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1. INTRODUCAO

Peptideos s@o biomoléculas relevantes em distintos processos bioldgicos, cuja variedade
estrutural e funcional proporciona ampla aplicabilidade em diferentes campos de pesquisa. A
seguir serdo abordadas as caracteristicas basicas desta classe de moléculas, bem como sua
relevancia biologica e aplicacBes terapéuticas. Adicionalmente, maior énfase sera destinada a
aplicacdo de peptideos e seus glicoconjugados no desenvolvimento de vacinas, um recente e
promissor campo investigativo. Por fim, serdo discutidos métodos de obtencdo destas
biomoléculas, com especial enfoque para a sintese de peptideos em fase sélida e a sintese de

peptideos modificados a partir da estratégia “Click Chemistry”.

1.1  Peptideos

O maior conhecimento sobre a estrutura quimica de peptideos a partir da década de 50
permitiu a descoberta de novas biomoléculas, muitas delas ativas, as quais tiveram suas
estruturas quimicas determinadas como, por exemplo, os horménios insulina, glucagon,
ocitocina e vasopressina, dentre outros. Estas biomoléculas sdo constituidas por residuos de
aminoacidos unidos por um tipo especifico de ligacdo covalente denominada ligacdo
peptidica, a qual é formada a partir da reacdo de condensagdo entre os grupos a—carboxilico e
a—amino de diferentes aminoacidos. Os aminoacidos constituintes de peptideos sao
denominados residuos de aminodcidos, uma vez que perderam um hidrogénio do grupo o—
amino e uma hidroxila do grupo o—carboxilico (Esquema 1). Em um peptideo, o residuo de
aminoacido na extremidade com um grupo o-amino livre é denominado residuo
aminoterminal (N-terminal), enquanto o residuo da extremidade contendo grupo carboxil livre
¢ denominado residuo carboxiterminal (C-terminal). Adicionalmente, peptideos podem ser
formados a partir de pontes de enxofre ou ligagdes dissulfeto entre aminoacidos cisteina,
originando uma ligacdo S-S e formando o dipeptideo cistina (Esquema 1) (NELSON; COX,
2008).

Oligopeptideos sdo formados desta forma a partir de poucos aminoacidos, enquanto o
termo polipeptideo é designado para estruturas formadas pela unido de diversos amino&cidos.
Por vezes os termos polipeptideos e proteinas sdo utilizados como sindénimos, entretanto,
polipeptideos possuem massa molecular abaixo de 10.000, enquanto proteinas possuem massa
molecular maior (NELSON; COX, 2008).
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A existéncia de vinte tipos diferentes de aminoécidos, conforme observado na Figura
1, e a possibilidade de inumeros rearranjos entre estes, conforme Esquema 1, demonstra a

extensa variedade estrutural dos peptideos, que por sua vez, reflete em uma ampla diversidade

funcional.
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Esquema 1 — Formagao de peptideos a partir de aminoacidos. Em (A) reagéo de condensagio entre os grupos o—
carboxilico e a—amino de diferentes aminoacidos gerando uma ligacdo peptidica (representada em azul) e
liberando uma molécula de agua; Em (B) formacdo do dipeptideo cistina por meio de uma ligacdo dissulfeto
entre dois aminodcidos cisteina. Os grupos R; e R, correspondem a cadeia lateral de cada tipo de aminoécido.
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Figura 1. Os vinte aminoacidos comumente encontrados em proteinas, ocorrendo sob a forma de L-aminoacidos
Nnos organismos vivos.
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Adicionalmente, existem cerca de 300 outros aminoacidos menos comuns que
desempenham diversas funcbes nas células, mas nem todos sdo constituintes de peptideos
(Figura 2) (NELSON; COX, 2008).

Os__OH

1 4 NH HN i HN_ N e OH
OM 2 HO)J\‘/\/\NHZ 2 \n/ \/\)\”/
NH, OH NH, o) o]

5-hidroxilisina 4-hidroxiprolina Ornitina Citrulina

Figura 2. Aminoacidos incomuns. 5-hidroxilisina e 4-hidroxiprolina sdo alguns dos aminoacidos incomuns
encontrados em proteinas, enquanto ornitina e citrulina, que ndo constituem proteinas, sdo intermediarios na
biossintese de arginina e no ciclo da uréia.

Os peptideos de ocorréncia natural variam em tamanho entre dois a véarias dezenas de
residuos de aminoacidos como, por exemplo, o neurotransmissor encefalina (cinco residuos),
0 antibidtico gomesina (dezoito residuos) e o horménio calcitonina (trinta e dois residuos), o
que caracteriza a extensa variedade funcional desta classe, a qual atua em processos
bioldgicos relevantes (Tabela 1).

Muitas cadeias polipeptidicas, sob a forma de proteinas, contém apenas residuos de
aminoacidos, porém algumas contem estruturas mais complexas denominadas de proteinas
conjugadas. A regido que ndo contém aminoacido é denominada grupo prostético o qual pode
ser um carboidrato (glicoproteina), lipidio (lipoproteina), grupo fosfato (fosfoproteina), grupo
heme (hemeproteina), nucleotideo de flavina (flavoproteina) ou um metal (metaloproteina)
(NELSON; COX, 2008). Geralmente o grupo prostético tem importante funcdo na atividade
biolégica como demonstrado por Campo et al. (2007) e Doores, Gamblin e Davis (2006).

Diversos polipeptideos sob a forma de glicoproteinas sdo expressos na superficie celular
e estdo envolvidos na maioria dos processos fisioldgicos e patoldgicos, principalmente nos
processos de reconhecimento bioldgico, incluindo adesdo celular, diferenciacdo e
crescimento, transducéo de sinal, resposta imune, infeccdo por protozoarios, bactérias e virus,
transporte intracelular e intercelular de produtos genéticos e controle da permeabilidade da
membrana celular (Figura 3) (CAMPO et al., 2007; 2010; DAVIS, 2002; DOORES;
GAMBLIN; DAVIS, 2006).
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Tabela 1 — Diversidade funcional e quimica dos peptideos.

Nome

Sequéncia

Funcéo

Encefalinas

Angiotensina Il

Somatostatina

o -Conotoxina

Fragmento 22-52
da
adrenomedulina
humana

Gomesina

Grelina

Calcitonina

Catestatina

Tyr-Gly-Gly-Phe-Met e Tyr-Gly-Gly-Phe-
Leu.

Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe

ciclo(3-14) Ala-Gly-Cys-Lys-Asn-Phe-
Phe-Trp-Lys-Thr-Phe-Thr-Ser-Cys

ciclo(2-8,3-14) Gly-Cys-Cys-Ser-Asp-
Pro-Arg-Cys-Ala-Trp-Arg-Cys-NH,

Thr-Val-GlIn-Lys-Leu-Ala-His-GlIn-lle-
Tyr-GlIn-Phe-Thr-Asp-Lys-Asp-lys-Asp-
Asn-Val-Ala-Pro-Arg-ser-Lys-lle-Ser-Pro-
GIn-Gly-Tyr-NH,

ciclo(2-15,6-11) p-Glu-Cys-Arg-Arg-Leu-
Cys-Tyr-Lys-GIn-Arg-Cys-Val-Thr-Tyr-
Cys-Arg-Gly-Arg-NH,

NH,-Gly- Ser-Ser(octanoila)-Phe-Leu-Ser-
Pro-Glu-His-GIn-Arg-Val-GIn-GIn-Arg-
Lys-Glu-Ser-Ly-Lys-Pro-Pro-Ala-Lys-
Leu-GIn-Pro-Arg

Cys-Gly-Asn-Leu-Ser-Thr-Cys-Met-Leu-
Gly-Thr-Tyr-Thr-GIn-Asp-Phe-Asn-Lys-
Phe-His-
Thr-Phe-Pro-GIn-Thr-Ala-lle-Gly-Val-
Gly-Ala-Pro-NH,

Ser-Ser-Met-Lys-Leu-Ser-Phe-Arg-Ala-
Arg-Ala-Tyr-Gly-Phe-Arg-Gly-Pro-Gly-
Pro-GlIn-Leu

Inducdo de analgesia em células do
cérebro (HUGHES et al., 1975)

Horménio hipertensor (ARAKAMA et al.,
1967)

Hormdnio inibidor da secre¢do dos
hormdnios pancreéticos, do crescimento e
estimulante da tiredide (BRAZEAU et al.,
1973)

neurotéxico, bloqueador do
receptor nicotinico de acetilcolina no
sistema nervoso central (ADAMS;
BERECKI, 2013)

Peptideo

Antagonista do peptideo hipotensor
adrenomedulina  (KITAMURA et al,
1993)

Peptideo antibidtico de amplo espectro de
acdo (SILVA; DAFFRE; BULET, 2000)

Horménio gastrointestinal estimulador da
liberacdo do hormdnio do crescimento e
relacionado ao controle da ingestdo de
alimentos (BEDNAREK et al., 2000)

Diminui a reabsorcdo de célcio e fésforo
inorganico nos tdbulos renais, e inibe a

desmineralizacéo 0ssea (BRAIN;
CAMBRIDGE, 1996)
Antagonista  colinérgico nicotinico.

Antagoniza a secre¢do de catecolaminas e
induz  vasodilatagdo e  inotropismo
miocérdico negativo (PENNA et al., 2012)



http://pt.wikipedia.org/wiki/Tyr
http://pt.wikipedia.org/wiki/Gly
http://pt.wikipedia.org/wiki/Gly
http://pt.wikipedia.org/wiki/Phe
http://pt.wikipedia.org/wiki/Met
http://pt.wikipedia.org/wiki/Tyr
http://pt.wikipedia.org/wiki/Gly
http://pt.wikipedia.org/wiki/Gly
http://pt.wikipedia.org/wiki/Phe
http://pt.wikipedia.org/wiki/Leucina
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Silva%20PI%20Jr%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10942757
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Daffre%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10942757
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bulet%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10942757
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Figura 3 — Reconhecimento molecular. As glicoproteinas presentes na membrana plasmatica interagem com
diversas biomoléculas como, por exemplo, anticorpos e horménios. Adicionalmente, medeiam interagdes célula-
célula e patdgeno-célula do hospedeiro.

A maioria dos conjugados glicoprotéicos apresenta os carboidratos ligados a cadeia
protéica por meio de ligacbes N-glicosidicas com residuos de asparagina ou O-glicosidicas
com residuos de treonina ou serina. Adicionalmente, e bem menos comum, pode haver
ligacbes O-glicosidicas com aminodcidos tirosina e hidroxilisina e ligagdes C-glicosidicas
com residuos de triptofano (DOORES; GAMBLIN; DAVIS, 2006). O processo de
glicosilacdo de proteinas possui relevante importancia, uma vez que como mencionado
anteriormente, carboidratos presentes nas glicoproteinas sdo essenciais para a bioatividade
destes conjugados (CAMPO et al.,, 2007; DOORES; GAMBLIN; DAVIS, 2006; WONG,
2003). De fato, determinadas doencas estdo relacionadas com anormalidades no processo de
glicosilacdo. O acumulo de produtos finais de glicosilacdo avancados (AGEs - do inglés:
Advanced glycation end products) em diabéticos e o subsequente nivel elevado de glicose
disponivel para vérias proteinas, sdo o elo de ligacdo entre a hiperglicemia caracteristica desta
doenca metabdlica e as complica¢fes que surgem ao longo do tempo, como a retinopatia e a
insuficiéncia renal crénica (VLASSARA; PALACE, 2003).

Ainda, cadeias peptidicas sob a forma de lipoproteinas desempenham importante
fungéo no transporte de lipideos apolares no plasma sanguineo devido a natureza hidrofilica
do grupo proteico (MORRISETT et al., 1987). Adicionalmente, a fosforilacdo de proteinas, a
qual gera fosfoproteinas, é responsével pela regulacdo de processos celulares diversos, tais
como sinalizacdo, diferenciacdo, sobrevivéncia, metabolismo, regulacéo e proliferacdo. Estes
processos podem aumentar ou reduzir a atividade biologica e alterar a localizacdo da proteina
e as interacOes proteina-proteina. Devido a importancia da fosforilacdo de proteinas e ao fato

de que muitas proteinas podem ser fosforiladas, disfun¢Ges relacionadas a estes processos por
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vezes estdo implicadas em doengas como cancer, diabetes tipo Il, fibrose cistica e Alzheimer
(CASS; TEPE, 2011).

Em consequéncia desta variedade funcional, peptideos tem sido investigados como
potenciais farmacos e alvos terapéuticos intensificando a sua busca e a de seus derivados
miméticos (ALBA et al., 2012; ALDRICH; MCLAUGHLIN, 2012; CRAIK et al., 2013;
EICHLER, 2008; LEE et al., 2011; LI et al., 2012; 2012a; LIANG, YANG, 2005;
REICHERT, 2010; SCHMIDTKO et al.,, 2010). De fato, diversos peptideos naturais
enddgenos sdo empregados na terapéutica, tais como, ocitocina para inducdo do trabalho de
parto e lactacdo, insulina para tratamento de diabetes, calcitonina para tratamento de
hipercalcemia e osteoporose, e ciclosporina para imunossupressao.

O aumento do numero de casos de resisténcia microbiana a terapéutica antibidtica
convencional tem estimulado o interesse na aplicacdo farmacoldgica de peptideos
antimicrobianos (AMPSs) naturais. Geralmente, AMPs séo pequenos peptideos (cerca de 30 a
60 residuos de aminoacidos) termoestaveis (100 °C, 15 minutos), 0s quais se encontram
carregados positivamente em meio fisiologico. Adicionalmente, podem ser sintetizados ou
isolados de diversos organismos vivos, desde procariotos a humanos. Estes peptideos
possuem amplo espectro de acdo contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, fungos,
parasitas, virus e células tumorais por meio de um mecanismo notavelmente distinto dos
demais antimicrobianos, tornando vantajoso o uso de AMPs na terapéutica (LI et al., 2012).

Leite et al (2005) isolaram alguns peptideos AMPs, denominados de Filoseptinas, a
partir da pele dos sapos brasileiros Phyllomedusa hypochondrialis e Phyllomedusa oreades. O
peptideo  NH,-Asn-His-Lys-Ala-lle-Ala-Ser-Val-Ala-Asn-lle-Ala-His-Pro-lle-Leu-Ser-Leu-
Phe, denominado de PS-1 e isolado do sapo Phyllomedusa hypochondrialis, apresentou
potente atividade contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (concentracdo inibitoria
minima variando entre 3-7,9 umol.L™%). Adicionalmente, os peptideos PS-4 (NH.-Gly-Ser-
His-His-Val-Leu-Thr-Ser-Val-Ala-Asn-lle-Ala-His-Pro-lle-Leu-Ser-Leu-Phe) e PS-5 (NH-
Ser-His-Lys-Ala-lle-Ala-Ser-Val-Ala-Asn-lle-Ala-His-Pro-lle-Leu-Ser-Leu-Phe), isolados do
sapo Phyllomedusa oreades demonstraram atividade antiparasitaria para Trypanossoma cruzi
bastante interessante (ICso em torno de 5 pmol.L™) (LEITE et al., 2005).

Na terapéutica para dor cronica, interessante aplicacdo farmacologica encontra-se na
analgesia proporcionada por alguns peptideos denominados conotoxinas. Conotoxina envolve
um grupo de peptideos neurotdxicos isolados a partir do veneno do caracol marinho da
espécie Conus. Estes peptideos sdo constituidos por cerca de 10 a 30 residuos de aminoacidos,

tipicamente com uma ou mais ligacdes dissulfeto. Certas conotoxinas produzidas por algumas
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espécies de Conus demonstraram atividade 1000 vezes superior & morfina (SCHMIDTKO et
al., 2010).

Ziconotida (Prialt®) é um exemplo atual de conotoxina utilizada como analgésico
intratecal desde 2004, quando seu uso foi liberado pelo FDA (Food and Drug
Administration). Este farmaco corresponde ao analogo sintético de uma substancia natural
denominada 6mega-conopeptideo MV11A, o qual é encontrado no veneno da espécie Conus
magus, um molusco gastrépode marinho. Outros farmacos encontram-se em estudos clinicos
e pré-clinicos tais como, compostos de toxinas que podem ser usados no tratamento da doenca
de Alzheimer, Parkinson e epilepsia (SCHMIDTKO et al., 2010).

Como pode ser observado no Gréfico 1, embora peptideos tenham sido investigados ha
décadas como farmacos, o indice daqueles empregados na clinica era bem menor antes da
década de 80 (Gréafico 1) (REICHERT, 2010). Atualmente, varios peptideos bioativos sdo
empregados como  farmacos  antimicrobianos, antiinflamatérios,  antitumorais,
imunomoduladores e sinalizadores neuronais (Tabela 2) (CRAIK et al., 2013; REICHERT,
2010).

Peptideos empregados na terapéutica

% de peptideos empregados como
farmacos

1940 1950 1960 1970 1980 1990 2000-08

Década

Grafico 1. Peptideos em uso clinico nas Ultimas décadas (REICHERT, 2010).
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Tabela 2 — Alguns dos farmacos baseados em peptideos em uso clinico atualmente.

Nome Acao farmacolodgica Emprego terapéutico Via de adm.
Adalimumab Anticorpo monoclonal inibidor do fator de Doencas auto-imunes Subcuténea
(Humira®) necrose tumoral (TNF)

Infllx!mab% Anticorpo monoclonal inibidor de TNFa Doengas auto-imunes Intravenosa
(Remicade™)
Rituximab Anticorpo citolitico para proteina CD20 Linfoma ndo Hodgkin’s,  Intravenosa
(Rituxan®) granulomatose de
Wegener (WG),
poliangeite microscopica
(MPA) e leucemia
linfocitica crbnica de
células B.
Bevacizumabe  Anticorpo monoclonal que neutraliza a Antineoplésico Intravenosa
(Avastin®) atividade bioldgica do fator de crescimento do
endotélio vascular humano (VEGF)
Trastuzumabe Anticorpo monoclonal que atinge o dominio Cancer de mama Intravenosa
(Herceptin®) extracelular da proteina do receptor-2 do fator ~ metastatico
de crescimento epidérmico humano (HER2)
Insulina Equipotente & insulina humana Diabetes I e Il Subcuténea
(Lantus®)
Pegfilgrastim Estimulador de gl6bulos brancos Mielossupressdo Subcuténea
(Neulasta®)
Epoetina alfa Glicoproteina estimuladora de eritropoiese Anemia Intravenosa,
(Epogen®) Subcutanea
Interferon beta-  Indutor de proteinas especificas, as quais Esclerose multipla Intramuscu-
1a (Avonex®) ainda nao foram claramente definidas lar
Acetato de Alteracdo de fungBes imunoldgicas por Esclerose multipla Subcuténea
glatirdmer mecanismos ainda ndo esclarecidos
(Copaxone®)
Goserelina Supressdo do sistema pituitario-gonadal Cancer de mama e Subcutanea
(Zoladex®) préstata, endometriose
Acetato de Derivado sintético da somatostatina, inibe a Acromegalia e cancer Intramuscu-
Octreotida liberacdo do horménio de crescimento, do lar
(Sandostatin®) glucagon e da insulina
Enfuvirtida Inibidor do rearranjo estrutural da gp41 Infeccdo por HIV Subcutanea
(Fuzeon®) do virus HIV, bloqueando a entrada do
virus na célula
Ziconotida Bloqueador dos canais de célcio de tipo N Dor cronica e intensa Intratecal
(Prialt®) (NCCB), os quais regulam a liberacdo de

neurotransmissores em populacgdes neuronais
especificas responsaveis pelo processamento
espinhal da dor

Fonte: (CRAIK et al., 2013)
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O emprego de peptideos na terapéutica oferece muitas vantagens, uma vez que estes
possuem propriedades desejaveis, tais como, potente bioatividade, alta especificidade e
afinidade de ligacdo com o receptor e toxicidade relativamente baixa. Entretanto, o emprego
desta classe na terapéutica é limitado devido a algumas desvantagens, a saber: (i) baixa
estabilidade sistémica, (ii) rdpida metabolizacdo em funcdo da suscetibilidade proteolitica
resultando em baixa biodisponibilidade, (iii) baixa permeabilidade através de membranas
celulares, limitando as vias de administracéo, (iv) alto custo de producdo. Geralmente, esta
nova classe de farmacos ndo esta disponivel por via oral, necessitando de administracdo por
injecdo ou via intranasal. Entretanto, surpreendentemente, anticorpos tém persistido in vivo
por semanas apds uma Unica administracdo, tornando-os um dos alvos mais estudados
(CRAIK et al., 2013). Adicionalmente, este fato tem estimulado o interesse na sintese de
glicopeptideos devido ao emprego bastante promissor no desenvolvimento de vacinas para o
controle de alergias, doencas infecciosas e crescimento de determinados tumores (PURCELL
etal., 2003; SIRSKYJ et al., 2011; SLOVIN; KEDING; RAGUPATHI, 2005).

1.2 Desenvolvimento de vacinas sintéticas

O emprego de vacinas na saude publica representa uma das melhores estratégias para
erradicacdo e controle de doencas infecciosas, reduzindo a morbidade e mortalidade, como é o
caso da variola, erradicada ha mais de duas décadas. A maioria das vacinas disponiveis até o
momento é de aplicacdo profilatica, existindo a necessidade de pesquisas direcionadas para
impedir o desenvolvimento de processos infecciosos cronicos, tais como tripanossomiases e
sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS). De maneira geral, complicacdes destas
doencas surgem devido & inadequada ou insuficiente resposta imunoldgica para a eliminagéo
de patogenos intracelulares ou pela inducdo de tolerdncia imunologica (ABBAS;
LICHTMAN; PILLAI, 2011).

Adicionalmente, a utilizacdo de vacinas encontra importante aplicagdo quando (i) ndo
existe tratamento disponivel ou eficaz contra um patdgeno ou doenca, (ii) agentes
antimicrobianos ndo erradicam o patogeno, selecionando cepas resistentes, (iii) 0s agentes
antimicrobianos séo toxicos para uso por longos periodos, (iv) a baixa carga de patdgenos, em
portadores cronicos, € precedida por um conjunto de sintomas que reflete na proliferacdo do
patégeno, inflamag&o crénica ou transformacgdo maligna de lesdes induzidas pelo patdgeno, e
(iv) algum grau de resposta imune é demonstrado durante o curso natural da infeccdo
(AUTRAN et al., 2004).
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Mais comumente, vacinas consistem de microorganismos vivos atenuados ou
microorganismos inativados, administrados via injecdo. Porém, muitos microorganismos séo
dificeis de obter por cultura in vitro, tornando inviavel a producdo de vacinas para estes
patdgenos. Adicionalmente, muitos fatores relacionados aos microorganismos atenuados
podem induzir resposta imune insuficiente ou indesejada. Alternativamente, a possibilidade
da utilizacdo de vacinas sintéticas em um futuro proximo é sustentada pelos recentes avangos
no conhecimento a respeito dos mecanismos de resposta imunoldgica (PURCELL,;
MCCLUSKEY; ROSSJOHN, 2007).

Para melhor entendimento das ferramentas envolvidas no desenvolvimento de vacinas
sintéticas, a seguir sera abordado, sucintamente, o processo de imunidade adquirida, também
denominada adaptativa, o qual se divide em dois tipos, a saber: imunidade celular e
imunidade humoral. Na imunidade celular, linfocitos T citotoxicos (T CD8") eliminam células
infectadas e tumorais por meio de uma acgdo citotoxica direta nestes alvos. Diferentemente, na
resposta imune humoral, linfécitos B produzem anticorpos que reconhecem diretamente
antigenos microbianos, neutralizando a infecciosidade destes e preparando-os para serem
eliminados. Enquanto a imunidade celular estd voltada contra microorganismos intracelulares,
a imunidade humoral é o principal mecanismo de defesa contra microorganismos
extracelulares e suas toxinas. Adicionalmente, ambos os tipos sdo dependentes de linfécitos T
auxiliares (T CD4"), os quais secretam proteinas chamadas de citocinas, cuja fungdo é
estimular a proliferacédo e diferenciacdo de células T, assim como a ativacdo de outras células,
tais como, células B, macrofagos e outros leucocitos (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2011;
PURCELL; MCCLUSKEY; ROSSJOHN, 2007).

Os receptores de antigenos de linfocitos T CD8" e T CD4" s6 reconhecem antigenos que
sejam apresentados por outras células, em contraste com linfécitos B e anticorpos, 0s quais
reconhecem tanto antigenos solliveis quanto os associados a outras células. Linfocitos T CD8”
identificam células infectadas ou malignas por meio de peptideos antigénicos apresentados
pelas moléculas de classe |1 do complexo principal de histocompatibilidade (MHC classe 1),
enquanto moléculas de classe Il (MHC classe IlI) apresentam peptideos antigénicos aos
linfocitos T CD4" (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2011; PURCELL; MCCLUSKEY;
ROSSJOHN, 2007). Este processo de reconhecimento dependente de peptideos resulta na
propagacao da resposta imune a qual controla a infeccdo e o tumor em humanos.

Diante deste contexto, a elucidagdo dos mecanismos envolvidos na resposta imune tem
estimulado o desenho racional e a otimizacdo de agentes para a preparacdo de vacinas

sintéticas. Adicionalmente, estas podem ser desenvolvidas a partir da elucidacdo estrutural de
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epitopos, bem como a partir do estudo das interagbes epitopos/anticorpos, epitopos/MHC
classe | e epitopos/MHC classe Il, considerando que (i) anticorpos sdo glicoproteinas
circulantes produzidas pelos linfécitos B em resposta a exposicdo a estruturas estranhas
conhecidas como antigenos e (ii) epitopos séo regides peptidicas destes antigenos que, uma
vez reconhecidas especificamente por linfocitos e anticorpos, desencadeiam o processo de
resposta imunolégica (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2011; PURCELL; MCCLUSKEY;
ROSSJOHN, 2007; ROBINSON, 2007). Patarroyo et al. (1988) demonstraram pioneiramente
a eficacia de vacinas sintéticas na inducdo de uma forte atividade estimuladora das células
linf6ides por meio de peptideos, sendo-lhes atribuido o mérito pela criacdo da primeira vacina
sintética (AMADOR et al., 1992; PATARROYO et al., 1988; VALERO et al., 1993).

Vacinologia designa a caracterizacdo de epitopos para um determinado antigeno
visando direcionar o desenvolvimento de candidatos efetivos a vacinas. Desta forma, uma vez
estabelecido o antigeno, estruturas menores e sinteticamente acessiveis podem ser construidas
para mimetizar apenas regifes epitdpicas importantes, permitindo a focalizacdo da reacdo
imunoldgica (ROBINSON, 2007). Os imundgenos sintéticos sdo desenhados para estimular
uma resposta imune apropriada, incluindo epitopos para células B e T relevantes e excluindo
aquelas regides da proteina que poderiam atuar estimulando a atividade de mecanismos
supressores, alérgicos e/ou auto-imunes. Os potenciais candidatos a vacinas ja preparados,
geralmente, estdo relacionados a (i) fragmentos derivados de epitopos de proteinas antigénicas
especificas; (ii) peptideos que induzem resposta imune in vitro e in vivo frente a carboidratos
ou, ainda, (iii) peptideos ramificados compostos de um esqueleto de lisinas ou de B-Ala-Lys,
cujos grupos g-amino se ligam a fragmentos de epitopos de proteinas antigénicas especificas
(MACHADO et al., 2004).

A selecdo de antigenos contra agentes infecciosos pode ser realizada por meio da
pesquisa do soro de individuos previamente expostos ao patdgeno, ja que suas estruturas sao
estranhas ao organismo humano e, portanto imunogénicas (KEDING; ENDO;
DANISHEFSKY, 2003; SLOVIN; KEDING; RAGUPATHI, 2005). Dentre estes antigenos,
carboidratos e glicoconjugados séo essenciais no desenvolvimento de vacinas antiparasitarias
devido a varios fatores, tais como: i) possuem caracteristicas estruturais distintas de glicanas
de mamiferos; ii) grande parte destes glicoconjugados estdo presentes nas superficies
parasitarias, tornando-os alvos altamente disponiveis para interacGes diretas com agentes
efetores da imunidade; iii) uma Unica glicoproteina pode conter varios epitopos de glicanas,
aumentando a multiplicidade de antigenos-alvo frente a anticorpos especificos; iv) finalmente,

glicoconjugados complexos de agentes infecciosos podem ser preparados por métodos de
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sintese quimio-enzimatica e a seguir conjugados a proteinas carreadoras (NYAME; KAWAR,;
CUMMINGS, 2004). Como exemplos, vacinas sintéticas contra Haemophilus influenzae B,
representada por um polissacarideo capsular sintético conjugado a proteina carreadora de
toxina diphtheria, e contra Plasmodium falciparum, obtida a partir da sintese de ancora de
glicosilfosfatidilinositol (GPI), estdo, respectivamente, em uso corrente e em testes clinicos
avancados. No Quadro 1 estd representada uma lista de alguns parasitas, cujas glicanas
antigénicas sdo amplamente investigadas, uma vez que se encontram parcialmente
caracterizadas (NYAME; KAWAR; CUMMINGS, 2004).

Quadro 1 — Exemplos de parasitas cujas glicanas antigénicas estdo parcialmente caracterizadas.

Protozoarios Helminticos
Entamoeba histolytica (amebiase humana) Trematodas
Plasmodium falciparum (malaria humana) Schistosoma mansoni, S. haematobium,

S. japonicum, Fasciola hepatica
P. berghei (malaria em roedores)
Cestodas
P. cynomolgi (malaria em macacos)
Echinococcus granulosus, Taenia crassiceps
Leishmania donovani, L. major, L. mexicana
Nematodas
Trypanosoma cruzi (Doenca de Chagas)
Haemonchus contortus, Onchocerca volvulus

T. brucei gambiense (doenca do sono) Trichinella spiralis, Dictyocaulus viviparus
Ascaris suum, Setaria digitata, Litomosoides
T. brucei rhodesiense (doenga do sono) sigmodonti

Fonte: (NYAME; KAWAR; CUMMINGS, 2004).

Adicionalmente, vacinas antitumorais tém sido desenvolvidas, embora, devido ao
carater proprio das células cancerigenas, imunoglobulinas naturais (anticorpos) contra
antigenos tumorais ndo séo geralmente encontradas em individuos com céncer. Dentre os
antigenos tumorais ja identificados, carboidratos sdo considerados os alvos mais apropriados e
clinicamente relevantes para indugdo de imunidade ativa (KEDING; ENDO;
DANISHEFSKY, 2003; NYAME; KAWAR; CUMMINGS, 2004; SLOVIN; KEDING;
RAGUPATHI, 2005). Isoladamente, carboidratos antigénicos desencadeiam resposta imune
atraveés da ativacao direta de linfocitos B, resultando na producdo de anticorpos unicamente
IgM (Imunoglobulina tipo M) com baixa afinidade, os quais ocorrem na fase aguda inicial da
infeccdo e sdo caracteristicos de resposta imunoldgica priméria. Conforme discutido,
linfocitos T (CD4+ e CD8+) reconhecem apenas antigenos peptidicos apresentados pelas

moléculas MHC classe | e MHC classe I, entdo, para viabilizar sua aplicacdo como vacinas,
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estes carboidratos antigénicos desprovidos de agdo imunogénica (haptenos sacaridicos livres)
sdo conjugados a proteinas ou peptideos carreadores imunogénicos, como albumina sérica
bovina (BSA) e hemocianina do caranguejo Megathura crenulata (KLH,“keyhole limpet
hemocyanin’). Assim, o complexo hapteno-carreador pode atuar como imundgeno
estimulando linfocitos T. Linfocitos citotoxicos e anticorpos direcionados contra antigenos
tumorais sintéticos sdo capazes de reconhecer 0s correspondentes epitopos nativos em células
malignas circulantes e metastaticas, promovendo a erradicacdo das mesmas e protegendo
contra crescimento e recorréncia tumoral, 0 que comprova o potencial de vacinas sintéticas de
carboidratos para o combate ao cancer (BROCKE; KUNZ, 2002; KEDING; ENDO;
DANISHEFSKY, 2003; MEINJOHANNS et al., 1997; NYAME; KAWAR; CUMMINGS,
2004; SLOVIN; KEDING; RAGUPATHI, 2005; VICHIER-GUERRE et al., 2004).

Muitos antigenos glicoprotéicos e glicolipidicos associados a tumor tais como aqueles
contendo moléculas de Tn, sialil-Tn (STn) e TF além de acido de Lewis (LeY), tém sido
adotados como alvos para o desenvolvimento de vacinas terapéuticas contra o cancer, uma
vez que sua ocorréncia em tecidos normais € restrita (Figura 4) (NYAME; KAWAR,;
CUMMINGS, 2004; VICHIER- GUERRE et al., 2004).
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Figura 4. Antigenos carboidratos associados & tumor.

Elevado nivel de expressdo de tais antigenos na superficie de células cancerosas
correlaciona-se com prognostico alarmante; assim, a vacinacdo baseada em epitopos sintéticos
associados a tumor explora exatamente esta caracteristica para dirigir o sistema imune a fim
de gerar uma reagdo tumor-seletiva (HOLEMANN; SEEBERGER, 2004). Como exemplo,
vacinas sintéticas conjugadas contendo o antigeno Tn tém obtido sucesso em testes clinicos,
entre 0s quais se destaca um ensaio de fase | em que pacientes com cancer prostatico
reincidente foram imunizados com clusters de Tn conjugados a KLH (Figura 5) (SLOVIN;
KEDING; RAGUPATHI, 2005).
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Figura 5. Clusters de Tn conjugados a KLH como vacina contra cancer prostatico.

Um dos imundgenos em potencial mais amplamente estudados no desenvolvimento de
vacinas sdo mucinas. Mucinas sao glicoproteinas presentes na superficie de células do tecido
epitelial, cuja estrutura em forma de bastonete deve-se as unidades de repeticdo de serina e
treonina, que séo O-glicosiladas (Figura 6) (ANDRIANIFAHANANA; MONIAUX; BATRA,
2006; HUANG et al., 2012). Adicionalmente, a composi¢do de carboidratos corresponde a
cerca de 50-80% do peso destas glicoproteinas (BALDUS; HANISCH, 2000; SEITZ, 2000).

/ HGVTSAPDTRPAPGSTAPPA "Tandem repeat"
Oligossacarideos
O-ligados

Figura 6. Representacdo da estrutura de MUC1.

As mucinas encontram-se envolvidas em diversos processos biologicos relevantes, tais
como, protecdo, hidratacéo e lubrificacdo dos epitélios, renovacéo, diferenciacéo, sinalizacao
e adesdo celulares, fertilizacdo, infecgbes e inflamacdo (BROCKE; KUNZ, 2002;
BUSCAGLIA et al., 2006). Em consequéncia, processos patoldgicos por vezes encontram-se
associados ao metabolismo desregulado destas mucinas, 0 que as tornam marcadores
relevantes, principalmente marcadores tumorais (ANDRIANIFAHANANA; MONIAUX;
BATRA, 2006).

Diversos genes foram encontrados codificando oito tipos de mucinas, sendo que a maior
proporcdo do peptideo de mucina € caracterizada por extensas sequéncias de peptideos
repetidas em tandem. Estas seqliéncias de repeticao sao individuais para cada mucina (Tabela
3) (BALDUS; HANISCH, 2000).
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Tabela 3 — Tipos de MUC para mucinas humanas.

Repeti¢cdes em Tandem

Tipos de MUC
NUmero Sequéncia
MUC1 Polimérfico AHGVTSAPDTRPAPGSTAPP
MUC2 Polimérfico PTTTPITTTTTVTPTPPTPTGTQT
16 PPTTTPSPPTTTTTTP
MUC3 Polimorfico HSTPSFTSSOTTTETTS
MUC4 Polimérfico TSSASTGHATPLPVTD
MUC5AC Polimdrfico TTSAPTTS
MUC5B 11 Repeticéo irregular de 29 aminoéacidos
MUC6 Polimorfico 169 aminoacidos repetidos
MUC7 6 TTAAPPTPSATTPAPPSSSAPPE
TSCPRPLQEGTRV e
MUCS8 ? TSCPRPLQEGTPGSRAAHALSRRGHRVHELP
TSSPGGDTGF

MUC1, que tem uma unidade de repeticdo de 20 aminoacidos, é 0 imundgeno mais
amplamente estudado (TAYLOR-PAPADIMITRIOU; FINN, 1997). Notadamente, a
expressao de mucinas do tipo MUCL estd dramaticamente aumentada em casos de cancer de
mama e ovéario (BALDUS; HANISCH, 2000). Em células epiteliais normais, mucinas sao
expressas na superficie celular voltadas para o lumen. Diferentemente, em células malignas,
as mucinas perdem sua topologia e polarizacdo conduzindo a expressdo de mucinas fora da
superficie celular, bem como a secrecdo de mucinas sollveis na corrente sanguinea (Figura 7)
(TAYLOR-PAPADIMITRIOU et al., 1999). A presenca de mucinas na matriz extracelular

pode ocasionar producdo de células tumorais metastaticas.

Mucing soldvel ) o
lMucina com glicosilagao alterada

Mucina
na
superficie
celular

Figura 7. Comparacdo entre mucinas em células normais e em células tumorais. (A) Tecido normal contendo
mucinas sollveis e na superficie celular; (B) Mucinas com padréo de glicosilacdo alterado e secre¢do de mucinas
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para corrente sanguinea em casos de células tumorais. Reproduzido de Essentials in Glycobiology por Varki et al
(2009).

Adicionalmente, mucinas podem ser encontradas na superficie de parasitas, sendo
responsaveis por processos de reconhecimento celular, invasdo celular e evaséo da resposta
imune. Como exemplo, tem-se as mucinas parasitarias de T. cruzi (TcMUC), as quais estdo
envolvidas em processos de evasdo da resposta imune, reconhecimento e invasdo celular
(AGRELOS et al., 2003). Ainda, constituem uma barreira protetora na superficie do parasita
contendo cerca de 60% de carboidratos. Tais mucinas parasitarias sdo moléculas polianiénicas
altamente glicosiladas formadas por cadeias peptidicas com sequéncias ricas em serina e
principalmente, treonina como sitios aceptores para O-glicosilacdo (Figura 8) (DI-NOIA et
al., 1996; PREVIATO et al., 1995).
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Figura 8 — Representacdo de mucina de T. cruzi (TcMUC), contendo unidades multigalactosiladas ligadas a
unidade repetitiva ThrgLysPro,.

As moléculas de mucina de T. cruzi assemelham-se as de mamiferos, embora as
unidades oligossacaridicas estejam ligadas a cadeia peptidica pela unidade de a-N-acetil-
glicosamina (GIcNAc) e ndo N-acetil-galactosamina (GalNAc), como ocorre nos vertebrados
(DI-NOIA et al., 1996).

Durante o processo de reconhecimento e invasao celular, sabe-se que este parasita, por
meio de uma enzima denominada trans-sialidase, realiza a transferéncia e incorporagdo de
acido sialico as mucinas TcMUC a partir de acido sialico presente em glicoconjugados das
células do hospedeiro. Isto, porque T. cruzi € incapaz de sintetizar acido sidlico. Essa constitui
a Unica via de captacdo de residuos de acido sialico pelo parasita. Este processo corresponde a

etapa inicial chave no processo de infecgdo, uma vez que, a sialilacdo de mucinas de T. cruzi
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as torna insensiveis a acdo de protease. Ainda, as moléculas de mucina sialiladas estdo
envolvidas no processo de aderéncia e subseqliente penetracdo do parasita nas células do
hospedeiro (AGRELOS et al., 2003).

Adicionalmente, as glicoproteinas de mucinas das formas tripomastigotas infectantes
de T. cruzi possuem residuos terminais de a-galactose, além de [-galactose, 0s quais atuam
como epitopos, sendo reconhecidos por anticorpos liticos anti-a-Gal. Uma vez sialiladas, as
mucinas tornam-se resistentes a acdo de anticorpos liticos anti-a-Gal, 0 que protege o parasita

contra os mecanismos de defesa do hospedeiro (Figura 9) (PEREIRA et al., 2000).
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Figura 9. Modelo estrutural de moléculas de mucina de T. cruzi sialiladas. O processo de sialilagdo confere
protecdo parasitaria e permite a adesdo e invasdo celular

Em funcdo disto, e embora indiretamente relacionado a glicanas antigénicas e ao
desenvolvimento de vacinas, estes dados sugerem que vacinas efetivas podem ser geradas
para interferir na biossintese de glicanas do parasita. De fato, dados da literatura demonstram
que animais imunizados com anticorpos, capazes de reconhecer e inibir a enzima trans-
sialidase, apresentaram parasitemia reduzida (COSTA et al.,, 1998; NYAME; KAWAR,;
CUMMINGS, 2004; PEREIRA-CHIOCCOLA et al., 1999).

Ainda, a diferenca existente entre mucinas TcMUC e aquelas encontradas em
mamiferos sugerem que modelos experimentais, tais como substratos sintéticos, podem ser
gerados para melhor entendimento da interacdo entre as mucinas de T. cruzi e a enzima trans-

sialidase.
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1.3 Sintese de peptideos

A obtencdo de peptideos a partir de fontes naturais muitas vezes fornece baixa
quantidade do produto, apesar de muitos destes poderem ser isolados no seu estado puro e
com significativo rendimento. A baixa concentracdo de peptideos dificulta o isolamento em
quantidades suficientes para 0 emprego terapéutico e para a realizagao de estudos fisiol6gicos,
quimicos, fisicos, farmacoldgicos, bioquimicos e clinicos; logo, hé a necessidade de sintetiza-
los em escalas variadas (BAILEY, 1990). Atualmente, estima-se que os farmacos baseados
em peptideos e proteinas movimentardo 160,1 bilhdes de doélares em 2013, sendo a maioria
destes obtido por métodos quimicos (em solucdo ou em fase sdlida), enzimatico ou
combinacdo de ambos (semi-sintese). Adicionalmente, peptideos podem ser obtidos via
tecnologia do DNA recombinante (CRAIK et al., 2013; REICHERT, 2010).

A sintese quimica de peptideos é caracterizada pelo uso de reagentes quimicos cuja
funcdo € ativar o grupo carboxilico do aminoacido doador de grupo acila para a formagao da
ligacdo peptidica. Esta via permite o emprego de aminoacidos usuais, ndo usuais e
modificados desde que haja protecdo total de cadeias laterais reativas dos aminoacidos. Ainda
assim, reacdes secundarias sao passiveis de ocorrer. A sintese quimica pode ser realizada por
sintese em solucdo ou sintese em fase solida. Na sintese em solucdo os reagentes e produtos
estdo dissolvidos no meio reacional enquanto na sintese em fase solida, o peptideo formado,
ou seja, o produto encontra-se acoplado a um suporte polimérico que € insolivel no meio
reacional (KENT, 1988).

A sintese em solucdo requer o isolamento e caracterizacdo do peptideo formado a cada
etapa de acoplamento entre aminoécidos ou desprotecdo, diferentemente da sintese em fase
solida, o que representa uma desvantagem em relagdo a esta, justificando o emprego cada vez
maior da sintese em fase sélida a qual sera abordada detalhadamente mais adiante (CHAN;
WHITE, 2000; KENT, 1988; MERRIFIELD, 1963;).

A sintese enzimatica de peptideos destaca-se pela auséncia de racemizacao, protecdo
parcial das cadeias laterais e alta quimio-, regio-, e enantioespecificidades. Apesar destas
vantagens, este método € pouco empregado devido a termodinamica desfavoravel de enzimas
em agua pura, a estreita especificidade destas e a possibilidade de hidrdlise secundaria do
peptideo em crescimento quando o biocatalisador € uma protease (MACHADO et al., 2004).

A obtencédo de peptideos via tecnologia do DNA recombinante consiste na produgéo de

peptideos ou proteinas em células de microorganismos, insetos ou mamiferos a partir de (i)
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sequéncias de DNA sintetizados quimicamente, (ii) segmentos de DNA clivados por
endonucleases de restricdo (as quais clivam o DNA em sequéncias especificas), ou ainda (iii)
DNA complementar (cDNA) obtido a partir de sequéncias de RNA mensageiro por
transcricao reversa. Estas sequéncias sdo incorporadas por meio da enzima DNA ligase a um
vetor, que podera ser um plasmideo, fago, cosmideo ou cromossomo artificial de levedura.
Em seguida, estes vetores sdo inseridos na célula apropriada (sistema de expressdo) para
expressar o peptideo ou a proteina de interesse. Geralmente, os sistemas de expressdo mais
empregados sdo bactérias quando o peptideo ou a proteina a ser expressa nao possui
amino&cidos modificados, uma vez que estas ndo realizam modificacdo pos-traducional. Para
as sequéncias contendo aminoécidos modificados empregam-se leveduras e células de
animais ou insetos como sistemas de expressao (MACHADO et al., 2004).

Grandes quantidades de peptideos sdo sintetizadas por meio da tecnologia do DNA
recombinante, entretanto os peptideos de tamanho médio sdo preferencialmente obtidos via
sintese em fase solida (MACHADO et al., 2004).

1.3.1 Sintese de peptideos em fase sélida

O conceito de sintese de peptideo em fase sélida (SPFS) foi desenvolvido e apresentado
a sociedade cientifica por Bruce Merrifield em 1963, resultando em uma grande mudanga nas
perspectivas de sintese de peptideos (MERRIFIELD, 1963). Atualmente, € um dos métodos
mais utilizados para reproduzir e criar peptideos e proteinas em laboratérios de uma maneira
sistematica, principalmente daqueles (i) naturais pouco abundantes e dificeis de serem
sintetizados em bactérias, (ii) modificados contendo aminoacidos ndo naturais e D-
aminoéacidos, (iii) modificados na cadeia principal e (iv) modificados nas extremidades amino
e carboxiterminais (AMBLARD et al., 2006; CHAN; WHITE, 2000).

Na SPFS é empregado um suporte polimérico, também denominado resina, o qual
consiste em pequenos graos, porosos e insolGveis tanto em solugcdo aquosa quanto em
solventes organicos. Estes grdos sdo polimeros com grupamentos funcionais que se encontram
ligados ao peptideo que esta sendo sintetizado. O peptideo permanece ligado covalentemente
ao suporte polimérico durante toda a sintese. Este método tem grandes vantagens: separacao
de peptideos intermediarios de reagentes soluveis, retirada de solventes por filtracdo simples,
lavagem em menor tempo e a capacidade de suportar condigdes mais agressivas do que as
utilizadas na sintese em solucdo. Muitas destas operagfes tornam possivel o emprego de

excesso de reagente a fim de garantir rendimentos altos e minimizar perdas fisicas do
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peptideo, uma vez que este se encontra preso ao suporte solido durante o processo
(AMBLARD et al., 2006; CHAN; WHITE, 2000). O principio geral de SPFS esté ilustrado no
Esquema 2 e consiste em ciclos repetidos de reacfes de acoplamento e de etapas de

desprotecdo.
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Esquema 2. O principio da sintese de peptideos em fase solida (SPFS). Em vermelho esta representado o grupo
N-protetor do residuo de aminoacido. Em azul o grupo protetor de cadeias laterais de residuos de aminoacidos.
Figura modificada de Amblard et al. (2006).

O peptideo é fixado pela extremidade C-terminal a um ligante da fase solida (grupo
amino terminal livre, halogénio ou hidroxila). O processo de sintese inicia-se a partir de um
aminoécido acoplado a fase sélida pela extremidade C-terminal e contendo grupo amino
protegido. O grupo amino deste aminoacido é, entdo, desprotegido, gerando um novo grupo
amino N-terminal ao qual serd acoplado outro aminoacido. Todos os aminoacidos empregados
nesta sintese possuem as cadeias laterais, quando reativas, também protegidas, garantindo sua
integridade durante toda a sintese da cadeia peptidica. As etapas de acoplamento e
desprotecdo do grupamento N-terminal sdo repetidas, alternadamente, até que o peptideo seja
obtido, obedecendo a sequéncia desejada. Na etapa final, o peptideo € liberado de seu suporte
solido e os grupos protetores das cadeias laterais também sdo removidos. Geralmente, a resina
e 0s grupos protetores das cadeias laterais séo escolhidos de forma que sejam removidos sob
as mesmas condic¢des (CHAN; WHITE, 2000).

O fator limitante deste método € alcancar rendimentos extremamente altos em cada
etapa de acoplamento. Por exemplo, se em cada etapa o rendimento for de 99%, um peptideo
de 26 residuos seria sintetizado com 77% de rendimento final (considerando 100% de
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rendimento em cada desprote¢édo). Entretanto, se em cada etapa o rendimento for de 95%, o
mesmo peptideo seria sintetizado com 25% de rendimento. Em funcdo disto, devem ser
empregados (i) excesso de aminoacido em cada etapa de acoplamento para garantir o
rendimento méaximo, (ii) métodos muito eficientes de ativacdo da carboxila e de formacéo da
ligagdo peptidica e (iii) grupamentos protetores apropriados (ISIDRO-LLOBET; ALVAREZ;
ALBERICIO, 2009; MONTALBETTI; FALQUE, 2005) .

O método de SPFS geralmente utiliza t-butiloxicarbonila (Boc) ou 9-fluorenil-
metiloxicarbonila (Fmoc) como protetores do grupo amino. Ao empregar Boc, como ilustrado
no Esquema 3, o derivado Boc-aminoécido (grupo Boc em vermelho) é ligado a resina por
meio da formacdo de um éster benzilico. Nesta ilustracdo, a resina representada em verde,
corresponde a resina PAM, um copolimero funcionalizado de estireno e divinilbenzeno com
grupo hidroximetilfenilacetamidometil poliestirenol (Esquema 3). Outros ligantes ou tipos de
funcionalizacgdo da resina podem ser empregados para modular a labilidade da ligacao entre o
peptideo e a resina em meio &cido ou para produzir peptideos com modificagdes no
grupamento carbdxi-terminal. A proxima etapa da sintese € a remocao do grupo protetor da
extremidade N-terminal seguida de neutralizacdo do grupo amino. Nesta técnica, 0 grupo
protetor N-terminal Boc é removido em meio acido, empregando-se normalmente solugdo de
acido trifluoracético (TFA) em diclorometano (DCM) ou em N,N-dimetilformamida (DMF).
Em seguida, para a etapa de acoplamento empregam-se anidridos simétricos pré-formados,
ésteres ativos (ativacdo com 1-hidroxibenzotriazol ou reagentes derivados deste representado
por “X””) em DMF ou N- metilpirrolidona (NMP) em DMF. A liberacdo do peptideo da resina
e a desprotecdo dos grupos protetores das cadeias laterais sdao conduzidas também em meio
acido, porém em condicBGes mais agressivas como, por exemplo, acido fluoridrico (Esquema
3) (AMBLARD et al., 2006; CHAN; WHITE, 2000; MERRIFIELD, 1963).
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Esquema 3. Sintese de peptideos em fase solida — Metodologia de Merrifield. Grupo protetor Boc em vermelho,
e grupo protetor de cadeia lateral em azul. Em verde, a resina PAM, um dos tipos de resina existentes para
emprego na SPFS.

O emprego do grupo 9-fluorenil-metiloxicarbonila (Fmoc) como protetor do grupo
amino, estratégia escolhida neste trabalho, estd representado no Esquema 4. Este método se
inicia com a ligacdo do derivado de Fmoc-aminoacido ao suporte sélido (resina PAM
representada em verde). A proxima etapa da sintese envolve a remoc¢do do grupo Fmoc
(representado em vermelho) em meio bésico empregando, mais comumente, solucdo de
piperidina 20% (DMF) ou morfolina 50% (DMF) (Esquema 4) (AMBLARD et al., 2006;
CHAN; WHITE, 2000).
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Esquema 4. Sintese de peptideos em fase solida — Emprego de Fmoc. Em vermelho esta representado o grupo
protetor Fmoc e em azul o grupo protetor da cadeia lateral. Em verde, a resina PAM, um dos tipos de resina
existentes para emprego na SPFS.

A troca do grupo protetor N-terminal de Boc para Fmoc proporciona consideraveis
vantagens a sintese em fase solida. Diferentemente do método de Merrifield, o qual utiliza um
regime de acidolise graduado para conseguir a seletividade na remocdo da protecdo
temporéria (protecdo do grupo amino) e permanente (protecdo das cadeias laterais), 0 uso do
grupo Fmoc fornece uma estratégia de remocdo destes em meios completamente diferentes.
Enquanto o grupo Fmoc é removido facilmente em meio basico, todos os demais grupos
protetores (representados em azul no Esquema 4) sdo removidos em meio acido (AMBLARD
etal., 2006; CHAN; WHITE, 2000; MERRIFIELD, 1963).

Na prética, sdo usados normalmente grupos t-butila e tritila para prote¢do das cadeias
laterais e alcoxibenzila para fixa¢do do peptideo a resina, pois todos estes grupos podem ser
removidos com o emprego de TFA. Este ultimo reagente é também um excelente solvente
para peptideos, além de poder ser removido por evaporagdo simples, 0 que € conveniente para
a reacdo de clivagem. A facilidade deste método de sintese de peptideos &, indubitavelmente,
a razdo para o amplo uso de Fmoc/t-butila (Esquema 4). Sintetizadores automatizados estdo

disponiveis para ambas as técnicas, entretanto muitos grupos de pesquisa continuam
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executando SPFS manualmente. A limitagcdo da SPFS surge quando se propdem sinteses de
peptideos e proteinas com numeros de residuos de aminoacidos superiores a sessenta ou
quando se depara com uma sequéncia de sintese dificil, usualmente por apresentar tendéncias
agregantes. Nestes casos, sdo necessarias sinteses convergentes (CHAN; WHITE, 2000).

De modo geral, a sintese em fase sdlida oferece muitas vantagens em relacdo a sintese
convencional em solugcdo quanto a eficiéncia, a conveniéncia dos procedimentos de
aplicabilidade e de purificacdo. Em contrapartida, reacdes secundarias envolvendo residuos de
aminoacidos presentes no peptideo crescente, racemizacdo de aminoacidos e acumulo de
subprodutos gerados durante as distintas etapas do processo sintético reduzem o rendimento
do peptideo final, e quanto maior é o peptideo, mais estes problemas se agravam.
Adicionalmente, o enovelamento do peptideo crescente dificulta as reacdes de acoplamento
entre grupos o-carboxilico e a-amino (AMBLARD et al., 2006; CHAN; WHITE, 2000;
MERRIFIELD, 1963).

1.4 Sintese de peptideos modificados a partir da estratégia “Click Chemistry”

Processos sintéticos variados vém sendo desenvolvidos sobre varios aspectos com a
finalidade de otimizar a sintese de peptideos. Outros processos, porém, visam a obtencdo de
peptideos modificados que superem limitacdes proprias dos peptideos naturais, tais como,
suscetibilidade proteolitica, toxicidade e baixa biodisponibilidade. Uma estratégia que pode
ser empregada para melhorar o perfil bioldgico de peptideos € a insercdo de heterociclos de
nitrogénio que possam desempenhar importantes funcdes em sistemas bioldgicos. Entre estes,
o anel 1,2,3 triazol tem demonstrado propriedades fisico-quimicas desejaveis no
desenvolvimento de farmacos. A substituicdo da ligacdo peptidica pelo anel triazol tem sido
explorada na literatura porque sdo considerados bioisosteros ndo-classicos (CELENTANO et
al., 2012; FRANKE; DOLL; EICHLER, 2005; GUELL, 2012; HARIDAS; LAL; SHARMA,
2007; KE et al., 2012; LIU et al., 2008; ZENG et al., 2011).

A unidade triazol mantém os atomos de carbono ligados nas posi¢des 1,4 a uma
distancia de 5 A mimetizando a ligacdo amida que apresenta distancia de 3,8 A, e
diferentemente do grupo amida, o anel triazol ndo é clivado por hidrolise quimica ou
enzimética, oxidado ou reduzido, sendo relativamente resistente & degradacdo metabolica e
proteolitica. Adicionalmente, os &tomos de nitrogénio nas posicbes 2 e 3 agem como
aceptores de ligacdes de hidrogénio (Figura 10) (ARAGAO-LEONETI et al., 2010).
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Figura 10. Relacdo isostérica entre grupos 1,2,3-triazol 1,4-dissubstituido e amida.

o
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A formacdo de peptideos contendo anel 1,2,3-triazol 1,4-dissubstituido foi realizada
pela combinacgdo da sintese em fase solida com a estratégia de Click Chemistry por reacGes de
ciclo-adicdo azido-alcino 1,3 dipolar catalisada por cobre (I) (CUAAC) (Esquema 5)
(ARAGAO-LEONETI et al., 2010; KOLB; FINN; SHARPLESS, 2001; LIU et al., 2008;
ZENG et al., 2011)

Peptideo (1) |— EN Peptldeo @ Peptldeo (1)
Peptldeo 2

Esquema 5 — Reacdo de Ciclo-adi¢do azido-alcino 1,3 dipolar. Reagéo entre grupos azido (N3) e alcino terminal
ligados ao Peptideo(1) e Peptideo(2), respectivamente, na presenca do catalisador Cu(l), formando a cadeia
peptidica com o grupo 1,2,3-triazol 1,4-dissubstituido.

A estratégia de Click Chemistry utiliza uma transformacao quimica mais rapida e pratica
pela ligacdo de dois reagentes ou blocos de construcdo, azido e alcino terminal, gerando
seletivamente o produto desejado em altas concentracdes, sendo explorada em todos os
aspectos nas diversas areas desde a descoberta de farmacos até o desenvolvimento de
materiais empregados na indistria (ARAGAO-LEONETI et al., 2010; KOLB; FINN;
SHARPLESS, 2001; TORNOE; CHRISTENSEN; MELDAL, 2002).

O conceito de Click Chemistry foi introduzido por Sharpless e colaboradores no ano de
2001. O intuito desta estratégia € atender as novas demandas da quimica moderna,
principalmente para a descoberta de novos farmacos. Facilidade de execucéo, versatilidade,
seletividade, desnecesséria protecdo de grupos funcionais, rendimentos elevados, auséncia de
subprodutos e aceleracdo pelo uso de irradiacdo microondas sdo algumas das vantagens
proporcionadas por esta estratégia (KOLB; FINN; SHARPLESS, 2001).
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Reacdes em fase solida associadas a estratégia Click Chemistry consistem em realizar as
condensacOes classicas entre os grupos carboxilicos e amino dos aminoécidos e modificar
cadeias peptidicas com moléculas contendo as fungdes azido e alcino para acoplamento via
CUuAAC. Esta combinacdo demonstra grandes vantagens, tais como (i) otimizacdo da sintese
de peptideos e aumento de rendimento, uma vez que a reagdo entre derivados azido e alcino é
quase total, ndo ocorrendo reacdes secundarias, (ii) geracdo de peptideo modificado com
propriedades fisico-quimicas desejaveis para o desenvolvimento de farmacos, (iii) nédo
reatividade de grupos laterais, incluindo aqueles desprotegidos, e (iv) compatibilidade com a
sintese de peptideos em fase solida (FRANKE; DOLL; EICHLER, 2005; HARIDAS; LAL,;
SHARMA, 2007; LIU et al., 2008; TORNOE; CHRISTENSEN; MELDAL, 2002).

Le Quement et al. (2011) relataram a sintese de uma biblioteca de compostos miméticos
do peptideo Smac AVPI, o qual é investigado devido a atividade pro-apoptética e promissor
emprego em terapias antitumorais. Na Figura 11 pode ser obsevado que o grupo triazol foi
inserido na cadeia lateral destes peptideomiméticos Tal biblioteca foi preparada a partir da
associacdo entre sintese de peptideos em fase sélida e reacbes CUAAC, a qual forneceu
peptideos biologicamente ativos (LE QUEMENT et al., 2011).
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Figura 11. Peptideo Smac AVPI e seus derivados miméticos contendo grupo 1,2,3-triazol 1,4-dissubstituido. (R)
varia de acordo com cada peptideo mimético da biblioteca sintetizada.

Inicialmente, Le Quement et al. (2011) prepararam o peptideo contendo funcéo azido
via sintese de peptideo em fase sélida empregando resina PEGAgq, TBTU (tetrafluoroborato
de 2-(1-H-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametilurénio) como reagente de acoplamento e Fmoc
como grupo protetor da funcdo amino. Este derivado foi submetido a reacdo de CUAAC com
diversos compostos alcinos disponiveis comercialmente, fornecendo a biblioteca de peptideos
anélogos aos Smac AVPI. A reacdo de CUAAC, ap6s uma serie de otimizagdes, foi realizada
empregando-se cobre (I), piridina, DIPEA e DMF, com tempo reacional de 48 horas
(Esquema 6).
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Derivado peptidico contendo fungéo azido

Esquema 6 — Preparacéo de peptideomiméticos de Smac AVPI.

Wan et al. (2006) descreveram a preparacdo de potenciais vacinas antitumorais baseadas
em glicopeptideos, cuja cadeia peptidica encontra-se ligada as moléculas de aclcar por meio

de um espacante contendo grupo triazol (Figura 12).
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Figura 12. Vacinas antitumorais baseadas em glicopeptideos cujas moléculas de agucar encontram-se ligadas ao
peptideo por meio de grupo 1,2,3-triazol 1,4-dissubstituido. (R) corresponde as moléculas de aglcar de cada

glicopeptideo.

Diferentemente de Le Quement et al. (2011) e Wan et al. (2006), Valverde e cols.
(2012) sintetizaram um analogo mimeético da cistatina A contendo grupo triazol na cadeia

principal (Figura 13).
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Figura 13. (A) Sequéncia de residuos de aminoacidos da cistatina A humana. (B) Analogo mimético de cistatina
A contendo grupo 1,2,3-triazol 1,4-dissubstituido na cadeia principal.
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O analogo mimético foi obtido por meio da associa¢do entre sintese de peptideo em
fase sélida e reacGes de ciclo-adi¢do azido-alcino 1,3-dipolar catalisada por Cu (I). Conforme
observado no Esquema 7, Valverde et al. (2012) prepararam inicialmente os peptideos
representados por A, B e C por meio de sintese em fase solida (SPFS). A obtencdo dos
peptideos contendo funcédo alcino terminal (A e B) envolveu a substituicdo de glicina por
propargilamina devido & semelhanga estrutural entre estas e a facilidade de acesso, enquanto a
preparacdo dos peptideos contendo funcéo azido (B e C) envolveu modificacdo da regido N-
terminal com grupo azido. Posteriormente, reacdo de CUAAC entre A e B originou o peptideo
D. Em seguida reacdo de CUAAC entre o peptideo C e o peptideo D forneceu o desejado
analogo de cistatina A (Esquema 7).
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Esquema 7 — Preparacdo do analogo mimético de cistatina A. R: Si(iPr)s; TBAF: fluoreto de tetrabutilamonio.
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Os resultados mostraram que este analogo foi biologicamente ativo. Adicionalmente,
foram observados que cistatina A e seu analogo mimético apresentavam estrutura
tridimensional semelhante e resisténcia a inativagédo térmica (VALVERDE et al., 2012).

A superacdo das dificuldades das reacdes de acoplamento convencionais em fase sélida
e a sintese de peptideos modificados sdo relevantes para a busca de estratégias sintéticas mais
eficientes e para melhoria no perfil bioldégico de peptideos. Adicionalmente, o
desenvolvimento do meétodo de sintese de peptideos de cadeia longa, combinando
acoplamento em fase sélida e a estratégia de Click Chemistry abrira novas perspectivas para a
sintese de glicopeptideos modificados relacionados a vacinas de interesse para o grupo de
pesquisa.

Portanto, devido as multiplas aplicacdes de peptideos, em especial, a aplicacdo no
desenvolvimento de vacinas e substratos para estudos de modelos bioldgicos, torna-se
importante o desenvolvimento de estratégias de sintese de peptideos mais rapidas, préaticas e
com melhores rendimentos. Além disto, esta abordagem sintética contribuird para o
desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas associadas a diversas condicOes

patoldgicas como cancer, auto-imunidade, doencas parasitarias e processos infecciosos.
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7 CONCLUSOES

Inicialmente, a estratégia empregada na preparacdo do dipeptideo 8 via CuAAC
envolveu a preparacdo de blocos de construgdo contendo funcéo azido e alcino. A preparagédo
do bloco de construcédo 7, precursor azido do dipeptideo 8, conduziu a elabora¢do de uma rota
sintética inédita, a qual permitiu obter o composto 7 em menor nimero de etapas a partir do
aminoacido polifuncionalizado L-treonina desprovido de grupos protetores na regido C-
terminal e na cadeia lateral. O desenvolvimento desta estratégia permitiu aperfeicoar a sintese
de 8 e abrird novas perspectivas para a elaboragdo de aminoacidos funcionalizados com grupo
azido, e consequentemente, para a insercao de grupo 1,2,3-triazol em estruturas peptidicas via
reacOes de ciclo-adicdo azido-alcino 1,3-dipolar. Adicionalmente, o bloco de construcdo 7
possibilitou a preparacdo do peptideo 3. O bloco de construcdo contendu funcdo alcino 9 foi
obtido partir do emprego dos reagentes DCC e HOBt, os quais proporcionaram rendimento
superior (73%), quando comparados aos reagentes empregados para reacdes de acoplamento
PyBOP/HOBt/DIPEA (50% de rendimento). Adicionalmente, a estratégia utilizada foi
aplicada na preparacédo do peptideo 2.

A preparacdo do dipeptideo 8, a partir da reacdo de ciclo-adicdo azido-alcino 1,3
dipolar catalisada por cobre (I) entre 7 e 9, representou uma estratégia Util para insercdo de
grupo 1,2,3-triazol 1,4-dissubstituido em estruturas peptidicas e permitiu a obtencdo do
dipeptideo 8 em excelentes rendimentos (98%) e reduzido tempo reacional (5minutos). A
utilizacdo de irradiacdo microondas durante a reacdo de CuAAC possibilitou otimizar a
sintese do dipeptideo 8, provando ser uma Util e compativel ferramenta de sintese relacionada
a aminodcidos e peptideos. Conforme descrito pela literatura, 0 emprego desta ferramenta
permitiu reduzir o tempo reacional, aumentar o rendimento e prevenir reagdes secundarias.
Adicionalmente, a preparacdo do dipeptideo 8 permitiu estabelecer as condi¢Ges a serem
empregadas na obtencdo do peptideo 1 e de seus precursores alcino 2 e azido 3.

A obtencéo do peptideo 1 ocorreu via CUAAC e portanto, necessitou da preparagédo dos
peptideos modificados contendo funcdo alcino 2 e azido 3. Inicialmente, os precursores 4 e 6,
respectivamente relacionados aos peptideos alcino 2 e azido 3, foram preparados pelo método
de sintese em fase solida. O procedimento padréo para sintese de peptideos em fase solida foi
empregado na preparacdo de 4 e 6 provando ser um método préatico e eficiente, o qual
possibilitou a obtencdo dos peptideos 4 e 6 com rendimentos satisfatorios de 39% e 61%,
respectivamente, apds purificagdo por CLAE. Porém, como mencionado no trabalho, este

método ainda apresenta algumas desvantagens e limitagdes que precisam ser superadas como
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o fato de ocorrer redugdo de rendimento a medida que o nimero de residuos de aminoacidos
incorporados a cadeia aumenta. Os peptideos 4 e 6 foram analisados e purificados por CLAE
e tiveram suas estruturas confirmadas por meio das anélises IV, RMN *H e ESI-MS.

A preparacdo do peptideo 2, envolvendo a reacdo de acoplamento entre
propargilamina e regido C-terminal do peptideo 4, possibilitou a obtencdo do peptideo 2 em
rendimento satisfatorio (64,5%, sendo rendimento global de 25% ), representando um método
rapido, pratico e eficiente de insercao de grupo acetilénico terminal em peptideos.

A preparacdo do peptideo 3 a partir da reacdo de acoplamento entre o bloco 7 e a
regido N-terminal de 6, permitiu a obtengdo de 3 em rendimento satisfatorio de 52,7%. Esta
estratégia provou ser um método mais eficiente para insercdo de grupo azido em peptideo
ainda ligado a resina, quando comparado a realizacdo de reacdo de diazo-transferéncia entre
doador de azido e grupo amino do peptideo ligado a resina.

A reacdo de CUAAC entre 2 e 3 foi realizada sob as mesmas condi¢bes empregadas na
sintese do modelo dipeptideo 8 e forneceu o peptideo 1 com 70% de rendimento bruto. A
analise por RMN *H indicou a formagéo do peptideo 1 e anélises por CLAE e ESI-MS ndo
apresentaram dados conclusivos.

A obtencdo do peptideo 1 e do dipeptideo 8 permitiu concluir que, conforme descrito na
literatura, reacbes CUAAC podem ser exploradas para insercdo de grupo 1,2,3-triazol em
peptideos. Adicionalmente, o emprego de irradiagdo microondas possibilitou a geracdo de 1 e
8 com rendimento e tempo reacional satisfatorios. Estes resultados demonstram que
irradiacdo microondas representa uma ferramenta Gtil na geracdo de peptideos modificados
contendo grupo 1,2,3-triazol, podendo inclusive ser utilizada em reacdes envolvendo
peptideos ligados a resina, como foi 0 caso do peptideo 3.
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