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RESUMO

MARTINS TEIXEIRA, M. B. Sintese e avaliacao bioldgica glicodicetopiperazinas
relacionadas a mucinas de células tumorais e parasitarias. 2010. 97 f.
Dissertacdo (Mestrado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto -
Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2010.

Mucinas sdo glicoproteinas altamente O-glicosiladas cuja principal caracteristica
estrutural é a presenca de a-GalNAc ligado aos residuos hidroxilados de serina e
treonina. Em alteragcbes celulares malignas, esse nucleo € exposto como um
antigeno carboidrato associado a tumor (Tn) e sua alta expressdo em células
cancerosas faz dele um alvo para o desenvolvimento de abordagens contra o
cancer. Mucinas de Trypanosoma cruzi, agente etiolégico da Doenga de Chagas,
apresentam a-GIcNAc ligado a apoproteina, envolvido no processo de sialilagéo
catalisado pela enzima fundamental trans-sialidase (TcTS) mediadora da invasao
celular. Sendo o componente glicosidico do antigeno Tn um analogo estrutural e
funcional de a-GIcNAc, pode influenciar na atividade de TcTS, alvo terapéutico para
a Doenca de Chagas. Neste contexto, foram sintetizados glicopeptideos lineares e
ciclicos derivados de GalNAc mimetizando sua ocorréncia em mucinas tumorais e
parasitarias. Doadores e aceptores glicosidicos convenientemente protegidos foram
preparados e ligados entre si com a-estereosseletividade por dois métodos de
glicosilagédo: perclorato/carbonato de prata (promotor classico de referéncia) e
brometo de mercurio (promotor pela primeira vez utilizado para doadores
glicosidicos do tipo azidocloreto). Os blocos de glicoaminoacidos obtidos foram
acoplados a um segundo residuo, formando glicodipeptideos lineares inéditos, que
originaram glicodicetopiperazinas funcionalizadas com a-GalNAc, igualmente
inéditas a literatura, mediante a etapa de desprotecao/ciclizagdo. Glicoaminoacidos
intermediarios contendo a-GalNAc foram desprotegidos e submetidos a ensaios de
cinética enzimatica em TcTS, apresentando expressiva inibicdo de 57% a 79% da
atividade da enzima. Os mesmos blocos foram avaliados quanto a citotoxicidade em
células tumorais, apresentando entre 73% e 79% de morte celular na linhagem
Jurkat e cerca de 30% na linhagem B16F10. Os resultados ensaios biologicos
sugerem que os compostos de interesse preparados podem atuar como inibidores
da enzima TcTS e agentes de citotoxicidade seletiva em células tumorais.

Palavras-chave: Mucina. Glicoaminoacido. Dicetopiperazina. Trypanosoma cruzi.
Trans-sialidase. Antigeno Tn. Citotoxicidade.



ABSTRACT

MARTINS TEIXEIRA, M. B. Synthesis and biological evaluation of
glycodiketopiperazines related to mucins from tumoral and parasite cells. 2010.
97 f. Dissertation (Master). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto -
Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2010.

Mucins are heavily O-glycosylated glycoproteins which major feature being the
presence of a-GalNAc bound to hydroxylated protein residues of serine and
threonine. In malignant cell transformation this core is exposed as a tumor
associated carbohydrate antigen (Tn), and its high-level expression in cancer cells
turns it into a target for developing anticancer approaches. Mucins from
Trypanosoma cruzi, aetiologic agent of Chagas Disease, display a-GIcNAc linking
glycans to the apoprotein, involved in the sialilation process catalized by tran-
sialidase enzyme (TcTS), essential cell invasion by the parasite. Being Tn antigen
an structural and functional analogue of a-GIcNAc, it may interfere on TcTS, a
therapeutic target Chagas Disease. In this context, linear and cyclic glycopeptides
containing GalNAc were synthesized, mimicking their natural occurrence in tumoral
and parasite mucins. Glycosidic donors and acceptors, conveniently protected were
prepared and bound to each other with a-stereoselectivity, though two glycosylation
methods: silver perchlorate/carbonate (classical reference promoter) and mercuric
bromide (first used as a promoter for azidochloride donors). Glycoaminoacids
building blocks obtained were coupled to a second residue, furnishing novel linear
glycopeptides, which generated glicodiketopiperazines functionalized with a-GalNAc,
equally unpublished, upon deprotection/cyclization step. Intermediate a-GalNAc-
containing glycoaminoacids were deprotected and subjected to kinetic enzymatic
assay on TcTS, showing expressive enzyme activity inhibition from 57% to 79%. The
same compounds were assessed for cytotoxicity on tumoral cells, showing from 73%
to 79% of death for Jurkat cells and about 30% for B16F10 cells. Biological results
sugest that the prepared compounds of interest may act as TcTS enzyme inhibitors
and selective cytotoxic agents on tumoral cells.

Keyword: Mucin. Glycoaminoacid. Diketopiperazine. Trypanosoma cruzi. Trans-
sialidase. Tn Antigen. Cytotoxicity.



1 INTRODUCAO

1.1 Oligossacarideos, glicoconjugados e potencial terapéutico

Carboidratos compdem uma das trés principais classes de biopolimeros, ao lado de
proteinas e acidos nucléicos. Até a poucas décadas, a importancia biolégica de sacarideos
estava limitada as suas fungdes energéticas e estruturais, as quais sao extensivamente
compreendidas e exploradas. Contudo, a constatagcdo recente de que glicoconjugados
desempenham papel essencial como moléculas de comunicacdo em diversos processos
celulares desencadeou crescente interesse pelas propriedades de reconhecimento
envolvendo carboidratos."?

Eventos fisiologicos e patoldgicos mediados por carboidratos estao relacionados a
sinalizacao e diferenciagao celular, crescimento tecidual, adesdo e metastase, infeccdo por
virus, bactérias e protozoarios, e resposta imune. Tal diversidade de atividades sugere a
utilizacdo de carboidratos para direcionar novas estratégias terapéuticas.”* Alguns farmacos
derivados de carboidratos, tanto naturais como analogos sintéticos, ja foram introduzidos com
sucesso no mercado, como € o caso do antiviral fosfato de oseltamivir (Tamiflu, Roche®), do
antidiabético acarbose (Glucobay, Bayer®), do antitrombdtico heparina e dos antibidticos
aminoglicosideos.*

No entanto, os papéis biolégicos mais relevantes de carboidratos sdo desempenhados
sob a forma de glicoconjugados, estruturas nas quais as glicanas encontram-se acopladas a
biomoléculas de outras naturezas, principalmente glicoproteinas, glicolipideos e ancoras de
glicosilfosfatidilinositol (GPI).>* As aplicagdes clinicas de neoglicoconjugados ainda séo
incipientes, embora existam diversos avangos experimentais para abordagens diagnésticas,
preventivas e curativas, tanto na criagdo de agentes terapéuticos inovadores, quanto no
aprimoramento das propriedades de farmacos convencionais. Métodos em desenvolvimento
incluem glicosilagdo de vetores virais sitio-dirigidos em terapia génica, protecdo das
extremidades de horménios peptidicos com carboidratos para prolongamento da meia-vida
plasmatica, microarrays de glicanas caracteristicas de patégenos para detec¢ao de anticorpos
especificos, e acoplamento de antigenos sacaridicos a proteinas carreadoras para aplicacao
como imundgenos em vacinas sintéticas.’

O estudo dos aspectos estruturais e funcionais de glicoconjugados, também
denominado glicémica, encontra-se em defasagem em comparagdo aos avancgos ja obtidos
com genbmica e protedmica. A maior limitacdo esta relacionada a grande diversidade de
estruturas compreendidas na classe de glicoconjugados, cuja microheterogeneidade deriva

da auséncia de controle genético direto sobre sua biossintese e implica em grande



dificuldade de isolamento a partir de fontes naturais e sequenciamento. A obtencgao sintética
de oligossacarideos e glicoconjugados tem sido beneficiada por melhoramento de
protocolos em solugao, novas metodologias automatizadas em fase soélida e procedimentos
enzimaticos, permitindo o acesso a compostos puros em quantidades razoaveis para estudo
dos processos biolégicos mediados por carboidratos.>*

As propriedades unicas dos monossacarideos conferem alto grau de complexidade
as cadeias oligossacaridicas. A constituicdo de cada mondbmero varia em numero de
carbonos, estereoquimica de cada centro quiral, tamanho de anel, tipo de ligagao
glicosidica, configuragdo anomérica e substituintes. Mas a caracteristica mais peculiar
destes blocos de construgdo é sua natureza polifuncional, fornecendo diferentes posicoes
para acoplamento do monossacarideo adjacente, o que implica na possibilidade de
ramificacdo da cadeia.*®

Considerando apenas os dez monossacarideos mais abundantes em mamiferos
(Figura 1), mais de 100 mil estruturas trissacaridicas distintas sdo teoricamente viaveis, e
esse numero cresce dramaticamente com a extensdo da cadeia. Apesar das numerosas
combinagdes plausiveis, determinados padrées sdo comumente encontrados em produtos
naturais, indicando que nem todas as possibilidades desse extenso conjunto s&o
exploradas. Devido a abrangente importancia dessas estruturas conservadas, derivados
sintéticos mimetizando motivos sacaridicos podem ser empregados para estudo de alvos
biolégicos envolvidos em condigbes tao diversificadas como cancer, auto-imunidade,

doencas parasitarias, infecgéo por virus, etc.®
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Figura 1. Monossacarideos mais frequentes em glicoconjugados de mamiferos e respectivas abundancias (em
porcentagem) obtidas a partir da base de dados GLYCOSCIENCES.®



1.2 Glicoproteinas e mucinas

Glicosilagao é um dos mecanismos mais comuns de modificagao pods-traducional de
proteinas, os quais sao fundamentais para estrutura, estabilidade e fungao protéicas. O
elaborado trabalho bioquimico em promover estas alteracdes € justificado pelas vantagens
decorrentes da presenga de dominios sacaridicos nestes biopolimeros, como estabilizagdo
conformacional, resisténcia a protedlise e biosseletividade. Nao ao acaso, glicoproteinas sao
conjugados de ampla distribuicdo e importantes atividades bioldgicas, frequentemente
atribuidas as glicanas."®

O-glicoproteinas figuram como uma das classes mais densamente glicosiladas.
Apresentam oligossacarideos covalentemente ligados a aminoacidos contendo cadeia
lateral com grupo hidroxilico, como serina, treonina e mais raramente tirosina, hidroxiprolina,
hidroxilisina, entre outros.? Particularmente as mucinas, O-glicoproteinas de peso molecular
tao elevado quanto 1000 kDa, contendo até 80% da massa total em carboidratos, possuem
motivos repetidos em tandem tipicos, ricos em residuos de serina (Ser) e treonina (Thr), que
representam sitios potenciais para abundante O-glicosilagdo. Caracteristicamente, o residuo
sacaridico diretamente acoplado aos referidos aminoacidos & N-acetilgalactosamina em
ligagdo a-glicosidica (a-GalNAc), também denominado antigeno Tn quando considerado
juntamente com o aminoécido (Figura 2A).% 10"

Mucinas estdo presentes na superficie celular de numerosos tipos de tecidos
epiteliais, a saber: vias respiratorias, sistema reprodutor, trato gastrintestinal e glandulas
acessorias, onde exercem papel de protecdo, hidratagdo e lubrificacdo. No entanto, suas
propriedades vao muito além dessas fungbes primarias, dado que mucinas também estao
envolvidas em processos biolégicos complexos como renovagao, diferenciagao, sinalizagao
e ades3o celulares, fertilizagdo, infeccdes e inflamacgao.>1"12

O metabolismo desregulado de mucinas esta associado a processos inflamatérios e
muitos tipos de cancer, de tal forma que determinadas classes sdo empregadas como
marcadores tumorais de relevancia clinica, como MUC16 para cancer pancreatico, hepatico
e ovariano. Adicionalmente, MUC1 e MUC4 sido com frequéncia superexpressas em
carcinomas ou expressas ectopicamente em outros neoplasmas e contribuem ativamente
para o fenétipo maligno por induzir transformacao celular, inibir apoptose e favorecer evasao
do sistema imune. A maioria das neoplasias de origem epitelial apresenta expressao
desregulada e/ou padrao de glicosilagdo aberrante de mucinas, que se relacionam com
prognostico desfavoravel.’

A biossintese de mucinas € regulada por diversos fatores, porém a insercéo e o
elongamento das glicanas estdo sujeitos sobretudo ao controle das respectivas enzimas

glicosiltransferases. A iniciagcdo das cadeias oligossacaridicas depende da atividade da



enzima UDP-GalNAc:polipeptideo N-acetilgalactosaminiltransferase (ppGalNAc-T), que
reconhece as sequéncias de aminoacidos nas regides repetidas em tandem das mucinas. A
subsequente extensdo da cadeia fica a cargo da agado sequencial de outras
glicosiltransferases, cujas especificidade, localizagdo, disponibilidade e atividade
determinam o tipo de nucleo estrutural sacaridico formado.”® As estruturas centrais dessas
cadeias respeitam padrbes conservados, abrangendo oito combinag¢des distintas ja
identificadas, Motivo 1 a Motivo 8 (Figura 2B). A formacédo de glicanas mais complexas
depende do perfil de glicosilagao adicional desses nucleos, que varia conforme o tecido,

estagio de desenvolvimento, situacéo fisiolégica, entre outros.>°
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Figura 2. Estrutura de O-glicoproteinas. A) Antigenos carboidratos associados a tumor.
B) Cadeias centrais de O-glicanas em mucinas.

Como os mecanismos biossintéticos em células malignamente transformadas sao
desregulados, também o processo de glicosilagdo de mucinas € comprometido, resultando
em alta frequéncia de glicanas anormais, incompletas ou precocemente terminadas por
sialilagdo. Logo, cadeias encurtadas como Tn, sialil-Tn e TF (Figura 2A) permanecem
expostas em células tumorais, nas quais sua abundante expressao confere-lhes a
classificacdo de antigenos carboidratos associados a tumor (TACA) com propriedades
funcionais de adesao, invasdo e metastase. Tais estruturas centrais, detectadas pela
primeira vez justamente em mucinas, sdo usualmente encobertas por residuos de agucar
adicionais em tecidos normais e constituem alvo seletivo promissor para investigagcao de O-
glicopeptideos no desenvolvimento de abordagens imunoterapicas contra o cancer.?>""

Muitas glicoproteinas atendem a classificacdo de “mucin-like”, ou moléculas tipo
mucina, termos que descrevem conjugados glicoprotéicos com propriedades estruturais e

funcionais semelhantes as de mucinas classicas, das quais se distinguem essencialmente



pelo tamanho. Sua massa molecular € comparativamente reduzida, variando entre 50 e 240
kDa, ainda que a composigao geral de aminoacidos e sacarideos seja mantida. Os sitios de
glicosilagao sdo macigcamente ocupados e ocorrem em sequéncias ricas também em prolina
em adi¢ao aos residuos de Thr e Ser. Devido ao elevado grau de analogia entre as referidas
classes de O-glicanas, glicoproteinas tipo mucina sao rotineiramente denotadas
simplesmente por mucinas.>'?

Assim como mucinas de alto peso molecular, moléculas mucin-like também sao
glicoproteinas ancoradas na membrana celular que contribuem decisivamente em processos
de reconhecimento e adesao. Glicoproteinas tipo mucina em leucdcitos e células endoteliais
promovem ligacdes cruzadas complementares como ligantes de selectinas, mediando a
migracao celular.® A frequente ocorréncia de mucinas de baixo peso molecular na superficie
de parasitas, desde protozoarios até helmintos, € fundamental para o estabelecimento de
parasitismo equilibrado, uma vez que tais mucinas sédo responsaveis simultaneamente pela

interagdo com o hospedeiro e pela evasdo da resposta imune.”'?"31

1.3 Doenca de Chagas e a glicobiologia de Trypanosoma cruzi

Doenca de Chagas € uma parasitose endémica na América Latina e no sul dos
Estados Unidos, com prevaléncia humana estimada em 8 a 10 milhdes de infectados e
quase 30 milhdes de pessoas sob risco de infeccdo. 20 a 30% dos individuos chagasicos
apresentam sintomas clinicos de fase crénica com morbidade associada a disfuncdes
neurais, cardiacas e digestivas, e pelo menos 12.550 mil o6bitos anuais ocorrem em
decorréncia da doenca, resultando em grande impacto sobre a satde publica.'*'>®

Apesar da denominagdo “tripanossomiase americana”, casos autdctones tém sido
recentemente detectados em paises de outros continentes, em particular Espanha, Australia
e Japao, e ainda Canada e regides nao endémicas dos Estados Unidos. Atribuida ao fluxo
migratério em diregdo ao mundo desenvolvido, a expansdo geografica da doenca,
principalmente por transmissdo transfusional, congénita ou via transplante de o6rgaos,
motivou a Organizacdo Mundial de Saude a instituir em 2007 a “Rede Global pela
Eliminacdo da Doenca de Chagas”, iniciativa inédita que ressaltou a necessidade por
vigilancia epidemioldgica, combate a transmissdo inclusive nao vetorial e abordagens
diagnésticas e terapéuticas inovadoras.'®"”

Trypanosoma cruzi € o agente etiolégico da Doenca de Chagas, um protozoario
flagelado que possui ciclo de vida heteroxénico com distintos estagios morfoldgicos (Figura
3A). No vetor hematofago Triatoma infestans sdo encontradas epimastigotas replicativas no

intestino médio que originam tripomastigotas metaciclicas infectantes no final do tubo



digestivo. Quando depositadas sobre o hospedeiro vertebrado junto com as fezes do inseto
durante o repasto sanguineo, estas ultimas formas evolutivas atingem a circulagdo através
da solucdo de continuidade e invadem diversos tipos de células, onde se transformam em
amastigotas. Apds divisdes binarias, diferenciam-se em tripomastigotas que sao liberadas

na corrente sanguinea mediante ruptura celular, podendo invadir outras células ou ser

ingeridas por vetor triatomineo para a continuidade do ciclo.'*"®
A Inseto vetor Hospedeiro vertebrado
Imunidade ndc-adaptativa Imunidade adaptativa

tripomastigota - tripomastigota
epimastigota metaciclica amastigota sangiiinea
B TeMUC 60-200 kDa

TeMUC 35-50 kDa )
i T glicanas
E cadeia
f peptidica
[ I GPI
I 1 i 1 A L I I

Figura 3. Caracteristicas de Trypanosoma cruzi. A) Ciclo evolutivo esquematico ilustrando os principais estagios
morfoldgicos do parasita. B) Mucinas parasitarias (TcMUC) representando a evolugdo da complexidade estrutural
ao longo do ciclo. Adaptado.12

T. cruzi compreende um grupo variado de organismos, 0s quais apresentam
diferentes cepas dentro de uma Unica espécie hospedeira. Como consequéncia, é
observada uma grande variedade na patogenia e no desfecho clinico das infecgcbes por este
parasita. A superficie de T. cruzi, assim como a de muitos protozoarios, € densamente
recoberta por mucinas que atuam na interface entre o parasita e respectivos vetor ou
hospedeiro, mediando tanto o direcionamento para invasdo de células ou tecidos
especificos quanto a evasdo dos mecanismos de defesa. Cada estagio de evolugao
apresenta composi¢cdo de mucinas caracteristica, que determina distintas propriedades de
adesdo, protecdo e imunogenicidade adaptadas ao ambiente bioldgico (Figura 3B).%'21314

Tais mucinas parasitarias (TcMUC) compdem a principal classe de glicoproteinas de

superficie em T. cruzi, contendo cadeias peptidicas de 50 a 200 aminoacidos ancoradas por



GPIl e sequéncias ricas em Ser e principalmente Thr como sitios aceptores para O-
glicosilagdo. A fragdo de glicanas contribui com até 60% da massa molecular desses
glicoconjugados, conferindo um carater hidrofilico e induzindo uma provavel conformacgéo
estendida da proteina.® 1?1314

Caracteristica singular das mucinas de T. cruzi é a ocorréncia de a-N-
acetilglicosamina (a-GIcNAc) como primeiro monossacarideo acoplado aos aminoacidos
hidroxilados do segmento protéico (Figura 5A), inserido pela enzima parasita-especifica
UDP-GIcNAc:polipeptideo N-acetilglicosaminiltransferase (ppGIcNAc-T). Por outro lado,
unidades de a-GalNAc conectam os motivos sacaridicos as mucinas de vertebrados (Figura
2B), configurando uma importante diferenca estrutural a ser explorada para desenvolvimento
de agentes terapéuticos. Embora cerca de 20% de O-GIcNAc permanegam sem
substituicdo, as posigdes O-4 e O-6 sao geralmente elongadas com até 5 unidades de
galactose formando glicanas com grau de ramificacdo, configuragdo anomérica e tamanho
de anel variaveis de acordo com a cepa e o estagio evolutivo.'?'3141°

As mucinas de cepas Y e CL Brener apresentam oligossacarideos contendo residuo
de B-Galp ligado a GIcNAc O-4 (Figura 4A) e as cepas G e Dm28 apresentam residuos [3-
Galf nesta posigao (Figura 4B). Por outro lado, as mucinas da cepa Tulahuen apresentam
uma grande diversidade estrutural da biossintese de O-glicanas, devido ao fato de
expressarem duas familias de O-oligossacarideos resultantes da presenga de residuos de
B-Galf e B-Galp ligados a GIcNAc O-4 (Figura 4C). A analise quimica estrutural destas
espécies de oligossacarideos e, consequentemente, as diferencas de expressao e atividade
das glicosiltransferases envolvidas em seu processo de formagao, podem estabelecer uma
correlagdo entre a diversidade genética e a habilidade das cepas em apresentar grande

variabilidade de viruléncia, levando & infeccdo de diferentes hospedeiros.”
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Figura 4. Estruturas de oligossacarideos O-ligados presentes em mucinas de cepas Y e CL Brener (A), G e
Dm28 (B), e Tulahuen (C), de Trypanosoma cruzi.

B-galactopiranosideos sao os residuos mais comuns, e quando presentes em
posicao terminal sdo posteriormente decorados com acido sialico no meio extracelular, pela

acao da enzima trans-sialidase de Trypanosoma cruzi (TcTS), especifica do parasita. A



enzima responsavel pela sialilacdo é também uma glicoproteina de superficie de T. cruzi
fixada a membrana celular por ancora de GPI e codificada por dezenas de membros de uma
superfamilia com mais de mil genes. Devido a inabilidade do parasita em sintetizar acido
sialico, mais especificamente o derivado acido N-acetilneuraminico, TcTS transfere este
monossacarideo a partir de glicoconjugados do hospedeiro para as mucinas parasitarias
com retencao da configuracao a-2,3 da ligacao glicosidica (Figura 5B), diferindo dos demais
organismos em que a sialilagcdo depende de acido sialico ligado a citosina monofosfato
como doador. A atividade de TcTS é crucial para a viabilidade, infectividade e propagacao
do parasita, uma vez que a enzima promove adesao das formas tripomastigotas circulantes

as células hospedeiras, confere resisténcia a cascata do complemento e protege contra lise

mediada por anticorpos,12'13'14“921
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Figura 5. Glicoproteinas de superficie de T. cruzi. A) Mucina parasitaria (TcMUC) com unidade de a-
GIcNAc (em destaque) conectando a glicana a sequéncia peptidica de Thr.
B) Enzima trans-sialidase (TcTS) catalisando reagéo de transferéncia de acido sialico.

Terminais ndo redutores a-galactosilados expressos nas mucinas de tripomastigotas
sanguineas sao altamente imunogénicos para humanos e representam o alvo dos anticorpos
tripanoliticos anti-a-Gal normalmente presentes no soro de pacientes chagasicos em fase aguda
ou crénica, com elevada afinidade e ampla especificidade por epitopos de TcMUC."™"® Embora
a-galactosideos permanecam expostos por ndo serem bons aceptores de TcTS,? a sialilagdo
de terminais B-galactosidicos, interessantemente, confere resisténcia a lise por anticorpos anti-
a-Gal, protegdo atribuida ao efeito de repulsdo de cargas que impede agregacao das mucinas e
colapso da membrana. Danos celulares ainda mais acentuados ocorrem na presenga de
anticorpos inibitdrios anti-TcTS, que previnem a incorporagao de acido sialico.?

A crescente aceitacdo da hipotese de persisténcia do parasita como patogenia

2425 o a inexisténcia de

primaria da Doenga de Chagas, em detrimento da autoimunidade,
tratamentos efetivos e seguros para todos os estagios da doencga justificam a busca por

estratégias inovadoras de eliminagéo do parasita.?® Considerando as funcées da sialilagdo em



T. cruzi para estrutura, adaptagdo a condi¢gdes adversas, viruléncia e escape imunoldgico, €
evidente a importancia da trans-sialidase em seu ciclo de vida, que associada a presenca
exclusiva no parasita, faz desta enzima um alvo molecular seletivo. A descoberta de inibidores
efetivos é fundamental para atender aos critérios de validacido definitiva de TcTS como alvo
para o desenvolvimento de novos agentes terapéuticos contra a Doenca de Chagas.'®*'

Embora seja peculiar de T. cruzi a ocorréncia de a-GIcNAc no terminal redutor dos
oligossacarideos conjugados as mucinas, métodos de imunodetec¢cdo por anticorpos
monoclonais demonstraram a presenca de estruturas contendo a-GalNAc-O-Ser/Thr em
glicoproteinas de epimastigotas cultivadas. Tanto na superficie quanto em extratos do
parasita, tais glicoaminoacidos foram encontrados sob a forma sialilada (sialil-Tn) mas nao
isoladamente (Tn), motivando especulagdo acerca da existéncia de uma trans-sialidase
variante capaz de transferir acido sialico para residuos de a-GalNAc, hipdtese razoavel
considerando as diversas mutagcdes que conferem especificidade mais abrangente a TcTS.
Adicionalmente, atividade ppGalNAc-T foi detectada em lisados parasitarios através da
transferéncia de UDP-GalNAc para um peptideo sintético derivado de mucinas de T. cruzi,
enquanto sequéncias peptidicas de mucinas humanas foram aceptores ruins. Mais estudos
sa0 necessarios para estabelecer se a incorporagdo de a-GalNAc é devida a uma enzima
especifica ou trata-se de uma reacao paralela catalisada pela mesma glicosiltransferase que
normalmente adiciona a-GIcNAc as mucinas parasitarias.?’

A expressdao de mucinas com cadeias glicosidicas truncadas é amplamente
distribuida em parasitas, sugerindo que ndo se trata de um fendmeno aberrante nesses
organismos, em contraste com a natureza deletéria dessas alteragdes em mamiferos.
Surpreendentemente, suas estruturas coincidem com as de antigenos associados a tumor
como Tn e sialil-Tn, ao que se atribui a correlagdo negativa observada experimentalmente
entre infeccdo por parasitas e malignidade.?’

Camundongos em fase aguda ou subaguda de infeccdo por T. cruzi transplantados
com células de linfoma apresentaram inibicdo de crescimento do tumor e da ocorréncia de
metastases, em relagdo aos animais que receberam as células cancerosas sem terem sido
previamente infectados pelo parasita, sugerindo que o contato anterior com T. cruzi tenha
causado imunidade cruzada com o linfoma.?® Ratos em fase crénica de infecgdo por T. cruzi
tratados com dimetilhidrazina (DMH), uma substancia conhecida por sua propriedade de induzir
cancer de colon, tiveram menor incidéncia desta neoplasia quando comparados aos animais
expostos a DMH que nao tiveram contato prévio do parasita.'® Presumivelmente, se parasitas e
tumores compartiliham antigenos semelhantes, a produgdo de anticorpos contra o parasita
pode induzir imunidade cruzada efetiva contra as células cancerosas, fazendo desta
associagcao um importante modelo para elucidar os mecanismos de supressado da tolerancia

imunoldgica e beneficiar as estratégias terapéuticas antitumorais.’
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1.4 Vacinas sintéticas de carboidratos como imunoterapia contra o cancer

Por mais de um século, o emprego de técnicas de imunizagdo tem contribuido
significativamente para a saude humana. O desenvolvimento de vacinas, ainda que bem
sucedido, foi classicamente baseado em tentativas e erros, em investigacdes desprovidas
de conhecimento molecular sobre o funcionamento do sistema imunolégico. A progressiva
elucidagdo dos mecanismos envolvidos na resposta imune vem tornando cada vez mais
importante o papel da sintese quimica no desenho racional e otimizacdo de agentes para
intervencdo nesses processos. Vacinologia reversa designa a caracterizagdo de epitopos
reconhecidos por anticorpos neutralizantes para um determinado antigeno visando a
direcionar o desenvolvimento de candidatos efetivos a vacinas. Estabelecido o alvo,
estruturas menores e sinteticamente acessiveis podem ser construidas para mimetizar
apenas regides epitopicas importantes, permitindo a focalizacdo da reacdo imunolégica.?

A selecdo de antigenos de agentes infecciosos €& realizada com relativa facilidade
pesquisando o soro de individuos previamente expostos ao patégeno, ja que suas estruturas
sdo estranhas ao organismo humano e portanto imunogénicas. Vacinas sintéticas contra
Haemophilus influenzae B e Plasmodium falciparum est&o, respectivamente, em uso corrente
ou em testes clinicos avancados. Inversamente, devido ao carater proprio das células
cancerigenas, imunoglobulinas naturais contra antigenos tumorais ndo sao geralmente
encontradas em individuos com cancer, dificultando a escolha de alvos para o desenvolvimento
de vacinas. Dentre os antigenos tumorais ja identificados, carboidratos sao considerados os
alvos mais apropriados e clinicamente relevantes para indugdo de imunidade ativa.***'

Isoladamente, carboidratos antigénicos desencadeiam resposta imune independente
de células T através da ativagao direta de linfocitos B, resultando na produgéo de anticorpos
unicamente IgM com baixa afinidade. Para viabilizar sua aplicagdo como vacinas, haptenos
sacaridicos sdo conjugados a proteinas ou peptideos carreadores imunogénicos, como
albumina sérica bovina (BSA), hemocianina do caranguejo Megathura crenulata (KLH,
“keyhole limpet hemocyanin”) ou peptideo derivado de poliovirus (PV), garantindo a
estimulacdo de linfécitos T, os quais ndao reconhecem antigenos intactos mas sao
sensibilizados por fragmentos peptidicos antigénicos processados e expostos via complexo
de histocompatibilidade principal (MHC). Além de estimular a resposta carboidrato-
especifica de células T citotoxicas, esta estratégia ativa células T auxiliadoras, que liberam
citocinas indutoras da troca de isotipo e da maturacado de afinidade das imunoglobulinas
produzidas pelas células B. Linfécitos citotdxicos e anticorpos direcionados contra antigenos
tumorais sintéticos sdo capazes de reconhecer os correspondentes epitopos nativos em

células malignas circulantes e metastaticas, promovendo a erradicagdo das mesmas e
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protegendo contra crescimento e recorréncia tumoral, o que comprova o potencial de
vacinas sintéticas de carboidratos para o combate ao cancer.>2°32%3

Muitos antigenos glicoprotéicos e glicolipidicos associados a tumor, como Tn, sialil-
Tn, TF, Lewis, KH-1, globo H e gangliosideos, tém sido adotados como alvos para
desenvolvimento de vacinas terapéuticas contra o cancer, uma vez que sua ocorréncia em
tecidos normais é restrita.*®> Elevado nivel de expressdo de tais antigenos na superficie de
células cancerosas correlaciona-se com prognéstico alarmante, contudo a vacinagao
baseada em epitopos sintéticos associados a tumor explora exatamente essa caracteristica
para dirigir o sistema imune a fim de gerar uma reacéo tumor-seletiva.’®

O antigeno Tn, particularmente, apresenta notaveis amplitude e intensidade de
expressao em carcinomas, estando associado a varios tipos de cancer como de mama,
ovario, prostata, célon, pulmado e pancreas.®® Além de diversas evidéncias pré-clinicas de

efetividade, >34

vacinas sintéticas conjugadas contendo Tn tém obtido sucesso em testes
clinicos,*® entre os quais se destaca um ensaio de fase | em que pacientes com cancer
prostatico reincidente foram imunizados com clusters de Tn conjugados a KLH em
associagdo com o adjuvante imunoldgico QS21. Houve producdo de elevados titulos de
anticorpos IgM e IgG especificos e efeito antitumoral mensuravel com base na diminuicdo
do antigeno prostatico especifico (PSA, prostate specific antigen) sérico, cujos niveis se
relacionam diretamente com a progressao radiografica do tumor.*

De acordo com a natureza da molécula carreadora utilizada, estratégias variadas de
conjugagao estido disponiveis para o antigeno Tn. Quando sdo empregados oligopeptideos
imunogénicos sintéticos, o bloco de glicoaminoacido pode ser diretamente incorporado ao
terminal amino ao final da sequéncia de acoplamentos em fase sélida (Figura 6A%). A
conjugacédo com carreadores protéicos macromoleculares envolve a introdu¢do de cadeias
espacadoras ao antigeno Tn e a derivatizacdo de fungdes laterais de residuos superficiais
da proteina, predominantemente lisina (Lys), de modo a promover ligagdo quimica entre
estes grupos (Figura 6B* e Figura 6C%). Alternativamente, a substituicdo do aminoacido do
antigeno Tn por residuos hidroxilados ndo naturais (Figura 6D* e Figura 6E®') produz
analogos com imunogenicidade e resisténcia a degradacgao in vivo potencialmente maiores e
permite dispensar o uso de espacadores conforme o grau de extensdo da cadeia lateral em
relacdo a Ser e Thr. Abordagens ainda mais elaboradas exploram a multivaléncia para
melhorar a imunogenicidade dos conjugados através da maior semelhanca com a superficie
de células cancerosas, as quais tendem a expressar os antigenos tumorais em série.
Dendrimeros, clusters triméricos de Tn ou mesmo construgcbes monomoleculares contendo
até sete antigenos tumorais distintos sdo os avangos mais recentes, assegurando novas

perspectivas de aplicagdo as vacinas sintéticas.***
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Figura 6. Ligantes para conjugagao do antigeno Tn a moléculas carreadoras. A) Tn diretamente conjugado. B)
Tn conjugado via triazol (ligagédo entre grupos —N3 e —C=CH por “click chemistry”). C) Tn conjugado via N-benzoil-
succinamida (ligagao entre grupos —SH e —NH>). D) a-GalNAc ligado a residuo de homoserina. E) a-GalNAc
ligado a residuo de hidroxinorleucina.

1.5 Sintese de glicoaminoécidos, glicopeptideos e glicodicetopiperazinas

A investigacdo das fungbes bioldégicas desempenhadas por glicoproteinas requer
quantidades suficientes de compostos puros e com estrutura exatamente definida. A
disponibilidade escassa e a microheterogeneidade destes glicoconjugados em matérias-
primas naturais inviabilizam sua obtencao a partir destas fontes. O processo de glicosilacdo
in vivo é pos-traducional, resultando em numerosas glicoformas prontamente inacessiveis
por tecnologia genética. Portanto, a ferramenta mais adequada para obtencdo de
quantidades razoaveis de glicopeptideos homogéneos e bem caracterizados é a sintese
organica.>*****" Tanto em solugdo como em fase sélida, 0 método mais eficiente e versatil
para a preparacao de O-glicopeptideos, incluindo os relacionados a mucinas, emprega
aminodacidos glicosilados protegidos como blocos de constru¢do para etapas de
acoplamento sucessivas. Tais blocos sao obtidos pela reacao direta do aminoacido N- e O-
protegido com um doador glicosidico.>*"#%4!

Grupos de protecao ortogonais sao necessarios tanto para o carboidrato quanto para o
aminodacido, garantindo condigbes brandas de desprotecdo apdés o elongamento do
glicopeptideo. O terminal carboxilico do aminoacido € protegido por grupos como O-Bn ou O-

Pfp, enquanto N-Fmoc é usado para protecao da fungdo amino, sendo removido pelas bases
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piperidina ou morfolina em condigdes controladas, uma vez que unidades sacaridicas O-ligadas
a Ser ou Thr tendem a sofrer B-eliminagao catalisada por bases. Por outro lado, a ligagao O-
glicosidica é sensivel a condigbes acidas e os grupos O- e N-acetil usados para a protegao do
sacarideo contribuem para a estabilizacdo da fungéo acetal. O emprego de outros grupos de
prote¢do e sua manipulagdo conveniente permite ainda controle régio- e estéreo-seletivo.4%’

A estereoseletividade da glicosilagao ¢ influenciada pelo substituinte da posi¢cao C-2
do doador glicosidico. Fungdes aciladas, como acetil ou benzoil, nesta posicdo induzem a
participacao de grupo vizinho com formacao de intermediario oxazolina durante a ativagao
da posicdo anomérica e promovem glicosilacdo 1,2-trans seletiva, geralmente resultando em
B-glicosideos. Opostamente, grupos nao participantes em C-2, como éter benzilico ou azida,
originam o correspondente a-glicosideo, favorecido pelo efeito anomérico.>*°

A sintese de glicoaminoacidos do tipo mucina, particularmente a-GalNAc-Ser/Thr, é
baseada na introducao de uma fungao nitrogenada latente na posi¢cdo C-2, sendo que o grupo
azida é preferido por ser ndo participante e dirigir o ataque do aceptor glicosidico resultando
em configuragdo anomérica a, além ser facilmente convertido a acetamido apés a glicosilagao.
A introdugcdo da funcdo azida é predominantemente realizada pela classica reacao de
azidonitracdo de galactal, geralmente seguida de halogenagdo anomérica e glicosilagdo sob
condicdes de Koenigs-Knorr.>>"'#24% Apesar dessa estratégia implicar em rotas sintéticas
extensas, outras op¢des disponiveis sdo empregadas com menor frequéncia, destacando-se a
adigdo do tipo Michael a 2-nitrogalactal’ como a alternativa mais versatil e eficiente. Nas
reagdes de glicosilagdo, uma variedade de grupos abandonadores anoméricos sao utilizados,
incluindo tricloroacatimidatos®’, cloretos®, brometos™, tioglicosideos* e pentenilglicosideos*
ativados por sais de prata, acidos de Lewis ou eletréfilos soft.>5146

Os aminoacidos glicosilados protegidos obtidos sdo blocos de construgdo para a
sintese de glicopeptideos, baseada em ciclos de desprotecdo de N-Fmoc da extremidade
amino seguida do acoplamento usando excesso de glicoaminoacido ou aminoacido, cuja
funcdo carboxilica é ativada por reagentes de acoplamento, mais comumente PyBOP,
DIC/HOBt e TBTU, formando de ésteres reativos. O glicopeptideo livre, com sequéncia
primaria e posicoes de glicosilacdo definidas, é fornecido pela desprotecao total da cadeia e,
quando sintetizado em fase sélida, apds sua clivagem da resina. Ainda que este protocolo
apresente elevados rendimentos, uma fonte comum de perdas é a formagao de
dicetopiperazinas (DKPs) por ciclizagao intramolecular principalmente quando ha residuos
C-terminais de glicina, alanina ou prolina.®**>4647

Em certos casos, contudo, a formagdo de DKPs é desejavel. Glicopeptideos, assim
como outros oligbmeros bioldgicos, podem assumir diversas conformagdes sob a forma linear,
das quais apenas uma limitada fracdo apresenta funcdo biolégica, o que torna a restricdo

conformacional util para incrementar sua atividade, sendo a ciclizagdo a estratégia mais
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comum. Além da rigidez conformacional conferida pelo anel, peptideos ciclicos possuem
outras vantagens em relagdo aos analogos lineares, incluindo maior biodisponibilidade e
estabilidade metabdlica, mantendo as caracteristicas das ligagdes peptidicas. Sao diversas as
metodologias para obtencéo sintética de DKPs classicas, principalmente em fase sdlida,
mas como a combinacgao deste nucleo heterociclico versatil com carboidratos ainda é pouco
explorada, constitui uma inovagao promissora para a quimica de glicopeptideos,®*’

Uma das metodologias sintéticas disponiveis para obtencao de dicetopiperazinas foi
desenvolvida pelo préprio grupo de pesquisa em trabalhos anteriores® e esta fundamentada no
acoplamento de aminoacidos protegidos com subsequente ciclizagéo intramolecular espontanea
do dipeptideo mediante clivagem do grupo de N-protecdo e posterior eliminagdo do grupo
protetor carboxilico (Esquema 1). Partindo de aminoacidos convenientemente funcionalizados,
praticamente qualquer substituinte de interesse pode ser incorporado ao nucleo
dicetopiperazinico, incluindo carboidratos, sendo uma versatil estratégia para carreamento e

apresentacado de farmacdéforos para aumentar seletividade e afinidade por alvos biologicos.*

NHFmoc NH, °>\ (R
OBn piperidina OBn HO NHFmoc
R’ —> R >
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(0] (0] MeCN

O Ru O Ru
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P P )%R"
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OBn DMF OBn R‘)}(NH
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Esquema 1. Sintes?e genérica de dicetopiperazinas a partir cﬁx ciclizagao de dipeptideos. R(’)e R”: substituintes.

O papel biolégico abrangente e complexo de carboidratos sob a forma de
glicoconjugados aponta para inUmeras possibilidades de intervencao farmacoldgica, ainda
incompletamente aproveitada para o desenvolvimento de abordagens terapéuticas. Em
particular as mucinas, glicoproteinas relevantes em patologias significativas como
parasitismo e cancer, representam um alvo privilegiado para descoberta de novos agentes
capazes de interferir em tais processos de forma tanto preventiva quanto curativa. Neste
contexto, a sintese de glicoaminoacidos e glicopeptideos relacionados a mucinas adquire
especial importancia para a obtencao de analogos puros e estruturalmente definidos a fim
de contribuir para a melhor compreensao dos fenbmenos modulados por mucinas bem
como explorar seu potencial terapéutico.

Experiéncia prévia na sintese de glicodicetopiperazinas* e simulacdes de docking*
envolvendo o sitio ativo de TcTS conduziram ao planejamento dos compostos
dicetopiperazinicos com residuos de GalNAc 1 e 2 como potenciais inibidores desta enzima e

analogos do antigeno tumoral Tn.
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5 CONCLUSOES

As rotas sintéticas propostas forneceram com sucesso os blocos de construgao
intermediarios e o precursor direto (somente protegido) da glicodicetopiperazina 1, embora a
sintese do composto 2 ndo tenha sido completada por limitacdo da quantidade do
gllicoaminoacido intermediario.

Reacdes de glicosilagdo promovidas por HgBr, foram testadas e comprovaram a
eficiéncia deste catalisador para a combinagdo de doadores e aceptores empregada,
diversificando as aplicagcdes deste promotor. Os rendimentos obtidos foram comparaveis
aos métodos de glicosilagdo classicos, apresentando ainda algumas vantagens.

As reagbes de acoplamento de glicoaminoacidos e subsequente ciclizagcdo foram
efetivas pelos protocolos propostos, gerando cinco glicodipeptideos e trés
glicodicetopiperazinas (incluindo 1), todos inéditos na literatura.

Ensaios de cinética enzimatica em TcTS com os intermediarios 19 e 20 (derivados
de a-GalNAc) indicaram elevada inibicao, maior até que os inibidores conhecidos da enzima
utilizados como controle. Esses resultados promissores direcionam para a continuidade do
estudo desses compostos intermediarios, e dos produtos finais quando obtidos, em ensaios
tripanocidas.

Ensaios e citotoxicidade sobre células tumorais evidenciaram forte atividade dos
compostos 19 e 20 sobre a linhagem Jurkat, que expressa o antigeno Tn, enquanto a
atividade citotoxica dos compostos sobre a linhagem B16F10, que nao expressa o antigeno,
foi baixa. Os mecanismos responsaveis por essas diferentes respostas ficam por ser

elucidados.
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