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RESUMO

PITASSE-SANTOS, Paulo. Planejamento, sintese e avaliacio da atividade biolégica de
peptideos e conjugados peptideo-farmacos, com atividade antibacteriana e
antiparasitaria. 2022. 170p Tese (Doutorado em Quimica, Quimica Organica). Instituto de
Quimica, Departamento de Quimica Organica, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ.

Peptideos sdo compostos por aminodcidos ligados em sequéncia e compdem uma classe
de moléculas de interesse dentro da quimica medicinal. Tanto por sua alta seletividade por
alvos especificos quanto pela complexidade de suas estruturas, que permitem que sejam
aplicados com diferentes fungdes, tal qual compostos de a¢cdo antimicrobiana ou como agentes
de penetragdo celular conjugados a farmacos. Peptideos e conjugados possuem alto potencial
de aplicacdo em areas carentes de inovagdo terapéutica, como no desenvolvimento de
antibidticos para o tratamento de bactérias multirresistentes ou de novos agentes
quimioterdpicos para o tratamento da doenca de Chagas. Neste trabalho sdo propostas trés
séries de peptideos anfifilicos catidnicos com potencial aplicagdo como antimicrobianos e
como peptideos de penetracdo celular. Também se avalia a estratégia de conjugacao peptideo-
farmaco com ou sem controle de liberagdo do farmaco no ambiente intracelular, utilizando
peptideos de interesse dentro da série proposta ¢ o peptideo helicoidal poliprolina tipo II
P14LRR, de reconhecida atividade antimicrobiana e de penetragdo celular. A preparagdo de
peptideos e conjugados envolveu o emprego de técnicas de sintese organica classica, com
otimizagdo de protocolos presentes na literatura, bem como a metodologia de sintese de
peptideos em fase so6lida. Os farmacos linezolida (Lnz) e benznidazol (Bzd) foram utilizados
para a estratégia de conjugacdo. Os conjugados peptideo-farmaco conectados via espagador
contendo ligacdo dissulfeto, redutivel no meio intracelular, foram avaliados quanto sua a
cinética de liberagdo de farmaco induzido quimicamente. Adicionalmente os peptideos e
conjugados foram avaliados sobre Escherichia coli quanto a sua atividade antimicrobiana e
possiveis mecanismos de a¢do. O desenho das séries permitiu tragar uma relagao estrutura
atividade, de modo que o peptideo Ac-YGRRLLRRLL-NH:? se mostrou o mais promissor
para esta aplicacao (MIC =2 uM). Foi avaliada também a atividade contra formas amastigotas
e tripomastigotas de Trypanosoma cruzi, de modo que o peptideo Ac-
YGRRLLRRLLRRLLRRLL-NH: apresentou alta efetividade na inibi¢ao da infec¢do do
parasito in vitro (ECso =299 + 86 nM). Foram realizados ainda experimentos para a avaliagdo
do potencial de penetragado celular do peptideo FI-YGRRLLRRLL-NH:2 e do conjugado Lnz-
FI-P14LRR, ambos marcados com sonda de fluoresceina. Através de técnicas de citometria e
de microscopia confocal foi possivel constatar o acimulo dos compostos no meio intracelular
e, no caso de Lnz-FI-P14LRR, indicativos de sua colocalizacdo em nivel subcelular com
lisossomos.

Palavras-chave: peptideos de penetragdo celular, liberagdo de farmacos, sintese de peptideos
em fase solida, Trypanosoma cruzi
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ABSTRACT

PITASSE-SANTOS, Paulo. Planning, synthesis and biological assessment of the of
peptides and peptide-drug conjugates, bearing antibacterial and antiparasitic activity.
2022. 170p Thesis (Doctorate in Chemistry, Organic Chemistry). Institute of Chemistry,
Department of Organic Chemistry, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica,
RIJ.

Peptides are composed of amino acids linked in sequence and comprise a class of
molecules of interest within medicinal chemistry. Both for their high selectivity for specific
targets and for the complexity of their structures, which allow them to be applied for different
purposes, such as antimicrobials or cell penetrating agents conjugated to drugs. Peptides and
conjugates are potentially applicable on areas lacking therapeutic innovation, such as the
development of new antibiotics for the treatment of multidrug-resistant bacteria or new
chemotherapeutic agents for the treatment of Chagas disease. In this work they are proposed
three series of cationic amphiphilic peptides with potential application as antimicrobials and
cell penetrating peptides. The peptide-drug conjugation strategy with or without control of drug
release in the intracellular environment is also evaluated, using peptides of interest within the
proposed series and the type II polyproline helix P14LRR, which has been reported as an
antimicrobial and cell penetrating peptide. The synthesis of peptides and conjugates involved
the use of classical organic synthesis techniques, with optimization of protocols found in the
literature, as well as the solid phase peptide synthesis methodology. The drugs linezolid (Lnz)
and benznidazole (Bzd) were used for the conjugation strategy. Peptide-drug conjugates
connected via a spacer containing a disulfide bond, reducible in the intracellular medium, were
evaluated for their chemically induced drug release kinetics. Additionally, the peptides and
conjugates were evaluated against Escherichia coli for their antimicrobial activity and insights
on mechanisms of action. The design of the series made it possible to trace a structure-activity
relationship and the peptide Ac-Y GRRLLRRLL-NH:? was identified to be the most promising
for this application (MIC = 2 uM). The activity against amastigotes and trypomastigotes of
Trypanosoma cruzi was also evaluated. The peptide Ac-YGRRLLRRLLRRLLRRLL-NH:z
showed high effectiveness on inhibiting parasite infection in vitro (ECso = 299 £ 86 nM).
Experiments were also carried out to evaluate the cell penetration potential of the FI-
YGRRLLRRLL-NH:2 peptide and the Lnz-FI-P14LRR conjugate, both labeled with a
fluorescein probe. They were used flow cytometry and confocal microscopy techniques to
verify the accumulation of compounds in the intracellular environment and, in the case of Lnz-
FI-P14LRR, also an indicative of its colocation at the subcellular level with lysosomes.

Keywords: cell penetrating peptides, drug delivery, solid phase peptide synthesis,
Trypanosoma cruzi
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1. INTRODUCAO

1.1. Peptideos e a Quimica Medicinal

Peptideos e proteinas compdem uma importante classe de biomoléculas vitais para o
funcionamento das de todas as formas de vida conhecidas, desde protistas, passando por
vegetais até vertebrados. Suas estruturas sdo variadas e complexas, compostas por residuos de
aminoacidos ligados em cadeia. Os alfa-aminoacidos, componentes de peptideos e proteinas,
sdo unidades monoméricas que contém um grupo amino ligado ao carbono alfa a um grupo
acido carboxilico. As chamadas ligacdes peptidicas se tratam de ligagcdes amida entre o grupo
acido carboxilico com o grupo alfa-amino de um aminoéacido subsequente na cadeia, que
ocorrem mediante perda de uma unidade de 4gua. Convencionalmente, sequéncias peptidicas
sdo representadas do residuo N-terminal para o residuo C-terminal da cadeia. Ambos, peptideos
e proteinas, compartilham estas caracteristicas estruturais, o que os difere sdo os comprimentos.
Nao ha um consenso quanto a classificagdo, mas peptideos sdo estruturas menores, compostas
de no maximo 50-100 residuos de aminoacidos, enquanto proteinas sdo estruturas maiores,
compostas de centenas ou até milhares de residuos de aminoécidos (Figura 1) (NELSON e

COX, 2018; SOLOMONS et al, 2018).
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Figura 1. Aminodcidos, liga¢des peptidicas, peptideos e proteinas.

Apesar de haver mais de 700 aminoacidos naturais conhecidos, apenas 20 sdo utilizados
pelas células para a sintese de proteinas (Figura 2). Todos possuem um grupo amino ligado ao
carbono alfa-carbonilico e, a excecdo da glicina que ndo possui carbono assimétrico, sao

aminoacidos da série L. Os aminodcidos proteinogénicos podem ser classificados quanto a



natureza da sua cadeia lateral, ligada ao carbono alfa-carbonilico, como apolar, polar,

aromatico, acido ou basico. (NELSON e COX, 2018; SOLOMONS et al, 2018).
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Figura 2. Estruturas dos aminoacidos proteinogénicos.

Aminodcidos, por possuirem simultaneamente grupos acido e basico em sua estrutura,

se apresentam em solucdo aquosa na forma de ions dipolares de carga neutra, chamados

zwitterions (Figura 3. A). No caso de aminoacidos com cadeias laterais basicas ou acidas, como

a lisina e o acido glutdmico, por exemplo, esta porcdo da molécula encontra-se ionizada em

condi¢des fisiologicas, meio aquoso em pH 7,2 — 7,4 (Figura 3. B). As cargas referentes as

cadeias laterais dos aminodcidos sdo também observadas quando estes se encontram compondo

uma cadeia peptidica. Deste modo, as estruturas de peptideos e proteinas podem apresentar uma

carga residual em pH fisiologico, calculadas a partir do balanco de cargas dos aminoacidos de

cadeias laterais ionizav

eis,

SOLOMONS et al, 2018).

componentes de suas estruturas (NELSON e COX,

2018;
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Figura 3. A — Estrutura zwitterionica dos aminoacidos. B— Aminodcidos lisina (bésico) e 4cido
glutamico (acido) carregados em pH fisiologico.

As cadeias peptidicas apresentam diferentes niveis de organizacao estrutural: estrutura
primaria, referente a sequéncia de aminoéacidos que compdem a cadeia; estrutura secundaria,
referente a organizacdo conformacional em torno da cadeia peptidica; e estrutura terciaria,
referente ao enovelamento da estrutura global da proteina. Ha ainda a estrutura quaternéria, que
diz respeito a associacdo de wunidades proteicas diferentes, formando estruturas
supramoleculares mais complexas e com fungdes biologicas bem definida (Figura 4) (CAREY,

2011; NELSON e COX, 2018).

aminoacidos folhas-beta alfa-hélices folha-beta

alfa-
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Figura 4. Estruturas primarias, secundarias, terciarias e quaternarias em peptideos e proteinas.

Peptideos normalmente possuem uma complexidade muito menor que proteinas ao nivel
de estrutura terciaria, devido a suas cadeias serem menores. No entanto, € de extrema relevancia
a caracterizagdo da estrutura secundaria de peptideos em solucdo, uma vez que ela afeta a
disposicao geométrica das cadeias laterais dos aminodcidos ao redor da cadeia peptidica. Neste
sentido, a espectroscopia de dicroismo circular (CD) € uma técnica muito Util na caracterizagao
de peptideos em solugdao. O método se baseia na incidéncia sobre a amostra de luz polarizada
circularmente tanto para a direita, com sentido de giro horério (conforme mostrado na Figura
5. A), quanto para a esquerda, no sentido anti-horario. O sinal de CD ¢ registrado como a
diferenca entre as absorbancias da luz polarizada para a esquerda e para a direita, ocasionada
devido ao carater quiral dos aminodcidos ligados na sequéncia peptidica. A faixa de
comprimento de onda analisada em CD vai tipicamente de 190-250 nm, abrangendo, portanto,

regides de absor¢do referentes a transi¢des 7—7* e n—x™*, caracteristicas das ligagcdes amida



na cadeia peptidica. Destas interacdes ¢ possivel obter padroes de CD caracteristicos para
sequéncias peptidicas, conforme suas estruturas secundarias (Figura 5. B) JUBAN et al., 1997,
GREENFIELD, 2006). Para estruturas alfa-helicoidais notam-se 3 sinais caracteristicos: um
maximo em 191-193 nm (7—7z*) € um duplo minimo em 208 nm (z—=z*) € 222 nm (n—7x*).
J4 as folhas-beta apresentam um méaximo em 198 nm (z—=z*) e um minimo em 215 nm (n—z*)

(SREERAMA ¢ WOODY, 2004).
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Figura 5. A. Imagem representativa da luz circularmente polarizada para a direita. B. Graficos
de CD caracteristicos para estruturas peptidicas com estruturas secundarias em alfa-hélice
(azul), folha-beta (vermelho) e aleatdrio (verde) (adaptado de WEI et al., 2014; YANG et al.,
2019).

Os peptideos estdo presentes como alternativas terap€uticas desde 1922, com a
introducdo da insulina para o tratamento de pacientes diabéticos, feito que rendeu o prémio
Nobel a seus descobridores, Frederic G. Banting e John J. R. Macleod, em 1923 (BANTING et
al., 1922). Por anos a utilizagdo de peptideos como farmacos dependeu de extragdes realizadas
a partir de matrizes naturais, uma vez que, a esta altura, suas estruturas eram consideradas
demasiado complexas para serem acessadas sinteticamente com a tecnologia disponivel na
época. Com o avango das técnicas de sintese quimica e de biotecnologia os peptideos foram
ganhando espaco no mercado farmacéutico. Nas décadas de 196070 apenas 5 peptideos para
fins terapéuticos foram aprovados. Entre as décadas de 1980-90 este nlimero subiu para 29. E
entre os anos 2000-19 foram realizadas 52 adicdes de peptideos terapéuticos ao mercado
farmacéutico mundial. O mercado global de medicamentos, que se estima movimentar um total
de US$ 1,2 trilhdo anualmente, ja conta com uma fatia de 5% do faturamento atribuida a
farmacos baseados em peptideos, o que representa cerca de US$ 60 bilhdes anuais
(MUTTENTHALER et al., 2021). A Figura 6 mostra uma composi¢do da linha do tempo do

desenvolvimento de peptideos para aplicacdes deferentes terapéuticas, com destaque para os



graficos ilustrando as fatias de mercado de medicamentos (caixa a.); e para a evolucdo na
aprovacdo de novos farmacos baseados em peptideos ao longo dos anos (caixa b.)

(MUTTENTHALER et al., 2021).

Figura 6. Panorama historico e mercado de peptideos terapéuticos (adaptado de
MUTTENTHALER et al., 2021).

Além do avanco na tecnologia para a obtengdo e produ¢do de peptideos para aplicagdo
medicinal, os importantes desenvolvimentos na area da farmacotécnica foram fundamentais
para o aumento da participagdo dos peptideos na terapéutica atual. Sequéncias peptidicas
apresentam, tipicamente, baixa biodisponibilidade para a administragdo por via oral. O
ambiente proteolitico do trato gastrointestinal e a baixa absor¢do, devido a seu tamanho e
polaridade sdo fatores importantes neste sentido. Muito embora preconize-se que novos
farmacos sejam administraveis por via oral, no caso dos peptideos a necessidade de novas rotas
de administra¢do levou ao desenvolvimento de alternativas confortaveis e eficientes para a
entrega destas macromoléculas bioativas. Contudo, apenas 6% dos peptideos ja aprovados sdo
de administragdo por via oral, sendo ainda sua principal forma de administracao a via injetavel,
somando 78%, subdivididos em classes especificas (Figura 7) (ZHANG et al., 2020). Uma

alternativa dentro desta linha com boa receptividade, especialmente entre pacientes diabéticos,



sdo os aplicadores automaticos, onde o proprio paciente ajusta a dose utilizando um dial e faz
a propria aplicacdo do medicamento, utilizando agulhas siliconadas (p.ex. 4 x 0 ,23 mm), que
permitem a administragao por via subcutanea, com o minimo de dor (BANGSTAD et al., 2007).
Outra opg¢ao injetavel sdo os adesivos com microagulhas para aplicacao transdérmica. Esta
opcao ¢ totalmente indolor e se baseia na utilizagdo de adesivos contendo microagulhas de 25
— 900 um de comprimento. As agulhas podem ser recobertas com o farmaco ou constituida de
um material biodegradavel, permitindo a liberacao lenta do principio ativo (KIRKBY et al.,
2020). Uma alternativa a rota injetavel ¢ a administra¢do por inalagdo, através da utilizagao de
dispositivos atomizadores para a formagdo de aerossois. Esta via de aplicagdo ¢ de grande
interesse para a administragdo de farmacos de natureza peptidica, com agdo no sistema nervoso
central (ONOUE et al., 2008). A propria via oral vem recebendo atencao crescente, com novas
tecnologias sendo desenvolvidas no sentido de se aumentar a biodisponibilidade de
macromoléculas por esta via, que ¢ a mais confortavel, simples e segura. Entre as técnicas ja
em utilizacdo e em desenvolvimento estdo o encapsulamento, utilizando nanoparticulas de
poliacido latico, lipossomos, microemulsodes, além de mecanismos de estimulagdo da absor¢ao
intestinal, o qual pode ser combinado com outras estratégias (BROWN et al., 2020; DUBEY et
al., 2021).

Figura 7. Tecnologias farmacéuticas modernas para a utilizacdo de peptideos terapéuticos
(adaptado de BROWN et al., 2020; DUBEY et al., 2021).

1.2. Peptideos Cationicos Anfifilicos com Atividade Antimicrobiana
Peptideos anfifilicos catidonicos (PACs) ocorrem naturalmente nas células com a funcao

de defesa dos organismos contra patdgenos em geral. Existem mais de 2600 estruturas de PACs



catalogadas, provenientes de fontes naturais (WANG et al., 2016). Comumente referenciados
como peptideos cationicos de defesa do hospedeiro, estas estruturas sdo tipicamente sequéncias
curtas, contendo até 50 residuos de aminoacidos, de carater anfifilico, destacando-se regides de
carateres bem definidos: catidnico e hidrofobico. Os PACs de origem natural geralmente fazem
parte do sistema imunoldgico inato do organismo, sendo encontrados em vertebrados,
invertebrados, vegetais e fungos. Apresentam variados niveis de organizagdo, quanto as suas

estruturas secundarias e terciarias, como ilustrado na Figura 8 (MOOKHERIJEE et al., 2020).

Figura 8. Tipos de peptideos anfifilicos catidnicos por tipo de estrutura (adaptado de
MOOKHERIEE et al., 2020).

O carater anfifilico dos PACs esté intimamente ligado a seus modos de acdo tipicos. Sua
estrutura ¢ rica em residuos de aminoacidos basicos, que se encontram protonados em pH
fisiologico, e, portanto, estao carregados positivamente. Os residuos de aminoacidos cationicos
se localizam, continuamente, ao longo da superficie molecular dos PACs, da mesma forma que
residuos de carater hidrofoébico. Sendo assim, formam-se regides bem definidas de carater
cationico ou lipofilico. Um exemplo deste tipo de organizacao ¢ facilmente observado no PAC
de origem natural magainina II, encontrado na pele de ras Xenopus laevis. Sua sequéncia

primaria, GIGKFLHSAKKFGKLAFVGGIMQS, ¢ rica em residuos de aminoacidos basicos



(sublinhados). A magainina II assume conformacdo a-helicoidal, conforme mostrado na
Figura 9. A (vista lateral) e B (vista frontal), de modo que os residuos de aminoacidos de carater
cationico (cor azul) ocupam uma face especifica ao redor da hélice, enquanto os hidrofobicos
(verde) ocupam outra face. As membranas celulares de seres eucarioticos sao compostas, em
sua maior parte, por fosfolipideos de natureza zwitterionica. J4 as membranas de patdgenos,
como as bactérias, sdo ricas em fosfolipideos contendo grupos acidos, que se encontram
carregados negativamente em pH fisiologico (Figura 9. C). Desta forma, os PACs apresentam
uma maior afinidade pela membrana de patogenos, devido a atragdes do tipo eletrostaticas, que
sdo tipicamente menos pronunciadas na interacdo com células de seres eucaridticos (LEI et al.,

2019).

PAC

Magainina II

Figura 9. Vistas lateral (A) e frontal (B) da hélice do PAC magainina II, destacando-se os
residuos de cardter catidonico (azul) e hidrofobico (verde). C, esquema para a interagdo
preferencial entre PACs e células de patdgenos em vez de células eucaridticas (adaptado de LEI
etal., 2019).

A partir da aproximacao entre os PACs e os patégenos, pode ocorrer a desestabilizagdao
da membrana destes, levando a morte celular por necrose; ou ainda os PACs podem permear a
membrana, atingindo alvos intracelulares especificos. Alguns modelos de interagao entre PACs
com a membrana de patogenos sao mostrados na Figura 10. O modo de interagdo carpete
pressupde um recobrimento da membrana, sem que haja necessariamente a inser¢do de
peptideos na bicamada fosfolipidica, ou a formagao de poros, de modo similar a acdo de um
detergente. A partir do acimulo de PACs, ocorre o deslocamento dos fosfolipideos e a curvatura
da membrana, em niveis que prejudicam sua permeabilidade seletiva e a plasticidade celular,

chegando ao ponto de haver o desprendimento de segmentos de fosfolipideos, que permanecem



aderidos aos peptideos catidonicos. O modelo de interacdo barril se caracteriza pela inser¢do de
estruturas de PACs perpendicularmente & membrana, de modo a formar estruturas
supramoleculares ao longo da membrana, gerando poros. Este modelo se assemelha ao modelo
de formacao de poros toroidais, onde os fosfolipideos tem uma afinidade maior pelos PACs e
formam-se poros com estruturas hibridas peptideo-fosfolipideo. Outras propostas mecanisticas
preveem a formagdo de poros transientes. A imersdo propde que, a partir do acimulo de
peptideos em uma face da membrana, formem-se agregados que permeiam a membrana,
causando sua desestabilizacdo. J& o modelo por eletroporagdo propde o acumulo de cargas
positivas, até que haja uma diferenca de potencial de cerca de 0,2 V entre as superficies interna
e externa da membrana, ocasionando assim o surgimento de poros por acao eletrostatica

(CHAN et al., 2006; GIULIANI et al., 2007; TRAVKOVA et al., 2017).

Figura 10. Modelos propostos como mecanismos de acdo de PACs sobre a membrana de
patoégenos: A — carpete; B — barril; C — poros toroidais; D — imersdo; E — eletroporacao
(adaptado de CHAN et al., 2006).

Propde-se ainda que alguns PACs sejam capazes de permear a membrana, sem que haja
dano significativo a sua funcdo de permeabilidade seletiva, e atuem sobre alvos intracelulares
como a sintese e duplicacdo de material genético, sintese e enovelamento de proteinas e inibigao

da respiragao celular, por exemplo (GIULIANI et al., 2007).



1.3. Conjugados Peptideo-Farmaco e Peptideos de Penetracio Celular

A conjugacgdo de peptideos e farmacos em uma Unica molécula ¢ uma estratégia que
vem ganhando destaque em quimica medicinal nos ultimos anos. Uma busca na base de dados
Web of Science, utilizando os termos “peptide drug conjugate”, de 2001 a 2021, retornou 6406
resultados, dos quais 2867 (44,8%) foram publicados nos ultimos 5 anos (Figura 11). O
crescente interesse de cientistas da area de quimica medicinal pelos conjugados peptideo-
farmacos (CPFs) ¢ justificado tanto pelo avango das técnicas de sintese quimica, quanto pelo
potencial que a conjugacao peptideo-farmaco pode fornecer em relagao a solubilidade em meio
aquoso, especificidade por alvos, baixa imunogenicidade e boa penetrabilidade em células e

tecidos (YAVARI et al., 2018).
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Figura 11. Numero de publicacdes por ano encontradas na base de dados Web of Science com
os termos de busca “peptide drug conjugate”.

Diversos estudos clinicos, em diferentes estagios, estdo em curso, avaliando a utilizagdo
de CPFs para aplicacdo terapéutica (HABAULT e POYET, 2019; LANGEL, 2019; VHORA et
al.,, 2019). Um exemplo ¢ o AEZS-108 (AEterna Zentaris), um CPF entre o farmaco
doxorubicina e uma sequéncia peptidica, agonista do receptor do hormoénio liberador de
gonadotropina (GnRH), que ¢ superexpresso em alguns tipos de canceres. Os dados mais
recentes indicam que o AEZS-108 se encontra em estudos clinicos de fase II para o tratamento
de cancer de prostata, resistente a taxanos (STEVEN et al., 2017), e de fase III para o tratamento
de cancer do endométrio (MILLER et al., 2014). O conjugado Brimapitide (Xigen SA), entre o
peptideo penetrador celular TAT e um inibidor de JNK-1 se encontra em fase III de estudos

clinicos para o tratamento de perda de audi¢io (STAECKER et al., 2019). O farmaco !""Lu-
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DOTATATE (Novartis) ¢ um CPF aprovado pela European Medicines Agency (EMA, EU,
2017), e pelo Food and Drug Administration (FDA, EUA, 2018), para o tratamento de tumores
neuroendodcrinos, cancer de pancreas e alguns tipos de canceres do trato gastrointestinal. Sua
estrutura ¢ baseada em uma sequéncia peptidica agonista de receptores de somatostatina,
conjugada com ao agente radioterapico !”’Lu, emissor de particulas . (HENNRICH e KOPKA,
2019). As estruturas de AEZS-108, brimapitide e '”’Lu-DOTATATE sdo mostradas na Figura
12.
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Figura 12. Estruturas de CPFs em estagio avangado de estudos clinicos (AEZS-108,
brimapitide) ou com aprovagdo para utilizagdo terapéutica ('’’Lu-DOTATATE).

Dentro da estratégia conjugagdo com farmacos e moléculas bioativas, os peptideos de
penetracdo celular (PPCs) sdo uma classe de moléculas de destaque. Sao conhecidas hoje
diversas sequéncias peptidicas com essa caracteristica, como exemplificado na Tabela 1.
Destacam-se os PPCs quanto a sua caracteristica cationica, com sequéncias ricas em arginina;
anfifilicas, com regides bem definidas, hidrofobica ou hidrofilica; e PPCs hidrofobicos, ricos

em aminoacidos de cadeias laterais hidrofobicas. Sabe-se também que a ordem dos
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aminoacidos, além de suas estruturas secundarias, ¢ importante para a atividade dos PPCs,
principalmente em se tratando de sequéncias cationicas ou anfifilicas, sendo de segunda

importancia para sequéncias de carater hidrofobico (XIE et al., 2020).

Tabela 1. Peptideos de reconhecida atividade de penetracao celular (XIE et al., 2020).

Peptideo Sequéncia Comprimento Origem
PPCs catiénicos
TAT RKKRRQRRR 9 Derivado de proteina
R8 RRRRRRRR 8 Sintético
DPV3 RKKRRRESRKKRRRES 16 Derivado de proteina
Penetratina ROQIKIWFQNRRMKWKK 16 Derivado de proteina
PPCs anfifilicos
pVEC LLIILRRRIRKQAHAHSK 18 Derivado de proteina
ARF (19-31) RVRVFVVHIPRLT 13 Derivado de proteina
MPG GALFLGFLGAAGSTMGAWSQPKKKRKV 27 Quimérico
Transportan GWTLNSAGYLLGKINLKALAALAKKIL 27 Derivado de proteina
PPCs hidrofobicos
Bip4 VSALK 5 Derivado de proteina
C105Y CSIPPEVKFNPFVYLI 16 Derivado de proteina
Melitina GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ 26 Derivado de proteina
gH625 HGLASTLTRWAHYNALIRAF 20 Derivado de proteina

A capacidade dos PPCs em permear membranas ¢ interessante em estratégias de
conjugacdo que visam facilitar o transporte de cargas bioativas para o ambiente intracelular. A
penetragdo nas células pode ocorrer de diferentes modos, quer seja translocando-se diretamente
a bicamada fosfolipidica da membrana citoplasmatica; quer seja induzindo o fendmeno de
endocitose (GESTIN et al., 2017). No primeiro caso, o transporte ¢ independente de energia da
célula, e os PPCs interagem com a célula via forcas intermoleculares ndo covalentes. As
propostas de interacdo entre os peptideos e a superficie celular para permea¢do da membrana
se assemelham as discutidas na Se¢ao 1.2 (pag. 6), para explicar a atividade microbicida de
PACs, podendo os PPCs ainda induzir curvaturas na membrana, gerando micelas invertidas que
adentram o citoplasma (GAO et al., 2019). Por esta razdo, PPCs que dependem primariamente
deste tipo de mecanismo para realizar a penetragao celular, comumente apresentam toxidez a
célula. PPCs hidrofobicos ou anfifilicos, ou conjugados transportando cargas de carater
lipofilico, sdo mais propensos a penetrar as células via mecanismos de translocacdo direta
(Figura 13) (KARDANI et al., 2019).

Os principais mecanismos de penetracdo celular por vias endociticas envolvem
interacdes com receptores caveolinas, a entrada em vesiculas recobertas por clatrina, e a
macropinocitose. Caveolinas sao proteinas recorrentes em invaginagoes de carater lipofilico nas
membranas celulares, denominadas cavéolas, que reconhecem componentes no meio

extracelular de carater hidrofobico, carregados negativamente e peptideos acetilados. A partir
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do reconhecimento, ocorre o recrutamento de proteinas dinaminas, de agio ATP-dependente,
que promovem o fechamento da vesicula e sua consequente internaliza¢do para o citosol (HU
et al, 2018). A endocitose mediada por clatrina se assemelha ao processo descrito mediado por
caveolina. Além da interacdo com outra classe de receptores superficiais celulares, uma das
principais diferencas entre os processos ¢ que clatrinas ndo se localizam tipicamente em
invaginagdes na membrana. Desta forma, a partir do recrutamento de dinaminas, o mecanismo
envolve a invaginacao e depois a formagdo de uma vesicula contendo material extracelular.
Este mecanismo ¢ o principal associado a penetragdo de PPCs ricos em arginina
(KAWAGUCHI et al.,, 2016; KAKSONEN e ROUX, 2018). Mecanismos adicionais de
endocitose, independentes de caveolina e clatrina, ainda podem ocorrer em células
especializadas, como os macréfagos. A macropinocitose ¢ um mecanismo de endocitose
independente de interagdo com receptor que, acredita-se, ocorra em todos os tipos de células. E
um movimento natural, supostamente induzido pela agdo de fatores de crescimento e
estimulacdo de actina (REDKA et al., 2018). Devido as dimensdes das protusdes que siao
geradas, acredita-se que este seja o principal mecanismo de entrada de PPCs, associados a

cargas de grande peso molecular (XIE et al., 2020).

Figura 13. Modos de agdo propostos para penetracdo celular por peptideos (adaptado de XIE
et al., 2020).
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Além da utilizagdo de PPCs para promover a entrada no ambiente intracelular, ¢
interessante que a conjugacao do peptideo ao farmaco, ou carga bioativa, ocorra por intermédio
de uma cadeia espagadora degradavel no meio intracelular. Desta forma, ha uma maior
probabilidade de o farmaco ser liberado da estrutura do CPF, aumentando as chances deste
atingir seu alvo e realizar sua funcao terapéutica. Diversos conectores degradaveis, aplicaveis
a estratégia de conjugacdo com PPCs, se encontram descritos na literatura, apresentando
variados mecanismos de degradagio, conforme exemplificado na Tabela 2 (BOHME e BECK-

SICKINGER, 2015).

Tabela 2. Exemplos de conectores aplicaveis a conjugagdo com PPCs de diferentes
mecanismos de degrada¢do no ambiente intracelular (adaptado de BOHME e BECK-
SICKINGER, 2015).
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Dentro do desenho molecular de CPFs ¢ interessante se considerar a inclusao de por¢des
autoimolativas na cadeia espagadora. Dessa forma, a partir da degradacao promovida no meio
intracelular, a por¢ao fairmaco-espagador liberada passa por um processo intramolecular de
eliminagdo, liberando, em seguida, o farmaco em sua forma original, ou com menos segmentos
remanescentes de sua conjugacao com os CPFs. Dois exemplos sao mostrados a seguir, na
Figura 14. Em A, a partir da redu¢do de uma ligagao dissulfeto, o grupo tiol resultante ligado
realiza um ataque intramolecular 1,5, via mecanismo de substitui¢do nucleofilica em carbono
acilico, gerando um produto de ciclizagao, resultando na eliminacdo da molécula do farmaco.
Em B, a partir da hidrdlise enzimatica da ligagdo amida, o grupo para-aminobenzil resultante
passa por uma reacdo de eliminacdo em cascata do grupo azaquinona-metidio, com liberacao
de CO: e da molécula de farmaco. Nota-se, em ambos os casos, a necessidade de um grupo X
de carater nucleofilico na estrutura do farmaco (X = O, NH, NR), tanto para viabilizar a
conjugacdo com o espacgador, quanto para funcionar como um bom grupo abandonador no

momento da liberagao (GNAIM e SHABAT, 2014; DENG et al., 2020).
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Figura 14. Exemplo de conectores autoimolativos e mecanismos de liberagao para espacadores
contendo ligagao dissulfeto (A) e grupo para-aminobenzil (B).

1.4. Hélices Poliprolina Tipo II Anfifilicas: Uma Breve Linha do Tempo

Sequéncias peptidicas ricas em prolina apresentam, em nivel de suas estruturas
secundarias, padroes de organizagdo diferentes dos padrdes alfa-hélice e folha-beta, mais
comumente observados em sequéncias formadas pelos demais aminoéacidos. Por possuir uma
cadeia ciclica de 5 membros, os angulos-diedro que podem ser assumidos ao redor das ligacdes
quimicas, constituintes dos residuos de prolina, sdo limitados por fatores conformacionais. Em
decorréncia dessa limitagdo, as sequéncias peptidicas deste tipo formam estruturas Unicas e
recebem a denominag¢do de poliprolina tipo I (PPI) ou tipo II (PPII). Nas hélices PPI os angulos

diedros ao redor das ligacdes do arcabouco dos residuos de aminoacidos sao de (¢,y) = (—75°,
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160°) e as ligacdes peptidicas sdo do tipo cis (w = 0°). Hélices PPI sdo mais compactas (6,31 A
por volta), e possuem giro do esqueleto peptidico para a direita. Ja as hélices PPII possuem
angulos diedro de (¢,) = (=75°,146°) e as ligagdes peptidicas sao do tipo trans (w = 180°),
como na maioria dos aminoacidos. Hélices PPII sdo mais estendidas (9,60 A por volta),
possuem giro do esqueleto peptidico para a esquerda e padrido de repeticio a cada 3
aminoacidos. O espectro de dicroismo circular para hélices PPI e PPII também assume padrdes
caracteristicos diferentes dos observados para alfa-hélices, folhas-beta e aleatorio. PPI se
caracteriza por um sinal negativo em 200 nm e um positivo forte em 215 nm. Ja hélices PPII,
tipicamente, apresentam um sinal negativo em 205 nm e um sinal positivo, menos intenso, em

228 nm (Figura 15) (MORADI et al., 2010; RUGGIERO et al., 2016; TSAI et al. 2021).

A B C

A (nm)

Figura 15. A — Representa¢ao dos angulos diedro (¢, y € @) ao redor das ligagdes do esqueleto
poliprolina. B — Helice poliproloina tipo I (PPI): vista lateral (cima) e vista frontal (baixo). C —
Helice poliproloina tipo II (PPII): vista lateral (cima) e vista frontal (baixo). D — sinais
caracteristicos das hélices PPI (vermelho) e PPII (azul) por espectroscopia de dicroismo circular
(adaptado de MORADI et al., 2010; RUGGIERO et al., 2016; TSAI et al. 2021).

A partir das caracteristicas unicas das hélices poliprolina, o grupo da Profa. Jean
Chmielewski (Purdue University, IN-USA) prop0s estruturas peptidicas baseadas em unidades

do aminodcido hidroxiprolina O-alquiladas. Os aminoacidos foram modificados para conter

cadeias miméticas dos aminoécidos leucina (Pp) e arginina (Pr) (Figura 16. A). O intuito deste
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desenho molecular foi de avaliar a atividade antimicrobiana e de penetracdo celular
simultaneamente. Uma vez que hélices poliprolina apresentam maior rigidez conformacional,
e as cadeias laterais dos aminoacidos, hidrofobicas ou hidrofilicas, ocupariam regides mais bem
definidas ao longo e ao redor da molécula. Verificou-se, por espectroscopia de dicroismo
circular, que os esqueletos de peptideos PnLRR se comportavam como hélices PPII (Figura
16. B). Desta forma, a hélice completaria 1 volta a cada 3 residuos de aminoécido. A partir da
construgdo do peptideo, envolvendo aminoacidos cationicos [C] e hidrofébicos [H] do tipo
[ CCH],, cria-se um padrao de repeticao de aminoacidos hidrofobicos ou hidrofilicos, ao longo
da extensdo da cadeia peptidica, projetados com angulos diedro de aproximadamente 120°
(Figura 16. C). Para se avaliar parametros de penetragdo celular destas estruturas foi
padronizado que estas sequéncias seriam marcadas com sondas fluorescentes no N-terminal,

como mostrado na Figura 16. D (FILLON et al., 2005).
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Figura 16. A — Representacdo dos aminoacidos Pr e Pr a partir de modificagdes da
hidroxiprolina. B — Espectro de dicroismo circular mostrando a formacdo de hélices PPI. C —
Vista frontal da hélice PI1LRR ilustrando as regides de carater hidrofobico (rosa) e hidrofilico
(azul) obtidas. D — Estruturas dos peptideos PSLRR e P11LRR marcados com sondas
fluorescentes no N-terminal (adaptado de FILLON et al., 2005).

Desde a sua descrigdo em 2005, diversos trabalhos do grupo da Profa. Jean Chmielewski

apresentaram discussdes quanto modificagdes de parametros das cadeias de peptideos
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poliprolina, incluindo variacdes na cadeira lateral (FILLON et al., 2005; GEISLER e
CHMIELEWSKI, 2009; NEPAL et al., 2018), comprimento da cadeia peptidica (KURIAKOSE
et al.,, 2013; NEPAL et al., 2015), modificagdes quanto ao carater hidrofobico, além da
formacgao de dimeros (GEISLER e CHMIELEWSKI, 2011; HERNANDEZ-GORDILLO et al.,
2014). O conjunto de resultados obtidos pelo grupo mostra a relevancia dos peptideos desta
classe, evidenciando sua capacidade de penetracdo em diferentes tipos celulares, bem como sua
atividade antimicrobiana frente a variadas cepas bacterianas resistentes as terapias
convencionais, ou ndo. O peptideo P17LRR chegou a ser, inclusive, avaliado in vivo em
camundongos quanto a sua atividade antibacteriana por via tdpica, em modelo de infeccao
cutaneo (THANGAMANI et al, 2015). A Figura 17 traz uma composicao em A da habilidade
de penetracao celular de P11LRR, em comparacio com o PPC TAT (RKKRRQRRR)
(FILLON et al., 2005); em B da atividade antimicrobiana e hemolitica in vitro de PI1ILRR e
P14LRR, em comparagdo com sequéncias peptidicas correlatas, contendo aminoacidos
naturais (KURIAKOSE et al., 2013); e em C do efeito do tratamento topico, em modelo de
infeccdo in vivo, em pele de camundongo, mostrando a reducdo de uma ferida infectada com

Staphloccocus aureus, resistente a meticilina (MRSA USA300) (THANGAMANI et al, 2015)..

A B C
P17LRR
Dia0
E. coli S. aureus
CIM2 (uM) CIM (uM)
Dia 5
Melitina

nesta concentracao

Figura 17. Composicao mostrando as atividades de peptideos PnLRR quanto a sua capacidade:
A — de penetragdo celular (adaptado de FILLON et al., 2005); B — antimicrobiana in vitro
(adaptado de KURIAKOSE et al., 2013) e C — antimicrobiana in vivo (adaptado de
THANGAMANI et al, 2015).

A partir das caracteristicas de atividade antimicrobiana e de penetragdo celular
observadas, foi proposta a sintese de um conjugado peptideo-farmaco entre o peptideo P14LRR

e o antibiotico aminoglicosidico de amplo espectro canamicina. Devido a seu carater polar, a
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Canamicina apresenta reduzido alcance a bactérias localizadas no interior de células, ou que
componham biofilmes estabelecidos. A conjugacdo peptideo-farmaco ocorreu por meio do
emprego de conectores, contendo ou ndo ligacao dissulfeto redutivel, para avaliar o efeito que
o mecanismo de liberagdo do farmaco teria no ambiente intracelular. Observou-se que o
conjugado P14KanS, contendo conector autoimolativo, no ambiente intracelular se mostrou
mais efetivo que peptideo (P14LRR) e farmaco (Canamicina) isolados, ou em co-tratamento,
e também em comparagdo ao conjugado com conector nao degradavel (P14KanC). Os
experimentos foram realizados utilizando-se células J774A.1 infectadas com diversas espécies
bacterianas (Figura 18) (BREZDEN et al., 2016). Adicionalmente, P14KanS apresentou
eficdcia contra biofilmes, superior a de PI4LRR e canamicina, bem como de outros antibioticos

disponiveis para o tratamento de infec¢des bacterianas (vancomicina e linezolida)

(MOHAMED et al., 2017).
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Figura 18. A — Estrutura do conjugado entre P14LRR e o firmaco Canamicina com ou sem a
possibilidade de liberacao do farmaco a partir de reducao da ligacao dissulfeto em ambiente
intracelular. Resultados da avaliacao in vitro de células infectadas com bactérias de P14LRR,
Canamicina e dos conjugados: B —a 10 uM contra Salmonella enteritidis, Brucella abortus e
Shigella flexneri; C —a 10 uM e 5 uM contra Mycobacterium smegmatis e Mycobacterium
tuberculosis (adaptado de BREZDEN et al., 2016).
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1.5. Cepas Bacterianas Multirresistentes: Peptideos e a Necessidade de Inovacio
Terapéutica

A descoberta da penicilina, em 1928, foi um divisor de dguas na terapéutica de infecg¢des
bacterianas ¢ um marco na historia da humanidade. Desde entdo, dezenas de novos antibioticos
foram desenvolvidos, tanto a partir da estrutura e modo de ag¢do da penicilina, quanto
explorando diferentes classes e alvos terapéuticos, nos anos que se seguiram. Hoje, no entanto,
observa-se uma profunda defasagem em inovagdo terapéutica no desenvolvimento de novos
antibioticos, tendo os avangos mais significativos na area ocorrido durante a “Era de Ouro” do
desenvolvimento de antibidticos, entre as décadas de 1960 e 1980. Cabe frisar que boa parte do
desenvolvimento recente em descobertas de antibidticos se baseia em modificagdes estruturais
de farmacos antigos, que, portanto, compdem familias derivadas de um antibiotico predecessor.
A Figura 19 mostra uma linha do tempo do desenvolvimento de novos antibidticos (superior),
em comparacdo aos primeiros casos de desenvolvimento de resisténcia bacteriana (inferior)

(LYDDIARD et al., 2016; STEPHENS et al., 2020).

Figura 19. Desenvolvimento de antibidticos ao longo da historia (adaptado de STEPHENS et
al., 2020).

Somam-se a este quadro o aumento indiscriminado na prescrigdo médica de
antibidticos, de sua utilizagdo na agropecudria e do reduzido interesse das industrias
farmacéuticas em investimentos na descoberta de novas classes de antibioticos, resultando no
desenvolvimento de cepas bacterianas multirresistentes as terapias disponiveis na atualidade.
Hoje, estima-se que as infecgdes por bactérias multirresistentes (BMR) ja respondam por um

total de 700.000 6bitos anuais no mundo, e projecdes apontam que esta serd a principal causa
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de morte em 2050, chegando a 10 milhdes de 6bitos por ano (Figura 20) (O'NEILL, 2016). A
crise sanitaria causada pela pandemia de Covid-19 levou a adogao de politicas de satide publica
desastrosas, o que incluiu, por exemplo, o estimulo por 6rgdos oficiais a utilizagao de
medicamentos sabidamente ineficientes para o tratamento da doenga, dentre os quais
antibioticos (HALLAL e VICTORA, 2021). Sendo assim, ¢ de se esperar um agravamento
ainda mais acelerado em relagdo ao desenvolvimento de cepas bacterianas multirresistentes

(CLANCY e NGUYEN, 2020; PELFRENE et al., 2021).

Figura 20. Estimativas do total de 6bitos por causa de morte em 2016 e proje¢des do nimero
de oObitos associados a BMR para o ano de 2050 (adaptado de O'NEILL, 2016).

Bactérias apresentam altas taxas de replicagdo celular e taxas consideraveis de erro
durante este processo, que resultam no desenvolvimento de mutagdes que, ao serem
selecionadas na presencga de antibidticos, dao origem a cepas resistentes (TIPPIN et al. 2004).
Os processos mais comuns que levam ao desenvolvimento de resisténcias estdo associados a
mutacoes nas proteinas-alvo, inativacdo enzimatica de farmacos, desenvolvimento de proteinas
de efluxo molecular, bem como a troca de material genético, com a consequente transferéncia
da resisténcia entre bactérias. H4 ainda a resisténcia a firmacos associada a estados fisiologicos
especificos, como a formacdo de biofilmes e a manutencdo da infecgdo em ambiente

intracelular, causando reducao de efetividade dos antibioticos, mesmo sobre cepas suscetiveis
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(NIKAIDO, 2009). Argumenta-se que o desenvolvimento de novos antibioticos deva ser
orientado por um conjunto ideal de caracteristicas fisico-quimicas e bioquimicas, que incluem
atuacdo como pro-farmaco, acumulagao em ambiente intracelular, atuagdo antimicrobiana de
amplo espectro, necessidade de baixas doses para se atingir efeito terapéutico desejado,
capacidade de penetracdo em microambientes de dificil acesso, e atuagdo em multiplos alvos,
néo correlacionados (GAJDACS, 2019).

O termo “ESKAPE” ¢ a uma sigla que representa 6 espécies de bactérias especialmente
preocupantes dentro do contexto de BMR: Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter
sp. Estas espécies vém, ao longo dos ultimos anos, desenvolvendo resisténcia as alternativas
terapéuticas disponiveis, de modo que muitos farmacos foram removidos como opg¢des para
seus tratamentos, desde entdo. Dentre os novos fArmacos aprovados, muitos ja estdo associados
ao desenvolvimento de resisténcia bacteriana, principalmente por se tratar de geragdes novas
de farmacos antigos, ndo representando efetivamente uma inovagao terapéutica. A Figura 21
mostra um quadro com os antibiodticos cuja recomendag¢do foi incluida ou removida da lista do
CLSI (Clinical & Laboratory Standards Institute, EUA). A cor vermelha indica fArmacos
removidos; verde, novos farmacos adicionados; e amarelo, novos farmacos, mas que ja

apresentam casos de resisténcia reportados (MULANI et al., 2019).

Figura 21. Farmacos adicionados e removidos pelo CLSI da lista de recomendagao para o
tratamento de bactérias ESKAPE (adaptado de MULANI et al., 2019).
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Neste interim, os peptideos e conjugados peptideo-farmaco se apresentam como uma
opcdo atraente de inovacao terapéutica na area dos farmacos antibacterianos. Os mecanismos
de agdo de peptideos de reconhecida acao bactericida, como os PACs, diferem dos mecanismos
de agdo dos demais antibioticos disponiveis atualmente. Ademais, peptideos de penetragao
celular podem ser utilizados em conjugacdo com deferentes micromoléculas, visando a atuagao
em infec¢des por bactérias persistentes e suscetiveis (DESLOUCHES et al., 2020). Um dos
maiores desafios no desenvolvimento de antibidticos baseados em peptideos esta na
extrapolagdo da atividade exibida por eles in vitro para o modelo de infecgdo in vivo. Cadeias
peptidicas, comumente, sdo facilmente reconhecidas por proteases ¢ degradadas em ambiente
bioldgico, resultando em baixos tempos de meia vida plasmatica. A utilizagdo de aminoacidos
ndo candnicos, como aminoacidos da série D, ciclizacdao de peptideos, além de modificagdes
nas cadeias laterais, sdo algumas das estratégias empregadas no sentido de se mitigar este
problema (GOODWIN et al., 2012). De fato, a adicdo mais recente a terapéutica antibacteriana
se trata de um lipopeptideo anidnico. De cadeia ciclica, contendo residuos de D-Asp, D-Ala e
D-Ser, e modificado com grupo caproil na por¢do N-terminal, o farmaco daptomicina (Figura
22) ¢ aprovado para o tratamento de bactérias gram positivas, incluindo-se BMRs. Seu
mecanismo de acao ndo ¢ completamente compreendido, mas sabe-se que ocorre interagdo com
componentes fosfatidilglicerol na membrana celular, com a participacdo de ions Ca*? para
promover a sua oligomerizagdo. Como consequéncia, a membrana bacteriana ¢ desestabilizada,
ocorrendo a formacao de poros, e a consequentemente perda de material intracelular, resultando

na morte da bactéria (JUNG et a., 2004; POGLIANO et al, 2012).
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Figura 22. Estrutura da daptomicina, lipopeptideo aprovado para o tratamento por infec¢des
por bactérias gram-positivas, incluindo-se BMR.

23



1.6. Peptideos e Doencas Tropicais Negligenciadas: o0 Caso da Doenca de Chagas

A Organizagdo Mundial da Satde categoriza como Doengas Tropicais Negligenciadas
(DTNs) um conjunto de 20 doencas prevalentes em paises em desenvolvimento, de clima
tropical, que afligem principalmente populagdes residentes em regides rurais ou com pouca
infraestrutura sanitaria. Em comum, estas doencas compartilham o desinteresse da industria
farmacéutica no desenvolvimento de terapias eficazes e seguras para seu tratamento, uma vez
que representam um mercado consumidor pouco atraente, devido ao baixo poder aquisitivo da
populacao afetada (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2013; MOLYNEUX et al, 2021).
Dentre as DTNs figuram parasitoses cujos agentes etioldgicos sdo protozoarios da familia dos
tripanossomatideos: a leishmaniose, causada por espécies do género Leishmania sp.; a doenga
do sono, ou tripanossomiase africana, causada pelo Trypanosoma brucei; e a doenca de Chagas,
ou tripanossomiase americana, causada pelo Trypanosoma cruzi. As trés doengas possuem
algumas caracteristicas em comum. Os ciclos de vida dos agentes etiologicos envolvidos nessas
doencas sdo complexos, com todos apresentando diferentes estagios de desenvolvimento e
parasitando hospedeiros vertebrados e invertebrados. Estes ultimos servem, nos trés casos,
como vetores: os mosquitos-palha (flebotomineos) para a leishmaniose, as moscas tsé-tsé
(Glossina sp.), para o caso da tripanossomiase africana, e os barbeiros (triatomineos), no caso
da doenca de Chagas. Além do mais, diversos alvos terapéuticos e caracteristicas fenotipicas
sdo comuns, ou similares, entre estes trés agentes etiologicos. Estas caracteristicas permitem,
muitas vezes, que os avangos nas pesquisas direcionadas a uma destas doengas tenham potencial
para serem estendidos ao tratamento das demais (NUSSBAUM et al., 2010).

A doenca de Chagas foi descrita pelo médico sanitarista e cientista brasileiro, Dr. Carlos
Justiniano Ribeiro Chagas, em 1909, desde a identificagdo do vetor, do agente etioldgico,
formas de transmissdo, hospedeiros e manifestacdes clinicas. Carlos Chagas publicou seu
trabalho no primeiro volume da revista do Instituto de Manguinhos (Memodrias do Instituto
Oswaldo Cruz) (CHAGAS, 1909). A importancia e qualidade desse trabalho garantiram a
ascensdo do cientista na institui¢do, sendo promovido a Chefe de servigo, em margo de 1910,
além de ser reconhecido pela Academia Nacional de Medicina como Membro Titular
Extranumerario, ja que nao se dispunha de lugares vagos naquele momento. Na solenidade de
posse, Dr. Chagas proferiu a primeira conferéncia sobre a doenga. E Patrono da Cadeira No.
86, da Seccdo de Ciéncias Aplicadas a Medicina  (disponivel em:

https://www.anm.org.br/carlos-justiniano-ribeiro-das-chagas). Além da transmissdo vetorial,
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sabe-se hoje que o parasito pode ser também transmitido por transfusdo de sangue, transplante
de 6rgaos, por via vertical placentaria, pela amamentacao por e via oral, através do consumo de
alimentos in natura, provenientes de regides endémicas, especialmente a pasta de agai e a caldo
de cana-de-agucar, cujas preparagdes envolvem o risco de maceragao de insetos infectados com
o T. cruzi, junto com o alimento, mecanismo este denominado transmissdo a distancia
(PEREIRA e NAVARRO, 2013).

Em seu ciclo natural, a infecgdo pelo 7. cruzi se da por via vetorial. Insetos triatomineos
infectados com o parasito defecam ao realizar seu repasto sanguineo, excretando formas
tripomastigotas metaciclicas, a forma infectiva do parasito. O barbeiro recebe esse nome por
ter o habito de realizar sua picada no rosto. Por ter habito noturno, o hospedeiro se encontra,
normalmente, dormindo quando o inseto se alimenta, o que faz com que instintivamente coce
o local da picada, carreando as fezes contaminadas até a ferida, ou também mucosas, permitindo
que o parasito ganhe a corrente sanguinea. Uma vez que formas tripomastigotas infectam uma
célula, o T. cruzi se diferencia em amastigotas, formas replicativas intracelulares no hospedeiro
vertebrado. O parasito se multiplica por fissdo binaria dentro da célula, até causar sua morte.
Os parasitos entdo se diferenciam em tripomastigotas e rompem a membrana celular, sendo
liberados novamente na corrente sanguinea, prontos para infectar novas células, repetindo-se o
ciclo (LIDANI et al., 2019). Esse processo caracteriza a fase aguda da doenca de Chagas, que
se estende pelos primeiros meses apds a infeccdo, quando se pode observar uma alta carga
parasitdria na corrente sanguinea do hospedeiro. A fase aguda geralmente se manifesta
assintomatica, ou causa sintomas moderados ndo especificos, como um inchago no local da
picada (chagoma), febre, dispnéia, mialgia, cefaleia, aumento dos linfonodos, e, em alguns
casos, o sinal de Romafia (edema inflamatodrio bipalpebral unilateral) (REY, 2001; ANDRADE
et al., 2014). Quando um barbeiro ndo infectado pelo 7. cruzi se alimenta do sangue de um
hospedeiro que se encontra na fase aguda da doenga de Chagas, o triatomineo adquire parasitos
na forma tripomastigota sanguinea, que por sua vez se diferenciam em epimastigotas na por¢ao
anterior do tubo digestivo do inseto, se multiplica por fissdo binaria e se diferencia novamente
em tripomastigotas metaciclicos, na por¢do posterior do tubo digestivo (BRENER E

ANDRADE, 1979). O ciclo infectivo descrito ¢ ilustrado na Figura 23.
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vertebrado

Figura 23. Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi nos hospedeiros vertebrado e invertebrado,
explicitando-se suas respectivas formas celulares. Adaptado de Centers for Disease Control
and Prevention (www.cdc.gov/parasites/chagas/biology.html).

Apo6s a fase aguda da doenca de Chagas, a carga parasitaria no sangue reduz
drasticamente e a populagdo de 7. cruzi no hospedeiro passa a permanecer na forma amastigota
(intracelular), caracterizando a fase cronica da doenca. Os individuos infectados passam, entdo,
por longos periodos sem manifestar sintomas. Quando a doenga de Chagas na fase cronica
enfim se manifesta, observam-se quadros de megacolon, megaesdfago e, mais frequentemente,
cardiomegalia, ou seja, com o comprometimento de 6rgdos vitais do individuo. A doenca de
Chagas ¢ endémica em toda a América Latina continental, e estima-se que 5,7 milhdes de
pessoas nesta regido estejam contaminadas com o 7. cruzi, com uma taxa de contaminag¢do de
50.000 novos casos por ano ¢ 10.000—14.000 mortes causadas anualmente em decorréncia de
complicagdes da doenga (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2015; ECHEVERRIA,
2020). Estes numeros, entretanto, representam uma fracdo de um quadro epidemiologico
potencialmente mais grave. O fluxo migratério de populagdes a partir da América Latina para
outras partes do mundo, associado com as mudancas climdticas que podem viabilizar a
adaptacdo de vetores em areas ndo endémicas, podem ser importantes fatores de dispersao da
doenca de Chagas (MEDONE et al., 2015; LIDANI et al., 2019; DE SOUZA et al., 2021). As

manifestagdes clinicas da fase cronica da doenca de Chagas podem ocorrer por muitos anos e
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sdo consideradas graves. Mesmo que ndo causem a morte imediata dos pacientes, comumente
causam uma importante reducio na sua capacidade cardiorrespiratoria, afetando sua qualidade
de vida e sua capacidade de trabalho, ocasionando, consequentemente, um grande impacto
econdmico e social (COURA & BORGES-PEREIRA, 2011).

Apesar de ser conhecida ha 112 anos e de sua relevancia, o unico farmaco utilizado no
tratamento da doenca de Chagas ¢ o derivado nitro-heterociclico benznidazol (Figura 24),
Além de ineficaz na fase cronica da doenca, esta substancia apresenta elevada toxidez aos
pacientes nas doses terapéuticas utilizadas, estando associado a severos efeitos adversos. Estes
incluem, como por exemplo anorexia e perda de peso, ndusea ¢ vomito, excitacdo nervosa,
insOnia, depressdao psiquica, convulsdes, vertigem, dores de cabega, sonoléncia, perda de
equilibrio, perda de memoria e intolerancia hepatica. (MAYA et al, 2007; CASTRO & DIAZ,
1988). Outro problema da administragdo prolongada do benznidazol deve-se ao
desenvolvimento de processos mutagénicos, potencialmente ligados a tumorigénese e a
carcinogénese (CASTRO et al, 2006). Deste modo, fica evidente a urgéncia no

desenvolvimento de novas alternativas terapéuticas, eficientes e seguras, para o tratamento da

saoU

Benznidazol

doenca de Chagas.

Figura 24. Estrutura do benznidazol, farmaco de utilidade clinica reconhecida na fase aguda
da doenca de Chagas.

Diversos trabalhos na literatura discutem a atividade de peptideos, naturais ou sintéticos
contra tripanossomatideos, inclusive com revisdes publicadas sobre o tema (MCGWIRE e
KULKARNI, 2010; HARRINGTON, 2011; MENDEZ-SAMPERIO e DE-LA-ROSA-
ARANA; 2013; LACERDA et al.,, 2016). Destacam-se, nesse contexto, os PACs de

comprimentos de cadeia curtos, menores que 30 aminoécidos, apresentados na Tabela 3.
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Tabela 3. Sequéncias de aminoédcidos de PACs com atividade sobre diferentes espécies e
estagios de desenvolvimento de tripanossomatideos.

Amino-

Estagios de

Sequéncia . Espécie desenvol- Referéncia
acidos .
vimento
FLPLWLWLWL-WLWKLK 16 . .
T. cruzi epimastigota SOUZA et al., 2016
FLPLWLWLWR-KLK 13
epimastigota,
GIGAVLKVLT- . . 5
TGLPALISWI-KRKRQQ-NH, 26 T. cruzi trlpomas'tlgota ADADE et al., 2013
€ amastigota
FLSLIPHAIN-AVSAIAKHF- 19 T.. cruzi e trlpomastl.gota PINTO et al., 2013
NH, L.infantum e promastigota
RLRLRIGRR-NH, 9 T brucei  "POMASUEOR i ANT et al., 2009
(sanguineo)
KWCFRVCYRG-ICYRRC 16 L . promastigota ~LOFGREN et al., 2008
braziliensis
IIGPVLGLVGSALGGLLKKI L. donovani  promastigota MANGONI et al., 2006
KILRGVCKKI- tripomastigota
MRTFLRRISK-DILTGKK- 27 T. cruzi (toxidez e JACOBS et al., 2003
NH, infectividade)
DSHAKRHHGY- 24 L. donovani  promastigota ~ GWADZ et al., 1989

KRKFHEKHHS-HRGY

O modo de agdo proposto para PACs sobre tripanossomatideos se assemelha ao

discutido na Se¢ao 1.2 (pag. 6) para justificar a atividade antibacteriana. Os PACs sdo atraidos

eletrostaticamente pela membrana negativamente carregada dos parasitos. A partir da interagao

entre as porgdes lipofilicas, ha a desestabilizagdo da membrana celular do parasito com

consequente perda da sua permeabilidade seletiva, e a morte do parasito. Alternativamente,

PACs com capacidade de penetragdo celular podem também alcancgar alvos intracelulares nos

parasitos e causar a morte por outras vias, como danos ao material genético, inibi¢ao de sintese

proteica, desbalango dos niveis intracelulares de Ca*? e interrupgdo da sintese de ATP (Figura

25) MCGWIRE e KULKARNI, 2010).
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Figura 25. Propostas de mecanismos de agdo de PACs sobre tripanossomatideos (adaptado de
MCGWIRE e KULKARNI, 2010).

Especificamente, em relacdo ao protozoario hemoflagelado 7. cruzi, este possui um
complexo mecanismo de interagdo com o hospedeiro vertebrado e também de invasdo celular.
As formas tripomastigotas, presentes no sangue do hospedeiro, adquirem deste moléculas de
acido sialico, que sao incorporadas a superficie celular do protozoario, através de uma enzima
especifica do parasita, chamada trans-sialidase (PEREIRA-CHIOCCOLA et al., 2000). Estima-
se que cada célula de 7. cruzi incorpore em torno de 107 moléculas de 4cido sidlico, que se
ligam a mucinas, presentes na superficie da membrana do parasito. Este mecanismo resulta no
recobrimento de glicoconjugados na superficie do parasito, funcionando como um manto, cuja
fungdo ¢ evadir o sistema imune do hospedeiro, capaz de reconhecer os residuos de mucina
(FREIRE-DE-LIMA et al., 2012). Como consequéncia adicional, a superficie celular do
parasito fica negativamente carregada, fazendo o 7. cruzi potencialmente mais susceptivel a

acao de PACs (Figura 26).
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Figura 26. Mecanismo de sializacdo realizado pelo 7. cruzi para evadir o sistema imune do
hospedeiro, resultando em uma carga residual superficial negativa (adaptado de FREIRE-DE-
LIMA et al., 2012).

1.7. Técnicas Modernas de Sintese de Peptideos em Fase Sélida (SPFS)

O avango da utilizagdo de peptideos em pesquisa e principalmente como alternativas
terap€uticas viaveis tem intima relacdo com o desenvolvimento de técnicas de sintese quimica
para sua obten¢do. A complexidade dos produtos obtidos e a ocorréncia de multiplos grupos
funcionais exigiram o desenvolvimento de técnicas direcionadas para a sintese de peptideos e
derivados. Neste sentido, a sintese de peptideos em fase solida (SPFS) foi um avanco de
extrema importancia. Concebida pelo pesquisador americano, Dr. Robert Bruce Merrifield, e
publicada pela primeira vez em 1963, o desenvolvimento da SPFS rendeu a seu idealizador o
prémio Nobel de quimica, em 1984 (MERRIFIELD, 1963; KAISER, 1984). A beleza e a
genialidade da SPFS residem na simplicidade e praticidade do método. A cadeia peptidica ¢
construida covalentemente ligada a uma resina polimérica funcionalizada. Os aminoécidos
utilizados na sintese sdo ortogonalmente protegidos na por¢ao amino e nas cadeias laterais. Ou
seja, os grupos protetores utilizados nas respectivas por¢cdes podem ser seletivamente
removidos conforme a conveniéncia da sequéncia sintética, com base em suas caracteristicas
quimicas. O grupo carboxila, por sua vez, permanece disponivel para acoplamento a resina,
mediante o uso de estratégias de ativagdo. Uma vez acoplado o aminoacido, o grupo protetor

da por¢ao amino ¢ removido, e um segundo aminoacido ¢ acoplado, construindo-se assim uma
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ligacdo peptidica. O processo de construcdo da cadeia peptidica segue, de forma sequencial e
sistematica, alternando-se protocolos de acoplamento e desprotecao da por¢do amino. A ligagdo
covalente entre a por¢ao C-terminal da sequéncia peptidica em crescimento a um suporte solido
permite que, apos cada etapa reacional, reagentes em excesso € subprodutos sejam removidos
por filtragdo e lavagem da resina. Concluida a sintese da cadeia peptidica desejada, sdo
removidos todos os grupos protetores e a sequéncia ¢ desligada da resina polimérica (DA’SAN,

2018). Um esquema ilustrativo do método de SPFS ¢ mostrado na Figura 27.

R1\D 1 R1\D D\ )\
D/N
R,
N o a A
R5 Rs Rs
8 N)\ H -— HN)\ H A D\N)\ H
Y YT T YT
~a ~d ~d
‘ Repete-se o processo até a cadeia peptidica desejada T

5 e Y

Figura 27. Esquema geral para a SPFS, idealizada por Robert B. Merrifield (1963).

A aplicacdo desta técnica permite a sintese rapida e eficiente de sequéncias peptidicas,
com elevada pureza e eficiéncia, dadas as numerosas etapas reacionais. No entanto a SPFS nao
apresenta bons rendimentos para a sintese de sequéncias longas, observando-se quedas
significativas para a sintese de cadeias maiores que 50 aminoacidos (BEHRENDT et al., 2016).
O sucesso da SPFS esta associado tanto a pureza dos reagentes utilizados, quanto a eficiéncia
das reagdes de acoplamento e desprote¢do dos grupos amino da cadeia peptidica. Ao mesmo
tempo visa-se minimizar a formacao de subprodutos ao longo da cadeia peptidica. Outro fator
interessante ¢ que sejam empregados reagentes brandos quimicamente e de reduzida toxidez,
de modo a facilitar manipulagao e descarte de residuos. Neste interim a metodologia de sintese
baseada na prote¢cdo Fmoc (Fluorenilmetiloxicarbonil) do grupo amino € a mais aplicada em
SPFS atualmente. A remocdo da protecdo Fmoc ¢ feita por tratamento com base, mais
especificamente de aminas secundarias de cadeia ciclica, como piperidina, metilpiperidina,
morfolina e N-metil-piperazina por exemplo. Os aminodacidos aplicaveis a metodologia Fmoc

de SPFS sao ortogonalmente protegidos em suas cadeias laterais, com grupos labeis em meio
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acido, tipicamente removiveis por tratamento com acido trifluoroacético (TFA), e estaveis as
condi¢cdes reacionais de acoplamento, formagdo da ligacdo amidica, e desprotecdo do N-
terminal. Uma proposta mecanistica para a desprotecdo Fmoc ¢ mostrada na Figura 28

(BEHRENDT et al., 2016).

Excesso de Beta eliminagao Cadeia peptidica ligada a resina

com a por¢do N-terminal
Q / O desprotegida
0 0 H o
(D, ! @ (Y o rﬂ\)k‘ &QL‘
e re
‘o — e — Ha
g o St :

>
R = cadeias laterais protegidas @ +
co,
+
() ()
- O. e 5
aduto dibenzofulveno- dibenzofulveno

Figura 28. Proposta mecanistica para a desprotecdo Fmoc do N-terminal da cadeia peptidica
covalentemente ligada a resina polimérica.

A construcao das ligagdes peptidicas se da mediante utilizagdo de reagentes ativadores
da carboxila, que permitem a formagao de amidas a temperatura ambiente, condigdes brandas
de acidez/basicidade e em reduzidos tempos reacionais. Algumas dentre as inimeras opgdes de
reagentes para este fim sdo mostradas na Figura 29. Carbodiimidas, como a
diisopropilcarbodiimida (DIC) foram, por muitos anos, os reagentes de primeira escolha para a
ativacao de acidos carboxilicos, mas vem caindo em desuso para aplicagdo em SPFS, uma vez
que geram subprodutos pouco soliveis, que dificultam sua remogdo por filtragdo. Esteres
ativados, formados a partir de N-hidroxidos como HOBt e HOSu, sdo interessantes, uma vez
que sdo estaveis o suficiente para serem isolados e comercializados, a0 mesmo tempo que
reagem espontaneamente com aminas primarias € secundarias. Sais de aminio e urénio, como
HATU e COMU, sao hoje os reagentes de ativacao mais utilizados para a SPFS, devido as suas
versatilidade e simplicidade metodologica para a ativagdo de acidos carboxilicos, a0 mesmo

tempo que geram subprodutos soluveis, facilmente removiveis por filtragdo (DA’SAN, 2018).
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Figura 29. Exemplos de reagente de acoplamento aplicaveis a SPFS.
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Em todos os casos, a ativacao se da pela substituicao da hidroxila do 4cido carboxilico
por um grupo ativador, que atua, simultaneamente, aumentando a eletrofilicidade do carbono
acilico e se comportando como um bom grupo abandonador. Uma proposta mecanistica para a
ativacdo, seguida de substituicdo nucleofilica em carbono acilico com o amino-terminal da
cadeia peptidica em SPFS, ¢ mostrada na Figura 30, utilizando o reagente HBTU e

diisopropiletilamina (DIPEA) como exemplo (DA’SAN, 2018).
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Figura 30. Proposta mecanistica para reagdo de acoplamento mediada pelo reagente ativador
de carboxila HBTU em presenca de DIPEA.

As resinas aplicaveis a SPFS possuem, também, caracteristicas especiais. Ainda hoje a
resina de Merrifield, com cadeia de poliestireno funcionalizada com unidades de 4-cloro-
estireno e reticulada com divinilbenzeno, ¢ uma das bases poliméricas mais utilizadas (Figura
31. A). As cadeias cruzadas garantem que a resina se mantenha insoluvel em uma gama variada
de solventes organicos. Ao mesmo tempo permite que a ela inche e contraia ao ser encharcada
com solventes de diferentes perfis de polaridade e lipofilicidade. Quando em meios de

caracteristicas apolares, a cadeia lipofilica da resina interage melhor com o solvente e se incha,
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causando um efeito denominado swelling, aumentando de tamanho. Assim os reagentes em
solugdo podem permear a resina com mais facilidade, acessando os sitios ativos presentes nas
porgdes mais internas da resina (Figura 31. B). Solventes mais polares repelem a cadeia apolar
da resina, fazendo com que ela se contraia, expulsando reagentes em excesso € subprodutos
formados nas etapas de acoplamento ou desprotecdo (Figura 31. C). Cabe frisar que o
crescimento da cadeia peptidica, ligada covalentemente a resina, muda sua caracteristica de
polaridade (Figura 31. D), de modo que o fator de swelling, associado a diferentes solventes
(Figura 31. E), varia ao longo de todo o processo sintético (PALOMO, 2014; FORNS e
ALBERICIO, 2001).

Figura 31. Resinas poliméricas com cadeia cruzada e efeito de swelling em SPFS.

Atualmente, existem diversas alternativas de resinas funcionalizadas adequadas a SPFS.
Na Tabela 4 sao destacados alguns grupos funcionais adequados a metodologia Fmoc. O grupo
funcional, em cada caso, funciona como um ponto de ancoramento, onde a cadeia peptidica ird
se manter covalentemente ligada pelo C-terminal durante todo o processo de SPFS. Em todos
0s casos, a cadeia peptidica ¢ desligada da resina por tratamento em meio acido contendo TFA,
0 que, na maioria dos casos, ja promove, simultaneamente, a desprotecao das cadeias laterais.
Algumas resinas, como a 2-clorotritil, permitem que o desligamento ocorra sem a desprotegao

das cadeias laterais do aminoacido, mediante tratamento com 2% TFA em DCM. Outra
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caracteristica importante das resinas funcionalizadas ¢ que elas permitem sintese de peptideos

com modifica¢des no C-terminal, aumentando a versatilidade do método (DA’SAN, 2018).

Tabela 4. Exemplos de conectores utilizados em resinas adequadas a metodologia Fmoc de

SPFS (adaptado de DA’SAN, 2018).

Nome da Estrut Tipo de Tipo de C-terminal ao
resina strutura resina ancoramento final da sintese
HO/\©\
Wang o/\©\© Hidroxi Ester Carboxila
ol
SASRIN ~o 0% Hidroxi Ester Carboxila
Rink 4cido \00/\% Hidréxi Ester Carboxila
i N Carboxila,
HMBA Ho H Hidroxi Ester hidrazida, amida,
éster ou alcool
O
2-clorotritil o O . Eletrofilica Ester Carboxila
SASRIN-NIL ~o o% Benzilamina Amida Amida
Rink amida \om% Benzbidric -\ mida Amida
Sieber o% Xantenilamina Amida Amida
H N/: Carboxila,
Fenilhidrazina \©\O Hidrazina Hidrazida ~ amida, éster ou
tioéster

Os aminodacidos ortogonalmente protegidos, adequados & metodologia Fmoc de SPFS,

sdo protegidos em suas cadeias laterais com grupos ladbeis em meio acido e estaveis sob as

condicdes basicas das reagdes de acoplamento e desprotecdo Fmoc. Existem diversos grupos

que sao comumente empregados para a protecao das cadeias laterais, adequados as variadas

funcionalidades presentes. Os grupos protetores mais comumente utilizados, bem como os
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aminodcidos tipicamente protegidos, sdo mostrados na Figura 32. A desprote¢do em meio
acido de TFA gera espécies catidnicas reativas, que podem reagir com outras porgdes do
peptideo desprotegido, gerando subprodutos peptidicos estaveis e reduzindo o rendimento da
reacdo. Dai a necessidade da utilizagdo de reagentes sequestradores de cations na etapa de
desprotecao das cadeias laterais. Estes sequestradores sdo espécies nucleofilicas, capazes de
reagir com as espécies catidnicas transientes formadas no meio, como agua, alcoois, silanos,
tidis, entre outros, levando a formacao de subprodutos nao-peptidicos estaveis removiveis por
precipitacao do peptideo em éter etilico. Existem ainda outros grupos protetores estaveis, tanto
em meio basico quanto em meio acido, que inserem um terceiro eixo de ortogonalidade e
possibilitam a modificagdo seletiva das cadeias laterais na sequéncia peptidica. Ha ainda os
chamados grupos protetores semi-ortogonais, grupos removiveis em condigdes especiais de
acidez ou basicidade, que também possibilitam a modificagdao da cadeia lateral dos residuos de

aminoacidos de forma seletiva (ISIDRO-LLOBET et al., 2009).

Boc/tBu Subprodutos
cationicos
0 (0]
R R R
\OJV \N)J\OJV \)J\OJV )@\
H

Alcool/fenol Amina Acido carboxilico
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- C
-
Tiol, amida, imidazol > @

R Cys, Asn, GIn, His sequestradores O O
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Ex.: TIPS, H,0,
Arilsulfonil MeOH, ME, EDT,
10) fenol, anisol... 0
Ny lo
\X/(I)I Guanidino 0%
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(0] (0]
Ex.: Pbf

Figura 32. Grupos protetores mais comumente utilizados na prote¢do de cadeias laterais de
aminodcidos para a SPFS pela metodologia Fmoc.

As técnicas de SPFS vem sendo aprimoradas, tanto para a aplicacdo em escala
laboratorial, com o desenvolvimento de sistemas automatizados para a sintese de peptideos
(WINKLER, 2020), quanto em escala industrial, com investimentos em sistemas de sintese em

fluxo continuo, técnicas de ativagao mais eficientes e a utilizagao de solventes ambientalmente
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mais amigéaveis (HARTRAMPF et al., 2020; MARTIN et al., 2020). A necessidade de excesso

de reagentes durante as etapas reacionais e a utilizagdo de solventes toxico ainda sdo pontos

que limitam uma utilizacdo mais ampla da SPFS em escala industrial. No entanto, diversos

peptideos de aplicagdo terapéuticas sao produzidos industrialmente pela técnica de SFFS ou

pela combinagdo de SPFS com técnicas de sintese convencional (C) em solu¢do, como

mostrado na Tabela 5 (BRAY, 2003).

Tabela 5. Exemplos de peptideos produzidos em escala industrial por SPFS ou por técnicas

convencionais (C) em solucdo (adaptado de BRAY, 2003).

Peptideo Comprimento Método de Producio
Hormonio adrenocorticotrépico (1-24) 24 C
Bivalirudina 20 C
Fator de liberacdo do hormdnio do crescimento 29 SPFS
Integrelina 7 C
Oxitocina 9 C
Enfuvirtida 36 C, SPFS
Atosiban (antagonista de oxitocina) 9 C
Timopentina (TP-5) 5 C
Timosina a-1 28 SPFS
Horménio liberador de tirotropina 3 C
Andlogos de vasopressina
Desmopressina 9 C, SPFS
Felipressina 9 C
Glipressina 12 C
Lipressina 9 C
Pitressina 9 C
Fatores de liberagdo de corticotropina
Humana 41 SPFS
Ovelha 41 SPFS
Inibidores de enzima conversora de angiotensina
Enalapril, Lisinopril 2 C
Somatostatina e analogos
Somatostatina ¢ analogos 14 C, SPFS
Octreotida 8 C
Lanreotida 8 SPFS
Hormonio liberador de hormonio luteinizante 10 C, SPFS
Agonistas e antagonistas de LHRH
Leuprolida 9 C, SPFS
Goserelina 10 C
Triptorelina 10 C
Buserelina 9 C
Nafarelina 10 C
Cetrorrelix 10 SPFS
Ganirrelix 10 C
Calcitoninas
Humana 32 C
Salméo 32 C, SPFS
Enguia 32 C, SPFS
Dicarba-Enguia (elcatonin) 31 C, SPFS
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos Gerais

Os objetivos gerais deste trabalho incluem o planejamento, a sintese, ¢ a avaliagdo
biologica de peptideos anfifilicos cationicos (PACs) com potencial atividade antimicrobiana e
de penetragao celular, bem como de conjugados peptideo-farmaco. O planejamento estrutural
visa a orientar a organizacdo molecular em nivel de estrutura secundéria, pela escolha da
sequéncia peptidica, visando uma homogeneidade na distribuicdo dos aminoacidos quanto a
sua natureza quimica. Objetivam-se ainda os estudos de atividade dos compostos planejados,
incluindo perfil de liberagdo de farmaco a partir de conjugados, citotoxidade e perfil de

penetragdo celular, atividade antibacteriana e atividade anti-7. cruzi.

2.2. Objetivos Especificos

2.2.1. Planejamento de peptideos anfifilicos catidonicos com potencial
atividade antimicrobiana e de penetracao celular

A atividade antimicrobiana de peptideos anfifilicos cationicos esta associada com o grau

de organizagdo das cadeias laterais dos residuos de aminoacidos presentes na estrutura quanto
a sua natureza quimica. De modo que a ocorréncia, em nivel molecular, de regides ao longo da
cadeia com carater bem definido, cationico ou hidrofobico, favorece a atividade antimicrobiana
(LEI et al., 2019). Desta forma nosso planejamento inclui a sintese de peptideos baseados em
aminodacidos naturais com padrdes de repeti¢do de aminoacidos catidnicos (C) ou lipofilicos
(L) sequéncias do tipo [CCLL]x, para favorecer a formagao de alfa-hélices, ou do tipo [CLCL]x,
para favorecer a formacao de folhas-beta. A nossa proposta € que haja uma orientagao com base
na interacdo nao covalente entre as cadeias laterais, favorecida pela sequéncia de aminodacidos.
Nossos objetivos incluem ainda a descrigdo da relagdo entre o comprimento da cadeia peptidica
e o perfil de atividade biologica, de modo que foram incluidos peptideos comn =1, 2, 3 4
repeticoes dos padroes [CCLL], ou [CLCL],. Visando-se conferir a habilidade de penetragao
celular aos peptideos, estabelecemos a insercdo de residuos de arginina como aminoacido de
carater catidnico, uma vez que sequéncias ricas em Arg tém sua atividade de penetracdo celular
descrita na literatura (XIE et al.,, 2020). Para a por¢do hidrofobica dos peptideos nods

selecionamos os aminodcidos leucina e triptofano, devido tanto a sua ocorréncia na estrutura de
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peptideos de atividade antimicrobiana, quanto ao seu alto volume molecular (CHAN et al.,
2006; MA et al., 2013). Além do mais, deseja-se saber se ha influéncia da natureza hidrofobica,
alifatica ou aromatica, na atividade bioldgica. Sendo assim foram propostas 3 séries de
peptideos seguindo-se os seguintes padroes estruturais: P1 — AcYG(RRLL)a-NH2, P2 —
AcYG(RLRL)n-NH2, P3 — AcYG(RRWW)y-NH2, O aminoécido tirosina foi inserido na
porcao N-terminal de peptideos das séries P1 e P2, com o objetivo de incluir um grupo
cromofoérico quantificavel por absor¢cao no UV (280 nm) (AITKEN e LEARMONTH, 2009).
As modificagdes acetilagdo no N-terminal e amida no C-terminal visam a conferir maior
estabilidade quimica e metabolica aos peptideos (ALSINA e ALBERICIO, 2003; AKSNES et

al., 2015). As estruturas gerais dos PACs planejados para este trabalho sdo apresentadas na

Figura 33.
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Figura 33. Estrutura geral dos PACs das séries P1, P2 e P3, evidenciando o padrao de repetigao
de residuos de aminoécidos em nivel de estrutura primaria.

Foram construidos modelos tridimensionais representativos das séries P1, P2 € P3 no
programa Spartan 14 (Wavefunction, Inc), para uma melhor visualizacdo dos padrdes
moleculares propostos. A estruturas secundarias estdo identificadas na forma de fitas com os
seguintes padrdes de cores: arginina, ciano; leucina, vermelho-vinho; triptofano, rosa; glicina,

azul; tirosina, laranja. Os modelos 3D gerados sdo mostrados na Figura 34.
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Série Py Série P3
Série P, Série P3

Série P Série P2
Figura 34. Visualizagdo em modelos 3D (preparados pelo autor no programa Spartan 14) para
estruturas representativas das cadeias peptidicas das séries P1 (alfa-hélice), P2 (folha-beta) e P3
(alfa-hélice), evidenciando a ordenacao das cadeias laterais dos aminoacidos em vista A) frontal
e B) em perspectiva.

2.2.2. Planejamento de conjugados peptideo-farmaco

Para utilizar o potencial de peptideos de penetracdo celular (PPCs) foram planejados
conjugados peptideo-farmaco com o objetivo de alcangar patégenos localizados no ambiente
intracelular. Os farmacos linezolida e benznidazol foram selecionados para construcao dos
conjugados peptideo-fArmaco, ambos possuindo um grupo funcional amida secundaria em sua
estrutura (Figura 35. A). Linezolida ¢ um antibidtico aplicado ao tratamento de infecgdes por
bactérias gram-positivas (AGER e GOULD, 2012). Sua conjugacdo com PPCs apresenta
potencial para o tratamento de infecgdes persistentes no trato respiratdrio, caracterizadas pela
ocorréncia de patdgenos gram-positivos em compartimentos intracelulares (RICE, 2006). Ja o
benznidazol ¢ o Unico farmaco aprovado para o tratamento da doenga de Chagas que, no
entanto, apresenta baixa eficdcia para o tratamento de pacientes na fase cronica da doenca,
caracterizada pela ocorréncia de ninhos de amastigotas intracelulares, presentes no interior de
tecidos e 6rgdos. Para tanto, nosso objetivo foi a construgdo de conjugados peptideo-farmaco,
unidos por uma cadeia espacadora autoimolativa no ambiente intracelular, conectada a por¢ao
amida do farmaco, via ligagao imida (Figura 35.B). Foi selecionado o grupo 4,4’-ditiodibutiril
(DTBA) para atuar como espagador autoimolativo, devido a maior possibilidade de degradagao
da ligagao dissulfeto no meio intracelular, explorando a maior ocorréncia de enzimas redutases

neste microambiente (DENG et al, 2020).
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Figura 35. Estratégia de conjuga¢do peptideo-farmaco, utilizando espacador contendo ligacao
dissulfeto redutivel no ambiente intracelular e com potencial de liberagdo do farmaco na sua
forma original, a partir de ataque intramolecular.

O planejamento inclui também a construg@o de conjugados com o fArmaco benznidazol,
modificado para conter um grupo carboxila no carbono benzilico. Esta alternativa ¢
interessante, principalmente devido a sua maior acessibilidade sintética, uma vez que prevé a
conjuga¢do com a porcao N-terminal do peptideo, via ligagdo amida. A inclusdo de um grupo
carboxila no carbono benzilico na estrutura do benznidazol implica na ocorréncia do fendmeno
de quiralidade neste &tomo de carbono, caracteristica ausente na estrutura original do farmaco.
Desta forma, nosso planejamento inclui a sintese do conjugado peptideo-farmaco com controle
da estereoquimica do grupo carboxila no carbono benzilico da estrutura do benznidazol (Figura

36), visando-se estudar a influéncia deste parametro na atividade biologica.
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Figura 36. Estratégia de conjugagdo peptideo-farmaco, envolvendo o benznidazol modificado
com grupo carboxila, e com controle da estereoquimica do carbono benzilico.

Além dos peptideos com potencial de penetragdo celular, cujo planejamento fora
apresentado na Secao 2.2.1, o planejamento inclui a conjugacdo entre fairmacos e hélices
poliprolina anfifilicas, a partir da modifica¢do no N-terminal da cadeia de P14LLR (Figura
37.A). Hélices poliprolina sao mais rigidas, devido a menor liberdade conformacional ao redor
do aminoacido ciclico prolina. Uma caracteristica intrinseca a hélices poliprolina tipo II, como
P14LRR, ¢ a ocorréncia de 3 residuos aminoacidos a cada volta da hélice, de modo que as
cadeias laterais se sobrepdem, formando angulos de aproximadamente 120°, como mostrado na
Figura 37. B e C. Desta forma ¢ possivel se obter estruturas peptidicas com carater hidrofoébico

ou catidnico bem definido ao longo de sua cadeia (FILLON et al., 2005).
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Figura 37. A. Estratégia de conjugacdao com hélices poliprolina P14LRR, via N-terminal.
Visao frontal (B) e em perspectiva (C) de modelos tridimensionais da estrutura de P14LRR,
evidenciando as cadeias laterais catidnicas (azul) e hidrofobicas (rosa).

42



2.2.3. Sintese de peptideos, conjugados e intermediarios
Preparagdo de peptideos e conjugados peptideo-fArmaco via metodologia SPFS
(TULLA-PUCHE et al. 2015).
Sintese de intermediarios adequados a SPFS nao disponiveis comercialmente, a partir

de adaptagdes de metodologias de sintese organica classica disponiveis na literatura.

2.2.4. Caracterizacio e analise quimica de peptideos, conjugados e
intermediarios

Peptideos e conjugados, sintetizados via SPFS, sdo tipicamente caracterizados por
espectrometria de massas e cromatografia liquida de alta eficiéncia. Ja os intermediarios obtidos
através de técnicas classicas de sintese organica sdo caracterizados pelas técnicas usuais de
espectroscopia por ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN 'H) e de carbono 13
(RMN 3C) e espectrometria de massas.

Adicionalmente, foi prevista a caracterizagao por espectroscopia de dicroismo circular
dos PACs das séries P1, P2 e P3, em solucdo, para melhor se compreender seu comportamento
em nivel de estrutura secundaria.

Para conjugados peptideo-farmaco, obtidos via conexdo imida-DTBA, foram
planejados ainda a realizacdo de experimento de reduc¢do induzida quimicamente, para se

avaliar o perfil cinético de liberagdao de fArmacos a partir da quebra da ligacao dissulfeto.

2.2.5. Avaliacao biologica de toxidez e capacidade de penetracio em células
de mamiferos
Por se tratar de peptideos e conjugados, planejados com fins terapéuticos, os objetivos
deste trabalho incluem a avaliagdo citotoxica em células de mamiferos.
Para se avaliar a capacidade de penetracdo celular em células de mamiferos, planejou-
se o emprego de peptideos e conjugados marcados com sondas fluorescentes, de modo a

permitir a utilizacdo de técnicas quantitativas e qualitativas de analise em nivel celular.

2.2.6. Avaliacao da atividade antibacteriana
A avaliagdo antibacteriana in vitro, planejada para este trabalho, visa a fornecer
informagdes preliminares quanto ao perfil de atividade de inibi¢do sobre bactérias bem como

indicativos quanto a possiveis mecanismos de acao.
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2.2.7. Avaliacido da atividade contra o 7. cruzi
Para se conhecer o perfil de atividade frente ao 7. cruzi, foram planejados experimentos
para se avaliar a atividade frente a diferentes estagios de desenvolvimento do parasito, incluindo
amastigotas intracelulares e tripomastigotas, avaliando-se também tanto a toxidez direta sobre

as formas infectivas, quanto a inibi¢ao de seu perfil de infectividade.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Métodos Reagentes, Instrumentos e Analises: Parte Quimica

Os reagentes Cbz-Hyp-OH, Fmoc-Arg(Pbf)-OH, Fmoc-Gly-OH, Fmoc-Leu-OH,
Fmoc-Lys(Mtt)-OH, Fmoc-Trp(Boc)-OH, Fmoc-Tyr(tBu)-OH, Fmoc-L-Phg-OH, Fmoc-D-
Phg-OH, e reagente de acoplamento HATU foram adquiridos da Chem Impex (Wood Dale, IL,
EUA), ou Ana Spec, Inc. (Fremont, CA, EUA). A resina funcionalizada ChemMatrix H-Rink
Amida, para SPFS, foi adquirida da PCAS Biomatrix Inc. (Quebec, Canada). Todos os demais
reagentes utilizados para a sintese foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA).
Solventes foram adquiridos da ThermoFisher Sci e utilizados sem tratamento adicional, exceto
nas situagdes indicadas. O monitoramento das reagdes por cromatografia em camada delgada
(CCD) foi realizado em placas de vidro revestidas por silica-gel (0,25 mm de espessura),
contendo fluoresceina. Os analitos foram visualizados sob luz ultravioleta (254 ¢ 365 nm), ou
pela utilizacdo de reveladores quimicos, conforme indicado em cada caso. Purificagdes por
cromatografia em coluna aberta (CCA) foram realizadas utilizando silica-gel 60 (70-230 mesh)
como fase estaciondria. Solu¢des tampao, utilizadas nos experimentos, foram preparadas
imediatamente antes do uso.

Os espectros de RMN 'H (400 MHz) e *C (100 MHz) foram adquiridos em
equipamento Bruker AC 400 MHz, as amostras preparadas em CDCls. Os deslocamentos
quimicos (J) foram reportados em partes por milhdo (ppm) e os valores corrigidos em relagao
ao sinal do solvente CHCI5 (7,26 ppm para 'H) ou CDCls (77,00 ppm para '*C). As constantes
de acoplamento foram reportadas em hertz (Hz). A multiplicidade dos sinais foi expressa como
simpleto (s), sinal largo (sl), dupleto (d), duplo-dupleto (dd), tripleto (t), duplo tripleto (dt),
quarteto (q) e multipleto (m).

Processos de purificacdo e analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia, em fase
reversa (CLAE-FR), foram realizadas em um equipamento Waters Delta Prep 4000 HPLC, com
fase moével composta por: A = acetonitrila + 0,1% TFA; B = dgua + 0,1% TFA. Experimentos
monitorados por cromatografia liquida de ultra eficiéncia, acoplada a espectrometro de massas
(CLUE-EM), foram realizados em um equipamento Waters UPLC-MS. Espectrometria de
massas de ionizagdo por dessorcao a laser, assistida por matriz e detec¢ao por tempo de voo
(MALDI-ToF), foi realizada em equipamento Voyager DE Mass Spectrometer (Applied

Biosystems). Espectros de dicroismo circular foram adquiridos em um espectropolatrimetro
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Jasco CD J-1500. Medidas de absorbancia de solu¢des no UV-Vis foram realizadas em

equipamento Jasco J-1700.

3.2. Protocolos de Sintese do Aminoacido Protegido Fmoc-PL-OH (3)
A sintese do aminodcido protegido Fmoc-Py foi feita conforme protocolo previamente

descrito (FILLON et al., 2005), em duas etapas reacionais, cujo rendimento global foi de 65%.

3.2.1. O-alquenila¢ao de Cbz-Hyp-OH

Este protocolo demandou a utilizacdo de vidrarias e solventes anidros e foi realizado
sob atmosfera de N2 seco, sob pressao positiva. Em um baldo de fundo redondo, de 250 mL de
capacidade, contendo peneira molecular (3 A) e barra de agitagio magnética, foram adicionados
1,05 g de NaH (60% m/m, 3,5 eqv) em 40 mL de THF, mantidos sob agitacdo a —40°C (banho
de ACN e gelo seco). Em paralelo, em um baldo de fundo redondo, de 100 mL de capacidade,
foram solubilizados 2,0 g (1,0 eqv) de (L)-N-carboxibenzil-4-hidroxiprolina (Cbz-Hyp, 1) em
20 mL de THF anidro. Em seguida, a solu¢do contendo Cbz-Hyp foi transferida para a
suspensdo contendo NaH, lentamente, com auxilio de uma canula, ao longo de 5 minutos. Apos
1 h, sob agitagdo a -40°C, foram adicionados 3,1 mL (4,0 eqv) de 3-bromo-2-metil-propeno,
utilizando-se uma seringa de vidro. Permitiu-se a reagdo alcancar a temperatura ambiente
naturalmente, sendo a mesma mantida sob agitagdo por 18 h. A evolugdao da reagdao foi
acompanhada por CCD, em fase normal, utilizando-se a mistura DCM/MeOH/AcOH 93:6:1
como fase mével. Apds consumido completamente o reagente, a reagao foi resfriadaa 0°C e a
base neutralizada com 12 mL de solugao de 25% AcOH em THF, adicionados lentamente, ao
longo de 5 minutos. O excesso de solvente foi removido e o material bruto foi purificado por
CCA, utilizando-se mistura de DCM/MeOH/AcOH 93:6:1 como fase movel. O produto puro,
(2), foi obtido como um sélido branco, com 2,1 g de massa (rendimento de 88%). Os dados de
caracterizagao obtidos (Anexo 7.1.1, pag. 126) se encontram de acordo com os disponiveis na
literatura (FILLON et al., 2005).
RMN'H (400 MHz, CDCl3): 6 7,38 — 7,29 (m, 5H); 5,20 — 5,13 (m, 2H); 4,95 — 4,90 (m, 2H);
4,56 — 4,48 (m, 1H); 4,15 — 4, 12 (m, 1H); 3,92 — 3,83 (m, 2H); 3,75 — 3,57 (m, 2H); 2,50 —
2,33 (m, 2H); 1,73 — 1,72 (m, 3H). RMN'3C (100 MHz, CDCls): 6 178,78; 156,50; 146,64,
141,56; 128,56; 128,39; 128,28; 128,00; 127,63; 112,65; 75,99; 73,12; 67,96; 65,75; 51,84;
34,64; 19,43.
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1 2

Equivalentes | Quantidade

Cbz-Hyp 1 2g

NaH (60% m/m) 3.5 1.05¢g
3-bromo-2-metil propeno 4 3.1 mL

2 produto 2.1 g (88%)

3.2.2. Hidrogenacio e protecio Fmoc

Em um baldo de fundo redondo, contendo uma barra de agitacdo magnética, foram
adicionados 2 (2,1 g, 1,0 eqv) e 25 mL de metanol, ¢ a reagdo foi purgada com N; por 15
minutos, sob agitacdo, a temperatura ambiente. Pd/C (10% m/m, 210 mg) foi cuidadosamente
adicionado, e a reacdo foi purgada com Nz por mais 15 minutos. Em seguida, uma bexiga
contendo H foi utilizada para purgar a reacdo por 15 minutos, seguida de agitacdo vigorosa
sob atmosfera de H> por 6 h. A reacdo foi monitorada por CCD (DCM/MeOH/AcOH 93:6:1),
revelada com ninidrina, para visualizagdo do produto com o grupo amino desprotegido na
origem da placa. Apos filtracdo para remogao do catalisador, o solvente foi evaporado e a reacdo
foi ressuspendida em solu¢do aquosa de NaHCOs3 (1,67 g, 3,0 eqv., em 15 mL). O éster N-
hidroxisuccinimida de Fmoc (Fmoc-OSu, 2,45 g, 1,1 eqv) foi completamente dissolvido em 15
mL de acetona e adicionado lentamente a reacdo, ao longo de 15 minutos, em banho de gelo
(0°C). A reagdo atingiu a temperatura ambiente naturalmente e foi mantida sob agitagao por 18
h, sendo acompanhada por CCD (DCM/MeOH/AcOH 93:6:1) e revelada com ninidrina. O
excesso de acetona foi evaporado, seguindo-se ajuste de pH 1-2 com HClq) 5,0 M e extragdo
com EtOAc (4 x 30 mL). As fases organicas combinadas foram secas sob Na>SO4 e evaporadas.
A purificacio por CCA se deu pela utilizagdo de fase moével, composta por
DCM/EtOAc/AcOH, em gradiente de concentragdo de 99:0:1, até 74:25:1, com incrementos de
5% EtOAc a cada 500 mL de eluente. Por fim, foram obtidos 2,0 g do produto puro, Fmoc-PL-
OH (3) (74% de rendimento), na forma de um so6lido branco cristalino. Os dados de
caracterizacao obtidos (Anexo 7.1.2, pag. 128) se encontram de acordo com os disponiveis na

literatura (FILLON et al., 2005).
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RMN'H (400 MHz, CDCL): 6 8,47 (sl, 1H); 7,78 — 7,29 (m, 8H); 4,53 — 4,03 (m, SH); 3,73 —
3,59 (m, 2H); 3,21 — 3, 15 (m, 2H); 2,44 — 2,36 (m, 1H); 2,22 — 2,09 (m, 1H); 1,86 — 1,79 (m,
1H); 0,92 — 0,90 (m, 6H). RMN'3C (100 MHz, CDClL): 6 177,77; 176,35; 155,76; 154,60;
143,93; 143,75; 143,67; 141,22; 127,69; 127,56; 127,03; 125,03; 125,01; 119,94; 119,84;
76,90; 76,10; 67,90; 67,70; 51,75; 47,02; 36,74; 35,03; 28,47.

>
HO HO
2) Fmoc-OSu, NaHCO3

o] acetona/agua 1:1, T.A, 18 h "”’o/>/
/>/ Fmoc-P -OH

Os__O ’
o YY)
N 1) Hy, Pd/C, MeOH, T.A., 6h »\(b

2 3
Equivalentes | Quantidade
2 1 21¢g
Pd/C (10% m/m) 1% (W/w) 210 mg
NaHCO;3 3.0 1.67 g
FmocOSu 1.1 245 ¢g
Fmoc-PL-OH (3) produto 2.0 g (74%)

3.3. Protocolos de Sintese do Aminoacido Protegido Fmoc-Pr(Boc)2-OH (6)

A sintese do aminoacido protegido Fmoc-Pr foi realizada com modificagdes do
protocolo previamente descrito (FILLON et al., 2005), em trés etapas reacionais, cujo
rendimento global foi de 65%, contra 25% de rendimento em quatro etapas, como previamente

descrito.

3.3.1. O-(Boc-amino)alquila¢do de Cbz-Hyp-OH

Este protocolo demandou a utilizagdo de vidrarias e solventes anidros e foi realizado
sob atmosfera de N> seco, sob pressao positiva. Em um balao de fundo redondo, de 250 mL de
capacidade, contendo peneira molecular (3 A) e barra de agitagio magnética, foram adicionados
1,05 g de NaH (60% m/m, 3,5 eqv) e 40 mL de THF. A mistura foi mantida sob agitacdo a
temperatura de —40°C. Em paralelo, em um baldo de fundo redondo, de 100 mL de capacidade,
foram solubilizados 2,0 g (1,0 eqv) de Cbz-Hyp (1), em 30 mL de THF anidro. Em seguida, a
solucdo contendo Cbz-Hyp foi transferida para a suspensdo contendo NaH, lentamente com

auxilio de uma canula, ao longo de 5 minutos. Apds 1 h, sob agitagdo a temperatura de —40°C,
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uma solugdo contendo brometo de 3-(Boc-amino)-propila (7,2 g, 4,0 eqv) em 30 mL de THF
foi entdo lentamente adicionada ao meio reacional, com o auxilio de uma canula, ao longo de
15 minutos. A reagdo foi mantida por 5 h a—40°C, atingindo em seguida a temperatura ambiente
naturalmente, ¢ mantida sob agitagdo por 18 h adicionais. A evolugao da reagdo foi
acompanhada por CCD em silica gel, utilizando-se a mistura DCM/MeOH/AcOH 90:9:1 como
fase movel. Consumido completamente o reagente, a reacdo foi resfriada a 0°C e a base
neutralizada com 12 mL de solugdo de 25% AcOH em THF, adicionados lentamente, ao longo
de 5 minutos. O excesso de solvente foi removido e o material bruto foi purificado por CCA
em silica gel, utilizando-se a mistura DCM/MeOH/AcOH 93:6:1 como fase movel. O produto,
4, foi obtido como um so6lido branco, com massa de 2,9 g (92% de rendimento). Os dados de
caracterizagao obtidos (Anexo 7.1.3, pag. 130) se encontram de acordo com os disponiveis na
literatura (FILLON et al., 2005).

RMN'H (400 MHz, CDCl3): 6 7,36 — 7,24 (m, 5H); 5,20 — 5,08 (m, 2H); 4,81 — 4,76 (m, 1H);
4,50 — 4, 44 (m, 1H); 4,09 — 4,05 (m, 1H); 3,72 — 3,61 (m, 2H); 3,49 — 3,39 (m, 2H); 3,22 —
3,11 (m, 2H); 2,43 — 2,11 (m, 2H); 1,73 — 1,70 (m, 2H); 1,43 (s, 9H).

OYOQ OYOQ
N 1) NaH (3,5 eqv), THF, -40°C, 1 h N !
A, - ()

HO 6]
4 B Y
“oH Br” NN "”o,/’\N’(
2) H (4,0 eqv), H o)

Cbz-Hyp-OH THF, -40°C, 1 h, T.A., 18 h
1 4
Equivalentes | Quantidade
Cbz-Hyp-OH (1) 1 20¢g
NaH 60% (m/m) 3.5 1,05¢g
brometo de 3-(Boc-amino)-propila 4 72 ¢g
4 produto 2.9 g(92%)

3.3.2. Troca do grupo protetor Cbz por Fmoc na por¢iao amino
Em um baldo de fundo redondo, contendo uma barra de agitagdo magnética, foram
adicionados 4 (2,9 g, 1,0 eqv) e 25 mL de metanol. A atmosfera do baldo foi purgada com N>,
por 15 minutos, sob agitacdo e a temperatura ambiente. Apds este tempo, Pd/C (10% m/m) foi
cuidadosamente adicionado, e a reac¢do foi purgada com N2 por 15 minutos adicionais. Apds
ser saturada com N», a atmosfera do baldo foi entdo purgada utilizando uma bexiga contendo
Ha, por 15 minutos, e a reagdo mantida sob atmosfera de H» e agitagdao vigorosa por 2 h, sendo

monitorada por CCD em silica gel (DCM/MeOH/AcOH 93:6:1), revelada com ninidrina, para
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visualizacdo do produto com o grupo amino desprotegido. Apos filtragdo para remogdo do
catalisador, o solvente foi evaporado e a reacdo foi ressuspendida em solugdo aquosa de
NaHCOs3 (1,67 g, 3,0 eqv., em 15 mL). O éster N-hidroxisuccinimida de Fmoc (Fmoc-OSu,
2,45 g, 1,1 eqv) foi completamente dissolvido em 15 mL de acetona e adicionado lentamente
ao meio reacional, ao longo de 15 minutos, em banho de gelo (0°C). A reagdo atingiu a
temperatura ambiente naturalmente e foi mantida sob agitacdo por 18 h, sendo acompanhada
por CCD, em silica gel (DCM/MeOH/AcOH 90:9:1), revelada com ninidrina. O excesso de
acetona foi evaporado, seguindo-se o ajuste de pH 3—4 com HClq) 1,0 M e extragdo com EtOAc
(4 x 30 mL). As fases organicas combinadas foram secas em NaSOs e evaporadas. A
purificacdo por CCA, em silica gel, se deu utilizando a fase mdvel composta pela mistura
DCM/MeOH/AcOH 93:6:1. Apos purificagdo, foram obtidos 2,5 g do produto puro, 5 (72% de
rendimento), na forma de um so6lido branco cristalino. Os dados de caracterizagdo obtidos
(Anexo 7.1.4, pag. 132) se encontram de acordo com os disponiveis na literatura (FILLON et
al., 2005).

RMN'H (400 MHz, CDCl3): 6 7,78 — 7,71 (m, 2H); 7,60 — 7,55 (m, 2H); 7,42 — 7,25 (m, 5H);
7,20 —7,15 (m, 1H); 4,52 — 4,05 (m, 5H); 3,72 — 3,62 (m, 2H); 3,48 — 3,43 (m, 2H); 3,22 — 3,13
(m, 2H); 2,45 — 2,32 (m, 1H); 2,28 — 2,13 (m, 1H); 1,77 — 1,71 (m, 2H); 1,44 (s, 9H). RMN!3C
(100 MHz, CDCl3): 0 175,14; 156,04; 154,66; 144,00; 143,71; 141,26, 141,22; 129,01; 128,20;
127,74; 127,59; 127,07; 125,02; 119,97; 119,85; 80,83; 79,30; 67,96; 67,78; 67,22; 51,68;
47,05; 38,22; 34,80; 29,89; 28,37.

&

. OYO\/Q . OTO ’Q

! 1) Hp, Pd/C, EtOH, T.A., 2 h

'
HO 2) Fmoc-OSu (1.1 eqv), NaHCO;, " ?
"”fof\ H/BOC a)cetona/a'gua(1:1, T?A.), 18h ""/fo,/’\ ”’( /%
4 5 ’
Equivalentes | Quantidade
4 1,0 29¢g
Pd/C (10% m/m) 1% (W/w) 290 mg
NaHCO; 3.0 1,74 g
FmocOSu 1,1 2,56 ¢g
5 produto 2,5 g (72%)
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3.3.3. Guanilacio da porc¢io propilamino

Em um baldo de fundo redondo, equipado com barra de agitagdo magnética, foram
adicionados 5 (2,5 g, 1,0 eqv), ¢ 50 mL de mistura DCM/TFA 1:1. A mistura reacional foi
mantida sob agitacao por 2 h, a temperatura ambiente. O monitoramento da reagao se deu por
CCD, em silica gel, eluida com mistura DCM/MeOH/AcOH 90:9:1, e revelada com ninidrina.
O solvente foi entdo removido por evaporagao, auxiliado por adigdes de tolueno, para favorecer
a remoc¢ao de tracos de TFA. O solido foi entdo solubilizado em 40 mL DCM ¢ 2,5 mL TEA
(3,0 eqv) e resfriado a 0°C, sob agitacdo. Uma solucao contento 1,83 g (1,2 eqv) de N,N'-Di-
Boc-1H-pirazolo-1-carboxamidina (PCA-Bocz) em 20 mL de DCM foi entdo adicionada
lentamente, ao longo de 5 minutos. A reagdo atingiu a temperatura ambiente naturalmente,
sendo entdo mantida sob agitagdo por 18 h adicionais. Apds verificacdo do consumo do
reagente, o solvente foi evaporado e o material bruto foi purificado por CCA, em coluna de
vidro empacotada com silica gel, utilizando como fase mével a mistura DCM/MeOH, em
gradiente de 98:2 a 92:8, com incrementos de 2% MeOH a cada 500 mL de eluente. Terminada
a purificacdo, foram obtidos 2,9 g do produto Fmoc-Pr(Boc)2-OH (6) (90% de rendimento),
na forma de um s6lido branco cristalino. Os dados de caracterizacdo obtidos (Anexo 7.1.5, pag.
133) se encontram de acordo com os disponiveis na literatura (FILLON et al., 2005).
RMN'H (400 MHz, CDCl3): 6 11,50 (sl, 1H); 8,58 (m, 1H); 7,78 — 7,25 (m, 8H); 4,58 — 4,10
(m, 5H); 3,79 — 3,43 (m, 6H); 2,58 — 2,12 (m, 2H); 1,84 — 1,79 (m, 2H); 1,50 — 1,46 (m, 18H).
RMNBC (100 MHz, CDCl3): 6 174,34; 163,49; 156,00; 155,96; 153,06; 143,67; 143,62;
141,27; 141,21; 127,76, 127,60, 127,09; 127,02; 124,98; 119,98; 119,86, 83,03; 79,28; 68,07;
68,01; 67,68; 51,18; 47,03; 39,37; 34,70; 28,83; 28,27; 28,03.

O 1) DCM/TFA 1:1, 2h, T.A. O

_Boc
Os__O ’ 2) N| Os O ’
Y 2 e R ead
N <§/ H 1.5 eqv N 0
HO »  HO N’<
TEA (3,0 eqv), DCM, TA.,

=, __j/_~q\N‘—Boc %, __//_~H\N"<Z °
0 18 h 0 N

Fmoc-Pr(Boc)OH  o={_ %
6 (6]

5 13}
Equivalentes | Quantidade
5 1 25¢g
DCM/TFA 1:1 - 50 mL
PCA-Boc; 1,2 1,83 g
TEA 3,0 2,5mL
Fmoc-Pr(Boc)2-OH (6) produto 2,9 g (90%)
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3.4. Protocolos de Sintese de Conjugado Linezolida-Espacador, Via Conector
Imida

A sintese do conjugado do farmaco linezolida ao espagador 4,4’-ditiodibutiril, via

conector imida (Lnz-DTBA, 9), se deu a partir da adaptagdo de protocolo previamente descrito,

em duas etapas reacionais € com rendimento global de 61% (SHANG et al., 2015).

3.4.1. Sintese do intermediario tionilado TLnz

Em um tubo de borosilicato selado, de 25 mL de capacidade, equipado com barra de
agitacdo magnética, foram adicionados 680 mg de linezolida (7) (2,0 mmol), 490 mg de
reagente de Lawesson (0,6 eqv), sendo a mistura refluxada em 10 mL de THF, por 18 h.
Terminada a reagdo, o solvente foi entdo removido por evaporagao ¢ a purificagdo se deu por
CCA, em silica gel, com hexano/EtOAc 25:75 como fase mdvel. O produto puro, a tioamida
TLnz (8), foi obtido na forma de um sélido acinzentado, com massa 640 mg (rendimento de
91%) (adaptado de SHANG et al., 2015).
Dados de caracterizagdo (Anexo 7.1.7, pag. 142): RMN'H (400 MHz, CDCl3): 6 8,62 — 8,50
(sl, 1H); 7,41 — 7,36 (m, 1H); 7,05 — 7,03 (m, 1H); 6,93 — 6,89 (m, 1H); 5,03 — 4,97 (m, 1H);
4,25 — 4,18 (m, 1H); 4,15 — 4,05 (m, 2H); 3,88 — 3,82 (m, 5H); 3,06 — 3,04 (m, 4H); 2,60 (s,
3H). RMN"3C (100 MHz, CDCl3): 6 203,80; 156,59; 154,61; 154,14; 136,82; 136,73; 132,52;
132,41; 118,82; 118,78; 114,11; 107,80; 107,54; 71,20; 66,88; 50,90; 47,89; 47,73; 33,83.

S s
\ 2N /
/O_Q_P\ ’F\,\_@_O
Ss

(3\\ Reagente de Lawesson (3\\
—\ o] (0,6 eqv) —\ S
o} N NS Y > 0 N T Y
_/ \)\/N\H THF, refluxo, 18 h / \)\/N\H
F F
Linezolida T-Lnz
z 8
Equivalentes | Quantidade
Linezolida (7) 1,0 680 mg
Reagente de Lawesson 0,6 490 mg
THF - 10 mL
TLnz (8) produto 640 mg (91%)

3.4.2. Dessulfuracio/N-acilacdo da tioamida
Em um baldo de fundo redondo, de 100 mL de capacidade, equipado com barra de

agitacdo magnética e mantido sob atmosfera inerte de N», foram adicionados 600 mg de TLnz
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(8), 2,43 g de acido 4,4’-ditiodibutirico (DTBA, 6,0 eqv), em 30 mL THF. Apds total
solubilizagdo, carbonato de prata (I) (Ag2COs) foi adicionado a reagdo, sob agitagdo vigorosa.
a temperatura ambiente. A reagdo foi mantida sob agitacao, nessas condi¢des, por 18 h. Apos a
remog¢ao do solvente, a purificagdo se deu por CCA, em silica gel, utilizando um sistema
ternario de DCM/EtOAc/AcOH, em gradiente, como fase movel: 98 : 0 : 2 (400 mL), 73 : 25 :
2 (400 mL) e 48:50:2 (800 mL). O produto Lnz-DTBA (10) foi obtido na forma de um so6lido
rosado amorfo, com massa 650 mg (rendimento de 69%) (adaptado de SHANG et al., 2015).
Dados de caracterizac¢do (Anexo 7.1.8, pag. 144): RMN'H (400 MHz, CDCls): 6 8,60 (sl, 1H);
7,42 (dd, J; 14,3 Hz, J> 2,4 Hz, 1H); 7,09 (dd, J; 8,7 Hz, J> 1,5 Hz, 1H); 6,93 (t,J 9,1 Hz, 1H);
4,86 — 4,80 (m, 1H); 4,18 (dd, J; 15,2 Hz, J> 2,6 Hz, 1H); 4,11 (t, J 8,9 Hz, 1H); 3,94 — 3,86
(m, 5H); 3,72 (dd, J;: 9,1 Hz, J> 7,3 Hz, 1H); 3,07 — 3,05 (m, 4H); 2,91 (dt, J; 6,9 Hz, J> 2,9 Hz,
2H); 2,76 — 2,71 (m, 4H); 2,48 (s, 5H); 2,11 — 1,98 (m, 4H). RMN!3C (100 MHz, CDCl3): 6
175,55; 173,59; 156,63; 154,18; 153,89; 136,56; 132,73; 132,62; 118,84; 118,80; 113,96;
113,93; 107,65; 107,38; 82,56; 71,69; 66,88; 50,93; 50,90; 48,38; 47,94; 37,62; 36,04; 32,29;
26,61, 23,95; 23,90.

Ag,CO3; DCM/THF 3:1
Q Y J\/\/ W rt. 18 h B}

F

T- an DTBA
9
>\\o
0
SMOH
Lnz-DTBA O
10
Equivalentes | Quantidade
TLnz (8) 1,0 600 mg
DTBA (9) 6,0 243 ¢
AgrCO3 2,0 936 mg
THF - 30 mL
Lnz-DTBA (10) produto 650 mg (69%)

3.5. Sintese do Acido 2-Nitroimidazolil-Acético

Em um baldo de fundo redondo, de 100 mL de capacidade, foram adicionados 0,5 mL
(0,66 g, 3,38 mmol) de bromoacetato de fert-butila (11), 1,15 g (3,0 eqv) de 2-nitroimidazol
(12), 2,4 mL (5,0 eqv) de TEA e 30 mL de DCM. A reacdo foi mantida a temperatura ambiente
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por 18 h. O solvente foi removido, a reacdo ressuspendida em 10% Na>COsq) € extraida com
EtOAc (4 x 20 mL). As fases orginicas combinadas foram lavadas com 4 x 50 mL 10%
NaxCOs3(aq) € secas sob NaxSO4 anidro. O solvente foi evaporado com auxilio de tolueno, para
remocgao de tracos de TEA. Em seguida, foram adicionados 30 mL de DCM/TFA 1:1 e areagao
foi mantida sob agitagdo, a temperatura ambiente, por 2 h. Apos evaporagdo do solvente, com
auxilio de tolueno para remogao de tragos de TFA, o produto (13) foi obtido como um so6lido
amarelo, com 0,55 g de massa (95% de rendimento) (RAMI et al., 2013).

Dados de caracterizagdo (Anexo 7.1.9, pag. 142): RMN'H (400 MHz, DMSO-ds): 6 7,64 (s,
1H); 7,21 (s, 1H); 5,21 (s, 2H). RMN!3C (100 MHz, DMSO-ds): 6 168,60; 128,49; 127,74
50,70.

1) TEA (5.0 eq),

>Loj\/8r ) HE(\N DCM, T.A., 18 h . Hoj\/@N

Y,
2) TFA/DCM 1:1,
NO> TA.,2h NO>
1 12 13
Equivalentes | Quantidade
bromoacetato de tert-butila (11) 1,0 0,5 mL
2-nitroimidazol (12) 3,0 1,15¢g
TEA 5,0 2,4 mL
acido 2-nitroimidazolil-acético (13) produto 0,55 g (95%)

3.6. Sintese de Peptideos e Hibridos em Fase Solida (SPFS)

As sinteses dos peptideos e hibridos peptideo-micromoléculas se deram através da
metodologia de sintese de peptideos em fase solida (SPFS), conforme protocolo descrito por
TULLA-PUCHE et al. (2015). De forma breve, foi utilizada resina de poliestireno,
funcionalizada com conector Rink amida, com carga de 0,45 mmol/g. As sinteses foram
realizadas em frascos de sintese de peptideos, de 10 mL de capacidade, em fase solida. Foram
utilizados aminoacidos ortogonalmente protegidos (4,0 eqv) com grupo Fmoc na por¢ao amino
e com grupos labeis em meio acido nas cadeias laterais. As reagdes de acoplamento dos
aminodcidos protegidos, obtidos de fontes comerciais, ocorreram mediante ativa¢do do grupo
carboxila com HATU (4,0 eqv) e DIPEA (8,0 eqv), em contato com o grupo amino desprotegido
ligado a resina polimérica, por 2 h (TULLA-PUCHE et al. 2015). Para os aminoacidos Fmoc-
PL-OH (3) ¢ Fmoc-Pr(Boc):-OH (6) (Secao 3.2, pag. 46, ¢ Secao 3.3, pag. 48), foram
utilizados 2,0 eqv. de aminodcido, 2,0 eqv. De HATU e 4,0 eqv. De DIPEA por 4 h (FILLON

et al., 2005). As reacdes de desprotecdo do grupo Fmoc ocorreram em presenca de 20%
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piperidina em DMF, por 20 minutos. Apos cada etapa de acoplamento ou desprotecao foi
realizada uma rotina de lavagens com DMF, DCM, MeOH, DCM e DMF (3 x 5 mL cada, em
sequéncia). Apos a segunda lavagem com DCM podem-se realizar os testes de Kaiser (aminas
primarias), ou cloranil (aminas secundarias), para verificagdo do sucesso da reacao: positivo
apods desprotecdo, negativo apds acoplamento (FIELDS, 1997). As etapas de acoplamento e
desprotecdo Fmoc foram repetidas de forma sistematica, utilizando-se os aminoacidos
adequados, até que se fosse alcancada a sequéncia peptidica almejada, ligada covalentemente a

resina e com as cadeias laterais protegidas (TULLA-PUCHE et al. 2015).

3.7. Acoplamento de Aminoacidos Fmoc-Phg-OH em SPFS

Os aminodcidos (L) ou (D) Fmoc-fenilglicina (Fmoc-Phg-OH, 3,0 eqv) foram acoplados
a sequéncia peptidica em fase solida, com controle da estereoquimica conforme protocolo
previamente descrito (LIANG et al., 2017). De forma breve, o procedimento de sintese foi
analogo a SPFS (Secao 3.6, pag. 56), utilizando-se condi¢des reacionais adaptadas para as
etapas de acoplamento (3,0 eqv COMU e 4,0 eqv TMP por 1 h) e desprotecdo Fmoc (10%
piperidina em DMF por 10 e 5 minutos).

3.8. Adicao do Grupo (2-Nitroimidazolil)-Acetil ao N-terminal em SPFS

Apods o acoplamento do aminodcido fenilglicina, a prote¢do Fmoc foi removida e a
resina lavada, conforme previamente citado (Secao 3.6, pag. 56). Uma solucdo contendo acido
2-nitroimidazolil-acético (13) (3,0 eqv), HATU (3,0 eqv) e DIPEA (6,0 eqv) foi adicionada e a
reacao seguiu por agitagdo por 3 h. A lavagem foi entdo repetida até o tltimo ciclo com DCM

e a resina foi, em seguida, seca sob fluxo de N> (TULLA-PUCHE et al. 2015).

3.9. Acetilagao do N-terminal em SPFS

Apo6s o acoplamento do ultimo aminodacido da sequéncia peptidica planejada, a protecao
Fmoc foi removida e a resina lavada, conforme previamente citado (Secao 3.6, pag. 56). Uma
solugdo contendo DMF/DIPEA/Ac,0 87 : 8 : 5 foi adicionada e a suspensao foi mantida sob
agitacao por 30 minutos. A lavagem foi entdo repetida, conforme descrito anteriormente, até o
ultimo ciclo de lavagem com DCM, apos o qual a resina foi finalmente seca sob fluxo de N»

(TULLA-PUCHE et al., 2015).
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3.10. Acoplamento de Lnz-DTBA ao N-terminal em SPFS

Apo6s o acoplamento do ultimo aminoacido da respectiva sequéncia peptidica planejada,
a protecdo Fmoc foi removida e a resina foi entdo lavada, conforme previamente citado (Secao
3.6, pag. 56). Uma solucdo contendo o conjugado farmaco-espagador (Lnz-DTBA, 10) (2,0
eqv), HATU (2,0 eqv) e DIPEA (4,0 eqv) foi adicionada e a suspensao seguiu sob agitagdo por
4 h. A lavagem foi entdo repetida, conforme descrito anteriormente, até o ultimo ciclo de
lavagem com DCM e a resina foi, em seguida, seca sob fluxo de N> (TULLA-PUCHE et al.,
2015).

3.11. Desprotecio Seletiva de Residuo de Lys(Mtt) em SPFS

Para possibilitar a modificagdo da cadeia lateral do residuo de aminoacido lisina, durante
SPFS, foi utilizado o aminoacido Fmoc-Lys(Mtt)-OH, seguindo-se o protocolo geral ja
descrito. No momento da modificagdo o grupo protetor da cadeia lateral foi removido, através
de reacdo do peptideo ligado a resina, com 30% HFIP em DCM, 2 x 20 min, intercaladas com
uma rotina de lavagem com DCM, MeOH e DCM (3 x 5 mL cada). Em seguida, a resina foi
lavada segundo a rotina padrao (DIETSCHE et al., 2020).

3.12. Homologacio de Sonda de Fluoresceina em SPFS

Apds o acoplamento do ultimo aminoéacido na sequéncia peptidica planejada, e remogao
da protecdo Fmoc, ou remocdo seletiva do grupo protetor da cadeia lateral de residuo de
Lys(Mtt), a resina foi lavada, conforme previamente citado (Se¢ao 3.6, pag. 56). Uma solugdo
contendo éster hidroxisuccinimida de 5(6)-carboxifluoresceina (1,2 eqv) e DIPEA (2,4 eqv),
em solu¢do de DMF, foi adicionada a resina, sendo a suspensao formada mantida sob agitacao
por 18 h. Seguiu-se com lavagem, segundo protocolo padrdo, até o segundo ciclo com DCM,
sendo a resina, em seguida, seca sob fluxo de N» . Este procedimento, bem como todos os
procedimentos subsequentes, envolvendo peptideos e conjugados marcados com sonda de

fluoresceina, foram realizados ao abrigo da luz (DIETSCHE et al., 2020).

3.13. Desligamento da Resina e Desprotecio das Cadeias Laterais Apos SPFS
Coquetéis de desligamento/desprotecao foram preparados imediatamente antes do uso.
A resina polimérica, ligada covalentemente as respectivas sequéncias peptidicas protegidas nas

cadeias laterais (exceto para conjugados com Lnz-DTBA, 10), ap6s seca sob fluxo de N, foi
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tratada com coquetel TFA/TIPS/H20 95 : 2,5 : 2,5 por 2h. No caso da ocorréncia de multiplos
residuos de Arg(Pbf) foram utilizados tempos adicionais de 1 h para 4 residuos, 2 h para 6
residuos e 3 h para 8 residuos. Havendo residuos de Trp(Boc) na sequéncia foi utilizado
coquetel com TFA/fenol/TIPS/H>O 90 : 5 : 2,5 : 2,5, sob as mesmas condi¢des (TULLA-
PUCHE et al., 2015). Para as sequéncias peptidicas conjugadas a Lnz-DTBA (10) foi utilizado
o protocolo de desprote¢ao com HFIP/TIPS/HClconc) 95 : 4 : 1, com tempos de reagdo de 3 h,
mantendo-se a reagdo por tempos adicionais no caso da ocorréncia de residuos de Arg(Pbf),
conforme descrito (PALLADINO e STETSENKO, 2012). Terminada a reagdo, a solugdo
contendo o peptideo desligado e desprotegido foi concentrada em evaporador rotativo, € em
seguida precipitada em éter gelado, permanecendo a —80°C por 18 h. O sdlido foi entdo

separado por centrifugacdo e seco por evaporacdo (TULLA-PUCHE et al., 2015).

3.14. Purificacido e Analise por CLAE-FR e Caracterizacao por MALDI-ToF

O produto bruto, precipitado e seco para remocao de tracos de éter etilico, foi
solubilizado em 10 mL ACN/H2O 1:3 e purificado por CLAE-FR em escala semipreparativa.
A purificacdo foi realizada com o auxilio de uma coluna Phenomenex Luna C18 (5 um, 250 x
21,2 mm) e fase movel composta por ACN/H>0 em gradiente linear, com 0,1% TFA como
modulador de fase. O fluxo utilizado foi de 12 mL/min e o monitoramento se deu por UV/Vis
em 214 nm, 254 nm e/ou 280 nm. As fragdes contendo os produtos, previamente identificadas
por MALDI-ToF, foram recolhidas, combinadas, concentradas para remocao do excesso de
solventes organicos e liofilizadas. Os produtos foram em seguida analisados por CLAE-FR, em
escala analitica, para verificacao da pureza. As condi¢des de analise foram: coluna Phenomenex
Luna C18 (5 um, 250 x 4,6 mm), fase movel composta por ACN/H>0O, em gradiente linear,
com 0,1% TFA como modulador de fase; fluxo de 1,2 mL/min e o monitoramento foi realizado
por UV/Vis em 214 nm, 254 nm e/ou 280 nm. As estruturas dos peptideos e conjugados foram
confirmadas por espectrometria de massas (MALDI-ToF), utilizando acido a-ciano-4-
hidroxicinamico como matriz de suporte, € a deteccdo foi feita em modo positivo.
Dados de caracterizagao:
Pi-1: AcYGRRLL-NH: (14) — Anexo 7.1.10, pag. 144
MALDI-ToF: m/z calculado para C37HesN 1305 818,5 [M+H], m/z observado 818,8
CLAE-FR analitico: gradiente 10-50% A em 30 min, tr = 17,316 min
Pi-2: AcYGRRLLRRLL-NH> (15) — Anexo 7.1.11, pag. 145
MALDI-ToF: m/z calculado para Cs1H110N23O12" 1356,9 [M+H], m/z observado 1356,8
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CLAE-FR analitico: gradiente 20—65% A em 30 min, tr = 16,086 min

P1-3: AcYGRRLLRRLLRRLL-NH> (16) — Anexo 7.1.12, pag. 146

MALDI-ToF: m/z calculado para CssHis6N33016" 1895,2 [M+H], m/z observado 1894,4
CLAE-FR analitico: gradiente 30—60% A em 30 min, tr = 18,324 min

P1-4: AcYGRRLLRRLLRRLLRRLL-NH> (17) — Anexo 7.1.13, pag. 147
MALDI-ToF: m/z calculado para C109H202N43020" 2433,6 [M+H], m/z observado 2434,5
CLAE-FR analitico: gradiente 20—60% A em 30 min, tr = 25,650 min

P2-1: AcYGRLRL-NH: (18) — Anexo 7.1.14, pag. 148

MALDI-ToF: m/z calculado para C37HesN 305" 818,5 [M+H], m/z observado 819,1
CLAE-FR analitico: gradiente 15-40% A em 30 min, tr = 15,913 min

P2-2: ACYGRLRLRLRL-NH: (19) — Anexo 7.1.15, pag. 149

MALDI-ToF: m/z calculado para Cs1Hi10N23012" 1356,9 [M+H], m/z observado 1357,2
CLAE-FR analitico: gradiente 15-50% A em 30 min, tr = 18,366 min

P2-3: ACYGRLRLRLRLRLRL-NH:> (20) — Anexo 7.1.16, pag. 150

MALDI-ToF: m/z calculado para CssHissN33016" 1895,2 [M+H], m/z observado 1895, 1
CLAE-FR analitico: gradiente 15-55% A em 30 min, tr = 19,253 min

P2-4: ACYGRLRLRLRLRLRLRLRL-NH:> (21) — Anexo 7.1.17, pag. 151
MALDI-ToF: m/z calculado para C109H202N43020" 2433,6 [M+H], m/z observado 2432,8
CLAE-FR analitico: gradiente 15-55% A em 30 min, tr = 20,254 min

P3-1: AcCGRRWW-NH; (22) — Anexo 7.1.18, pag. 152

MALDI-ToF: m/z calculado para C3gHs3sN14Os" 801,4 [M+H], m/z observado 801,8
CLAE-FR analitico: gradiente 15-50% A em 30 min, tr = 19,906 min

P3-2: AcGRRWWRRWW-NH: (23) — Anexo 7.1.19, pag. 153

MALDI-ToF: m/z calculado para C72Ho7N26010" 1485,8 [M+H], m/z observado 1486,1
CLAE-FR analitico: gradiente 15-50% A em 30 min, tr = 23,396 min

P3-3: ACGRRWWRRWWRRWW-NH: (24) — Anexo 7.1.20, pag. 154

MALDI-ToF: m/z calculado C196H141N38014" 2170,1 [M+H], m/z observado 2170,1
CLAE-FR analitico: gradiente 20-60% A em 30 min, tr = 19,914 min

P3-4: AcCGRRWWRRWWRRWWRRWW-NH: (25) — Anexo 7.1.21, pag. 155
MALDI-ToF: m/z calculado C140HissNsoO1s" 2854,5 [M+H], m/z observado 2853,3
CLAE-FR analitico: gradiente 25-65% A em 30 min, tr = 17,494 min

F1-P1-2: FI-GRRLLRRLL-NH> (26) — Anexo 7.1.22, pag. 156

MALDI-ToF: m/z calculado C79H10sN22015" 1509,8 [M+H], m/z observado 1511,1

58



CLAE-FR analitico: gradiente 25-55% A em 30 min, tr = 20,701 ¢ 21,184 min

F1-P:1-3: FI-GRRLLRRLLRRLL-NH; (27) — Anexo 7.1.23, pag. 157

MALDI-ToF: m/z calculado CosHissN32019" 2048,2 [M+H], m/z observado 2048,2
CLAE-FR analitico: gradiente 20—60% A em 30 min, tr = 19,340 ¢ 19,892 min

F1-P1-4: FI-GRRLLRRLLRRLLRRLL-NH> (28) — Anexo 7.1.24, pag. 158
MALDI-ToF: m/z calculado para C119H201N42023" 2586,6 [M+H], m/z observado 2586,0
CLAE-FR analitico: gradiente 40—65% A em 30 min, tr = 18,696 ¢ 19,109 min
Lnz-P1-2: Lnz-DTBA-GRRLLRRLL-NH> (29) — Anexo 7.1.25, pag. 159

MALDI-ToF: m/z calculado para C74H120FN25015S2" 1691,0 [M+H], m/z observado 1690,9
CLAE-FR analitico: gradiente 30—60% A em 30 min, tr = 18,072 min

Bzd-(S5)-P1-2: Bzd(S)-GRRLLRRLL-NH; (30) — Anexo 7.1.26, pag. 160

MALDI-ToF: m/z calculado para Cs3Hi00N26013" 1437,9 [M+H], m/z observado 1438,4
CLAE-FR analitico: gradiente 25—-65% A em 30 min, tr = 19,764 min

Bzd-(R)-P1-2: Bzd-(R)- GRRLLRRLL-NH; (31) — Anexo 7.1.27, pag. 161
MALDI-ToF: m/z calculado para Cs3Hi0oN26013" 1437,9 [M+H], m/z observado 1437,8
CLAE-FR analitico: gradiente 25-65% A em 30 min, tr = 19,059 min

FI-P14LRR: FI-GP1 PrPrP1 PRPrRP1 PRPrRP1LPrRPRPL-NH> (32) — Anexo 7.1.28, pag. 162
MALDI-ToF: m/z calculado C140H2220N39033" 2977,7 [M+H], m/z observado 2475,3
CLAE-FR analitico: gradiente 20—60% A em 30 min, tr = 17,896 ¢ 18,076 min
Lnz-P14-LRR: Lnz-DTBA-GP PrPrPLPrPrPLPRPRPLPRPRPL-NH> (33)

Anexo 7.1.29, pag. 163

MALDI-ToF: m/z calculado para C143H240FN42033S>" 3156,8 [M+H], m/z observado 3154,6
CLAE-FR analitico: gradiente 25-65% A em 30 min, tr = 21,411 min
Lnz-FI-P14-LRR: Lnz-DTBA-GK(F1)GPLPrPrPLPRPrP1LPrRPRPLPRPrPL-NH2> (34)
Anexo 7.1.30, pag. 164

MALDI-ToF: m/z calculado para C143H240FN42033S>" 3702,0 [M+H], m/z observado 3698,2
CLAE-FR analitico: gradiente 25-65% A em 30 min, tr = 21,997 min
Bzd-(S)-P14LRR: Bzd(S)-GPLPrPrPLPrPrRPLPRPRPLPRPRPL-NH: (35)

Anexo 7.1.31, pag. 165

MALDI-ToF: m/z para C133H220N43031" 2903,7 [M+H], m/z observado 2902,4
CLAE-FR analitico: gradiente 25-65% A em 30 min, tr = 19,860 min
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Bzd-(R)-P14LRR: Bzd-(R)-GP PrPrPLPrPrP1 PRPRPLPRPRPL-NH> (36)
Anexo 7.1.32, pag. 166

MALDI-ToF: m/z para C133H220N43031" 2903,7 [M+H], m/z observado 2902,5
CLAE-FR analitico: gradiente 25—-65% A em 30 min, tr = 19,912 min

3.15. Aferi¢ao da Concentraciao das Solucoes Estoque por UV-Vis

Solugdes estoque foram preparadas a partir de aliquotas dos produtos liofilizados,
dissolvidas em 4gua ultrapura (Milli-Q® Tipo I), e as concentragdes foram aferidas por leitura
da absorbancia no UV/Vis, descontado da absorbancia do branco (Abs), utilizando cubeta de
quartzo com 1,0 cm de caminho da luz (/). O célculo da concentragdo (C) foi realizado
utilizando-se a lei de Lambert-Beer:

Abs = £ [M~tem™1] x C [M] X I [cm]
que leva a equacao corrigida pelo fator de diluicao (Fai1) € ajustada para mM:

Abs X Fy;; X 1000
C [mM] =

&

Para o coeficiente de extingao molar (¢) foi considerado um somatorio dos valores de &
de todos os cromoforos presentes na estrutura.

Para peptideos contendo residuos de aminoacidos cromoforicos, Tyr (Y), Trp (W), ou
(P11-4, P21-4 ¢ P31-4), a solugdo estoque foi diluida 20 x em tampao de cloreto de guanidinio
6,0 M (pH 8,5) e a absorbancia monitorada em A = 280 nm. Foram considerados os coeficientes
de exting¢io molar do triptofano ew = 5500 Mlem! e da tirosina ey = 1490 M lem™!

Para peptideos contendo fluoresceina (FIP12—-4, FIP14LRR, FILnz-P14LRR) a
solugdo estoque foi diluida 40 x em tampao Tris-HCI 1,0 M (pH 8,5), sendo o monitoramento
feito em A = 494 nm. Foi considerado o valor de coeficiente de extingdo molar para a
fluoresceina e = 70000 M'em™ (PACE et al., 1995; NOBLE et al., 1009; AITKEN et al. 2009;
SABNIS, 2015).

Para peptideos contendo somente linezolida ou benznidazol como grupos cromoforicos
foram construidas curvas de calibragdo a partir de solucdes estoque dos respectivos farmacos
puros a 40,00 mM, 20,00 mM, 10,00 mM, 5,00 mM, 2,50 mM e 1,25 mM, diluidas 40 x em
tampdo Tris-HCI 1,0 M (pH 8.5). Para linezolida foi monitorado o comprimento de onda A =
254 nm, e para benznidazol foi usado o comprimento de onda A = 330 nm. As concentragdes
das solugdes-estoque foram calculadas com base nos valores de absorbancia, obtidos nas

mesmas condi¢des de construcao das curvas de calibracao para os respectivos farmacos.
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3.16. Espectroscopia de Dicroismo Circular

Em uma cubeta de quartzo, com caminho de luz de 2 mm, foram adicionadas solugdes
a 50 uM dos compostos em tampao fosfato (pH 7,2) a 20 mM, sem e com a adig¢do de 25% v/v
trifluoroetanol (TFE). Os dados espectrais foram obtidos em triplicata, entre 260 a 190 nm, com
velocidade de varredura de 20 nm/min e 1 nm de largura de banda. Os espectros foram
descontados do valor de fundo e convertidos de valores de graus médios de rotagcdo para
elipsidade média por residuo, dividindo-se pelo comprimento do caminho da luz, concentragao

de composto e nimero de residuos de aminoacido por peptideo, em cada caso.

3.17. Inducio Quimica de Liberacido de Farmaco de Conjugados de Linezolida

Os conjugados de linezolida Lnz-DTBA, Lnz-P12 ou Lnz-P14LRR (40 pM) foram
adicionados em solu¢do tampao PBS (pH 7,4), previamente degasada. Quinina (10 uM) foi
adicionada como padrio interno. A reagao foi pré-aquecida a 37°C e o agente redutor ditiotreitol
(DTT, 10 mM) foi entdo adicionado. O volume total da reag@o foi de 3 mL. A reacdo foi mantida
a 37°C por 60 minutos, e aliquotas de 200 pL foram coletadas nos tempos de 0, 10, 20, 30, 40
e 60 minutos, sendo imediatamente congeladas a -78°C em um banho de acetona/gelo seco,
para interromper a reacdo de redugdo. As amostras, apos serem descongeladas, foram
imediatamente analisadas por cromatografia liquida de ultra eficiéncia, acoplada a
espectrometro de massas (CLUE-EM)), por electrospray no modo positivo (ESI+). A analise foi
conduzida usando uma coluna Acquity HSS T3 C18 (1,8 pm, 100 x 2,1 mm) e fase mével
composta por ACN/H>0, com 0,1% de acido férmico, gradiente linear de 5—-50% de ACN, sob
fluxo de 0,5 mL/min, ao longo de 10 min. O monitoramento da analise se deu por absorbancia
no UV (254 nm) e por EM de ions totais (ESI+). Os experimentos foram realizados em
duplicatas, e para cada experimento foram construidas curvas de calibracao de linezolida com
7 concentragdes, variando de 1,25 a 80 uM, em presenca de 10 uM de quinina, nas mesmas
condig¢des de analise mencionadas acima. As areas sob as curvas, correspondentes a linezolida
nos cromatogramas, foram corrigidas com o padrao interno. A concentragao foi calculada com
base na equacgdo de regressdo linear, obtida a partir da curva de calibragdo. Os valores de
concentracdo e desvio padrao para cada ponto, referentes aos tempos, foram analisados no
software GraphPad Prism, e os dados foram analisados usando regressao nao-linear modelada

a uma curva hiperbdlica para o calculo da concentragdo méaxima.
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3.18. Métodos, Reagentes, Instrumentos e Analises: Ensaios Bioldgicos

Benznidazol foi adquirido da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA). Todos os demais
reagentes, meios de cultura e suplementos Gibco ThermoFisher (Walthan, MA, EUA).

Todas as linhagens de células e bactérias utilizadas foram adquiridas da ATCC
(Manassas, VA, EUA). Hemacias humanas foram adquiridas comercialmente da Innovative
Research (Novi, MI, EUA), cat # IWB3CPDAL.

Os parasitos da cepa Tulahuen C2C4 LacZ de T. cruzi foram gentilmente doados pelo
Prof. Adriano Andricopulo do Instituto de Fisica da USP-Sao Carlos, SP.

Medidas de absorbancia e densidade 6tica em microplacas foram realizadas em leitor
TECAN Infinite F PLEX. Os experimentos de citometria foram realizados em citometro de
fluxo FACSCalibur (BD Biosciences), equipado com laser de argénio de 488 nm, e a emissao
de compostos marcados fluoresceina. Imagens de microscopia confocal foram obtidas em um
microscopio de fluorescéncia confocal invertido, Nikon A1R-MP, equipado com lente objetiva
de 60% por imersdo em 0leo, e as imagens obtidas foram processadas utilizando o software NIS

Elements.

3.19. Cultivo de Células de Linhagem de Mamiferos

As linhagens de macrofagos murinos J774A.1 (ATCC) e fibroblastos renais de Macaca
mulata LLC-MK2 (ATCC) foram cultivados a 37°C e 5% CO,. Células J774A.1 foram
cultivadas em meio DMEM com 10% SFB. Células LLC-MK2 foram cultivados em meio
DMEM com 10% SFB. As monocamadas de células, em ambos os casos, foram desassociadas
por acdo enzimatica por tratamento com tripsina-EDTA 0,05%, por 5 minutos a 37°C. Em
ambos o0s casos, as células foram centrifugadas a 1600 rpm por 6 minutos, ressuspendidas em
meio DMEM e a densidade celular determinada por contagem, por exclusdo com azul de tripan,

em camara de Neubauer antes do uso.

3.20. Determinac¢ao do Perfil Citotoxico em Células J774A.1

Células J774A.1 foram cultivadas em uma placa de 96 pogos (2,0 x 10* células/pogo) e
incubadas a 37°C e 5% COz por 18 h. O meio de cultura foi renovado e foram adicionados os
compostos, em variadas concentracdes em triplicatas, seguindo a incubagao a 37°C e 5% CO»
por 24 h. O meio de cultura foi entdo renovado e a quantificacdo da viabilidade celular se deu

pelo método MTT (KUMAR et al., 2018). De forma breve, uma solugdo de sal de MTT (1,25
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mg/mL, 20 puL/pogo) foi adicionada, seguindo-se incubagdo a 37°C e 5% CO; por 2 h. O meio
de cultura foi entdo removido, os cristais de formazana de MTT formados foram solubilizados

em DMSO e a absorbancia da solugdo medida, utilizando-se um leitor de placas a 570 nm.

3.21. Determinac¢ao do Perfil Hemolitico em Hemacias Humanas

Hemacias humanas foram centrifugadas a 1200 rpm a 4°C por 5 min., lavadas com 2 x
PBS (pH 7.,4), ressuspendidas em PBS, diluidas 1:25 e adicionadas a uma placa de cultivo
celular de 96 pogos (50 uL/pogo). Os compostos foram adicionados em triplicatas, em dilui¢ao
seriada em PBS. Triplicatas contendo Triton-X 0,1% ou PBS foram utilizadas como controles
positivo e negativo, respectivamente. Apos incubagao por 1h a 37°C, a placa foi centrifugada a
1200 rpm, a 4°C por 5 min, e o sobrenadante transferido para uma nova placa de 96 pogos (80
puL/poco). A liberagdo de hemoglobina foi quantificada por leitura da absorbancia, em leitor de

placas em 405 nm.

3.22. Determinacao da Atividade Antibacteriana em E. coli

E. coli (ATCC 25922) foi cultivada em 4gar TSA, por 18 h a 37°C. As colonias de
bactérias foram recuperadas e cultivadas em meio TSB (5 colonias por 50 mL) a 37°C, sob
agitacdo até a fase exponencial de crescimento (ODs9s = 0,500 — 0,600). Uma aliquota de 5 mL
da suspensdo bacteriana foi lavada por centrifugagao a 3000 rpm por 3 x 10 min. com meio
MHB. O pélete foi suspenso em meio MHB e a densidade dptica foi ajustada para 0,001. A
suspensao bacteriana (90 pL/pogo) foi entdo adicionada em uma placa transparente de cultivo
celular, de 96 pogos, contendo os compostos em triplicata, em dilui¢do seriada e triplicatas para
os controles (10 pL/po¢o), incubada por 6 h ou 20 h a 37°C, sob agitagdo. O peptideo melitina
em diluicdo seriada, e 4gua, foram utilizados como controles positivo e negativo,
respectivamente. O crescimento bacteriano foi quantificado por medida ODsos, em leitor de
placas, com capacidade para multiplas leituras por pogo. A concentracdao inibitdria minima
(CIM) foi determinada como a concentragdo mais baixa em que nao se observou crescimento

bacteriano (DIETSCHE et al., 2020).

3.23. Ensaio de Liberacao de f-Galactosidase em E. coli
E. coli (ATCC 25922) foi cultivada em 4gar TSA por 18 h a 37°C. Colonias de bactérias
foram recuperadas e cultivadas em meio MHB (5 coldnias por 50 mL), sob agitacdo, até a fase

exponencial de crescimento (ODsos = 0,450 — 0,500). A expressdo de f-galactosidase foi
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estimulada pela adicao de IPTG (1,0 mM, concentracao final) por 1 h a 37°C Uma aliquota de
10 mL da suspensdo bacteriana foi lavada por centrifugacdo a 3000 rpm por 3 % 10 min. com
meio MHB. O pélete foi ressuspendido em meio MHB e a densidade optica foi ajustada para
0,500. A suspensao bacteriana (90 uL/pogo) foi entdo adicionada em uma placa transparente de
cultivo celular de 96 pogos contendo os compostos em triplicadas em dilui¢do seriada de 1 x, 2
x e 4 x CIM e triplicatas para os controles, o peptideo melitina a 16 uM (positivo) e agua
(negativo), em 10 uL/poco. Apos incubagdao por 1 h a 37°C sob agitacdo, seguindo-se
centrifugacao a 4000 rpm por 10 min., o sobrenadante foi transferido para outra placa de 96
pocos (80 uL/pogo) e tratada com solugdo 10 mg/mL de CPRG (20 pL/poco). A absorbancia
foi monitorada a cada 5 minutos em leitor de placas a 570 nm durante intervalos de 1 h

(DIETSCHE et al., 2020).

3.24. Cultivo In Vitro de Tripomastigotas de 7. cruzi

Em uma monocamada com 1.0 x 107 de células LLC-MK2 em um frasco de cultivo
celular de 150 cm? (50 — 60% de confluéncia) foram adicionados 5.0 x 10 tripomastigotas de
T. cruzi transfectados com gene de E. coli para expressdo da enzima f-galactosidase (Tulahuen
C2C4 LacZ), em meio DMEM completo suplementado com 2,5% SFB. Apo6s incubagao por 24
h a 37°C e 5% CO; a monocamada de células foi lavada para remocdo de parasitos nao
internalizados e a incubagdo em seguida foi mantida nas mesmas condigdes, sendo o meio de
cultura renovado a cada 2 dias até o 7° dia. O sobrenadante foi recolhido diariamente do 7° ao
12° dia e enriquecido por centrifugacao diferencial (2800 rpm por 10 min., 5500 rpm por 20
min.) para maximizar a propor¢do de formas tripomastigotas de 7. cruzi. A densidade da
suspensao de parasitos foi determinada por contagem em camara de Neubauer de parasitos com

motilidade e utilizada em seguida nos experimentos.

3.25. Determinacio do Perfil Inibitorio do Crescimento em Amastigotas de 7. cruzi
Células LLC-MK2 foram adicionadas em uma placa de cultivo celular de 96 pocos (1.0
x 10* células/poco) em meio DMEM completo com 5% SFB e incubadas por 3 h a 37°C e 5%
CO, para adesdo. O meio foi renovado e tripomastigotas de 7. cruzi expressando [3-
galactosidase (Tulahuen C2C4 LacZ) foram adicionados (2.0 x 10° parasitos/pogo). Foi
mantida uma triplicata sem adig¢do de parasitos como controle positivo. Apds incubagao por 24

h a37°C e 5% CO,, a monocamada de células foi lavada com PBS para remocao dos parasitos
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ndo internalizados. Foi adicionado meio DMEM sem vermelho de fenol suplementado com 5%
SFB, seguido da adi¢do dos compostos e do farmaco benznidazol a 50 pM em triplicatas. Meio
de cultura sem tratamento foi utilizado como controle negativo. Apos incubagao por 120 h a
37°C e 5% CO2, uma solucdo contendo 0,5 M CPRG e 0,8% v/v IGEPAL® CA-630 (30
uL/poco) foi adicionada, seguindo-se incubagdo a 37°C por 2 h para reagdo enzimadtica. A

absorbancia em 570 nm foi medida em leitor de placas (BUCKNER et al., 1996).

3.26. Determinac¢ao do Perfil de Toxidez em Tripomastigotas de 7. cruzi

Tripomastigotas de 7. cruzi (Tulahuen C2C4 LacZ) foram cultivadas em placas de 96
pocos (1,0 x 10° parasitos/ pogo) em meio DMEM sem vermelho de fenol com 5% de SFB. Foi
realizado tratamento com os compostos em variadas concentragdes ¢ mantidos controles
negativos (meio sem tratamento) e positivos (10% v/v DMSO) em triplicatas, para um volume
final de 100 puL/pogo. Apdés um periodo de incubagdo de 24 h a 37°C e 5% CO, foram
adicionados 20 pL/poco de solucdo contendo sal de MTT (1,25 mg/mL) e metassulfato de
fenazina (PMS, 0,22 mg/mL). Apds incubacdo por 2 h a 37°C e 5% CO; os cristais de
formazana formados foram solubilizados pela adi¢do de 120 pL/pogo de mistura de 50%
isopropanol, 40% tampao acetato SOmM (pH 5,4) e 10% triton-X. Apds 1 h sob agitacdo, a
absorbancia da solugdao foi medida em leitor de placas a 570 nm (adaptado de SERENO e
LEMESRE ALVES, 1997; ALVES PASSOS et al., 2017).

3.27. Determinacio do Perfil Inibitorio da Infectividade em Tripomastigotas de 7.
cruzi

Células LLC-MK2 foram adicionadas em uma placa de cultivo celular de 96 pocos (1.0
x 10* células/pogo) em meio DMEM completo com 5% SFB e incubadas por 3 h a 37°C e 5%
CO; para adesdo. Tripomastigotas de 7. cruzi expressando [-galactosidase (Tulahuen C2C4
LacZ) foram adicionados em uma segunda placa de cultivo de 96 pogos (2.5 x 10°
parasitos/poco) e tratados em triplicatas com os compostos e o farmaco benznidazol em diluicao
seriada. Foi mantida uma triplicata sem adi¢ao de parasitos como controle positivo. Os parasitos
foram incubados por 30 min. a 37°C e 5% CO». O meio de cultura da monocamada de células
foi removido e os parasitos pré-tratados foram adicionados junto com o sobrenadante. Apds
incubagdo por 24 h a 37°C e 5% CO», a monocamada de células foi lavada com PBS para
remo¢ao dos parasitos ndo internalizados e foi adicionado meio DMEM sem vermelho de fenol

suplementado com 5% SFB. Apos incubagdo por 120 h a 37°C e 5% CO2, uma solugdo
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contendo 0,5 M CPRG e 0,8% v/v IGEPAL® CA-630 (30 uL/poco) foi adicionada, seguindo-
se incubagdo a 37°C por 2 h para reagdo enzimatica. A absorbancia em 570 nm foi medida em

leitor de placas (BUCKNER et al., 1996).

3.28. Determinac¢ao do Perfil Citotoxico em Células LLC-MK2

A citotoxidade sobre células LLC-MK2 foi avaliada de forma andloga a montagem
experimental dos experimentos descritos nas Se¢des 3.25 (pag. 66) e 3.26 (pag. 67), incluindo-
se tempos de incubacao e regimes de tratamento e excetuando-se a adi¢ao de tripomastigotas
de T. cruzi. Triplicatas contendo meio DMEM com 5% SFB e meio DMEM com 10% DMSO
foram utilizadas como controles negativo e positivo respectivamente. Apos periodo de
incubagdo de 120 h a 37°C e 5% COz, o meio de cultura foi renovado ¢ a viabilidade celular foi
verificada pelo método MTT (KUMAR et al., 2018). De forma breve, uma solugdo de sal de
MTT (1,25 mg/mL, 20 uL/pogo) foi adicionada seguindo-se incubagdo a 37°C e 5% CO- por 2
h. O meio de cultura foi entdo removido, os cristais de formazana de MTT formados foram
solubilizados em DMSO e a absorbancia da solucao foi medida utilizando-se um leitor de placas

a 570 nm.

3.29. Ensaios de Quantificacao de Fluorescéncia por Citometria de Fluxo

Células J774A.1 semeadas em tubos de fundo redondo padrdo (BD Biosciences) e
incubadas por 18 h a 37°C e 5% CO2 em meio DMEM com 10% SFB. Apos centrifugagdo a
1200 rpm por 6 min., o meio de cultura foi renovado e os compostos marcados com sondas de
fluoresceina foram adicionados em concentragdes variadas em triplicatas. Meio de cultura sem
tratamento foi utilizado como controle negativo. Apos incubacdo por 1 h a 37°C e 5% CO2 o
meio de cultura foi removido apds centrifugagado e as células ressuspendidas em PBS (pH 7,4)
ou em solugdo de azul de tripan (1 g/L) em PBS. A fluorescéncia das células foi medida em
citometro de fluxo monitorada no canal FL1. Os dados foram tratados utilizando o software

BD, do proprio equipamento (DIETSCHE et al., 2020).

3.30. Visualiza¢do de em Células Vivas por Microscopia de Fluorescéncia Confocal
Células J774A.1 foram cultivadas em uma placa de 4 cdmaras Lab-Tek e incubadas por
18 ha 37°C e 5% CO2 em meio DMEM com 10% SFB. O meio foi renovado € os compostos
marcados com sondas de fluoresceina foram adicionados em concentragdes variadas. Apds

incubacado por 1 ha 37°C e 5% CO2, o meio foi renovado, seguindo-se tratamento com Hoechst
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33342 (1000 nM) em combinagdo com MitoTracker™ (100 nM) ou LysoTracker™ (300 nM)
por 30 min. a 37°C e 5% CO.. O meio foi renovado, realizando-se em seguida os experimentos
de imagem por microscopia confocal, utilizando-se os lasers de 488, 350 e 561 nm,

respectivamente, para a excitacdo da fluoresceina, Hoechst 33342 e MitoTracker/LysoTracker

(DIETSCHE et al., 2020).

3.31. Analise Estatistica

O percentual de viabilidade de células ou parasitos foi calculado com base na formula:

— (A—P)
% viabilidade = (IV——P) X 100

Onde: 4 = absorbancia da situagdo especifica, P = controle positivo, N = controle negativo.

O calculo da concentracdo efetiva em 50% (CEso) foi realizado por regressdo
logaritmica e a andlise de significancia estatistica (p < 0,05), usando os ANOVA e teste de
Dunnett foram realizados com auxilio do programa GraphPad Prism 7.0. Os resultados sao

expressos como a média e desvio padrao referente a experimentos independentes.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Sintese dos Aminoacidos Protegidos Fmoc-PL-OH e Fmoc-Pr(Boc)-OH

O grupo da professora Jean Chmielewski, da Universidade de Purdue (IN-USA),
trabalha ativamente na sintese e investigagdo da atividade bioldgica de hélices poliprolina
anfifilicas, publicando sobre o assunto desde 2005 (FILLON et al., 2005). Sua sintese, via
SPFS, no entanto, ¢ custosa, uma vez que demanda a utilizagao de aminoacidos ortogonalmente
protegidos, baseados na estrutura da hidroxiprolina, Fmoc-PL-OH (3) ¢ Fmoc-Pr(Boc)-OH
(6) (Figura 38), que ndo estdo disponiveis comercialmente. A preparacdo de ambos os
aminodacidos esta descrita a partir da (L)-4-hidroxiprolina protegida com grupo carboxibenzil
na por¢ao amino (Cbz-Hyp-OH, 1). No entanto, especificamente em relacdo a preparacao de
Fmoc-Pr(Boc)2-OH, as multiplas etapas e o baixo rendimento sintético sdo um inconveniente
e uma limitacdo importantes. Dessa forma, a estratégia sintética originalmente proposta para a
prepara¢do de Fmoc-PL-OH foi mantida. Para a obten¢cdo de Fmoc-Pr(Boc)2-OH uma nova
rota de sintese foi desenvolvida neste trabalho. O objetivo desta nova proposta sintética foi a
reducdo da quantidade de etapas reacionais, impactando o rendimento, o tempo e a demanda
por processos de purificagcdo, levando, consequentemente, a otimizacdo da obtengdo deste

importante precursor.

o fI:moc Cbz o Ii'moc
N

o)
2 etapas ;11 5 etapas N
HO' - HO HO' N—Boc
57% rendimento

/ 19% rendimento 0//’\,’;"4
H

Y

(6] N—Boc

global OH global

Fmoc-P -OH Cbz-Hyp-OH Fmoc-Pr(Boc),-OH
3 1 6

Figura 38. Estrutura dos aminoacidos Fmoc-Pi-OH e Fmoc-Pr(Boc)-OH, obtidos
sinteticamente a partir da Cbz-Hyp-OH. Em detalhe, as quantidades de etapas reacionais e
rendimentos encontrados por FILLON et al. (2005).

Em relagao a Fmoc-PL-OH, o protocolo sintético foi aplicado conforme previamente
descrito, com a caracterizacao e rendimentos reacionais condizentes com os dados da literatura
(FILLON et al., 2005). A sintese de Fmoc-PL-OH, mostrada na Figura 39, inicia em a com a
O-alquenilacdo na hidroxila alcoolica da Cbz-Hyp-OH, através da formagao do alcoxido
correspondente por reacdo com NaH, em presenca de peneira molecular (PM) com 3 A de
tamanho de poros, em THF anidro. Ap6s a formacdo do alcdxido, segue-se a reagdo de

substituicdo nucleofilica de segunda ordem (Sn2), utilizando 3-bromo-2-metil-propeno como
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eletréfilo. Dois pontos cruciais desta reacdo sdo a manuten¢do do meio reacional anidro durante
todo o processo, além da manutencao da baixa temperatura (-40°C, mantida com banho de gelo
seco em ACN) durante a formacao do alcoxido e a adigcdo do eletréfilo. Apos purificagao por
CCA, o intermediario 2 reage nas condi¢des mostradas em b, passando por um processo de
reducdo do grupo alquenil ao grupo alquil correspondente, o que acontece concomitantemente
a remocao do grupo protetor Cbz, via hidrogenagao catalisada por Pd/C. Em seguida, o grupo
amino ¢ protegido com o grupo Fmoc, adequado a SPFS, pela reagdo com o éster
hidroxisuccinimida de Fmoc (FmocOSu), em meio basico. A sintese foi realizada em escala de
2,0 g de Cbz-Hyp-OH e, apos a purificagdo, o produto Fmoc-PL-OH foi obtido com 2,0 g em

massa e rendimento global de 65%.

OH "’o//v/ ”’o«>/

Cbz-Hyp-OH Intermediario Fmoc-P -OH
1 2 3

Figura 39. Sintese do amino4cido Fmoc-PL-OH a partir de 2,0 g de Cbz-Hyp-OH. a. i) NaH
(3,5 eqv), PM 3 A, THF, -40°C; ii) 3-bromo-2-metil-propeno (4,0 eqv), -40°C, depois T.A., 18
h (88%). b. 1) H2, Pd/C, MeOH, T.A., 6 h ii) FmocOSu (1,1 eqv), NaHCO; (3,0 eqv),
acetona/agua 1 : 1, T.A., 18 h (74%). Rendimento global: 2,0 g (65%).

A sintese de Fmoc-Pr(Boc)2-OH, descrita por FILLON et al. (2005), envolve 5 etapas
reacionais e apresenta rendimento global de 19%, conforme mostrado na Figura 40. I). Durante
o periodo de realizacao deste trabalho, havia um protocolo de otimizagdo sintética para Fmoc-
Pr(Boc):-OH, sendo desenvolvido no grupo da Profa. Jean Chmielewski pela entdo aluna de
doutorado, hoje Dra. Samantha Zeiders. Os resultados deste protocolo de sintese, em 3 etapas

e com 50% de rendimento global, foram recentemente publicados (DIETSCHE et al., 2020) e

0 esquema reacional ¢ apresentado na Figura 40. IT).
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Figura 40. Sintese do aminoacido Fmoc-Pr(Boc)-OH descrita por FILLON et al. (2005) (I) e
por DIETSCHE et al. (2020) (II). I) a. 1) NaH ii) acrilonitrila (70%); b. BnBr, K2COs3 (85%);
¢. CoClz, Boc2O, NaBH4 (70%); d. 1) Hz, Pd/C; i1) Fmoc-OSu (60%); e. i) TFA; ii) TEA, N,N'-
bis(tert-butoxicarbonil)-N"-triflilguanidina (75%). Rendimento global: 19%. II) f. i) NaH; ii)
acrilonitrila (80%); g. 1) H2, Pd/C ii) Fmoc-OSu (quant.); h. i) Hz, PtO2, AcOH, MeOH; ii) N,N'-
bis-Boc-1-guanilpirazole, TEA (62%). Rendimento global: 50%.

No momento em que a sintese de Fmoc-Pr(Boc)2-OH, necessario para a execucao deste
trabalho, estava sendo realizada, o protocolo publicado por DIETSCHE et al. (2020) estava
sendo refinado. Deste modo, foi desenvolvido uma rota sintética alternativa, apresentada na
Figura 41. Inicialmente foi realizada uma reagdo de O-alquilagdo via mecanismo Sx2, de modo
similar ao descrito na primeira etapa sintética da sintese Fmoc-PrL-OH. Um cuidado extra
tomado para esta sintese foi o resfriamento prévio da solugdo contendo o eletréfilo (brometo de
3-(Boc-amino)-propila) a -40°C, e a manuten¢ao da temperatura baixa por 5 h adicionais apds
sua adicdo. Este cuidado experimental visou reduzir o consumo de eletrofilo, via reagcdo de
eliminagao de segunda ordem (E2), potencialmente promovida pelo ion alcoxido da Cbz-Hyp-
OH. Apos purificacdo, o grupo protetor do intermedidrio sintético 4 foi substituido, obtendo-
se 5. Neste momento foi feito um protocolo de purificagdo por CCA em silica gel, utilizando
fase movel contendo DCM/EtOAc/AcOH, em gradiente de elui¢do na propor¢dao de 99 : 0 : 1
até 74 : 25 : 1, com incrementos de 5% de EtOAc a cada 500 mL de eluente. O objetivo da
purificagdo, mais criteriosa nesta etapa, foi minimizar a ocorréncia de impurezas apds a etapa
subsequente, ultima etapa da rota sintética. O grupo Boc foi removido em presenca de
TFA/DCM 1 : 1, sendo o grupo amino da por¢dao aminopropil convertido em um grupo

guanidinil N,N’-bis-Boc, protegido por reacao N,N'-bis-Boc-1-guanilpirazol. Apos esta etapa
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foi possivel a purificagdo, via CCA em silica gel, utilizando DCM/MeOH 93:7, sem a
necessidade de adicao de acido acético como modulador 4cido, normalmente utilizado para
melhorar a resolugao cromatografica no processo de purificagdo. A purificacdo sem a utilizagao
de modulador ¢ especialmente interessante, pois residuos de AcOH sdo um problema para
SPFS, uma vez que em presenca dos reagentes de acoplamento estes residuos causam a
acetilacdo da cadeia peptidica, interrompendo o seu crescimento e reduzindo os rendimentos da

sintese.

r
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Cbz-Hyp-OH Intermediario Intermediario Fmoc-Pg(Boc),-OH
1 4 5 6

Figura 41. Sintese do aminoacido Fmoc-Pr(Boc);-OH proposta neste trabalho (a partir de 2,0
g de Cbz-Hyp-OH): a. i) NaH (3,5 eqv), PM 3 A, THF, -40°C; ii) brometo de 3-(Boc-amino)-
propila (4,0 eqv), -40°C, 5 h, depois T.A., 18 h (92%); b. 1) Hz2, Pd/C, MeOH, T.A., 6 h ii)
FmocOSu (1,1 eqv), NaHCO3 (3,0 eqv), acetona/agua 1 : 1, T.A., 18 h (72%); ¢. i) TFA/DCM
1:1, T.A. 2 h; i1) N,N'-bis-Boc-1-guanilpirazol, TEA, DCM, -0°C, depois T.A. 18 h (90%).
Rendimento global: 2,9 g (60%).
4.2. Sintese do Conjugado Linezolida-Espacador
A sintese do conjugado linezolida-espacador, via conexao imida, se deu em duas etapas
reacionais, a partir da adaptacdo de protocolo previamente descrito para a N-acilagdo de amidas
secundarias (SHANG et al., 2015). Por se tratar de um substrato complexo, a estrutura da
linezolida (7) foi caracterizada por RMN 'H e '*C, respectivamente a 400 MHz e 100 Mhz em
CDCl; (Anexo 7.1.6, pag. 140). Uma proposta de atribuicao dos sinais observados ¢ apresentada

na Tabela 6.

Tabela 6. Proposta de atribui¢io de sinais de RMN 'H (400 MHz) e 1*C (100 MHz), observados
para a linezolida (7), em CDCls. Os deslocamentos quimicos (8) sdo expressos em ppm.

Posicio On dc Posicao on dc

O/\\ o 1 2.02 23.11 9 7.06 113.91
\\/N 9 O 2 - 171.14 10 6.92 118.85
16~ W/@S\N)#O o, 3 6.35 ; 11 ~136.60
F127713 4 3.64 41.94 156.69/
Linezolida 6\_5&33/ 5 4.78 71.94 12 ) 154.25
7 H 6 4.02/3.77 47.64 13 7.43 107.66

- 7 - 154.38 14 3.05 51.01

8 - 132.96 15 3.87 66.94
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A primeira etapa reacional envolveu a conversdo da do grupo amida da linezolida em
um grupo tioamida, promovida pelo reagente de Lawesson, em refluxo em THF, conforme

mostrado na Figura 42.
0o / N\ o}
>\\ (o) Reagente de Lawesson >\\ S
/ N\ o] / N\ 0
o N N VKF/ (0,6 eqv) . Q9 N N \)\ﬁ/
— Ny THF, refluxo, 18 h — Ny
F F

Linezolida T-Lnz
7 8

Figura 42. Conversdo da linezolida na tioamida correspondente, utilizando reagente de
Lawesson.

A proposta mecanistica para tionilagao, via reagente de Lawesson, ¢ apresentada na
Figura 43. O reagente de Lawesson (i) ¢ uma estrutura dimérica, cuja dissociagdo da origem a
duas unidades ditiofosfato (if) que, por sua vez, ¢ um hibrido de ressonancia com o ilideo
ditiofosfina (#ii), capaz de formar ligacdes fortes com oxigénio. A partir do ataque de um
substrato carbonilado (iv) a (iii) ocorre a formacdo do intermedidrio tiaoxofosfetano (v) que,
via decomposi¢ao andloga a uma reagdo de Wittig, da origem ao produto tionilado (vi) e ao

subproduto tiofosfato (vii) (JESBERGER et al., 2003).

S, S & S
\ R
MeO \P<\,{‘\P~®—0Me |2 \\P4@70Me - 2 \P@OMe
'\ % %
S\ S S
(i) (ii) (iii)
P OMe R OMe + P OMe
R R, & RN R DR, &7
(iv) (iii) (v) (vi) (vii)

Figura 43. Proposta mecanistica para tionilacdo, utilizando reagente de Lawesson
(JESBERGER et al., 2003).

Na estrutura da linezolida estdo presentes 2 porgdes potencialmente conversiveis por
reacdo com reagente de Lawesson: uma carbonila ligada a N, de um grupo amida, e outra
carbonila ligada a N e O, de um grupo carbamato. H4, no entanto, indicag¢des na literatura de
que o reagente de Lawesson reage seletivamente com amida em presenga de carbamato (JOSSE
et al., 1999; OZTURK et al., 2007). Esta seletividade foi verificada também para a reacdo de
formagio da tioamida da linezolida, conforme interpretacdo dos dados espectrais de RMN 'H

(400 MHz) e *C (100 MHz), em CDCl; (Figura 44). Duas alteracdes principais foram
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observadas entre os espectros de RMN 'H de reagente e produto: a mudanca do sinal
correspondente ao grupo metila da acetamida da linezolida de 6 2,02 ppm para 6 2,60 ppm,
correspondente a metila da tioacetamida de TLnz (8); e o sinal do grupo NH da amida em 6
6,35 ppm no espectro da linezolida, contra ¢ 8,57 ppm, referente ao NH da tioamida em TLnz
(8). As variacdes observadas entre os espectros da amida e da tioamida correspondente estdo
de acordo com os dados disponiveis na literatura (AVALOS et al, 1992). Os sinais dos grupos
proéximos ao grupo carbamato, por sua vez, sofreram alteragcdes nao superiores a 0,25 ppm,
comparando-se os dados espectrais de reagentes e produtos, indicando que esta porcao da
molécula ndo foi alterada pelo reagente de Lawesson. Esta observacdo foi corroborada por
RMN 3C, onde os sinais correspondentes as carbonilas de carbamato de reagente e produto
foram observadas em regides proximas, em 6 154,38 ppm e 6 154,61 ppm, respectivamente. Ja
o sinal correspondente a carbonila da amida da linezolida, em & 171,14 ppm, divergiu

significativamente do sinal correspondente a tionila da tioamida de TLnz, (8) em d 203,80 ppm.

TLnz

Figura 44. Espectros de I) RMN 'H (400 MHz) e II) 13C (100 MHz) em CDCl; de TLnz (8),
confirmando a tionilagdo seletiva na por¢ao amida da linezolida.
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A etapa subsequente envolveu a conversdo de tioamida em imida, via reacdo de
dessulfuracdo/acilagdo, em presenga de carbonato de prata. O mecanismo proposto para esta
reacdo ¢ apresentado na Figura 45. O enxofre da tioamida (i) se coordena com o um cation
prata do sal carbonato (if). Ao se coordenar com um segundo cation prata (iii), o enxofre ¢
eliminado, na forma de sulfeto de prata, levando a formacao do ion alquilnitrilio (iv). O acido
carboxilico (v), que se encontra desprotonado (vi), ataca o ion alquilnitrilio (iv) para formar o
intermediario O-acilisoimida (vii), que sofre entdo um rearranjo de Mumm, para dar origem a
imida (viii) correspondente (BRADY etal., 1980; AVALOS etal., 1994; AVALOS etal., 1997,
SHANG et al., 2015).

NH Ag' _Ag" a
2 I
R2
(i) (ii) (iii)
0 CO42 0 [
)’I\ —_— )’I\ -
Ry~ “OH Ry YO - Ag,S
(v) (vi)
A
0
Rearranjo . )J\
Q Q de Mumm ‘o Rs +
R)]\N)J\R -€ R)\\N’/R2 _— R——=—=N—R,
1 | 3 1 u
R2
(viii) (vii) (iv)

Figura 45. Proposta mecanistica para a formacdo de imidas, a partir de tioamidas, por
dessulfuracdo/acilacdo, em presenga de carbonato de prata.

O intermediario sintético tioamida TLnz (8) foi, desta forma, convertido em imida via
acilagdao com acido 4,4’-ditiodibutirico (DTBA, 9), concomitante a dessulfuracao, em presenca
de carbonato de prata para gerar o conjugado linezolida-espagador Lnz-DTBA (10). Por se
tratar de um didcido, foi utilizado excesso de 6,0 eqv. de DTBA para evitar a formacdo de
dimero. O esquema reacional ¢ mostrado na Figura 46. Foram recuperados, apds a purificacao,
além do produto de interesse (67%), o dimero (Lnz)2DTBA (37) (3%) e o farmaco linezolida

(7) (18%). A formagao de linezolida também era esperada nesta reacdo, uma vez que este seria
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o produto obtido do ataque de ions carbonato ou bicarbonato, presentes no meio reacional, ao

ion alquilnitrilio, mostrado no mecanismo anteriormente discutido.

Q Ag,CO3 THF
+ HOM S<s oAt >
/\/\Ll/ TA. 18 h

TLnz (8 DTBA (9)

O-Phx ., 09l

LNZ-DTBA (10) Linezolida (7)
67% 18%

IR
“QWMMM@@

(LNZ),DTBA (37
3%

Figura 46. Esquema reacional para a sintese de Lnz-DTBA por dessulfuragdo/acilagdo mediada

por carbonato de prata. Foram obtidos também os subprodutos linezolida e (Lnz)DTBA.

Os espectros de RMN 'H e '3C (Figuras 47 e 48) confirmaram a sintese e obtengio do

produto desejado. Destaque, no espectro de RMN 'H, para a auséncia do sinal correspondente

a NH de amida (6 ~ 6,3 ppm), além da ocorréncia de sinais na regido de alifaticos (6 =2,0 — 3,0

ppm), condizentes com os metilenos da cadeia do espagador. J4 no espectro de RMN !*C

destacam-se os sinais correspondentes as carbonilas da imida (6 = 175,55 ppm e 173,55 ppm),

acido carboxilico (6 = 175,55 ppm), e carbamato (6 = 153,83 ppm).
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Figura 47. Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCls) para Lnz-DTBA (10).
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Figura 48. Espectro de RMN 3C (100 MHz, CDCls) para Lnz-DTBA (10).

4.3. Construcio de Cadeias Peptidicas por SPFS

A aplicacao da SPFS neste trabalho permitiu a construgdao de cadeias peptidicas, bem
como sua conjugacdo a micromoléculas, quer seja grupos farmacoforicos ou sondas
fluorescentes. Os aminoacidos ortogonalmente protegidos com grupo Fmoc, 1abil em meio
basico de piperidina, na por¢do a-amino ¢ com grupos Boc, Pbf ou Mtt, labeis em meio 4cido,
presentes nas funcionalidades das cadeias laterais, se mostram adequados ao protocolo,
conforme descrito na literatura. A utiliza¢do de reagentes de acoplamento (HATU e DIPEA)

ou de ésteres reativos (O-succinimidil), permitiu a formacao de ligagdes amida em reduzidos
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tempos de reacdo, e sem a formacgao apreciavel de subprodutos. E a estratégia de construcao da
cadeia peptidica covalentemente ligada a resina polimérica possibilitou a remocao, a cada etapa,
de reagentes em excesso € subprodutos em solugdo, via procedimentos de lavagem. A Figura
49 mostra um esquema geral resumido da SPFS aplicada a este trabalho, incluindo os protocolos

experimentais descritos da Sec¢ao 3.6 a 3.13 (pag. 56 — 58).

O.
Resina ChemMatrix® Resina /\NJ;O O NH, * Aminoacidos ortogonalmente protegidos:
funcionalizada com grupo . O " aN-Fmoc e Boc/Pbf/Trt nas cadeias laterais
* Reagentes de acoplamento: HATU, DIPEA

Rink amida (0,45 mmol/g)

Resina
Fmoc
funmonahzada

1) Aminoécido (4.0 eq), Cadeia peptidica 1) 25% Piperidina em DMF
HATU (4.0 eq), em constru¢ao 25-30 min.
DIPEA (8.0 eq), 2h 2) Lavar: 3 x DMF, 3 x DCM
2) Lavar: 3 x DMF, 3 x DCM . 9 4 3 x MeOH, 3 x DCM*, 3 x DMF
3 x MeOH, 3 x DCM*, 3 x DMF - Ny
uncionalizada
* Realizagao de teste de Kaiser

* Realizagdo de teste de Kaiser ou cloranil

ou cloran11~ . Funcionalizagdo do
* Desprotecdo Mtt seguida de N-terminal

modificacdo da cadeia lateral Desligamento/desprotegdo

de residuo de Lys Meio acido: oy
% TFA ou HFIP/HCl ~ Hng Y™
Resina R o
funcionali ada
= RPGY O+ Sequestradores n .
de carbocations Purificagdo...

Figura 49. Esquema para a SPFS aplicada a este trabalho.

Cabe salientar que a ocorréncia de multiplos residuos de Arg(Pbf) na estrutura do
peptideo pode levar a desprotegdo incompleta das cadeias laterais durante a reacdo de
desligamento/desprotecao. Isso se deve a maior estabilidade relativa do grupo Pbf (pag. 36) em
comparac¢do aos demais grupos protetores labeis em meio 4cido utilizados em SPFS (CARPINO
et al., 1993). Para minimizar este problema foram utilizados tempos de reagdo estendidos para
peptideos contendo multiplos residuos de Arg(Pbf). De modo geral, para até 2 residuos de
Arg(Pbf) presentes na sequéncia, os tempos de reacao foram de 2 h (TFA), ou 3h (HFIP/HCI).
Estes tempos reacionais sdo os mesmos aplicados a sequéncias peptidicas em geral. A cada 2
residuos de Arg(Pbf) adicionais foi adicionada mais 1 h de reagdo.

O produto P2-4 (21) apresentou problemas de solubilidade apds a etapa de precipitagdo
e foi recuperado, apos a purificacdo por CLAE, em quantidades suficientes somente para a

caracterizagdo quimica, mas nao para a realizagdo de ensaios biologicos in vitro.
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4.4. Sintese de Conjugados Peptideo-Farmaco Utilizando SPFS

A sintese do farmaco linezolida, conjugado ao espagador ditiodibutiril com acido
carboxilico livre (Lnz-DTBA, 10), possibilitou que a sintese de conjugados peptideo-farmaco
pudesse ocorrer via metodologia SPFS, utilizando suporte s6lido polimérico e construgdo da
ligacdo amida entre o grupo carboxila de Lnz-DTBA e a por¢ao N-terminal desprotegida do
peptideo ligado a resina, com as cadeias laterais protegidas. A primeira reacao deste tipo foi
realizada utilizando a sequéncia de aminoacidos do peptideo Pi1-2, para formar o conjugado

Lnz-P:1-2 (29), mostrado na Figura 50 ligado a resina e com as cadeias laterais protegidas.

Lnz-DTBA (m) H N)§N H N)§N
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Oall [eN]]
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HN N HoN 4
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' !
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[e] [e]
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Figura 50. Esquema para a sintese do conjugado peptideo-farmaco Lnz-Pi-2, via SPFS.

Apo6s a reagdo de acoplamento, foi realizado um teste de desligamento/desprotecao
utilizando uma pequena quantidade de resina (4—5 unidades) com TFA/TIPS/H20 95 :2,5: 2,5
por 30 min, seguida de espectrometria de massas por MALDI-ToF, para confirmar a eficiéncia
da sintese. Além do sinal caracteristico do produto, apds a desprote¢do (m/zobs 1691 [M+H]",
m/Zeale. 1691), foram observados também 2 sinais caracteristicos: m/z 1649 [M-42]", relativo a

desacetilagdo do grupo imida, e m/z 1372 [M-339]", relativo a perda do farmaco linezolida, via
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reagdo de hidrolise do grupo imida. Desta forma foi utilizado protocolo de
desligamento/desprotegao utilizando HFIP/HClconc)/ TIPS 94 : 1 : 5, descrito por PALLADINO
e STETSENKO (2012). As condigdes proticas mais brandas deste meio reacional foram
adequadas para minimizar a formacao de subprodutos de hidrolise do grupo imida. Ao mesmo
tempo foram suficientemente acidas para promover a remog¢ao até mesmo dos grupos protetores
Pbf, ap6s 4 h de reacdo, os quais relativamente mais e resistentes a remo¢ao em meio acido.
Utilizando este protocolo, além de Lnz-P1-2 (29), outros dois conjugados peptideo-farmaco
foram obtidos: Lnz-P14LRR (33), via modificagdo do N-terminal da hélice poliprolina
P14LRR, ¢ Lnz-FI-P14LRR (34), uma versao analoga, contendo um residuo de Lys, marcado

com a sonda fluorescente 5(6)-carboxifluoresceina (Figura S1).

_ _ Rad
Lnz-P4-2 M _NH Lnz-P14LRR
20 e 33 3|7

.

Lnz-FIP14LRR b § Bt

34

/

Figura 51. Estrutura dos conjugados entre peptideos e o farmaco linezolida sintetizados neste
trabalho.

4.5. Sintese de Hibridos Peptideo-Benznidazol com Controle da Estereoquimica

A partir do sucesso da conjugacdo do farmaco linezolida com o espacador DTBA, via
acilagdo do grupamento amida, nosso planejamento original incluia também a sintese de uma
versdao analoga, utilizando o farmaco anti-7. cruzi benznidazol, que também possui em sua
estrutura uma amida secundaria. Para viabilizar a conjugacdo deste eventual intermedidrio

farmaco-espacador com peptideos foram pensadas duas estratégias: através de um grupo
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carboxila na extremidade de uma cadeia ditiodibutiril (Bzd-DTBA, 38), ou por meio de uma
reacdo de troca tiol/dissulfeto entre um peptideo, contendo grupo tiol desprotegido, e o farmaco
funcionalizado com grupo 4-(2-piridinildissulfanil)butiril (Bzd-PSBA, 39). No entanto, todas
as tentativas de sintese executadas no sentido de se obter qualquer uma das opgdes de farmaco
funcionalizado, adequado a conjugacdo com os peptideos planejados, falharam. As
metodologias detalhadas, referentes as tentativas de sintese, bem como os resultados em cada
caso, ndo foram apresentados na Se¢ao 3 deste trabalho. A Figura 52, no entanto, traz as
estruturas almejadas de Bzd-DTBA (38) ¢ Bzd-PSBA (39), bem como um panorama resumido

das tentativas de sintese, sem sucesso, objetivando a obtenc¢ao dos produtos.
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Figura 52. Resumo das tentativas de sintese de Bzd-DTBA (38) ¢ Bzd-PSBA (39). As setas
tracejadas representam reagoes que falharam. Comentarios sobre as observacdes feitas, quanto
aos resultados das tentativas mal sucedidas, aparecem em caixas proximas a cada situacao.
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Desta forma, nds decidimos construir conjugados peptideo-farmaco com o
benznidazol, diretamente ligado a sequéncia peptidica, via ligacdo amida. Para tanto, foram
acoplados ao peptideo ligado a resina, via protocolo padrao de SPFS, o aminoacido protegido
Fmoc-fenilglicina (Fmoc-Phg), seguindo-se da desprote¢do Fmoc do grupo N-terminal e
subsequente acoplamento do acido (2-nitroimidazolil)-acético (13), conforme mostrado na

Figura 53.

1) Fmoc-Phg-OH (4.0) eq

HN HATU (4.0 eq), DIEA (8.0 eq) QB
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Figura 53. Esquema para a sintese de conjugados peptideo-farmaco com o benznidazol, via
metodologia SPFS.

Foram utilizados tanto a Fmoc-L-Phg quanto a Fmoc-D-Phg com o intuito de se avaliar
a influéncia da estereoquimica do carbono benzilico na etapa de avaliagdo biologica. Para a
primeira tentativa de sintese foi utilizada a sequéncia peptidica de P1-2 para se obter o
conjugado peptideo-farmaco Bzd-Pi-2. No entanto, apos desligamento/desprotecdo com
TFA/TIPS/H20 95 : 2,5 :2,5, tanto a sintese com a Fmoc-L-Phg quanto a Fmoc-D-Phg levaram
a produtos com o perfil cromatografico indicado na Figura 54, que indica a formag¢ao de dois
produtos principais em mistura. Recolhendo-se as fragdes referentes a ambos os picos principais
do cromatograma, fr = 18,5 min e r = 19,3 min, e analisando-as por MALDI-ToF, pudemos
observar o m/z 1438, referente ao ion molecular protonado [M+H] (calculado: 1437,9). Esta
observagao, juntamente com o fato de a propor¢ao entre os produtos em ambos os casos ser de
cerca de 1 : 1, nos levou a conclusdo de que estava ocorrendo a racemizacao do aminoacido
Phg durante o procedimento de acoplamento com HATU e DIPEA, comportamento que havia

sido previamente descrito (LIANG et al., 2017).
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Figura 54. Estrutura do conjugado Bzd-Pi-2 ¢ o cromatograma de CLAE-FR analitico,
representativo dos materiais brutos, apds a sintese sob condi¢des padrdo de SPFS, utilizando
tanto a L-Phg quanto a D-Phg.

Para realizar a sintese com controle da estereoquimica durante o acoplamento de
aminoacidos Fmoc-Phg, nos utilizamos as modificagdes no protocolo SPFS reportadas por
LIANG et al (2017). Na etapa de acoplamento do aminoacido foi utilizado o reagente de
acoplamento COMU (hexafluorofosfato de (1-Ciano-2-etoxi-2-oxoetilidenaminoxi)-
dimetilamino-morpholino-carbénio) e como base TMP (2,4,6-trimetilpiridina), em DFM por 1
h. Para a desprotecao Fmoc foi utilizada mistura 1 : 9 de piperidina em DMF por 10 e 5 minutos.
O esquema representativo de sintese, utilizando a L-Phg como exemplo, ¢ mostrado na Figura
55. A utilizagdo desta metodologia permitiu a sintese com controle da estereoquimica do
produto Bzd(S)-Pi1-2 (30), cujo cromatograma de CLAE-FR analitico do material bruto apos
desligamento/desprotecao ¢ mostrado na Figura 56, com detalhe do cromatograma obtido nas

mesmas condi¢des para Bzd(R)-P1-2 (31).

1) Fmoc-L-Phg-OH (3,0) eq
COMU (3,0 eq), TMP (4,0 eq)

HeN , DMF, T.A., 1 h H
Peptideo S r N
2) Piperidina/DMF 1:9, HoN™* Peptideo -
10 min + 5 min o) P
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/§\ Q
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OoN 13 N N\)k H -
N Peptideo a ————————— >
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Figura 55. Esquema para a sintese de conjugados peptideo-fArmaco com o benznidazol, via
metodologia SPFS, com controle da estereoquimica do produto.
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Figura 56. Estruturas dos conjugados Bzd(S)-P1-2 ¢ Bzd(R)-P1-2 ¢ o cromatograma de CLAE-
FR analitico, representativo dos materiais brutos apos a sintese de Bzd(S)-P1-2, com detalhe do
cromatograma obtido para Bzd(R)-P1-2, sob as mesmas condicdes.

Utilizando a metodologia citada, foi possivel realizar a sintese dos conjugados peptideo-
farmaco Bzd(S)-P1-2 (30), Bzd(R)-P1-2 (31), Bzd(S)-P14LRR (35) ¢ Bzd(R)-P14LRR (36),

cujas estruturas sao mostradas na Figura 57, a seguir. Os produtos foram caracterizados por

EM-MALDI-ToF.
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Figura 57. Estruturas dos conjugados peptideo-farmaco com o benznidazol, sintetizados neste

trabalho.
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4.6. Purificacdo, Caracterizacio e Preparo de Solucdes-Estoque de Peptideos e
Conjugados Peptideo-Farmaco

Subsequentemente ao desligamento da resina, € em concomitancia com as desprotecdes
das cadeias laterais, o peptideo foi precipitado em éter etilico gelado, e purificado por CLAE-
FR, em escala semipreparativa. Foi utilizada uma coluna C18 (5 um, 250 x 21,2 mm) e fase
moével composta por ACN/H>0, em gradiente, contendo 0.1% TFA como modulador de fase,
em fluxo de 12 mL/min. A utilizagdo de TFA, como modulador de fase, se deve a sua maior
volatilidade, em comparacao a outros moduladores acidos, o que ¢ conveniente para sua
remocao por liofilizagdo, apds a purificagdo do produto. Para controle da pureza, os produtos
foram analisados por CLAE-FR, em escala analitica, em coluna C18 (5 um, 250 X 4,6 mm). As
analises foram conduzidas com ACN/H>O + 0,1% TFA como fase movel, em gradiente, sob
fluxo continuo de 1,2 mL/min. Na Figura 58 ¢ mostrada uma composicdo entre dois
cromatogramas, obtidos durante o processo de purificagdo em escala semipreparativa (A), e

apos a liofilizagdo do peptideo P1-2 (AcYGRRLLRRLL-NH>») (15) em escala analitica (B).
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Figura 58. Exemplo de cromatogramas de CLAE-FR para o peptidé(e)s P1-2 obtidos durante a
purificacdao em escala semipreparativa (A) e para o produto puro em escala analitica (B).

Todos os peptideos e conjugados peptideos-fArmacos foram caracterizados por
espectrometria de massas (EM), utilizando MALDI-ToF. Acido a-ciano-4-hidroxicinanimo foi
utilizado como matriz de suporte para a ionizagcdo a laser, pelo mesmo apresentar bom
rendimento na detec¢do peptideos e proteinas com até 5000 Da (ZAIMA et al., 2010).

Apbs o processo de liofilizagdo ¢ comum a formagao de sais entre porgdes protonaveis
dos peptideos e o trifluoroacetato, remanescente do processo de purificacdo por CLAE-FR.
Ademais, a umidade nao ¢ completamente removivel pelo processo de liofilizagao, além do fato
de os proprios peptideos e conjugados, nas suas formas sélidas, serem higroscopicos. (GATLIN

et al., 2007; ROUX et al., 2008) Dessa forma, ¢ de se esperar que a massa aferida ao fim do
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processo de liofilizagdo ndo corresponda a massa real de produto obtido. Para se corrigir este
desvio, apds a preparagdo das solucdes estoque em agua ultrapura, as respectivas concentragdes
foram verificadas por leitura de absorbancia no UV/Vis. As solucdes-estoque foram
primeiramente diluidas nas solu¢des tampao adequadas. Para o caso de peptideos das séries P1,
P2 e P3 foi utilizado tampao de cloreto de guanidinio para se induzir o desenovelamento dos
produtos em nivel de estrutura secundaria, permitindo assim que os cromoéforos presentes
interagissem mais efetivamente com a luz. J& para os peptideos da série P14LRR, cujo
esqueleto helicoidal € mais rigido, foi utilizado tampao Tris-HCI para manuten¢ao do pH basico
(pH 8,5) e quantificacdo adequada do croméforo 5(6)-carboxifluoresceina (PACE et al., 1995;
NOBLE et al., 2009; AITKEN ¢ LEARMONTH, 2009; SABNIS, 2015). No caso dos
conjugados peptideo-farmaco, os principais cromoforos eram as estruturas dos proprios
farmacos, linezolida ou benznidazol. Desta forma foram construidas curvas de calibragao para
cada situacdo, utilizando os farmacos em diferentes concentragdes, que foram comparadas com
as medidas obtidas nas mesmas condigdes para os conjugados. O monitoramento para os
conjugados com linezolida ocorreu em 254 nm e para os conjugados com benznidazol em 330

nm, valores dos maximos de absor¢do no UV para os respectivos farmacos.

4.7. Caracterizacio da Estrutura Secundaria de Peptideos por Dicroismo
Circular

Peptideos selecionados das séries P1 e P2 foram avaliados por CD para investigacdo
quanto a sua estrutura secundaria em solucdo. Os peptideos da série P3 ndo foram avaliados,
uma vez que a ocorréncia de multiplos residuos de triptofano, cuja cadeia lateral absorve na
regido espectral investigada, interfere no experimento (JUBAN et al., 1997). Os espectros foram
recolhidos em tampao fosfato, na presenca ou auséncia de 25% trifluoroetanol (TFE). O TFE
atua simultaneamente, aumentando a hidrofobicidade do meio e reduzindo o efeito de
solvatacdo da dgua sobre a cadeia peptidica. Dessa forma, favorecem-se as interacdes via
ligagdes de hidrogénio entre os residuos de aminoacido nas sequéncias peptidica, aumentando
seu carater alfa-helicoidal ou de folha beta em solugao (BODKIN ¢ GOODFELLOW, 1996;
KENTSIS e SOSNICK, 1998). Argumenta-se, inclusive, que esta estratégia ¢ interessante para
se inferir quanto ao comportamento de peptideos, quando estes se encontram permeando a
membrana citoplasmatica, uma vez que esta condicdo mimetiza suas caracteristicas quimicas
como hidrofobicidade e baixa disponibilidade de 4gua (CHEN et al., 2007). Nas Figuras 59—
62 sdao mostrados os espectros de CD obtidos para P1-2 (15), P1-3 (16), P1-4 (17) e P2-3 (20),
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respectivamente. Nota-se que, na presenca de TFE todos os peptideos apresentaram estruturas
secundarias bastante caracteristicas, com o perfil de alfa-hélice (P1-2, P1-3 ¢ P1-4) ou folha-
beta (P2-3). Estes resultados corroboram o nosso planejamento em relacdo a inducdo da
organizacao da estrutura secundaria, através da arquitetura da estrutura primaria dos peptideos.
J& os espectros obtidos em presenca de tampao em meio aquoso apresentaram perfil variado.
P1-2 se mostrou com estrutura secundaria aleatéria. P1-3 e P1-4 apresentaram perfil helicoidal,
muito embora, para P1-4, tenha se observado uma intensificagdo do sinal em 222 nm, em
detrimento do sinal em 208 nm. Os espectros para os peptideos da Série P1 em solugdo aquosa
foram multiplicados pelos fatores indicados nos graficos para melhor visualizagdo, uma vez
que a elipsidade molar média por residuo (O[MR]) foi substancialmente aumentada na presenca
de TFE. J4 o peptideo P2-3 apresentou perfil de folha-beta, caracteristico também em solucdo
aquosa. Os graficos mostrados nas Figuras 58—61 estdo sobrepostos para os experimentos na
presenga ou auséncia de TFE para os respectivos produtos. Os graficos individuais, para cada

experimento, s3o mostrados nos Anexos 7.2 (pag. 167).
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Figura 59. Espectro de CD de P1-2 em presenca de tampao fosfato (pH 7,2), na auséncia (azul)
ou na presenca de 25% TFE (vermelho). O espectro em meio aquoso foi ampliado em 2x,

relativo a escala do grafico para favorecer a visualizacao.
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Figura 60. Espectro de CD de P1-3 em presenca de tampao fosfato (pH 7,2), na auséncia (azul)
ou na presenca de 25% TFE (vermelho). O espectro em meio aquoso foi ampliado em 5x,

relativo a escala do grafico para favorecer a visualizagao.
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Figura 61. Espectro de CD de P1-4 em presenca de tampao fosfato (pH 7,2), na auséncia (azul)

ou na presenca de 25% TFE (vermelho). O espectro em meio aquoso foi ampliado em 5x,
relativo a escala do grafico para favorecer a visualizagdo.
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Figura 62. Espectro de CD de P2-3 em presenca de tampao fosfato (pH 7,2), na auséncia (azul)
ou na presenca de 25% TFE (vermelho).
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4.8. Cinética de Liberacio de Linezolida de Conjugados Peptideo-Farmaco

A capacidade de liberagdo do farmaco linezolida a partir de conjugados peptideo-
farmaco foi avaliada por meio de redugdo quimica da ligagdo dissulfeto, utilizando DTT, que ¢
um redutor com rapida cinética de reacdo (SINGH et al., 1995). A utilizagdo do DTT se
justifica, uma vez que a rapida reducao da ligagdo dissulfeto permitir-nos-ia estudar a cinética
do ataque nucleofilico intramolecular 1-5 do enxofre do grupo tiol reduzido a carbonila do
grupo imida, resultando na libera¢ao do farmaco linezolida e do subproduto y-tiobutirolactona,

conforme mostrado no esquema da Figura 63.
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Figura 63. Esquema para a liberacdo de linezolida (7) a partir de conjugados peptideo-farmaco,
em meio aquoso, a partir da redugdo quimica da ligacdo dissulfeto do espagador por acao de
DTT.

Foram investigadas 3 situacdes para a liberagao do farmaco linezolida pela reagdo com
DTT: a partir do conjugado farmaco-espacador Lnz-DTBA (10) e a partir dos conjugados
peptideo-farmaco Lnz-P1-2 (29) e Lnz-P14LRR (33). Os substratos foram adicionados a
concentragdo inicial de 32 pM. As aliquotas das reagdes, em diferentes tempos de zero a até 60
min. apos a adicdo de DTT, foram analisadas por CLUE-EM e comparadas com curvas de
calibracao para o farmaco linezolida. Os graficos mostrando os perfis de liberacao de linezolida
para os diferentes substratos sao mostrados na Figura 64. Os tempos para a liberagao de metade
da concentracdo maxima (ti2) de linezolida na reacdo foram calculados e estdo indicados nos

respectivos graficos.
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Figura 64. Graficos de liberacdo de linezolida ao longo do tempo, apds a adi¢do de DTT em
conjugados conectados por espacador contendo ligagdo dissulfeto.

Observou-se um rapido perfil de liberag¢do de linezolida em todos os casos, com valores
de t12 entre 1,1 e 3,9 min. e concentragdes na faixa da concentracdo maxima, em 20 min para
Lnz-DTBA, e em 10 min para Lnz-P1-2 e Lnz-P14LRR. Analisando-se os picos dos
cromatogramas de ions totais (TIC), representativo da reacdo com Lnz-DTBA (Figura 65. A),
observamos indicacdes de que a reagdo de quebra da ligacao dissulfeto promovida por DTT ¢
a etapa limitante do processo de liberacdo de linezolida. Os tempos de retengdao do padrdo
interno quinina (fr = 2,1 min) da linezolida (zr = 3,4 min) e de Lnz-DTBA (zr = 6,8 min) sdo
conhecidos a partir dos respectivos padrdoes. Ao se extrair os respectivos espectros de massas
referentes aos picos, com valores de tr iguais a 6,4 min, 5,0 min e 4,6 min, observamos valores
m/z de 440, 440 e 398, respectivamente. Estes valores sao condizentes com o intermediario
formado apds a quebra da ligacao dissulfeto (40, m/z calc. 440), e da versdo desacetilada desse
intermediario (41, m/z calc. 398). O segundo sinal, referente a m/z 440, pode ser explicado pelo
ataque nucleofilico intramolecular 1-7, que leva a transferéncia do grupo acetil do nitrogénio
da imida para o enxofre do grupo mercaptobutiril gerando o produto 42, como indicado na

Figura 65. B.
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Figura 65. A. Cromatogramas de ions totais (CLUE-EM-ESI+), obtidos para a reagdo de
liberacdao de linezolida a partir de Lnz-DTBA (10), em presenca de DTT. B. Proposta de

atribuicdo dos sinais observados no cromatograma de ions totais para as espécies quimicas
envolvidas durante a reagao.

Lnz-DTBA (10)
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Na Figura 65 ainda ¢ possivel observar que o sinal atribuido ao produto da reagdo de
reduc¢do promovida por DTT (40, tr = 6,4’) ndo se acumula no meio reacional ao longo do
tempo, o que indica que estd sendo consumido mais rapidamente ou, no minimo, tanto quanto
¢ formado. Assim nao se pode argumentar quantitativamente quanto a velocidade de liberacao
do farmaco linezolida apos a quebra da ligacdao dissulfeto. O que podemos afirmar é que a
liberagdo ocorre tao, ou mais, rapidamente do que a propria redugdo da ligagdo dissulfeto por

DTT, o que ocorre de forma total entre 10 e 20 minutos, nas condigdes do experimento.

4.9. Atividade Antibacteriana de Peptideos das Séries P1, P2 e P3

Os peptideos anfifilicos catidonicos (PACs) das séries P1 (AcYG(RRLL)a-NH2), P2
(AcYG(RLRL)a-NH2) ¢ P3 (AcYG(RRWW)n-NH2) foram avaliados contra bactérias gram
negativas Escherichia coli (ATCC 25922), por técnica de microdilui¢dao em caldo. As bactérias
foram cultivadas em presenca dos compostos em dilui¢do seriada de 32 — 0,5 uM, por 20 h,
sendo a densidade otica da suspensdo de bactérias medida em leitor de microplacas (PATEL et
al., 2015). O peptideo melitina, de reconhecida atividade antibacteriana, foi usado em diluigdo
seriada como padrdo de comparagdo (PICOLI et al. 2017). A concentracdo inibitéria minima
(CIM) foi definida como a concentracdo mais baixa de peptideo em que nio se observou
crescimento bacteriano. A atividade antibacteriana se mostrou, para todas as séries, dependente
do comprimento da cadeia do peptideo. Para sequéncias mais curtas (n= 1) ndo foi observada
atividade antibacteriana nas concentragdes testadas. J& para comprimentos de cadeia
intermediarios (n= 2 e n= 3) foram observados os valores mais baixos de CIM: 2—4 pM para
P1-2, 4uM para P1-3, 8uM para P2-2 e P2-3, e §—-16uM para P3-2 e P3-3. Para comprimentos
maiores (n= 4), no entanto, foi observada relativa reducdo da atividade antimicrobiana. Outra
observacao foi a atividade antimicrobiana mais pronunciada para peptideos da série P1, seguido
dos peptideos da série P2 e a menor atividade para os peptideos da série P3. Para estes Gltimos,
a baixa atividade pode estar associada a baixa solubilidade, uma vez que se observou turbidez,
logo em seguida a adigdo de meio de cultura. Os valores de CIM para os peptideos das séries
P1, P2 e P3 contra E. coli sdo apresentados na Tabela 7 (média de ao menos 3 experimentos

independentes).
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Tabela 7. Valores de CIM para os peptideos das séries P1, P2 e P3 contra E. coli.
CIM vs. E. coli (uM)

Série n-1 n-2 n-3 n-4
Pi— AcYG(RRLL):-NH:  >32 2 4 16-32
P2 - AcYG(RLRL):-NH:  >32 8 8 ;
Ps — AcG(RRWW).-NH: >32 16 816 >32
Melitina 2-4

Os PACs podem causar a lise da membrana citoplasmatica bacteriana por meio da
interagcdo desestabilizacdo da por¢do lipofilica do peptideo com a bicamada fosfolipidica
componente das membranas. Uma vez desestabilizada, a membrana perde a sua capacidade de
permeabilidade seletiva, podendo vir a se romper (TRAVKOVA et al., 2017). Para testar esta
hipdtese foi realizado um experimento com o objetivo de avaliar a libera¢ao de S-galactosidase
(f-Gal) no sobrenadante da suspensdo de cultivo de bactérias. A S-Gal ¢ uma enzima de
ocorréncia no citoplasma de E. coli e sua detec¢ao no ambiente extracelular ¢ um indicativo de
que houve rompimento da membrana plasmatica (THIBODEAU et al., 2004). A cultura de
bactérias teve a expressdo de p-Gal estimulada pela adicdo de 1,0 mM de B-D-1-
tiogalactopiranosideo de isopropila (IPTG), que se liga ao gene lac repressor, inibindo a
degradacdo de f-Gal (HANSEN et al., 1998). Os PACs P1-2, P1-3, P1-4, P2-3 ¢ P3-3 foram
adicionados a suspensdes de E. coli com ODsos = 0,5, nas concentragdes de 1x, 2x e 4xCIM, e
foram incubados por 1 h. O peptideo melitina (MIt), que age causando o rompimento da
membrana plasmatica, foi utilizado como controle positivo a 16 uM (LEE et al., 2013). Apds a
incubacdo, as bactérias foram centrifugadas e o sobrenadante foi tratado com o substrato
galactosideo de vermelho de clorofenol (CPRG). A hidrolise enzimética do CPRG pela p-Gal
causa a liberagdo do corante vermelho de fenol no meio, o qual pode ser quantificado por

medida da absorbancia (Figura 66).

(1 C

) OH

0} SO

p-Gal » OH  oH 3
OH OH .\ =

OH o O OH

OH Cl Cl OH o OH

Cl Cl
OH
CPRG Galactose Vermelho de clorofenol

(570-595 nm)

Figura 66. Reacdo enzimatica de hidrolise do galactosideo CPRG por f-Gal e liberacao do
corante vermelho de clorofenol, quantificavel por absorbancia no UV (570 nm).
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A liberagdo do corante vermelho de clorofenol foi monitorada pela leitura da
absorbancia em 570 nm, ao longo de 1 h, em intervalos de 5 minutos. Os dados de leitura sdao
apresentados nos graficos na Figura 67 (médias de 2 experimentos independentes). Os PACs
P1-2 e P3-2 apresentaram capacidade de romper da membrana, dependente da concentracdo
acima da CIM, o que indica que seus mecanismos de acdo podem envolver outros alvos, além
da membrana celular. Ja P1-3 apresentou perfil litico, mesmo a CIM, o que indica que este deve
ser seu principal mecanismo de agdo. P1-4 causou pouco dano a membrana, mesmo em altas
concentragdes. O tratamento com P2-3 gerou resultados inesperados, uma vez que se observou
um elevado perfil litico a 1x e 2xCIM, enquanto foi observada uma redugdo substancial na taxa
de hidrélise do CPRG a 4xCIM (32 uM). Noés ndo encontramos precedente na literatura para
este comportamento, que pode estar, possivelmente, associado a inibicao da f-Gal pelo peptideo

P2-3.
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Figura 67. Gréaficos de monitoramento (UV 570 nm) da atividade enzimatica da f-Gal no
sobrenadante da cultura de E. coli, na presenca de diferentes PACs.
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4.10. Atividade de Peptideos das Séries P1, P2 e P3 Sobre Células de Mamiferos

A atividade citotoxica dos PACs das séries P1, P2 e P3 foi testada frente a linhagem de
macrofagos murinos J774A.1, utilizando a metodologia MTT. A técnica mede, indiretamente,
a viabilidade celular pela atividade mitocondrial, através da redug¢ao enzimatica do sal brometo
de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-i1)-2,5-Difeniltetrazolio (sal de MTT) a 1-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-3,5-
difenilformazana (formazana de MTT). Uma vez que a formazana de MTT possui coloragao
roxa/violeta intensa esta pode ser quantificada por absorbancia no UV entre 550 ¢ 590 nm

(Figura 68) (KUMAR et al., 2018).

0. >

N—N o N redutase N/NH
[ ON\(I mitocondrial |
N _— =N N
S N \r/
S%’
Salde MTT Formazana de MTT
(amarelo palido) (roxo intenso)

Figura 68. Reagdo de reducdo do sal de MTT por redutases mitocondriais para formagdo da
formazana de MTT, detectavel por medida de absorbancia. (UV 570 nm)

Monocamadas de células J774A.1 foram tratadas com os peptideos das séries P1, P2 e
P3 em dilui¢do seriada de 32 — 0,5 uM por 24 h a 37°C e 5% CO», sendo, entdo, a viabilidade
celular indiretamente medida, utilizando a metodologia MTT (KUMAR et al., 2018). Os valores
de concentragdo efetiva em 50% (CEso) para os PACs sdo apresentados na Tabela 8 (média de
3 experimentos). Para os peptideos das séries P1 e P3 observou-se um perfil toxico crescente,
com o aumento do comprimento da cadeia peptidica. Para os peptideos da série P2 ndo foi
observada toxidez sobre macrofagos J774A.1 na concentragdo mais alta do experimento (32

uM).

Tabela 8. Resultados de citotoxidade sobre macrofagos J774A.1 tratados com PACs.
CEso vs. J774-A1 (uM)

Série
n=1 n=2 n=3 n=4
P1 — AcYG(RRLL).-NH2 >32 3396 3,92 221
P2 — AcYG(RLRL).-NH2 >32 >32 >32 -
P3 — AcG(RRWW)u-NH2 >32 21,62 4,89 4728
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Também foi avaliado o perfil hemolitico dos peptideos das séries P1, P2 ¢ P3 sobre

hemacias humanas. Suspensdes de células vermelhas do sangue foram lavadas e diluidas em

PBS (pH 7,4) antes de serem tratadas com os peptideos em dilui¢do seriada (40 — 1,25 uM) e

incubadas por 1 h a 37°C e 5% CO». Os controles negativos (10% agua) e positivos (0,1%

Triton X-100) foram utilizados como pardmetros para 0% e 100% de hemolise,

respectivamente. O perfil hemolitico foi avaliado pela medida da absorbancia da hemoglobina

liberada no meio, no comprimento de onda de 405 nm. Os graficos representativos das médias

obtidas entre 3 experimentos independentes sdo apresentados na Figura 69. De forma similar

ao observado para a toxidez em células J774A.1, o perfil hemolitico foi superior para peptideos

das séries P1 e P3 e diretamente proporcional ao comprimento da cadeia. Ja os peptideos da

série P2 apresentaram pouca ou nenhuma capacidade hemolitica, mesmo em concentracdes tao

altas quanto 40 uM.
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Figura 69. Atividade hemolitica de PACs das séries P1, P2 e P3.
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4.11. Penetracio Celular de Peptideos da Série P1

Os PACs da série P1, FI-P1-2, FI-P1-2 ¢ FI-P1-4, marcados na por¢ao N-terminal com
sonda fluorescente de 5(6)-carboxifluoresceina, foram avaliados quanto a sua habilidade de
permear a membrana celular de células de mamiferos. Primeiramente, foi avaliada a
citotoxidade sobre células J774A.1, utilizado a metodologia MTT, apds tratamento com os
PACs por 24 h, em diluicdo seriada (32 — 0,5 uM). Os resultados obtidos sdo apresentados na
Tabela 9 (médias de 3 experimentos) e sdo condizentes com o perfil toxico das versdes
contendo residuos de Tyr acetilada no N-terminal, P1-2, P1-3 e P1-4, com toxidez crescente com

o comprimento da cadeia.

Tabela 9. Citotoxidade de peptideos da série P1 contendo sonda fluorescente sobre J774A.1.

PAC CEso vs. J774-A1 (uM)
FI-P1-2 — FI-G(RRLL):-NH: >32
FI-P1-3 — FI-G(RRLL):-NH: 10,6 + 2,1
FI-P1-4 — FI-G(RRLL)s-NH: 39405

A capacidade de penetragdo celular dos peptideos foi medida por leitura em citdmetro
de fluxo de células J774A.1 tratadas com os peptideos por 1 h ou 3 h, em concentragdes
variadas. FI-P1-2, foi avaliado em diluicdo seriada (16 — 2 uM). O peptideo FI-P14LRR, cujo
perfil de penetragdo celular fora outrora descrito (NEPAL et al., 2015), foi utilizado como
padrao de comparagdo, em todos os casos, nas mesmas concentragdes de tratamento dos PACs
fluorescentes. Apds o tratamento, as c€lulas foram centrifugadas e ressuspendidas em PBS (pH
7,4), na presenca ou auséncia de 1 mg/L de azul de tripan (AT), imediatamente, antes da leitura
por citometria de fluxo. O azul de tripan tem a capacidade de bloquear a emissdo de
fluorescéncia em 595 nm de peptideos aderidos @ membrana celular, ao passo que nao bloqueia
a fluorescéncia oriunda do interior de células viaveis (FANG e TREWYN, 2012). Os graficos
com as médias das medidas de fluorescéncia, em unidades arbitrarias (AFU), para as situagdes
tratadas com FI-P1-2 sdo mostradas na Figura 70 (médias de 2 experimentos). Observou-se em
geral, uma tendéncia de reducao da emissdo da fluorescéncia em células tratadas com FI-P1-2
ap6s 3 h, em comparacao com 1 h apos o tratamento. Por outro lado, a extensdo do tempo de
tratamento com FI-P14LRR causa um aumento do acumulo de peptideo nas células. Esta
observacdo pode estar associada @ maior estabilidade metabdlica da sequéncia peptidica de

P14LRR que, por ser constituida por uma sequéncia de residuos de hidroxiprolina O-
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alquilados, ndo sdo reconhecidos por proteases com especificidade para aminoacidos naturais.
Outra observagao interessante ¢ que FI-P1-2 se localiza, majoritariamente, no interior da célula,
uma vez que o tratamento com AT reduziu em menos de 50% a fluorescéncia relativamente as

situacdes nao tratadas.
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Figura 70. Graficos das medidas médias de fluorescéncia, obtidos por citometria de fluxo de
células J774A.1 tratadas com FI-P1-2 em compara¢do com FI-P14LRR. ? = adi¢do de 1 mg/mL
de azul de tripan imediatamente antes a andlise.

Os peptideos FI-P1-3 e FI-P1-4 foram avaliados em concentragdes mais baixas, iguais a
2 e 1 uM, respectivamente, devido a sua maior toxidez contra células J774A.1. As demais
condi¢des de analise, no entanto, foram as mesmas utilizadas para a avaliacdo de FI-P1-2. O
comportamento geral dos peptideos, sob os diferentes regimes de andlise, se assemelhou ao
observado para FI-P1-2, com reducdo da medida da fluorescéncia com a extensdo do periodo
de incubacdo e ocorréncia dos peptideos majoritariamente no interior das células, em
comparac¢do a sua localizagdo na membrana celular. Notou-se, no entanto, um acimulo muito

superior de FI-P1-3 e FI-P1-4 no ambiente intracelular, em comparacao a FI-P14LRR, cerca de
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20 — 30x% superior ao peptideo de referéncia, dependendo do regime de tratamento. Os graficos
da Figura 71, mostrando os dados de citometria obtidos para FI-P1-3 e FI-P1-4 (médias de 2

experimentos), estdo em escala logaritmica para melhor visualizagao dos resultados.
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Figura 71. Graficos das medidas médias de fluorescéncia, obtidos por citometria de fluxo de
células J774A.1 tratadas com FI-P1-3 e FI-P1-4, em comparacdo com FI-P14LRR. ? = adi¢do
de 1 mg/mL de azul de tripan, imediatamente antes a analise.

Foram realizados ainda experimentos de imagem por microscopia confocal em células
J774A.1 tratadas com FI-P1-2 a 16 uM. Os ntcleos das células foram marcados em azul com
Hoescht 33342. Para se investigar a colocalizagdo de FI-P1-2 com estruturas especificas no
citoplasma, foram adicionados os reagentes LysoTracker™ (vermelho) ou MitoTracker™
(vermelho) para identificar a presenca de lisossomos e mitocOndrias, respectivamente. A
colocalizacao entre fluordforos verdes e vermelhos pode ser identificada como uma coloragao
amarelo-alaranjada. As imagens obtidas por microscopia confocal sdo mostradas na Figura 72.

Embora ndo tenha sido possivel identificar uma tendéncia quanto a colocalizagao de FI-P1-2
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com lisossomos ou mitocondrias, foi possivel se visualizar seu acimulo no meio intracelular,

confirmando as observagdes feitas a partir dos dados de citometria de fluxo.

Figura 72. Imagens de microscopia confocal de células J774-A1 tratadas com FI-P1-2 (verde),
corante Hoechst 33342 (ntcleo celular, azul) e A) LysoTracker™ (vermelho, lisossomos) ou
B) MitoTracker™ (vermelho, mitocondrias). Em ambos os casos as imagens sdo mostradas
para os canais azul, vermelho e verde, individualmente, e para os 3 canais em sobreposi¢ao.

4.12. Atividade Antibacteriana e Citotoxica de Conjugados entre Firmacos e a
Sequéncia de P1-2

O conjunto de resultados obtidos, incluindo atividade antibacteriana, citotoxidade e
perfil de penetragdo celular, nos estimulou a preparacdo de conjugados peptideo-farmaco
envolvendo a cadeia peptidica de P1-2 (GRRLLRRLL-NH2) para investigar seu perfil de
atividade biolodgica. O conjugado Lnz-Pi-2 foi avaliado frente a E. coli, pelo método de
microdilui¢do em caldo (PATEL et al., 2015); e frente a células J774A.1 a avaliagdo foi feita
por metodologia MTT (KUMAR et al., 2018), comparado com P1-2 e o fdrmaco linezolida,
isolados ou em co-tratamento. Os valores de CIM em E. coli e de CEso para J774A.1, em cada
situacdo de tratamento (3 experimentos independentes), sdo mostrados na Tabela 10. O
conjugado Lnz-P1-2 apresentou CIM de 8 uM, superior ao valor observado para a sequéncia
peptidica ndo conjugada, mas inferior ao valor observado para o farmaco linezolida que, por
ser um farmaco com atividade contra bactérias gram positivas, ndo possui atividade contra E.
coli (gram negativa). O co-tratamento entre P1-2 e linezolida ndo apresentou diferengas em
relagdo ao tratamento somente com o peptideo. Em relagdo a citotoxidade contra J774A.1,

somente Lnz-Pi1-2 apresentou de CEso na faixa do experimento, com valor de 11,8 = 1,5 uM.
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Tabela 10. Valores de CIM contra E. coli e CEso contra J774A.1 para Lnz-P1-2 e situagdes
correlatas.

Composto CIM vs. E. coli CEso vs. J774A.1
(uM) (uM)
Lnz-P1-2 8 11,8415
Pi-2 24 =13
Linezolida > 32 >392
Pi-2 + linezolida 2-4 =30

A capacidade litica de Lnz-P1-2 sobre E. coli e foi avaliada por ensaio de quantificagdo
de f-Gal no ambiente extracelular (DIETSCHE et al., 2020). Observou-se que o conjugado
possui acentuada capacidade de romper a membrana celular a 16 e 32 uM, excedendo a
capacidade litica da melitina. O perfil hemolitico de Lnz-P1-2 também foi avaliado. Em
comparagao aos peptideos da Série P1, o conjugado apresentou perfil litico intermediario, maior
que os observados para Pi1-1 e P1-2, mas inferior aos observados para P1-3 e P1-4. Os graficos
mostrando os perfis de liberagdo de pS-Gal no meio por Lnz-Pi-2 (2 experimentos
independentes) e capacidade a hemolitica de Lnz-P1-2 (3 experimentos independentes), em

comparagdo com outros peptideos da Série P1, sio mostrados na Figura 73.
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Figura 73. Liberacdo de $-Gal e perfil hemolitico pelo tratamento com Lnz-P1-2.

O perfil de atividade in vitro de Lnz-P1-2 se assemelha mais ao conjunto de resultados
obtidos para peptideos de cadeia mais longa dentro da série, P1-3 e P1-4, que apresentaram
menor atividade bacteriana, maior citotoxidade e maior perfil litico de bactérias e hemacias do

que P1-2. O comportamento observado para Lnz-P1-2 pode estar associado ao aumento da
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cadeia na dire¢do do N-terminal, o que cria uma extensdo de carater hidrofobico nesta regido,
marcada em vermelho na Figura 74, de modo que o comprimento da cadeia do conjugado ¢

intermediario aos comprimentos das cadeias dos peptideos P1-3 e P1-4.

Figura 74. Comparacdo da extensdo da cadeia do conjugado Lnz-P1-2 com outros peptideos
da Série P1.

O benznidazol, farmaco de referéncia no tratamento da doenca de Chagas, possui
também atividade antimicrobiana (HOF, 1989). Dessa forma, os conjugados Bzd(S)-Pi-2 e
Bzd(R)-P1-2 tiveram seu perfil antibacteriano testado contra E. coli por microdiluicao (PICOLI
et al. 2017) e sua citotoxidade foi avaliada em células J774A.1, por metodologia MTT
(KUMAR et al., 2018). Os valores de CIM para ambos os estereoisomeros foi de 8 puM,
enquanto o CEso observado foi superior a 32 uM, obtidos a partir de 3 experimentos

independentes em ambos os casos (Tabela 11).

Tabela 11. Valores de CIM (E. coli) e CEso (J774A.1) para conjugados peptideo-benznidazol.

Composto CIM vs. E. coli CEso vs. J774A.1
(uM) (uM)
Bzd(S)-P1-2 g =3
Bzd(R)-P1-2 8 >3
Pi-2 24 =13
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Ao se analisar os dados de viabilidade celular, utilizados nos calculos dos valores de
CEso mostrados na Tabela 11, ¢ possivel notar uma diferenga significativa entre os valores de
viabilidade observados a 32 uM para P1-2 (61,1 + 13,7 %) ¢ Bzd(R)-P1-2 (92,6 + 6,2 %), com
P = 10,0084 (ANOVA). J4 a diferenca entre os valores de viabilidade a 32 uM entre P1-2 ¢
Bzd(R)-P1-2 (59,4 £ 3,1 %) ndo foi estatisticamente significativa (P = 0,9637). A Figura 75
mostra os graficos com os valores de viabilidade observados para Bzd(S)-P1-2, Bzd(R)-P:1-2 ¢

P1-2 nas condi¢des do experimento.

B zd(S)-P,-2 Bzd(R)-P,-2 P,-2

viabilidade celu

Concentragao (uM) Concentragao (uM) Concentragdo (uM)

Figura 75. Viabilidade celular de células J774A.1 apds tratamento com P1-2 e respectivos os
conjugados peptideo-fArmaco com benznidazol.

4.13. Atividade Antibacteriana In Vitro e Penetracio em Células da Linhagem
J774.A1 do Conjugado Lnz-P14LRR

O conjugado Lnz-P14LRR foi avaliado contra E. coli (ATCC 25922) pelo método de
microdilui¢do em caldo e comparado com o conjugado Lnz-FI-P14LRR, com o peptideo FI-
P14LRR, com o farmaco linezolida e com a combina¢do equimolar de peptideo e farmaco. O
peptideo melitina foi utilizado como padrao de comparagdo (PATEL et al., 2015). Os resultados
obtidos, referentes a um tempo de incubacdo de 20 h a 37°C e agitacao (3 experimentos
independentes), sdo mostrados na Tabela 12. O farmaco linezolida, aplicavel em infec¢des por
bactérias gram positivas, ndo € ativo contra E. coli. O conjugado Lnz-P14LRR, se mostrou tao
efetivo quanto a sequéncia peptidica FI-P14LRR (CIM = 4 uM), indicando que a conjugagao
ndo interfere na atividade antibacteriana oriunda da por¢do peptidica do conjugado. O co-
tratamento peptideo/farmaco 1 : 1 também forneceu CIM =4 uM. J4 a inclusdo de um residuo
de aminoécido contendo sonda fluorescente (Lnz-FI-P14LRR) causou a redu¢ao da efetividade

(CIM = 8 uM).
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Tabela 12. Valores de CIM (E. coli) para conjugados peptideo-linezolida.
CIM vs. E. coli

Composto (uM)
Lnz-P14LRR 4
Lnz-FI-P14LRR 8
FI-P14LRR 4
Linezolida >32
FI-P14LRR + linezolida 1:1 4
Melitina 24

O peptideo FI-P14LRR tem atividade antibacteriana, no entanto ndo age
desestabilizando a membrana celular (KURIAKOSE et al., 2013). Para se verificar a capacidade
de danificar a membrana bacteriana do conjugado Lnz-P14LRR foi realizado experimento de
liberacao de B-Gal no meio (DIETSCHE et al., 2020), cujos resultados sdo mostrados na Figura
76 (experimento conduzido em duplicata pela Dra. Samantha Zeiders, na Purdue University,
West Lafayette, IN, EUA). Nota-se que o conjugado Lnz-P14LRR mantém o perfil ndo-litico
da membrana, tal qual o peptideo FI-P14LRR.

Figura 76. Experimento de liberacdo de B-Gal promovida por Lnz-P14LRR e FI-P14LRR,
conduzido pela Dra. Samantha Zeiders na Purdue University, West Lafayette, IN, EUA.

A atividade toxica foi avaliada em células J774A.1 pelo método MTT, ap6s incubacao
por 24 ha37°C e 5% CO> (KUMAR et al., 2018). A atividade hemolitica também foi avaliada
em hemaécias humanas, incubadas por 1 h a 37°C em presenc¢a dos compostos (conduzido pela
Dra. Samantha Zeiders) (DIETSCHE et al., 2020). Os resultados obtidos de 3 experimentos

independentes sdo mostrados na Figura 77.

104



Citotoxidade em J774A.1

Composto CEso vs. J774A.1
(nM)
Lnz-P14LRR 43402
Lnz-FI-P14LRR 36201
FI-P14LRR 101408

Figura 77. Resultados de toxidez sobre células de mamiferos: J774A.1, apos 24 h, por
metodologia MTT, e hemécias humanas, por liberagdo de hemoglobina, conduzido pela Dra.
Samantha Zeiders.

Para se avaliar a capacidade de penetragdo celular do conjugado peptideo-farmaco,
células J774A.1 foram tratadas com o composto Lnz-FI-P14LRR, em diferentes
concentragdes, por 1 h ou 3 h, sendo em seguida analisadas por citometria de fluxo. Nos casos
indicados, azul de tripan (AT) foi adicionado imediatamente antes a leitura, para se bloquear a
fluorescéncia proveniente fluordforos aderidos a membrana plasmatica. Os resultados deste
experimento, realizado em duplicata pela Dra. Samantha Zeiders, constam na Figura 78. Em
todas as situacdes avaliadas, os valores de fluorescéncia com ou sem a adicdo de AT foram
equiparaveis, indicando que que o conjugado Lnz-FI-P14LRR ocorre quase exclusivamente
no ambiente intracelular, ndo ficando retido na membrana. Foi observado ainda um
comportamento concentragdo-dependente, ocorrendo uma maior internalizacdo do conjugado

com o aumento da sua concentragdo no meio extracelular.
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Figura 78. Experimento para verificar a internalizagdo do conjugado Lnz-FI-P14LRR em
células J774A.1 por citometria de fluxo, conduzido pela Dra. Samantha Zeiders.

Foram realizados ainda experimentos de visualizacdo por microscopia confocal de
células J774A.1, tratadas com Lnz-FI-P14LRR (verde). Foram também adicionados reagentes
para marcacio dos niicleos das células (Hoescht 33342, azul), e de lisossomos (LysoTracker™,
vermelho), ou ainda de mitocondrias (MitoTracker™, vermelho) (DIETSCHE et al., 2020)
(Figura 79). Observou-se o acimulo do conjugado no ambiente intracelular, conforme indicado
por experimento de citometria de fluxo. E possivel observar ainda uma forte tendéncia de o
conjugado Lnz-FI-P14LRR se encontrar colocalizado com lisossomos (Figura 79.B) mas nao
com mitocOndrias (Figura 79.A). A colocalizacdo do peptideo com os compartimentos
subcelulares indicados pode ser visualizada como uma coloracdo amarelo-alaranjada nas

imagens obtidas por microscopia confocal.
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Figura 79. Imagens de microscopia confocal, obtidas a partir de células tratadas com Lnz-FI-
P14LRR (verde), Hoescht 33342 (azul), e A) MitoTracker™ (vermelho), ou B) LysoTracker™
(vermelho). Cada situacdo estd dividida para mostrar os canais verde, azul e vermelho
separadamente, e com os 3 canais em sobreposi¢ao (Obtidas pela Dra. Samantha Zeiders).

4.14. Atividade Anti-T. cruzi de Peptideos e Conjugados

Peptideos e conjugados foram avaliados contra Trypanosoma cruzi. A cepa utilizada
(Tulahuen C2C4 LacZ) foi transfectada com plasmideo contendo o gene responsavel pela
expressdo de beta-galactosidase em E. coli. Uma vez que a f-Gal ndo ocorre comumente em
células de mamiferos, uma estratégia para realizar a quantificagdo indireta do parasito ¢ através
da hidrélise enzimatica de galactosideos, como o CPRG. Desta forma ¢é possivel realizar a
quantificagdo do parasito por métodos colorimétricos, mesmo ele estando internalizado em
células hospedeiras (BUCKNER et al., 1996).

Para se avaliar a atividade de PACs e conjugados contra amastigotas uma monocamada
de células LLC-MK2 fora previamente infectada com tripomastigotas 7. cruzi (Tulahuen C2C4
LacZ), e os parasitos nao internalizados removidos apds 24 h a 37°C e 5% CO». Seguiu-se
tratamento com os compostos a 50 pM e incubagdo por 96 h a 37°C e 5% CO: e quantificagdo
dos parasitos por hidrolise enzimatica de CPRG (BUCKNER et al., 1996). A citotoxidade sobre
as células LLC-MK2, na auséncia de parasitos € sob as mesmas condi¢des de tratamento, foi
determinada pelo método MTT (KUMAR et al., 2018). Os resultados de viabilidade relativa ao
controle negativo sdo mostrados na Figura 80. Observou-se que os PACs e conjugados nao
foram capazes de reduzir de forma significativa a viabilidade de parasitos no interior da célula,

em relacdo a citotoxidade na célula hospedeira.
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Figura 80. Viabilidade de amastigotas de 7. cruzi (Tulahuen C2C4 LacZ) e de células LLC-
MK2, apds 96 h de tratamento com os compostos indicados a 50 pM.

O T. cruzi realiza naturalmente a sializagao de sua superficie celular com o objetivo de
evadir o sistema imune do hospedeiro vertebrado. Neste processo, unidades sacaridicas de
acidos sialicos s3o homologadas as proteinas de superficie do parasito. Como consequéncia, ha
um actimulo de regides negativamente carregadas na superficie do parasito, devido a porcao
ionizada carboxilato na estrutura dos acidos sidlicos (FREIRE-DE-LIMA et al., 2012;
PEREIRA-CHIOCCOLA et al., 2000). Desta forma, investigamos também a toxidez dos PACs
e conjugados contra a forma tripomastigota do 7. cruzi, forma infectiva do parasito, de
importancia clinica, que realiza o processo de sializagao.

Formas tripomastigotas de 7. cruzi (Tulahuen C2C4 LacZ) foram incubados por 24 h a
37°C e 5% CO2 na presenga dos compostos a 50 uM e a viabilidade celular quantificada pela
metodologia MTT (adaptado de SERENO e LEMESRE ALVES, 1997; ALVES PASSOS et
al., 2017). Os resultados obtidos de 3 experimentos independentes sdo mostrados na Figura 81.
Nestes experimentos os compostos P1-2, P1-4, P3-2, Bzd(R)-P1-2 ¢ Bzd(R)-P1-2 se mostraram

0s mais ativos contra tripomastigotas de 7. cruzi.
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Figura 81. Viabilidade de tripomastigotas de 7. cruzi (Tulahuen C2C4 LacZ), apds 24 h de
tratamento quantificada pelo método MTT.

Os compostos mais ativos, identificados no experimento sob regime de tratamento a 50
uM, foram selecionados para determinacdo do CEso. As condi¢des do experimento foram as
mesmas, variando-se o regime de tratamento com os compostos para dilui¢cdo seriada de 50 —
0,5 uM (6 concentracdes). O peptideo P1-4 foi avaliado na faixa de 5,0 — 0,05 uM (6
concentragdes). Os resultados de CEso obtidos de experimentos em triplicata sdo mostrados na
Tabela 13. O peptideo P1-4 foi o mais ativo da série, com CEso = 1,0 £ 0,2 uM. O peptideo P1-
2 e o conjugado Bzd(S)-Pi1-2 apresentaram atividades comparaveis contra tripomastigotas de
T. cruzi, ao passo que Bzd(R)-Pi1-2 ndo pode ter seu CEso definido na faixa de concentracdes
avaliada no experimento (CEso > 50 puM). Este resultado indica que a estereoquimica da
conexao do farmaco benznidazol ao N-terminal do peptideo ¢ um parametro relevante para a

atividade anti-tripomastigota.

Tabela 13. Valores de CEso para toxidez sobre tripomastigotas de 7. cruzi.

Composto CEso vs. T. cruzi

(tripomastigotas)
P12 36,3+6,9
P14 1,0+0,2
P3-2 189+73
Bzd(S)-Pi1-2 322+7.2
Bzd(R)-P1-2 >50
Benznidazol 329+4,4
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Além da toxidade direta, os PACs podem também atuar inibindo a infectividade do
parasito, se ligando a sua superficie, por atracdo eletrostatica, e assim interferindo no processo
de adesao parasito-célula hospedeira (JACOBS et al., 2003). Desta forma, foi avaliada também
a capacidade inibitoria dos PACs e conjugados contra a infectividade de tripomastigotas.
Formas tripomastigotas de 7. cruzi (Tulahuen C2C4 LacZ) foram pré-incubados com os
compostos em concentragdes variadas, por 30 min a 37°C e 5% CO,, antes de serem
adicionados a uma monocamada de cé¢lulas LLC-MK2. Os parasitos permaneceram em contato
com as células por 24 h a 37°C e 5% CO.. A monocamada foi entdo lavada para remover os
parasitos ndo internalizados, bem como o excesso de PACs ou conjugados. Os amastigotas
internalizados foram cultivados por 96 h a 37°C e 5% CO: sendo, em seguida, quantificados
por hidrolise enzimatica de CPRG (BUCKNER et al., 1996). A citotoxidade sobre as células
LLC-MK2, na auséncia de parasitos e sob as mesmas condigdes de tratamento, foi determinada
pelo método MTT (KUMAR et al., 2018). Os resultados dos testes de inibigao de infectividade
e citotoxidade sobre células LLC-MK2, obtidos de 3 experimentos independentes, sdo

apresentados na Tabela 14.

Tabela 14. Valores de CEso para inibi¢ao da infectividade de tripomastigotas de 7. cruzi e de
citotoxidade em células LLC-MK2.

CEso (uM)
Composto — - SI
T. cruzi (tripomastigotas) LLC-MK2

Pi-1 > 50 > 50 -

P1-2 85 + 2,4 26,7 + 49 3,1
Pi-4 0,299 + 0,086 4,0 £ 0,6 13,2

P2-1 > 50 > 50 -

P2-2 > 50 > 50 -
P2-3 39,3 £ 8,1 > 50 >1,3

P3-1 > 50 > 50 -

P3-2 10,9 + 3,0 27,3 + 2,7 2,6
Bzd(S)-P1-2 9,3 £ 1,0 27,5 + 1,5 2,9
Bzd(R)-P1-2 20,3 + 3,6 49,5 £ 2,5 2,4
Bzd(S)-P14LRR 25,8 £ 9,0 > 50 >1,9
Bzd(R)-P141LRR 233 £ 44 > 50 >2,1
Benznidazol 7,7 £ 0,9 > 200 > 26

Analisando-se os resultados da Tabela 14, observa-se novamente que o PAC P-4 foi o
mais promissor da série, sendo capaz de inibir a infectividade em 50% a 299 + 86 nM, com

seletividade de 13,2x em relacdo a célula hospedeira. Outra observa¢do confirmada nestes
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experimentos foi a semelhanca entre as atividades do conjugado Bzd(S)-P1-2 e do peptideo P1-
2, ao passo que o conjugado foi Bzd(S)-P1-2 foi cerca de 2x menos eficaz. Os peptideos mais
curtos (P1-1, P2-1 e P3-1) ndo se mostraram eficazes na inibi¢do da infectividade. Ja os
conjugados entre o benznidazol e as hélices poliprolina, Bzd(S)-P14LRR ¢ Bzd(R)-P14LRR,
foram capazes de inibir a infectividade do parasito, mas sem que se observassem diferencas
significativas entre os estereoisomeros de configuracdes R e S na regido de conjugacdo entre o

peptideo e o farmaco.
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5. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

A sintese dos compostos propostos foi, em sua maior parte, bem sucedida. Os peptideos
e conjugados peptideo-farmaco foram sintetizados utilizando a metodologia Fmoc de SPFS,
que se adequou a demanda deste trabalho, como confirmado pelas técnicas de caracterizagao,
apos a purificagdo dos compostos obtidos.

Os PACs das séries P1, P2 e P3 foram sintetizados e caracterizados por EM-MALDI-
ToF e CLAE-FR. A excegdo de P2-4, que apresentou problemas de solubilidade apos a
precipitacdo em éter, os demais PACs foram obtidos avaliagao do perfil de atividade biologica.
Peptideos da série P1 e P2, planejados respectivamente para assumir conformagdes de alfa-
hélice e folha-beta em solugdo, foram caracterizados por espectroscopia de dicroismo circular,
confirmando nosso planejamento estrutural. Nossa hipdtese ¢ a de que a organizacdo da
estrutura secundaria dos peptideos € orientada pela interagao das cadeias laterais caidnicas [C]
ou hidrofobicas [H] conforme os respectivos padrdes de repeticdo dos aminoacidos utilizados,
[CCHH], para a série P1 e [CHCH], para a série Px.

A sintese da sequéncia peptidica P14LRR, via SPFS, demandou a preparacdo prévia
de aminoacidos ndo naturais. Para a sintese de Fmoc-PL-OH, foi reproduzido protocolo
sintético disponivel na literatura, com rendimentos e dados de caracterizacdo condizentes com
o previamente reportado. Para Fmoc-Pr(Boc)2-OH foi proposta uma rota sintética alternativa,
adaptada da rota originalmente prevista. A aplicagdo da nova proposta possibilitou a sintese em
3 etapas reacionais (contra 5 do protocolo original), com rendimentos globais de 60% (contra
19% do protocolo original). Adicionalmente, a rota alternativa desenvolvida neste trabalho,
permitiu que a etapa final de purificacdo do aminoacido protegido ocorresse sem a utilizacao
de acido acético, cuja ocorréncia residual em SPFS ¢ indesejavel. A utilizagdo dos aminoacidos
Fmoc-PL-OH ¢ Fmoc-Pr(Boc)2-OH sintetizados permitiu a construcdo da cadeia peptidica
P14LRR por SPFS, que foi modificada em sua por¢do N-terminal também por SPFS para
fornecer os compostos planejados.

Para a sintese de conjugados entre peptideos € o farmaco linezolida, via SPFS, foi
necessdaria a sintese prévia do conjugado peptideo-espagador autoimolativo Lnz-DTBA, com
grupo acido carboxilico livre. A sintese foi realizada, adaptada de protocolos disponiveis na
literatura, e permitiu a obtencdo do intermediario desejado em rendimentos adequados para sua

utilizacdo em SPFS para a construcdo dos CPFs Lnz-P1-2 ¢ Lnz-P14LRR. A conectividade
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entre o fArmaco e o conector autoimolativo DTBA, via uma ligacdo imida, sem precedentes na
literatura, foi avaliada quanto a sua capacidade e cinética de liberagdo de linezolida. Os
resultados indicam que a liberagdo do farmaco, promovida pelo ataque intramolecular do
conector reduzido, ocorreu tdo ou mais rapidamente que a propria reagdo com DTT,
considerado um redutor de agdo rapida.

As diversas tentativas para viabilizar a sintese de conjugados entre peptideos e o
farmaco benznidazol via conector autoimolativo e ligagao imida ndo foram bem sucedidas. Foi
possivel, no entanto, a sintese de conjugados peptideo-farmaco com estrutura modificada do
benznidazol, contendo grupo carboxila ligado ao carbono benzilico da estrutura do fairmaco. A
sintese se deu por SPFS e foi possivel a preparacio de produtos com controle da estereoquimica
da ligacdo entre o firmaco e a cadeia peptidica: Bzd(R)-P1-2, Bzd(S)-P1-2, Bzd(R)-P14LRR
e Bzd(S)-P14LRR.

Os PACs e CPFs obtidos foram avaliados quanto ao seu perfil bioldégico em um painel
variado de tipos celulares.

A citotoxidade de PACs das séries P1, P2 ¢ P3 em células de mamiferos foi avaliada em
c€lulas de linhagem, J774A.1 e LLC-MK2, bem como em hemdcias humanas. Para os PACs
das séries P1 ¢ P3, com constru¢do da cadeia do tipo [CCHH]x, foi observado um perfil toxico
crescente com o aumento do comprimento da cadeia peptidica. J& os PACs da série P2, de
constituicdo [CHCH],, ndo mostraram toxidez apreciavel nas concentragdes de 32 uM contra
células J774A.1, 40 uM contra hemécias humanas e 50 uM contra células LLC-MK2. O perfil
de penetracdo celular de PACs de série P1, marcados com sondas fluorescentes, foi avaliado
em células J774A.1, tanto por citometria de fluxo, quanto por microscopia confocal. Foi
observado que os peptideos t€ém a capacidade de se acumular, preferencialmente, no meio
intracelular, demonstrando seu potencial para aplicagdo como peptideos de penetragado celular.

A caracterizagdo do perfil de penetragdo celular do CPF Lnz-FI-P14LRR ocorreu de
forma similar. Foi demonstrada a sua capacidade de penetracao e acimulo no meio intracelular,
observando-se um perfil de colocalizacdo com lisossomos. Esses resultados sdo interessantes
especialmente em face ao perfil de liberacdio do farmaco linezolida, j4 comentado. As
caracteristicas de penetragdo celular do CPF, associadas a capacidade de liberacdo rapida do
farmaco a partir da redug¢do do conector autoimolativo, apontam para um potencial promissor
desta estratégia de conjugagdo para sua utilizagdo contra infecgdes bacterianas persistentes no

interior de células.
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A atividade antibacteriana de PACs e CPFs foi avaliada contra E. coli. Os PACs das
séries P1 [AcYG(RRLL)x] P2 [AcYG(RLRL)n] ¢ P3 [AcYG(RRWW)3] mostraram perfil de
atividade dependente da estrutura. Peptideos com n = 1 ndo demonstraram atividade
antibacteriana. Peptideos com n =2 e n = 3 se mostraram os mais ativos, enquanto uma redugao
da atividade antibacteriana foi observada com o aumento da cadeia peptidica (n = 4). Ensaios
de liberagdo de f-galactosidase do citoplasma de E. coli indicam que o dano a membrana
bacteriana ¢ um mecanismo de agdo importante, mas provavelmente nao o unico para os
peptideos P1-2 e P3-2.

O CPF Lnz-P1-2 apresentou um conjunto de atividades, antibacteriana e citotoxica,
mais proxima ao conjunto observado para os peptideos mais longos da série P1, P1-3 ¢ P1-4. J&
o CPF Lnz-P14LRR apresentou um conjunto de atividades mais similar ao peptideo parental,
FI-P14LRR. Esta observacdo pode ter relagdo com a maior rigidez da cadeia de P14LRR,
baseada em esqueleto de PPII, em comparagdo aos peptideos da série P1. Assim, conjugagdes
na por¢ao N-terminal tem um maior potencial de alterar a conformagdo em nivel de estrutura
secundaria das sequéncias peptidicas da série P1 do que em conjugados com o peptideo
P14LRR, alterando também seu perfil de atividade.

A avaliacdo do perfil de atividade de PACs e CPFs em 7. cruzi mostrou uma baixa
eficacia contra formas amastigotas intracelulares, possivelmente associada a instabilidade de
peptideos compostos unicamente de aminoacidos naturais em ambiente proteolitico. Ja o perfil
de atividade sobre formas tripomastigotas em suspensdo se mostrou dependente do
comprimento das cadeias peptidicas, apresentando-se maior com o crescimento das cadeias.
Foram observadas diferencas entre os perfis de toxidez e inibi¢do da infectividade sobre
tripomastigotas de 7. cruzi, indicando que os PACs e conjugados podem inibir a infec¢do em
concentragdes em que ndo apresenta toxidez ao parasito. Uma observacdo interessante deste
experimento foi o perfil de atividade superior do conjugado Bzd(S)-Pi-2, em comparagdo ao
Bzd(R)-P1-2, que pode estar a melhor acomodacdo da L-Phg a cadeia peptidica do que a D-
Phg, que possui configuracdo estereoquimica diferente dos demais aminoacidos da cadeia.
Destaca-se nesse sentido a atividade do PAC Pi-4, que apresentou atividade sobre
tripomastigotas: CEso = 1,0 = 0,2 pM para toxidez e CEso = 299 + 86 nM para inibi¢do da
infectividade.

Cabe salientar que a realizagdo deste trabalho foi importante para sedimentar a linha de
investigacdo utilizando peptideos como base molecular em nosso grupo de pesquisa. Desta

forma, foi estabelecida a base para trabalhos futuros, derivados ou ndo do conjunto de resultados
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apresentado nesta Tese. Como perspectivas futuras deste trabalho podem-se incluir a
investigacdo quanto ao perfil de atividade de PACs com modificagdes na por¢ao apolar da
cadeia, visando ajustar o bindmio toxidez contra células de mamiferos versus atividade contra
patogenos. Também a amplia¢do da investigacao quanto a atividade de penetracao celular de
PACs das séries P2 ¢ P3, bem como sua conjugacdo com outros firmacos, cujo acimulo no
ambiente intracelular seja interessante. Neste sentido, novas rotas sintéticas para conjugac¢ao do
benznidazol a um PPC, via um espacador autoimolativo podem ser propostas para a obtencao
de um CPF mais eficiente contra formas amastigotas intracelulares de 7. cruzi. As perspectivas
incluem ainda uma descri¢ao mais fina do perfil de atividade biolégica do CPF Lnz-P14LRR,
incluindo a avaliagdo em um painel de espécies bacterianas de cepas clinicamente relevantes,
especialmente gram-positivas. Também serdo feitas avaliagdes em modelos de infec¢do

bacteriana intracelular e contra biofilmes.
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7. ANEXOS
7.1.  Espectros de Caracterizacao de Produtos e Intermediarios
7.1.1. Intermediario 2

Acido (28,4R)-1-((benziloxi)carbonil)-4-((2-metilalil)oxi)pirrolidine-2-carboxilico
Espectro de RMN 'H (400 MHz) de 2

OH
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Espectro de RMN '*C (100 MHz) de 2

OH

N
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’ 7.1.2. Fmoc-PL-OH (3)
Acido (2S,4R)-1-(((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil )-4-isobutoxipirrolidina-2-carboxilico
Espectro de RMN 'H (400 MHz).de Fmoe-PL-OH (3)
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Espectro de RMN '3C (100 MHz) de Fmoc-PL-OH (3)
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7.1.3. Intermediario 4
Acido (2S,4R)-1-((benziloxi)carbonil)-4-(3-((tert-butoxicarbonil)amino)propoxi)pirrolidina-
2-carboxilico

Espectro de RMN 'H (400 MHz) de 4.

OH
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Espectro de RMN *C (100 MHz) de 4.

OH
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7.1.4. Intermediario 5
Acido (2S,4R)-1-(((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)-4-(3-((tert-butoxicarbonil)amino)-
propoxi)pirrolidina-2-carboxilico

Espectro de RMN 'H (400 MHz) de 5.
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7.1.5. Fmoc-Pr(Boc)2-OH (6)

Acido (2S,4R)-1-(((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)-4-(3-((Z)-2,3-bis(tert-butoxicarbonil)-
guanidino)-propoxi)pirrolidina-2-carboxilico

Espectro de RMN 'H (400 MHz) de Fmoc-Pr(Boc):2 (6).
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Espectro de RMN 3C (100 MHz) de Fmoc-Pr(Boc): (6).
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7.1.6. Linezolida (7)
(8)-N-((3-(3-fluoro-4-morfolinofenil)-2-oxooxazolidin-5-il)metil )acetamida

Espectro de RMN 'H (400 MHz) da linezolida (7).
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Espectro de RMN '*C (100 MHz) da linezolida (7).
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7.1.7. Intermediario TLnz (8)
(8)-N-((3-(3-fluoro-4-morfolinofenil)-2-oxooxazolidin-5-il)metil )etanotioamida

Espectro de RMN 'H (400 MHz) de TLnz (8).
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Espectro de RMN 3C (100 MHz) de TLnz (8).
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7.1.8. Lnz-DTBA (10)
Acido (S)-N-((3-(3-fluoro-4-morfolinofenil)-2-oxooxazolidin-5-il)metil jacetamido)-4-
oxobutil)disulfanil)butanoico

Espectro de RMN 'H (400 MHz) de Lnz-DTBA (10).
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Espectro de RMN '3C (100 MHz) de Lnz-DTBA (10).
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Espectro de massa (EM) (ESI+) de Lnz-DTBA (10); m/z calculado para C24H33FN307S,",
558,2 [M+1]
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7.1.9. Acido 2-nitroimidazolil-acético (13)
Acido 2-(2-nitro-1H-imidazol-1-il) acético

Espectro de RMN 'H (400 MHz) de 13.
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Espectro de RMN 3C (100 MHz) de 13.
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7.1.10. Pi-1 - AcYGRRLL-NH: (14)

HNYNHZ
HO. NH
(0] (0] (0]
H H H
N\)I\ N N
HN N N NH,
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)\ ¢ 0 0
(o]
P41 j\H
14 HN NH

2

EM-MALDI-ToF de P1-1 (AcYGRRLL-NH;) m/z calculado para C37HesN130s" 818,5 [M+H].

Cromatograma de CLAE-FR para P1-1: gradiente 10-50% A em 30 min

0.324

17.316

0.24

> 0.16
<

0.084

0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00 26.00 28.00 30.00
Minutes

144



7.1.11. Pi-2 — AcYGRRLLRRLL-NH: (15)
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— HNZ “NH, HNZ “NH,

EM-MALDI-ToF de P1-2 (AcYGRRLLRRLL-NH>) m/z calculado para Cs1H110N23012" 1356,9
[M+H].

Cromatograma de CLAE-FR(214 nm) para P1-2: gradiente 20—-65% A em 30 min
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7.1.12. P1-3 - AcYGRRLLRRLLRRLL-NH: (16)

HNs_ _NH,
HO. NH
(0] (0] (0]

H H

\)I\ N N
HN N N NH,

(0] (0]
P1-3 NH
NH2 HNZ “NH,

EM (MALDI- ToF) de P1-3 (AcYGRRLLRRLLRRLL-NHz), m/z calculado para
CssHi56N33016 1895,2 [M+H].

Cromatograma de CLAE-FR (214 nm) para P1-3: gradiente 30—-60% A em 30 min
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7.1.13. P1-4 — AcYGRRLLRRLLRRLLRRLL-NH: (17)
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17 HN)\NHZ H )\ H )\ HN)\NHZ

NH, NH,

EM-MALDI-ToF de Pi-4 (17) (AcYGRRLLRRLLRRLLRRLL-NH»), m/z calculado para
Ci09H202N43020" 2433,6 [M+H].

Cromatograma de CLAE-FR (214 nm) para P1-4: gradiente 20-60% A em 30 min
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7.1.14. P2-1 - AcYGRLRL-NH: (18)

© (@] (0] (0]
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NH NH
8 )\ )\

P,-1
18 HNZ “NH, HNZ “NH,
EM-MALDI-ToF de P2-1 (AcYGRLRL-NH;) m/z calculado para C37HesN130s" 818,5 [M+H].

Cromatograma de CLAE-FR para P2-1: gradiente 15-40% A em 30 min
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EM-MALDI-ToF de P2-2 (AcYGRLRLRLRL-NH>) m/z calculado para Cs1H;10N23012"

7.1.15. P2-2 - AcYGRLRLRLRL-NH: (19)

g

1356,9 [M+H]
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NH,

Cromatograma de CLAE-FR (214 nm) para P;-2: gradiente 15-50% A em 30 min
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7.1.16. P2-3 — AcYGRLRLRLRLRLRL-NH:2 (20)
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16
EM-MALDI-ToF de P2-3 (AcYGRLRLRLRLRLRL-NH>) m/z calculado para CssHissN33016
1895,2 [M+H].

NH,

Cromatograma de CLAE-FR (214 nm) para P2-3: gradiente 15-60% A em 30 min
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7.1.17. P2-4 — AcYGRLRLRLRLRLRLRLRL-NH: (21)

A A A A

EM- MALDI-ToF de P2-4 (21) (AcYGRLRLRLRLRLRLRLRL-NH>), m/z calculado para
Ci09H202N43020" 2433,6 [M+H].

Cromatograma de CLAE-FR (214 nm) para P2-4: gradiente 15-55% A em 30 min
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7.1.18.

HN,
T b
\ﬂ/N\)kN N N
H H
(o] (0]
P3-1
22 N

P3-1 - AcYGRRWW-NH: (22)

NH

A

NH,
H

NH,

EM-MALDI-ToF de P3-1 (22) (AcYGRRWW-NH2>), m/z calculado para C3sHs3N14O6" 801,4

[M+H].

Cromatograma de CLAE-FR (214 nm) para P3-1: gradiente 15-50% A em 30 min
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7.1.19. P32 - AcYGRRWWRRWW-NH: (23)
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HN)\ HZNANH
EM-MALDI-ToF de P3-2 (23) (AcYGRRWWRRWW-NH3), m/z calculado para
C72Ho7N26O10" 1485,8 [M+H].
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Cromatograma de CLAE-FR (214 nm) para P3-2: gradiente 15-50% A em 30 min
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7.1.20.

i B

P3-3 — ACYGRRWWRRWWRRWW-NH: (24)
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EM-MALDI-TOF de P3-3 (ﬁ) (AcYGRRWWRRWWRRWW-NH,), m/z calculado para
Cio6H141N38014" 2170,1 [M+H].

Cromatograma de CLAE-FR para P3-3 (214 nm): gradiente 20—-60% A em 30 min
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7.1.21.

HZNYNH

Y¢éﬁ ;

NH2 H2N

H2N

P3-4 - AcYGRRWWRRWWRRWW-NH: (25)

o
H
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=
HN
NH

z

NH

HZN’gNH

EM-MALDI-TOF de P3-4 (25) (AcYGRRWWRRWWRRWW-NHz), m/z calculado para

Ci40H185Ns50018" 2854,5 [M+H].

Cromatograma de CLAE-FR para P3-2 (214 nm): gradlente 25-65% A em 30 min
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7.1.22. FI-P1-2 — FI-GRRLLRRLL-NH: (26)

5 ﬁY 8* ¢¢5Y Q*J#ﬁ

Ha Ha

EM-MALDI-ToF de FI-P1-3 (27) (FI-GRRLLRRLLRRLL-NH2), m/z calculado para
C79H10sN22015" 1509,8 [M+H].

Cromatograma de CLAE-FR (214 nm) para FI-P1-3: gradiente 25-55% A em 30 min
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7.1.23.  FI-P1-3 — FI-GRRLLRRLLRRLL-NH: (27)

4, ﬁ*%%%ﬁé%

NHQ NHQ NH2

EM-MALDI-ToF de FI-P1-3 (ﬂ) (F1- GRRLLRRLLRRLL-NHz), m/z calculado para
CosHissN32019" 2048,2 [M+H]

Cromatograma de CLAE-FR (214 nm) para FI-P1-3: gradiente 35-60% A em 30 min
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7.1.24. F1-P1-4 — FI-GRRLLRRLLRRLLRRLL-NH: (28)

o]
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FI-P,-4

28
NH2 N NH, N NH, N NH,

EM-MALDI-ToF de Fl P1-4 (28) (FI-GRRLLRRLLRRLLRRLL-NH3), m/z calculado para
C119H201N42023" 2586,6 [M+H]

Cromatograma de CLAE-FR (214 nm) para FI-P1-4: gradiente 35-60% A em 30 min
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7.1.25. Lnz-Pi1-2 — Lnz-DTBA-GRRLLRRLL-NH: (29)

Lnz-P4-2
29 HN
EM-MALDI-ToF de Lnz-Pi-2 (29) (Lnz-DTBA-GRRLLRRLL-NH>), m/z calculado para
C74H120FN25015S2" 1691,0 [M+H].
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Cromatograma de CLAE-FR (214 nm) para Lnz-P1-2: gradiente 30-60% A em 30 min
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7.1.26.  Bzd(S)-P1-2 — Bzd(S)-GRRLLRRLL-NH: (30)
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EM-MALDI-ToF de Bzd(S)-Pi-2 (30) (Lnz-DTBA-GRRLLRRLL-NH>), m/z calculado para
Ce3sHi09N26013" 1437,9 [M+H].

Cromatograma de CLAE-FR (214 nm) para Bzd(S)-P1-2: gradiente 25-65% A em 30 min
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7.

1.27.  Bzd(R)-P1-2 — Bzd(S)-GRRLLRRLL-NH: (31)

Y¢ﬁr¢gw8*¢w¢gw8*¢ﬁ

31
Hy NHZ

EM-MALDI-ToF de Bzd(R)-P1-2 (_) (an-DTBA-GRRLLRRLL-NHz), m/z calculado para
Ce3sHi109N26013" 1437,9 [M+H].

Cromatograma de CLAE-FR (214 nm) para Bzd(R)-P1-2: gradiente 25-65% A em 30 min
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7.1.28. FI-P14LRR — FI-GPLPRPRPLPRPRPLPRPRPLPRPRPL-NH2 (32)

HN HoN HN HN
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HN HN
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z

EM-MALDI-ToF de FI-P14LRR (32) (FI-GPLPRPRrPLPrRPRPLPRPRPLPRPRPL-NH2), m/z

calculado para Ci40H222N39033" 2977,7 [M+H].

Cromatograma de CLAE-FR (214 nm) para FI-P14LRR: gradiente 25-65% A em 30 min
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7.1.29. Lnz-P14LRR — Lnz-DTBA-GPLPRPRPLPRPRPLPRPRPLPRPRPL-NH2 (33)

H,N
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Q HZN>|=NH . N>=NH . N>=NH . N>=NH

EM-MALDI-ToF de Lnz-P14LLRR (ﬁ) (LnZ-DTBA-GPLPRPRPLPRPRPLPRPRPLPRPRPL-NHQ),
m/z calculado para C143H240FN42033S," 3156,8 [M+H]

Cromatograma de CLAE-FR (214 nm) para Lnz-P14LRR: gradiente 25-65% A em 30 min
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7.1.30. an-Fl-P14LRR — LnZ-DTBA-GK(Fl)GPLPRPRPLPRPRPLPRPRPLPRPRPL-NHZ (ﬂ)

q
HN__O % %
O HN HN HN H
HoOC >:

Lnz-P14LRR H2N>="” Hz.?:”” o N
34 4909
EM-MALDI-ToF de Lnz-FI-P14LRR (34)

(Lnz-DTBA-GK(FI)GPLPrPrPLPRPRPLPRPRPLPRPRPL-NH>), m/z calculado para
C172H267FN4s041S2" 3702,0 [M+H].

Cromatograma de CLAE-FR (214 nm) para Lnz-FI-P14LRR: gradiente 25-65% A em 30 min
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7.1.31. Bzd(S)-P14LRR — Bzd(S)-GPLPRPRPLPRPRPLPRPRPLPRPRPL-NH: (35)

H,N H,N HoN HoN
>=NH >:NH \FNH >:NH
HN HI H H

oiz
L
s
L

/N QJ\ 3 3
N /Y (j\f Ej\r(l(o } O@(O Z 0@(0 %NHZ

N N N o
OO O
o 9 o [
Bzd(S)-P14LRR % % i i
35 HN>=NH HN>: HN>:NH HN>:
=29 NH NH
H,N HoN HoN HoN

EM-MALDI-ToF de Bzd(S)-P14LRR (35): (Lnz-DTBA-GPPrPrPLPRPRPLPRPRPLPRPRPL-
NH>), m/z calculado para Ci33H220N43031" 2903,7 [M+H]

Cromatograma de CLAE-FR (214 nm) para Bzd(S)-P14LRR: gradiente 25-65% A em 30 min
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7.1.32. Bzd(R)-P14LRR — Bzd(R)-GPLPRPRPLPRPRPLPRPRPLPRPRPL-NH: (36)
2! 2 FNH

025\ o f (::’j/ P 2 P 2 Q
/N N : : z 2 ; /
N \J/\ﬂ/ ’t[(@ril(o ! @(o \
S eepSepsi
2
N

Bzd(S)-P14LRR HNi
36 >=NH
HoN

EM-MALDI-ToF de Bzd(R)-P14LRR (35): (Lnz-DTBA-GPLPrPrPLPrRPRPLPRPRPLPRPRPL-
NH_), m/z calculado para Ci33H220N43031" 2903,7 [M+H].

Cromatograma de CLAE-FR para Bzd(R)-P14LRR (214 nm): gradiente 25-65% A em 30 min
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7.2.

P1-2

P1-2

Espectros de Dicroismo Circular

em tampao fosfato 20 mM (pH 7,2)

P,-2 (aquoso)

[6]MR x 105
(deg.cm2/dmol)

190 200 210 220 230 240 250 260
A (nm)

em tampao fosfato 20 mM (pH 7,2) e 25% (v/v) TFE

P,-2 - (25% TFE)

4,0 -

2,0 A

[6]MR x 107
(deg.cm?/dmol)

190 200 210 220 230 240 250 260
A (nm)
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P1-3 em tampao fosfato 20 mM (pH 7,2)

P,-3 (aquoso)

4,0

2,0 -

1,0 -

[6]MR x 106
(deg.cm2/dmol)

0,0 T

-1,0 -

22,0 -
190 200 210 220 230 240
A (nm)

P1-3 em tampao fosfato 20 mM (pH 7,2) e 25% (v/v) TFE

P,-3 (25% TFE)

4,0 -

3,0

[6]MR x 107
(deg.cm?/dmol)

0,0 T T T T

-1,0 -

2,0 -
190 200 210 220 230 240
A (nm)
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P1-4 em tampao fosfato 20 mM (pH 7,2)

P,-4 (aquoso)

2,0 -

[6]MR x 106
(deg.cm?/dmol)

190 200 210 220 230 240 250 260
A (nm)

P1-4 em tampao fosfato 20 mM (pH 7,2) e 25% (v/v) TFE
P,-4 (25% TFE)

2,5 -

1,5 -

0,5 -

[6]MR x 107
(deg.cm?/dmol)

0,0 T T T

-1,0 -

190 200 210 220 230 240 250 260
A (nm)
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P2-3 em tampao fosfato 20 mM (pH 7,2)

P,-3 (aquoso)

[6]MR x 107
(deg.cm?/dmol

A (nm)

190 200 210 220 230

240

250

260

P2-3 em tampao fosfato 20 mM (pH 7,2) e 25% (v/v) TFE

P,-3 (25% TFE)

[6]MR x 107
c(;ieg!cmzl‘,dmo‘k,
o [0} o

w
1

190 200 210 220 230

250

260
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