5 mm) para a medida da emissdo de fluorescéncia em
meio contendo 100 xL do peptideo e dos seus derivados no mesmo tampéo usado na etapa de

eluicdo em coluna Sephadex-G25 para a preparacédo de vesiculas em encapsuladas com CF (veja
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secdo 3.3.3, p 109). O aumento da fluorescéncia como uma funcdo do tempo a 25°C foi
continuamente obtida em uma plataforma de deteccdo Spectra Max® Paradigm (Molecular
Devices, LLC, Sunnyvale, EUA), usando Aex = 490 nm e Aem = 512 nm. A fluorescéncia total
de CF (méximo de extravasamento) foi determinado por um experimento similar, usando 100
ul de 5% (m/v) de Triton-X 100. O percentual de CF extravasada foi determinado como

previamente descrito na literatura (Alvarez et al., 2003; Verly et al., 2008).
3.3.6 Espalhamento de Luz Dinéamico e Potencial Zeta (¢)

Os experimentos de DLS e o potencial zeta ({) foram realizados a 25 °C em analisador
de particula Malvern Zetasizer Nano ZS® (Malvern Instrument Ltd., Worcestershire, Reino
Unido). As medidas do diametro hidrodinamico médio (Dn) e do { das LUVSs puras e ligadas
aos peptideos ou derivados foram feitas usando uma célula quadrada de polietileno. As solucdes
foram submetidas ao espalhamento com uma luz monocromatica (laser de 10 mW He-Ne, 632,4
nm de comprimento de onda) e a intensidade de espalhamento foi medida a um angulo de 90°.
O Dn e o ¢ foram determinados pela média de cinco medidas independentes, cada uma obtida
como a principal de 30 contagens. Solugdes de LUVs de (a) 1,0 mmol-Lde
POPC:POPG:ergosterol (3:1:1, razdo molar) em solucdo aquosa de tampdo Tris-HCI (10
mmol-L?, pH 8.0, com 200 mmol-L™* de NaCl) foram tituladas com solugdes estoques de 1,0
mmol-L"1de peptideo ou glicotriazol-peptideo preparado no mesmo tamp&o. A titulagdo foi
conduzida pela adicdo de 5 ou 10uL da solugdo titulante até alcancar o indice de
polidispersividade (PDI) de 0,3.

3.3.7 Espectroscopia de Ressonancia Plasménica de Superficie

As medidas de SPR foram realizadas em comprimentos de onda de 670 e 850 nm,
simultaneamente, em um instrumento SPR Navi™ 200 (BioNavis Ltd., Y16jérvi, Finlandia),
pertencente ao Departamento de Quimica da UFVJM, Diamantina, MG. Os experimentos
foram realizados a 25 °C e o fluxo para a imobilizacdo das LUVs e para as interaces dos
peptideos foi de 50 xL-mint. Os experimentos foram realizados, empregando-se o sensor chip
SPR SiO2 (SPR102-Si0»), que foi lavado in situ num canal de fluxo com injecGes sequenciais
a cada 5 minutos, com 5% de solugdo Hellmanex® 111 (Sigma, St Louis, MO, EUA), 2-propanol
e agua Milli-Q®, imediatamente antes de cada experimento. Para cada medida de SPR, o sensor
chip foi primeiro submetido a uma corrida com tamp&o (Tris-HCI 10 mmol-L?, pH 8,0, com
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20 mmol-L™! de NaCl) e entdo a uma solucdo 1,0 mmol-L* POPC:POPG:ergosterol (3:1:1,
razdo molar) durante aproximadamente 10-15 min, até alcancar a estabilidade da linha de base.
Os experimentos consistiram de injecdes de 250 pL de solugdes de HSP1-NH,, [trz-AYJHSP1-
NH;, [pOAcGlc-trz-AJHSP1-NH, e [pOACcGIcNAc-trz-AJHSP1-NH, em diferentes
concentragdes (7,5 — 120 umol-L2, no fluxo de tamp&o) nos dois canais de fluxo por 10 minutos
para a estabilizacdo. Os parametros (d) de espessura e a constante de associagdo (Ka) das
interacdes peptideo-membrana foram obtidos pelo uso do software TraceDrawer v.1.6

(Ridgeview Instruments AB, Vange, Suécia).

Para a quantificacdo do contetido fosfolipidico das solugdes de LUVSs, as amostras de
SPR foram coletadas durante 5 min, imediatamente depois de cada injecdo de fosfolipidio.
Essas amostras foram adicionadas a 1,2 mL de solucdo aquosa de ferrotiocianato de aménio e
1,5 mL de cloroférmio. O sistema bifésico foi vigorosamente agitado por 1,0 min. A fase
inferior de cloroférmio foi coletada com pipeta de vidro e transferida para outro tubo. Sulfato
de sodio anidro foi usado para remover a agua residual antes da medida. A quantificacdo de
fosfolipidios foi realizada em um espectrofotdmetro Varian Cary 50 UV-Vis (Walnut Creek,
CA, EUA).

3.3.8 Calorimetria de Titulacéo Isotérmica

As andlises ITC foram realizadas a 25° C em microcalorimetro VP-ITC da Malvern®
(Malvern, Reino Unido), pertencente ao Departamento de Quimica da UFVJM, Diamantina,
MG. A calibracdo do equipamento foi realizada com agua Milli-Q® tipo 1 e em software
Microcal Origin® 7.0, presente no proprio equipamento. As solugbes utilizadas foram
previamente desgaseificadas em acessorio Microcal Thermovac® da marca Malvern (Malvern,
Reino Unido).

Cada experimento consistiu de 20 injecGes sucessivas de 10,0 pL de titulante (20
mmol-L™ POPC:POPG 3:1) na cela de reacio preenchida com 1,4 mL de solucéo de peptideo
ou de seus derivados (50,0 pmol-L?), em intervalos de 300 s. Para eliminar os efeitos de difuséo
de material da seringa para a célula calorimétrica, foi descartada a primeira injecdo de 1,0 L.
Experimentos para a obtencdo dos calores de dilui¢do foram realizados por injec6es das LUVs
no tampAo fosfato 10 mmol-L* com 20,0 mmol-L™ de NaCl, pH 5,9, que foi utilizado em todas

as amostras desse experimento.
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Os dados e as isotermas obtidas para cada analise foram tratados e analisados no
software do préprio equipamento Microcal Origin® 7.0 para ITC, descontando os experimentos

de diluicdo.
3.3.9 Ensaios Antimicrobianos
Ensaios antibacterianos

As atividades antibacterianas da HSP1-NH, [trz-A]HSP1-NHz, [pOAcGlc-trz-
A HSP1-NH; e [pOAcGIcNAc-trz-AJHSP1-NH, foram investigadas frente a quatro cepas da
American Type Culture Collection (Manassas, VA, EUA), a saber: Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853, Staphylococcus aureus ATCC 43300 (29313), Streptococcus agalactiae ATCC
13813 e Escherichia coli ATCC 25992. Os microrganismos foram cultivados no Laboratério
de Doencas Parasitarias do Departamento de Farmacia da UFVJM em Diamantina, MG, tendo
sido esses experimentos conduzidos em colaboracdo com as Professoras Helen Matos e Kelly
Kato. Os microrganismos em cultura estacionaria a 35 °C foram transferidos para meio liquido
Mueller-Hinton, de acordo com o guia da National Committee for Clinical Laboratory
Standards (NCCLS) (Wright et al., 1984). A mais alta concentracdo de peptideo usada foi de
200 pumol-L™t em um inoculo inicial de 5,0x 10° UFC-mL™ (unidade formadoras de colénia-mL-
). Os peptideos foram dissolvidos em até oito vezes no caldo Mueller-Hinton por diluicéo
seriada, até a concentragdo de 3,175 pmol-L*. O volume final foi de 100 xL por pogo, 50 pL
de peptideo e 50 pL de inoculo. O experimento foi realizado em cultura estacionaria a 35 °C e
as leituras espectrofotométricas foram realizadas depois de 12 h de incubacdo. A concentracdo
inibitéria minima (MIC, do inglés, minimal inhibitory concentration) foi determinada,
baseando-se em trés medidas independentes, usando o parametro de densidade 6tica (Asgs nm)
obtido em uma plataforma de deteccdo SpectraMax® Paradigm (Molecular Devices, LLC,
Sunnyvale, CA, EUA). O MIC do antibiético convencional cloranfenicol foi também

determinado contra as trés cepas de bactérias. Todos os ensaios foram realizados em triplicatas.
Ensaios Antifungicos

As atividades antifingicas da HSP1-NH,, [trz-AJHSP1-NH., [pOAcGIc-trz-AJHSP1-
NH, e [pOAcGIcNAc-trz-AYJHSP1-NH, foram investigadas contra trés cepas de fungos da
American Type Culture Collection (Manassas, VA, USA), a saber: Candida tropicalis
(ATCC®28707), Candida parapsilosis (ATCC®22019) e Candida krusei (ATCC®34135). Os
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microrganismos foram cultivados no Laboratério de Doencas Parasitarias, Departamento de
Farmacia da UFVJM, Diamantina, MG, tendo sido esses experimentos conduzidos em
colaboracdo com as Professoras Helen Matos e Kelly Kato. A cultura de células foi crescida a
35°C em caldo Sabouraud dextrose (Sigma-Aldrich) sob leve agitacdo e com pH ajustado para
7,0, usando RPMI 1640 tamponado com &cido 4-morfolinopropanosulfonico (3-morfolina-4-
ilpropano-1-sulfonato, MOPS).

O MIC foi obtido a partir do ensaio de micro diluicdo, de acordo com a NCCLS 2002,
contra as trés cepas de Candida spp. As col6nias de inoculo foram suspendidas em 5,0 mL de
solugdo salina estéril (0,145 mol-L1) e a concentracdo foi ajustada para 0,5 da escala de
McFarland de leitura (densidade Otica) a 530 nm em um espectrofotdmetro utilizando uma
plataforma de deteccdo SpectraMax® Paradigm (Molecular Devices, LLC, Sunnyvale, CA,
EUA). A suspensdo de trabalho foi diluida de 1:50, seguida por uma diluicdo de 1:20 em meio
RPMI-1640, resultando em uma margem de concentragio de 0,5 x 10° — 2,5x10° UFC-mL%. A
suspensdo de levedura foi plaqueada em 96 pocgos estéreis (50 uL/poco) pela adi¢do de solucbes
ja testadas (50 uL de solucgdo de droga antifngica preparada de 2x a concentracdo final), que
foram incubadas a 35°C por 48 h, para obter a densidade 6tica a 595 nm. A anfotericina B (100
u1g-mL1) e a 5-fluorocitosina (100 xg-mL™) foram usadas como controles e seus MICs foram

também determinados. Todos os testes foram feitos em triplicatas.
3.3.10 Biossintese de Ergosterol

Os esterois intracelulares totais foram extraidos como descrito por Lamrood e
colaboradores (Lamrood, 2009), mas com uma leve modificacdo na colbnia de C. krusei
incubada overnight em cultura em placa de agar Sabouraud dextrose (Difco, Detroit, M),
contendo 64 ug ou 128 ug de HSP1-NH, (49 e 98 pmol-LY), [trz-AYJHSP1-NH, (46 e 92 pmol-L-
Y, [POACGIc-trz-AJHSP1-NH; (37 e 74 umol-L™?) e [pPOACGICNACc-trz-AJHSP1-NH. (37 e 74
umol-L1) para cada mL. As células foram separadas por centrifugacdo e tratadas por
saponificacdo em 50% de etanol, contendo 15% de KOH por 2 h sob refluxo. Depois da adi¢do
de dois volumes de agua, os lipideos nao saponificaveis (NSL, do inglés, non saponifiable
lipids) foram extraidos trés vezes com éter de petroleo (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, EUA),
na faixa de 40 a 60 °C. A camada organica extraida foi lavada com agua, secada overnight em
sulfato de sddio anidro, filtrada e levada ao evaporador rotatorio. A porgédo de NLS foi

dissolvida em cicloexano e estocada a -20 °C na auséncia de luz. Primeiramente, uma aliquota
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de 20 L de esterol extraida foi diluida em etanol puro e a absorbéncia foi escaneada entre 240
nm e 300 nm, em um espectrofotdmetro Varian Cary 50 UV-Vis (Walnut Creek, EUA). Para
as analises quantitativas, o método de quantificacdo de esterdis (SQM, do inglés, sterol
guantitation method) foi aplicado, como descrito por Arthington-Skaggs e colaboradores
(Arthington-Skaggs et al., 1999), que indica o conteudo de ergosterol e do 24(28)de-
hidroergosterol (DHE — um intermediario esterol da etapa final), de acordo com as equagdes:

% ergosterol + % 24(28)DHE = [(A2s1.5/290) x F]/peso pellet, (3.1)
% 24(28)DHE = [(A230/518) x F]/peso pellet, (3.2)
% ergosterol = [% ergosterol + % 24(28)DHE] - %24(28)DHE, (3.3)

onde F € o fator de diluicdo em etanol.
3.4 APRESENTACAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Nesta secdo, primeiramente serdo apresentados e discutidos os resultados dos GtPs
derivados do peptideo antimicrobiano HSP1-NH, e, em seguida, os resultados referentes aos
GtPs derivados das PS-1, -2 e -3.

3.4.1 Sintese dos Azido-acUcares per-O-acetilados

Os agUcares modificados 2,3,4,6-tetra-O-acetil-1-azido-1-deoxi-S-p-glicopiranose (Nz-
Glc per-O-acetilado) e 2-acetamido-3,4,6-tri-O-acetil-1-azido-1,2-dideoxi-fS-D-glicopiranose
(N3-GIcNAc per-O-acetilado) foram sintetizados e identificados por espectroscopias no
infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR) e de RMN, como mostrado na referéncia
Franco et al., 2015.

3.4.2 Glicotriazol-peptideos Derivados da HSP1-nH.: Sintese, Estudos Biofisicos e

Avaliacao do Potencial Bioldgico
3.4.2.1 Sintese do Peptideo e seus Derivados

Os peptideos na sua forma carboxi-amidada HSP1-NH, e seu derivado propargilado
[Pral]HSP1-NH, foram sintetizados pela estratégia Fmoc-SPFS e suas identidades foram

confirmadas por espectrometria de massa, como mostrado na Figura 3.40, p. 116.
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Figura 3.40: Espectro de massas mostrando o ion molecular correspondente a amostra purificada dos
produtos sintéticos HSP1-NH, e de seus derivados. Os [M + H]* foram obtidos com valores préximos dos valores
tedricos calculados para todas a moléculas. (a) HSP1-NH,, (b) [Pra}]HSP1-NH,, (c) derivado triazol [trz-A']JHSP1-
NH,, produtos glicosilados (d) [pOAcGlc-trz-Al]-NH, e () [pOACGICNAC-trz-AJHSP1-NH,. [M+H]*ca

correspondem a m/z tedrica.

Os derivados [trz-AYJHSP1-NH,, [pOAcGlc-trz-AJHSP1-NH, e [pOAcGIcNAc-trz-
AHSP1-NH, foram  sucessivamente  obtidos pela reagdo CuAAC, usando

CuS04-5H20/ascorbato de sodio. A cadeia peptidica foi sintetizada em uma seringa adaptada
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com um filtro de poliuretano, como mostrado na Figura 3.39, p. 106. Antes da adi¢do dos
reagentes para realizacdo da reagdo CUAAC, a peptidil-resina mostrou uma cor levemente
amarelada (Figura 3.39A, p. 106). No entanto, sob a adicdo da solucdo reagente, os granulos da
peptidil-resina imediatamente adquiriram uma cor marrom escura (Figura 3.39B, p. 106), que
estava provavelmente relacionada a agregacdo/acumulacéo dos azido-sacarideos protegidos na
superficie da peptidil-resina. Na realidade, a evolucéo da reacdo de glicosilacdo apresentava
uma evidéncia visual, que se trata do desaparecimento dessa coloracdo marrom escura, tendo,
depois de 16 h de reacdo, a peptidil-resina adquirido sua coloracao inicial levemente amarelada
(Figura 3.39C, p. 106). Todos os produtos derivados do triazol foram purificados por CLAE-
FR semi-preparativa e suas purezas (> 98%) foram verificadas por CLAE-FR e por
espectrometria de massa (Figura 3.40C, D e E, p. 116). O rendimento da reacdo foi de
aproximadamente 80% para o preparo das HSP1-NH. e [Pral]HSP1-NH; e de aproximadamente
75% para os [trz-A]JHSP1-NH,, [pOAcGIc-trz-AJHSP1-NH, e [pOAcGIcNACc-trz-AJHSP1-

NH,.
3.4.2.2 Ensaios Antibacterianos e Antiflingicos

As atividades do peptideo HSP1-NH, e dos seus derivados [trz-A]HSP1-NH,,
[POACGIc-trz-AJHSP1-NH; e [pOACGIcNAc-trz-AJHSP1-NH, foram verificadas por ensaios
contra cepas de bactérias Gram-positivas (S. aureus e S. agalactiae) e Gram-negativas (P.
aureginosa e E. coli) e comparadas com o antibiético convencional cloranfenicol (controle
positivo). Todos os peptideos mostraram atividade antibacteriana, exceto contra a cepa de S.
agalactiae. Os MICs determinados para os peptideos sdo 1,5 a 2,0 vezes maiores do que 0
controle positivo para as cepas de S. aureus e E. coli, no entanto, um MIC similar ao do
cloranfenicol foi obtido nos ensaios contra P. aureginosa. Curiosamente, 0 ensaio
antibacteriano indicou que a glicosilagio promove um leve aumento na atividade
antibacteriana, embora nenhuma diferenca importante foi observada entre a HSP1-NH; e a [trz-
AHSP1-NH, (Tabela 3.7, p. 118).

Por outro lado, os glicotriazol-peptideos e o [trz-AJHSP1-NH, mostraram
consistentemente uma alta atividade antifungica, quando comparados a HSP1-NH,
individualmente. Enquanto que, virtualmente, o peptideo HSP1-NH, ndo tem atividade contra
as cepas de Candida spp, o derivado triazélico mostrou uma atividade antifungica mais

significante (Tabela 3.7, p. 118), indicando que a adi¢éo do anel triazélico a cadeia peptidica ja
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é suficiente para o promover o0 aumento da atividade antifungica do peptideo. Claramente, 0s
glicotriazol-peptideos mostraram mais eficacia, quando comparados ao [trz-AJHSP1-NH; e
foram observadas atividades comparaveis com aquelas do controle positivo. Em resumo, esses
resultados indicam que tanto o triazol quanto o carboidrato parecem promover um aumento

significativo na atividade antifungica do HSP1-NH..

Tabela 3.7: Concentragdo inibitéria minima (MIC) determinada para HSP1-NH,, [trz-AJHSP1-NH,, [pOAcGIc-
trz-ATHSP1-NH, e [pOAcGIcNAc-trz-AJHSP1-NH, na presenca de bactéria e Candida spp (ATCC)

MIC (umol-L )2

: trz-
Cepa de Bacteria HSP1- 1[ [POAcGIc-trz- [POACGIcNAC-trz- .
N, ATHSPI AHspLm, AlHSPL-nH,  Cloranfenicol
2
Staphylococcus aureus 188 185 170 155 93
Streptococcus ND ND ND ND 93
agalactiae
Pseudomonas 9% 92 80 76 93
aeruginosa
Escherichia coli 188 185 170 155 93
MIC (umol-L1)¥MFCP
[trz-
) HSP1- . [POACGlc-trz-  [pOAc-trz-AJHSP1- 5-
Candida spp NH, A ]',\]fpl' AHSP1-NH, NH, fluorocitosina
Candida tropicalis 149,90 80,50 46,27 44,01 27,13
Candida parapsilosis 138,10 75,70 29,88 33,60 26,75
Candida krusei 136,90 65,60 22,30 11,96 85,53

ND — Né&o determinado. * valores de MIC por mol de cadeia monomérica.
aconcentracdo inibitéria minima. ® concentragéo fungicida minima.

Enquanto a porcdo triazélica ndo melhora a atividade antibacteriana do peptideo (Tabela
3.7), ela de fato melhora suas propriedades antifungicas. A atividade depois da adi¢éo da por¢éo
triazolica foi cerca de duas vezes mais alta quando comparada ao valor observado da HSP1-
NH sozinha contra as trés cepas de fungo testadas (Tabela 3.7). A adi¢do de uma porc¢éo
carboidrato ao triazol-peptideo aumenta ainda mais sua atividade antiflngica e, portanto, um
valor significativamente menor de MIC é observado para os dois glicotriazéis-peptideo contra
as trés cepas, indicando que as duas unidades juntas claramente parecem melhorar a agéo
antifingica do peptideo. A proposito, no ensaio contra Candida krusei, [pOAcGlc-trz-
AHSP1-NH,, [pOACGIcNAC-trz-AJHSP1-NH, e [trz-AJHSP1-NH, mostraram atividades

cerca de sete, seis e duas vezes maiores do que HSP1-NH,, respectivamente.

A fim de avaliar o efeito da unidade glicotriazolica no aumento do potencial
antimicrobiano, escolheu-se a HSP1, em um primeiro momento, por ser um peptideo que

apresenta baixa atividade antimicrobiana, quando comparado a outros PAMs, comoa DD k e a
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LyeTx | (Batista et al., 1999; Santos et al., 2010). Conforme observado na Tabela 3.7, p. 118,
a insercdo dessa unidade na sequéncia priméaria levou ao aumento significativo do potencial
antifangico da HSP1, de forma que a metodologia aqui apresentada pode ser empregada na

modificacdo de outros PAMs bem mais ativos que a HSP1.
3.4.2.3 Experimentos Biofisicos

A membrana plasmatica de fungos tem algumas caracteristicas especificas entre os
organismos eucarioticos, tais como quantidade de glicoesfingolipidios na ordem de 20-30% e
uma variacdo significante na composicao de acidos graxos do glicerofosfolipidios. Palma-
Guerrero et al. (2010), mostraram que os fungos com grandes quantidades de &cido linoléico e
com grande indice de insaturacdo sdo mais susceptiveis a molécula de quitosana do que espécies
sem esses acidos graxos insaturados (Palma-Guerrero et al., 2010). Portanto, a variacdo da
fluidez da membrana fungica é muito importante para a compreensao da atividade antifungica

do peptideo e dos carboidratos.

A Figura 3.41 mostra a estrutura geral da membrana de fungos. O ergosterol esta
localizado na interface da membrana fosfolipidica, promovendo fluidez estrutural e modulacgéo;

portanto, participando do controle de alguns eventos fisioldgicos (Zhang e Rao, 2010).

00 Fosfolipidios ook, Parede celular iy Microdominio tipo 1 () Ergosterol
®  GleCer == Proteina30kDa |, Microdominio tipo 2 ﬁﬂ Pmalp
3%%’? GIPCs #==ws Proteina 50 kDa m Cuiriiis iBaiicos
%

Figura 3.41: Esquema ilustrando a constituicdo da parede celular dos fungos. Figura extraida de Guimaraes
etal., 2014. A reproducdo dessa figura é permitida, desde que para fins académicos, conforme preconiza a Creative
Commons Attribution License (CC BY 4.0).
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Conforme constatado a partir de ensaios bioldgicos, a adicdo das unidades
glicotriazdlicas na porcdo peptidica da HSP1-NH, aumentou significativamente seu potencial
antifngico. Dessa forma, decidiu-se utilizar neste trabalho vesiculas contendo ergosterol como
modelo mimético (simplificado) de membranas, o qual foi empregado em diferentes ensaios
biofisicos. A seguir sdo descritos os estudos estruturais, realizados por CD, e de interacéo,
realizados por SPR, extravasamento de CF, DLS e potencial . Todos 0s ensaios em meios
mimeticos foram realizados na presenca de LUVs de POPC:POPG:ergosterol (3:1:1).

Espectroscopia de Dicroismo Circular

Os perfis dos espectros de CD apresentados na Figura 3.42, p. 121, com minimos
préximos a 208 e 222 nm, indicam que a HSP1-NH, e que seus derivados adotam conformacao
a-helicoidal na presenca de vesiculas de POPC:POPG:ergosterol (3:1:1). Portanto, a unidade
glicotriazolica ndo causa diferencas téo significativas no perfil de estrutura secundaria da HSP1-
NH,, embora seja caracterizada helicidade ligeiramente maior para 0S compostos nao
glicosilados. Foi determinada, a partir das desconvolucGes dos espectros utilizando-se o
software CDPro (se¢éo 3.3.4, p. 110), a helicidade H de 69% para a HSP1-NH,, sendo um perfil
espectral e helicidade muito similares observados para a derivado triazolico [trz-AYJHSP1-NH,
(H = 65%). Contetdos de hélices ligeiramente menores sdo observados sob a glicosilacao e
valores de H = 56% e H = 59% sdo obtidos para [pOAcGIlc-trz-AJHSP1-NH, e [pOACGIcNAC-
trz-AYJHSP1-NH,, respectivamente.

O espectro de CD da HSP1-NH, e de seus derivados em meio aquoso (dados nao
apresentados), mostraram perfis compativeis com as conformacg6es randémicas, portanto a
interacdo peptideo-membrana possui um papel crucial na estabilidade da conformagdo em
hélice o de todas as especies. Efeito similar foi previamente observado para o peptideo nativo
HSP1 em solugBes de TFE:H20 e na presenga de micelas de SDS (Prates et al., 2004), ndo
tendo sido, entretanto, relatados previamente na literatura, estudos por CD em ambientes de

bicamada lipidica, até o ponto em que sabemaos.



121

50
L- = HSP1-NH,
'- B
404 = o [trz-A'JHSP1-NH,
30 1N 4+ [pOACGlc-trz-A'"THSP1-NH,
S ' v [POACGICNAC-trz-A'JHSP1-NH,
]
£ 20
Ng AAV ]
5 104 v
g ‘:‘ .
mO Av 2
< 07 T
® ‘v o
10 4 24 l....l""
A ¥ #
-20 WM
-30 T T T T T T T T T T . T
190 200 210 220 230 240 250

Comprimento de onda (nm)

Figura 3.42: Espectros de CD da HSP1-NH, e de seus derivados na presenca de 500 uM de LUVs
POPC:POPG:ergosterol (3:1:1) em solugdes aquosas de tampao Tris—HCI10 mmol-L-*, pH 8,0. Em preto, 0
espectro para 57 pmol-L* de HSP1-NH, (m), em vermelho, para 55 umol-L* de [trz-AJHSP1-NH, (e), em azul
para 60 pmol-L*de [pOAcGlc-trz-G*JHSP1-NH, (A) e verde escuro para 55 pmol-L* de [pOAcGIcNAc-trz-
GYHSP1-NH, (V).

Espectroscopia de Ressonancia Plasménica de Superficie

Para se investigar as interagdes com membranas da HSP1-NH, e de seus derivados, foi
utilizado nesse trabalho a SPR, a fim de medir as afinidades desses compostos por LUVs de
POPC:POPG:ergosterol (3:1:1), que foram imobilizadas em um sensor chip de SIO2, na
presenca de um fluxo de solugéo tampéo Tris-HCI. Os sensogramas da ligacao entre HSP1-NH;,
[trz-AYJHSP1-NH,, [pOAcGlc-trz-AYJHSP1-NH, e [pOAcGIcNAc-trz-AJHSP1-NH, com as
bicamadas lipidicas, mostradas na Figura 3.43, p. 122, confirmam as interacfes peptideo-
membranas. As interacGes sdo caracterizadas pelo aumento das intensidades dos sinais de
unidade de ressonancia (RU) em funcgdo da concentracdo peptidica e esses resultados indicam
que a quantidade de peptideo ligado a moléculas de lipidios é proporcional ao aumento da

concentracdo peptidica.

Os sensogramas da ligacdo da HSP1-NH, e [trz-A]JHSP1-NH, a bicamadas lipidicas
carregadas negativamente sdo muito similares entre si. No entanto, niveis de resposta
significativamente mais baixos sdo observados quando comparados a ligagdo das glicoformas,
que, por sua vez, apresentam um nivel de resposta similar entre si. As medidas de SPR

claramente indicam uma alta afinidade dos glicotriazois-peptideo as bicamadas anibnicas
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contendo ergosterol, quando comparadas a da HSP1-NH,. Os valores de Ka obtidos sdo cerca de
trés vezes maiores para os glicotriazdis-peptideo do que para as formas néo glicosiladas (Tabela
3.8, p. 123), confirmando interagdes mais forte entre a membrana e as glicoformas, quando
comparadas & HSP1-NH; e a [trz-AJHSP1-NH, (Mozsolits et al., 2001; Papo e Shai, 2003b; a).
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Figura 3.43: Sensogramas indicando as interacfes entre HSP1-NH, e seus derivados com as LUVs de
POPC:POPG:ergosterol (3:1:1) imobilizadas na superficie de um sensor chip de SiO2. Todos os peptideos
foram injetados a concentragdes de 7,5, 15, 30, 60 e 120 xM em solugdo aquosa de tampdo Tris-HCI 10 mmol-L-
!, pH 8.0, contendo 20 mmol-L* de NaCl. (A) HSP1-NH,, (B) [trz-AJHSP1-NH,, (C) [pOAcGIc-trz-AJHSP1-NH,
e (D) [pOACGIcNAc-trz-AJHSP1-NH,.

As menores afinidades da HSP1-NH; e da [trz-AJHSP1-NH, quando comparadas as das
formas glicosiladas indicam a contribuicdo das unidades glicotriazélicas no processo de
ligagéo. Essas interagdes mais fortes devem estar contribuindo para os resultados antifingicos,

descritos na Tabela 3.7, p. 118.
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Tabela 3.8: Resultados das curvas ajustadas para os dados obtidos para HSP1-NH, e seus derivados utilizando um

modelo de ligacdo de dois estados (two-state binding model)

Peptideo Ka (M?) Erro

HSP1-NH, 12.560 105,8
[trz-GJHSP1-NH, 14.560 96,7
[POACGIc-trz-A'THSP1-NH, 39.800 10,3
[POACGICNAC-trz-AJHSP1-NH; 45.030 87,4

Medidas de extravasamento de CF incorporada em vesiculas fosfolipidicas

O extravasamento de CF incorporada a LUVs sem a adi¢éo de peptideo é insignificante
durante o tempo experimental. A adicdo de HSP1-NH, ou de seus derivados as LUVs de

POPC:POPG:ergosterol (3:1:1, razdo molar) resulta em extravasamento de CF, como

apresentado na Figura 3.44.
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Figura 3.44: Cinética de liberacdo de CF das LUVs de POPC:POPG:ergosterol (3:1:1) na presenca de (A)
HSP1-NH,, (B) [trz-A]HSP1-NH,, (C) [pOAcGIc-trz-AJHSP1-NH, e (D) [pOACGIcNAC-trz-AJHSP1-NH,. A

fluorescéncia foi emitida pela liberacdo de CF em fungdo do tempo a 25°C. A fluorescéncia total emitida foi

determinada pela adi¢do de 25 wL de Triton X-100 10% (m/v).
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Em todos os casos, a fluorescéncia aumenta com o aumento da concentracéo de peptideo
até um patamar limite ser alcancado. A porcentagem de CF liberada (CF %) e a constante de
velocidade de extravasamento (kobs) da liberagdo versus a razdo P/L (Peptideo/Lipideo) séo
apresentadas na Figura 3.45. O incremento na razdo P/L leva a um aumento na CF % (Figura
3.45A) e da cinética de liberacdo de CF (kons) (Figura 3.45B). Particularmente, no mesmo
intervalo de tempo, a liberacdo CF% das LUVs de POPC:POPG:ergosterol (3:1:1) é bastante
pequena para HSP1-NH, e [trz-AJHSP1-NH,, quando comparadas as glicoformas. Por outro
lado, essas Ultimas mostram uma cinética de liberacdo de CF mais lenta, quando comparadas a

HSP1-NH, e a seu derivado triazolico.
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Figura 3.45: (A) Porcentagem de liberacéo de CF e (B) constante de velocidade observada , koss, da liberacéo
de CF em funcdo da razdo molar P/L. [HSP1-NH,]/L (preto), [trz-A1JHSP1-NH,/L (vermelho), [pOAcGlc-trz-
AHSP1-NH,/L (azul) e [pOACGIcNAc-trz-AJHSP1-NH,/L (magenta) a 2500 s. [HSP1-NH,])/L (preto), [trz-
A1HSP1-NH,/L (vermelho), [pOAcGlc-trz-AJHSP1-NH,/L (azul) e [pOAcGIcNAc-trz-AJHSP1-NH,/L
(magenta). Medidas foram feitas a 2500 s e as amostras foram adicionadas a microplacas contendo 10 mM Tris—
HCI (pH 8,0) e 200 mM NaCl.

3.4.2.4 Espalhamento de Luz Dindmico e Potencial Zeta (¢)

A Figura 3.46A (p. 125) mostra as mudancgas nos diametros hidrodinamicos (Dn) das
vesiculas de POPC:POPG:ergosterol (3:1:1) sob adi¢do de HSP1-NH, ou de seus derivados. A
adicdo de aliquotas de todos os compostos leva ao aumento do Dy das vesiculas fosfolipidicas
até um limite ser alcancado. Individualmente, uma interagdo mais forte dos dois glicotriazol-
peptideos ocorre nas vesiculas carregadas negativamente em tampéao Tris-HCI, pH 8,0,
enquanto que a variagdo do Dy das mesmas LUVs causada pela presenca de HSP1-NH. e do seu

derivado triazdlico [trz-A!JHSP1-NH, é consideravelmente pequena, o que indica uma
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incorporagdo mais pronunciada dos glicotriazol-peptideos na bicamada lipidica, em

comparacdo com as formas néo glicosiladas.

O méximo de Dn adquirido pelas LUVs em presenca dos glicotriazol-peptideos € obtido
na razdo molar P/L de 0,2, enquanto 0 maximo obtido na presenca das formas néo glicosiladas
é proximo de 0,3 (Figura 3.46A). Isso sugere uma propriedade de ruptura de membrana mais
forte para os glicotriazol-peptideos em comparacdo com as formas ndo glicosiladas, o que esta
de acordo com a maior porcentagem de extravasamento de CF de LUVs induzida pelas

glicoformas (Figura 3.45, p. 124).
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Figura 3.46: Efeito da adi¢do de HSP1-NH, e de seus derivados no diametro hidrodindmico e potencial zeta
das LUVs de POPC:POPG:ergosterol (3:1:1). (A) Mudancas no didmetro hidrodindmico (Dn) em funcéo da
razdo P/L e (B) no potencial zeta em funcdo da razéo peptideo/fosfolipidio. Razdo molar [HSP1-NH,]/L (preto),
[trz-AJHSP1-NH,/L (vermelho), [pOAcGlc-trz-AJHSP1-NH,/L (azul) e [pOacGIcNAc-trz-AJHSP1-NH,/L

(magenta).

A mobilidade eletroforética das LUVs de POPC:POPG:ergosterol (3:1:1) em presenca
de HSP1-NH, e de suas formas derivadas foi investigada para se avaliar as forcas eletrostaticas
envolvidas nas interacdes peptideo-membrana. A Figura 3.46B apresenta os experimentos de
Z'em que as suspensdes de LUVs foram tituladas com solu¢bes de HSP1-NH, ou com seus
derivados em tampé&o Tris-HCI, pH 8,0. Para as LUVs de POPC:POPG:ergosterol (3:1:1) em
auséncia de peptideo, os valores iniciais de ¢ sdo préximos de -26 mV. A interacdo dos
peptideos carregados positivamente com as bicamadas carregadas negativamente muda a carga
superficial da membrana, que leva ao aumento dos valores do ¢, quando a concentragdo de
peptideo aumenta. O aumento do { é mais significante na presenca de HSP1-NH, e [trz-
AHSP1-NH, quando comparado aos glicotriazol-peptideos. Esses resultados sugerem uma
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interacdo eletrostatica mais forte da HSP1-NH, e da [trz-AJHSP1-NH, com a bicamada lipidica
negativa, quando comparadas as duas glicoformas. Como consequéncia, as intera¢oes peptideo-
membrana ndo podem ser explicadas somente pelas forcas eletrostaticas, uma vez que isso
poderia também ser motivado pela insercéo da por¢do N-terminal glicosilada do [pOAcGlc-trz-
AHSP1-NH, ou [pOAcGIcNAc-trz-AYJHSP1-NH, na bicamada, os glicotriazol-peptideos
levam a um maior aumento do Dy da vesicula, quando comparados & HSP1-NH, e ao seu

derivado triazolico.

Embora as interacdes eletrostaticas entre o peptideo catidnico e a carga negativa das
moléculas de POPG sejam relevantes para a ligacdo peptideo-membrana (Beschiaschvili e
Seelig, 1990; Freire et al., 2011; Manzini et al., 2014), como mostra 0 aumento no potencial {
da bicamada (Figura 3.46B, p. 125), a presenca do acucar per-O-acetilado na por¢éo N-terminal
da cadeia peptidica parece ser importante para garantir interacbes mais fortes das glicoformas
com a membrana. Isso € suportado pelos valores de K. maiores e pela variagdo menos
pronunciada do potencial {da membrana sob adicdo dos glicotriazol-peptideos em comparacao
com a adic&o de aliquotas da HSP1-NH, ou [trz-A!JHSP1-NH,. Enquanto que para a HSP1-NH,
e a [trz-AJHSP1-NH, uma interacéo superficial maior predomina para neutralizar parcialmente
a superficie externa carregada negativamente das LUVs anibnicas, para os glicotriazol-
peptideos, parte dessas interacdes eletrostaticas sao substituidas por interagdes que poderiam
ser relacionadas a insercdo das unidades monossacaridicas, levando a uma propriedade de
ruptura da membrana mais forte. Isso é importante para apontar que os valores de potencial zeta
alcangam um plateau na faixa de -15 a -10 mV para os derivados ndo glicosilados, estando na
margem de -20 a -16 mV para a [pOAcGIc-trz-AJHSP1-NH; e a [pOAcGIcNAc-trz-AJHSP1-
NH,, 0 que pode indicar um deslocamento de contra-ions. A cadeia oleoil de acido graxo
presente na membrana também deve contribuir para a insercdo dos glicotriazol-peptideos,
especialmente considerando a hidrofibicidade dessas glicoformas per-O-acetiladas, quando
comparadas as cadeias de carboidratos ndo acetiladas. Interacdes das cadeias de agucar da
molécula de quitosana sdo largamente afetadas pelo grau de instauracéo e fluidez da membrana,
sendo que dados de sonda fluorescente na membrana fosfolipidica mostram que realmente esse

carboidrato na sua forma ndo modificada insere-se na bicamada (Palma-Guerrero et al., 2010).
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3.4.2.5 Biossintese de Ergosterol

Em células de fungos, a primeira etapa microssomal na biossintese do ergosterol
consiste na desmetilacdo do lanosterol, que ¢é catalisada pela lanosterol 14a-demetilase, uma
enzima da classe CYP51 (Ji et al., 2000; Tatsumi et al., 2013).

Alguns estudos tém mostrado que os derivados triazolicos agem como agentes
antifangicos pela interferéncia na biossintese do ergosterol (Lorand e Kocsis, 2007; Zhang e
Rao, 2010; Kathiravan et al., 2012; Sgherri et al., 2014). Dessa forma, procurando por farmacos
contendo o grupo 1,2,3-triazol, alguns derivados do 9-(prop-2-inil)-9H-carbazol tém sido
acoplados a alguns $-azido-alcoois a partir da reagdo “click” e suas atividades antifungicas tém
sido comparadas a do fluconazol, que possui em sua estrutura um anel triazélico e é um dos
mais importantes farmacos no tratamento de infec¢des fangicas (Rad et al., 2016). Nesse
sentido, os resultados obtidos no presente trabalho sdo de relevancia para fornecer protétipos
antifangicos, pela combinacédo da atividade antimicrobiana dos PAMs com aquela dos 1,2,3-
triazdis e dos carboidratos, os quais podem ser obtidos por métodos praticos e relativamente

simples.

Assim, o presente trabalho buscou avaliar a inibicdo da biossintese do ergosterol em
células de C. krusei depois de 48 h de incubacdo, na presenca do HSP1-NH, ou de seus

derivados, sendo os resultados sumariados na Tabela 3.9.

Tabela 3.9: Inibi¢do da biossintese de ergosterol em células de C. krusei cultivadas na presenca de HSP1-NH,,
[trz-AYJHSP1-NH,, [pOAcGIc-trz-AJHSP1-NH, e [pOAcGIcNAc-trz-AJHSP1-NH,, apds 48 h de incubagdo

Percentual® de reducéo do contetdo de ergosterol de células cultivadas

Amostras testadas com peptideo e seus derivados a conc. (xg/mL) de
64 128
HSP1-NH, 6 10
[trz-AJHSP1-NH; 35 85
[POACGIc-trz-AJHSP1-NH, 62 82
[POACGIcNACc-trz-A'JHSP1-NH, 79 88

2 Percentual de reducdo no contetdo principal de ergosterol celular comparado com o crescimento de células sem
peptideo ou seus derivados.

O conteddo total de ergosterol foi determinado para cada isolado de células de C. krusei

cultivadas na presenca de 64 ou 128 pg.mL™ dos compostos peptidicos. Nenhuma mudanca
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significativa foi observada na quantidade de ergosterol produzida por C. krusei na presenca de
HSP1-NH, nas duas concentragdes. Em contraste, uma diminui¢cdo dose-dependente na
producdo de ergosterol foi revelada, quando os isolados foram cultivados na presenca de [trz-
AHSP1-NH,, [POACGIc-trz-AJHSP1-NH, e [pOAcGIcNACc-trz-AJHSP1-NH, (Tabela 3.9, p.
127). Além disso, a sensibilidade na biossintese de ergosterol observada no MIC da micro
diluicéo do caldo em 64 ng.mL™ é aproximadamente duas vezes mais alta para os glicotriazol-
peptideos em comparagdo com [trz-AJHSP1-NH,. Como mostrado na Tabela 3.9, p. 127, a
principal diminui¢do no contetdo total de ergosterol para isolados susceptiveis foi de 35% para
células cultivadas em 64 xg.mL™* para 85% em 128 ng.mL*, na presenca [trz-AJHSP1-NH..
As reducBes nos contelidos totais de ergosterol para a [pOAcGIlc-trz-AJHSP1-NH, e a
[POACGICNAC-trz-AJHSP1 a 64 ng.mL™ foram de 62 e 79%, respectivamente. Esses valores
estdo na faixa de 82% a 88% depois da exposi¢do dos isolados a 128 ng.mL™* desses

glicotriazol-peptideos, respectivamente.

Curiosamente, na maior concentragao testada (128 xg.mL™) os glicotriazol-peptideos e
0 [trz-AYJHSP1-NH, foram cerca de oito vezes mais ativos do que a HSP1-NH, na inibicéo da
biossintese do ergosterol (Tabela 3.9, p. 127), embora na menor concentragdes testadas (64
1g.mL1), as atividades dos glicotriazol-peptideos sdo cerca de duas vezes maiores que a do
[trz-AYJHSP1-NH,, que, por sua vez, é cerca de seis vezes mais efetivo na inibicio da producio
de ergosterol em compara¢do com a HSP1-NH,. 1sso sugere que, a menores concentracdes de
peptideo, a unidade monossacaridica age juntamente com o anel triazélico para promover a
inibicdo da biossintese (um méximo de 79% de inibi¢do € observado para o derivado de N-
acetilglicosamina). No entanto, a altas concentracdes de peptideo, a inibicdo efetiva exercida
pela unidade triazolica alcanca um plateau entre 80-90% de inibicdo, que ndo é

significativamente alterado pela presenca da unidade monossacaridica.

Outras investigacdes sdo necessarias para avaliar se os derivados triazélicos podem
atravessar a membrana plasmatica e se ligar a lanosterol 14a-demetilase microssomal. Além
disso, é importante verificar se essas moléculas sdo aptas a promover indiretamente a oxidagdo
do ergosterol presente na membrana do fungo. Algumas abordagens biofisicas indicaram que a
unidade de carboidrato aumenta a capacidade litica do peptideo e essa propriedade esta
relacionada a interagcdes entre a bicamada lipidica e 0 monossacarideo, que resultam em uma
propriedade de ruptura mais forte da membrana. Apesar disso, a presenca do anel triazolico é

importante para aumentar a atividade antifungica do peptideo, desde que ela promova a inibi¢éo
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da biossintese de ergosterol, um processo que é dependente da concentracao do triazol-peptideo
e que pode ser assistido pela porcéo carboidrato a uma menor concentracdo peptidica. Esses
dois efeitos combinados séo decisivos para melhorar as propriedades antifingicas da HSP1-

NH..

3.4.3 Glicotriazol-peptideos Derivados das PS-1, -2 e -3: Sintese, Avaliacdo da Influéncia

da Glicosilacdo nas Estruturas e nas Interacées com Modelos Miméticos de Membrana
3.4.3.1 Sintese dos Peptideos e de seus Derivados

Os peptideos PS-1, PS-2 e PS-3, nas suas formas nativas, foram obtidos pela estratégia
Fmoc-SPFS e suas identidades foram confirmadas por EM, como mostrado na Figura 3.47A, C
e E, p. 130. Os derivados [pOAcGIc-trz-A*]PS-1, [pOAcGlc-trz-A*]PS-2 e [pOAcGlc-trz-
A]PS-3 foram obtidos pela utilizagdo conjunta da Fmoc-SPFS e da reagdo CUAAC, usando
CuSO45H,0/NaAsc. A cadeia peptidica contendo o residuo de Pra foi primeiramente
sintetizada em uma seringa adaptada com um filtro de poliuretano, como exemplificado na
Figura 3.39, p. 106.

Curiosamente, no caso da glicosilacdo desses peptideos, antes da adicdo dos reagentes
para realizagédo da reagdo de CuUAAC, a peptidilresina mostrou uma cor levemente amarelada,
como aquela observada para a reagdo com a HSP1-NH; propargilada (Figura 3.39A, p. 106). No
entanto, sob a adicdo da solucdo reagente, os granulos da peptidil-resina imediatamente
adquiriram uma cor esverdeada mais intensa, diferente da marrom escura mostrada para a
HSP1-NH, propargilada na Figura 3.39B, p. 106. Depois de aproximadamente 48h de reagéo,
uma colora¢do mais préxima do marrom escuro foi revelada, mas ndo a coloragdo inicial

levemente amarelada (Figura 3.39C, p. 106).

Todos os peptideos e seus derivados glicotriazolicos foram purificados por CLAE-FR
semi-preparativa e suas purezas (> 98%) foram verificadas por CLAE-FR e por EM (Figura
3.47B, D e F, p. 130). Os rendimentos das reactes foram de aproximadamente 85% para o
preparo da PS-1, 91% para a PS-2 e 80 % para a PS-3. J4, para 0s GtPs, foram de 60% para a
[POACGIc-trz-A°]PS-1, 65% para a [pOAcGlc-trz-A4)PS-2 e 55% para a [pOAcGIc-trz-
A]PS-3, aproximadamente.
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Os sequenciamentos de todos esses peptideos foram realizados, para se confirmar as
respectivas sequéncias primarias. Os espectros de massas dos perfis de fragmentacdo com os

respectivos assinalamentos séo apresentados no Apéndice B1, p. 172.
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Figura 3.47: Espectro de massas mostrando o ion molecular correspondente a amostra purificada dos
peptideos sintéticos (A) PS-1, (C) -2, (E) -3 e dos respectivos glicotriazol-peptideos (B) [pOAcGlc-trz-A°]PS-1,
(D) [pOACcGIc-trz-A*PS-2 e (F) [pOACcGIc-trz-A®]PS-3 por espectrometria de massa. [M+H]* correspondem as

razGes m/z experimentais e [M+H]"cac as razes m/z tedricas.

Para o sequenciamento de novo, foram identificados fragmentos dos peptideos e GtPs
nos espectros MS/MS correspondentes, devido as quebras de ligacGes da cadeia principal, que

resultam em uma série de ions caracteristicos para cada tipo de ligacéo, sendo -a, -b e -c para
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fragmentos provenientes da por¢do N-terminal e -x, -y e -z, provenientes da por¢do C-terminal
(Figura 3.48). No entanto, geralmente o assinalamento é feito pelos fragmentos de ions
provenientes das ligacOes peptidicas, os quais resultam nos ions das séries —b e —y. Dessa forma,
0s espectros contendo os ions das duas series foram assinalados e permitiram o reconhecimento
completo das sequéncias primarias de todos os peptideos e de seus derivados GtPs (Apéndice
B1, p. 172).

Figura 3.48: Estrutura quimica geral das quebras mais provaveis de um peptideo durante a fragmentagéo.
As letras correspondem & nomenclatura usual dos fragmentos formados. “n” ¢ o niimero total de residuos do
peptideo e “m” é o numero de residuos correspondentes a série de ions -a, -b e -c. Da esquerda para direita, porcao

N-terminal para C-terminal.

Para o sequenciamento dos peptideos nas suas formas nativas, nao houve dificuldade no
assinalamento dos residuos de aminoécidos, com excecdo da Phel e da Leu2 da por¢do N-
terminal (série —b), que séo residuos de aminoécidos comuns na sequéncia homologa de todos
0s peptideos e que foram assinalados como fragmentos dipeptidicos, inclusive para os espectros
dos GtPs. Um exemplo do dipeptideo assinalado € mostrado na Figura 3.49, representado pela

linha azul e tem o0 ion com razdo m/z de 261,1 Da (série de ions —b).
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Figura 3.49: Regido ampliada do espetro MS/MS, mostrando o fragmento dipeptidico de Phe-Leu-
assinalado e da porcdo N-terminal da PS-2 (série -b, “-FL-” linha superior em azul). A razdo m/z desse

fragmento é de 261,1 e sua estrutura esta representada no canto superior direito do espectro.
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J& para os GtPs, existe uma peculiaridade ao se analisar esses espectros, devido a
presenca de uma unidade monossacaridica ligada a um residuo de aminoécido por um grupo
1,2,3-triazolico, o que muda o mecanismo de fragmentacdo da sequéncia peptidica (Figura
3.50).
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Figura 3.50: (A) Regido ampliada do espectro da [pOAcGlc-trz-A°]PS-1 mostrando a diferenga do ion
molecular [M+H]* subtraido do ion de razdo m/z 2039,2 e do ion de razdo m/z = 1884,2, correspondente ao
fragmento do triazol-peptideo e do peptideo até o residuo de His18 (linha preta). (B) mostram a ampliagdo
da regido dos ions referentes ao fragmento —big, onde a unidade glicotriazol-aminoacido esta ligada a cadeia
peptidica, (C) regido ampliada do ion referente ao fragmento do glicotriazol-peptideo e (D) referente ao ion

molecular.

O ion de razdo m/z equivalente a perda do acgucar esta evidente em todos os espectros
MS/MS para os GtPs (ver espectros no Apéndice B1, p. 172). O acgucar é identificado, quando
se subtrai 0 ion molecular [M+H]" dos respectivos GtPs por um ion de intensidade consideravel

(fragmento intenso da série —b, em azul no espectro) com uma razao m/z menor nos espectros.
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Por exemplo, para a [pOAcGlc-trz-A®1PS-1, o [M+H]* tem valor igual a 2369,2 e o fragmento
com sinal mais intenso no espectro é o ion com m/z de 2039,2 (Figura 3.50A, p. 132).
Subtraindo [M+H]* desse ion, o resultado é massa correspondente a unidade monossacaridica,
que é de 331,1 Da. A razdo m/z igual a 2039,2 corresponde, portanto, a unidade triazol-peptideo,
da qual o acucar foi desconectado (Figura 3.50C, p. 132). O interessante é que, se observado o
intervalo de razdo m/z no espectro entre o residuo de His assinalado na série -b (-bs, Figura
3.50B, p. 132) e o ion molecular da [pOAcGlc-trz-A°]PS-1, a diferenca de razdo m/z é
equivalente ao fragmento do glicotriazol-aminoacido da sequéncia peptidica (pOAcGlc-trz-G),
i.e.,484,2 Da, que corresponde a essa unidade menos um hidrogénio, devido a ligacao peptidica

com o aminodcido adjacente.

AcO N=—
o | 0
N \)_\ // [pOAcGle-trz-A'?]PS-1
AcOTE0 /CH_C massa teorica: 2368,3 Da
OAe R NH, -R = cadeia peptidica

[M+H]*=2368,3
NH,-R- = cadeia peptidica

com a por¢ao N-terminal

AcO
. N=—N
o \ / o Fragmento do peptideo com a
ACOTGO * HN / // unidade trizdlica
CH—C m/z: 2038,2
OAc
Ton oxdnio referente a glicose HN—R NH,
per-O-acetilada
m/z: 331.1
+
H
N=N
Fragmento do peptideo l 0
com a unidade trizélica HN / //
miz: 2039,2 CH—C
; \
Hs;N—R NH,

Figura 3.51: Mecanismo de fragmentacdo proposto para o segmento glicotriazélico no sequenciamento dos
GtPs por MS/MS.
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Essa analise levou a proposta de um possivel mecanismo de fragmentacdo da unidade
monossacaridica do triazol-peptideo, que é ilustrado na Figura 3.51, p. 133. Devido as
condicdes de fragmentacédo, o nitrogénio ligado ao aclcar per-O-acetilado € protonado, o que
favorece a quebra heterolitica da sua ligacdo com o carbono anomérico do agucar, mecanismo
que é assistido pelo oxigénio adjacente a esse carbono. Formam-se, entdo, duas espécies: 0 ion
referente a glicose per-O-acetilada (m/z = 331,1 Da) e o referente ao triazol-peptideo com a

massa do 1,2,3-triazol mais a massa da cadeia peptidica correspondente.
3.4.3.2 Estudos Biofisicos

Ao longo dos ultimos anos, as estruturas tridimensionais de alta resolucdo e as
topologias de interacdo das PS-1, -2 e -3 com modelos de membranas foram extensivamente
investigadas pelo grupo de pesquisa da UFMG, utilizando-se as espectroscopias de CD e de
RMN em solucdo e de solidos (Resende et al., 2008; Resende et al., 2014).

Esses peptideos possuem caréater catidnico e sdo constituidos por dezenove residuos de
amino&cidos, sendo observado 74% de homologia nas sequéncias primarias (Tabela 3.6, p.
103). Cerca de 60 a 80% dos residuos de aminoacidos desses peptideos sdo hidrofobicos, 0s
quais estdo separados por residuos hidrofilicos. Nas trés sequéncias sdo encontrados residuos
de aminoéacidos, que podem suportar carga positiva via protonacdo em valores de pH abaixo ou
proximos a neutralidade. Nesse ponto, o peptideo PS-1 contém duas histidinas (His) nas
posicdes 7 e 18 e uma lisina (Lys) na posicdo 17, o peptideo PS-2 apresenta trés unidades de
His nas mesmas posic¢des, enquanto que o peptideo PS-3 apresenta apenas duas unidades de His

nas posicdes 7 e 18.

Consideraveis diferencas de atividades biologicas tém sido observadas devido a
pequenas variacdes nas sequéncias primarias de compostos-modelo, mesmo em casos onde a
composic¢do de aminoécidos dos peptideos se mantem constante (Wieprecht et al., 1997; Mason
etal., 2006). No que tange esse ponto, as filoseptinas aparecem como um exemplo interessante,
uma vez que sequéncias primarias idénticas sdo encontradas para os trés peptideos entre os
residuos 1 e 13, bem como no residuo 18. Por outro lado, as varia¢des nas sequéncias primarias
entre os residuos das posicdes 14-17 e 19 propiciam a investigacdo de diferentes interacdes
peptideo-membrana associadas as diferencas estruturais entre essas moléculas. Sabe-se que um
balango entre carga e carater hidrofébico tem um papel muito importante na afinidade e na

interacdo de um peptideo com a membrana microbiana, que é um alvo bem comum de ataque
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desse tipo de composto antimicrobiano (Lohner e Prenner, 1999; Vogt e Bechinger, 1999;
White e Wimley, 1999). A alteracdo mais pronunciada é a variacdo da carga efetiva do residuo
17 em pH fisiologico. Enquanto em pH 7,0 a PS-1 apresenta uma carga positiva no residuo de
Lys-17 e a PS-2 pode estar protonada no residuo de His-17, a PS-3 possui carga nula no residuo
de Asn-17. Ndo obstante, as demais diferencas na composi¢do de aminoacidos alteram também
a hidrofobicidade dos trés peptideos.

Portanto, devido ao baixo padrdo de carga desses peptideos em pH mais alto, como
ocorre com estudos realizados em tampéo Tris-HCI, ao longo de varios experimentos realizados
neste trabalho, decidiu-se executar as analises de ITC e de CD em tampao fosfato pH 5,9, o que
possibilita a protonacdo dos residuos de aminoacidos de His e, consequentemente, tende a
aumentar a interacdo com as LUVs anibnicas de POPC:POPG (3:1) utilizadas no

desenvolvimento dos experimentos.

Os estudos de ITC foram realizados para descrever a interacdo dos peptideos e de seus
derivados GtPs com as LUVs de POPC:POPG (3:1, v/v), avaliando a influéncia da glicosilacédo
nos parametros termodinamicos obtidos. A cada titulagéo, as fragfes das LUVs interagem com
as biomoléculas acondicionadas na célula de reagdo. Essas interacOes, inicialmente, fornecem
curvas de fluxo de calor representadas por sinais ou picos (pcal-s™) em funcdo do tempo (s).
Esses sinais sdo integrados para obtencdo do calor envolvido em cada injecdo (oh em kcal-mol
1y e plotados em funcéo da razdo molar L/P, representando assim uma isoterma de interagio
peptideo-membrana com a variagdo de calor envolvida no processo. O conjunto desses pontos
pode ser ajustado por varios modelos presentes no proprio software da Microcal Origin® 7.0,
pertencente ao equipamento, a partir do qual calcula-se os parametros termodindmicos da

interacdo.

A Figura 3.52, p. 136, mostra os resultados da ITC obtidos para todos os peptideos e
suas glicoformas. Observando-se os perfis das isotermas obtidas, as varia¢fes do calor durante
a titulacdo de solugédo de LUVs POPC:POPG (3:1) com cada solucdo de peptideo ou GtP
indicam interacdes entre as especies. A baixas razdes molares L/P (i.e., < 10 para PS-1 e PS-3
e < 5 para a PS-2), é gerado um fluxo de calor (hi) positivo caracteristico de processo
endotérmico. A partir de uma razdo L/P proxima a 8, o h; para a PS-1, PS-3 e suas respectivas
glicoformas [pOAcGlc-trz-A®]PS-1 e [pOAcGlc-trz-A°]PS-3, é invertido e passa a ser
exotérmico durante as injecfes subsequentes (i.e., a razbes L/P > 10). Para a PS-2 e seu
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glicoderivado [pOAcGIc-trz-A¥]PS-2, o comportamento da isoterma é parecido, porém a

inflexdo da curva ocorre em uma razdo L/P de aproximadamente 3,5.
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Figura 3.52: Calorimetria de Titulacdo Isotérmica da (A) PS-1, (B) PS-2, (C) PS-3 e de seus respectivos GtPs
(D) [pOACGIc-trz-A®IPS-1, (E) [pOACGIc-trz-A*PS-2 e (F) [pPOAcGlc-trz-A®]PS-3 com as LUVSs, a 25 °C.
50 uM dos peptideos foram titulados com 10 mM de LUVs de POPC:POPG (3:1, mol:mol), ambas soluces
preparadas no mesmo tampao (fosfato 10 mM, pH 5.9, contendo 20 mM NacCl). A figura mostra dois tipos de
graficos: acima a curva de titulagdo com os sinais do fluxo de calor em pcal-s e abaixo a integragdo desses sinais
em funcédo da razdo molar L/P.

Os comportamentos dessas isotermas, nos quais o fluxo de calor se iguala a zero (oh =
0) em uma determinada razdo molar, sdo resultados de uma compensacdo de processos
endotérmicos e exotérmicos que ocorrem simultaneamente durante as interacGes peptideo-
membrana. Isto ocorre, pois em um experimento de ITC sd&o medidos calores globais de

interacdo, porém o processo de interacdo peptideo-membrana ocorre em diferentes etapas.
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Primeiramente ha a aproximacdo e interacdo do peptideo com a bicamada, devido a atracdo
eletrostatica, seguida da mudanca conformacional e, finalmente a interacdo do peptideo
estruturado com a bicamada fosfolipidica (Seelig, 1997; 2004; Voievoda et al., 2015). Esses
perfis obtidos para todos os peptideos e derivados GtPs ndo permitiram um ajuste adequado
utilizando os modelos que acompanham o software do equipamento, impedindo a obtencdo dos
parametros termodinamicos e, consequentemente, a realizacdo de uma analise mais acurada da

interacdo peptideo-membrana.

Neste sentido, seguindo metodologia proposta por Voievoda e colaboradores, foram
realizados experimentos de CD em diferentes razdes molares lipideo-peptideo, mantendo-se
sempre a temperatura constante, para obtencdo de isotermas a partir de dados de helicidade
molar, que possibilitassem a determinacdo do calor envolvido na formacdo da estrutura
secundaria dos peptideos ao interagirem com as LUVs. Para isto, foram empregadas diferentes
concentracdes de LUVs de POPC:POPG (3:1, razdo molar) fixando-se as concentracfes de
peptideos e dos seus respectivos glicoderivados (Voievoda et al., 2015). Os espectros de CD
foram corrigidos pela subtracdo dos espectros dos respectivos brancos (das LUVs na sua forma

pura) e séo apresentados na Figura 3.53, p. 138.

A analise inicial dos espectros de CD mostra que, na auséncia de vesiculas
fosfolipidicas, os espectros obtidos para as filoseptinas e seus derivados glicotriazolicos
apresentam perfis consistentes com os de peptideos ndo estruturados, sendo observado um
minimo préximo a 198 nm. A adicdo de vesiculas fosfolipidicas a concentracfes crescentes
leva, inicialmente, ao deslocamento desse minimo, até que se observa uma modificacdo dos
perfis espectrais, com a caracterizacdo dos minimos proximos a 208 e 222 nm, que se tornam
mais intensos a maiores razdes L/P, ao longo da titulacdo. Esse tipo de comportamento é muito
comum aos PAMs, que ndo apresentam, em grande parte, estruturas preferenciais em meio

aquoso, mas adotam as conformacdes ativas quando em contato com membranas fosfolipidicas.
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Figura 3.53: Espectros de CD obtidos para os peptideos PS-1,
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respectivos derivados glicotriazol-peptidicos — 25 uM (B, D e F). Os peptideos foram titulados com LUVs de
POPC:POPG (3:1) em tampdo fosfato (10 mM , pH 5,9, com 20 mM de NaCl) nas raz6es molares L/P de (m) 0:1,
(®) 1:1, (A)5:1, (V) 10:1, («) 25:1, (») 50:1, (¢) 75:1 e (@) 100:1.

Quando comparados 0s minimos (208 e 222 nm) observados nos espectros da PS-2 e da

PS-3 (Figura 3.53C e E) com os de seus respectivos glicoderivados (Figura 3.53D e F),

percebem-se diminuicBes nas respectivas intensidades. No entanto, quando se comparam 0S

espectros da PS-1 com os de seu glicoderivado [pOAcGIlc-trz-A'°]PS-1, ocorre um
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comportamento inverso, havendo uma diminui¢do nas intensidades dos respectivos minimos
nos espectros da glicoforma (Figura 3.53A, p. 138). Esses comportamentos sdo melhor
visualizados na Figura 3.54, que apresenta os teores de helicidade em fungdo da razdo L/P,
tendo sido esses valores obtidos a partir da desconvolucgéo dos espectros de CD em elipticidade
molar e representados na forma de fragdo molar para cada biomolécula. Os dados obtidos

apresentaram excelentes concordancias em termos dos contetdos conformacionais.
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Figura 3.54: Fracéo helicoidal (%) em funcéo da razdo molar L/P, obtida por desconvolugéo dos espectros
de CD.

Nesse grafico, fica evidenciado que o contelddo a-helicoidal aumenta para a PS-1 apds
a insercdo da unidade glicotriazélica, passando de 26,4 para 32,6%, enquanto que para a PS-2
e PS-3 ha uma diminuicéo, passando de 38,3 para 29,9 em relacéo a [pOAcGlc-trz-A¥|PS-2 e
de 26,1 para 20,8% em relacdo a [pOAcGIlc-trz-A'°]PS-3, respectivamente. Com esses
resultados, é possivel inferir que a insercdo do carboidrato per-O-acetilado na porcédo C-
terminal, critica para a topologia de interagcdo da PS-1 (ver Figura 3.38 e discussdes, p. 103 e

104), favorece uma maior estabilidade conformacional para a hélice peptidica.

Apesar dos dados de CD para os peptideos PS-1, -2 e -3 e para 0s seus derivados
glicotriazolicos apresentarem conformacdes a-helicoidais na presenca de vesiculas aniénicas,
os valores de elipticidades molares obtidos para 0os minimos caracteristicos desse tipo de

conformacdo sdo bem menores, em compara¢do com 0s de outros peptideos antimicrobianos
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isolados de anuros, como as ocelatinas -LB1, -LB2 e -F1 e aDD K (Verly et al., 2009; Gusmao
et al., 2017). Curiosamente, a espectroscopia de RMN em solugdo e de solidos indica que as
filoseptinas apresentam conformacdes a-helicoidais em maior parte de suas extensdes e esses
resultados sugerem, entdo, que elas, bem como seus glicoderivados, se particionam entre a
forma a-helicoidal ligada a membrana e a forma néo estruturada em solucdo aquosa, quando
na presenca de meio miméticos de membrana, como as vesiculas fosfolipidicas. Essa particao
parece estar de acordo com os resultados de ITC obtidos para as trés filoseptinas e para suas
respectivas glicoformas, no sentido de que as primeiras injec0es estdo associadas a variagoes
de fluxo de calor exotérmicas, ao passo que fluxos endotérmicos sdo observados em injecbes
subsequentes, 0 que pode estar associado a saturacdo da interacdo peptideo-membrana.
Recentemente, foi elucidada pelo grupo de pesquisa ha UFMG a estrutura tridimensional da
[POACGIc-trz-A]PS-2, utilizando-se a espectroscopia de RMN (Wust, 2017). Esse GtP
apresentou um grau de helicidade, tanto na presenca de micelas de DPC-dsg quanto em solucéo
de TFE-d2:H20, que é compativel com a estrutura obtida por RMN para o peptideo nativo, i.e.,
um segmento helicoidal se estendendo do quinto residuo de aminoacido até a amidacdo C-
terminal. Esses resultados, aliados aos dados de CD, sugerem que os GtP, quando na presenca
de vesiculas fosfolipidicas, também se particionam entre a forma helicoidal ligada a membrana

e a forma ndo estruturada (ndo ligada) em meio aquoso.

Como dito anteriormente, a termodinamica envolvida na interacdo de peptideos
carregados positivamente com a bicamada lipidica, consiste basicamente em trés etapas iniciais:
(i) atracdo eletrostatica, (ii) adsorcdo na superficie da bicamada e (iii) mudanca conformacional
(Seelig, 2004). O AH® envolvido nessas etapas mede o contetido energético da formacéo e da
“quebra” de ligacdes polares e, geralmente, quanto mais negativo, mais a interagao ¢ favorecida.
Os peptideos carregados positivamente tendem a passar por essas trés etapas e, muitos deles,
podem também penetrar, de forma hidrofébica, no interior da bicamada lipidica. O AH® nessa
parte da interacdo, normalmente é endotérmico, o que implica que a reacdo apresenta uma
dependéncia maior do fator entrépico do sistema (—TAS?), tais como interagGes hidrofdbicas e

entropia de solvatacgéo.

Dessa forma, puderam-se obter os parametros termodinamicos da formacdo de hélice
nos processos inicias envolvidos na interagdo das PS-1, -2 e -3, e das suas respectivas formas
glicosiladas. Uma das formas de predizer a entalpia envolvida na formagao da hélice (AHp,;;5,)

foi realizada por Seelig e colaboradores, quando mostraram, para o peptideo antimicrobiano
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magainina 2 e para um fragmento peptidico da enzima rhodanese mitocondrial de rato, que a
formacdo de hélice « induzida pela aproximacdo & membrana € um processo exotérmico com
hrelix que varia de -0,6 a 0,8 kcal-mol™ (Wieprecht et al., 1999; 2000). No caso das filoseptinas,
a extensao de formacdo de hélice « ja é conhecida (Resende et al., 2008; Resende et al., 2014)
e, portanto, a entalpia correspondente aproximada de formacao de hélice (AH,‘Zelix_l) pode ser

calculada por:
AHReiin 1 = NaaA®peixRnerix | (3.4)

onde n,, € o numero de residuos de aminoacidos que mudam de conformacdo na formacao da
hélice a; AB®pq iy 1, @ Variagdo do contetdo de helice com o aumento da razéo L/P € hye @
entalpia envolvida por residuo de aminoacido na conformacao a-helicoidal. O n,, obtidos para
0s peptideos PS-1, -2 e -3, também foram considerados para os seus derivados GtPs, uma vez
que, conforme mencionado acima, a estrutura de RMN da [pOAcGIc-trz-A*]PS-2 mostrou um
segmento de hélice com a mesma extensdo que o do peptideo nativo (Wust, 2017). Os AHp,;;, 4

calculados para todas essas moléculas estdo organizados na Tabela 3.10.

Tabela 3.10: Parametros termodinamicos obtidos pela espectroscopia de CD

0 a 0 b
AI-Ihelix_l AI-Ihelix_Z

Peptideo Nga  AOpgiix (keal-moi) (keal-moi) KiP NP
PS-1 22,0 -2,31 -2,15+0,1 13800 + 900 4.34 +£0,021
[pOACGIc-trz-A]PS-1 o 27,3 -2,87 267+0,1 14900 +850  3.88 + 0,024
PS-2 34,6 -3,63 -3,38+0,1 21080 + 686 10.12 £ 0.098
[POACcGIc-trz-A*PS-2 o 27,4 -2,88 -2,98£0,1 18400 + 849 9.70 £ 0.023
PS-3 19,4 -1,50 -1,79+0,1 10500 + 101 2.71 £ 0.046
[POACGIc-trz-Al*]PS-3 H 16,8 -1,29 -1,99 +0,1 11650 + 105  3.21+0.045

2 Calculado usando a Equacio 3.4. ® Parmetros obtidos pela isoterma de ligagdo de Langmuir.

Além do calculo da entalpia tedrica envolvida no processo de estruturacdo dos
peptideos, com os dados quantificados de CD, isotermas de ligacdo podem ser deduzidas,
considerando a variagéo da elipticidade molar em 222 nm em funcéo da razdo L/P. Para isso,
foi aplicado um dos modelos de isoterma de ligagdo de Langmuir, o qual considera que a
superficie da bicamada lipidica esteja coberta com uma certa quantidade de peptideos ligada a
N lipideos (LangmuirEXT2, software Microcal Origin® 7.0). As isotermas obtidas para cada

molécula estdo representadas na Figura 3.55, p. 142, e os parametros calculados, com os ajustes,
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organizados na Tabela 3.10, p. 142, onde K; é a constante de afinidade de Langmuir, N, o

numero de lipideos ligados por peptideo, e AH,‘l’eu-x_2 a entalpia de formacao de hélice.
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Figura 3.55: Isotermas de ligacdo obtidas para as PS-1, PS-2, PS-3 e seus respectivos GtPs. A elipticidade
molar em 222 nm foi plotada em funcéo da razdo molar P/L (m). A linha vermelha corresponde as isotermas obtidas

e ajustadas pelo modelo de isoterma de ligacdo de Langmuir (LangmuirEXT2, software Microcal Origin® 7.0).

De posse da entalpia de formacéo da hélice (AHp,,;, ,) aliadas a afinidade K1 e com o
parametro N, foi possivel simular uma nova isoterma, porém empregando-se a razao molar L/P
utilizada nos experimentos de ITC (Figura 3.56, isoterma em preto, p. 143). Essa isoterma

simulada, para cada peptideo, denominada de isoterma de adsor¢do de Langmuir, foi entdo
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subtraida pelos dados das isotermas da ITC da Figura 3.52, p. 136 (Figura 3.56, isoterma em

vermelho), fornecendo assim uma terceira isoterma (Figura 3.56, isoterma em azul).
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Figura 3.56: Andlises das isotermas de ITC, utilizando o modelo de isoterma de ligagdo de Langmuir. Em

preto (m), a isoterma de Langmuir simulada utilizando parametros obtidos por CD com as razGes molares L/P

experimentais do ITC. Em vermelho (e), isoterma obtida experimentalmente pela ITC. Em azul (A), isoterma

resultante da subtracdo da isoterma de Langmuir em preto pela isoterma obtida nos experimentos de ITC, em

vermelho.

A isoterma resultante de cada peptideo foi plotada e realizou-se o ajuste pela isoterma

de Wiseman, que possibilitou a obtencdo dos parametros termodindmicos referentes apenas a
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interacdo dos peptideos e glicotriazol-peptideos ligados @ membrana (Figura 3.57 e Tabela 3.11,
p. 145).
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Figura 3.57: Dados obtidos pela diferenca da isoterma de Langmuir e a isoterma obtida nos experimentos

de ITC. A linha em vermelho representa a isoterma obtida pelo modelo de interacdo de Wiseman.

Observando a descricao e os resultados apresentados na Figura 3.52, p. 136, as primeiras
injecOes estdo associadas a variaces de fluxo de calor exotérmicas, ao passo que fluxos
endotérmicos sdo observados em injecOes subsequentes. Com a subtracdo realizada, a isoterma
resultante apresentou somente uma variacao de fluxo endotérmica, sugerindo que 0s parametros
obtidos do ajuste estejam associados somente aos peptideos que estdo ligados a membrana, i.e.,

apos X razdo L/P tem-se apenas calores de diluigdo (Tabela 3.11, p. 145).
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Tabela 3.11: Parametros termodindmicos corrigidos obtidos pela ITC

AH° AS° AG®

Peptideo N Kapp (M) (cal.mol?) (cal.mol’t)  (cal.mol?) (-TAS?)
PS-1 3,31+0,07  41.90043990  933,1470,2 24,3 6.282,98  -7245,1
[pOAA}%(;'SC_'l"Z' 386£0,10 54.800+4150  1.251,04541 259 644143 -T722,1
PS-2 3,65£0,07 5140042300 2.442,041050 29,7 640362  -8855,1
m%%ﬁ';f* 299:010 31200:4180 2237,0:1220 281 610891  -8378,0
PS-3 3,72+010  32.00042110  771,3+66,3 23,2 612386  -6917,1
[POACCICIZ 3604000  40.600£1020  735,3+439 23,6 -6.264,38  -7036,3

A¥]PS-3

Como demostrado anteriormente por resultados de espectroscopias de CD e de RMN
em solucdo, obtidos por nosso grupo ao longo dos anos, os trés peptideos apresentam segmentos
definidos de hélices anfipaticas e, em termos de estabilidade estrutural, tem-se PS-2 > PS-1 >
PS-3 - Figura 3.38, p. 104 (Resende et al., 2008). Essas estabilidades estruturais foram
explicadas com base em diferentes interacdes hidrofobicas, de neutralizacdo de dipolo e de
capping de hélice, tendo-se confirmado que, pequenas modificacbes nas sequéncias de
aminoéacidos das cadeias peptidicas, levaram a significativas diferencas nas estruturacdes, em
especial nas proximidades das por¢des C-terminal, pois estas modificacdes nas sequéncias
peptidicas se ddo a partir do 14° residuo de aminoacido, quando comparadas as cadeias dos trés
peptideos.

Conforme mencionado anteriormente (Figura 3.38 e discussdes relacionadas nas p. 103
e 104) estudos de RMN de sélidos indicaram que a PS-2 e a PS-3 apresentam topologias
perfeitamente paralelas a superficie da membrana, ao passo que a PS-1 apresenta um desvio da
planaridade, devido a presenca do residuo polar de Asn19 na face apolar da hélice. Nao
obstante, a presenca de um residuo de treonina na posi¢do 14 parece conferir a PS-2 uma maior
anfipaticidade em relacdo as outras duas filoseptinas. Por isso, conforme discutido na secéao 3.1,
p. 103 e 104, as glicosilacdes foram realizadas em posi¢oes criteriosamente selecionadas, a fim
de se tentar aumentar a afinidade das filoseptinas por membranas. Comparando-se a PS-1 e seu
derivado [pOAcGlc-trz-A¥]PS-1, a contribuicio entalpica (AH®) aumenta de forma
consideravel, o que indica uma diminuicédo das interacOes eletrostaticas. Ao mesmo tempo, é
observada uma diminuicdo do termo entropico —TAS® para a [pOAcGlc-trz-A°]PS-1, o que

sugere uma intensificacdo das interacdes hidrofdbicas. Esses dois fatores sugerem a insercao
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da unidade glicotriazélica na interface das vesiculas, que estaria associada a: (i) interacGes
hidrofdbicas mais pronunciadas e, consequentemente, diminuicdo do termo entrépico —TAS?;
(ii) aumento do valor de AH®, uma vez que o residuo hidrofilico de Asn19 do peptideo nativo,
que antes se encontrava na interface da bicamada, em interacbes com as cabecas polares de
fosforo e as moléculas de agua, ndo faz parte da sequéncia do GtP. O AG° mais negativo,
calculado para a [pOAcGlc-trz-A®]PS-1, indica que a ligacdo passa a ocorrer de forma mais
espontanea. O valor de Kapp confirma o aumento consideravel de afinidade apds a glicosilagéo,
passando de 41900 para a PS-1 para 54800 M para o seu derivado GtP. Portanto, a substituicdo
por uma unidade glicotriazélica do residuo hidrofilico de Asn19, que é uma descontinuidade na
face apolar da hélice da PS-1, provocou uma melhora incontestdvel nos parametros
termodindmicos de interacdo da PS-1. Conforme discutido anteriormente, o residuo de Asn19
confere um desvio da planaridade para a topologia de interacdo do peptideo nativo com
membranas. Os resultados aqui obtidos indicam que o residuo glicotriazdlico deve se inserir no
interior da membrana, o que certamente altera a topologia de interacdo para o respectivo GtP.
Em investigacdes futuras dessas moléculas, pode ser de grande valia sintetizar a [pOAcGlc-trz-
A®IPS-1 com marcagOes isotopicas seletivas de N e de 2H, a fim de se analisar por
espectroscopia de RMN de solidos sua topologia de interacdo em maiores detalhes. E
importante destacar também que a internalizacao do residuo pOAcGlc-trz-A foi observada para
0 GtP derivado da HSP1-NH. (secdo 3.4.2.3, p. 121 a 126), 0 que corrobora os resultados aqui
obtidos para a [pOAcGlc-trz-A°]PS-1.

A interacdo da PS-2 com a bicamada lipidica foi diminuida com a insercdo da unidade
glicotriazolica. A diminuicdo do AH®, ap6s essa modificacdo estrutural, indica que ha um
aumento das interacdes eletrostaticas, fato que se deve a uma menor insercdo dos residuos
carregados na bicamada. Nesse caso, ha uma diminuicdo do AS® e 0 AG® se torna menos
negativo, o que indica uma reacdo menos espontanea e uma menor dependéncia em relagcéo ao
termo entropico (—TAS° menos negativo). Essa diminuic&o de interagdo apos a glicosilagdo se
confirma quando se observam os valores de Kapp, que caem consideravelmente de 51.400 para
a PS-2 para 31.200 M para [pOAcGlc-trz-A¥]PS-2. Assim, fica comprovado que a
substituicdo da Thr-14 por uma unidade glicotriazolica per-O-acetilada, perturba sua
anfipaticidade. Curiosamente, a presenga de um residuo hidrofilico nessa posi¢éo confere uma
maior anfipaticidade para a PS-2 em relacdo as outras duas filoseptinas. A inser¢do de um
residuo glicotriazdlico nessa posicéo parece, entdo, acarretar em interacdes mais fracas do GtP

com os fosfolipidios da membrana, conforme mostrado pelos valores de N, passando de 3,65
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para 2,99 lipidios que interage por peptideo. Em investiga¢des futuras dessas moléculas, sera
certamente interessante remover 0s grupos acetato da unidade glicosidica por reacdo de
desprotecdo, uma vez que a presenca de um grande numero de grupos hidroxila livres nessa
posicdo chave, pode vir a aumentar de forma significativa a afinidade do respectivo GtP por

membranas.

Quanto a glicosilacdo da PS-3, percebeu-se um ligeiro favorecimento da interacdo do
respectivo GtP tanto por fatores entrépicos, quanto entalpicos, sendo que o AG?° indica que foi
aumentada a espontaneidade da interacéo. Os valores de Kapp confirmam o aumento da interagéo
do [pOAcGIc-trz-A®]PS-3 em relacio a PS-3, que passam de 32.000 desta tltima para 40.600
M (Tabela 3.11, p. 145). O objetivo da inser¢do da unidade GtP era justamente trabalhar com
a porcao C-terminal da PS-3, que mostra menor estabilidade estrutural, quando comparada as
outras filoseptinas. Os resultados obtidos indicaram, no fim das contas, parametros de interagdo

mais favoraveis, conforme esperado.

Apesar da PS-2 ndo apresentar uma melhora na interacdo, é importante destacar que o
maior favorecimento da interagdo das PS-1 e PS-3 nas suas formas glicosiladas, também vai de
acordo aos resultados de SPR obtidos para as interacdes da HSP1-NH, e de seus derivados com
as bicamadas de POPC:POPG:ergosterol (3:1:1) (Tabela 3.8, p. 123), no sentido de que, a
glicosilagdo na regido N-terminal aumentou a afinidade das glicoformas em comparagéo com a
respectiva cadeia polipeptidica base e com o seu derivado triazolico. Ainda é importante
destacar que foi comprovada a particdo das filoseptinas investigadas entre a forma ligada e a
forma em solucdo, sendo que estudos prévios mostram que as formas ligadas apresentam
conformacdes bem definidas, além do que, os trés peptideos nativos apresentam significativo
potencial antifungico e antibacteriano (Resende et al., 2008; Resende et al., 2014). Em outros
trabalhos sera importante se avaliarem os potenciais bioldgicos dos derivados glicosilados, a

fim de se verificar o efeito das glicosilaces nas propriedades antimicrobianas desses peptideos.
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CONCLUSAO

Apesar dos consideraveis avangos na quimica de peptideos, as metodologias de sintese
dependem de uma série de questbes, que influenciam diretamente na eficiéncia reacional e na
qualidade dos produtos obtidos. Nesse sentido, o presente trabalho de tese teve como objeto a
sintese de peptideos, explorando duas importantes modificacdes pos-translacionais: a formacéo
de ligacdo de dissulfeto e a glicosilacdo de peptideos — além de investigar a influéncia da
insercdo das unidades glicotriazélicas em cadeias peptidicas.

O primeiro topico abordado nesta tese trata da sintese e da cinética reacional para obtencédo do
homodimero homotarsinina (Htr), a partir de reagdes de dimerizacdo de sua cadeia monomérica
(Htr-M). Dentre as investigacOes realizadas neste trabalho, € descrito o estudo de cinética de
dimerizacdo de peptideos através da formacéo de ligacdo dissulfeto em meios empregando co-
solvente organico e sistemas micelares, visando estabelecer a influéncia destes meios nessa
cinética. Assim, os estudos de cinética foram realizados em solugdo tampdao aquosa, em solucao
de TFE:H20 e na presenca de micelas de SDS. Os dados obtidos foram ajustados a um modelo
matematico, que foi capaz de fundamentar teoricamente o processo de dimerizacdo nesses
meios. Evidéncias de estados agregados e um perfil sigmoidal da curva obtida a partir do
monitoramento da dimerizacdo, levaram a utilizagdo de um modelo baseado em um processo
com dois estagios principais: o periodo de maturacdo e o estado de aceleracdo da reagdo. O
ajuste das curvas a partir da equacdo de Avrami tiveram boa concordancia com os dados
experimentais. Os parametros cinéticos calculados evidenciaram que o processo de dimerizagdo
em meio aquoso depende da formagdo de varios agregados no periodo de indugdo, os quais
parecem ser importantes na estruturagao em hélice a das cadeias monoméricas de Htr-M. Na
solucao de TFE:H>O, existem cadeias monoméricas previamente estruturadas e livres, sem
estarem agregadas, e os parametros obtidos indicam que a dimerizagdo ndo depende
significativamente da agregagdo, o que também ¢ observado na presenga de micelas de SDS,
onde a formagao de hélice ¢ facilmente alcancada e a agregacdo tem uma influéncia marginal
no processo de dimerizacdo. Portanto, a dimerizacdo em micelas de SDS é significativamente
mais rapida que em meio aquoso e em TFE:H»0 (40:60, v/v), mas o maior rendimento foi obtido

em TFE:H20 (40:60, v/v), seguido pelo obtido em meio aquoso e em SDS.

Uma melhor compreensdo do processo de dimerizacdo, bem como das caracteristicas

propiciadas pelos diferentes meios reacionais abre as portas para uma serie de possibilidades
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praticas, considerando-se que essa classe de peptideos tem despertado enorme interesse da
comunidade cientifica, o que é constatado pelo numero de publica¢fes em periddicos cientificos
de consideravel fator de impacto [vide Introducédo do Capitulo 2 e referéncias (Raimondo et al.,
2005; Resende et al., 2009; Verly et al., 2017)]. Assim, neste trabalho foram produzidos
resultados relevantes, que apontaram para cinéticas de reacGes mais eficientes em sistemas
micelares e vantagens com relagdo ao uso de co-solventes. Espera-se que essas descri¢des mais
acuradas da cinética e do mecanismo de dimerizacdo possam ser utilizadas em inumeros outros
trabalhos, que proponham a investigacao de peptideos diméricos, sejam essas relacionadas a
aspectos estruturais, de interagdo, de atividade bioldgica, dentre outras. Portanto, conclui-se que
a utilizacdo desses meios pode propiciar cinéticas e/ou rendimentos bem mais satisfatérios do

que as reacOes convencionais, que sdo normalmente conduzidas em meio aquoso tamponado.

O segundo tema abordado neste trabalho objetivou a sintese de derivados
glicotriazdlicos (GtPs) de peptideos antimicrobianos, bem como retratou de forma inédita (até
0 ponto que sabemos) as investigacdes do potencial biologico e das interacdes dessas moléculas
com meios miméticos de membranas. Na busca por alternativas que pudessem ser aplicadas de
forma simples e eficiente na juncdo de um carboidrato a cadeia peptidica, este trabalho aliou a
eficiéncia da quimica “click” a praticidade da sintese de peptideos em fase s6lida. Dessa forma,
foi descrita a obtencdo de glicotriazol-peptideos derivados dos peptideos antimicrobianos
HSP1-NH,, PS-1, PS-2 e PS-3. A estratégia usada para a obtencdo dos GtPs mostrou ter boa
aplicabilidade as necessidades da presente proposta. Mesmo com algumas dificuldades, que
variam de acordo com cada caso, a CUAAC pbde ser utilizada como complemento dos
protocolos da SPFS, pois os peptideos aqui glicosilados foram obtidos com bons rendimentos
e com excelente grau de pureza. Do ponto de vista sintético, o ganho de atividade obtido a partir
desse procedimento é extremamente relevante, uma vez que duas unidades ativas puderam ser
ligadas a partir de um “link” triaz6lico estavel e de reconhecido potencial antifungico, a partir
de uma Unica etapa de reacdo relativamente simples. Destaca-se aqui a possibilidade de
melhorias significativas das propriedades bioldgicas de sequéncias peptidicas de diferentes

tamanhos.

No caso da HSP1-NH, foram produzidos derivados GtPs com propriedades
antifangicas bem superiores, como comprovado pelos ensaios biolégicos. Com o objetivo de se
investigar o efeito das unidades nao peptidicas na promog¢do da atividade, experimentos

biofisicos indicaram que a unidade de carboidrato leva a interagdes mais favoraveis com
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membranas, ao passo que tanto a unidade sacaridica quanto a triazélica atuam na inibigdo da
biossintese do ergosterol, embora a unidade triazélica individualmente j& apresente, a maiores

concentracgdes, efeito inibitorio significativo.

A glicosilagdo das filoseptinas foi comprovada pelo sequenciamento de novo, que,
claramente, mostrou o perfil geral de fragmentacdo dos peptideos contendo a unidade
glicotriazolica. Também foram realizados estudos biofisicos para esses peptideos, que
apontaram, apos a insercao das unidades glicotriazdlicas na cadeia peptidica, um aumento da
interacdo das PS-1 e -3, porém uma diminui¢do da interacdo da PS-2. O aumento mais
interessante foi o do [pOAcGlctrz-A®|PS-1, pois, segundo os dados de topologia obtidos por
RMN em estudos anteriores, a PS-1 apresentava parte da cadeia peptidica desviada para fora
da membrana, regido, justamente, onde foi inserida uma unidade glicotriazélica. Os dados de
CD também reforgam essa melhora indicando um aumento no seu contetido a-helicoidal, o que
esta relacionado com sua maior interacdo com a bicamada e a uma maior fracao ligada do GtP,
em relacdo ao peptideo nativo. No caso da PS-2, fica comprovado que a substituicdo da Thr-14
por uma unidade glicotriazdlica per-O-acetilada, perturba sua anfipaticidade, o que diminui a
sua interacdo. E, por fim, para a PS-3, também houve um aumento na interacdo com a
glicosilagcdo, mesmo com a diminuicao do conteddo a-helicoidal, o que, de fato, refor¢a que a

insercdo dessa unidade tende a aumentar a interacdo com a bicamada.

Portanto, este trabalho permitiu ndo s6 a obtencdo sintética de GtPs, como também
revelou o potencial dessa unidade glicotriazolica na melhoria das atividades dos PAMs e de
suas interacdes com membranas. A estratégia apresentada aqui pode ser facilmente ampliada
para outros PAMs ativos, como foi feita, por exemplo, na incorporacdo de derivados
antifungicos obtidos a partir da quitosana (Gabriel et al., 2015; Elieh-Ali-Komi e Hamblin,
2016).
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ANEXOS E APENDICES

APENDICE Al - Resultados do acompanhamento por cromatografia em fase reversa da
obtencdo do peptideo Htr em solucdo TFE:H.O (40:60, v/v), a partir de solucdo mais
concentrada (36,2 umol-L!) de Htr-M. Aliquotas injetadas (20 xL) em coluna C18 Vydac
218TP510 (250 mm x 4,6 mm), equilibrada com solucdo aquosa de TFA a 0,1% (em volume).
Eluigdo: solugdo de ACN/TFA 0,1% (em volume) em um fluxo de 1 mL-min™*. O gradiente foi
0 mesmo empregado na purificacdo de Htr-M. A absorbancia foi monitorada em Amax de 215
nm. (Preto) Oh de reacdo, (azul) 6h de reacdo, (cinza escuro) 12h de reacéo, (vermelho) 24h de
reacao, (vinho) 48h de reacao, (alaranjado) 72h de reacdo. Figura extraida de Guimaraes, C. F.,
2013 (Guimarées, 2013).
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APENDICE A2 - Espectro de massas (MALDI-ToF) para os picos coletados relativos aos
tempos de retencdo de 14,9 e 15,3 min. Os dois espectros foram sobrepostos para ressaltar a
semelhanca entre eles. Em laranja, o espectro equivalente a fragdo do pico em tempo de retencéo
de 14,9 min e em preto o espectro equivalente a fracdo do pico em de tempo de retencdo de
15,3 min. Figura extraida de Guimarées, C. F., 2013 (Guimarées, 2013).
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APENDICE B1 — Espectros de massa obtidos no modo MS/MS mostrando o perfil de
fragmentacéo das PS-1 (A), -2 (B), -3 (C) e dos seus derivados GtPs [pOAcGlc-trz-A°]PS-1
(D), [POACGIc-trz-A]PS-2 (E) e [pOAcGIc-trz-A°]PS-3 (F).
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