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RESUMO

Remuzgo, C. Estudos de síntese, relação estrutura-atividade e modo de ação de peptídeos

antimicrobianos ricos em glicina. 2008. (207p). Tese de Doutorado - Programa de Pós­

graduação em Bioquímica. Instituto de Química. Universidade de São Paulo. São Paulo.

Proteínas e peptídeos ricos em glicina são encontrados em animais e plantas. Alguns

apresentam atividade antimicrobiana. Como pouco se sabe sobre suas síntese, estrutura,

relação estrutura-atividade e mecanismo de ação, tais tópicos foram estudados para os

antimicrobianos cheferina I (Chefl) e/ou fragmentos da acantoscurrina (acanto).

No que se refere à Chef I (67,9% de Gly, 28,6% de His, seis repetições do motivo

GGH e uma Tyr), sintetizamos, purificamos, caracterizamos e testamos Chef I, os seus

análogos truncados na(s) porção(ções) N- ou/e C-terminal (is) e os análogos amidados Chef

la, Chef I (3-28)a e Chef I (6-28)a. Os três últimos e Chef I foram igualmente ativos frente a

cepas de C. albicans (MIC: 12,5 I-LM), mas não frente a cepas de C. tropicalis e S.

cerevisiae. A amidação tornou o análogo Chef I (3-28)a mais ativo frente a tais cepas.

Enquanto as atividades antifúngicas de Chef la e de seus análogos foram reduzidas pelo

aumento da força iônica, elas foram aumentadas em presença de ZnCI2 5-10 I-LM. A 62,5 I-LM

a Chef la foi letal para C. albicans MDM8. Ela foi pouco hemolítica em tampão fosfato

contendo NaCI ou em tampão glicose fosfato isotônico (100 I-LM: 18%). Análises por

microscopia confocal e citometria de fluxo revelaram que Chef la marcada com

carboxifluoresceína (FAM-Chef la) foi rapidamente internalizada nas células de C. albicans

MDM8, um processo que não foi afetado pela força iônica do meio e se mostrou dependente

de ATP e temperatura.

Quanto aos fragmentos da acanto (proteína com 132 aminoácidos, 73% de Gly e 3

repetições de uma seqüência de 26 aminoácidos), estudamos a síntese em fase sólida dos

fragmentos N- e C-terminais, acanto (1-22) e acanto (101-132), respectivamente, e da

porção repetitiva, acanto (23-48). Apesar de uma predição teórica não ter indicado alto



potencial de agregação para a acanto, as sínteses foram problemáticas: a ocorrência de

aminoacilações incompletas repetitivas a 60° C usando diferentes estratégias, resinas,

reagentes acopladores, solventes e sais caotrópicos sugeriram a ocorrência de agregação

das cadeias peptídicas em crescimento sobre as resinas O uso da resina CLEAR amida

permitiu a obtenção do acanto (113-132). Tentativa de síntese convergente em fase sólida

não foi bem sucedida. Espectros Raman das peptidil-resinas obtidas confirmaram a

presença de estruturas em folha f3 pregueada. Somente o uso combinado de resina CLEAR

amida, 60°C, 20% DMSO/NMP, Fmoc-(Fmoc-Hmb)Gly-OH e LiCI permitiram a síntese total

de acanto (101-132). O uso da resina CLEAR ácida permitiu a síntese do fragmento acanto

(23-48) e acanto (10-22), esta última durante a tentativa de síntese do acanto (1-22). Os

rendimentos foram baixissimos e os espectros Raman das peptidil-resinas correspondentes

também indicaram a formação de folhas f3 pregueadas.

Estes resultados indicaram que Chef I (3-28)a mimetiza Chef I, que Chef la é um

fungicida potente com alvo intracelular, que a internalização do seu análogo marcado na

célula de levedura ocorra via endocitose, que a Chef la tem potencial para agir como uma

droga de uso tópico e que os fragmentos de acanto são "difficult sequences" típicas.

Palavras chaves: peptídeo rico em glicina, peptídeo antimicrobiano, cheferina,

acantoscurrina, ação fungicida, agregação.



AB5TRACT

Remuzgo, C. Study of glycine-rich antimicrobial peptides: synthesis, structure-activity

relationship and mode of action. 2008. (207 p). PhD Thesis - Graduate Program in

Biochemistry. Instituto de Química. Universidade de São Paulo. São Paulo.

Proteins and peptides with high content of glycine have been found in animais and

plants. Some of them display antimicrobial activity. As little is known about their chemical

synthesis, structure, structure-activity relationship and mode of action, we studied such

topics using shepherin I (Shep I) and fragments of acanthoscurrin (acantho) as targets.

Concerning to Shep I (67.9% of Gly, 28.6% of His, six direct repeats of the motif GGH

and one Tyr), we synthesized, purified, characterized and tested Shep I, its analogues

truncated at the N- and/or C-terminal portions and the amidated analogues Shep la, Shep I

(3-28)a and Shep I (6-28)a. The last three analogues and Shep I were equally active against

C. albicans (MIC: 12.5 f.!M) strains, but not against C. tropicalis and S. cerevisiae strains. C­

terminal amidation made Shef I (3-28)a more active against those fungai strains.

Anticandidal activities of Shep la and truncated analogues were inhibited in high ionic

strength solutions, but enhanced at 10 JJM ZnCI (2 to 8-fold). At 62.5 f.!M (5 MIC), Shep la

killed C. albicans MDM8 in 30 mino It caused low hemolysis in phosphate buffered saline and

isotonic glucose phosphate buffer (100 JJM: 18%). Confocal microscopy and flow cytometry

analyses revealed that Shep I modified with carboxyfluorescein (FAM-Shep la) was rapidly

internalized into C. albicans MDM8 cells, process not affected by ionic strength and showed

to be energy and temperature-dependent.

As to the fragments of acantho (a protein with 132 amino acids, 73% of Gly, and three

repeats of 26 amino acids), we studied solid-phase syntheses of the N- and C-terminal

portions, acantho (1-22) and acantho (101-132), respectively, and of the repetitive portion,

acantho (23-48). A theoretical prediction did not indicate high aggregation potential for

acantho, but solid-phase syntheses were troublesome: repetitive incomplete aminoacylations



took place even at 60°C using different strategies, resins, coupling reagents, solvents and

chaotropic salts, suggesting aggregation àf the growing peptide chains. Change to CLEAR

amide resin allowed obtaining acantho (113-132). Attempt using convergent solid phase

synthesis was not successful. Raman spectra of the growingpeptidyl-resins revealed pleated

~-sheet structures. Only the combination of CLEAR amide resin, 60°C, 20% DMSO/NMP,

Fmoc-(Fmoc-Hmb)Gly-OH and LiCI allowed the total synthesis of acantho (101-132). The

use of CLEAR acid resin also allowed obtaining the fragments acantho (23:"48) and acantho

(10-22), the last one during the attempt of the synthesis of acantho (1-22). The synthesis

yields were extremely low and, again, the Raman spectra of the growing peptide-resins

indicated the occurrence of pleated ~-sheet structures.

Altogether, the results indicated that Shep / (3-28)a mimics the fungicidal activity of

Shep /, Shep /a is a potent anticandidacidal peptide that has an intracellular target, FAM­

Shep /a may be internalized into the fungai cells via endocytosis, Shep /a has the potential to

act as a drug for topical use and acantho fragments are typical difficult sequences.

Keywords: glycine-rich peptide, antimicrobial peptide, shepherin, acanthoscurrin, fungicide,

aggregation



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

As abreviaturas dos aminoácidos estão de acordo a IUPAC [União Internacional de

Química Pura e aplicada, Eur. J.Biochem. 138:9-37 (1984)]

Código de uma e três letras para os vinte aminoácidos usuais

A Ala Alanina M Met Metionina

C Cys Cisteina N Asn Asparagina

O Asp Ácido aspártico· P Pro Prolina

E Glu Ácido glutâmico Q Gln Glutamina

F Phe Fenilalanina R Arg Arginina

G Gly Glicina S Ser Serina

H His Histidina T Thr Treonina

I lIe Isoleucina V Vai Valina

K Lys Lisina W Trp Triptofano

L Leu Leucina y Tyr Tirosina

Acanto : Acantoscurrina

ACN : acetonitrila

Boc : f-butiloxicarbonil

BOP : hexafluorofosfato de benzotriazol-1-il-oxi-tris-(dimetilamino)fosfônio

2-Br-Z : 2-bromo-benziloxicarbonil

But : f-butil

Bzl : benzil

2-CI-Z : 2-c1oro-benziloxicarbonil

CaC03 : Carbonato de cálcio

Chef I : cheferina I

Chef la : cheferina I amidada

CLEAR: resina com ligações cruzadas de etoxileno e acrilamida

DBU : 1,8-diazabiciclo[5,4,O]undeca-7-eno

DCM : diclorometano

DCP: dicetopiperazina

DIC : N,N'-diisopropilcarbodiimida

DIPEA: N,N'-diisopropiletilamina

DMAP : dimetilaminopiridina

Dmb : dimetilbenzil

·DMF: N,N'-dimetilformamida



DMSO: dimetilsulfóxido

DVB : divinilbenzeno

EDC : 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)-carbodiimide

FACS : "Fluorescence activated cell sorting"

FAM : carboxifluoresceína

FITC : isotiocianato de fluoresceína

Fmoc : 9-f1uorenilmetiloxicarbonil

GRP : proteína rica em glicina

GS : grau de substituição

HAc : ácido acético

HATU: hexafluorofosfato de 2-(1-H-7-azabenzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametilurônio

HCI : ácido clorídrico

HF : fluoreto de hidrogênio

HFIP : 1,1,1 ,3,3,3-hexafluoroisopropanol

Hmb : 2-hidroxi-4-metoxibenzil

HMPB : ácido 4-(4-hidroximetil-3-metoxifenoxi)-butírico

HOBt : N-hidroxibenzotriazol

HRGPs : glicoproteínas ricas em hidroxiprolinas.

LiCI : cloreto de lítio

LC/ESI-MS: cromatografia líquida acoplada à espectrometria de massas com ionização por

electrospray

MBHA : 4-metil-benzidrilamina

MeOH : metanol

MIC: concentração mínima inibitória

NaCI04 : perclorato de sódio

NIR-FT-Raman : espectroscopia Raman próximo ao infravermelho com transformada de

Fourier

NMP : N-metilpirrolidona

OBut : éster t-butílico

PAM : resina p-hidroximetilfenilacetamidometil

PEG : polietilenoglicol

Pmc: 2,2,5,7,8-pentametilcromano-6-sulfonil

PS : poliestireno

Rink amida : resina 4-(2',4'-dimetóxifenil-Fmoc-aminometil)-fenóximetil

RP-HPLC : cromatografia líquida de alta eficiência de fase reversa

SAR : relação estrutura-atividade

SCPFS : síntese convergente de peptídeos em fase sólida



SPFS : síntese de peptídeos em fase sólida

TBTU : tetrafluoroborato de 2-(1-H-benzotriazol-1-il)-1 ,1 ,3,3-tetrametilurônio

TEA : trietilamina

THF : tetraidrofurano

TFA : ácido trifluoroacético

TFE : 2,2,2-trifluoroetanol

TFMSA : ácido trifluorometanosulfônico

TIS: triisopropilsilano

Tos: tosil

Trt : tritil
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1. INTRODUCÃO

1.1. As doenças infecciosas e o seu controle

Ao longo da história, o homem enfrentou epidemias causadas por diversos agentes

infecciosos qué dizimaram populações na Europa e na Ásia (LEDERBERG, 2000). A peste

bubônica ou peste negra, a varíola, o tifo (séculos XIV-XV), a cólera e a febre puerperal

(início do século XIX; TITBALL, 2004) são bons exemplos. Na América, a descoberta e a

invasão pelos conquistadores europeus foram acompanhadas de doenças infecciosas como

varíola, tifo, gripe e sarampo, que dizimaram parcialmente os nativos e os tornaram menos

resistentes à conquista.

Da mesma forma que os conquistadores europeus trouxeram doenças infecciosas à

América, eles levaram dela a sífilis, uma doença adquirida através de seus abusos sexuais,

que na Europa acabou com a vida de reis, escritores, artistas, etc (WHO, 2000).

Na epóca não se sabia a origem destas infecções. Em 1530, Girolomo Fracastoro

propôs que as doenças infecciosas seriam produzidas por contato direto e indireto com

partículas que ele chamou de "esporos ou sementes". As suas descobertas deram o

primeiro indício do que seria a "teoria de contágio": "Eu chamo de fomites tais coisas como

roupas, lençóis, etc., que apesar de não serem corrompidos por si próprios podem,

entretanto, lançar as sementes essenciais do contágio e, assim, causar a infecção."

(FRACASTORO; WRIGHT, 1930).

Após 350 anos da proposta de Fracastoro, Louis Pasteur propôs a "teoria germinai

das doenças infecciosas", na qual toda doença infecciosa tem sua causa em um micróbio

que pode infectar a outras pessoas e propagar-se. Esta proposição, assim como a invenção

do microscópio por Antonio van Leeuwenhoek, permitiram a identificação dos micróbios

causadores das doenças infecciosas e a procura de formas para combatê-Ias (WHO, 2000).

Um dos relatos mais antigos sobre o uso de terapia antimicrobiana data de 1627,

quando missionários jesuítas observaram que os índios peruanos utilizavam o extrato da

casca da árvore Cinchona no tratamento da malária. Eles a levaram para Europa para

controlar a doença causada pelo Plasmodium falciparum. Posteriormente, foi descoberto
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que o extrato desta planta contém a quinina, um alcalóide que atualmente é o fármaco mais

eficiente para o tratamento da malária (LEDERBERG, 2000).

Outro relato interessante foi feito em 1783 por David Forbes em uma comunicação à

Ethnological Society of London: ele descreveu que·os índios peruanos curavam a sífilis com

soluções de mercúrio de uso tópico (TELLO, 1908).

Em 1789, Edward Jenner descobriu a vacina (derivado do latim "vaccinia" que

significa vaca) como método de imunização ao observar que as mulheres que ordenhavam

vacas adquiriam a varíola bovina, um tipo mais suave de doença se comparado à varíola

humana. Ele recolheu o líquido das pústulas destas mulheres e infectou uma criança de 8

anos. ° menino contraiu esta doença branda e, em pouco tempo, ficou recuperado. Em

seguida, quando exposto à varíola humana, ele não contraiu a doença (PARRINO;

GRAHAM, 2006).

Com a aceitação da "teoria germinai das doenças infecciosas" proposta por Pasteur,

os materiais hospitalares começaram a ser fervidos para esterilização e o leite passou a ser

pasteurizado para evitar o contágio de doenças infecciosas como a febre tifóide e a

tuberculose (LEDERBERG, 2000).

No final do século XIX, as novas descobertas realizadas por L. Pasteur e R. Koch

como as dos agentes etiológicos do antraz ou carbúnculo, da tuberculose e do cólera, das

vacinas contra a raiva e antraz, bem como a descoberta dos vírus por D. Iwanoski e M.

Beijenrick, iniciaram a era de ouro da microbiologia (LEDERBERG, 2000, BOSCH; ROSICH,

2008).

No início do século XX, P. Ehrlich observou que os microorganismos podiam ser

corados especificamente em relação às células humanas para evidenciar neles a presença

de receptores específicos. Assim, este pesquisador concebeu a idéia de um composto que

seria tóxico para um parasita e inócuo para o seu hospedeiro. Após 606 experimentos,

descobriu sua primeira "bala mágica" (que foi chamada de 606, asfernamina ou Salvarsan)

um derivado do arsênico eficaz no tratamento da sífilis. Esta descoberta foi o passo inicial

para a atual quimioterapia antimicrobiana (BOSCH; ROSICH, 2008).
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Em 1928, A. Fleming, trabalhando com culturas de Staphy/ococcus, observou que

algumas das placas havíam sido contaminadas com um mofo que tinha causado a formação

de halos de inibição de crescimento. Posteriormente, ele identificou o mofo como fungos do

gênero Penicillum e chamou a substância produzida por eles de penicilina (STEINBERG;

RASO, 1998). Esta descoberta revolucionou a terapia antibacteriana e a Medicina, pois a

penicilina foi muito utilizada durante a Segunda Guerra Mundial (WHO, 2000).

Nesta mesma época, G. Domagk, trabalhando com compostos derivados da sulfa,

descobriu que o Prontosil vermelho curava camundongos que receberam doses letais de

Streptococcus hemolíticos (BOSCH; ROSICH, 2008). Este composto foi utilizado com êxito

no controle da febre puerperal na Europa e, em seguida, deu origem derivados de sulfa, tais

como sulfonamida e sulfonamilamida desenvolvidos por A. J. Evans e usados com grande

êxito no combate de Streptococcus (WHO,.2000).

Posteriormente, foram descobertos alguns outros antibióticos (estreptomicina,

isoniazida, rifampicina) que foram utilizados com eficácia na quimioterapia antibacteriana.

Atualmente, contamos com uma ampla gama de antibióticos do tipo aminoglicosídeos,

carbapenemos, cefalosporinas, glicopeptídeos, macrolideos, tetraciclinas, sulfonamidas e

quinolonas (DEMONTY, 1996).

Com respeito à terapia antiviral, esta começou em 1970 com a introdução do

aciclovir, um potente antiviral usado contra herpes zoster, simples e genital (SUPERTI et aI.,

2008). Na década de 80, a AIDS (Síndrome de Imunodeficiência Adquirida) começou a

produzir vítimas convertendo-se em uma epidemia de caráter mundial, mas em 1983, R.

Gallo e L. Montagnier (este último agraciado com o Prêmio Nobel de Medicina de 2008)

descobriram que o vírus HIV (Vírus da Imunodeficiência Humana) era o agente etiológico

desta doença (MONTAGNIER, 2002; GALLO, 2002). Em 1985, foi introduzida a Zidovudina

(AZT), um inibidor da transcriptase reversa ou inversa do vírus. Posteriormente, foram

descritos os inibidores de proteases e o Fuzeon® (Roche) ou enfuvirtida, um peptídeo de 36

resíduos de aminoácidos que inibe a fusão do vírus HIV nos linfócitos (BRAY, 2003;
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KITCHEN et aI., 2008). Atualmente, existe um interesse mundial pela procura de uma

vacina contra o HIV, mas, infelizmente, até agora ela ainda não foi desenvolvida.

Existe uma ampla variedade de antibióticos usados como armas para o combate das

doenças infecciosas. Infelizmente, em muitos casos eles não são eficazes devido ao

aumento de cepas microbianas resistentes. Somado a este problema, está o fato de que as

grandes empresas farmacêuticas vem diminuindo o investimento para a procura de novos

antibióticos peptídicos devido às seguintes razões: 1) ciclo de vida curto dos mesmos, pois

em pouco tempo aparecem cepas resistentes a eles; 2) a terapia antimicrobiana é aguda e

não crônica; 3) padrões estatísticos exigidos para demonstrar a eficácia e superioridade das

novas drogas experimentais em ensaios clínicos (medida que foi imposta pela Agência

Americana de Administração de Alimentos e Drogas; FDA), dificultam a aprovação de

novos antibióticos (PROJAN, 2003; BRENNER; ELLlS-GROSSE, 2006).

Assim, se faz necessário pesquisar novos alvos diferentes daqueles dos antibióticos

comerciais. Para isso são usadas abordagem experimentais como o sequenciamento dos

genomas dos microorganismos, a genômica funcional e análises por microarranjos. Como

estas abordagens modernas ainda não estão dando os resultados que se esperava,

continua-se a investir na busca novos veículos e compostos antimicrobianos

(SULAKVELlDZE, 2005). Os bacteriófagos, bacteriocinas e os peptídeos antimicrobianos

são antibióticos potenciais devido às razões expostas a seguir:

a) Bacteriófagos: também chamados de fagos, são vírus que infectam bactérias para se

replicar dentro delas. Após a replicação, alguns bacteriófagos Iisam as bactérias

hospedeiras e são liberados ao meio ambiente para infectar novas bactérias e repetir o ciclo.

Este ciclo é conhecido como ciclo lítico e foi descoberto por F. Twort e F. D'Herelle

independentemente em 1915 e 1917, respectivamente (DUCKWORTH, 1976). Como estes

viruses não são tóxicos para plantas e animais e cepas bacterianas se tornaram resistentes

a múltiplas drogas, eles passaram a ser considerados como passíveis de utilização em

terapia antibacteriana. As abordagens podem incluir: 1) o seu uso direto como agentes
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antibacterianos; 2) o uso das suas enzimas responsáveis pela Iise celular como agentes

antibacterianos; 3) o seu uso para o entendimento dos mecanismos de lise bacteriana

induzida por fagos e a conseqüente identificação de novos alvos (SULAKVELlDZE, 2005). É

essencial mencionar que mesmo diante do fato de as bactérias poderem adquirir resistência

aos fagos, o uso de bacteriófagos na terapia antibacteriana ainda é visto como bastante

promissor, pois os fagos coevoluem com as bactérias hospedeiras. Portanto, é possível

isolar fagos mutantes que conseguem lisar as bactérias mutantes resistentes (SUMMERS,

2001 ).

b) 8acteriocinas: são toxinas bactericidas produzidas por bactérias e arqueae que não

causam danos a elas mesma, mas inibem o crescimento de cepas bacterianas similares ou

relacionadas (FARKAS-HIMSLEY, 1980; KIRKUP, 2006). Existem três tipos de

bacteriocinas (COTTER et aI., 2005): 1) os lantibióticos, que são peptídeos « 5 kDa)

termoestáveis que possuem na sua estrutura os aminoácidos modificados lantionina e metil­

lantionina (JUNG, 1991; JACK et aI., 1994; WILLEY; VAN DER DONK, 2007); 2) as

bacteriocinas não lantibióticos, que também são peptídeos « 10 kDa) termoestáveis mas

não possuem modificações pós-transcrição como os lantibióticos (GALVEZ et aI., 2007); 3)

as bacteriolisinas, que são estruturas proteicas (> 30 kDa) termolábeis com mecanismo de

ação diferente do das outras bacteriocinas e que causam lise celular via hidrólise de

componentes da parede celular (COTTER et aI., 2005). As bacteriocinas mostraram ter um

grande potencial na preservação de alimentos (GALVEZ et aI., 2007) por não serem tóxicas

às células eucarióticas, serem inativadas pelas proteases gástricas, serem estavéis ao calor,

tolerarem variações de pH, terem como alvos a parede celular ou a membrana

citoplasmática, apresentarem um relativamente amplo espectro de ação. O valor deste

potencial fez com que o FDA liberasse o lantibiótico Nisina para seu uso na preservação de

alimentos (KIRKUP, 2006).

c) Peptídeos antimicrobianos: são peptídeos contendo 12-100 resíduos de aminoácidos

produzidos pelos organismos procariotos e eucariotos que apresentam atividade frente a

vírus, bactérias, fungos e alguns protozoários (JENSSEN et aI., 2006).
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1.2. Peptídeos antimicrobianos (AMPs)

Inicialmente, estes compostos foram considerados como uma relíquia evolucionária

insignificante do sistema imune inato em comparação com a resposta específica a antígenos

do sistema imune adquirido. Entretanto, nos ultimos anos, esta visão mudou devido à

comprovação da sua onipresença em plantas e animais, à sua distribuição em diversas

locações anatômicas, à descoberta de doenças contraídas na sua ausência ou mau

funcionamento (RIVAS; GANZ, 1999) e à observação de que in vitro estes compostos eram

ativos frente a patógenos de importância médica. Eles apresentam em sua estrutura

elementos que facilitam a sua interação com as membranas celulares carregadas

negativamente e tal interação consiste no primeiro passo para o desencadeamento da sua

ação antimicrobiana (JOERGER. 2003).

Boa parte dos AMPs se caracteriza por sua carga líquida de +2 a +9 e por adotar

uma estrutura anfipática em solução ou em contato com fosfolipídios ou membranas-alvo

(GIULlANI et aI., 2007). A sua expressão pode ser constitutiva ou induzida por estímulos

inflamatórios (citocinas pró-inflamatórias) ou infecciosos (carga microbiana) (HANCOCK,

2001 ).

Eles podem apresentar dois mecanismos no desencadeamento de seus modos de

ação (Figura 1; POWERS; HANCOCK, 2003; GIULlANI et aI., 2007):

1) Mecanismos destrutivos à membrana celular, que compreende os modelos de carpete

("carpet"), "barrei stave", poro toroidal e "detergent-like" (agregados micelares);

2) Mecanismos não destrutivos à membrana celular (envolvendo alvos intracelulares).

a) Mecanismo de ação: modelo carpete ("carpet")

Neste mecanismo, os peptídeos interagem com a superfície negativa da membrana

celular (cabeças polares dos fosfolípideos que as compõem) para formar agregados de alta

densidade que cobrem a membrana como se fosse um carpete. Ao alcançar uma

determinada densidade estes agregados causam o rompimento da membrana
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(BECHINGER; LOHNER, 2006). A dermaseptina utiliza este mecanismo de ação no

desencadeamento de sua atividade antimicrobiana (GIULlANI et aI., 200?).

A",

Síntese de DNA e RNA

poro, I',':,

E~

T

Pep)ídeos ligados à membrana externa

C O

,'llllmrmn /.5~;~(~;~~ifJ
,' ...:-
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'~ :Outros alvos

T
"
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Síntese de proteínas Enovelamento de proteínas

Figura 1: Modelos de mecanismos de ação dos peptídeos antimicrobianos (Extraído de

GIULlANI et aI.; 200?). (A) "carpet", (B) "barrei stave", (C) poro toroidal, (D) "detergent Iike" e

(E) mecanismos não destrutivos de membrana.

b) Mecanismo de ação: modelo "barrei stave"

Este mecanismo envolve as inserção perpendicular e agregação de pequenos

peptídeos, criando poros na membrana celular. É necessário que eles apresentem

estruturação em a-hélice ou em folhas-J3 pregueadas anfipáticas para permitir a formação do

poro transmembranar (SHAI; OREN, 2001). De fato, as regiões hidrofóbicas se dispõem em

paralelo às caudas hidrofóbicas dos fosfolipídios da bicamada lipídica e as regiões

hidrofílicas se voltam para o interior do poro transmembranar criado (GIULlANI et aI., 200?).

o processo compreende a ligação do peptídeo na forma monomérica à membrana (o que o

faz assumir estrutura secundária), agregaçã~ dos diversos monômeros, inserção dos
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peptídeos na membrana e vazamento do conteúdo intracelular. A alameticina é um bom

exemplo de AMP que apresenta este mecanismo, formando poros transmembranares de 2-3

A (SANSOM, 1993).

c) Mecanismo de ação: poro toroidal

É uma extensão do mecanismo "barrei stave", mas nesse caso os poros são

formados por moléculas de peptídeos que se estruturam e Iipídeos alinhados a eles

(BECHINGER; LOHNER, 2006). A magainina-2 é caracterizada por apresentar este

mecanismo (MATSUZAKI et aI., 1996).

d) Mecanismo de ação: "detergent like" (agregados micelares)

Este mecanismo representa a explicação mais aplicável para os AMPs cujo alvo final

é a membrana celular. Neste modelo, os peptídeos se reorientam, associam e intercalam à

membrana formando micelas ou agregados que causam o rompimento da membrana

(POWERS; HANCOCK, 2003; BECHINGER; LOHNER, 2006).

e) Mecanismos de ação não destrutivos à membrana celular

Existem AMPs que atravessam a membrana celular sem danificá-Ia. É o caso das

defensinas de plantas (cuja atividade antifúngica é baseada no influxo de Ca+2 dentro da

célula-alvo desencadeado por sua interação direta ou indireta com o canal de Ca+2 de

membrana; RIVAS; GANZ, 1999), do análogo de sapecina (que ativa os neutrófilos através

da interação com a calreticulina; CHO et aI., 2001), do peptídeo híbrido cecropina-melitina

(que induz a produção de NO em macrófagos; VELASCO et aI., 1997), da 5-s-GAD (que

está envolvida na produção de H20 2 e inibição de tirosina-quinase; AKIYAMA; NATORI,

2003) e da pirrocoricina (que se liga à proteína de choque térmico DnaK e inibe o

enovelamento de proteínas assistido por chaperonas; KRAGOL et aI., 2001).
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f) Classificação dos peptídeos antimicrobianos

Nos últimos anos, centenas de AMPs foram isolados. Assim, classificações

diferentes foram propostas. Inicialmente, a c1asificação se baseou unicamente na seqüência

ou estrutura primária (ANDREU; RIVAS, 1998). Posteriormente, a estrutura secundária

passou a ser considerada (BULET et aL, 1999). Atualmente, a classificação que se baseia

na composição de aminoácidos e estrutura secundária divide os AMPs em (BRODGEN,

2005): peptídeos aniônicos; peptídeos catiônicos lineares com estrutura em a-hélice;

peptídeos aniônicos e catiônicos que contém Cys e pontes dissulfeto; peptídeos aniônicos e

catiônicos que são fragmentos de proteínas; peptídeos catiônicos ricos em aminoácidos

específicos.

AMPs aniônicos

Apesar de a maioria dos AMPs serem catiônicos, muitos são aniônicos como, por

exemplo, os peptídeos associados ao surfactante pulmonar ovino que é ativo contra as

bactérias Mannheimia hemolytica, E. coli e Klebsiella pneumoniae. Estes AMPs se

caracterizam por seu alto conteúdo de Asp e por não terem a sua atividade aumentada em

presença de Zn2
+ (BRODGEN et aL, 2003). Infelizmente, ainda se desconhece como eles

desencadeiam sua atividade antimicrobiana.

A maximina H5 é outro representante deste grupo de peptídeos, que foi isolado da

pele do sapo Bombina maxima e apresenta atividade contra S. aureus (LAI et aL, 2002). Já

a dermicidina, que faz parte do sistema imune inato de muitas espécies de vertebrados e é

produzida pelas glândulas de sudoríparas, é ativo contra E. calí, E. faecalis, S. aureus e C.

albicans, mesmo em diferentes pH e altas concentrações de sal (SCHITIEK et aI., 2001).

É sabido que os peptídeos que apresentam a-hélices hidrofóbicas ou pouco

aniônicas são mais seletivos para células de mamíferos do que para as microbianas

(EPAND; VOGEL., 1999). É o caso da alameticina, um peptídeo que se estrutura em a­

hélice hidrofóbica carregada negativamente que forma poros membranares através dos
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quais passam íons (SANSOM, 1991). Igualmente, a gramicidina A age formando hélices

seletivas a cátions que atravessam a membrana celular (KETCHEM et aL, 1993).

AMPs catiônicos lineares com estruturas em a-hélice

Os peptídeos que formam a-hélices anfipáticas catiônicas são os mais estudados.

Estes exibem toxicidade seletiva aos micróbios. A cecropina, isolada da pupa do bicho da

seda Hyalophora cecropia (SOMAN, 1991), foi o primeiro AMP descoberto que apresentava

este tipo de estruturação. Posteriormente, foram descobertos outros em insetos, intestino de

porco e nas células do sangue de um protocordado marinho. A magainina, por exemplo, foi

isolada da secreção da pele de Xenopus laevis e contém 23 aminoácidos (ZASLOFF, 1987).

A importância da estruturação em a-hélice anfipática na atividade antimicrobiana da

magainina foi demonstrada quando, pela substituição de alguns dos seus resíduos de

aminoácidos pelos isômeros O, os análogos resultantes apresentaram conteúdo helicoidal e

atividade antimicrobiana inferiores àqueles do peptídeo original (CHEN et aL, 1988). Por

outro lado, tal importância foi questionada em outros estudos, tais como aquele referente à

pardaxina (AMP isolado do peixe Pardachirus marmoratus com atividade citotóxica em

micróbios e células de mamíferos), no qual a incorporação de O-aminoácidos na seqüência

fez com que a estruturação fosse alterada de a-hélice para folha-J3 e a sua atividade

hemolítica fosse reduzida com manutenção da atividade antimicrobiana (OREN et aL, 1999).

AMPs aniônicos e catiônicos que contém Cys em pontes dissulfeto.

Eles se caracterizam por apresentar atividade antifúngica e antibacteriana, porém

pouco é conhecido sobre o modo pelo qual eles danificam as membranas celulares-alvo

(EPANO; VOGEL, 1999).

As defensinas são os representantes principais desta classe. Elas contêm 29-40

aminoácidos, 6 cisteínas que formam 3. pontes dissulfeto. Dependendo do arranjo das

pontes dissulfeto, elas se subdividem em a- e J3-defensinas e são bastantes ativas contra

bactérias, fungos e vírus com envelope (GANZ et aL, 1985; LEHRER et aL, 1983). São

produzidas nos grânulos dos neutrófilos (pelos leucócitos, células epiteliais do intestino, rins
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e trato genito-urinário feminino), fazendo parte do sistema imune inato (HANCOCK;

LEHRER, 1998). Os insetos e as plantas são as fontes de defensinas, sendo as vegetais

chamadas de tioninas. Geralmente, as defensinas apresentam uma estrutura [3 anfipática e

as de plantas e insetos apresentam uma a-hélice adicional (EPAND; VOGEL, 1999).

As protegrinas e taquiplesinas, isoladas de neutrófilos de porco e hemócitos do

carangueijo Tachypleus tridentatus, respectivamente, são peptídeos antimicrobianos que se

estruturam em grampo de fitas [3-antiparalelas (dobra (3) estabilizado por duas pontes

dissulfeto. Estes peptídeos são ativos contra bactérias, fungos e certos vírus (SHI; GANZ,

1998; HANCOCK; LEHRER, 1998). A gomesina, isolada da hemolinfa da aranha

Acanthoscurria gomesiana, também apresenta uma estrutura semelhante e atividade

antibacteriana, antifúngica e antiparasítica (SILVA et aL, 2000). Ainda neste grupo

enquadra-se a androctonina, peptídeo antimicrobiano não hemolítico isolado do escorpião

Androctonus australis, que apresenta duas pontes dissulfeto, inibe o crescimento de

bactérias, possui um amplo espectro de ação contra fungos filamentosos e não é hemolítico

(HETRU et aL, 2000).

Se por um lado a taquiplesina permeabiliza membranas bacterianas e bicamadas

lipídicas artificiais e se transloca através da membrana celular gerando poros transitórios de

forma similar ao que ocorre com a magainina (EPAND; VOGEL, 1999), a protegrina forma

dímeros na presença de micelas de fosfolípideos, sugerindo que a oligomerização frente à

membrana celular-alvo seja uma etapa no seu mecanismo de ação (LEHRER; GANZ, 1999).

AMPs aniânicos e catiânicos que são fragmentos de proteínas

Estes peptídeos, derivados de processamento enzimático de proteínas de alta massa

molecular, tais como lactoferrina, hemoglobina, globina, caseína, lisozima e ovoalbumina

apresentam estruturas e composições similares às de outros tipos de peptídeos. O seu

papel no sistema imune inato ainda não está esclarecido (BRODGEN et aL, 2005). Os

fragmentos derivados de lactoferricina e hemoglobina são os mais estudados (HAUG et aI.,

2007; MACHADO et aL, 2007; MAK, 2008). Os primeiros se caracterizam por apresentar um
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amplo espectro de ação (bactérias e fungos) e por possuir atividade antiviral, antitumoral e

propriedades imunogênicas (GIFFORD et aI., 2005). Os segundos também apresentam

várias atividades biológicas (opióide, analgésica, hematopoiética, imunomoduladora e

antimicrobiana, entre outras; KARELlN et aI., 1998; FOGAÇA et aI., 1999; DUBIN et aI.,

2005).

AMPs catiônicos ricos em aminoácidos específicos

Eles podem ser ricos em Pro, Gly, His, Arg e Trp.

Os AMPs ricos em Pro se caracterizam por serem específicos para bactérias Gram­

negativas. O seu modo de ação ainda não é entendido. Alguns destes peptídeos

apresentam glicosilações essenciais às ações biológicas (BULET et aI., 1999; HOFFMANN

et aI., 1996). A apidecina é o protótipo desta família, tendo sido inicialmente isolado de

abelha (CASTEELS et aI., 1989; EPAND; VOGEL, 1999). Outros peptídeos ricos em Pro

foram caracterizados de Himenópteros (abecinas), Hemípteros (pirrocoricina de Pyrrhocoris

apterus) e Dípteros (drosocina de D. melanogaster). Eles apresentam um certo grau de

similaridade de sequência e, por isto, foi proposto que eles poderiam derivar de um

precursor comum chamado Protoabecina (LEVASHINA et aI., 1995). A "metchnikowin" é um

peptídeo rico em Pro isolado de Drosophila melanogaster. Estranhamente, ele é ativo contra

bactérias Gram-positivas e fungos (LEVASHINA et aI., 1995).

Os AMPs ricos em Arg e His são de grande interesse no desenho de novas drogas

devido à sua dupla capacidade de agir como agentes antimicrobianos e transportar DNA ao

núcleo das células. Estas duas capacidades podem ser de grande utilidade no tratamento

de doenças -como a fibrose cística, onde o peptídeo poderia ser usado como parte da terapia

gênica e, ao mesmo tempo, agir como agente antimicrobiano (MASON et aI., 2006).

Exemplos deles são o LAH4, o H5WYG, o MUC7 D1 e as histatinas.

Os AMPs ricos em Arg e Trp, tais como a indolicidina e a tripticinina, pertencentes à

família de catelicidinas, se caracterizam por serem potentes e apresentarem amplo espectro

de ação (SELSTED et aI., 1992; LAWYER et aI.; 1996). O Trp na sequência destes

peptídeos apresenta afinidade pela interface hi~rofóbica da bicamada lipídica e os_ resíd~os
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de Arg das extremidades são importantes para a interação com as cabeças polares

negativamente carregadas dos fosfolípideos da membrana celular. Por outro lado, os dois

aminoácidos participam de interações cátion-TT que ampliam as interações membrana-

peptídeó (CHAN et aL, 2006).

Os AMPs ricos em Gly se caracterizam por conter na sua seqüência 10-70% deste

aminoácido. Os conhecidos foram isolados de insetos dípteros (diptericinas, atacinas e

sarcotoxinas), lepidópteros (atacinas), himenópteros (himenoptaecinas), coleópteros

(coleoptericina, holotricina e tenecina), hemípteros (hemiptericina), aranhas (acantoscurrina)

e plantas (cheferinas). Muitos só exibem atividade antifúngica como o AFP (Hantifungal

protein"; IIJIMA et aL, 1993), a holotricina 3 (LEE et aL, 1995) e a tenecina (JUNG et aL,

1995). Outros, como as gloverinas (AXÉN et ai, 1997) e as cheferinas I e 11 (PARK et aL,

2000), apresentam atividades antifúngica e frente a bactérias Gram-negativas. Já a

armadilina, apresenta atividade contra bactérias Gram-positivas (HERBINIERE et aL, 2005).

Alguns genes que codificam sequências ricas em Gly homólogas às dos AMPs foram

encontrados em uma biblioteca de HExpressed sequence tags" (ESTs) de hemócitos de

Penaeus monodon (SUPUNGUL et aL, 2004). Os peptídeos AFP, armadilina,

acantoscurrina, holotricina 3, tenecina e cheferinas apresentam um conteúdo excepcional de

Gly (>40%).

1.3. Antimicrobianos peptídicos ricos em glicina

Encontrados em animais, plantas e microorganismos (SACHETIO-MARTINS et aL,

2000).

a) Proteínas ricas em glicina (GRPs)

Geralmente as GRPs animais estão envolvidas em interações. proteína-proteína

como, por exemplo, as queratinas e outras proteínas dos filamentos intermediários

(JORCANO et aI., 1984), as loricrinas (que são os componentes mais abundantes dos

envelopes celulares córneos dos queratinócitos epidermais e contribuem como uma barreira
. .
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física da pele) e as proteínas que ligam RNA de cadeia simples envolvidos na formação de

ribonucleoproteínas (HEINTZEN et aI., 1994; MORTERSON; DREYFUSS, 1989; STEINERT

et aI., 1991).

Sequências ricas em Gly também foram encontradas nas proteínas da seda das

aranhas (espidroína) e dos bichos da seda (fibroína) (XU; LEWIS, 1990; BECKWITT;

ARCIDIACONO, 1994), nas proteínas da casca de ovo de Schistosoma mansoni (PENA et

aI., 1990), em uma toxina da cianobactéria Scytonema sp. (SATHIYAMOORTHY;

SHANMUSGASUNDARAM, 1996) e em proteínas vegetais de diversas localizações e

funções (OBOKATA et aI., 1991; SHOWALTER, 1993). Também foram identificados alguns

genes que codificam regiões ricas em Gly de proteínas do fungo Phytophtora infestans

(PIETERSE et aI., 1994). No caso da queratina, os domínios ricos em Gly são flexíveis e

participam das interações proteína-proteína. De fato, a alta flexibilidade parece auxiliar as

proteínas que contém tais domínios a assumir as conformações necessárias ao

estabelecimento das interações com outras proteínas.

Várias seqüências de genes grp que expressam GRPs em plantas e as suas

localizações subcelulares já foram descritas, indicando que as GRPs estão implicadas em

diversos processos fisiológicos. GRPs têm sido encontradas: 1) nos tecidos vasculares,

como as GRP 1.8 e GRP 1 de feijão (Phaseolus vulgaris) que são expressas nas células do

protoxilema e do floema (KELLER et aI., 1989; CONDIT, 1993), respectivamente; 2) na

epiderme, como a MA-16 localizadas nos tecidos epidermais escutelares e em células

epidermais de folhas embrionárias (G6MEZ et aI., 1988); 3) nas flores, usualmente nas

anteras, como os genes ta13 e ta29 do tabaco ou as GRPs relacionadas à oleosina

expressas em Arabidopsis e Brassica (KOLTUNOW et aI., 1990; DE OLIVEIRA et aI., 1993;

RUITER et aI., 1997); 4) nos frutos, como o Tmf-S do tomate (expresso em todos os tecidos

do fruto verde imaturo) ou o gene grp da orquídea associado ao óvulo (SANTINO et aI.,

1997; NADEAU et aI., 1996); 5) nos nódulos, como as 5 GRPs de Vicia faba (SCHRODER

et aI., 1997); 6) nas raízes, como a ZmGRP-4 do milho (MATSUYAMA et aI., 1999). Porém,
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os dados já obtidos não permitem uma conclusão sobre suas funções biológicas

(SACHEITO-MARTINS et aL, 2000).

As GRPs vegetais possuem um maior conteúdo de Gly (60-70%) do que as animais.

Além disso, a maioria delas faz parte de uma classe de proteínas estruturais· de parede

celular (SACHETTO-MARTINS et aL, 2000; RINGLI et aL, 2001). Relativamente às

glicoproteínas ricas em hidroxiprolinas (HRGPs) e as proteínas ricas em Pro (PRPs), pouco

se sabe sobre elas (SHOWALTER, 1993).

Algumas especulações são feitas a partir da análise das sequências de aminoácidos

das GRPs vegetais e sua identidade com outras proteínas. Assim, por exemplo, devido à

analogia com HRGPs, se acredita que as GRPs possam se aglutinar formando agentes que

permitam o acúmulo de constituintes da parede celular como a lignina. Devido à presença

de tripeptídeos repetitivos compostos de Tyr, His, Arg, Asn ou Gln acredita-se que as GRPs

possam interagir com a matriz extracelular de forma similar à sequência RGD das adesinas

de mamíferos. Outras possíveis funções seriam as de atuar como um "linker" entre a

membrana e o citoesqueleto ou entre a membrana e a parede celulares, ligar-se a RNA ou

ribonucleoproteínas ou estarem envolvidas na estabilização de lipídeos (SACHETTO­

MARTINS et aL, 2000). A expressão em poucas linhagens celulares vegetais,

particularmente em células do xilema, pode indicar que elas estariam relacionadas a

propriedades específicas de algumas paredes celulares (RINGLI et aL, 2001).

A expressão de alguns genes que codificam GRPs em plantas pode ser regulada por

fatores biológicos, físicos ou químicos (SHOWALTER et aL, 1991; L1N et aI., 2005): por

exemplo, uma diminuição nos níveis das auxinas causa um acúmulo de GRP, indicando que

o fitohormênio exerce um efeito regulador negativo. Por outro lado, também foi observada

uma correlação entre a expressão de GRPs e os níveis do ácido abscísico (ABA), que é um

outro fitohormênio relacionado ao desenvolvimento das sementes e de resposta adaptativa

das plantas frente a condições adversas (REDDY; POOVAIAH, 1987; SACHETTO­

MARTINS et aL, 2000). Os processos biológicos regulados pelo tempo (posicionamento das

folhas, aberturas dos estomas e fotosíntese), também chamados de ritmo circadianos,
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também influenciam a expressão das GRPs (CARPENTER et aI., 1994; HEINTZEN et aI.,

1994). Durante o estresse por falta de água, frio, luz e ferimentos são produzidas

quantidades significativas de GRPs, indicando que elas participam na proteção ou na

reconstituição das paredes celulares danificadas (KELLER et aI., 1989). Todas estas

observações, portanto, sugerem que as GRPS participam de processos celulares

importantes.

Também é sabido que durante a infecção por fungos ou vírus patogênicos muitas

plantas expressam determinadas GRPs. É o caso da expressão dos genes Hvgrp-2 e -3 em

Hordeum vulgare em resposta à infecção pelos fungos Erysiphe graminis e Rynchosporium

secalis e da expressão de genes de GRPs no tabaco induzidas por glicanos durante a

infecção pelo fungo Phytophthora megasperma (BRADY et aI., 1993).

Algumas GRPs com atividade antimicrobiana já foram isoladas de Capsella bursa-

pastoris e de Triticum kiharae. Também foram feitas especulações de que GRP 1.8 poderia

formar camadas de parede celular antimicrobiana na interface protoxilema-xilema (PARK et

aI., 2000; EGOROV et aI., 2005; RINGLI et aI., 2001), observações estas que nos levam a

pensar que as GRPs também teriam uma função antimicrobiana nas plantas.

b) Peptídeos ricos em glicina isolados de plantas

Vários peptídeos antimicrobianos isolados de plantas foram descritos. Em geral, eles

possuem 4, 6 ou 8 Cys envolvidas em pontes dissulfetos que restringem a sua variabilidade

conformacional em solução. Eles podem ser classificados em 7 famílias (EGOROV et aI.,

2005): peptídeos ricos em Gly (PARK et aI., 2000), tioninas, defensinas, peptídeos tipo

heveína ou "cystein-knot peptide" (BROEKAERT et aI., 1997) e peptídeos homólogos ao

MBP-1 do milho (DUVICK et aI., 1992).

Existem outros peptídeos que não se encaixam nessa classificação como o Ib-AMP

de Impatients balsamina que possui 4 Cys (TAILOR et aI., 1997) e a esnaquina da batata,

que contém 12 Cys. No trigo, foram encontrados quase todos os tipos de AMPs, o que é

vantajoso para o controle de patógenos porque a probabilidade de aquisição de resistência
- - -
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fica reduzida (EGOROV et aI., 2005). Os Ac-AMP 1 e 2 isolados das sementes de

Amaranthus caudatus são peptídeos que apresentam 6 Cys e 7 Gly (24%), grande

similaridade com proteínas que ligam quitina (tais como as quitinases, lectinas e heveínas),

atividade frente aos fungos patogênicos Alternaria brassicola, Ascochyta pisi, Botrytis

cinérea, Colletotrichum Iindemuthianum, Fusarium culmorum e Verticillum dahliae e

atividade frente ao fungo saprofítico Trichoderma hamaratum (BROEKAERT et aI., 1992). As

Pn-AMP 1 e 2 são outros dois peptídeos antimicrobianos isolados das sementes de

Pharbitis nil que exibem homologia com as heveínas, contém 8 Cys e 7 Gly (18%) e são

ativos contra Botrytis cinérea, Colleotrichum longenarium, Sclerotinia sclerotoirum, Fusarium

oxysporum, Phytophtora capsici, P. parasítica, Pythium spp. e Saccharomyces cerevisiae

(CHOON KOO et aI., 1998). Já o peptídeo antifúngico

YTRGGRGGWKGGGGGKGGGGGKGGGGG foi isolado da semente de abóbora e é ativo

contra Alternaria brassicicola, Chalara elegans, Fusarium oxyosporum, F. proliferatum e

Saccharomyces cerevisiaei (VASSILlOU et aI., 1998). Outros peptídeos ricos em Gly (70­

80%) isolados de sementes de trigo causaram mudanças morfológicas no Helminthosporium

sativum quando nas concentrações 100-150 J.!g/mL (EGOROV et aI., 2005).

c) Cheferina I

A cheferina I é um peptídeo antimicrobiano isolado das raízes da planta Capsella

bursa-pastoris ("bolsa de pastor') que são usadas pelos coreanos para tratamento de

feridas. Este peptídeo é formado por proteólise de um precursor (Shep-GRP) que também

dá origem à cheferina 11 (PARK et aI., 2000).

A cheferina I apresenta 28 resíduos de aminoácidos, uma massa molecular de

2360,6 Da, alto conteúdo de Gly (67,9%) e His (28,6%) e um domínio de seis repetições da

sequência peptídica Gly-Gly-His. Ela foi descrita como ativa frente a bactérias Gram

negativas (E. coli, Pseudomonas pútrida, P. syringae e Serratia sp.), leveduras (Candida

albicans, Crytococcus neoformans e Saccharomyces cerevisiae) e fungos miceliais
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(Alternaria alternata, Aspergillus flavus e Fusarium culmorium). A sua carga líquida +8 em

pH fisiológico indica a sua natureza altamente catiônica (PARK et aI., 2000).

A comparação das cheferinas com sequências depositadas no GenBank indica que

elas constituem uma nova classe de peptídeos antiníicrobianos.

d) Acantoscurrina

A acantoscurrina é uma GRP isolada de hemócitos da aranha Acanthoscurria

gomesiana (Mygalomorphae, Theraphosidae, Theraphosinae) que apresenta conteúdo de

Gly (72-73%) comparável ao das GRPs de plantas (Silva; 2000). Ela foi encontrada em duas

isoformas (130 e 132 aminoácidos com massas moleculares de 10,111 e 10,225 Da,

respectivamente) e se caracteriza por ser catiônica (carga líquida de +8 em pH fisiológico),

alto pl (10), resíduo C-terminal amidado e a seqüência de 26 aminoácidos

GGGLGGGGLGGGGLGGGKGLGGGGLG repetida três vezes (LORENZINI et aI., 2003).

É interessante que, além de Gly, a acantoscurrina contenha 12% de Leu, 7% de Tyr,

4-5% de Lys, 2% de Arg, 1% de Vai e 1% de Asp. Este peptídeo não contém His e a sua

porcentagem de aminoácidos hidrofóbicos é significativamente mais alta do que a de

proteínas similares. Além disso, os resíduos das porções C- (104-130/132) e N-terminais (1­

22) se caracterizam por serem hidrofílicos, enquanto que a porção central é

significativamente mais hidrofóbica (LORENZINI et aI., 2003). Nenhuma estrutura

secundária clara foi deduzida a partir da seqüência primária desta GRP.

A acantoscurrina é produzida e estocada nos hemócitos. Quando a aranha enfrenta

uma infecção, ela é liberada para a hemolinfa (FUKUZAWA et aI., 2008), apresenta

atividade antibacteriana e antifúngica frente a E. colí S8S363 e Candida albicans com MIC

de 2,3 e 5,6 JlM, respectivamente.

e) Estrutura dos peptídeos ricos em glicina

Pouco se sabe sobre as estruturas secundárias destes compostos.
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As poliglicinas podem se estruturar em folha 13 pregueadas, como a poligli, ina I, ou

em hélice 310, como a poliglicina 1/ (SMALL et aI., 1970). Predições teóricas feitas para

algumas GRPs, tais como a ptGRP, GRP1.8, OsGRP1 e a GRP-22, indicaram que os seus

domínios ricos em Gly se estruturavam em folhas 13 pregueadas (CONDIT; MEAGHER,

1986; LEI; WU, 1991; BERGERON et aI., 1994). Da mesma forma, foi predito para a

proteína da cartilagem das lampreias e lamprina a estruturação em dobras 13 e folhas 13

alternada~ (ROBSON et aI., 1993). Estudos de GRPs expressas após ferimento do tomate

indicaram a presença de regiões com folha l3-pregueada e em a-hélice (SHOWALTER et aI.,

1991). Infelizmente, tais dados não foram confirmados por algoritmos recentes para

modelagem e dinâmica moleculares (SACHETTO-MARTINS et aI., 2000).

Se por um lado, espectros de dicroísmo circular da GRP de soja também não

confirmaram estruturação em folha 13 (MATSUI et aI., 1995), por outro lado os das cheferinas

I e " mostraram que elas podem apresentar estrutura em folha 13 (33 e 25%,

respectivamente) (PARK et aI., 2000).

A análise das seqüências de aminoácidos de GRPs expressas em milho via

diagramas de hidrofilicidade sugerem que a primeira metade é composta de porções

alternadas de a e 13 estruturas (G6MEZ et aI., 1988). Estudos físico-químicos usando

difração de raios X e espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR)

mostraram que a proteína da teia da aranha contém porcentagem significativa de

estruturação em folhas 13 e que a sua elasticidade não é afetada pela troca de aminoácidos

nas regiões dessas folhas 13 (WARWICKER, 1960). Estudo da estrutura da espidroína

indicou que esta GRP é formada por regiões pseudocristalinas compostas de folhas 13

empilhadas derivadas de múltiplas cadeias polipeptídicas (XU; LEWIS, 1990). Outro estudo

realizado com o fragmento GGAGGGYGGDGG(A)12GGAGDGYGAG da fibroína do bicho da

seda Samia cynthia ricini via espectroscopia de ressonância magnética nuclear com rotação

no angulo mágico (MAS-NMR), indicou que as Gly se dispõem nas regiões de alanina (A)12

formando estruturas em folha 13 (NAKAZAWA et aI., 2003). Finalmente, a difração de raios X
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dos cristais da proteína associada ao citoesqueleto em células eucarióticas (CAPs)

mostraram uma região C-terminal se estruturava em três camadas ~/~ nas quais algumas

Gly faziam parte das dobras ~ do tipo 11. As regiões ricas em Gly pareceram importantes

para a manutenção do enovelamento das três camadas de folhas ~ (LI et aI., 2002).

Todos estes dados indicam que as sequências peptídicas ricas em Gly estão

relacionadas à estruturação em folha ~.

1.4. Peptídeos ricos em histidina com atividade antimicrobiana e/ou de

transferência de genes

Estes compostos são de grande interesse devido à sua capacidade de agir como

agentes antimicrobianos e transportar DNA ao núcleo das células. Tais características

podem ser de grande utilidade no tratamento de doenças como a fibrose cística, pois o

peptídeo poderia ser usado como parte da terapia gênica e, ao mesmo tempo, agir como

agente antimicrobiano (MASON et aI., 2006). Seguem abaixo alguns exemplos deste tipo de

peptídeo.

Histatinas

São uma família de AMPs isolados da saliva humana (OPPENHEIM et aI., 1988).

Foram encontradas 12 formas de histatinas, mas as 1, 3 e 5 são as três principais

(TROXLER et aI., 1990). Elas também apresentam atividade bactericida frente a

Streptococcus mutans, espécies de Actinomyces e Porphyromonas gingivalis

(HELMERHORST et aI., 1997). A histatina-5 (DSHAKRHHGYKRKFHEKHHSHRGY) é a que

foi mais estudada por apresentar a maior atividade contra C. albicans. (OPPENHEIM et aI.,

1988).

É sabido que a sua ligação às proteinas Ssa1/2 (pertencentes à família de proteínas

de choque térmico 70 encontradas na parede celular) facilita o seu transporte para dentro da

célula (LI et aI., 2003). Lá dentro, a histatina-5 causa a liberação não Iítica do ATP, NAD+,
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AMP, ADP e de alguns íons (BAEV et alo, 2004). Infelizmente, ainda não é claro como a

liberação de ATP em Candida albicans por ação da histatina-5 leva à morte celular.

LAH4

. O LAH4 (KKALLALALHHLAHLALHLALALKKA) é um modelo de peptídeo catiânico

desenhado para apresentar as seguintes características (BECHINGER, 1996; VOGT;

BECHINGER, 1999): i) as quatro Lys das extremidades servem para ancorá-lo na

membrana e para aumentar a sua solubilidade; ii) as His no centro da seqüência permitem a

alteração de sua carga líquida em função do pH do meio; iii) as Ala e Leu formam uma

superfície hidrofóbica e ajudam na estruturação em a-hélice. O LAH4 (10 IlM) é ativo frente

a E. calí em pH 5,5 e a atividade é maior em B. subtilís (0,2 IlM) em pH 5,5 e 7,5 (VOGT;

BECHINGER, 1999). Como em pH 7,2 análogos derivados do LAH4 foram ativos frente a

várias cepas de Staphylococcus aureus, mas inativos frente a E. colí, P. aeruginosa e B.

Megaterium, o conjunto de resultados obtidos indicou que os peptídeos ricos em His podem

matar bactérias por modos diferentes (MASON et alo, 2006).

A aplicação mais explorada do LAH4 é a de ser usado como uma alternativa aos

métodos utilizados para a transfecção de células de mamíferos devido à sua capacidade de

transportar DNA ao núcleo das células (MASON et alo, 2006; KICHLER et aI., 2006,

KICHLER et aI., 2007). Diversos estudos indicaram que as moléculas de DNA se ligam ao

peptídeo catiônico e o complexo aos proteoglicanos de heparam sulfato via interações

inespecíficas; posteriormente, o complexo ingressa na célula por endocitose; com o

amadurecimento do endossomo, o seu interior se torna ácido e, portanto, as His do peptídeo

ficam protonadas; o aumento de sua carga líquida (+9) faz com que ele interaja com os

lipídeos carregados negativamente causando a desestabilização da membrana· do

endossamo e, por conseguinte, a liberação das moléculas de DNA no meio intracelular

(KICHLER et aI., 2006; MASON et aI., 2007).

Domínio 1 da MUC7 (MUC7-D1)

É um peptídeo correspondente à porção N-terminal da mucina de baixa massa

molecular MUC7 (conhecida também. como mucina MG2). Ele possui 51 resíduo~, apresenta
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uma porção de 15 resíduos (R3ERDHELRHRRHHHQ17) semelhante à histatina-5, é ativo

contra Candida albicans e C. glabatra resistentes não resistente a azóis e é ativo contra

Cryptococcus neoformans sensível e resistente a anfotericina B (SITU; BOBEK, 2000).

Experimentos de dicroísmo circular indicaram que em 80% TFE este peptídeo apresenta

uma estrutura em a-hélice (GURURAJA et aI., 1999).

H5WYG

É um análogo da porção N-terminal da subunidade HA-2 da hemaglutinina do virus

influenza (GLFGAIAGFIEGGWTGMIDGWYG), em que os resíduos onde os resíduos Gil,

Gil, Gln11,Thr15 e ASp19 foram trocados por His e a MetH foi mudada por Leu para torná-lo

um peptídeo capaz de ter a sua carga líquida alterada em função do pH do meio (MIDOUX

et aI., 1998), pois como citado acima, esta característica é de grande utilidade na

permeabilização de membranas e translocação de genes. O H5WYG já foi utilizado com

êxito na transfecção de DNA em células de hepatocarcinoma humano (HepG2), melanoma

murino, musculatura vascular lisa de coelho (Rb-1) (MIDOUX et aI., 1998; 2002).

O Zinco (Zn2+) é um metal essencial para a saúde humana que atua como cofactor

de muitas enzimas ou desempenha papel importante em vários processos biológicos como

a expressão dos genes, digestão de alimentos, estocagem de insulina, formação do

colágeno e crescimento (ATKINS; JONES, 2005). A maioria das zinco-endopeptidases,

entre elas as astacinas dos venenos das cobras, adamalisinas, as serralisinas e as

matrixinas se caracterizam por apresentar um motivo conservado (HEXXHXXGXXH) que

coordena com este metal (BODE et aI., 1993). A maioria das histatinas também apresenta

este motivo conservado (MELlNO et aI., 2006). Por isso, foram realizados estudos para

tentar entender a influência do Zn2
+ em suas atividades antimicrobianas. De fato,

inicialmente foi observado que 10 JlM de Zn2
+ induz a atividade fusogênica de vesículas

pequenas unilamelares (SUV) da histatina-5 (MELlNO et aI., 1999). Posteriormente, também

foi observada uma atividade nucleásica da histatina-5 quando ela estava complexada ao

Zn2
+ (MELlNO et aI., 2006).
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Por outro lado, alguns estudos realizados com (i) análogos dos peptídeos que

apresentam os motivos Cardin e Weintraub [(AKKARA)4 e (ARKKAAKAh responsáveis da

ligação com a heparina] e que tiveram os seus aminoácidos básicos substituídos por His, (i i)

fragmentos correspondentes ao domínio 5 do cininogênio humano de alto peso molécular

que possui um alto conteúdo em His e (iii) histatina-5, mostraram que as suas atividades

antimicrobianas contra cepas de Enterococcus faecalis eram aumentadas em meio que

continha 50 11M de Zn2
+ (RYDENGARD et aI., 2006). Estudos realizados com uma

glicoproteína rica em His, que é abundante no plasma e trombócitos e que liga heparina,

apresentou atividade Iítica sobre Enterococcus faecalis na presença de Zn2
+ (RYDENGARD

et aI., 2007). Também foi descrito que a kapacina, um peptídeo correspondente ao

fragmento 106-169 da K-caseína bovina (DASHPER et aI., 2005) e algumas proteínas

humanas que reconhecem peptidoglicanos (PGLYRP-1, PGLYRP-3, PGLYRP-4, PGLYRP­

3:4; WANG et aI., 2007) têm suas atividades antibacterianas aumentadas na presença do

íon metálico.

1.5. Métodos de detecção e quantificação da internalização de AMPs em células

Como já citado, existem AMPs que se caracterizam por serem catiênicos e terem

um alvo intracelular. Por outro lado, existem peptídeos que se translocam através da

membrana celular, mas apresentam ação antimicrobiana (PARK et aI., 1998; VYLKOVA et

aI., 2007). Eles são chamados de peptídeos penetrantes de células (CPPs).

Várias são as técnicas que permitem o estudo dos mecanismos de internalização

desses peptídeos. Estes estudos podem ser realizados in vitro e in vivo. Os estudos in vitro

empregam modelos simplificados de membranas celulares, tais como as vesículas

unilamelares gigantes (GUVs), as grandes (LUVs) e as pequenas (SUVs); estes dois últimos

modelos são muito utilizados devido à sua maior estabilidade (PERSSON et aI., 2004). Com

estas vesículas pode-se realizar experimentos de detecção do posicionamento do peptídeo

na membrana ou na fase aquosa interna e do escape de peptídeo encapsulado que utilizam

apag~dores de fluorescência ("quenchen ou _se baseiam na transferência de energia de
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ressonância de fluorescência (FRET) (HENRIQUES et aI., 2007). Já os estudos da

internalização dos AMPs ou CPPs in vivo usualmente envolvem o uso de fluoróforos livres

ou a derivatização dos peptídeos estudados. A derivatização do peptídeo pode alterar as

propriedades dele, devido à natureza hidrofóbica dos fluoróforos empregados, levando ao

aumento ou diminuição de sua atividade (SZETO et aI., 2005).

A quantificação da concentração do peptídeo internalizado e, portanto, presente no

citoplasma é usualmente realizada por medida direta da emissão de sua fluorescência. Uma

das técnicas mais usadas para tal é a citometria de fluxo (FACS-Fluorescence-Activated Cell

Sorter, HELMERHORST et aI., 1999; RUISSEN et aI., 2001; KIM et aI., 2001), na qual são

realizadas as quantificações da fluorescência das células que contém o peptídeo

internalizado e das células sem peptídeo (padrão). Para eliminar o excesso de peptídeo

marcado que não translocou as membranas celulares são usados vários procedimentos que

podem incluir tripsinização e centrifugação (RICHARD et aI., 2003) ou o uso de apagadores

de fluorescência ("quenching", HENRIQUES et aI., 2005).

Uma outra técnica usada para quantificar o peptídeo no citoplasma é a

espectrometria de massas MALDI-TOF. Nesta metodologia, as células são expostas aos

peptídeos que possuem um padrão interno na extremidade N-terminal (p. ex., quatro Gly em

sequência) e biotina e, após a sua internalização, elas são lavadas e tripsinizadas para

eliminar o excesso de peptídeo marcado. Posteriormente, as mesmas são expostas a uma

quantidade de peptídeo de concentração conhecida com biotina e as quatro Gly deuteradas.

Logo, as células são rompidas e os peptídeos translocados são capturados por grãos

magnéticos que contém streptavidina. Posteriormente, a quantificação do peptídeo

internalizado é realizada por comparação dos espectros de MALDI-TOF-MS do peptídeo

não deuterado e do deuterado de concentração conhecida (BURLlNA et aI., 2005).

Também é possível visualizar o peptídeo que translocou as membranas celulares por

microscopia de fluorescência ou microscopia confocal de varredura a laser. Nestes casos,

os peptídeos podem estar marcados com biotina ou fluoróforos, tais como a fluoresceína, o

"Texas Red", a rodamina, entre outros. A vantagem de usar microscopia confocal de
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varredura a laser ao invés da microscopia de fluorescência é a possibilidade de aquisição de

várias seções ópticas (plano a plano) que geram uma imagem tridimensional, permitindo co­

localizar o peptídeo internalizado com organelas marcadas com f1uoróforos específicos (KIM

et aI., 2001; RUISSEN et aI., 2001; TAKESHIMA et aI., 2003).

A translocação do peptídeo também pode ser inferida através de alterações ou

danos intracelulares ou com a ajuda de técnicas de eletrofisiologia transmembranar, pois o

processo de translocação através da membrana celular pode induzir a sua desestabilização

ou de alguns de seus canais iônicos (DESHAYES et aI., 2004).

1.6. A importância da síntese química no estudo de peptídeos antimicrobianos

Como discutido anteriormente, já foram descritas centenas de AMPs obtidos de

várias fontes naturais. Entretanto, boa parte destas fontes fornece estes compostos em

quantidade pequeníssimas. O primeiro passo, portanto, é obter o sintético em quantidade e

qualidade suficientes aos experimentos necessários para a investigação de seus espectros

e mecanismos de ação, bem como do seu comportamento conformacional em solução. Em

paralelo, se pode desenhar, sintetizar e testar análogos para explorar a relação estrutura­

ação antimicrobiana, encontrar compostos peptídicos mais potentes e/ou seletivos contra os

microorganismos e/ou menos suscetíveis à força iônica do meio e/ou menos hemolíticos

e/ou mais estavéis em meios fisiológico. Invariavelmente, o objetivo final destes estudos é

desenvolver novos agentes farmacológicos ou antibióticos (YEAMAN; YOUNT, 2003;

MIRANDA et aI.; NO PRELO).

Estudos realizados com peptídeos antimicrobianos que assumem estrutura em a­

hélice indicam que existem pelo menos 7 parâmetros que podem influenciar a potência e o

espectro de atividade de um composto deste tipo: tamanho, seqüência, grau de estruturação

(% de a-hélice), carga líquida, hidrofobicidade, anfipaticidade e espessura da hélice

formada (TOSSI et aI., 2000). A modulação destas características tem sido considerada no

desenho de análogos e correlação entre mecanismos de ação de AMPs, tais como
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cecropina, apidecina, taquiplesinas, polifemusinas, magainina, fragmento precursor da

caeruleina e PGLa2 (MALOY; KARI; 1995; TAM et aI., 2001).

Fica evidente, portanto, que da mesma forma que para outros peptídeos

biologicamente ativos, a síntese de· peptídeos tornou-se uma ferramenta essencial à

geração de conhecimento relativo aos peptídeos antimicrobianos (FOGAÇA et aI., 1999;

SFORÇA et aI., 2005; FAZIO et aI., 2006; MACHADO et aI., 2007). A síntese de peptídeos

em fase sólida (SPFS) é o método mais empregado para a obtenção do peptídeo nativo e

dos seus análogos, já que ela permite a. inserção de O-aminoácidos e aminoácidos não

usuais nas seqüências, além de ciclizações que levem à restrição conformacional (KIYOTA

et aI., 2003; MACHADO et aI., 2004).

1.7. Síntese de peptídeos em fase sólida (SPFS)

a) Passo a passo

O fundamento básico da metodologia da SPFS é o uso de um suporte polimérico ao

qual se ligam sequencialmente os aminoácidos de um peptídeo desejado na direção C ~ N

terminal (MERRIFIELD, 1997; ALBERICIO, 2004). Resumidamente, um derivado de

aminoácido (protegido no grupo a-amina e na sua cadeia lateral reativa) correspondente ao

resíduo C-terminal do peptídeo de interesse é ligado a um suporte sólido insóluvel ou resina

via uma ligação covalente (acilação). Em seguida, a aminoacil-resina tem o protetor do

grupo a-amina removido para liberar este grupo (desproteção) e, se necessário, a

aminoacil-resina formada é neutralizada. Um outro derivado de aminoácido pré-ativado ou

ativado in situ na sua carboxila a por um reagente químico é acoplado à aminoacil-resina

(acoplamento). As desproteções e os acoplamentos se repetem até se completar a

sequência desejada. Finalmente, a peptidil-resina é c1ivada da resina para obter o peptídeo

com a sua carboxila terminal livre ou amidada (clivagem da resina) totalmente

desprotegido (desproteção total) (BORGIA; FIELDS, 2000; BENOITON, 2005; Figura 2).

Os peptídeos brutos obtidos deverão ser purificados e devidamente caracterizados.
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Figura 2: Síntese de peptídeos em fase sólida passo a passo

A SPFS passo a passo mostra-se vantajosa em relação à síntese clássica em

solução devido à sua simplicidade e rapidez, já que ela dispensa o isolamento e a

caracterização dos produtos de cada etapa sintética (MERRIFIELD, 1997; ALBERICIO,

2004). Sendo o suporte polimérico insolúvel em todos os solventes orgânicos usados, o

peptídeo em crescimento também se torna insolúvel sendo facilmente filtrável e separado do

meio reacional. Assim, as reações de acoplamento podem ser realizadas em presença de

excesso molar de aminoácidos protegidos. As lavagens minuciosas com grandes volumes

de solventes podem remover os excessos de reagentes e os produtos solúveis

eficientemente, possibilitando uma purificação rápida parcial em cada etapa do processo

(MERRIFIELD, 1997).

Apesar da sua popularidade, versatilidade e rapidez, a SPFS passo a passo

apresenta problemas que são inerentes a ela: 1) a ocorrência de enantiomerização do
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aminoácido que está sendo incorporado na seqüência provocada pela necessidade de ativar

a sua carboxila a em meio básico (FUJIWARA et aI., 1994); 2) a ocorrência de reações

químicas envolvendo as cadeias laterais dos aminoácidos presentes na sequência em

construção que levam a subprodutos contaminantes (BODANSZKY, 1979; STEWART;

YOUNG, 1984; MERRIFIELD, 1997); 3) a ocorrência de aminoacilações incompletas devido

à formação de ligações de hidrogênio entre as cadeias em crescimento ligados à resina

(agregação; MILTON et aI.; 1990; HYDE et al.,1994). Estes problemas fazem com que a

SPFS passo a passo de sequências agregantes, de peptídeos longos e de pequenas

proteínas seja muito difícil e leve a rendimentos baixíssimos. Por essa razão, existem

centenas de laboratórios ao redor do mundo, incluindo o nosso, realizando pesquisas

relacionadas aos diferentes aspectos e problemas dessa importante metodologia

(ALBERleIO, 2004; NAKAIE et aI., 2007; PROTI; MIRANDA, 2007; REMUZGO et aI., 2008).

A SPFS pode ser realizada manual ou automaticamente de forma individual ou

múltipla usando a estratégia terl-butiloxicarbonil (Boc) ou 9-fluorenilmetiloxicarbonil (Fmoc).

Estas duas estratégias estão baseadas no sistema de proteção ortogonal em que se usam

duas ou mais classes de grupos protetores estáveis ou lábeis nas diferentes condições

reacionais empregadas (ALEWOOD et aI., .1997; BENOITON, 2005).

Na primeira estratégia, o Boc protetor do grupo a-amina é estável a base e

nUcleófilos e lábil a ácidos orgânicos (geralmente TFA; BARANY; MERRIFIELD, 1979). A

c1ivagem do peptídeo da resina e a remoção dos protetores de cadeia lateral de

aminoácidos derivados do benzil, estavéis a TFA, são realizadas usando HF a ooe ou

TFMSA a 25°e na presença de reagentes captores dos carbocátions formados

("scavengers") (STEWART; YOUNG, 1984; BENOITON, 2005; Figura 3A). Na segunda

estratégia, o Fmoc protetor do grupo a-amina (protetor temporário) é removido com base

(usualmente piperidina) e a clivagem do peptídeo da resina e remoção simultânea dos

protetores de cadeia lateral derivados do t-butil (protetores permanentes) são realizados

usando TFA a 25°e (ATHERTON; SHEPPARD, 1989; BENOITON, 2005; Figura 38).
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Figura 3: Esquema de proteção das estratégias Boc/Bzl (A) e Fmoc/t-Bu (B) (extraído

de Fields et aI., 1992).

b) Agregação na síntese de peptídeos

As seqüências que apresentam este problema são chamadas de seqüências

agregantes ou "difficult sequences" e são reconhecidas pelas seguintes características

(MILTON et aI., 1990):

1. Repetitivas aminoacilações (ou reações de acoplamento) incompletas.

2. Melhoramento limitado após reacoplamentos ou acetilações.

3. 1 e 2 independentemente do tipo de resina ou estratégia química empregadas.

4. 1 e 2 agravados em resinas altamente substituídas ou pela presença de aminoácidos

estericamente impedidos na seqüência.

5. Intumescimento reduzido da peptidil-resina em crescimento.

6. Fraca ou nenhuma correlação com a natureza do resíduo N-terminal da peptidil-

resina em crescimento.

A agregação é, portanto, dependente da seqüência peptídica, sendo produto da

formação de folhas 13 entre as cadeias peptídicas em crescimento. Este fenômeno
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compromete a difusão dos reagentes aos sítios reativos da peptidil-resina podendo impedir

a continuação da síntese ou provocar a formação de subprodutos deletados em um ou em

vários aminoácidos, os quais dificultam enormemente a purificação do peptídeo desejado

(ZINIERIS et aI., 2006; BACSA et aI.; 2008). Segue abaixo uma representação deste tipo de

agregado.

Ligações
de

hidrogênio

R
Cadeias

peptídicas

Inúmeros esforços têm sido feitos para contornar este problema. Como nos

primórdios da SPFS passo a passo empregava-se quase exclusivamente o DCM como

solvente, se tentou substitui-lo por outros solventes polares apróticos com propriedades de

aceptor de hidrogênios, tais como DMF, dimetilacetamida, NMP e DMSO, para maximizar a

solvatação da peptidil-resina em crescimento e reduzir a rigidez das estruturas em folhas 13

(BAGLEY et aI., 1990). A mistura 20% TFE/DCM usada no estudo do peptídeo modelo

KKKKKEEELLW(Nps)F fez aumentar o rendimento do acoplamento do derivado de Lys para

99,7%, pois nela a peptidil-resina teve intumescimento 2 vezes maior do que em DCM

(YAMASHIRO et aI., 1976). A mistura 10% HFIP/DCM, que se mostrou melhor do que o

DMSO na solubilização de peptídeos que possuem folhas 13 na sua estrutura (NARITA et aI.,

1988), foi utilizada com sucesso na síntese de um análogo do peptídeo precursor do fator

liberador da gonadotropina (MILTON et aI., 1992).

Posteriormente, vários estudos foram realizados para entender a correlação entre as

propriedades do solvente e a solvatação das peptidil-resinas na síntese de seqüências

agregantes. Usando como modelo o tridecapeptideo [Lysg]-a-conotoxina G I de Conus
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geographus a correlação foi estudada, tendo sido demonstrado que a solvatação da peptidil­

(copoliestireno/1% divinilbenzeno) era dependente da seqüência peptídica em crescimento

e do tipo de grupo protetor de cadeia lateral empregado (F/ELOS; FIELOS, 1991).

A agregação também foi minimizada usando misturas de solventes formada por

componentes polares e apoiares, tais como 20% TFE/OCM e 35% THF/NMP (FIELOS,

FIELOS, 1991).

Outros estudos correlacionaram as propriedades do solvente e a solvatação das

peptidil-resinas derivadas dos fragmentos WLGAAIV da proteína carregadora de acila e

ING da proteína H-2K, respectivamente, à quantidade total de grupos NH electrofílicos e

C=O nucleofílicos [mediante a somatória dos números de aceptores (AN) e doadores (ON)

de elétrons; CILU et aI., 1996]. Foi encontrado que a melhora nos acoplamentos tem a ver

com a mobilidade da cadeia em crescimento, o que é determinado pelo intumescimento da

peptidil-resina (CILU et aI., 1999).

Outra variável estudada que parecia influenciar a agregação é a neutralização do

grupamento a-amina durante a síntese via estratégia Boc, pois era sabido que o fenômeno

ocorre quando o grupamento a-amino está desprotonado. Por isso, foram sugeridos

protocolos de neutralização in situ do grupamento a-amina que minimizam a agregação

(SCHNOELZER et aI., 1992). Através de estudos sistemáticos o nosso grupo propôs o uso

de protocolos específicos a 60°C para agilizar e aumentar a eficiência das reações de todas

as etapas da SPFS passo a passo de seqüências agregantes (VARANDA; MIRANDA, 1997;

RIVIER; MIRANDA, 2002; 2004; LOFFREDO et aI., 2008; REMUZGO et aI., 2008).

Recentemente, a irradiação de microondas a 60°C foi usada com sucesso na SPFS passo a

passo de sequências agregantes (BACSA et aI., 2008).

O efeito dos sais caotrópicos na solubilização de peptídeos em certos solventes e

nas mudanças de conformação de peptídeos por complexação (SEEBACH et aI., 1989) já

tinha sido observado. Assim, LiCI, LiBr, KSCN, NaCI04• que desestruturam as folhas

[3, foram empregados na SPFS passo a passo da seqüência Fmoc-(AlakPhe, conhecida por
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ser muito agregante, sobre as resinas de poliestireno (PS), de poli(N,N-dimetilacrilamida) em

"Kieselgur"(PDMAA-KG) e de poli(óxido de etileno) em poliestireno (PEO-PS) em vários

sistemas de solventes. Os resultados indicaram que os sais de lítio incrementaram o

inchamento das peptidil-resinas melhorando os rendimentos das reações (THALER et aI.,

1991 ).

Como o polietilenoglicol (PEG) havia se mostrado interessante na síntese de

seqüências agregantes em solução graças a sua capacidade de atuar como grupo protetor

da carboxila a, ele foi incorporado na resina de poliestireno para dar origem à resina PEG­

PS que apresenta bom inchamento em solventes próticos (MERRIFIELD, 1995).

Posteriormente, outras resinas baseadas no uso do PEG foram desenvolvidas, tais como

Tentagel® (que também possui poliestireno na sua estrutura), CLEAR® (não possui

poliestireno na sua estrutura; KEMPE; BARANY, 1996) e a ChemMatrix (que também não

possui poliestireno na sua estrutura; GARCIA-MARTIN et aI., 2006).

A seguir são relatados esforços no sentido de evitar a agregação na SPFS passo a

passo através da proteção do hidrogênio do NH da ligação peptídica envolvida na formação

das pontes de hidrogênio que levam à estruturação em folha 13 (BLAAKMEER et aI., 1991,

JOHNSON et aI., 1993, WOHR et aI., 1996).

c) O uso de protetores do grupo NH do esqueleto peptídico para evitar agregação na

SPFS

No início dos anos 80 foi proposta tal idéia (NARITA et aI., 1984; ECKERT et aI.,

1986). O primeiro trabalho descrito refere-se ao estudo conformacional em solução de

oligoleucinas e análogos contendo Pro e (Dmb)Gly-Leu usando espectroscopia de

infravermelho, que mostrou que em solventes inertes (como CCI4 e tolueno) ocorreu

estruturação em folha 13 e em solventes polares como THF e MeOH os peptídeos se

comportaram de forma randômica (NARITA et aI., 1984). Posteriormente, foi descrita a

síntese em solução do fragmento 24-31 da J3-endorfina humana (KNAYKKGE) usando o
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grupo ferrocenilmetil (FEM) (caracterizado por ser altamente lipofílico; ECKERT et aI., 1986)

como protetor dos N-H das ligações peptídicas envolvendo Asn e Gly.

A aplicação dessa idéia na SPFS usando discos de celulose ocorreu em 1992,

quando metiloximetil (Mom), benziloximetil (Bom), etiloximetil (Etm) e feniltiometil (Ptm)

foram usados para exercer o mesmo papel na síntese via estratégia Fmoc da conhecida

seqüência agregante (Ala)13' O Ptm se mostrou o mais eficiente para contornar o problema

da agregação (BARTL et aI., 1992). Nesse mesmo ano, foi descrito que a incorporação de

sarcosina (N-metilglicina) na SPFS da oligo(Ala)-Val evitava a agregação intercadeias

produzindo um efeito de longo alcance (4 resíduos; BEDFORD et aI., 1992).

Em 1993, foi descrito o uso do 2-hidroxi-4-metoxibenzil (Hmb) na SPFS usando a

estratégia Fmoc das sequências agregantes como o fragmento 65-74 da proteína

carregadora de acila e o peptídeo (Ala)17-Val-OH (JOHNSON et aI., 1993). Foi observado

um efeito de longo alcance (6 resíduos) durante estas sínteses, o que tornaria flexível a

escolha da posição do aminoácido NU-substituído (JOHNSON et aI., 1993) desde que eles

não fossem l3-ramificados (HYDE et aI., 1994). Sínteses dos tridecapeptídeos relacionados

às proteínas TAT do HIV2 e miosina 1 de Arabidopsis thaliana, assim como a uma

seqüência de 24 resíduos relacionada à proteína amilóide, foram realizadas utilizando a

mesma abordagem experimental para fornecer produtos brutos de boa qualidade (HYDE et

aI., 1994).

Sendo o uso de Hmb restrito à estratégia Fmoc, foi desenhado o grupo 2­

hidroxibenzil (Hbz), que é estável ao TFA e lábil ao TFMSA e pode ser utilizado tanto na

estratégia Fmoc quanto na Boc. De fato, a síntese do fragmento 65-74 da proteína

carregadora de acila usando a Fmoc-(Hbz)Ala-OH foi realizada com sucesso (JOHNSON;

QUIBELL., 1994). Posteriormente, outros protetores de N-H de ligações peptídicas foram

testados na síntese de Fmoc-(X)Ala-Gly-Val-resin ou Fmoc-Ala-(X)Gly-Val-resin, sendo X =

5-metilfurfuril, 5-metiltienilmetil, 5-metoxitienilmetil, 3-metoxitienilmetil, 2,4-dimetoxibenzil

(Dmb) ou 2,4,6-trimetoxibenzil (Tmb). O Tmb foi o que levou aos maiores rendimentos de

acoplamento (90%, JOHNSON et aI., 1995).
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Em 2000, foi descrito o uso do 2-hidroxi-6-nitrobenzil (Hnb), que pode ser

incorporado mais facilmente do que o Hmb e removido por fotólise (MIRANDA et aI., 2000).

Recentemente, foram relatados os usos de derivados de oxazolidina e tiazolidina (que

apresentam uma conformação similar à da Pro, e por isso, foram chamados de

pseudoprolinas) nas sínteses de sequências agregantes (WOHR et aI., 1996; GARCIA­

MARTIN et aI., 2006).

O Hmb é o protetor mais utilizado para evitar a agregação em SPFS. Com ele, foram

sintetizadas várias "difficult sequences", tais como: fragmento 368-379 da "aggrecan",

fragmento 985-1004 da subunidade U1E-3 do canal de cálcio humano (SIMMONDS, 1996),

fragmento 1-40 do peptídeo AI3 (CLlPPINGDALE et aI., 1999), fragmento 106-126 da

proteína prion humana (JOBLlNG et aI., 1999). Embora menos usado que o Hmb, o Dmb

tem levado à algumas sínteses bem sucedidas (ZAHARIEV et aI., 2005). Por outro lado, as

pseudoprolinas têm se mostrado superiores ao Hmb; infelizmente, porém, o seu uso é

restrito a sequências que apresentam Ser, Thr ou Cys na sequência (SAMPSON et aI.,

1999; GARCIA-MARTIN et aI., 2006).

d) O uso da espectroscopia Raman e a agregação na síntese em fase sólida de

peptídeos

Varias técnicas espectroscópicas tem servido aos químicos de peptídeos para a

identificação de sequências agregantes. Dentre elas podemos citar, as ressonância

paramagnética eletrônica (EPR, CILLI et aI., 1999), ressonância magnética nuclear com

rotação no ângulo mágico (MAS-NMR, DHALLUIN et aI., 1997), espectroscopia de

infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR, HENKEL; BAYER, 1998) e

espectroscopia Raman com transformada de Fourier (NIR-FT-Raman, LARSEN et aI., 1993;

RYTTERSGARD et aI., 1997). Infelizmente, as outras técnicas espectroscópicas não são

aplicáveis ao estudo peptidil-resinas e não permitem a reutilização de amostras.
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A NIR-FT-Raman dispensa a preparação prévia de pastilhas e não danifica a

amostra, tendo sido usada anteriormente para realizar monitoramento da síntese individual

de peptídeos em resinas PepSynGel® e Tentagel® (LARSEN et aI., 1993; RYTTERSGARD

et aI., 1997), ou na síntese combinatória de compostos orgânicos e peptídeos na resina

(RAHMAN et aI., 1998; YAN et aI., 1999). Esta técnica espectroscópica se baseia no efeito

Raman descoberto por C.V. Raman e K.S. Krishnan em 1928, o qual consiste na ocorrência

de um tênue fenômeno de espalhamento devido às colisões inelásticas produzidas entre os

fótons de luz incidente e as moléculas da substância irradiada, de tal modo que as energias

dos fótons espalhados são aumentadas ou diminuídas em relação à energia dos fótons da

luz incidente. Assim, os fótons espalhados inelasticamente proporcionam informações sob

as vibrações moleculares, as quais são sensíveis a características da simetria molecular,

bem como às peculiaridades do ambiente químico circundante às moléculas estudadas

(RAMAN; KRISHNAN, 1928, COLTHUP et aI., 1990).

e) SPFS convergente de peptídeos em fase sólida (SCPFS)

Muitas vezes durante a SPFS passo a passo ocorrem problemas, tais como os que

foram citados anteriormente, que podem se agravar dependendo do tamanho e seqüência

do peptídeo-alvo. Assim, a SCPFS foi concebida como uma possibilidade de solução desses

problemas (LLOYD-WILLlAMS et aI., 1997). Esta metodologia consiste na síntese de

fragmentos peptídicos protegidos pertencentes à seqüência do peptídeo-alvo que serão

acoplados sequencialmente a um fragmento já ligado à resina (Figura 4).

Para o sucesso da SCPFS é necessário considerar vários aspectos como: estratégia

química, grupos protetores, tamanho dos fragmentos protegidos, resíduo C-terminal do

fragmento e suporte a ser usado (ALBERICIO et aI., 1997; REMUZGO, 2003).

Tipo de resina e/ou espacadores: É necessário saber que estratégia se vai utilizar para

escolher o tipo de resina. Atualmente, existem vários tipos de resinas que permitem a

obtenção de fragmentos peptídicos com. carboxila livre (LLOYD-WILLlAMS et aI., 1993;
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ALBERICIO et aI., 1997). É o caso da resina oxima de Kaiser (DeGrado e Kaiser, 1980),

resina 2-clorotritil (BARLOS et aI., 1989), resina 3-nitro-4-bromometilbenzilidrilamido­

poliestireno (Nbb, GIRALT et aI., 1982), etc. Também são descritos vários espaçadores que

conectam o peptídeo a ser sintetizado ao suporte polimérico como: ácido 4-hidroximetil-3-

metoxifenoxiacético (HMPA, SHEPPARD; WILLlAMS, 1982) e ácido 4-(4-hidroximetil-3­

metoxifenoxi)butírico (HMPB, RINIKER et aI., 1993).

.......t-COOH + H2N -4111."-1

~
Desligamento do peptfdeo I

protegido da resina ..

•
!~r

~COOH + H2~~I"••""II••-l

Acoplamento dos
fragmentos

Cllvagem da resina e
desproteção total

q.rCOOH

Figura 4: Síntese convergente de peptídeos em fase sólida (SCPFS)

Residuo C-terminal dos fragmentos: Durante a ativação química do resíduo C-terminal do

fragmento doador de acila existe a possibilidade de este aminoácido sofrer

enantiomerização (BENZ, 1994). Por isso, os fragmentos doadores de acila geralmente

contêm a Gly ou a Pro como aminoácidos C-terminais (ALBERICIO et aI., 1997, BORGIA;
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FIELDS, 2000). Se a seqüência não contém estes aminoácidos, deve-se escolher o

aminoácido que possua a menor cadeia lateral não funcionalizada (BENZ, 1994).

Tamanho do fragmento: Se insolúveis, os fragmentos protegidos não são acoplados com

sucesso. No geral, quanto maior for o fragmento protegido, menor é a sua solubilidade nos

solventes orgânicos comumente empregados na SCPFS. Talvez por isso, existem poucos

exemplos de acoplamentos bem sucedidos usando fragmentos de mais de 15 resíduos

(GISIN et aI., 1969; 1981; KAISER et aI., 1989; KUBIAK et aI., 1987). É sabido que o uso de

protetores de N-H de ligações peptídicas ou de pseudoprolinas como grupos protetores da

Ser, Thr e Cys (WÓHR et aI., 1996) facilitam a solubilização dos fragmentos em solventes

de media e alta polaridade.

No geral, os acoplamentos entre fragmentos são bem mais demorados que os

acoplamentos entre aminoácidos. Assim, algumas abordagens experimentais têm sido

propostas e empregadas com sucesso, tais como: a abordagem chamada "volume de

inchamento" (RINNOVA et aI., 1999), o uso da mistura clorofórmio:fenol (3:1, v/v) como

solvente e 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC) e 3-hidroxi-4-oxo-3,4-diidro­

1,2,3-benzotriazol (HODhbt) como agentes ativadores (MIHALA et aI., 2001) e o uso de

temperatura alta (60°C) nos acoplamentos (REMUZGO, 2003).

Algumas seqüências agregantes foram sintetizadas utilizando a SCPFS. São os

casos (i) do fator inibitório de migração de macrófagos de camundongo (mMIF) utilizando a

estratégia Fmoc e TBTU/DIPEA como reagentes acopladores (KAISER; WOLFGANG,

1997), (ii) dos peptídeos 13-amilóides usando a mistura clorofórmio e fenol (3/1, v/v; INUI et

aI., 2001) e (iii) da metodologia usada pela Roche na preparação comercial do Fuzeon®,

inibidor de fusão do HIV (BRAY, 2003).
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2. OBJETIVOS

Diante da importância biológica das proteínas e dos peptídeos ricos em Gly e da

escassez de informação sobre as suas sínteses, estruturas, relações estrutura-atividade e

modos de ação, realizamos o presente trabalho que objetivou:

1) Estudar a relação estrutura-atividade antifúngica e modo de ação da cheferina I (Chef I),

AMP rico em Gly de origem vegetal;

2) Estudar a SPFS de fragmentos da acantoscurrina, uma GRP de origem animal com ação

antimicrobiana.

Para tanto, teríamos que:

a. Sintetizar, purificar e caracterizar quimicamente a Chef I e análogos;

b. Determinar a atividade antibacteriana e antifúngica da Chef I e análogos sintéticos;

c. Investigar as propriedades de Chef I e do análogo mais e/ou igualmente potente, tais

como atividade hemolítica, capacidade de permeabilizar células de fungos e atividade

fungicida;

d. Determinar o efeito da força iônica e do Zn2
+ sobre a atividade antifúngica da Chef I e/ou

análogo(s);

e. Marcar quimicamente a Chef I e o análogo mais e/ou igualmente potente para

acompanhar a sua possível internalização na célula microbiana;

f. Caso ocorresse a internalização do análogo marcado, examinar a influência da

temperatura e da força iônica no processo, bem como a demanda por energia celular;

g. Sintetizar os fragmentos N- e C- terminais e a porção central repetitiva da acantoscurrina;

h. Monitorar o processo sintético através de análises das peptidil-resinas em crescimento

por teste de ninidrina, determinação de seus graus de substituição e espectroscopia NIR-FT­

Raman.
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3. MATERIAIS E MÉTODOS

3.1. Resinas

Os suportes poliméricos e aminoacil-resinas utilizadas nas sínteses dos peptídeos

foram os seguintes: resina 4-metilbenzilhidrilamina (MBHA, 0,67 mmol/g) e Boc-His(Tos)­

resina fenilacetamidometila (PAM, 0,69 mmollg), baseadas no copolímero de poliestireno e

divinilbenzeno e obtidas da Bachem Califórnia, Inc., EUA; resina CLEAR amida (0,35

mmol/g) e Fmoc-Gly-CLEAR ácida (0,48 mmol/g), baseadas no polietilenoglicol formado por

ligações cruzadas de acrilato e etoxilato e obtidas da Peptide International, Inc., EUA. Todas

elas foram de 100 a 200 mesh.

3.2. Derivados de aminoácidos

Os derivados de aminoácidos utilizados nas sínteses foram os seguintes:

Boc-Gly-OH, Boc-Tyr(2BrZ)-OH, Boc-His(Tos)-OH, Fmoc-Gly-OH, Fmoc-Tyr(But)-OH,

Fmoc-His(Trt)-OH, Fmoc-(Fmoc-Hmb)Gly-OH, Fmoc-Leu-OH, Fmoc-Arg(Pmc)-OH, Fmoc­

Asp(OBut)-OH, Fmoc-Val-OH. Eles foram adquiridos da Bachem Califórnia, Inc., EUA e da

Novabiochem (EUA).

3.3. Reagentes ativadores do grupo carboxila dos derivados de aminoácidos ou

reagentes acopladores

Os TBTU e BOP foram adquiridos, da Advanced Chemtech (EUA), o HATU da

Millipore, Inc. (EUA), e os HOBt, DIC e EDC da Sigma Chemical Co. (EUA).

3.4. Solventes e outros reagentes

O anisol, m-cresol, TFA, TEA, piperidina, DIPEA, DMAPIDMF, NMP, ácido pícrico,

TIS, DBU, TFE, HFIP, Triton X-100, carbonato de etila e anidrido acético empregados eram
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de grau analítico ou de síntese, provenientes da Merck KgaA (Alemanha), Sigma Chemical

Co. (EUA) ou da Applied Biosystems (EUA) e foram empregados sem purificação prévia.

Os sais caotrópicos NaCI04 e LiCI eram de grau analítico e proveniente da

LABSYNTH Produtos para Laboratório Ltda (São Paulo, Brasil).

O HF era proveniente da Quirios Produtos Químicos Ltda (São Paulo, Brasil). O

sistema ao qual o cilindro for conectado era da Peptide Institute, Inc. (Osaka, Japão).

Os solventes empregados nas sínteses dos peptídeos DCM, DMF, MeOH seco

(máximo 0,005 % de água), isopropanol, etanol 96% extrapuro, éter diisopropílico, DMSO,

tolueno e THF eram procedentes da Merck KGaA (Alemanha), Sigma Chemical Co. (EUA)

ou da Applied Biosystem (EUA). Todos eram de grau analítico ou de síntese, tendo sido

empregados sem qualquer tratamento prévio.

Para o monitoramento dos acoplamentos por meio do teste de Kaiser ou de ninidrina

(KAISER et aI. 1970) foram empregadas as misturas comerciais [Applied Biosystems, EUA):

fenol/etanol 76% (v/v) (monitor 1), cianeto de potássio/piridina 0,0002 M (monitor 2),

ninidrina/etanol 0,28 M (monitor 3)] de grau síntese.

As hidrólises ácidas das peptidil-resinas foram realizadas em presença da mistura

HCI fumegante 37% (Merck KGaA, Alemanha)/ácido propiônico 99% (1 :1, v:v; Aldrich

Chemical Co., EUA). As hidrólises ácidas dos peptídeos purificados foram realizadas em

presença de HCI6N (Sigma Chemical Co., EUA).

Na preparação dos eluentes para RP-HPLC e LC/ESI-MS foram utilizados ACN

(Vetec Química Fina Ltda., Brasil) e TFA (Merck KGaA, Alemanha) de grau espectroscópico.

A 5(6)-carboxifluoresceína utilizada para a marcação dos peptídeos foi obtida da

Novabiochem, EUA.

Nos ensaios de permeabilidade celular foi utilizado o "kit" de viabilidade bacteriana

L1VEIDEAD Bac Light (Molecular Probes, Invitrogen, Inc., EUA). Nos experimentos de

microscopia de fluorescência, microscopia confocal de varredura a laser e citometria de
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fluxo foram utilizados os marcadores fluorescentes Mitotracker orange CMTMRos e iodeto

de propídeo adquiridos da Molecular Probes, Invitrogen, Inc., EUA.

3.5. Microorganismos

Bactérias Gram negativas: Escherichia colí ~BS 363, Pseudomonas aeruginosa ATCC

14502, Enterobacter cloacae K12

Bactérias Gram positivas: Micrococcus luteus A270, Staphylococcus aureus ATCC6538,

Enterococcus faecalis ATCC 19433, Serratia marcescens COC 4124.

Fungos: Candida albicans MOM8, Candida albicans ATCC 90028, Candida albicans HU168

resistente a fluconazol, Candida tropicalis Squibb 1600, Saccharomyecs cerevisiae ATCC

2601, Aspergillus fumigatus NCPF 2109, Aspergillus flavus NCPF 2109.

3.6. Síntese manual das peptidil-resinas

Os peptídeos foram sintetizados manualmente pelo método da fase sólida (SPFS)

em temperatura alta (60 °C, MIRANDA et aI., 1993; VARANDA; MIRANDA, 1997; SOUZA et

aI., 2004; REMUZGO, 2008) utilizando a estratégia terl-butiloxicarbonil/benzil (Boc/Bzl,

STEWART; YOUNG, 1984) ou 9-fluorenilmetiloxicarbonil/terl-butil (Fmoc/But, ATHERTON;

SHEPPARD, 1989) e um frasco jaquetado acoplado a um banho de circulação de água da

PolyScience, modelo 8001.

a) Procedimento geral para a síntese das peptidil-MBHA e peptidil-PAM

No caso da resina MBHA, esta foi lavada seqüencialmente com DCM, MeOH, DCM,

TEA, DCM, MeOH, DCM e submetida a um teste de ninidrina (o qual se mostrou positivo, já

que a resina MBHA apresenta um grupo amino livre). As etapas de desproteção, lavagem,

neutralização e acoplamento na resina MBHA ou na aminoacil-resina Boc-His(Tos)-PAM

foram realizados segundo o protocolo descrito na Tabela 1. Introduzido o último derivado de

aminoácido (N-terminal da seqüência), a Na-Boc-peptidil-resina foi seca sob vácuo,
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caracterizada e estocada a 4°C.

Tabela 1: Protocolo de síntese de peptídeos em fase sólida passo a passo em temperatura

elevada (60°C) usando a estratégia f-Soe

Etapa de desproteção
Solução 50% TFAltolueno por 10 mino

Lavagem pós-desproteção
1% anisol/isopropanol
25% DMSO/tolueno
10% TEAltolueno
25% DMSO/tolueno
MeOH
tolueno
Teste de ninidrina

Etapa de acoplamento
Soe-aminoácido (2,5 vezes de excesso) +
HOSt + 1M DIC/DCM ou TSTU + DIPEA
em 25% DMSO/tolueno por 30 mino

Lavagem pós-acoplamento
25% DMSO/tolueno
MeOH
tolueno
MeOH
Tolueno
Teste de ninidrina

b) Procedimento geral para a síntese das peptidil-Rink amida

Inicialmente, a resina foi submetida à desproteção do Fmoc usando uma solução de

20% piperidina/DMF por 5 minutos. Em seguida, a resina foi lavada com lavada com 25%

DMSO/tolueno, MeOH, 25% DMSO/tolueno, MeOH, 25% DSMO/tolueno e submetida a um

teste de ninidrina. As etapas de desproteção, lavagem e acoplamento foram realizados

segundo o protocolo descrito na Tabela 2. Introduzido o último derivado de aminoácido (N-

terminal da seqüência), a Na-Fmoc-peptidil-Rink amida foi seca sob vácuo, caracterizada e

estocada a 4°C.

c) Procedimento geral para a síntese das peptidil-CLEAR ácida e amida

A resina CLEAR amida foi submetida à desproteção do Fmoc em 20%

piperidinalNMP por 5 minutos. Em seguida, ela foi lavada com 20% DMSO/NMP e

submetida a um teste de ninidrina. As etapas de desproteção, lavagem e acoplamento na

resina CLEAR amida ou na aminoacil-resina Fmoc-Gly-CLEAR ácida foram realizados

segundo o protocolo descrito na Tabela 3~ Introduzido o último derivado de aminoácido (N-

terminal da seqüência), a Na-Fmoc-peptidil-CLEAR amida ou ácida foi seca sob vácuo,
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caracterizada e estocada a 4°C.

Tabela 2: Protocolo de síntese de peptídeos em fase sólida passo a passo na resina Rink

amida em temperatura elevada (60°C)

Etapa de desproteção
Solução 20% piperidina/DMF por 5 mino

Lavagem pós-desproteção
25% DMSO/tolueno
MeOH
25% DMSO/tolueno
MeOH
tolueno

Teste de ninidrina

Etapa de acoplamento
Fmoc-aminoácido (2,5 vezes de excesso) +
HOBt + 1M DIC/DCM ou TBTU + DIPEA em
25% DMSO/tolueno por 30 mino

Lavagem pós-acoplamento
25% DMSO/tolueno
MeOH
25% DMSO/tolueno
MeOH
tolueno
Teste de ninidrina

Tabela 3: Protocolo de síntese de peptídeos em fase sólida passo a passo na resina

CLEAR ácida ou amida em temperatura elevada (60°C)

Etapa de desproteção
Solução 20% piperidina/NMP por 5 mino

Lavagem pós-desproteção
20% DMSO/NMP
Teste de ninidrina

Etapa de acoplamento
Fmoc-aminoácido (2,5 vezes ded excesso)
+ HOBt + 1M DIC/DCM ou TBTU + DIPEA
em 20% DMSO/NMP até cobrir a resina por
30min.

Lavagem pós-acoplamento
20% DMSO/NMP
Teste de ninidrina

d} Procedimento geral para a síntese das peptidil-HMPB-CLEAR amida

Acoplamento do linker HMPB na resina CLEAR amida

o linker ácido 4-(4-hidroximetil-3-metoxifenoxi}-butírico (HMPB) foi acoplado na

resina CLEAR amida como se fosse um simples derivado de aminoácido. Para isso, a um

frasco que continha 700 mg de resina CLEAR amida, foram adicionados 2,5 equivalentes de
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HMPB (200 mg), HOBt (114 mg), DIC (0,84 mL) e 20% DMSO/NMP. A mistura reacional foi

deixada para reagir por 30 minutos. Passado este tempo foram feitas lavagens da resina

com DCM e teste de ninidrina. Quando necessário foi feita reação de reacoplamento do

linker HMPB à resina.

Aminoacilacão da HMPB-CLEAR amida

Num frasco que continha 1 equivalente de HMPB-CLEAR amida (700 mg) foram

adicionados 2,5 equivalentes de Fmoc-aminoácido, DIC e HOBt dissolvidos em 0,25

equivalentes de DMAP e voume de DMF necessário para cobrir a resina. A mistura foi

deixada para reagir por 4 h. Passado este tempo, ela foi filtrada num funil de placa

sinterizada e lavada com DMF. Para garantir o acoplamento do primeiro aminoácido foi

realizado um reacoplamento por 3 horas.

Posteriormente, a aminoacil-HMPB-resina CLEAR amida foi seca sob vácuo e

alíquotas dela foram utilizadas para obter o grau de aminoacilação utilizando os dados

obtidos na análise de aminoácidos (item 3.11.b.)

Alongamento da cadeia peptídica

O alongamento do peptídeo foi feito conforme descrito na Tabela 3. Foram

realizados reacoplamentos dos Fmoc-aminoácidos sempre que os acoplamentos não foram

completos (teste de ninidrina da peptidil-resina negativo). Introduzido o último derivado de

aminoácido (N-terminal da seqüência), a Na-Fmoc-peptidil-HMPB-CLEAR amida foi seca

sob vácuo, caracterizada e estocada a 4°C.

e} Marcação da cheferina I e seu análogo amidado com 5(6}-carboxifluoresceína

A marcação foi realizada durante o processo sintético. Para isso, 302 mg de Fmoc­

peptidilresina-CLEAR amida foram pré- solvatados em 20% DMSO/NMP por 30 minutos. Em

seguida, foi realizada a desproteção do grupo Fmoc em solução 20% piperidina/NMP por 10

minutos. Passado este tempo, a peptidil-resina foi lavada com 20% DMSO/NMP e suspensa

nesta mistura de solventes. À ela foram adicionados 5 equivalentes de 5(6)-
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carboxifluoresceína (269 mg), BOP (309 mg), HOBt (38 mg) e DIPEA necessária para atingir

pH 8-9. A mistura resultante foi deixada para reagir por 2 horas. A peptidil-resina foi

separada do meio reacional por filtração e lavada com 20% DMSO/NMP. A reação foi

repetida usando as mesmas quantidades citadas acima para garantir a marcação. A peptidil­

resina marcada foi separada do meio reacional por filtração, lavada com 20% DMSO/NMP,

DCM e seca a vácuo.

3.7. Quantificação de grupamentos a-aminas livres nas peptidil-resinas

A porcentagem de grupamentos aminos livres nas peptidil-resinas foi determinado

por meio do teste do ácido pícrico realizado em um frasco de placa porosa (GISIN, 1972)

empregando 10 mg de peptidil-resina. A peptidil-resina foi lavada com DCM, solução de

10% de TEA em DCM e DCM. Ao material lavado foi adicionada uma solução O,15M de

ácido pícrico em DCM. A suspensão resultante foi deixada em repouso por 5 minutos. Esta

operação foi repetida por mais 4 vezes. Finalmente, o excesso de ácido pícrico foi eliminado

com lavagens da resina com etano/ e DCM alternadamente, até que a solução de lavagem

ficasse incolor. O picrato ligado aos grupamentos aminos livres foi extraído com uma

solução 10% de TEA em DCM e DeM. A solução de extração foi coletada num balão e

levada a 100 mL com etano!. A concentração de picrato de trietilamônia e, portanto, dos

grupos aminos livres foi determinada por leitura espectrofotométrica em um comprimento de

onda de 358 nm (E358 = 14500 M,1 .cm"\

3.8. Desproteção total e clivagem dos peptídeos das resinas

a) Estratégia Boc/Bzl (STEWART; YOUNG, 1984; VARANDA; MIRANDA, 1997).

Resumidamente, 300 mg de peptidil-MBHA ou peptidil-PAM e 1 mL de anisol foram

colocados em um frasco conectado a um sistema de HF mantido sob alto vácuo. Após

resfriamento deste frasco a -70°C, foram transferidos a ele 10 mL do gás condensado. A
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reação ocorreu por 90 minutos a 4°C, quando o HF foi totalmente transferido para um "trap"

de CaC03. O peptídeo bruto foi então precipitado com éter diisopropílico e filtrado

juntamente com a resina. Em seguida, este foi extraído usando uma solução A (0,1% TFA

em água) e uma solução B (SO% ACN em água contendo 0,09% de TFA). O peptídeo bruto

resultante foi liofilizado e o material seco resultante foi pesado.

b) Estratégia Fmoc/But (ATHERTON; SHEPPARD, 1989, MIRANDA et aI., 1993)

Resumidamente, 300 mg de peptidil-CLEAR ácida ou amida foram colocados em um

tubo Falcon e 3 mL de uma solução de 9S% TFAl2,S% TIS/2,S% água foi adicionada. A

mistura foi deixada a reagir por 2 - 4h num shaker a 3rC. Terminada a reação, foram

adicionados ao meio reacional 10 mL de éter diisopropílico para precipitar o peptídeo. A

suspensão foi centrifugada a SOa0 rpm por S minutos e o sobrenadante foi retirado. Este

procedimento foi repetido por 4 vezes. Posteriormente, o peptídeo bruto foi extraído usando

uma solução A (0,1% TFA em água) e um'a solução B (SO% ACN em água contendo 0,09%

de TFA). O peptídeo bruto foi liofilizado e o material seco resultante foi pesado.

3.9. Clivagem dos peptídeos das resinas (BARLOS et aI., 1991; PROTI et aI., 2007)

Resumidamente, em um frasco foram colocados 400 mg de peptidil-HMPB-CLEAR

amida e 4 mL de uma solução de 1% TFAlDCM. A mistura resultante foi deixada para reagir

num shaker por 2 minutos e, em seguida, o sobrenandante foi separado por filtração em um

funil de sinterizado. Este procedimento foi repetido por mais 4 vezes. Ao final, os

sobrenadante foram misturados e secos em um rotaevaporador. A peptidil-resina

remanescente foi lavada com DCM e MeOH, seca e submetida à hidrólise total para a

determinação do seu conteúdo de aminoácidos (porcentagem de desligamento do

peptídeo).

3.10. Purificação dos peptídeos brutos
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Os peptídeos brutos foram purificados por RP-HPLC utilizando um sistema da

Waters modelo 600E preparativo, composto de uma bomba quaternária (Waters Delta 600

Pump), um detector UV (Waters 2487 Dual Absorbance Detector), um injetor de amostras

manual (Rheodyne 3725i-119), um controlador de gradiente automatizado (Waters 600

Controller), um registrador Kipp & Zonen SE 124 e uma coluna preparativa (Vydac C18, 10

Jlm, 300 A, 2,2 x 25 cm). As condições experimentais empregadas estão resumidas nas

Tabelas 5 e 9 de Resultados e Discussão.

3.11. Análise das peptidil-resinas e peptídeos obtidos

a} Cromatografia líquida de alta eficiência em fase reversa (RP-HPLC; MANT;

HODGES, 1991)

As análises foram feitas RP-HPLC utilizando um cromatógrafo da marca Waters, o

qual era composto de duas bombas Waters 510, um detector Waters 486, um injetor

Rheodyne 7125, um integrador Waters 7458 Data Module e uma coluna Vydac C18 analítica

(0,45 cm x 25,0 cm, 5 Jlm e 300 A).

b} Análise de aminoácidos (SMILLlE; NATIRIS, 1991)

Hidrólise total das peptidil-resinas

As peptidil-resinas (1 mg) foram colocadas frasco específico numa estação de

trabalho Pico-Tag (Waters-Millipore) contendo 600 JlI de ácido clorídrico-ácido propiônico

(1: 1, v/v) a 130°C por 24 h. Posteriormente, as amostras foram secas utilizando-se uma

bomba de alto vácuo acoplada a um dessecador contendo KOH para neutralizar os vapores

ácidos.

Hidrólise gasosa de peptídeos

Os peptídeos foram colocados em frasco específico numa estação de trabalho Pico-

Tag (Waters-Millipore) e expostas a vapor proveniente de 150 JlL de ácido clorídrico 6N a

110°C por 24 h. Posteriormente, as amostras foram secas utilizando-se uma bomba de alto
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vácuo acoplada à estação de trabalho Pico-Tag.

Determinação do conteúdo de aminoácidos

Os hidrolisados foram analisados em um dos seguintes equipamentos:

1) Analisador de aminoácidos da Beckman ("Series 6300 High Performance Amino acid

analyzer") que emprega o método de derivatização pós-coluna. Neste, os aminoácidos livres

são separados por HPLC de troca iônica e detectados como produtos de reação com

ninidrina (NIN-RXTM, Beckman, EUA) a 440 nm e 570 nm.

2) Analisador de aminoácidos da Dionex BioLC® Chromatogrphy System (Dionex, EUA) que

emprega um método de detecção por amperometria integrada com detector electroquímico

ED50. Neste, os aminoácidos livres são separados também por HPLC de troca iônica

utilizando uma coluna AminoPac PA10 (2,0 cm x 25 cm) da Dionex.

c) Espectroscopia Near infrared-Fourier transformed (NIR-FT) Raman

Os espectros foram coletados pelo Dr. Gustavo F. S. Andrade e Profa. Dra. Márcia L.

A. Temperini (Departamento de Química Fundamental do IQ-USP) a partir dos grãos secos

das peptidil-resinas em um espectrômetro Raman RFS 100/S da Bruker Optics Inc.

equipado com um detector de germânio refrigerado com nitrogênio líquido. Como fonte de

excitação foi utilizado um laser NdlYAG de 1064 nm com uma saída máxima de 200 mW. A

configuração do espalhamento do laser foi de 1800 (back scattering) e a resolução do

espectro foi de 4 cm-1
. Foram realizadas um total de 4096 aquisições por amostra. Os

espectros foram analisados com o software GRAMS AI da Thermo Galactic Corporation.

d) Análise por RP-HPLC acoplada a espectrometria de massas (LC/ESI-MS)

Os peptídeos dissolvidos em 0,1% TFAlágua foram injetados no equipamento

multiusuário do Departamento de Bioquímica (espectrômetro de massas de triplo

quadrupolo modelo Quattro 11 da Micromass com fonte de ionização por electrospray e

acoplado a um sistema de RP-HPLC Shimadzu VP Series composto por duas bombas
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Shimadzu LC-10AD, um detetor Shimadzu SDP-10AV e um injetor Rheodyne 7125). Os

espectros obtidos foram analisados com o software MassLynx™ para Windows NT.

3.12. Ensaios biológicos com os peptídeos purificados

a) Atividade antibacteriana

Este tipo de atividade foi determinada segundo o método de ensaio de inibição de

crescimento em meio líquido em microplaca (BULET et al.,1993). Em cada poço de uma

microplaca de 96 poços foram colocados 90 IJI de uma suspensão de bactérias (Abs600 nm =

0,001) em meio bactopeptona sem sal (1 % de peptona sem NaCI) e 10 /lI de água (controle

positivo) ou de cada solução de uma série de diluições do peptídeo purificado (1000 - 1,95

/lM). Nos poços de controle negativo de meio e água foram colocados 100 /lL de meio

bactopeptona ou água. A placa foi mantida em uma estufa a 30°C por 18 h sob agitação

constante. O crescimento microbiano foi quantificado pelo incremento da absorbância a 595

nm em um leitor de ELISA (Labsystem iEMS Analyser). O valor da MIC corresponde à

menor concentração do peptídeo que causa 100 % de inibição do crescimento bacteriano

após incubação.

b) Atividade antifúngica na ausência e presença de NaCI e ZnCb

Esta foi medida segundo o método de ensaio de inibição de crescimento em meio

líquido em microplaca (FEHLBAUM et al.,1994): em cada poço de uma microplaca de 96

poços foram colocados 10 /lL de água destilada, 80 /lI de uma suspensão de bactérias

(Abs600 nm =0,001) em caldo batata dextrose (PDB; 1,2 g/L) e 10 /lI de água (controle

positivo) ou cada solução de uma série de diluições do peptídeo purificado (1000 - 1,95

/lM). Nos poços de controle negativo de meio e água foram colocados 100 /lL de meio PDB

ou água. A placa foi mantida em uma estufa a 30°C por 24 horas, sem agitação e sob uma

atmosfera úmida. O crescimento microbiano foi quantificado pelo incremento da absorbância

a 595 nm em um leitor de ELISA (Labsystem iEMS Analyser). O valor da MIC corresponde à



68

menor concentração do peptídeo que causa 100 % de inibição do crescimento bacteriano

após incubação.

O efeito da concentração de sal sobre a atividade antifúngica foi determinada

utilizando uma solução de NaCI ao invés de água destilada para obter concentrações finais

de 4,2 mM; 8,6 mM; 17,1 mM; 34,2 mM; 68,5 mM e 137,0 mM.

Também foram realizados testes de atividade antifúngica utilizando uma solução de

ZnCb para obter concentrações finais de 1,0 IlM; 5,0 IlM; 10,0 IlM; 25,0 IlM; 50,0 IlM e

100,0 IlM.

c) Ação fungicida

Em cada poço de uma microplaca de 96 poços foram adicionados 10 IlL de água

destilada, 80 ,.tI de uma suspensão de bactérias (Abs6oonm =0,001) em caldo batata dextrose

(PDB; 1,2 g/L) e 10 111 de cada solução de uma série de diluições do peptídeo purificado

(1000 - 1,95 IlM). A placa foi mantida em uma estufa a 30°C por 24 horas, sem agitação e

sob uma atmosfera úmida. Passado este tempo, alíquotas (100 IlL) das suspensões que

apresentaram visualmente uma inibição de crescimento foram usadas para plaqueamento

em ágar Sabouraud. O número de unidades formadoras de colônia (UFC) foi determinado

após incubação em uma estufa a 37° C por 24 h (BULET et aI., 1993).

d) Cinética de morte celular

Em sete poços de uma placa de 96 poços foram colocados com 10 111 de Chef la (5

MIC; 62,5 IlM), 10 IlL de água e 80 111 de uma suspensão de células de Candida albicans

MDM8 na fase log de crescimento (concentração final de 1 x 104 células/mL em meio PDS

isento de NaCI). Também foram preparados controles para cada uma das sete amostras em

outros poços da placa, aos quais foram adicionados 10 IlL de água destilada e deionizada

estéril ao invés da solução de peptídeo. A placa foi mantida por 4 horas em uma estufa a 30

°C, sob agitação constante. Alíquotas de 10 IlL dos controles foram retiradas nos tempos O,

10, 20, 30 min, 1h, 2h e 4h e diluídas (100x, 1000x e 10.000x) em meio PDB. Da mesma

forma, alíquotas de 50 IJL das amostras correspondentes a cada tempo foram retiradas e
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diluídas (5x, 10x ou aOx) em meio PDB. Amostras de 50 JlL de cada uma destas diluições

foram usadas para plaqueamento em Agar Sabouraud e incubados por 24 h a 3rC foi

realizada a contagem das colônias formadas.

e) Ensaio hemolítico (MACHADO et aI., 2007)

Amostras de aproximadamente 8 mL de sangue foram coletados de doadores

saudáveis em tubos heparinizados a vácuo. Os tubos foram centrifugados em 4°C a 300g

por 5 minutos para separar os eritrócitos do plasma, o sobrenadante (plasma) foi retirado e

descartado e o precipitado (eritrócitos) foram lavados 3 vezes com tampão fosfato (PBS 10

mM Na2P04 contendo 140 mM de NaCI e 2,7 mM de KCI, pH 7,4 a 313 mOsm/kg de água).

O concentrado de eritrócitos foi suspenso em PBS e depois diluído até uma concentração

de 0,44% em PBS ou tampão glicose fosfato isotônico (IGP, 1 mM de tampão de fosfato

potássio suplementado com 287 mM de glicose, pH 7,4 a 314 mOsm/kg de água;

HELMERHORST et aI., 1999a).

Posteriormente, 20 JlL de peptídeo (diluído em PBS ou IGP para a obtenção de

soluções de concentrações na faixa 0,19 - 100 JlM) foram incubados com 180 mL da

suspensão 0,44% de eritrócitos em PBS ou IGP por 1 h a 3rC. Como controle negativo foi

usado tampão PBS e como controle positivo foi usado 0,1% SDS em PBS ou IGP.

As porcentagens de hemólises foram calculadas usando a seguinte fórmula:

[(Abs4osnm peptídeo - Abs40snm controle negativo)]

% Hemólise =-----------------------------------------------------------------
[(Abs40s nm controle posistivo - Abs40s nm controle negativo)]

3.13. Interação da cheferina I amidada com membranas biológicas

a) Permeabilização de membrana citoplasmática de C. albicans

Foi utilizado o Kit Live/Dead bacLight viability L-7007 (Molecular Probes, Europe BV,

Leiden, The Netherlands) que mede a viabilidade celular. Este kit se baseia na utilização de

dois corantes de ácido nucléico: o SYTO 9 (fluorescência verde) e o iodeto de propídio
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(fluorescência vermelha). O primeiro cora todas as leveduras de uma população e o

segundo penetra somente em bactérias com a membrana danificada causando uma leve

redução na fluorescência do SYTO 9. Para o teste do peptídeo, uma cultura de bactérias foi

crescida até a metade da sua fase exponencial, quando, foi centrifugada e ressuspensa em

meio PDB. As células suspensas foram expostas a diferentes concentrações de peptídeo

.por 1h a 30°C. Posteriormente, elas foram lavadas 2 vezes com meio PDB e ressuspensas

no mesmo meio. A suspensão foi adicionada uma solução contendo os dois corantes

(concentração final =0,3%). Após 15 minutos em temperatura ambiente as células foram

examinadas em um microscópio de fluorescência multiusuário do Departamento de

Bioquímica do IQ-USP. Para a preparação das lâminas foram utilizadas lamínulas

recobertas de poli-L-Iisina.

b) Análises por microscopia confocal de varredura a laser

Estas foram realizadas em um equipamento Carl Zeiss, modelo LSM 510, em

colaboração com a Profa. Ora. Gláucia Machado-Santelli (Departamento de Biologia Celular

do ICB-USP). A cultura de Candida albicans foi crescida durante a noite em meio Sabouraud

(3 mL) sob agitação a 3rC. No dia seguinte, 100 f.lL desta cultura foram adicionados a 10

mL de meio Sabouraud e a absorbância da mistura foi lida em 600 nm (valor entre 0,085 e

0,120). A nova cultura foi deixada crescer até a metade da sua fase logarítmica (Abs6oo nm =

0,400; equivalente a 107 células/mL), quando as células foram diluídas com meio Sabouraud

até a concentração de 2 x 106 células/mL, em seguida, lavadas três vezes com meio PDB. A

suspensão obtida foi adicionado 20 f.lL de 25 nM Mitotracker Orange em PBS e a mistura foi

incubada por 45 minutos à temperatura ambiente. As células foram então lavadas três vezes

com meio PDB e incubadas com 3,13 f.lM de FAM-Chef la por 15 minutos a 30°C.

Posteriormente, elas foram lavadas três vezes com meio PDB e fixadas por 15 minutos com

3,7% de formaldeído em PBS. Finalmente, a amostra foi lavada três vezes com PBS e

dissolvidas em 20 f.lL de tampão PBS.

Na montagem das lâminas, foram utilizadas lamínulas cobertas com poli-L-Iisina, as
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quais foram adicionados 5 JlL de amostra celular e 8 JlL de Vecta Shield (Vector

Laboratories, UK).

c) Análises por FACS

Estes foram realizadas no citômetro de fluxo Cytomics FC500 da Beckman Coulter

do departamento de Bioquímica do IQ-USP. A cultura de Candida albicans MDMB em meio

Sabouraud (3 mL) foi crescida sob agitação a 3rC. Após 16 h, 100 JlL desta cultura foram

adicionados a 1°mL de meio Sabouraud e a absorbância da mistura foi lida em 600 nm

(valor entre 0,085 e 0,120). A nova cultura foi deixada crescer até a metade da sua fase

logarítmica (Abs600 nm = 0,400 equivalente a 107 células/mL), quando as células foram

diluídas com meio Sabouraud até a concentração de 2 x 106 células/mL e, em seguida,

lavadas três vezes com meio PDB. A suspensão obtida (1mL) foi incubada com 3,13 JlM de

FAM-Chef la por 15 minutos a O°C e a 30° C na ausência e presença de NaN3 (0,05%) ou

em concentrações variáveis de NaCI. Posteriormente, as células foram lavadas três vezes

com meio PDB e, finalmente, elas foram dissolvidas em 1 mL de tampão PBS. A

fluorescência da fluoresceína foi monitorada no canal FL1-H e os resultados foram

analisados usando o software WinMDI 2.8.
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO

4.1. Estudo da relação estrutura-atividade antimicrobiana da Cheferina I

A primeira etapa do estudo foi a realização de uma análise comparativa da

seqüência do polipeptídeo Shep-GRP que contém a sequência da cheferina I com outras

seqüências disponíveis em várias bases de dados.

A cheferina (Chef I) é produzida a partir de um único gene chamado shep-grp, que

gera um polipeptídeo imaturo caracterizado por possuir 5 domínios (Esquema-1) i) um

peptídeo sinal putativo, ii) a seqüência da cheferina I, iii) um dipeptídeo espaçador, iv) a

seqüência da cheferina 11 (um outro peptídeo antimicrobiano) e v) um peptídeo C-terminal

(PARK et aI., 2000).

MASKTLILLGLFAILLVVSEVSAARESGMVKPESEETVQPE

GYGGHGGHGGHGGHGGHGGHGHGGGGHGLDGYHGGHG

GHGGGYNGGGGHGGHGGGYNGGGHHGGGGHGLNEPVQT

QPGV

Esquema 1. Seqüência de aminoácidos deduzida do polipeptídeo imaturo Shep-GRP .

codificado a partir do gene shep-grp (PARK et aI., 2000).

Inicialmente, a seqüência de aminoácidos do polipeptídeo imaturo Shep-GRP foi

comparada com seqüências que se encontram no Pfam, uma base de dados que divide as

proteínas por famílias e domínios (http://pfam.sanger.ac.uk, FINN et aI., 2008). Os

resultados nos indicaram que o polipeptídeo pertence à superfamília das GRPs

(pfam07172), que compreende algumas GRPs, a nodulinas 16 e a nodulina 24, sendo

muitas dessas proteínas produzidas em resposta a vários tipos de estresse (MARCHLER-

BAUER et aI., 2007). As nodulinas 16 e 24 são proteínas contidas na membrana

peribacteróide dos nódulos da raíz de certas plantas, que são necessários na simbiose com

as bactérias fixadoras de nitrogênio (SANDAL et aI., 1992; NIRUNSUKSIRI; SENGUPTA-
\.~
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GOPALAN,1990).

A conservação de seqüência de aminoácidos de GRPs nos indicaria que estas

proteínas têm a mesma localização elou função (SANDAL et aI., 1992). Portanto, foi feito o

alinhamento do peptídeo sinal putativo do polipeptídeo imaturo Shep-GRP com 15

seqüências de peptídeo sinais de GRPs (pfam07172) usando o software CLUSTAL W

(Esquema 2), bem como a análise comparativa da seqüência de aminoácidos do

polipeptídeo Shep-GRP com seqüências de proteínas do banco de dados de seqüências

não redundantes do NCBI usando o algoritmo PSI-BLAST (Esquema 3; ALTSCHUL et aI.,

1990; 1997). O resultado foi a observação de que a seqüência do polipeptídeo Shep-GRP

apresenta uma alta homologia com várias GRPs pertencentes a Arabidopsis thaliana, uma

outra planta da Família Brassicaceae, tal como aquela codificada pelo gene AtGRP9 (gi

130678191 L Esquema 3) de tolerância à sal e a ácido abscísico expresso na raiz de A.

thaliana (principalmente no tecido vascular, como ocorre para o polipeptídeo Shep-GRP). De

fato, os alinhamentos mostraram que o peptídeo sinal putativo e o peptídeo C-terminal

destas proteínas são altamente conservados (Esquema 3).

Relatos de análise do gene AtGRP9 usando duplo híbrido em levedura propõem que

ele interage com AtCAD5, a principal cinnamil-álcool desidrogenase envolvida na síntese de

lignina, e que, portanto, a proteí,"!a codificada pelo AtGRP9 poderia estar associada à

síntese de lignina induzida em resposta por estresse salino (CHEN et aI.; 2007). Entretanto,

tal proposição não foi confirmada por experimentos de precipitação co-imunológica (Co-Ip),

pois a obtenção da proteína AtGRP9 expressa em E. coli foi dificultada possivelmente pela

alta proporção de códons raros na forma de clusters no marco de leitura (ORF, -35%) ou

pela alta porcentagem de motivos repetitivos de Gly (-50%). Assim, é possível que as

cheferinas I e II participem do mecanismo de síntese de lignina induzida em resposta por

estresse salino, já que Capsella bursa-pastoris pertence à mesma família que A. thaliana

(AKSOY et aI., 1998).
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4.1.1. Síntese, purificação, caracterização química e atividade antimicrobiana da

Chef I e análogos truncados

As considerações acima, o interesse em estudar novos peptídeos com ação

antimicrobiana (AMPs), a sequência atípica da cheferina I (formada apenas de His, Gly e

uma única Tyr) e o pouco conhecimento sobre a SPFS e estrutura secundária de AMPs

ricos em Gly, despertaram o nosso interesse em realizar um estudo da relação estrutura-

ativade da cheferina I. O Esquema 4 apresenta os fragmentos que foram sintetizados e

testados inicialmente com o objetivo de determinar a porção mínma ativa.

Porção central
Dipeptídeo [Motivo GGH repetido (6X)] Porção
N-terminalr- ------- ---. C-terminal

1illllG1l-Gly-HiS-Gly-Gly-His-Gly-Gly-HíS-Gly-Gly-HiS-Gly-GIy-HiS-Gly-Gly-His20
-_

Chefl

I~

I~

I~

Chef I (3-28)

Chefl (1-20)

Chef I (3-20)

Chef I (6-20)

Chef I (9-20)

"I

I~ Chef 1(12-20) _,

,~ Chef I (15-20) _I
q':f I (18-~1

Esquema 4: Seqüência da cheferina I e dos seus análogos truncados a serem

sintetizados.

a) Sínteses da Chef I e de Chef I (3-28) na resina CLEAR ácida

As resinas MBHA e Rink amida se caracterizam por apresentar como matriz o

copolímero resultante da reação de PS com DVB (1%). A literatura sugere que a natureza

apoiar desta matriz pode exercer grande influência na conformação das cadeias

peptídicas que estão sendo sintetizadas nessas resinas (MERRIFIELD, 1995). Assim

sendo, foram desenvolvidas novas resinas, tais como PEG-PS™, Tentagel™,
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ChemMatrix e CLEAR (estruturas abaixo, BECKER et aL, 1982; BAYER et aL, 1983;

KEMPE; BARANY, 1996; GARCiA-MARTIN et aL, 2006)

PEG-PS®

H
CHz-NyO~ ~O~ ~OCH:lo n o

o

~o/
CLEAR ...r\f' o CH,-(O'4HolnrO- C - C - H

I li I I
H-C-C-O-(C,H.O),-CH,-C-<4H~ o CH,

I I 11 IYH. CH,-(O'4H,l,,-O-C -?-H

H~-CHa-CH CH~
C. I I
r,-(C,H.Ol,-?H, o CH. HaN-CHa-CH

11 1- -- I
c,Hs-C- CH,-«(4H.O)IlrO-C - C-H CH

I I ° I ~
~-(C,H.Ok CH. CH. o CH,-COC,H.)",.o-C -C-H

I 1/ I I
H-f-C-O-(C.H<O},-CH,-?-C,Ho 9H,

OH, OH;, o..tV' oJV"
I I li I

v'\f' (oc.H.},ro-c - 9-H
«H.

lJV'
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As duas primeiras (PEG-PS e Tentagel) apresentam cadeias de polietilenoglicol

(PEG) acopladas como espaçadores ao núcleo de PS e DVB da resina (BECKER et aL,

1982; BAYER et aL, 1983). As resinas ChemMatrix e CLEAR se baseiam em um núcleo

de PEG que confere a elas uma natureza hidrofílica e excelentes propriedades de
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inchamento em diversos sistemas de solventes (KEMPE; BARANY, 1996; GARCIA­

MARTIN et aI., 2006a). O PEG mostrou-se adequado para a SPFS passo a passo de

seqüências agregantes, como comprovado na síntese de oligo- e cooligopeptídeos

contendo 9-20 resíduos de aminoácidos, já que ele não influencia a conformação do

peptídeo em crescimento sobre a resina que o contém (EL RAHMAN et aI., 1980).

A resina CLEAR é sintetizada por copolimerização de etoxilato de

trimetilolpropano com metacrilato de polietilenoglicol-etil-éter e se caracteriza por

intumescer bem em solventes de diferentes polaridades, tais como DCM, DMF, THF,

DMSO, MeOH e água (KEMPE; BARANY, 1996). Ela é razoavelmente estável nas

condições de SPFS passo a passo via estratégia Fmoc, mas não em presença de bases

orgânicas fortes (KEMPE; BARANY, 1996). A resina CLEAR foi usada com sucesso na

síntese do fragmento 65-74 da proteína carregadora de acila e de H-Ala10-Val-NH2,

ambos conhecidos como seqüências altamente agregantes (KEMPE; BARANY, 1996).

As sínteses foram realizadas por SPFS manual a 60D C usando protocolos

estabelecidos por nós (VARANDA; MIRANDA, 1997; RIVIER; MIRANDA, 2001; 2004;

SOUZA et aI., 2004; LOFFREDO et aI., 2008). Ela ocorreu a partir de 0,70 9 de Fmoc­

Gly-CLEAR ácida sem a necessidade de reacoplamentos. Utilizamos a combinação de

DIC/HOBt nos acoplamentos das Fmoc-Gly e TBTUlDIPEA somente nos acoplamentos

das Fmoc-His-OH para evitar a adição de Gly adicionais. Após o acoplamento da Gil à

peptidil-resina em crescimento, a síntese foi interrompida e a peptidil-resina foi seca sob

vácuo. Do total obtido (0,95 g), foram removidos 0,50 g. A peptidil-resina restante foi

usada para a incorporação sequencial de Ty~ e Gly1 para resultar na peptidil-resina

Fmoc-G1Y(But)GGH(Trt)GGH(Trt)GGH(Trt)GGH(Trt)GGH(Trt)GGH(Trt)GH(Trt)GGGGH

(Trt)G28_CLEAR ácida correspondente à Chef I, que foi seca sob vácuo e estocada a ­

4D C.

Posteriormente, 20 mg da Chef I-CLEAR ácida e 21 mg da Chef I (3-28)-CLEAR

ácida foram submetidas à clivagem da resina e desproteção total como indicado no item
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3.8.b para a geração dos peptídeos brutos correspondentes (3,6 mg e 4,3 mg,

respectivamente). As análises por RP-HPLC (Figura 5A) e LC/ESI-MS (Figura 6) do

peptídeo bruto correspondente a Chef I mostraram que o componente majoritário 1

corresponde ao Chef I desejado (G1YGGHGGHGGHGGHGGHGGHGHGGGGHG28_OH)

e que os diversos subprodutos formados durante a síntese correspondem a peptídeos

deletados em vários resíduos de aminoácidos C-terminais e com uma ou duas Gly

adicionais (2, 3, 4 e 5 nas Figuras 5A e 6) e ao análogo da Chef I com uma Tyr adicional

(6 na Figuras 5A e 6).
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I:
o.......
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«

1
B

1

30

Tempo (min)

Figura 5: Análise por RP-HPLC dos peptídeos brutos resultantes das clivagens da

resina e desproteções totais de Chef '-CLEAR ácida (A) e Chef' (3-28)-CLEAR ácida

(8). Condições: Solvente A: 0,1% TFNágua, solvente B: 30% ACN/água contendo 0,09% de

TFA, gradiente linear: 5-95% de Bem 30 min, fluxo: 1 mUmin, 1..: 210 nm.

As análises por RP-HPLC (Figura 58) e LC/ESI-MS (Figura 7) do peptídeo bruto

obtido após clivagem da resina e desproteção total de Chef I (3-28)-CLEAR ácida

mostraram que o componente majoritário 1 (Figura 58) corresponde ao análogo truncado

Chef I (3-28) desejado (G3GHGGHGGHGGHGGHGGHGHGGGGHG28_OH). Também

foram observados muitos subprodutos produzidos durante a síntese que correspondem a
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Figura 6: Análise por LC/ESI-MS do peptídeo bruto resultante da clivagem da resina

e desproteção total de Chef '-CLEAR ácida. Condições da LC: Injeção: 15 !!L, Solvente A:

0,1% TFAlágua, solvente B: 30% ACN/água contendo 0,09% de TFA, gradiente linear: 5-95% de B em

30 min, fluxo: 1 mUmin, À: 210 nm; Condições da ESI-MS: Capilar: 3kV, cone: 37 kV, modo de

ionização: ES+.
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Figura 7: Análise por LC/ESI-MS do peptídeo bruto resultante da clivagem da resina

e desproteção total de Chef 1(3-28)-CLEAR ácida. Condições da LC: Injeção: 15 JlL,

Solvente A: 0,1 % TFAlágua, solvente B: 30% ACN/água contendo 0,09% de TFA, gradiente linear:

5-95% de Bem 30 min, fluxo: 1 mUmin, À: 210 nm; Condições da ESI-MS: Capilar: 3kV, cone: 37

kV, modo de ionização: ES+.
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peptídeos deletados em vários resíduos de aminoácidos (2 e 3 nas Figuras 58 e 7),

peptídeos deletados em vários resíduos de aminoácidos contendo duas Gly adicionais (4

e 5 em Figuras 58 e 7) e ao análogo desejado com uma His adicional (6 nas Figuras 58

e 7).

Com a colaboração da Profa. Ora. Márcia L. A. Temperini e do Or. Gustavo F. S.

Andrade do laboratório de Espectroscopia Molecular do IQ-USP realizamos um

monitoramento das SPFS passo a passo por NIR-FT-Raman coletando espectros das

peptidil-resinas que enfocavam a região amida I (1640-1700 cm-1
), onde existe

contribuição majoritária do estiramento C=O e contribuição minoritária do N-H da ligação

amida e, portanto, é possível obter informações da estrutura secundária de peptídeos e

proteínas (MIYAZAWA, 1960).

1640 1650 1660 1670 1680 1690

8

A

1700

Número de onda (cm-1
)

Figura 8. Espectros de NIR-FT-Raman na região amida I (1640-1700 cm-1
) da resina

ClEAR ácida (A) e das peptidil-resinas Fmoc-G3-G28_ClEAR ácida (8) e Fmoc-G1-G28
-

ClEAR ácida (C).

Os espectros de Chef / (3-28)-CLEAR ácida contém uma banda em 1675 cm-1

indicativa de estruturação em folha 13 pregueada (Figura 8; SMAll et aI.; 1970;

COlTHUP et aI., 1990) que se acentua no espectro da Chef /-CLEAR ácida. Estes
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resultados revelaram que a sequência de aminoácidos da Chef I apresenta tendência de

se estruturar formando agregados durante a SPFS, mas que a resina CLEAR ácida

ajudou a minimizar a mesma.

b) Síntese dos análogos truncados Chef I (1-20), Chef I (3-20), Chef I (6-20), Chef I

(9-20), Chef 1(12-20), Chef 1(15-20), Chef I (18-20) na resina PAM

Neste caso, empregamos a SPFS manual a 60°C, a mistura TBTU/DIPEA como

reagente acoplador e a estratégia Boc/Bzl ao invés da Fmoc/But para evitar a formação

de análogos indesejados contendo Gly adicionais (BODANSZKY et aI., 1979). A síntese

foi iniciada a partir de 2,7 g de aminoacil-resina (Boc-His-PAM) e não houve necessidade

de realizar reacoplamentos. Após o acoplamento da Gly17 (terceiro resíduo acoplado à

resina) a síntese foi interrompida, a peptidil-resina foi seca sob vácuo e 0,60 g de Boc­

G18GH20-PAM foram removidos. A peptidil-resina restante foi alongada via incorporação

de três novos aminoácidos. Novamente, a síntese foi interrompida, a peptidil-resina foi

seca sob vácuo e 0,45 g de peptidil-resina correspondente ao análogo truncado Chef I

(15-20) [Boc-G15GH(Tos)GGH20(Tos)-PAM] foram removidos. Tal procedimento foi feito

até o acoplamento da Gli à peptidil-resina. Assim, foram obtidas as seguintes peptidil­

PAM: 0,6 g de Chef I (18-20) [Boc-G18GH20(Tos)-PAM], 0,45 g de Chef I (15-20) [Boc­

G15GH(Tos)GGH20(Tos)], 0,42 g de Chef I (12-20) [Boc-G12GH(Tos)GGH(Tos)GG

H20(Tos)-PAM], 0,42 g de Chef 1(9-20) [Boc-G9GH(Tos)GGH(Tos)GGH(Tos)GGH20(Tos)­

PAM], 0,41 g de Chef I (6-20) [Boc-G6GH(Tos)GGH(Tos)GGH(Tos)GGH(Tos)GG

H20(Tos)-PAM], 0,46 g de Chef I (3-20) [Boc-G3GH(Tos)GGH(Tos)GGH(Tos)GGH(Tos)G

GH(Tos)GGH20(Tos)-PAM], e 0,32 g de Chef 1(1-20) [Boc-G1Y(2BrZ)GGH(Tos)GGH(Tos)

GGH(Tos)GGH(Tos)GGH(Tos)GGH20(Tos)-PAM]. Parte das massas obtidas (300, 200,

211, 200, 200, 200, 211, 200 mg, respectivamente) foi submetida ao desligamento da

resina e desproteção total para a obtenção dos peptídeos brutos correspondentes (43,

48, 48, 61, 67, 72 e 63 mg, respectivamente).
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As análises por RP-HPLC (Figura 9) e LC/ESI-MS (Figuras 10, 11 e 12) dos

peptídeos brutos correspondentes aos Chef I (18-20), Chef I (15-20) e Chef I (12-20)

brutos mostraram que os componentes majoritários correspondiam aos peptídeos

desejados (G15GHGGH20-OH) e

respectivamente. Alguns produtos da sua fragmentação durante a ionização foram

observados nos espectros de massa.
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Figura 9: Análise por RP-HPLC dos peptídeos brutos resultantes das clivagens da

resina e desproteções totais de Chef I (18-20)-PAM (A), Chef I (15-20)-PAM (8) e

Chef I (12-20)-PAM (C). Condições: Solvente A: 0,1% TFAlágua, solvente B: 10% ACN em

água contendo 0,09% de TFA, condição isocrática de 100% A em 30 minutos (A,S) ou gradiente

linear de 5-95% de B em 30 min (Cl, fluxo: 1 mUmin, Â.: 210 nm.

Já as análises por RP-HPLC (Figura 13A) e LC/ESI-MS (Figura 14) do Chefl (9-

20) bruto mostraram que o componente majoritário 1 corresponde ao peptídeo desejado

(G9GHGGHGGHGGH20-OH). Também se observou a presença de alguns subprodutos,

tais como o análogo do peptídeo desejado deletado na His C-terminal

(G9GHGGHGGHGG19_OH) e um isômero deste (2 e 3 nas Figuras 13A e 14).
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Figura 10: Análise por LC/ESI-MS do peptídeo bruto resultante da clivagem da

resina e desproteção total de Chef I (18-20)-PAM. Condições da LC: Injeção: 4 JlL,

Solvente A: 0,1% TFNágua, condição isocrática: 100% de A em 30 min, fluxo: 1 mUmin, À: 210

nm; Condições da ESI-MS: Capilar: 3kV, cone: 20 kV, modo de ionização: ES+.

As análises por RP-HPLC (Figura 138) e LC/ESI-MS (Figura 15) do peptídeo

bruto resultante da clivagem da resina e desproteção total de Chef I (6-20)-PAM

revelaram as presenças do peptídeo desejado (G6GHGGHG12GHGGHGGH20_0H) como

componente majoritário 1 e de alguns subprodutos correspondentes aos análogos do
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peptídeo deletados em duas Gly e duas His (2 nas Figuras 138 e 15) ou em uma His (3

em Figuras 138 e 15) e ao peptídeo desejado contendo uma His adiCionai (4 nas

Figuras 138 e 15).
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Figura 11: Análise por LC/ESI-MS do peptídeo bruto resultante da clivagem da

resina e desproteção total de Chef I (15-20)-PAM. Condições da LC: Injeção: 6 IlL,

Solvente A: 0,1% TFAlágua, condição isocrática: 100% de A em 30 min, fluxo: 1 mUmin, À: 210

nm; Condições da ESI-MS: Capilar: 3kV, cone: 20 kV, modo de ionização: ES+.
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Figura 12: Análise por LC/ESI-MS do peptídeo bruto resultante da clivagem da

resina e desproteção total de Chef I (12-20)-PAM. Condições da LC: Injeção: 4 JlL,

Solvente A: 0,1% TFAlágua, solvente B: 30% ACN/água contendo 0,09% de TFA, gradiente linear:

5-95% de Bem 30 min, fluxo: 1 mUmin, À: 210 nm; Condições da E51-M5: Capilar: 3kV, cone: 20

kV, modo de ionização: ES+.

As análises por RP-HPLC (Figur~ 13C) e LC/ESI-MS (Figura 16) do peptídeo

bruto correspondente a Chef I (3-20) bruto indicaram que o componente majoritário era o
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peptídeo desejado (G3GHGGHGGHGGHGGHGGH20-OH; 1 nas Figuras 13C e 16), e

que subprodutos eram G9GHGGHGGHGG19_OH (2 nas Figuras 13C e 16) e

G
6
GHGGHGGHGGHGG19_OH (3 em Figuras 13C e 16) que também foram subprodutos

dos brutos resultantes da clivagem da resina e desproteção total de Chef I (6-20)-PAM e

Chef I (9-20)-PAM, análogos do peptídeo desejado deletado em uma His

(G3GHGGHGGHG12GHGGHGG19_0H (4 nas Figuras 13C e 16) e com uma histidina

adicional (4 nas Figuras 13C e 16).

1
A

1
B

2
3 4

E
c
o ii i , ,
"t"" O 15 30 O 30N

(/)
.c C D
<C 1 1

4

2 3 15

r-i--"""""'--••--....,......----" ;:.,=.::...:..-~--,.:,=:=::::;=====;.
O 15 30 O 15 30

Tempo (min)

Figura 13: Análise por RP-HPLC dos peptídeos brutos resultantes das clivagens da

resina e desproteções totais de Chef I (9-20)-PAM (A), Chef I (6-20)-PAM (8), Chef I

(3-20)-PAM (C) e Chef I (1-20)-PAM (O). Condições: Solvente A: 0,1% TFNágua, solvente B:

10%A,B, 30%c ou 60%0 ACN/água contendo 0,09% de TFA, gradiente linear: 5-95% de Bem 30

min, fluxo: 1 mUmin, À: 210 nm.
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Figura 14: Análise por LC/ESI-MS do peptídeo bruto resultante da clivagem da

resina e desproteção total de Chef I (9-20)-PAM. Condições da LC: Injeção: 4 I-lL,

Solvente A: 0,1% TFNágua, solvente B: 30% ACN/água contendo 0,09% de TFA, gradiente linear:

5-95% de Bem 30 min, fluxo: 1 mUmin, À: 210 nm; Condições da E51-M5: Capilar: 3kV, cone: 20

kV, modo de ionização: ES+.
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Figura 15: Análise por LC/ESI-MS do peptídeo bruto resultante da clivagem da

resina e desproteção total de Chef /(6-20)-PAM. Condições da LC: Injeção: 4 /lL,

Solvente A: 0,1% TFA/água, solvente 8: 30% ACN/água contendo 0,09% de TFA, gradiente linear:

5-95% de 8 em 30 min, fluxo: 1 mUmin, 1..:210 nm; Condições da ESI-MS: Capilar: 3kV, cone: 20

kV, modo de ionização: ES+.
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Figura 16: Análise por LC/ESI-MS do peptídeo bruto resultante da clivagem da

resina e desproteção total de Chef I (3-20)-PAM. Condições da LC: Injeção: 4 JlL,

Solvente A: 0,1% TFAlágua, solvente B: 30% ACN/água contendo 0,09% de TFA, gradiente linear:

5-95% de Bem 30 min, fluxo: 1 mUmin, Â: 210 nm; Condições da ESI-MS: Capilar: 3kV, cone: 20

kV, modo de ionização: ES+.
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Figura 17: Análise por LC/ESI-MS do peptídeo bruto resultante da c1ivagem da

resina e desproteção total de Chef I (1-20)-PAM. Condições da LC: Injeção: 4 IlL,

Solvente A: 0,1% TFAlágua, solvente B: 60% ACN/água contendo 0,09% de TFA, gradiente linear:

5-95% de Bem 30 min, fluxo: 1 mUmin, À: 210 nm; Condições da ESI-MS: Capilar: 3kV, cone: 20

kV, modo de ionização: ES+.
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As análises por RP-HPLC (Figura 130) e LC/ESI-MS (Figura 17) do peptídeo

bruto resultante da c1ivagem da resina Chef f (1-20)-PAM mostraram um componente

majoritário 1 que correspondia ao peptídeo desejado e subprodutos como os peptídeos

Figuras 130 e 17), também subprodutos do bruto resultante da clivagem da resina e

desproteção total de Chef f (3-20)-PAM. Outros contaminantes detectados foram: o

análogo do peptídeo desejado deletado em uma Tyr e com uma Gly adicional (4 nas

Figuras 130 e 17), o análogo do peptídeo desejado contendo uma His adicional (5 nas

Figuras 130 e 17).

c) Purificação da Chef I e dos análogos truncados Chef1(3-28), Chef1(1-20), Chef f

(3-20), Chef1(6-20), Chef1(9-20), Chef1(12-20), Chef I (15-20) e Chef1(18-20)

Na Tabela 4 estão descritos as quantidades de peptidil-resinas de partida e as de

peptídeos brutos obtidos a serem purificados.

Tabela 4: Quantidades de peptidil-CLEAR ácida e de peptidil-PAM que favoreceram os

peptídeos brutos obtidos a partir deles.

Peptidil-resina
Massa de peptidil-resina Massa de peptídeo bruto

(mg) (mg)

Chef /-CLEAR ácida 251 47

Chef f (3-28)-CLEAR ácida 252 53

Chef f (1-20)-PAM 199 62

Chef f (3-20)-PAM 210 72

Chef f (6-20)-PAM 200 67

Chef f (9-20)-PAM 200 61

Chef f (12-20)-PAM 199 48

Chef f (15-20)-PAM 200 48

Chef f (18-20)-PAM 299 43
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Esses peptídeos brutos foram purificados por RP-HPLC preparativa ou semi­

preparativa (Chef / (12-20), Chef / (15-20) e Chef / (18-20)] usando as condições

descritas na Tabela 5. Nas Figuras 18 e 19 são mostrados os perfis de RP-HPLC da

Chef / e de seus análogos truncados Chef / (3-28), Chef / (1-20), Chef / (3-20), Chef / (6­

20), Chef / (9-20), Chef / (12-20), Chef / (15-20) e Chef / (18-20) purificados. Na Tabela 5

são mostrados os rendimentos de purificação e as porcentagens de pureza destes

peptídeos no sistema ACN/água contendo TFA. Como se observa, segundo o critério

"perfis de RP-HPLC" eles apresentaram altas porcentagens de pureza (> 95%); grau de

pureza excelente para realizar ensaios biológicos com peptídeos. Tal pureza foi

confirmada por LC/ESI-MS (Tabela 5), que também confirmou a identidade de cada um.

Chef / e seus análogos truncados purificados são muito higroscópicos, por isso, as suas

massas foram calculadas por diferença das massas do frasco vazio e o frasco contendo o

peptídeo liofilizado, o que pode ter levado a erros no cálculo do conteúdo peptídico, como

no caso de Chef /, Chef / (15-20) e Chef / (18-20).

d) Atividade antimicrobiana

A Chef / e os análogos truncados Chef / (3-28), Chef / (1-20), Chef / (3-20), Chef /

(6-20), Chef / (9-20), Chef / (12-20), Chef / (15-20) e Chef / (18-20) foram testados frente

as bacterias Gram negativas (E. co/i SBS 363, Pseudomonas aeruginosa ATCC 14502,

Enterobacter cloacae K12, Serratia marcescens COC 4124), Gram postivas

(Staphy/ococcus aureus ATCC 6538, Micrococcus /uteus A270, Enterococcus faeca/is

ATCC 19433), leveduras (Candida a/bicans MOM8, Candida tropicalis Squibb 1600,

Saccharomyces cerevisiae) e fungos miceliais (Aspergillus fumigatus NCPF 2109,

Aspergillus f1avus NCPF 2199).

A Chef I e seus análogos não foram ativos contra as bactérias Gram negativas,

Gram positivas e fungos miceliais testados (MICs > 100 J.lM). Para a nossa surpresa, a



9
6

T
a

b
e

la
5:

C
on

di
çõ

es
de

pu
ri

fic
aç

ão
,

re
nd

im
en

to
s

e
ca

ra
ct

e
ri

za
çã

o
p

o
rc

e
n

ta
g

e
n

s
da

C
h

e
f/

,
C

h
e

f/
(3

-2
8)

,
C

h
e

f/
(1

-2
0)

,
C

h
e

f/
(3

-2
0)

,
C

h
e

f/

(6
-2

0)
,

C
h

e
fl

(9
-2

0)
,

C
h

e
fl

(1
2-

20
),

C
h

e
fl

(1
5-

20
)

e
C

h
e

fl
(1

8-
20

)
pu

ri
fic

ad
os

.

F
lu

xo
S

o
lv

e
n

te
G

ra
d

ie
n

te
P

e
p

tí
d

e
o

P
e

p
tí

d
e

o
R

e
n

d
im

e
n

to
d

a
G

ra
u

d
e

C
o

n
te

ú
d

o
s

L
C

/E
S

I-
M

S
P

e
p

tí
d

e
o

(m
U

m
in

)
B

(%
)*

lin
e

a
r

e
m

in
je

ta
d

o
p

u
ri

fi
ca

d
o

p
u

ri
fi

ca
çã

o
(%

)
p

u
re

za
p

e
p

tí
d

ic
o

s
(t

e
ó

ri
c
%

b
ti

d
o

)
90

m
in

(m
g

)
(m

g
)

(%
)*

*
(%

)

C
h

e
f/

9
20

20
a

50
%

B
4

2
,8

2,
0

5%
96

10
0

78
8,

0/
78

8,
1

(M
+3

H
)3

+

C
h

e
f/

(3
-2

8)
9

2
0

15
a

45
%

B
50

,2
4

,4
9%

97
91

7
1

4
,6

/7
1

4
,8

(M
+3

H
)3

+

C
h

e
f/

(1
-2

0)
9

20
15

a
45

%
B

6
0

,7
3,

6
6%

97
79

8
7

3
,4

/8
7

3
,5

(M
+2

H
)2

+

C
h

e
f/

(3
-2

0)
10

10
20

a
50

%
B

71
,1

6,
1

9%
97

82
7

6
3

,3
/7

6
4

,3
(M

+2
H

)2
+

C
h

e
f/

(6
-2

0)
10

10
10

a
40

%
B

65
,8

5,
3

8%
10

0
77

6
3

7
,8

/6
3

7
,7

(M
+2

H
)2

+

C
h

e
f/

(9
-2

0)
10

10
5

a
35

%
B

58
,0

2,
4

4
%

95
87

51
2,

2/
51

2,
1

(M
+2

H
)2

+

C
h

e
f/

(1
2-

20
)

3
10

5
a

35
%

B
4

3
,0

8,
1

19
%

97
64

3
8

6
,7

/3
8

6
,7

(M
+2

H
)2

+

C
h

e
f/

(1
5-

20
)

3
10

5
a

35
%

B
46

,8
13

,0
28

%
99

30
5

2
1

,2
/5

2
1

,2
(M

+
H

t

C
h

e
f/

(1
8-

20
)

3
10

5
a

35
%

B
4

0
,8

24
,1

59
%

99
42

27
0,

1/
27

0,
1

(M
+

H
t

*
S

o
lv

e
n

te
B

:
A

C
N

/á
gu

a
co

nt
en

do
T

F
A

0,
09

%
.

**
R

ef
er

e-
se

à
an

ál
is

es
em

si
st

em
as

A
C

N
/á

gu
a

co
nt

en
do

T
F

A
.



A

500

B

1000 . 1500
m'z

IM'«
636,71

500 1000
m'z

97

1500

E
c i I I i i I

O O 15 30 O 15 30-N
fi>
.c
<C

C lM+2I1" O582,64

~~

lM+2I1" lM+3Hf
m,.- li09,24

[M+Hr

500 1000 . 1500 .1
1~38

m'z 400 1000 1600
m'z

i

O
i

15
I

30
i

O
i

15
i

30

Tempo (min)

Figura 18: Análises por RP-HPLC da Chef I (A) e dos análogos truncados Chef 1(3-

28) (B), Chef I (1-20) (C) e Chef I (3-20) (D) purificados. Condições da LC: Injeção: 0,5

JlL, Solvente A: 0,1% TFAlágua, solvente B: 20%{A, C) 10%(8, D) ou ACN/água contendo 0,09% de

TFA, gradiente linear: 5-95% de Bem 30 min, fluxo: 1 mUmin, À.:210 nm.
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Condições da LC: Injeção: 0,5 IlL, Solvente A: 0,1% TFAlágua, solvente B: 10% ACN em água

contendo 0,09% de TFA, gradiente linear: 5-95% de B em 30 minutos, fluxo: 1 mUmin, À.: 210 nm.
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Chef / também não foi ativa frente a Aspergillus f1avus e às bacterias Gram negativas

testadas, contrariando relato anterior de que: 1) a Chef / nativa e o análogo truncado Chef

/ (3-20) sintético apresentavam moderada atividade frente a A. f1avus; 2) as suas

atividades antibacterianas frente a bactérias Gram negativas (como E. co/i, Pseudomonas

putida e P. syringae) , bem como frente a fungos miceliais (como Aspergillus flavus) , era

muito maior do que a sua atividade antifúngica (PARK et aI., 2000). As diferenças entre

os resultados pode ser explicada por vários fatores: i) o nosso ensaio de microdiluição é

muito mais exato do que o ensaio de contagem de unidades formadoras de colônias em

placas de agar empregado por Park e colaboradores (PARK et aI., 2000); ii) é dificil saber

qual foi o pH utilizado no ensaio realizado por este autores e sabe-se que o pH influencia

a atividade antimicrobiana de peptídeos, especialmente dos que possuem alto conteúdo

de His (LEE et aI., 1997; KACPRZYK et aI., 2007); no nosso caso usamos pH 7.5, iH) são

esperadas diferenças entre os MICs de um antibiotico ou peptídeo antimicrobiano frente a

diferentes cepas de uma mesma espécie, pois tais cepas podem apresentar diferenças

na composição proteica-Iipídica das membranas celulares (RAJ et aI., 1990,

BENINCASA et aI., 2006).

A Chef / apresentou atividade somente frente a C. a/bicans, C, tropicalis e S.

cerevisiae (Tabela 6). A atividade frente a C.a/bicans e S. Cerevisiae, a deleção do

dipeptídeo N-terminal (Gly1-Tyr2) ou da porção C-terminal (GI11_GI18
) causou redução

da atividade de duas ou quatro vezes, respectivamente; no caso da atividade frente C.

tropicalis, a deleção do dipeptídeo N-terminal (Gly1-Tyr2) ou da porção C-terminal (GI11_

GI/8
) diminuiu a atividade foi reduzida em duas vezes. A perda simultanea das porções

N- e C-terminais citadas levam à uma redução drástica da atividade. Estes resultados

sugeriram que: 1) o dipeptídeo N-terminal tem contribuição moderada na atividade de

Chef / frente aos fungos testados; 2) a porção G111_G118 C-terminal tem contribuição

significativa nessa atividade; 3) as 6 repetições de GGH não são suficientes para exibir a

atividade total da Chef /, como relatado por Park e colaboradores (PARK et aI., 2000).
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Foi intrigante observar que o análogo truncado 3-28 apresenta ação antifúngica

sendo formado exclusivamente de um aminoácido neutro (18 Gly) e outro básico (8 His).

De fato, a maior parte dos AMPs apresenta resíduos de aminoácidos hidrofílicos e

hidrofóbicos essenciais para a permeabilização da membrana (SILVA et aI.; 2000;

MACHADO·et aI., 200?).

Após o ensaio de atividade de Chef I contra C. abicans MDM8, o total das

amostras (100 f.lL) que apresentaram atividade fungistática no ensaio de microdiluição,

foram plaqueadas em agar Sabouraud e deixadas em incubação a 3rC por 24 h para

observar se Chef I apresentava ação fungicida. Após a incubação, observamos que as

placas de ágar Sabouraud não apresentavam colônias a partir da concentração 50 f.lM (4

MIC) indicando que Chef I apresentava ação candidacida frente a C. albicans MDM8

nessa concentração.

4.1.2. Efeito da amidação sobre a atividade antifúngica da Chef I

Tem sido descrito que a carboxiamidação de alguns AMPs leva ao aumento de

suas atividades biológicas (SHALEV et aI., 2002; SFORÇA et aI., 2005). É possível que o

aumento decorra da alteração das proptiedades ou da maior estabilização de suas

conformações ativas. De fato, estudos realizados com o peptídeo PMAP-23, da família

das catelicidinas, mostraram que, enquanto que a sua forma amidada pode atravessar as

membranas externa e interna de E. colí, a sua forma não amidada (carboxila livre) só é

capaz de atravessar a sua membrana externa (PARK et aI., 2006). A amidação da

tripticina dobrou a sua atividade contra E. colí, S. typhimurium, B. subti/is e S. aureus

(YANG et aI., 2006). Similarmente, a amidação dos fragmentos 33-61 e 40-61 da cadeia

a da hemoglobina quadriplicou a atividade frente a C. albicans (MACHADO et aI., 200?).

Com base nestes exemplos, decidimos sintetizar Chef I na sua forma amidada

(Chef la) e os análogos truncados Chef I (3-28)a e Chef I (6-28)a.
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a) Tentativa inicial de síntese da Chef I na resina CLEAR amida

A síntese foi realizada por SPFS manual a 60°C usando protocolos estabelecidos

por nós (VARANDA; MIRANDA, 1997; RIVIER; MIRANDA, 2001; 2004; SOUZA et aI.,

2004; LOFFREDO et aI., 2008) (Tabela 3) e a resina CLEAR amida (KEMPE; BARANY,

1996). O TBTU foi usado como reagente acoplador visando evitar a possível

epimerização das His e Tyr (LLOYD-WILLlAMS et aI., 1997; SOUZA et aI., 2004;

LOFFREDO et aI., 2008). O alongamento da seqüência ocorreu sem problemas;

reacoplamentos só foram necessários para a incorporação de His27
, GIy26, Gly25, Gly16 e

Gly10. Foram coletadas amostras de peptidil-CLEAR amida após as incorporações da

His20 e da Gly10 à cadeia peptídica em crescimento para serem analisadas por

espectroscopia Raman.

A c1ivagem da resina e desproteção total de 500 mg da peptidil-resina forneceu o

peptídeo bruto (72,15 mg). As suas análises por RP-HPLC (Figura 20) e LC/ESI-MS

(Figura 21) do peptídeo clivado da resina CLEAR amida e desprotegido totalmente

1

Ê
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Figura 20: Análise por RP-HPLC do peptídeo bruto resultante da clivagem da resina

e desproteção total de Chef I-CLEAR amida. Condições: Solvente A: 0,1% TFAlágua,

solvente B: 30% ACN/água contendo 0,09% de TFA, gradiente linear: 5-95% de B em 30 min,

fluxo: 1 mUmin, ~: 210 nm.
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Figura 21: Análise por LC/ESI-MS do peptídeo bruto resultante da clivagem da

resina e desproteção total de Chef /-CLEAR amida. Condições da LC: Injeção: 15 IlL,

Solvente A: 0,1% TFNágua, solvente B: 30% ACN/água contendo 0,09% de TFA, gradiente linear:

5-95% de Bem 30 min, fluxo: 1 mUmin, À: 210 nm; Condições da ESI-MS: Capilar: 3kV, cone: 37

kV, modo de ionização: ES+.
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mostraram que: 1) o componente 1 (Figura 20) continha o peptídeo desejado

(GiYGGHGGHGGHGGHGGHGGHGHGGGGHG28_OH) e análogos com até quatro Gly

adicionais (Figura 21 C); o componente 2 também continha o peptídeo desejado e

análogos Gly e/ou His adicionais (Figuras 20 e 21 D).

Estes resultados demonstraram que o uso de TBTU e DIPEA nas reações de

acoplamento não é adequado à síntese de seqüências ricas em Gly via estratégia Fmoc,

pois o Fmoc de Fmoc-Gly é muito lábil a bases, favorecendo a formação de peptídeos

com Gly adicionais (BODANSZKY et aI., 1979). Surpreendente foi a observação da

presença de um peptídeo contaminante contendo uma His adicional, pois, ao contrário da

Gly, a His(Trt) possui uma cadeia lateral bastante volumosa que deveria tornar o Fmoc de

Fmoc-His(Trt)-OH mais estável a bases orgânicas.

1640 1650 1660 1670 1680 1690 1700

Número de onda (em-i)

Figura 22. Espectros NIR-FT-Raman na região amida I (1640-1700 em-i) da resina

CLEAR amida (A) e das peptidil-resinas Chef / (10-28)-CLEAR amida (B), Chef / (20-28)­

CLEAR amida (C) e Chef /-CLEAR amida (O).

Os espectros na região amida I (1640-1700 em-i) das peptidil-resina Chef / (20­

28)-CLEAR amida e a Chef / (1D-28)-CLEAR amida revelaram a presença de banda

discretas em 1675 em-i, indicativa de estrutura em folha 13 pregueada, que se acentua no
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espectro da peptidil-resina Chef I-CLEAR amida. O espectro de Chef I-CLEAR amida

também apresentou uma banda em 1648 cm-1 indicativa de uma hélice semelhante à da

poliglicina 11 (Figura 22; GUPTA et aI., 1975). Em conjunto estes resultados confirmaran

que a cheferina I tem tendência à agregação durante a SPFS passo a passo e que o uso

da CLEAR amida foi crucial para minimizar o fenômeno e permitir a síntese dos

peptídeos desejados.

b) Síntese da Chef la e dos análogos truncados Chef I (3-28)a e Chef I (6-28)a

Com base na experiência anterior, a síntese foi realizada manualmente a 60°C

utilizando o protocolo da Tabela 3 a partir de 1 g de resina CLEAR amida. Desta vez, os

acoplamentos dos aminoácidos não apresentaram problemas, com exceção da Gly19 e

Gil (décimo resíduo e vigésimo terceiro resíduos acoplados à resina) que tiveram de ser

reacoplados uma e duas vezes, respectivamente. No acoplamento deste último e nos

acoplamentos dos resíduos subsequentes foi usado o sistema de solvente 0,8 M LiCI em

20% DMSO/NMP, com vistas a evitar agregação intercadeias em crescimento [o uso de

sais caotrópicos, tais como o cloreto de lítio (LiCI), são recomendados nestes casos

(THALER et aI., 1991 )]. Durante a síntese, foram retiradas alíquotas de 0,65 9 e 1,0 g de

peptidil-resina correspondentes aos análogos truncados Chef I (3-28)-CLEAR amida e

Chef I (6-28)-CLEAR amida, respectivamente. A peptidil-resina restante foi alonganda

com vistas à obtenção da Chef I-CLEAR amida. Terminado o processo ela foi seca à

vácuo e pesada (1,0 g).

Todas as três peptidil-resinas obtidas foram submetidas ao desligamento do

peptídeo da resina e desproteção total para a obtenção dos brutos correspondentes

(Tabela 7). As condições usadas nas suas purificações, os rendimentos das mesmas e

graus de pureza da Chef la, dos análogos truncados Chef I (3-28)a e Chef 1(6-28) estão

mostrados na Tabela 8.Na Figura 23 são mostrados os perfis de RP-HPLC de Chef I a e

dos análogos truncados Chef I (3-28)a e Chef I (6-28)a purificados. Eles revelam altos
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graus de pureza (acima de 95%, Tabela 9), também confirmados por LC/ESI-MS. Os

dados descritos na Tabela 9 comprovam as identidades dos três peptídeos e descreve os

seus conteúdos peptídicos.

Tabela 7: Quantidades de peptidil-CLEAR amida e de peptídeos brutos obtidos a partir

delas.

Peptidil-resina

Chef /-CLEAR amida

Chef / (3-28)-CLEAR amida

Chef / (6-28)-CLEAR amida

Massa de peptididil-resina
(mg)

508

506

403

Massa de peptídeo bruto
obtido (mg)

189

208

160

Tabela 8: Condições de purificação dos peptídeos brutos correspondentes à Chef /a e

aos análogos truncados Chef / (3-28)a e Chef / (6-28)a e rendimentos das purificações.

Gradiente linear Peptídeo Peptídeo Rendimento daPeptídeo de purificação injetado (mg) purificado (mg) purificação (%)
(%8/90 min)

Chef /a 15 - 45 150 64 42

Chef / (3-28)a 5 - 35 204 112 55

Chef / (6-28)a 0-30 155 79 47

Purificação: Solvente A: 0,1% TFAlágua; solvente B: 20% ACN/água contendo TFA

0,09%; fluxo 9 mUmin, Â: 210 nm.

Tabela 9: Caracterização da Chef /a e dos análogos truncados Chef /(3-28)a e Chef 1(6-

28)a.

Peptídeo
Grau de * LC/ESI-MS Conteúdo peptídico

Pureza (%) (Teóric%btido) (%)

Chef /a 97 1180,5/1181,5 [M+2H]2+ 60

Chef / (3-28)a 95 1070,9/1071,3 [M+2H]2+ 56

Chef / (6-28)a 95 945,4/945,9 [M+2H]2+ 56

* Refere-se às análises em sistemas ACN/água contendo TFA.
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Figura 23: Análises por RP-HPLC de Chef la (A) e seus análogos truncados Chef I (3­

28)a (8) e Chef I (6-28)a (C) purificados. Condições: Injeção: 2 IlL, Solvente A: 0,1%

TFNágua, solvente B: 10% ACN em água contendo 0,09% de TFA, gradiente linear: 5-95% de B

em 30 min, fluxo: 1 mUmin, À: 210 nm.

c) Atividade antimicrobiana

A Chef la, Chef I (3-28)a e Chef I (6-28)a purificados também foram testados

frente as bactérias Gram negativas (E. calí SBS 363, Pseudamanas aerugínasa ATCC

14502, Enterobacter claacae K12, Serratia marcescens CDC 4124), Gram postivas
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(Staphylococcus aureus ATCC 653B, Micrococcus luteus A270, Enterococcus faecalis

ATCC 19433), leveduras (Candída albicans MDMB, Candida tropicalís, Saccharomyces

cerevisiae) e fungos miceliais (Aspergillus fumígatus NCPF 2109, Aspergillus f1avus

NCPF 2199).

Da mesma forma que os peptídeos com carboxila livre, a Chef la, Chef I (3-28)a e

Chef I (6-28)a não foram ativos frente as bactérias Gram negativas e Gram positivas e

contra os fungos miceliais (MICs > 100 JlM). Foi interessante observar que frente às

leveduras testadas (Tabela 10), os análogos truncados apresentaram a mesma atividade

que a Chef la [exceto no caso de Chef I (6-28)a na atividade contra S. cerevisiae],

confirmando que a porção N-terminal da molécula tem menor importância do que a

porção C-terminal na expressão da atividade antifúngica, que Chef I (3-28)a mimetiza

Chef I e que Chef I (6-28)a possa corresponder à porção mínima ativa de Chef la. Por

outro lado, se tornou evidente que, apesar de a amidação não ter levado a um aumento

da atividade antifúngica de Chef I, ela causou aumento significativo (2-4vezes) da

atividade do análogo Chef I (3-28) (SHALEV et aI., 2002, PARK et aI., 2006, MACHADO

et aI., 2007).

Tabela 10: Concentrações mínimas inibitórias da Chef la e dos análogos truncados Chef

I (3-28)a e Chef I (6-28)a frente a leveduras.

Mie (j.JM)
Peptídeo

Candida albicans Candida tropicalis
MDM8 Squibb 1600

Saccharomyces
cerevisiae A TCC 2601

ChefIa

Chef I (3-28)a

Chef I (6-28)a

12,5

12,5

12,5

1,6

1,6

1,6

6,2

6,2

12,5

Tendo observado que Chef I, seu análogo amidado Chef la e alguns de seus

análogos truncados eram ativos contra Candída albícans MDMB e Candída tropícalis

Squibb 1600, todos os peptídeos sintéticos foram testados frente a outras cepas de
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Candida, sendo uma delas sensível (C. albicans ATCC 90028) e outra resistente (C.

albicans HU 168) a f1uconazol (Tabela 11).

Tabela 11: Concentrações mínimas inibitórias (MICs) dos peptídeos sintetizados frente a

outras cepas de Candida albicans.

Peptídeo

Chefl

Chef I (3-28)

Chef 1(1-20)

Chef I (3-20)

Chef I (6-20)

Chef I (9-20)

Chef 1(12-20)

Chef 1(15-20)

Chef 1(18-20)

Chef la

Chef I (3-28)a

Chef I (6-28)a

MIC (,uM)

Candida albicans Candida albicans
ATCC 90028 HU 168

> 100 25

> 100 100

> 100 > 100

> 100 > 100

> 100 > 100

> 100 > 100

> 100 > 100

> 100 > 100

> 100 > 100

> 100 25

> 100 25

> 100 50

Para a nossa surpresa, nenhum dos peptídeos foi ativo contra C. albicans ATCC

90028 (MICs > 100 JlM). Por outro lado, a Chef I e seus análogos Chef la e Chef I (3-28)a

apresentaram atividade idêntica frente a C. albicans resistente a fluconazol (MICs =25

JlM). Chef I (6-28)a e Chef I (3-28) apresentaram atividades duas e quatro vezes

menores, respectivamente. Como já descrito na Introdução, o mecanismo inicial da ação

antimicrobiana dos peptídeos catiânicos compreende a interação hidrofóbica e
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eletrostática entre o peptídeo e a membrana do microorganismo alvo (LEE et aI., 2003).

Assim, a possível explicação para estes resultados seria o fato de que estas cepas de C.

albicans apresentarem composições de membranas celulares diferentes e, portanto,

requererem conformações diferentes para o desencadeamento de· atividade dos

peptídeos aos quais foram expostos (RAJ et aI., 1990, BENINCASA et aI., 2006).

Após o ensaio de atividade de Chef la contra C. abicans MDM8, o total das

amostras (100 I-lL) que apresentaram atividade fungistática no ensaio de microdiluição,

foram plaqueadas em agar Sabouraud e deixadas em incubação a 3rC por 24 h para

observar se Chef I apresentava ação fungicida. Após a incubação, observamos que as

placas de ágar Sabouraud não apresentavam colônias apartir da concentração 25 I-lM (2

MIC) indicando que Chef la apresenta ação candidacida frente a C. albicans MDM8

nessa concentração.

4.1.3. Efeito da força iônica sobre a atividade antifúngica de análogos da Chef I

Tem sido relatado que a atividade antimicrobiana de alguns AMPs é afetada pela

presença de cátions divalentes como o Mg2+ e o Ca2+ (em concentrações fisiológicas de

1-2 mM) ou cátions monovalentes como o Na+ e K+ (em concentrações - 100 mM). Tal

relato gerou a discussão sobre se era correto denominar estes peptídeos de

antimicrobianos ou se esta denominação deveria ser reservada somente para os

peptídeos que tem a capacidade de matar microorganismos em condições fisiológicas.

Entretanto, tem sido descritos vários AMPs cuja atividade é afetada pela força iônica [por

exemplo, a lactoferricina B (JONES et aI., 1994), a histatina-5 (HELMERHORST et aI.,

1997) e o peptídeo NP-1, entre outros (SELSTED et aI., 1985).

Como a Chef I e seus análogos apresentam na sua seqüência quase que

exclusivamente os aminoácidos Gly e His, sendo que este último aquele aminoácido que

confere ao peptídeo as cargas necessárias para a interação eletrostática com a

membrana da célula alvo, decidimos investigar se o uso de alta força iônica poderia
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influenciar as suas atividades antifúngicas.

A Tabela 12 descreve as MICs obtidas frente a C. albicans MDM8 em diferentes

concentrações de NaCI. Apesar de as atividades antifúngicas de todos os peptídeos

testados terem sido grandemente afetadas pelo aumento da força iônica do meio (a 4,5

mM três deles se tornaram inativos; a 34,2 mM todos perderam a atividade), a Chef la foi

menos influenciável. É possível que isto se deva ao fato deste peptídeo conter mais His.

Tabela 12: Efeito da força iônica sobre a atividade antimicrobiana contra C. albicans

MDM8.

NaCI em meio PDS (mM)

Peptídeo Sem sal* 4,3 8,6 17,1 34,3 68,5 137,0

MIC (J1M)

Chef la 12,5 12,5 25,0 50,0 > 100,0 > 100,0 > 100,0

Chef I (3-28)a 12,5 25,0 50,0 100,0 > 100,0 > 100,0 > 100,0

Chef I (6-28)a 12,5 50,0 100,0 > 100,0 > 100,0 > 100,0 > 100,0

Chef 1(3-28) 25,0 > 100,0 > 100,0 > 100,0 > 100,0 > 100,0 > 100,0

Chef 1(1-20) 50,0 > 100,0 > 100,0 > 100,0 > 100,0 > 100,0 > 100,0

Chef I (3-20) 100,0 > 100,0 > 100,0 > 100,0 > 100,0 > 100,0 > 100,0

* Condição dos ensaios anteriores

o fato de Chef la ter tido a sua atividade antifúngica influenciada pela força iônica

do meio não nos causou estranheza, pois tal característica é bastante comum entre os

AMPs (THEVISSEN et aI., 2007; ZAIOU, 2007) e era esperada para um AMP rico em Gly

e His, contendo apenas uma Tyr e que provavelmente por isso interage com membranas

exclusivamente por interação eletrostática. Tal observação sugeriu que Chef la apresente

potencialidade limitada de uso terapêutico: aplicação tópica ou controle de crescimento

de fungos em água doce.

É importante informar que os resultados relatados não estão associados à

insolubilidade dos peptídeos em qualquer uma das condições de ensaio empregadas.
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4.1.4. Efeito do Zn2
+ sobre a atividade antimicrobiana de Chef I e de seus análogos

amidados

Nós últimos anos, foi descrito que o Zn2
+ podia aumentar a atividade

antimicrobiana de vários peptídeos e proteínas ricas em His (RYDENGARD et aI., 2006;

2007; DASHPER et aI., 2005; WANG et aI., 2007), bem como o fato de que os peptídeos

que apresentavam o motivo conservado (HEXXHXXGXXH) presente nas zinco-

endopeptidases podiam coordenar este íon metálico graças às His presentes nas suas

seqüências (SODE et aI., 1993).

Tendo a Chef I e seus análogos várias His que poderiam coordenar metais como

o Zn2
+, Cu2

+ e Ni2+, decidimos examinar a atividade da Chef la (análogo tão potente

quanto Chef I, porém, resistente à ação de carboxipeptidases) sobre C. albicans MDM8

em concentrações variadas de ZnCI2• Os testes foram realizados em meio PDS (sem

NaCI) usando uma solução 100 ~M do sal de zinco como controle, já que foi proposto que

o Zn2
+ poderia exibir atividade antimicrobiana devido à sua toxicidade (AARESTRUP et

aI., 2004). Neste caso, não ocorreu inibição do crescimento da levedura.

Na Tabela 13 são mostrados os resultados dos testes realizados com a Chef la

usando concentrações variadas de ZnCI2 (5, 10, 25, 50 e 100 ~M). Observa-se que em

presença de 5 ~M de ZnCI2 a atividade contra C. albicans MDM8 foi 4 vezes superior

àquela apresentada pelo peptídeo na ausência de Zn2
+. Em concentrações superiores a

1O~M ZnCI2 , o aumento da atividade contra C. albicans foi de 8 vezes.

Tabela 13: Efeito do ZnCI2 sobre a atividade antimicrobiana de Chef I a contra C.

albicans MDM8.

Sem ZnCI Z_n_C_b_e_m_m_e_i_o_P_D_B (~:._M_) _Peptídeo
MIC (~)

Chef la 12,5

5

3,1

10

1,6

25

1,6

50

1,6

100

1,6
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Posteriormente, medimos as atividades antifúngicas de Chef I e de seus análogos

Chef la, Chef I (3-28)a e Chef I (6-28)a contra as cepas de C. albicans MDM8, ATCC

90028 e HU 168 na ausência e presença de ZnCI2 10 IlM. Não foi examinado o efeito do

Zn2
+ na atividade frente a cepa de S. Cerevisiae, pois por si o metal se mostrou tóxico a

ela.

Na Tabela 14 observamos que o Zn2
+ aumentou quatro vezes a atividade de Chef

I, Chef I (3-28)a e Chef I (6-28)a contra C. albicans MDM8. Entretanto, os dois análogos

foram duas vezes menos ativos do que Chef la. Com respeito à atividade contra C.

albicans ATCC 90028, observamos que Chef la e Chef I (3-28)a se tornaram ativos

contra esta cepa devido a que a coordenação com o Zn2
+ estabiliza estruturas que

interagem melhor com. Com respeito à atividade contra C. albicans HU 168 resistente a

fluconazol, observamos que Chef la teve a sua atividade aumentada 8 vezes e Chef I,

Chef I (3-28)a e Chef I (6-28)a se tornaram 4 vezes mais ativos.

Tabela 14: Efeito de ZnCI2 10 IlM sobre a atividade da Chef I e de seus análogos

amidados Chef I a, Chef I (3-28)a e Chef I (6-28)a contra outras cepas de Candida

albicans.

MIC (JlM)

Peptídeo Candida albicans Candida albicans Candida albicans
MDM8 ATCC 90028 HU 168

sem Zn2+ com Zn2+ sem Zn2
+ com Zn2+ sem Zn2+ com Zn2

+

Chef la 12,5 1,6 > 100 6,2 25 3,1

Chef I (3-28)a 12,5 3,1 > 100 25 25 6,2

Chef I (6-28)8 12,5 3,1 > 100 > 100 50 12,5

Chefl 12,5 3,1 > 100 > 100 25 6,2

[ZnCb] =10 IlM
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Nossos resultados indicaram que os peptídeos estudados tiveram suas atividades

antifúngicas aumentadas devido a suas coordenações com o Zn2
+, o que invarialvemente

diminue a variabilidade conformacional destes compostos em solução e propicia uma

melhor interação com a membrana plasmática da levedura,· auxiliando no

desencadeamento da atividade (MELlNO et aL, 1999). De fato, nestas condições a Chef

la e o análogo Chef I (3-28)a se tornaram ativos frente à cepa de C. albicans ATCC

90028.

Em vista que Chef la se mostrou como o melhor composto com atividade contra

as cepas de fungos estudadas, foi mais estável à força iônica que a Chef I e os outros

análogos e teve a sua atividade aumentada pela presença do Zn2
+, decidimos utilizá-lo

nos estudos a serem discutidos em diante.

4.1.5. Atividade hemolítica de Chef la

A atividade hemolítica é um dos ensaios comumente usados para avaliar a

toxicidade das moléculas, já que a distribuição de qualquer droga no nosso corpo é

realizada através do fluxo sanguíneo. Usualmente, os ensaios hemolíticos são realizados

em meios de força iônica alta que simulem as condições isotônicas necessárias à

manutenção da integridade dos eritrócitos (PARK et aL, 1994, IWAHORI et aL, 1997,

MACHADO et aL, 2007). Estas podem "atenuar' a toxicidade dos compostos testados.

Assim, o uso de tampão com baixa força iônica e osmolaridade corrigida com glicose

(também chamado de tampão glicose-fosfato isotônico; IGP; HELMERHORST et aL,

1999a), se faz necessário para avaliar a verdadeira toxicidade dos AMPs (LEHRER et aL,

1983; LEE et aL, 1997; SHIN et aL, 2002; VELDHUIZEN et aL, 2008).

A Figura 24 mostra que Chef la não apresentou atividade hemolítica em

eritrócitos suspendidos em PBS. Sabendo que o peptídeo em questão é um AMP rico em

Gly e His, cuja ação antifúngica é influenciada pela força iônica, a atividade hemolítica

também foi medida frente a eritrócitos suspendidos em IGP (meio isento de NaCI). Foi
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observado apenas 8,3% e 18,0% de hemólise em 50 e 100 J..lM de Chef la,

respectivamente (Figura 24). Portanto, no MIC da Chef la frente a C. albicans (12,5 J..lM),

a hemólise é praticamente nula.
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Figura 24: Atividade hemolítica da Chef la em tampão fosfato salino (PBS) e tampão

glicose-fosfato isotônico (IGP).

4.1.6. Atividade fungicida de Chef la

Querendo avaliar se Chef la apresentava ação candidacida, decidimos realizar

uma estudo da cinética de ação de Chef la contra C. abicans MDM8.
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Figura 25: Cinética de morte da Candida albicans MDM8 frente a 5 MIC (62,5 J..lM) de
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Chef la.

Na Figura 25 observamos que Chef /a na concentração de 62,5 I-lM (5 MIC)

apresenta atividade candidacida de ação rápida (com 20 e 30 minutos de incubação, 50 e

100% da população já se encontrava inviável, respectivamente).

Este resultado nos leva a crer que Chef /a tem um alto potencial como agente

antimicrobiano de uso tópico contra a candidiases devido à sua alta eficiência, boa

atividade e baixa toxicidade.

4.1.7. Mecanismo de ação de Chefia

a) Permeabilização da membrana de Candida albicans MDM8

O teste foi realizado usando o kit Live/Dead bacLight viability L-7007 que

comumente é usado para verificar a viabilidade celular das bactérias e fungos

(MACHADO et aI., 2007). Após 18 horas de incubação do peptídeo com a levedura,

observamos que a quantidade de células no frasco de incubação tinha diminuído devido

possivelmente à lise e morte celular. De fato, como mostra a Figura 26, no controle

negativo (água) somente o SYTO 9 foi capaz de penetrar na célula (é sabido que este

marcador fluorescente consegue atravessar a membrana plasmática integra e se ligar ao

DNA da levedura emquanto que o mesmo não ocorre com o iodeto de propídeo que só é

capaz de penetrar na célula e se ligar no DNA se a membrana plasmática já tiver sido

permeabilizada). No controle positivo (isopropanol), ambos os marcadores fluorescentes

penetraram e se ligaram ao DNA celular (observamos que as células possuiam maior

quantidade de SYTO 9 no seu interior). Como no controle positivo, o iodeto de propídeo

foi capaz de penetrar as células incubadas com 31,13 I-lM (2,5 x MIC) de Chef la.

Estes resultados indicaram que em tempo prolongado de incubação e em alta

concentração, a Chef /a pode exibir ação antifúngica por permeabilização de membrana

como fazem os AMPs melitina, magainina, cecropina, PMAP-23, indolicidina (JENSSEN

et aI., 2006; BECHINGER; LOHNER, 2008), tenecina-3, buforina 11 e histatina- 5
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(HELMERHORST et aI., 1999; KIM et aI., 2001; TAKESHIMA et aI., 2003).

Contraste de fase SYTO 9 lodeto de propídeo

Água

Isopropanol

Chefia

Figura 26: Permeabilização da membrana plasmática de Candida albicans MDM8 na

presença de Chef I a (2,5 x MIC).

b) Marcação de Chef la com 5(6)-carboxifluoresceína (FAM-Chef I a)

Diante do resultado descrito acima, decidimos marcar a Chef I a com um grupo

fluorescente, pois assim poderíamos investigar se o análogo obtido teria como alvo a

membrana plasmática ou se ele se translocaria através dela para atingir um alvo

intracelular.

A marcação foi realizada a partir de Chef I-CLEAR amida usando a FAM ao invés

do isotiocianato de fluoresceína (FITC; WEBER et aI., 1998, FISCHER et aI., 2003). A

Tabela 15 descreve os resultados obtidos na síntese, purificação e caraterização do

peptídeo. O teste frente a C. albicans MDM8 revelou MIC 4 vezes menor (3,13 JlM) ao da
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Chef la (12,5 IlM), indicando que a alta hidrofobicidade da FAM alterou as propriedades

do peptídeo original, dado que concorda com outros já descritos sobre marcados com

compostos fluorescentes que tiveram as atividades alteradas (SZETO et aI., 2005).

Tabela 15: Purificação e caracterização de FAM-Chefla purificada.

Condlçoes da pUrlficaçao: Coluna: C18 preparativa, Solvente A: 0,1% TFAlagua,

solvente B: 60% ACN/água contendo 0,09% de TFA, gradiente linear: 5-35% de B em 90

min, fluxo: 10 mUmin, Â.: 210 nm.

Peptidil- Peptídeo Peptídeo Rendimento Pureza LC/ESI-MS Conteúdo
resina bruto purificado da (%) (Teóricolobtido) peptídico
(mg) (mg) (mg) purificação (%)

(%)

252 65,8 10,7 16,3 97 1360,5/1360,6 98%
[M+2Hf+

. - . - .

Contraste de fase

Figura 27: Distribuição do FAM-Chef la nas células de Candida albicans MDM8.
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A distribuição da FAM-Chef la na célula de Candida albicans MDM8 pôde ser

examinada usando microscopia confocal de varredura a laser, quantidade equivalente ao

seu MIC (3,13 ).!M) e um tempo de incubação de 15 minutos. Com base nos resultados

mostrados na Figura 27 foi possível concluir que a FAM-Chef la é internalizada na célula,

não causa ruptura da membrana plasmática e tem um alvo intracelular (possivelmente

alguma organela).

Tentando identificar tal alvo, realizamos experimentos de co-localização usando

marcadores específicos de organelas celulares. Com base em trabalhos realizados com a

histatina-5, um outro peptídeo rico em histidina que age sobre as mitocôndrias da

Candida albicans e induz a liberação de ATP ao citoplasma e depois ao meio extracelular

(HELMERHORST et aI., 1999; DIAZ et aI., 2005), selecionamos o "mitotracker orange",

um marcador específico de mitocôndria em respiração porque se liga aos grupos tióis das

suas proteínas. O resultado negativo indicou que a mitocôndria não é o alvo do peptídeo

(Figura 28).

FAM-cheferina I amida Mitotracker orange Sobreposicão

Figura 28: Colocalização da FAM-Chef la e "Mitotracker orange" nas células de Candida

albicans MDM8.

Também examinamos o efeito da temperatura e de NaN3 na translocação do

FAM-Chef la usando como ferramenta a citometria de fluxo (FACS), pois estes
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Figura 29: Efeito da temperatura baixa (O°C) e NaN3 sobre a internalização de FAM-Chef

la na célula de Candida albicans MDM8.
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experimentos nos ajudariam a especular qual seria o mecanismo do processo.

A Figura 29 mostra que o uso de: 1) 0,05% de NaN3 inibiu 90% de

internalização nas células de 1 MIC do FAM-Chef la (3,1 fJ.M) e 77% de internalização

nas células de 2 MIC de FAM-Chef la (6,2 fJ.M); 3) O°C inibiu 50% de internalização nas

células de 1 MIC de FAM-Chef la (3,1 fJ.M) e 15% de internalização nas células de 2 MIC

de FAM-Chef la (6,2 fJ.M).

Difusão simples, transporte facilitado, transporte ativo de íons, penetração direta

através da membrana, endocitose mediada por receptor e pinocitose são os processos

de transporte comumente utilizados pelos fungos para a adquisição de compostos

químicos do meio extracelular (KIM et aI., 2001). Os primeiros dois processos são

independentes de energia celular. A endocitose mediada por receptor é um processo

dependente de energia (WENDLAND et aI., 1998). Tem sido descrito que a translocação

de alguns peptídeos antimicrobianos ricos em determinado aminoácidos ou peptídeos

penetrantes de células, tais como a tenecina-3 (KIM et aI., 2001), buforina (TAKESHIMA

et aI., 2003), o LAH-4 (KICHLER et aI., 2006) e o H5WYG (MIDOUX et aI., 1998), é

realizada via um mecanismo que envolve endocitose.

Nossos resultados mostraram que a internalização do FAM-Chef la em Candida

albicans é um processo dependente de energia, já que as células tratadas com NaN3

deixaram de produzir ATP e as tratadas com baixa temperatura (O°C) apresentaram

metabolismo lento. Tais características são consistentes com processos endocíticos

(RIEZMAN et aI., 1996; KIM et aI., 2001; ZHU et aI., 2006).

Como tínhamos observado que a ação antifúngica de Chef la era suprimida em

meio contendo 34,2 mM de NaCl, decidimos investigar como a variação da concentração

de NaCI (4,28 mM; 8,56 mM; 17,13 mM; e 34,25 mM) afetariam a internalização do FAM­

Chef la. A Figura 30 revela que o processo não foi afetado, sugerindo que o carácter

hidrofóbico fornecido pela FAM conferiu à Chef la uma maior resistência ao aumento da

força iônica do meio.
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Figura 30: Efeito da força iônica sobre a internalização de FAM-Chef la na célula de

Candida albicans MDM8.
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4.2. Estudo da SPFS da acantoscurrina

Como já descrito, a acantoscurrina é uma pequena proteína (132 aminoácidos)

oligomérica, amidada na carboxila terminal e com alto conteúdo de Gly (73%;

LORENZINI et aI., 2003). Ela se caracteriza por possuir uma porção C-terminal de 32

resíduos de aminoácidos [acanto (101-132)], uma porção N-terminal de 22 resíduos de

aminoácidos [acanto (1-22)] e uma porção central formada por três fragmentos

repetitivos de 26 resíduos de aminoácidos [acanto (23-48); Esquema 5].

Porcão N-terminal
Porção central (3 repetições)

_ D1VYKGGGGGRYGGGRYGGGGGy22

O G23GGLGGGGLGGGGLGGGKGLGGGGLG48

11II G101GGLGGGRGGGYGGGGGVGGGYGGGYGGGKYK132_NH2

Esquema 5: Estrutura da acantoscurrina

Porcão C-terminal

Como parte de nosso interesse em estudar a SPFS de sequências peptídicas

ricas em Gly com ação antimicrobiana, decidimos inicialmente sintetizar os fragmentos

acanto (101-132), acanto (1-22) e acanto (23-48). Todos eles seriam sintetizados a

60°C usando protocolos estabelecidos por nós (VARANDA; MIRANDA, 1997; RIVIER;

MIRANDA, 2001; 2004; SOUZA et aI., 2004; LOFFREDO et aI., 2008) e usando

resinas que permitiriam a obtenção dos peptídeos com carboxila livre (porção N-

terminal e unidade repetitiva) ou amidada (fragmento C-terminal).

4.2.1. Síntese manual do fragmento acanto (101-132) (REMUZGO et aI., 2008)

Este é o maior dos fragmentos citados acima. Ele contém três dos nove

aminoácidos básicos da acantoscurrina (uma Arg e duas Lys). Como é sabido que a

característica catiônica de um peptídeo antimicrobiano é importante para a interação

eletrostática com o microorganismo alvo (LEE et aI., 2003), achamos que este
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fragmento deve ser importante para a expressão desta atividade pela proteína. Além

disso, de posse deste peptídeo rico em Gly poderíamos examinar o comportamento

conformacional de um peptídeo rico em Gly.

Como Fukushima descreveu que sequências de poli(Tyr-Gly-Gly), poli(Gln-Gly­

Gly) e poli(Ala-Gly-G/y) contidas em seda da aranha Nephila c1aviceps apresentam um

alto conteúdo de estrutura em folha ~ (FUKUSHIMA, 2000) e Zahariev e

colaboradores descreveram que tentativas de síntese do fragmento C-terminal da

nucleolina humana, uma proteína com alto conteúdo de Gly e His que levaram a

baixos rendimentos de síntese devido à baixa eficiência das reações de acoplamento

(ZAHARIEV et aI., 2005), realizamos uma análise teórica do potencial de agregação

que o peptídeo acanto [101-132) poderia apresentar usando o software Peptide

Companion 1.25 (CoshiSotuPeptiSearch, USA). O gráfico abaixo indicou que o

peptídeo apresenta um baixo potencial de agregação:

a) Tentativa de SPFS passo a passo a GO°C na resina MBHA pela estratégia

Boc/Bzl

O peptídeo começou a ser sintetizado manualmente na resina MBHA a eo°c. A

cada dois acoplamentos foram tomadas alíquotas de peptidil-resina em crescimento

para o monitoramento da síntese por espectroscopia NIR-FT-Raman (LARSEN et aI.,

2003; RYTTERSGARD et aI., 1997). Após a lavagem inicial, a resina forneceu teste de
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ninidrina (KAISER et aI., 1970) positivo. As etapas posteriores de acoplamento e

desproteção foram realizadas segundo o protocolo descrito na Tabela 1.

O acoplamento da Gly125 à peptidil-resina foi incompleto. Por isso, a mistura

DIC/HOBt foi trocada por TBTU/DIPEA. Como não houve qualquer melhoria, a mistura

25% DMS/tolueno foi trocada por 20% DMSO/NMP, que sabidamente solvata bem

peptidil-resinas altamente substituídas (CILLI et aI., 1996) e contém o DMSO que evita

a formação de pontes de hidrogênio entre as cadeias peptídicas em crescimento

(CILLI et aI., 1999; VARANDA; MIRANDA, 1997). Como não houve mudança no teste

de ninidrina, a peptidil-resina em crescimento foi acetilada. Todos estes sintomas nos

fizeram pensar na possibilidade de ocorrência de agregação entre as cadeias

peptídicas em crescimento.

Mesmo assim, o grupamento. Boc foi removido tentado o acoplamento da

Gly124 à peptidil-resina em crescimento usando TBTUIDIPEA. Novamente, o

acoplamento foi incompleto. Foram tentados reacoplamentos com BOPIDIPEA

(CASTRO et aI., 1975) sem mudança no teste de ninidrina. Por essa razão,

recorremos à adição de sais caotrópicos ao meio reacional (O,4M de NaCI04 ou 1M de

LiCI em 20% DMSO/NMP) conhecidos por evitar a agregação em SPFS passo a

passo (THALER et aI., 1991). Também foi tentado o uso dos seguintes solventes ou

misturas: DMSO, DMF, 50% TFE/DCM (YAMASHIRO et aI., 1976), a mistura mágica

[DCM:DMF:NMP (1:1:1) 1% Triton 4 N carbonato de etileno] (ZHANG et aI., 1994) e

10% HFIP/DCM (MILTON et aI., 1992), pois todos eles são conhecidos por

desestruturar as folhas 13- resultantes da agregação intercadeias peptídicas em

crescimento e, portanto, agilizar a SPFS passo a passo de seqüências agregantes.

Este último sistema de solvente não é compatível com a ativação "in situ" e, por isso, o

anidrido simétrico do Soe-aminoácido pré-formado foi adicionado ao meio reacional.

Mesmo assim não houve melhora no acoplamento. Novamente, a peptidil-resina foi

acetilada e o grupo Boc removido. A tentativa de Gly123 à peptidil-resina em
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crescimento foi feita usando TBTU/DIPEA em 20% DMSO/NMP. O teste de ninidrina

da peptidil-resina foi positivo.

Em vista da impossibilidade de alongar mais o peptídeo, as peptidil-resinas

acanto (125-132)-, acanto (124-132)-, acanto (123-132)-MBHA de 8, 9 e 10

aminoácidos, respectivamente, foram submetidas à hidrólise ácida para realizar uma

análise dos seus conteúdos de aminoácidos (SMILLlE; NATIRISS, 1991). Estas

peptidil-resinas também foram submetidas ao teste do ácido pícrico (GISIN, 1972) na

tentativa de quantificar os grupamentos amina livres que restaram nos acoplamentos

incompletos. Os resultados estão mostrados na Tabela 16. Como era esperado, o

grau de substituição da peptidil-resina diminuiu à medida que o peptídeo foi sendo

alongado. Por outro lado, a quantidade de grupamentos aminos livres das diferentes

peptidil-MBHAs aumentou, mostrando que os rendimentos dos acoplamentos eram

baixos.

Tabela 16: Graus de substituição e conteúdos de grupamentos aminas livres das

peptidil-MBHA obtidas.

GSpeptidil -MBHA
Quantidade de

Peptidil-MBHA Grupamentos aminas
(mmol/g)

livres (mmol/g)

acanto (125-132)-MBHA 0,1764 0,01389

acanto (124-132)-MBHA 0,1805 0,04430

acanto (123-132)-MBHA 0,1496 0,05750

A suspeita de que acanto (101-132) apresenta problemas de agregação, foi

confirmada por análise dessas peptidil-MBHAs por NIR-FT-Raman, pois como citado

no item 3.11.c, este tipo de espectroscopia permite detectar a ocorrência de

agregação durante a SPFS. A Figura 31 mostra que o espectro da resina MBHA não

apresenta banda em 1657 cm-1
, que a acanto (131-132)-MBHA apresenta uma banda

fraca e que esta banda aumenta de intensidade e é deslocada para freqüência maior



127

no espectro da peptidil-resina acanto (129-132)-MBHA (1665 cm-1
). Nos espectros da

acanto (127-132)- e acanto (125-132)-MBHA, esta banda é ainda mais deslocada

(1672 e 1675 cm'1, respectivamente), enquanto que nenhum deslocamento adicional é

observado para acanto (124-132)- e acanto (123-132)-MBHA. Como a banda de 1675

cm-1 é geralmente usada para indicar estruturação em folha f3 pregueada em

peptídeos e proteínas (COlTHUP et aI., 1990), estes resultados confirmaram que

durante após o acoplamento de Gly127 à MBHA, as cadeias em crescimento

começaram a estabelecer ligações de hidrogênio entre si gerando estruturas em folha

13. O fenômeno foi se agravando nos acoplamentos de Gly125, Gly124 e Gly12e à MBHA.
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Figura 31: Espectros de NIR-FT-Raman na região amida I (1600 - 1700 cm·1
) da

resina MBHA e as peptidil-MBHA acanto (131-132)-, acanto (129-132)-, acanto (127­

132)-, acannto (125-132)-, acanto (124-132)- e acanto (123-132)-M13HA (de baixo para

cima).

A Tabela 17 mostra os resultados das análises de aminoácidos das peptidil-

MBHAs em questão. Como visto, com exceção da Gly que apareceu aumentada em

vários casos, eles mostraram as proporções molares entre os aminoácidos esperadas.

A queda no GS da peptidil-resina acanto (127-132)-MBHA para acanto (125-132)-

MBHA e o resultado por NIR-FT- Raman indicam problemas de agregação.
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Tabela 17: Caracterização das peptidil-MBHA obtidas.

N°de Proporção molar dos
GSpeptldil-resinaPeptidil-M8HA aminoácidosresíduos

(Teórico/experimental) (mmollg)

2 acanto (131-132)-MBHA K (1,00) 1,00
0,3267Y (1,00) 1,11

G (1,00) 1,21
4 acanto (129-132)-MBHA K (2,00) 2,00 0,3369

Y (1,00) 1,07

G (3,00) 3,37
6 acanto (127-132)-MBHA K (2,00) 2,00 0,3042

Y (1,00) 1,11

G (4,00) 4,63
8 acanto (125-132)-MBHA K (2,00) 2,00 0,1764

Y (2,00) 1,89

G (S,OO) S,20
9 acanto (124-132)-MBHA K (2,00) 2,00 0,180S

Y (2,00) 2,OS

G (6,00) 6,20
10 acanto (123-132)-MBHA K (2,00) 2,00 0,1496

Y (2,00) 1,9S

GS = Grau de substituição.

Amostras das peptidil-resinas acanto (125-132)- e acanto (123-132)-MBHA

submetidas à clivagem da resina e desproteção total forneceram os peptídeos livres

correspondentes. As análises por RP-HPLC e LC/ESI-MS do peptídeo bruto

G125YGGGKYK132_NH2 mostrados nas Figuras 32A e 33 revelaram que o componente

majoritário correspondia ao peptídeo desejado (componente 1 da Figura 33A) e que o

componente 2 corresponde ao peptídeo contendo uma Gly adicional. Por outro lado,

as análises por RP-HPLC e LC/ESI-MS do peptídeo bruto G123GGYGGGKYK132_NH2

(Figuras 328 e 34) revelaram que o componente majoritário correspondia ao peptídeo

desejado (componente 1 da Figura 328). A presença do subproduto

G125YGGGKYK132_NH2 que correspondia ao peptídeo deletado em duas Gly tornou-se

clara. Enquanto o componente 2 (Figura 328) corresponde ao peptídeo acrescido de
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uma Gly (11 resíduos e possivelmente ganha durante as tentativas de reacoplamentos

de Fmoc-Gly à peptidil-resina em crescimento), o componente 3 corresponde a

vários subprodutos cujas massas não puderem ser atribuídas. A Figura 34 indicou a

presença do peptídeo deletado em uma Gly. Tamanha complexidade impossibilitou a

purificação do peptídeo desejado conforme prevê a literatura (MILTON et aI., 1990).
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Figura 32: Análise por RP-HPLC dos peptídeos brutos resultantes da clivagern

da resina e desproteção total da acanto (125-132)-MBHA (A) e acanto (123-132)-

MBHA (B). Condições: Solvente A: 0,1%TFNágua, solvente B: 40% ACN/água contendo

0,09% de TFA, gradiente linear: 5-95%B em 30 minutos, fluxo: 1 mUmin, Â.: 210 nm.

b) Tentativa de SPFS passo a passo a 60°C na resina 4-(2',4'-dirnetoxifenil-

Frnoc-arninornetil)-fenoxi resina (Rink arnida) pela estratégia Frnoc/But

É sabido, que a agregação na SPFS passo a passo independe do tipo de

estratégia química a ser empregada (KENT, 1988; MILTON et aI., 1990). Por isso,

decidimos tentar a síntese do acanto (101-132) usando a estratégia FmoclBut. A

resina escolhida foi a Rink amida.
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Figura 33: Análise por LC/ESI-MS do peptídeo bruto resultantes da clivagem da

resina e desproteção total da acanto (125-132)-MBHA Condições: Solvente A:

0,1%TFA/água, solvente B: 40% ACN/água contendo 0,09% de TFA, gradiente linear: 5-95%B

em 30 minutos, fluxo: 1 mUmin, À: 210 nm, capilar: 3 kV, cone: 37 V, modo de ionização: ES+.
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Figura 34: Análise por LC/ESI-MS do peptídeo bruto resultante da clivagem da

resina e desproteção total de acanto (123-132)-MBHA. Condições: Solvente A:

O,1%TFAlágua, solvente B: 40% ACN/água contendo 0,09% de TFA, gradiente linear: 5-95%8

em 30 min, fluxo: 1 mUmin, À: 210 nm, capilar: 3 kV, cone: 37 V, modo de ionização: ES+,
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Após a lavagem inicial, a resina forneceu teste de nindrina (KAISER et aI.,

1970) negativo. O grupo Fmoc foi removido tornando-o positivo. As etapas posteriores

de acoplamento e desproteção foram realizadas segundo o protocolo descrito na

Tabela 2. Como na tentativa de síntese na resina MBHA, o acoplamento da Tyr126 à

peptidil-resina em crescimento foi incompleto. As trocas dos reagentes acopladores

DIC/HOBt por TBTUlDIPEA e do sistema de solvente 25% DMSOltolueno por 20%

DMSO/NMP tornaram a reação quantitativa. O acoplamento de GIy125 à peptidil-resina

em crescimento foi incompleto; novamente, o teste ninidrina da peptidil-resina indicou

a presença de alguns grupamentos aminas livres. Neste caso, a troca de reagente

acoplador (TBTU) por HATUlDIPEA não causou mudança no teste de ninidrina.

Tentativas de acoplamento utilizando O,4M de NaCI04 em 20% DMSO/NMP usando

TBTUIDIPEA fizeram com que a reação fosse completada. Uma pequena quantidade

de acanto (125-132)-Rink amida foi então retirada para análises de aminoácidos e por

espectroscopia NIR-FT-Raman.

A tentativa de acoplamento de GIy124 à peptidil-resina em crescimento foi feita

usando TBTU/DIPEA e O,4M de NaCI04 em 20% DMSO/NMP, condições que se

mostraram ótimas no acoplamento de resíduo anterior. Novamente, o teste de

ninidrina da peptidil-resina foi positivo. Foram feitas tentativas usando 1M de LiCI em

20% DMSO/NMP e outros sistemas de solventes, tais como DMSO, 50%TFEIDCM e

mistura mágica [DCM:DMF:NMP (1:1:1), 1% Triton e 4N carbonato de etileno], sem

que houvesse mudança no teste de ninidrina da peptidil-resina. Apesar de a mistura

10% HFIP/DCM não ter sido testada devido à sua incompatibilidade com a estratégia

Fmoc!But, os resultados obtidos confirmaram que o acanto (101-132) é uma

sequência agregante ou uma "difficult sequence" (MILTON et aI., 1990).

Em vista de não podermos alongar mais o peptídeo, a peptidil-resina acanto

(124-132)-Rink amida foi seca sob vácuo e estocada a -4°C. Uma amostra dela foi

submetida à hidrólise total para a determinação do seu conteúdo de aminoácidos



133

(SMllLlE; NATTRISS, 1991). Os resultados obtidos foram condizentes com os

esperados para o acanto (125-132)-Rink amida (Tabela 18) como mostrado a seguir:

Tabela 18: Caracterização da acanto (125-132)-Rink amida obtida.

Proporção molar entre os
aminoácidos

(Teórico/experimental)

GSpeptidil-reSlna

(mmollg)

G (4,00) 4,08
8 K (2,00) 1,99

Y (2,00) 1,98

GS = Grau de substituição

0,2258

o espectro Raman da acanto (125-132)-Rink amida apresentou banda em

1675 cm-1 (Figura 35) indicativa de estruturação em folha 13 pregueada (COlTHUP et

aI., 1990).

1640 1650 1660 1670 1680 1690 1700

Número de onda (cm-1
)

Figura 35: Espectros de NIR-FT-Raman na região amida I (1600 - 1700 cm-1
) da

resina Rink amida e da peptidil-resina acanto (125-132)-Rink amida (de baixo para

cima).
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c) Tentativa de SPFS passo a passo a GO°C na resina CLEAR amida pela

estratégia Fmoc/But

Devido às caracteríticas descritas no item 4.1.2.a, a resina CLEAR amida

pareceu ser indicada para a SPFS passo a passo do acanto (101-132). A tentativa

inicial foi novamente a 60°C, pois relatos prévios indicaram que ela é compatível com

o uso de temperatura alta (KAPPE, 2001).

Após a lavagem lavagem inicial com 20% DMSO/NMP e remoção do Fmoc, foi

iniciado o processo sintético. As etapas de acoplamento e desproteção foram

realizadas segundo o protocolo mostrado na Tabela 3. Foram tomadas amostras da

peptidil-resina após a incorporação da Tyr126 (sétimo resíduo) e Gly119 (décimo-quarto

resíduo) para serem analisadas posteriormente por espectroscopia Raman. O

acoplamento da GIy113 foi incompleto (o teste de ninidrina da peptidil-resina mostrou a

presença de alguns grãos azuis). As trocas de DIC/HOBt por TBTU e de 20%

DMSO/NMP por DMF ou DMSO, não foram bem sucedidas, assim como o uso de

O,4M de LiCI em NMP e 20% TFE/DCM. Em vista de não podermos alongar mais o

peptídeo, a peptidil-resina acanto (113-132)-CLEAR amida foi seca sob vácuo e

estocada a -4°C.

Tabela 19: Caracterização das peptidil-CLEAR obtidas.

N° de Conteúdo de
G5peptidil-reslnaPeptidil-MBHA aminoácidosresíduos

(Teórico)experimental (mmol/g)

G (3,00) 3,11
0,22517 acanto (126-132)-CLEAR amida K (2,00) 2,00

Y (2,00) 2,05

G (9,00) 8,71
0,204414 acanto (119-132)-CLEAR amida K (2,00) 2,00

Y (3,00) 3,17

G (14,00) 13,21
0,182320 acanto (113-132)-GLEAR amida K (2,00) 2,00

Y (4,00) 3,59

GS ::; Grau de substituição



135

Posteriormente, as peptidil-resinas acanto (126-132)-, acanto (119-132)- e

acanto (113-132)-CLEAR amida foram submetidas à hidrólise total para a análise dos

seus conteúdos de aminoácidos (SMILLlE; NATTRISS, 1991) que evidenciaram as

proporções molares esperadas (Tabela 19).

Na Figura 36 são mostrados os espectros Raman de acanto (126-132)-CLEAR

amida , acanto (119-132)-CLEAR amida e acanto (113-132)-CLEAR amida na região

amida I. Observa-se claramente a presença da banda de 1675 cm-1 indicativa de

estruturação dos peptídeos em crescimento em folha 13 pregueada.
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Figura 36: Espectros de NIR-FT-Raman na região amida I (1600 - 1700 cm-1) da

CLEAR e das peptidil-resina acanto (126-132)-, acanto (119-132)- e acanto (113-132)-

CLEAR amida (de baixo para cima).

Amostras das peptidil-resinas 8canto (119-132)- e acanto (113-132)-CLEAR

amida forneceram peptídeos brutos na forma totalmente desprotegida, cujas análises

por RP-HPLC e LC/ESI-MS G119GGYGGGYGGGKYK132_NH2 (Figuras 37A e 38)

mostraram que o seu componente majoritário correspondia ao peptídeo desejado

(componente 1 da Figura 37A) e que os dois subprodutos eram análogos contendo

uma e duas Gly adicionais. Similarmente, as análises por RP-HPLC e LC/ESI-MS do
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peptídeo bruto G113GGGGYGGGYGGGYGGGKYK132_NH2 resultante da (Figuras 378

e 38) mostraram que o seu componente majoritário corresponde ao peptídeo desejado

(componente 1 da Figura 378) e que os dois subprodutos correspondem a análogos

contendo uma e duas Gly adicionais.
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Figura 37: Análise por RP-HPLC dos peptídeos brutos resultantes da clivagem

da resina e desproteção total da acanto (119-132)-CLEAR amida (A) e acanto

(113-132)-CLEAR amida (8). Condições: Solvente A: 0,1%TFAlágua, solvente B: 40%

ACN/água contendo 0,09% de TFA, gradiente linear: 5-95%B em 30 min, fluxo: 1 mUmin, 71,:

210 nm.

A presença de contaminantes pode ser explicada pela remoção indesejável do

grupo Fmoc do Fmoc-Gly-OH que está sendo acoplado em presença de TBTUlDIPEA

(como já foi citado, o Fmoc de Fmoc-Gly é pouco estável à base utilizado na síntese

devido à pequena cadeia lateral deste aminoácido; BODANSZKY et aI., 1979).

De modo geral, portanto, a resina CLEAR mostrou-se superior às resinas

MBHA e Rink amida, já que permitiu a SPFS do fragmento acanto (113-132) de boa

qualidade. Entretanto, também ela não nos permitiu chegar ao peptídeo de 32

resíduos de aminoácidos devidoà ocorrênça de agregação.
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Figura 38: Análise por LC/ESI-MS do peptídeo bruto resultante da clivagem e

desproteção total da acanto (119-132)-CLEAR amida. Condições: Solvente A:

0,1 %TFAlágua, solvente B: 40% ACN/água contendo 0,09% de TFA, gradiente linear: 5-95%B

em 30 min, fluxo: 1 mUmin, 11.: 210 nm, capilar: 3 kV, cone: 37 V, modo de ionização: ES+.
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Figura 39: Análise por LC/ESI-MS do peptídeo bruto resultante da clivagem e

desproteção total da acanto (113-132)-eLEAR amida. Condições: Solvente A:

0,1%TFAlágua, solvente B: 40% ACN/água: contendo 0,09% de TFA, gradiente linear: 5-95%B

em 30 min, fluxo: 1 mUmin, À: 210 nm, capilar: 3 kV, cone: 37 V, modo de ionização: ES+.
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d) Tentativa de síntese convergente em fase sólida (SCPFS) na resina CLEAR

amida

Na tentativa de chegar ao acanto (101-132) desenhamos uma estratégia de

SCPFS que está mostrada no Esquema 6. Usualmente, a resina 2-c1orotritil é

escolhida para fazer a síntese dos fragmentos protegidos pela estratégia Fmoc

(BARLOS et aI., 1991). Como esta resina é baseada no copolímero de poliestireno e

divinilbenzeno que não mostrou bons resultados nas tentativas de síntese anteriores,

usamos o linker ácido 4-(4-hidroximetil-3-metoxifenoxi)-butírico (HMPB,

FLOERSHEIMER; RINIKER, 1991) acoplado à resina CLEAR amida para a obtenção

dos fragmentos protegidos contendo Gly como resíduo C-terminal.

As peptidil-resinas correspondentes aos três fragmentos foram sintetizadas

manualmente por SPFS passo a passo convencional (temperatura ambiente;

MIRANDA et aI., 1993, KEMPE; BARANY, 1996, SOUZA et aI., 2004). Uma vez

obtidas, elas foram secas e pesadas. Amostras foram: 1) hidrolisadas totalmente para

a determinação dos seus graus de substituição e seu conteúdo de aminoácidos; 2)

submetidas à c1ivagem e desproteção total para a obtenção dos peptídeos brutos

correspondentes que foram analisados por RP-HPLC e LC/ESI-MS.

Acanto 121-132-CLEAR amida: Fmoc-G121Y(ButlGGGY(ButlGGGK(Boc)Y(Butl

K132(Boc)-CLEAR amida

A síntese foi realizada segundo o protocolo da Tabela 3 usando a estratégia

Fmoc (MIRANDA et aI., 1993, KEMPE; BARANY, 1996, SOUZA et aI., 2004) e a

mistura DIC:HOBt (1:1) como reagentes acopladores. Não houve necessidade de

realizar reacoplamentos. O ganho de massa da resina é mostrado na Tabela 20. A

sua análise de aminoácidos apresentou a proporção molar esperada (Tabela 21). As

análises por RP-HPLC (Figura 40A) e o espectro de massa obtido no LC/ESI-MS

(Figura 41C) do produto bruto obtido em escala analítica indicaram que o peptídeo

desejado corresponde ao componente majoritário (componente 1 da Figura 40A) e,

portanto, que a síntese da peptidil-resina foi bem sucedida.
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Figura 40: Análise por RP-HPLC do peptideo bruto resultante da clivagem da

resina e desproteção total da acanto (121-132)-CLEAR amida (A) acanto (111-

120)-HMP8-CLEAR amida (8) acanto (101-110)-HMP8-CLEAR amida (C).

Condições: Solvente A: 0,1% TFNágua, solvente B: 70% (A) ou 90% (B,C) ACN/água

contendo 0,09% de TFA, gradiente linear: 5-95% de B em 30 minutos, fluxo: 1 mUmin, À: 210

nm.

Acanto (111-120)-HMPB-CLEAR amida: Fmoc-G111Y(8ut)GGGGGY(But)GG12o­

HMPB-CLEAR amida

o acoplamento do linker HMPB à resina CLEAR foi realizado como se ele

fosse um simples aminoácido. A aminoacilação da resina funcionalizada foi realizada

como descrito no item 3.6.d. O alongamento da cadeia peptídica foi realizada

seguindo o protocolo da Tabela 3 usando a estratégia Fmoc (MIRANDA et aI., 1993,

KEMPE; BARANY, 1996, SOUZA et aI., 2004), a mistura DIC:HOBt (1:1) como

reagente acoplador nos primeiros dos acoplamentos e a mistura BOP:HOBt (1:1) para

os posteriores, de forma a evitar que acontecesse a reação de formação de

dicetopiperazina (GAIRI et aI., 1990). Os acoplamentos posteriores foram realizados

com TBTU como reagente acoplador na presença de DIPEA até pH 8-9. Foi

necessário realizar reacoplamentos para total incorporação dos três últimos

aminoácidos. O ganho de massa é .mostrado na Tabela 20. A sua análise de

aminoácidos apresentou a proporção molar dos aminoácidos
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Figura 41: Análise por LC/ESI-MS do peptídeo bruto resultante da clivagem da

resina e desproteção total da acanto (121-132)-CLEAR amida. Condições da LC:

Injeção: 4 I!L, Solvente A: 0,1% TFAlágua, solvente B: 70% ACN/água contendo 0,09% de

TFA, gradiente linear: 5-95% de B em 30 min, fluxo: 1 mUmin, À: 210 nm; Condições da ESI-

MS: Capilar: 3kV, cone: 37 kV, modo de ionização: ES+.
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Figura 42: Análise por LC/ESI-MS do peptídeo bruto resultante da clivagem da

resina e desproteção total da acanto (111-120)-HMPB-CLEAR amida. Condições

da LC: Injeção: 5 J.l.L, Solvente A: 0,1% TFNágua, solvente B: 90% ACN/água contendo 0,09%

de TFA, gradiente linear: 5-95% de B em 30 minutos, fluxo: 1 mUmin, À: 210 nm; Condições

da E51-M5: Capilar: 3kV, cone: 37 kV, modo de ionização: ES+.
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esperada (Tabela 21). Como o grupo Fmoc não foi removido, as análises por RP­

HPLC (Figura 408) e LC/ESI-MS (Figura 42) do peptídeo bruto obtido em

microescala indicaram que: 1) o componente majoritário 1 corresponde ao peptídeo

desejado protegido no seu grupo amino terminal (Fmoc-GYGGGGGYG-OH, Figuras

408 e 42C); 2) o componente 2 corresponde ao peptídeo desejado na sua forma livre

(H-GYGGGGGYGG-OH, Figuras 408 e 420); 3) os subprodutos correspondem aos

peptídeos deletados (Fmoc-G111YGGGGGYG119_0H e Fmoc-G111YGGGGGy118_0H

respectivamente, Figura 42C). Tais deleções podem ter acontecido devido a

aminoacilações incompletas decorrentes de problemas de agregação (MILTON et aI.;

1990). Em geral, a síntese desta peptidil-resina foi bem sucedida.

Acanto 101-110-HMPB-CLEAR amida:

CLEAR amida

101 110
Fmoc-G GGLGGGR(Pmc)GG -HMPB-

A síntese foi realizada segundo o protocolo da Tabela 3 utilizando a estratégia

Fmoc (MIRANDA et aI., 1993, KEMPE; BARANY, 1996, SOUZA et aI., 2004) e a

mistura DIC:HOBt (1:1) como reagente acoplador. Como na síntese anterior, o terceiro

aminoácido foi acoplado usando a mistura BOP:HOBt (1:1) como reagente acoplador

para evitar que acontecesse a reação de dicetopiperazina (GAIRI et aI., 1990). Os

demais acoplamentos foram realizados com TBTU, sendo necessário realizar

reacoplamentos somente da Gly10G. O ganho de massa da resina é mostrado na

Tabela 20. A sua análise de aminoácidos apresentou a proporção molar de

aminoácidos esperada (Tabela 21). Como no fragmento anterior, o grupamento Fmoc

não foi removido antes da c1ivagem do peptídeo da resina e desproteção total foi feita

em microescala (Figuras 40C e 43). Duas são as metodologias rotineiramente

utilizadas na obtenção de fragmentos protegidos a partir de peptidil-HMPB-CLEAR. A

primeira emprega uma solução de 1% TFAlDCM numa reação de 2 minutos; a

segunda usa a mistura HAclTFE/DCM (2:2:6, v/v/v (BARLOS et aI., 1989, 1991).
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Cromatografia líquida (LC)

100 19.19 A

%

3.01
7.33

9.22 15.05 20.23 ~1.17 24.42

B19.36

0-l.,..,.....~,ç:;::;.:::;::;::;~;;:2;=;:;~~:;::::;::::~~~~:.=;:;:;:::;:::~~:;:;:;:~
Cromatograma de íons totais

100

%

20.87
24.63

25.00

c

%

460.12
/

744.20
1023.35

D
0~~""Tfl''''''''''''''~~''''''fl''''''''~~~~'''''''-1''''''''''''!''''''''''''''''''''''''''''''''''T'''''~''''''''''''''''''I''''''''''1'!''I'f''"'''l'''I'i''i'f''''"'T''''''

Espectro do material eluido em 15,88 min
100 ....460.12

%

744.26

H-GGGLGGGRGG-CH
(M+H)+

573.2~ 630.28 801.01
o m

500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800 1900

Figura 43: Análise por LC/ESI-MS do peptideo bruto resultante da clivagem da

resina e desproteção total de acanto (101-110)-HMPB-CLEAR amida. Condições

da LC: Injeção: 9 IlL, Solvente A: 0,1% TFAlágua, solvente B: 90% ACN/água contendo 0,09%

de TFA, gradiente linear: 5-95% de B em 30 min, fluxo: 1 mUmin, À: 210 nm; Condições da

ESI-MS: Capilar: 3kV, cone: 37 kV, modo de ionização: ES+.
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Tabela 20: Resultados da SPFS de acanto (121-132)-CLEAR amida, acanto (111­

120)-HMPB-CLEAR amida, acanto (101-110)-HMPB-CLEAR amida.

Peptidil-resina

acanto (121-132)-CLEAR amida

acanto (111-120)-HMPB-CLEAR amida

acanto (101-110)-HMPB-CLEAR amida

Resina
Massa Ganho de

massa
Inicial (g)

final (g)
massa (g)

0,50 0,70 0,20

0,50 0,71 0,21

0,50 0,70 0,20

Tabela 21: Caracterização dos acanto (121-132)-CLEAR amida, acanto (111-120)­

HMPB-CLEAR amida, acanto (101-110)-HMPB-CLEAR amida por análise de

aminoácidos.

Peptidil-resina

acanto (121-132)-CLEAR amida

acanto (111-120)-HMPB-CLEAR amida

acanto (101-110)-HMPB-CLEAR amida

Proporção molar dos Grau de

aminoácidos substituição

obsd (calcd) (mmol/g)

K 2,00 (2,00)

Y 2,83 (3,00) 0,20

G 7,3 (7,00)

Y 2,00 (2,00)
0,17

G 9,31 (9,00)

R 1,20 (1,00)

L 1,00 (1,00) 0,15

G 11, 05 (8,00)

As análises por RP-HPLC dos produtos do desligamento de Fmoc­

G111Y(But)GGGGGY(But)GG120-HMPB-CLEAR amida pelas duas metodologias

mostraram um componente majoritário 1 (Figura 44A) que acreditávamos ser o

fragmento protegido desejado. Por outro lado, análises por RP-HPLC do produto do



147

A) fmoc-G111Y(But)GGGGGY(But)GG120-HMPB-CLEAR amida

1% TFAlOCM
1
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(2:2:6)
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figura 44: Análises por RP-HPLC dos produtos do desligamento do peptídeo da

acanto (111-120)-HMPB-CLEAR amída e da acanto (101-110)-HMPB-CLEAR

amida. Condições: Solvente A: 0,1% TFAlágua, solvente B: 90% ACN/água contendo 0,09%

de TFA, gradiente linear: 5-95% de B em 30 min, fluxo: 1 mUmin, À: 210 nm.
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d I· d 101 110 .es Igamento e Fmoc-G GGLGGGR(Pmc)GG -HMPB-CLEAR amlda pelas duas

metodologias indicaram a presença de um componente majoritário 2 (Figura 448) e

outro (3). Infelizmente, as análises por LC/ESI-MS mostraram que 1-3 não

correspondiam aos peptídeos protegidos desejados, que aparentemente não foram

desligados da resina.

Durante a síntese da proteína l3-amilóide por SCPFS, Hendrix e colaboradores

observaram que a agregação das cadeias em crescimento na resina impediu o

desligamento do peptídeo protegido que só foi conseguido com uso de LiBr 0,2M

(HENDRIX et aI., 1990). Como tivemos dificuldade de desligar o peptídeo protegido da

resina, suspeitamos que o mesmo tivesse ocorrido como fragmento em estudo.

Assim, coletamos os espectros NIR-FT-Raman na região amida I da acanto

(121-132)-CLEAR amida, acanto (111-120)-HMPB-CLEAR amida e acanto (101-110)-

HMPB-CLEAR amida disponíveis (Figure 45). Conforme se observa, enquanto o

espectro da acanto (121-132)-CLEAR amida apresentou uma banda intensa em 1675

cm-1 indicativa de estruturação em folha 13 pregueada das cadeias peptídicas, o

espectro da acanto (111-120)-HMPB-CLEAR amida mostrou duas bandas: uma em

1648 cm-1
, indicativa de estrutura em hélice, e uma outra banda em 1672 cm-1

,

indicativa de uma sobreposição de

cadeias com estrutura randômica (menor número de onda) e cadeias com estrutura

em folha 13 pregueadas (maior número de onda) (TORREGIANI; FINI, 1998). O

espectro da peptidil-resina acanto (101-110)-HMPB-CLEAR amida também mostrou as

bandas em 1648 e 1672 cm-1 que estavam presentes no espectro da peptidil-HMPB­

CLEAR amida anterior, além de outra banda em 1693 cm-1 que corresponde a cadeias

que apresentam algum tipo de dobra (BYLER; SUSI, 1988). Estes dados confirmaram

as nossas suspeitas de que as peptidil-resinas correspondentes aos fragmentos da

acanto apresentavam agregação devido a interações intercadeias peptídicas. No caso

dos 111-120 e 101-110, ela impediu o desligamento da resina na forma protegida.
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Este fato evidenciou a dificuldade de SCPFS do fragmento 101-132 da acantoscurrina.
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Figura 45: Espectros NIR-FT-Raman na região amida I (1640-1700 cm-1) da CLEAR

amida (A), do linker HMPB acoplado à CLEAR amida (B) e das peptidil-resinas acanto

(121-132)-CLEAR amida (C) acanto (111-120)-HMPB-CLEAR amida (O) e acanto

(101-110)-HMPB-CLEAR amida (E).

e) Tentativa de SPFS passo a passo usando protetor de esqueleto peptídico

Zahariev e colaboradores durante a síntese do fragmento C-terminal da

nucleolina humana pela abordagem de síntese convergente também observou

problemas de agregação nos fragmentos sintetizados que apresentaram problemas de

baixos rendimentos de acoplamentos e problemas na solubilidade e purificação dos

fragmentos protegidos (ZAHARIEV et aI., 2005). Eles conseguiram resolver estes

problemas usando protetores de esqueleto peptídico (BLAAKMER et aI., 1991;

JONHSON et aI., 1993; WOHR et aI., 1996) que impedem a formação de ligações de

hidrogênio intercadeias em crescimento na resina e, portanto, a estruturação do

peptídeo em folhas J3 pregueadas.

Em vista das dificuldades de síntese do fragmento acanto (101-132) por

diferentes estratégias e abordagens já discutidas anteriormente, decidimos utilizar tais
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protetores. Os compostos abaixo (WÚHR et aL, 1996, ZAHARIEV et aL, 2005,

GARCIA-MARTIN et aL, 2006b) estão entre os mais usados como alternativa para a

SPFS passo a passo de peptídeos agregantes (MILTON et aI., 1990, BEYERMANN;

BIENERT, 1992):

Frnoc-(Frnoc-Hrnb}Glv-OH Frnoc-(Drnb}Glv-OH

Frnoc-Gly_Ser(\jIMe,Me Pro)-OH

Se por um lado, o uso de Fmoc-pseudoprolinas é mais vantajoso por não

causar impedimento estérico que dificulte o acoplamento do aminoácido seguinte à

peptidil-resina, por outro, ele fica restrito a sequências que possuem Ser, Thr e Cys e

aminoácidos indispensáveis para a formação das pseudo prolinas (SAMPSON et aL,

1999).

Como o fragmento 101-132 da acantoscurrina não contém Ser, Thr nem Cys,

decidimos utilizar o grupo Hmb como protetor do esqueleto peptídico, o Fmoc-(Fmoc-

Hmb)Gly-OH já foi usado com sucesso na síntese de várias seqüências agregantes,

tais como a [Leus]-encefalinamida, região repetitiva da proteína tau-2 humana,
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fragmento (65-74) da proteína carregadora de acila, fragmento 1-43 da proteína 13­

amilóide, fragmento 368-379 da agregacan e fragmento 985-1004 da subunidade do

canal de cálcio humano U1E-3 (JOHNSON et aI., 1993; QUIBELL et aI., 1994, 1995;

SIMMONDS, 1996).

A síntese foi realizada seguindo o protocolo da Tabela 3 usando a estratégia

Fmoc (MIRANDA et aI., 1993, KEMPE; BARANY, 1996, SOUZA et aI., 2004), a

mistura DIC:HOBt (1:1) como reagente acoplador e 20% DMSO/NMP como solvente.

o Fmoc-(Fmoc-Hmb)Gly-OH foi acoplado nas posições 107, 111, 116 e 121 com

vistas a prevenir agregação nos acoplamentos dos seis aminoácidos seguintes

(SIMMONDS, 1996).

GGGLGGG107RGGG111YGGGG116GYGGG121YGGGYGGGKYK132-NH2

i i i i
Hmb Hmb Hmb Hmb

Depois do acoplamento do Gly116 (décimo sétimo resíduo na resina) o solvente

foi trocado para 0,8M LiCI/NMP. Nos' acoplamentos de Fmoc-(Fmoc-Hmb)Gly-OH,

acoplamentos dos aminoácidos posteriores a ele e reacoplamentos em geral foram

utilizados o TBTU ou HBTU como reagente acoplador. A desproteção do Fmoc-(Fmoc-

Hmb)Gly-OH e o acoplamento do resíduo posterior não puderam ser monitorados pelo

teste de ninidrina (KAISER et aI., 1970) pois este derivado contém o Fmoc como

protetor do grupo amina u. Uma acetilação foi realizada após o acoplamento da Gly116.

Não foi possível calcular o ganho de massa na resina devido a problemas de ordem

técnica.

A síntese começou a mostrar problemas de desproteção e acoplamentos

incompletos repetidos após a incorporação do décimo nono resíduo à resina. Como

eles se agravaram nas tentativas de acoplamento dos dois aminoácidos seguintes, a

síntese foi interrompida a suposta incorporação da GIy111 (vigésimo segundo resíduo

na resina). A peptidil-resina foi seca a vácuo e estocada a -4°C. Uma pequena

alíquota dela foi submetida à clivagem da resina e desproteção total para a obtenção
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do peptídeo bruto, cujas análises por LC/ESI-MS (Figura 46) indicaram que a síntese

não foi bem sucedida: o componente majoritário 1 (Figura 46E) correspondia a uma

mistura dos fragmentos acanto (114-132; Gl14GGGYGGGYGGGYGGGKYK132_NH2) e

acanto (115-132; G115GGYGGGYGGGYG GGKYK132-NH2), respectivamente,

contendo um grupo Hmb não removido. O componente 2 (Figura 460) correspondia

ao fragmento acanto (113-132, Gl13GGGGYGGGYGGGYGGGKYK132_NH2) com um

100

Cromatografia líquida (LC)
A

%

2.

815.47
o-l-~~:;::;::;;:::::~~ .................................""""':-;;:::;:;::;:::;:::;:;::;;:;::~~::;=;::;;~~~;::;..,..,"T""""''''''''''''''''''''

Cromatograma de íons totais
100

%

32.69 33 9231.12..... '- . 35.90 38 .02

5.00 10.00 15.00 20.00 25.00

Espectro do material eluido em 14,99 min
980.3

951.7.....

.0 334.9 7 804 o 991.6
.....371.4508.9 663.3....692. . .....832.1 / .....1051.1 1234.4 1549.1 1682.9

c

1859.5

Espectro do material eluido em 15,26 min O
923.2 GGGGGGGYGGGYGGGYGGGKYK-NH2+ 1 Hmb, (M+2H)2+

GGGGGGYGGGYGGGYGGGKYK-NH2,

+ 1Hmb (M+2H)2+ 951.8
1.1 334.9 699.2 / GGGGGYGGGYGGGYGGGKYK-NH2+ 1 Hmb (M+2H)2+

923.4
/

GGGYGGGYGGGYGGGKYK~H

com 1 Hmb (M+2H)2+ 866.~

Espectro do material eluido em 15,54 min E
894.8

1 GGGGYGGGYGGGYGGGKYK-NH2com 1 Hmb, (M+2H)2+

~

Espectro do material eluido em 15,88 min F
837.7

1 GGYGGGYGGGYGGGKYK-NH2 com1 Hmb, (M+2H)2+

400200

% 866.7

~~;:;.:;.~6334~.9~.....3;7~1.;;;.0.,.ol~596~.8"'"",""..-..oI~~/"f'i=i"l'"i'~106~1''I'''5 i"'i"'i'''i'''j''li''Fi'''i''f''''''''''''f''i'.,.."..i''f''i"'T''T''i'"'f'i'''i''T''i'''f''i'''......~'''''''''i m;
600 800 1000 1200 1400 1600 1800



153

G

1538.61047~ 1115.1 ;2(1;.6 Y~)7.1
723.6
/

/785.2

Espectro do material eluido em 11,23 min
1 W5.2

GGGGGYGGGYGGGKYK-NH2[16 resíduos, (M+2H)21

Espectro do material eluido em 11,58 min

1 fIJ7.7 GGGYGGGYGGGKYK-NH. r14 resíduos. IM+2H\2;
638.3

.0 334.8 458.9 623.~ 744.7

H

Espectro do material eluido em 12,33 min
1 7'00.3..-tm.6 GGGGYGGGYGGGYGGGKYK-NH2[19 resíduos, (M+2H)21

700.~ ~5 GGGGGYGGGYGGGYGGGKYK-NH2[20, resíduos, (M+2H)21

007.9 724. 912.0 1119.1 1627.717a3.6

18001600140012001000800

826.1
776.8 /

" 916.4

600400200

Espectro do material eluido em 12,37 min J
1

W.7
Ac-GGYGGGYGGGYGGGKYK-OH [17 resíduos, (M+2H)21

Figura 46: Análise por LC/ESI-MS do peptídeo bruto resultante da clivagem da

resina e desproteção total da peptidil-resina obtida na primeira tentativa de uso

de Hmb como protetor de esqueleto peptídico. Condições da LC: Injeção: 10 flL,

Solvente A: 0,1% TFAlágua, solvente B: 60% ACN/água contendo 0,09% de TFA, gradiente

linear: 5-95% de B em 30 min, fluxo: 1 mUmin, À: 210 nm; Condições da ESI-MS: Capilar:

3kV, cone: 37 kV, modo de ionização: ES+.

grupo Hmb. O componente 3 (Figura 46F) correspondia ao fragmento acanto (116­

132, G116GYGGGYGGGYGGGKYK132_NH2) contendo o grupo Hmb. O componente 4

(Figura 53C) correspondia a alguns análogos do fragmento acanto (113-120)

acrescidos de uma ou duas Gly e um grupo Hmb. O componente 5 (Figura 46J)

correspondia ao fragmento acanto (116-132) acetilado (Ac-

G116GYGGGYGGGYGGGKYK132·NH2). O componente 6 (Figura 461) correspondia

aos fragmentos acanto (114-132) e (113-132) e os componentes 7 e 8 (Figuras G e

53H) aos fragmentos (119-132) e análogo acrescido de duas Gly.
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Embora não tenhamos chegado ao fragmento 101-132 da acantoscurrrina,

estes resultados foram essenciais para uma nova tentativa usando Fmoc-(Fmoc­

Hmb)Gly-OH mais prematuramente e com maior frequência (SIMMONDS, 1996). De

fato, na síntese em estudo o Hmb não produziu o efeito de longa proteção contra a

agregação intercadeias (HYDE et aI., 1994; JOHNSON et aI., 1995) como já foi

postulado para o (Hmb)Gly em particular (SIMMONDS, 1996). Além disso, os

problemas de aminoacilações incompletas se iniciaram após o acoplamento da Gly113

à peptidil-CLEAR, mas os espectros NIR-FT-Raman das peptidil-CLEAR-amida

indicaram que já no acoplamento da Tyr126 à peptidil-CLEAR as cadeias peptídicas em

crescimento já estavam se estruturando em folhas 13.

A nova síntese também foi realizada a 60°C usando DIC/HOBt como reagente

acoplador e 20% DMSO/NMP como sistema de solvente. Desta vez, o aminoácido

Fmoc-(Fmoc-Hmb)Gly-OH foi introduzido nas posições Gly128, Gly124, Gly120, GIy116,

Gly113, Gly110, Gly106 e Gly102 e os aminoácidos posteriores a ele foram acoplados com

a mistura de reagentes ativadores TBTU/HOBt (1:1):

GG102GLGG106GRGG110GYG113GGG116GYGG120GYGG124GYGG128GKYK132_NH2

r r r r r r r r
Hmb Hmb Hmb Hmb Hmb Hmb Hmb Hmb

o sistema de solventes foi mudado para 20% DMSO/NMP contendo LiCI 0,8M

nos acoplamentos da Tyr126, Gly119, Gly113, GIy1°9 e Leu104. Foram coletadas alíquotas

de peptidil-resina após os acoplamentos dos resíduos Tyr126, Tyr118
, Tyr112

, Gly106 e

Gly101. Terminada a síntese, as peptidil-resina foi seca sob vácuo e estocada a -4°C.

A Figura 47 mostra os espectros NIR-FT-Raman da acantoHmb (126-132)­

CLEAR amida [Fmoc-y126(But)G(Hmb)GGK(Boc)Y(But)K132(Boc)-CLEAR amida] na

região amida I. Ele contém duas bandas em 1648 e 1671 cm-1 (Figura 478), sendo a

primeira banda atribuída a uma conformação em hélice e a segunda a uma

sobreposição de duas bandas: uma devido a cadeias em crescimento associadas em
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folha 13 (maior número de onda) e outra devido a cadeias em crescimento com

estrutura randômica (menor número de onda) (TORREGIANI; FINI, 1998). Apesar de

menos definidos, ambas as bandas também estão presentes nos espectros das

acantoHmb (11B-132)-CLEAR amid8 [Fmoc-y 118(But)G(Hmb)GGY(But)G(Hmb)GG

Y(But)G(Hmb)GGK(Boc)Y(But)K132(Boc)-CLEAR amida] e acantoHmb (112-132)­

CLEAR amida [Fmoc-y112(But)(Hmb)GGG(Hmb)GGY(But)(Hmb)GGY(But)G(Hmb)GG

Y(But)G(Hmb)GGK(Boc)Y(But)K132(Boc)-CLEAR amida] (Figura 47C e 470). Por outro

lado, o espectro da acantoHmb (106-132)-CLEAR amida [Fmoc-

(Hmb)G106GR(Pmc)G(Hmb)GGY(But)(Hmb)GGG(Hmb)GGY(But)G(Hmb)GGY(But)G(

Hmb)GGY(But)G(Hmb)GGK(Boc)Y(But)K132(Boc)-CLEAR amida] apresentou três

bandas (Figura 47E): 1) uma em 1648 cm-1 atribuída a cadeias com conformação

1640 1650 1660 1670 1680 1690

Número de onda (cm-1
)

Figure 47. Espectros NIR-FT-Raman da resina CLEAR amida e das peptidil-resinas

acantoHmb (126-132)-CLEAR amida, acantoHmb (11B-132)-CLEAR amida,

acantoHmb (112-132)-CLEAR amida, acantoHmb (106-132)-CLEAR amida e

acantoHmb (101-132)-CLEAR amida (de baixo para acima).

randômica; 2) outra em 1671 cm-1 atribuída a uma sobreposição de duas bandas [uma

devido a cadeias em crescimento associadas em folha 13 (maior número de onda) e

outra devido à presença de cadeias em crescimento com estrutura randômica (menor
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número de onda) (TORREGIANI; FINI, 1998)]; 3) outra em 1684 cm-1 atribuida a uma

possível dobra y formada após o acoplamento da Arg 8 (DREWES; ROWLEN, 1993). É

interesante que, o espectro Raman da peptidil-resina acanto (101-132)-CLEAR amida

tenha apresentado somente uma banda intensa em 1672 cm-1 (Figura 47F).

Uma amostra da peptidil-resina final foi submetida à c1ivagem da resina e

desproteção total. A Figura 48A mostra os resultados das análises por RP-HPLC do

produto bruto. Como ele contém vários componentes, concluímos que a síntese não

foi muito eficiente. Entretanto, o espectro de massas do componente principal eluido

em 12,37 min (Figura 48B) revelou que ele era o fragmento acanto 101-132 desejado;

os outros componentes eram peptídeos deletados em uma a cinco Gly (derivados da

agregação ocorrida) ou contendo uma ou três Gly extras (produzidos durante os

reacoplamentos de Fmoc-(Fmoc-Hmb)Gly-OH, pois eles ocorrem em meio básico e o

Fmoc deste aminoácido é especialmente lábil à base; BODANSZKY et aI., 1979).

12,37 (A) Peptldeo desejado (B)
[M+3Hf'
890,95

Cii - -1 Gly

LI. ~ (871,92)
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:::J CU -2Gly (909,68)
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CU Gi.(3 ...
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Figure 48. Análise por RP-HPLC do produto resultante da desproteção total e

c1ivagem da peptidil-resina obtida na 23 tentativa de uso de Fmoc-(Fmoc-Hmb)Gly-OH

(A) e espectro de massa do componente principal (tR = 12,37 min) (B).

Estes resultados demonstraram que havíamos encontrado as condições e

abordagem adequada para obter o fragmento 101-132 desejado, mas que elas
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precisavam ser otimizadas para minimizar a formação dos subprodutos e obtê-lo com

melhor qualidade.

Finalmente, realizamos nova tentativa evitando totalmente o uso de TBTU e de

base. A síntese foi realizada a 60°C usando DIC/HOBt como reagente acoplador e

20% DMSO/NMP como sistema de solvente. O aminoácido Fmoc-(Fmoc-Hmb)Gly-OH

foi introduzido nas posições Gly102, GIy106, Gly110, Gly115, GIy120, Gly124 e Gly128. O

sistema de solventes foi mudado para 20% DMSO/NMP contendo LiCI 0,8 M nos

GG102GLGG106GRGG110GYGGG115GGYGG120GYGG124GYGG128GKYK132_NH

r r r r r i i 2

Hmb Hmb Hmb Hmb Hmb Hmb Hmb

Terminada a síntese, a suposta acantoHmb (101-132)-CLEAR amida foi seca

sob vácuo e estocada a -4°C. Uma amostra dela (202 mg) foi submetida a clivagem do

peptídeo da resina e desproteção total para fornecer 46 mg de peptídeo bruto, o qual

foi analisado por RP-HPLC e LC/ESI-MS. Este demostrou conter como componente

principal o peptídeo desejado G101GGLGGGRGGGYGGGGGYGGGYGGGYG

GGKYK132_NH2 (tR =21,8 min; m/z calculado para C115H164N3803i [M+2H]2+ 1335.6,

encontrado 1336.3; [M+3H]3+ 890.7, encontrado 891.2; [M+4H]4+ 668.3, encontrado

668.6; Figure 49A). Os contaminantes detectados correspondem a análogos

deletados em uma e duas Gly ([M+3H]3+ 853.2, 872.1) ou contendo uma Gly extra

([M+3H]3+ 909.9) resultantes de aminoacilações incompletas ou remoção prematura do

Fmoc por piperidina remanescente, pois o Fmoc de Fmoc-Glyé particularmente lábil a

ela (BODANSZKY et aI., 1979).

Posteriormente, o fragmento 101-132 da acantoscurrina foi purificado por RP-

HPLC obtendo-se 1,6 mg (97% de pureza, tR = 12.8 min; m/z calculado para

C115H164N3803i [M+2H]2+ 1335.6, encontrado 1336.1; [M+3H]3+ 890.7, encontrado

891.2; [M+4H]4+ 668.3, encontrado 668.7) (Figure 49B).
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Figure 49: Perfis de RP-HPLC e de LC/ESI-MS dos acanto (101-132) bruto (A) e

purificado (8). Condições: Solvente A: 0,1% TFNágua, solvente B: 60% ACN/água

contendo 0,09% de TFA, gradiente linear: 5-95% de B em 30 min, fluxo: 1 mUmin, À: 210 nm.

Além de demonstrar claramente que nem toda sequência peptídica é

facilmente obtida por SPFS passo a passo (BACSA et aI., 2008), estes resultados

demonstraram pela primeira vez que a resina CLEAR amida é compatível com a SPFS

passo a passo a 60°C em 20% DMSO/NMP e que a combinação de ambas com

DIC/HOBt, Fmoc-(Fmoc-Hmb)Gly-OH e o sal caotrópico LiCI é efetiva para evitar a

ocorrênça de agregação, um fenômeno sequência-dependente inerente e bastante

temido na SPFS (REMUZGO et aI., 2008).

4.2.2. Síntese do fragmento repetitivo acanto (23-48)

A experiência anterior nos levou a tentar a síntese deste fragmento, utilizando a

resina CLEAR, neste caso a Boc-Gly-CLEAR ácida. A síntese foi realizada a

temperatura ambiente usando a estratégia Fmoc e DMF como solvente. Todos os

acoplamentos foram realizados com DIC e HOBt (1:1) como reagentes acopladores e

DMF como sistema de solvente. As incorporações dos primeiros treze resíduos de

aminoácidos à resina não apresentaram problemas, somente a GIy41 (oitavo resíduo
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de aminoácido a partir do C-terminal ligado à resina) teve que ser reacoplada. Após o

décimo terceiro acoplamento, a síntese foi interrompida para obter o fragmento acanto

[31-48], a resina foi seca sob vácuo e pesada revelando um ganho de massa de 0,19

g.

Parte do total de peptidil-resina obtido (300 mg) foi estocada. Aos 300 mg

restantes foram incorporados novos aminoácido até a GIy25 que teve que ser acoplada

em 0,8 M LiCI/NMP. A partir de então, as incorporações de aminoácidos só foram

conseguidas com reacoplamentos e o Fmoc só pode ser removido em 30%

piperidina/DMF. Não foi possível calcular o ganho de massa na resina devido às

retiradas freqüentes para teste de ninidrina.

As análises por RP-HPLC (Figura 50A) e LC/E81-M8 (Figura 51) do peptídeo

bruto resultante da c1ivagem da resina e desproteção total de acanto (31-48)-CLEAR

ácida [Fmoc-L31GGGK(Boc)GLGGGGLG48_CLEAR ácida] mostraram que o

componente
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Figura 50: Análise por RP-HPLC dos peptídeos brutos resultante da clivagem da

resina e desproteção total de acanto (31-48)-eLEAR ácida (A) e acanto (23-48)-

CLEAR ácida (8). Condições: Solvente A: 0,1% TFAlágua, solvente B: 60% ACN/água

contendo 0,09% de TFA, gradiente linear: 5-95% de B em 30 min, fluxo: 1 mUmin, Â: 210 nm.
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Figura 51: Análise por LC/ESI-MS do peptídeo bruto da clivagem da resina e

desproteção total de acanto (31-48)-eLEAR ácida. Condições da LC: Injeção: 5 IlL,

Solvente A: 0,1% TFAlágua, solvente B: 60% ACN/água contendo 0,09% de TFA, gradiente

linear: 5-95% de B em 30 min, fluxo: 1 mUmin, À: 210 nm; Condições do ESI-MS: Capilar:

3kV, cone: 37 kV, modo de ionização: ES+.
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Figura 52: Análise por LC/ESI-MS do peptídeo bruto resultante da clivagem da

resina e desproteção total de acanto (23-48)-CLEAR ácida. Condições da LC:

Injeção: 10 f.1L, Solvente A: 0,1% TFNágua, solvente B: 60% ACN/água contendo 0,09% de

TFA, gradiente linear: 5-95% de B em 30 minutos, fluxo: 1 mUmin, À.: 210 nm; Condições da

ESI-MS: Capilar: 3kV, cone: 37 kV, modo de ionização: ES+.
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majoritário 1 correspondia ao peptídeo desejado L31GGGKGLGGGGLG48_OH. Os

componentes 2 e 3 correspondiam aos análogos do peptídeo desejado deletados em

dois, três, quatro, cinco, seis e sete aminoácidos (Figuras 51 C e 51 D)

provavelmente decorrentes da formação de dicetopiperazina. Esta reação secundária

usual da SPFS passo a passo convencional pode ser favorecida pela presença de um

bom grupo sainte ligado à Gly ou Pro (STEWART; YOUNG, 1984), neste caso, éster

entre a G/y e a resina CLEAR ácida (LLOYD-WILLlAMS et aI., 1997). Como os

contaminantes ocorrem em pequena extensão, a síntese foi bem sucedida.

Já as análises por RP-HPLC (Figura 50B) e LC/ESI-MS (Figura 52) do produto

resultante da clivagem da resina e desproteção total de acanto (23-48)-CLEAR ácida

mostraram que: i) o componente 1 correspondia ao peptídeo desejado

G23GGLGGGGLGGGGLGGGKGLGGGGLG48 (Figura 52E); ii) o. componente 2

correspondia ao análogo do peptídeo contendo três Gly adicionais em decorrentes dos

vários reacoplamentos feitos (Figura 52F); iii) o componente 3 correspondia ao

análogo do peptídeo desejado deletados nos dois resíduos de aminoácidos C­

terminais devido à reação de formação de DCP

(G23GGLGGGGLGGGGLGGGKGLGGGG46
, Figura 52D). Pela alta e baixa

quantidades de subprodutos e do produto desejado, respectivamente, concluímos que

esta síntese não foi bem sucedida e precisava ser aprimorada.

A Figura 53 apresenta os espectros Raman na região amida I das peptidil­

resinas obtidas. O espectro da acanto (31-48)-CLEAR ácida [Fmoc­

L31 GGGK(Boc)GLGGGGLG48_CLEAR ácida] apresenta duas bandas: uma em 1648 e

outra 1667 cm-1 que indicaram que o peptídeo apresenta uma mistura de estruturas

em a-hélice e randômica, respectivamente (Figura 53B, COLTHUP et aI., 1990). Já o

espectro da acanto (23-48)-CLEAR ácida apresentou: i) uma banda intensa em 1672

cm-1 indicativa de que as cadeias em crescimento se estruturaram em folhas 13; .ij)uma

pequena banda em 1645 cm-1 correspondente à estruturação em a-hélice
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remanescente (Figura 53C). Estes resultados sugeriram que após a incorporação da

Gly127 à cadeia peptídica em crescimento os acoplamentos e as desproteções tiveram

que ser repetidas devido a ocorrência de agregação intercadeias (MILTON et aI.,

1991 ).

c

1640 1650 1660 1670 1680 1690 1700

Número de onda (cm-1
)

Figura 53: Espectros de NIR-FT-Raman na região amida I (1640-1700 em-i) da resina

CLEAR ácida (A) e das peptidil-resinas acanto (31-48)-CLEAR ácida (8) e acanto (23-

48)-CLEAR ácida (C).

4.2.3. Tentativa de síntese manual do fragmento N-terminal acanto (1-22)

Esta síntese também foi realizada usando a abordagem convencional a

temperatura ambiente usando a estratégia Fmoc e DMF como sistema de solvente.

Todos os acoplamentos empregaram DIC e HOBt (1:1) como reagentes acopladores.

o acoplamento do terceiro resíduo à resina foi realizado com BOP:HOBt (1: 1) para

evitar a reação de formação de DCP (GAIRI et aI., 1990). Uma vez que os

acoplamentos da Arg 15
, Gly14, e Gly13 à cadeia peptídica em crescimento não foram

completos, requerendo dois reacoplamentos, o solvente foi trocado para 20%

DMSO/NMP. A síntese foi interrompida após tentativa de obtenção do fragmento

acanto [10-22].
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A peptidil-resina foi seca sob vácuo e pesada. O ganho de massa foi de 0,56 g.

Uma amostra de 450 mg foi retirada para alongamento da cadeia peptídica e o

restante foi estocado. Nos acoplamentos dos aminoácidos seguintes foi utilizado 0,8M

LiCI/NMP. Os acoplamentos do Gly9, Gil e Gil à cadeia peptídica em crescimento

foram difíceis de serem completados. A partir de então, a remoção do Fmoc também

foi difícil requerendo o uso de 50% piperidina/DMF, 3% DBUlDMF e 50% DBUIDCM,

que não resolveram o problema (STEWART; YOUNG, 1984). A síntese foi, portanto,

interrompida neste ponto.

As análises por RP-HPLC (Figura 54A) e LC/ESI-MS (Figura 55) do produto

resultante da clivagem e desproteçãototal de acanto (10-22)-CLEAR ácida [Fmoc-

R15(Pmc)Y(But)GGGR(Pmc)Y(But)GGGGGy22(But)-CLEAR ácida] mostraram que: i) o

componente majoritário 1 correspondia ao peptídeo desejado

R10YGGGRYGGGGGy22_OH (Figuras 54A e 55F); ii) o componente 2 correspondia a

(A)
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Figura 54: Análise por RP-HPLC do peptídeo bruto resultante da clivagem da

resina e desproteção total da peptidil-resina acanto (10-22)-CLEAR ácida (A) e

acanto (7-22)-CLEAR ácida (B). Condições: Solvente A: 0,1% TFNágua, solvente B: 60%

ACN/água contendo 0,09% de TFA, gradiente linear: 5-95% de B em 30 min, fluxo: 1 mUmin,

1..: 210 nm.
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Figura 55: Análise por LC/ESI-MS do peptídeo bruto resultante da clivagem da

resina e desproteção total de acanto (10-22)-CLEAR ácida. Condições da LC:

Injeção: 5 /lL, Solvente A: 0,1% TFNágua, solvente B: 60% ACN/água contendo 0,09% de

TFA, gradiente linear: 5-95% de B em 30 min, fluxo: 1 mUmin, Â: 210 nm; Condições da E51-

MS: Capilar: 3kV, cone: 37 kV, modo de ionização: ES+.
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Figura 56: Análise por LC/ESI-MS do peptídeo bruto resultante da clivagem da

resina e desproteção total de acanto (7-22)-CLEAR ácida. Condições da LC: Injeção:

5 IlL, Solvente A: 0,1% TFA/água, solvente B: 60% ACNI água contendo 0,09% de TFA,

gradiente linear: 5-95% de B em 30 min, fluxo: 1 mUmin, À: 210 nm; Condições do ESI-MS:

Capilar: 3kV, cone: 37 kV, modo de ionização: ES+.
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um análogo deletado nos dois e três resíduos de aminoácidos C-terminais

(R
1
CJyGGGRYGGGG20 e R10YGGGRYGGG19

, respectivamente) provavelmente

resultantes da formação de DCP (Figuras 54A e 55E); iii) os componentes 3 e 4

correspondiam aos análogos do peptídeo desejado com uma Tyr e uma Gly

adicionais, respectivamente. A síntese pôde ser considerada satisfatória.

As análises por RP-HPLC (Figura 548) e LC/ESI-MS (Figura 56) indicaram

que a qualidade do peptídeo bruto piorou significativamente quando tentamos acoplar

mais três aminoácidos à Fmoc-R10(Pmc)Y(But)GGGR(Pmc)Y(But)G GGGGy22(But)­

CLEAR ácida. Foi possível identificar um componente 1 que correspondia ao peptídeo

G7GGRYGGGRYGGGGGy22 de 16 resíduos (Figuras 548 e 560), o componente 2

que correspondia a um análogo do peptídeo desejado deletado nos dois resíduos de

ainoácidos C-terminais (G7GGRYGGGRYGGGG20) provavelmente resultantes da

formação de dicetopiperazina, o componente 3 correspondia ao peptídeo desejado

contendo uma Gly adicional (G6GGGRYGGGRYGGGGGy22, Figuras 548 e 56E) e o

componente 4 correspondia a um análogo do peptídeo desejado contendo uma Tyr

adicional (Figuras 548 e 56G). Alguns compostos que não puderam ser identificados

correspondem à massa do peptídeo desejado diminuída em 16 e 32 unidades [716,26

(M+2H)2+ e 708,75 (M+2H)2+].

A Figura 57 mostra os espectros Raman das peptidil-resinas obtidas durante

as tentativas de síntese do fragmento N-terminal da acantoscurrina acanto (1-22)­

CLEAR ácida. O espectro da acanto (10-22)-CLEAR ácida [Fmoc­

R15(Pmc)Y(But)GGGR(Pmc)Y(But)GGGGGy22(But)-CLEAR ácida] apresenta uma

banda de 1675 cm-1 que sugere a ocorrência de agregação intercadeias durante a

síntese por formação de folha ~ pregueadas (Figura 578, COLTHUP et aI., 1990), o

que explicaria os acoplamentos e desproteções parciais difíceis e incompletos. Já o

espectro da acanto (7-22)-CLEAR ácida [Fmoc-G7GGR(Pmc)Y(But)GGGR(Pmc)

Y(But)GGGGGy22(But)-CLEAR ácida] apresenta a mesma banda de 1675 cm-1 e duas

bandas menos intensas de 1643 e 1655 cm-1
: a primeira característica de uma
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estrutura em hélice e a segunda de estruturação em hélice 31 ou dobra 13 conhecida

por ser uma estrutura intermediaria entre a-hélice e folha 13 (CRICK; RICH, 1955).

c
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Figura 57: Espectros de NIR-FT-Raman na região amida I (1640-1700 cm-1
) da resina

CLEAR ácida (A) e das peptidil-resinas acanto (10-22)-CLEAR ácida (8) e acanto (7-

22)-CLEAR ácida (C).

Em conjunto, estes resultados explicam a dificuldade na síntese deste

peptídeo, que parece ser uma sequência agregante (MILTON et aI., 1991).
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5. DISCUSSÃO GERAL

5.1. Cheferina

Como já descrito, a cheferina I (Chef I) é um peptídeo isolado das raízes da planta

"bolsa de pastor" (Família Brassicaceae) que apresenta atividade "in vitro" frente a bactérias

Gram negativas, leveduras e fungos miceliais. Apesar da sua boa atividade antimicrobiana,

não existe nenhum resultado que indique que ela seja parte do sistema imune inato da

planta. A sua seqüência de aminoácidos se assemelha àquelas de muitas GRPs de plantas,

sugerindo que sua função esteja associada a vários tipos de estresse.

A análise comparativa da seqüência do polipeptídeo imaturo Shep-GRP confirmaram

as nossas suspeitas ao indicar que, segundo o peptídeo sinal, ele faz parte de uma família

de proteínas (pfam07172) formada por GRPs, duas nodulinas (16 e 24) e algumas proteínas

que são expressas em resposta a vários tipos de estresse como as GRPs do tomate.

Portanto, a cheferina I pode ter as mesmas localizações e funções celulares.

Uma outra análise realizada usando o software PSI-BLAST fortalece a sugestão

acima, pois ela mostrou que o Shep-GRP apresenta alto grau de identidade com várias

GRPs de Arabidopsis thaliana, tal como a proteína codificada pelo gene de tolerância ao

aumento de concentração salina e ao ácido abscísico AtGRP9 (gi 1306781911), expresso no

tecido vascular da raiz de A. thaliana e envolvido na síntese de lignina em resposta ao

estresse salino.

A sugestão acima, a atividade antimicrobiana, a estrutura primária da Chef I (i)

composta apenas de Gly, His e uma única Tyr, (ii) contendo as 6 repetições do tripeptídeo

GGH conhecido por seu poder quelante de íons Cu2
+ (WENRONG et aI., 2001) nos

estimularam a estudar a cheferina I. Para o estudo da sua relação estrutura-atividade

antimicrobiana, a seqüência foi dividida em: dipeptídeo N-terminal (Gly1_Ty~), octapeptídeo

C-terminal (GI11_GI18
) e porção repetitiva de GGH (GIy3-His2o

). Sintetizamos, purificamos e

caracterizamos quimicamente a Chef I, os fragmentos truncados e análogos mostrados no

Esquema 5.
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A existência de poucos relatos da síntese de seqüências ricas em Gly por SPFS não

facilitaram o nosso trabalho. Entretanto, fomos bem sucedidos nas sínteses da Chef I e do

fragmento truncado Chef I (3-28) a 60°C usando a resina CLEAR ácida e a estratégia

Fmoc/But. Os outros análogos truncados puderam ser sintetizados a 60°C usando a resina

PAM e a estratégia Boc/Bzl. As sínteses dos análogos amidados a 60°C usando a resina

CLEAR amida comprovaram a adequação das mesmas a este tipo de seqüência peptídica,

que apresentou tendência à agregação.

As purificações foram bem sucedidas, fornecendo rendimentos aceitáveis se

considerado que a maioria dos perfis de RP-HPLC dos brutos indicou a presença simultânea

do peptídeo desejado e contaminantes formados devido à tendência à agregação das

cadeias peptídicas em crescimento, a qual foi minimizada pelo uso das resinas CLEAR. A

caracterização por LC/ESI-MS e análise de aminoácidos comprovou a identidade dos

peptídeos purificados e forneceu os seus graus de pureza e conteúdos peptídicos.

São inéditos os dados de atividade antimicrobiana obtidos com a Chef I e seus

análogos truncados (Tabela 7) revelando que o dipeptídeo N-terminal (Gli-Ty~) não é tão

essencial para a atividade quanto o octapeptídeo C-terminal. Já aquele referente à perda

das duas extremidades [Chef I (3-20)], que causa redução drástica da atividade, contraria o

relato de Park e colaboradores (PARK et aI., 2000), que prevê atividade total para a porção

central formada pelas seis repetições GGH.

Por outro lado, os dados obtidos com a Chef la e seus análogos truncados

corroboram dados da literatura de que a amidação da carboxila terminal de um AMP pode (i)

aumentar a sua capacidade de permeabilização celular devido à perda de uma carga

negativa; (ii) à estabilidade frente à digestão por carboxipeptidases; (iii) levar a um aumento

da atividade provavelmente devido à estabilização conformacional. De fato, apesar de

também não ter sido ativo contra as cepas de bactérias Gram-negativas, Gram-positivas e

fungos miceliais, o análogo Chef la se mostrou igualmente ativo à Chef I frente a Candida e

2 vezes mais ativo que Chef I frente a S. cerevisiae. Ele também apresentou a mesma
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atividade que Chef I frente às cepas de Candida utilizadas (incluindo uma resistente a

f1uconazol e excluindo C. albicans ATCC 90028) e maior resistência à força iônica do meio.

Provavelmente pelos efeitos da amidação citados, os análogos truncados Chef I (3­

28a) e Chef I (6-28a) exibiram atividades idêntica e próxima, respectivamente, frente a C.

albicans sensível a antibiótico não peptídico, mas não frente a C. albicans resistente a ele.

Assim, estamos propondo que Chef I (3-28)a seja um mimético de Chef I e que Chef I (6­

28)a seja a porção mínima ativa da Chef la frente a C. albicans MDM8 e a cepa resistente a

f1uconazol.

Com base em todos os dados obtidos neste estudo pioneiro da relação estrutura­

atividade de um AMP rico em Gly, examinamos as propriedades da Chef la. Se por um lado,

a redução da atividade anti-Candida de Chef la em função do aumento da força iônica não

causa surpresa, pois o mesmo ocorre com a maioria dos AMPs, por outro, o aumento dessa

atividade por coordenação com Zn2
+ (5-10'IlM de ZnCI2) também não o faz [o mesmo ocorre

com outros peptídeos ricos em His]. A baixa atividade hemolítica (18% hemólise em 100 IlM

de peptídeo) mesmo em tampão glicose-fosfato isotônico (comumente usado para avaliar a

verdadeira toxicidade dos peptídeos antimicrobianos sensíveis ao aumento da força iônica)

e a rápida ação candidacida (30 min a 62,5 IlM) evidencia o potencial de Chef la para uso

terapêutico.

O conhecimento do mecanismo de ação dos AMPs é de grande importância para o

desenho de análogos mais potentes, menos tóxicos, quimicamente mais estáveis e mais

seletivos. Este trabalho mostra que, em tempo prolongado de incubação e em altas

concentrações, a Chef la permeabiliza a membrana de C. albicans MDM8 a 31,2 IlM (2,5

MIC). Os dados obtidos não nos permite especular se este processo é responsável pela

expressão de sua ação antimicrobiana (como o caso da melitina, magainina, cecropina,

PMAP-23, indolicidina) ou se ele é um primeiro passo como parte do mecanismo de ação

da Chef I (como é o caso da tenecina-3, buforina 11 ou histatina-5). Sintetizamos,

purificamos, caracterizamos e testamos o análogo fluorescente FAM-Chef la, análogo que
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se mostrou mais ativo que a Chef la (4 vezes) e translocou a membrana celular de C.

albicans MDM8 para se dirigir a um alvo intracelular que ainda desconhecemos, mas que

exclui a mitocôndria. A internalização do FAM-Chef la é dependente de energia celular e

temperatura, não sendo afetado pela concentração salina do meio. Como tais características

são consistentes com processos endocíticos já descritos e a Chef la também apresenta alto

conteúdo de His, sugerimos que a Chef la possa ser internalizada na célula de levedura.

5.2. Acantoscurrina

Como já descrito, a acantoscurrina é uma GRP de 132 aminoácidos com ação

antimicrobiana e, portanto, um modelo de estudo bem mais complexo que Chef I. O

presente trabalho é uma contribuição ao estudo da SPFS de seqüências ricas em Gly, pois

os fragmentos estudados desta pequena proteína tem esta característica.

Apesar de uma análise teórica inicial não ter indicado tendência da acantoscurrina à

agregação via estruturação em folhas 13 pregueadas, o trabalho experimental revelou que as

SPFS das regiões N-terminal, central e C-terminal são problemáticos. De fato, a tentativa de

sintetizar o fragmento C-terminal acanto (101-132), por exemplo, na resina MBHA usando a

estratégia Boc/Bzl somente nos permitiu chegar somente ao fragmento acanto (125-132),

mesmo a 60°C com o emprego de diferentes: (i) reagentes reacopladores (TBTU, BOP); (ii)

sais caotrópicos (NaCI04 e LiCI em 20% DMSO/NMP); (iH) solventes (DMSO puro, DMF,

50% TFElDCM, a mistura mágica e 10% HFIP/DCM), todos conhecidos por minimizar a

formação de ligações de hidrogênio intercadeias em crescimento que reconhecidamente

causam a formação das folhas 13 pregueadas e agregação na SPFS. O uso da resina

CLEAR amida para a síntese do fragmento acanto (101-132) minimizou significativamente o

fenômeno, pois permitiu a obtenção do fragmento acanto (113-132). A SCPFS não se

mostrou alternativa eficaz e corroborou dados da literatura, pois apesar de as SPFS passo a

passo dos fragmentos acanto (121-132)-CLEAR amida, acanto (111-120)-HMPB-CLEAR

amida e acanto (101-110)-HMPB-CLEAR amida terem sido bem sucedidos, nem sempre foi

possível desligar os fragmentos -da resina na forma protegida (provavelmente devido à
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estruturação das cadeias peptídicas em folhas 13 pregueadas). Somente o uso combinado da

resina CLEAR, do aminoácido Fmoc-(Fmoc-Hmb)Gly-OH e do sal caotrópico LiCI (os dois

últimos usados alternadamente) permitiram a síntese do peptídeo acanto (101-132).

Uma vez que tal condição experimental inclui o emprego de alta temperatura (60°C),

o presente estudo corrobora os dados anteriores da literatura e do nosso próprio grupo de

pesquisa, um dos pioneiros na investigação da possibilidade e das limitações de realizar

todas as etapas de SPFS a SO-8SoC (usando aquecimento convencional e microondas).

A utilização de NIR-FT Raman para comprovar as sugestões de ocorrência de

agregação durante a SPFS de seqüências ricas em Gly é inédita. Também o é a

comprovação de que, pelo menos enquanto protegida em suas cadeias laterais e ligado à

resina, a seqüência rica em Gly correspondente à porção C-terminal da acantoscurrina

apresenta elevadíssima tendência de se estruturar em folhas l3-pregueadas. O presente

estudo, portanto, colocou tal fragmento na lista das "difficult sequences", seqüências

peptídicas de enorme interesse na pesquisa em SPFS.



174

6. CONCLUSÕES

OS dados aqui apresentados nos permitem concluir que:

1) A atividade antimicrobiana pode não ser a função primordial da Chef I na planta: ela pode

exercer função associada à síntese de Iignina induzida por estresse salino.

2) Sob o ponto de visto sintético, a Chef I pode ser considerada uma "difficult sequence".

3) A Chef I sintética não apresentou atividade antibacteriana, somente atividade antifúngica

frente a Candida albicans MDM8, C. albicans HU168 resistente a fluconazol, C. tropicalis e

Saccharomyces cerevisiae. Ela também não apresentou atividade frente à C. albicans ATCC

90028 sensível a f1uconazol.

4) O estudo da relação estrutura-atividade da Chef I evidenciou que a deleção da

extremidade N-terminal afeta a atividade antifúngica da Chef I em menor grau do que a

deleção da extremidade C-terminal. A deleção de ambas as extremidades leva à perda da

atividade.

5) A amidação da carboxila terminal da Chef I (Chef la) não levou alteração da atividade

antifúngica, porém, ela tornou a Chef I menos sensível à variação da força iônica do meio.

Graças à amidação, os fragmentos truncados na extremidade N-terminal, Chef I (3-28)a e

Chef I (6-28)a se tornaram quase ou tão ativos quanto Chef I e Chef la frente à Cândida

(incluindo uma resistente à fluconazol). Assim, Chef I (6-28)a poderia ser considerada como

a porção mínima ativa da Chef la.

6) Em geral, as atividades antifúngicas dos peptídeos estudados foram afetadas pela força

iônica do meio; tal efeito parece ser dependente do tamanho, mas os análogos amidados

foram mais resistentes.

7) A atividade antifúngica da Chef I foi incrementada pela presença de ZnCI2, sugerindo que

o Zn2
+ coordena com as cadeias laterais das histidinas estabilizando a conformação ativa do

peptídeo. Na presença do íon, Chef la e Chef I (3-28)a foram mais e tão ativo quanto Chef I,

respectivamente, frente à cepa de C. albicans ATCC 90028 sensível a f1uconazol.

8) Chef la mostrou baixíssima ou nenhuma toxicidade frente a eritrócitos em meios baixa e

alta força iônica (no Mie ela não apresenta toxicid~de),
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9) A 62,5 J..LM Chef la tem atividade fungicida rápida, sendo capaz de matar células de

C.albicans em 30 mino

10) Chef la permeabiliza as células de C. albicans MDM8 como parte de seu mecanismo de

ação.

11) O análogo FAM-Chef la, Chef I a marcado com carboxifluoresceina, foi mais 4 vezes

mais ativo que Chef la frente a C. albicans MDM8, evidenciando que a hidrofobicidade do

marcador alterou as propriedades do peptídeo.

12) FAM-Chef la é internalizado na célula de C. albicans como parte de seu mecanismo de

ação, dirigindo-se a um alvo interno que não é a mitocôndria.

13) A internalização não foi afetada pelo aumento da concentração salina e é dependente

de temperatura e energia celular sugerindo que ela deva ocorrer via endocitose.

14) Sob o ponto de vista da SPFS, o fragmento C-terminal acanto (101-132) é uma "difficult

sequence" típica.

15) A mudança de estratégia sintética, o uso de temperatura alta (60°C), diversos reagentes

acopladores, solventes, sais caotrópicos e da resina CLEAR, não contornaram os problemas

das aminoacilações incompletas (agregação).

16) A abordagem de síntese convergente de peptídeos (SCPFS) não se mostrou eficaz para

a síntese do acanto (101-132) também por impedimentos decorrentes de agregação.

17) Somente o uso combinado da resina CLEAR, do aminoácido Fmoc-(Fmoc-Hmb)Gly-OH

e do sal caotrópico LiCI na síntese passo a passo permitiram a obtenção do fragmento

acanto (101-132) .

18) Os fragmentos N-terminal acanto (1-22) e a porção repetitiva acanto (23-48) também

demonstraram ter tendência à agregação.

19) A espectroscopia NIR-FT-Raman se mostrou uma ferramenta crucial para o

monitoramento da SPFS de seqüências ricas em Gly e, portanto, para o sucesso de muitas

das sínteses estudadas.
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