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Resumo

O tratamento e/ou cura de doencas genéticas, cancro ou infe¢des bacterianas
resistentes aos antibidticos convencionais sdo, hoje em dia, alguns dos maiores
desafios na area da medicina. Neste contexto, péptidos e proteinas tém sido alvo de
grande interesse e estudo na medicina e desenvolvimento de farmacos, devido a uma
grande variedade de possiveis aplicacbes. Os MAP (Membrane Active Peptides)
apresentam vantagens relativamente a pequenas moléculas, por apresentarem maior
especificidade e afinidade para alvos terapéuticos, mas também em relacdo a
proteinas de maior peso molecular, em termos de viabilidade de sintese, flexibilidade
de derivatizacdo, baixa imunogenicidade e parametros fisico-quimicos mais
compativeis com o seu emprego como agentes terapéuticos 1. Os MAP incluem os
Péptidos Penetradores Celulares (CPP, Cell Penetrating Peptides), capazes de
transportar de forma eficiente acido desoxirribonucleico (ADN), proteinas ou outras
moléculas para o interior de células (mantendo a integridade da célula), e os Péptidos
Antimicrobianos (AMP, Anti-Microbial Peptides), que interagem com bactérias, fungos
ou parasitas, inibindo a sua atividade por destabilizacdo das suas membranas

celulares.

O trabalho visou a sintese de derivados modificados de MAP com interesse
terapéutico, nomeadamente, do péptido hLF(1-11) ¥, um AMP catiénico com acéo
antimicrobiana potente e de largo espetro, e do péptido S4,3-PV B capaz de se
comportar como um CPP. Para tal, empregaram-se metodologias de sintese peptidica
em fase sdlida (SPPS, Solid Phase Peptide Synthesis) classica ou assistida por
microondas (MW-SPPS). Os péptidos foram sintetizados com sucesso, sendo
posteriormente purificados por cromatografia liquida de fase reversa. A analise dos
produtos finais foi feita por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC, High
Performance Liquid Chromatography) e espetrometria de massa com ionizacao por
electro-nebulizagcdo e detegcdo por armadilha de ides (ESI-IT MS, Electro-Spray
lonization-lon Trap Mass Spectrometry), permitindo confirmar a obtencdo dos

péptidos-alvo com excelentes graus de pureza.
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Abstract

The treatment and/or cure of genetic deseases, cancer or bacterial infections
are considered a few of the greatest challenges in the field of medicine. In this context,
peptides and proteins have been a subject of great interest and study in medicine and
drug development, due to a large variety of possible applications. MAP (Membrane
Active Peptides) present several advantages over small molecules, since they present
higher specificity and affinity towards therapeutic targets, but also over proteins of
higher molecular weight, in terms of synthesis viability, derivatization flexibility, low
immunogenicity and physico-chemical characteristics compatible with their employment
as therapeutic agents . MAP include Cell Penetrating Peptides (CPP), capable of
efficiently transporting deoxyrribonucleic acid (DNA), proteins or other molecules to the
interior of the cells (maintaining the integrity of the cell), and Antimicrobial Peptides
(AMP), which are able to interact with bacteria, fungus or parasites, inhibiting their

activity through destabilization of the cell’'s membranes.

This work targeted the synthesis of modified derivatives of peptides with
therapeutical interest, namely, of hLF(1-11) ¥, a cationic AMP with potent broad-
spectrum activity, and of S4*3-PV ¥, capable of acting as a CPP. To this end, classic or
microwave-assisted Solid-Phase Peptide Synthesis (SPPS) methodologies were
employed. The peptides were successfully synthesized and next purified by reverse-
phase liquid chromatography. The analysis of the final products was performed by High
Performance Liquid Chromatography (HPLC) and Electro-Spray lonization-lon Trap
Mass Spectrometry (ESI-IT MS), which provided confirmation that the target peptides
were effectively obtained with excellent purity degrees.
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Breve introducéo a sintese peptidica
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1. Preambulo

Péptidos e proteinas assumem um papel fundamental em diversos processos
biolégicos e fisiolégicos de organismos vivos, nomeadamente na comunicacao
intracelular e intercelular (como hormonas ou neurotransmissores), no sistema
imunitario (péptidos antimicrobianos enddgenos, anticorpos), ou ainda no transporte
de diversas substancias atraves de membranas biolégicas (proteinas

transmembranares, vulgarmente designadas por “canais”) ™.

Devido ao largo espetro de fungBes exercidas por aquelas biomoléculas,
comecaram a surgir diversos tratamentos baseados em péptidos bioativos, derivados
de hormonas peptidicas naturais ou de fragmentos de proteinas, por exemplo. Neste
contexto, 0os péptidos apresentam vantagens relativamente a outras pequenas
moléculas, por possuirem geralmente maior especificidade e afinidade para alvos
terapéuticos, mas também relativamente a proteinas de elevado peso molecular, em
termos de viabilidade de sintese, flexibilidade de derivatizacdo, baixa imunogenicidade
e parametros fisico-quimicos mais compativeis com o seu emprego como agentes

terapéuticos .

Considerando a importancia biol6gica dos péptidos, tornou-se importante
facilitar a sua obtencdo na quantidade necessaria e com o grau de pureza exigido para
a aplicacao desejada. Atualmente, sequéncias peptidicas podem ser obtidas de trés

formas:

e Isolamento de péptidos de uma matriz biolégica - como, por exemplo,
células, tecidos ou mesmo organismos;

e Manipulagdo genética - técnicas de ADN recombinante para a
expressao de péptidos e proteinas em microorganismos;

e Sintese quimica.

Ainda que a cada um destes métodos estejam associadas vantagens e
desvantagens, o Ultimo é o Unico que permite a incorporacdo de aminoacidos nao
naturais ou de outras modificagbes com vista a melhoria do indice terapéutico do
péptido. Adicionalmente, a sintese quimica proporciona, geralmente, a produgéo de

péptidos em maior escala e com maior grau de pureza final.
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2. Sintese Peptidica em Fase Solida

2.1. A Ligacéao Peptidica

A ligacdo amida resultante da condensacéo de dois aminoacidos da-se o nome
de ligacdo peptidica. Esta ligacdo desempenha um papel fundamental em sistemas
biolégicos, caracterizando-se por ser extremamente estavel, polar e capaz de
estabelecer ligacdes de hidrogénio com outros atomos, atuando quer como grupo
dador, quer como grupo aceitador dessas ligaces ¥l. Assim, a sintese peptidica tem
por base a juncado sequencial de a-aminoacidos através de uma ligacdo amida,
formada através de uma reacéo de adicdo nucledfila-eliminagéo (condensacao) entre
0 grupo o-amino de um a-aminoacido (AAl) e o grupo carboxilo de outro (AA2). Por
convencdo, a ordem sequencial dos aminoacidos de um péptido é apresentada no
sentido N—C;, ou seja, com o aminoacido N-terminal (N, com o grupo a-amino livre) a
esquerda, e com o aminoacido C-terminal (C;, com o grupo carboxilo livre), a direita. A
reacdo de condensacdo deve ser regiosseletiva, sendo absolutamente necessaria a
supressdo de reatividade de outros grupos funcionais que n&o aqueles que se
pretende fazer reagir, ou seja, serd preciso desativar de alguma forma o grupo
carboxilo do AA1, o grupo a-amino do AA2 e grupos funcionais reativos eventualmente

presentes nas cadeias laterais dos aminoacidos.

A reagdo de condensacao entre um grupo amino e um grupo carboxilo, apesar
de termodinamicamente viavel, ndo é cineticamente favorecida. Assim, a temperatura
ambiente ou inferior, sem uma ativacdo apropriada do grupo carboxilo, a juncdo
daqueles grupos funcionais dara lugar a uma reacéo acido-base, com a formacéo de
um sal estavel (Esquema 1.1). A formacdo da amida a partir deste sal requer
temperaturas muito elevadas (160-180 °C), geralmente incompativeis com a sintese
peptidica . Alternativamente, e de forma a evitar-se o recurso a temperaturas tao
altas, dever-se-a ativar o grupo carboxilo, ou seja, converté-lo num seu derivado mais
reativo, que reaja prontamente com a amina nucleofilica através do mecanismo de

adicao-eliminacao conducente a amida desejada (Esquema 1.2).
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Esquema 1.1 — Formacé&o de um sal estavel entre uma amina e um &cido carboxilico e sua

conversao térmica numa amida.

Assim, a promocao de uma condensacao peptidica em condigcbes suaves
requer dois passos: (a) a ativacdo do grupo carboxilico de um dos reagentes,
geralmente promovida por adicdo dos denominados agentes de condensacao,
ativagdo ou acoplamento, que promove a inser¢cdo de um bom grupo de saida (At), e
(b) o ataque nucedfilo do grupo amino do outro reagente ao derivado carboxilico
ativado (Esquema 1.2).

(0]
Atlvagao —NHz )L
R
R OH R ”/

Esquema 1.2 — Formacgédo de uma ligacdo amida por ataque nucledfilo de uma amina a um

intermediario reativo derivado de um acido carboxilico.

Na formacao de uma ligacdo amida (peptidica) entre dois aminoacidos, sera
também preciso salvaguardar que o processo de ativacdo ndo ponha em causa a
configuracdo do(s) carbono(s) quiral(is) do amino&cido ativado, conduzindo & sua
racemizacdo. Na realidade, este € um problema significativo quando se faz crescer
uma cadeia peptidica no sentido N.—C;, ou seja, no sentido idéntico ao observado na
biossintese ribossdmica de péptidos e proteinas: a ativa¢cdo do grupo carboxilo de um

aminoacido N*-acilado é geralmente acompanhada de racemizacdo do C* desse
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aminoacido, atraves de ciclizagdo intramolecular via uma oxazolona (1, Esquema 1.3)

[5-9]
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Esquema 1.3 — Racemizacgdo de um N%-acil-aminoéacido ativado, através da

formacgdo de uma oxazolona intermediaria (1).

Assim, a sintese quimica de péptidos é normalmente realizada no sentido
Ci—N; para minimizar o problema da racemizacao, ja que a ativagdo de a-aminoacidos
convenientemente N“protegidos permite contornar a formacdo de oxazolonas ™.
Adicionalmente, o recurso a sintese peptidica em fase sélida (SPPS, c.f. 2.2) permite
que as reacgdes de condensacao se realizem em periodos de tempo substancialmente
mais curtos do que em sintese peptidica em solu¢gdo, minimizando assim a
probabilidade de ocorréncia de fendmenos conducentes & perda de configuracéo ™.
Existem, no entanto, amino4cidos mais propensos a perder pureza 6tica no decurso
da sua incorporacdo numa cadeia peptidica crescente, mesmo quando a sintese é

realizada em fase solida, como s&o os casos da cisteina ¥ e da histidina ™.
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2.2. Metodologias de Sintese Peptidica em Fase Sélida

Para além do problema da epimerizacao ja referido, a condensacéo peptidica,
em condicbes suaves, esta também normalmente associada um baixo rendimento.
Assim, um dos grandes desafios do desenvolvimento de metodologias de sintese
peptidica tem vindo a prender-se com a otimizacdo de procedimentos de ativacdo e
condensacao, e de prote¢do de grupos funcionais, que permitam ndo sé a prevencao
de reacdes laterais indesejadas, mas também melhores rendimentos de sintese. Apos
a intervencado pioneira de Emil Fischer na sintese quimica de péptidos, no inicio do
século XX, a ciéncia da sintese de péptidos foi progredindo lenta, mas continuamente,
surgindo em 1963 a que foi considerada a maior revolucdo de sempre na sintese
quimica de péptidos: a invengcdo da sintese peptidica em fase sdlida (SPPS), por

Robert Bruce Merrifield, galardoado com o Prémio Nobel da Quimica em 1984 3,

A estratégia de SPPS inicia-se com a ligagdo de um aminoacido N*-protegido a
um polimero insoltvel (resina), através do seu grupo carboxilico, garantindo-se que
esta ligacdo seja capaz de resistir a todas as reagbes empregues durante o
enlongamento da cadeia peptidica, no sentido C;,—N,. Deste modo, a resina serve nao
s6 de suporte insollvel sobre o qual a cadeia peptidica vai sendo construida, como
também atua como grupo protetor do grupo carboxilo do aminoacido C-terminal. O
passo seguinte consiste na desprote¢do do grupo a-amino do aminoacido incorporado,
de forma a torna-lo disponivel para se ligar ao aminoacido seguinte, por condensacgéo
peptidica. O enlongamento da cadeia peptidica da-se através de ciclos repetitivos de
incorporagao de aminoacidos protegidos e consequente remogéo do grupo a-amino
protetor (designado grupo protetor temporario). Todos o0s acoplamentos e
desprotecdes sao realizados usando excesso dos reagentes sollveis, para forcar a
ocorréncia de reacdes quantitativas, e seguidos pela lavagem da peptidil-resina com
solventes apropriados, como o diclorometano (DCM) e a N,N-dimetilformamida (DMF),
para remover reagentes excedentarios e produtos laterais. Assim, no vaso reacional
resta apenas o péptido ancorado a resina. Terminado o enlongamento da sequéncia
peptidica, da-se o processo de clivagem (rotura da ligacao entre a cadeia peptidica e a
resina), normalmente por acidélise, com remocdo simultdnea dos grupos protetores

das cadeias laterais (designados grupos protetores permanentes) (Esquema 1.4).
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Esquema 1.4 — Esquema geral de SPPS. O péptido final pode ser obtido sob a forma de

carboxamida (Y=NH) ou acido carboxilico (Y=0).

A grande vantagem da SPPS, em relacdo a sintese peptidica em solugéo,
prende-se com a maior simplicidade, rapidez e eficéncia do procedimento sintético. Na
sintese em solucdo, cada intermediario sintético tem de ser isolado e purificado apos
cada passo reacional, o que torna o processo muito dispendioso e demorado. Para
além disso, ndo € conveniente usar largos excessos de reagentes para forcar a reacao
a ser quantitativa, pois tal dificultaria significativamente as purificagdes subsequentes.
Seguindo uma estratégia de SPPS, geralmente poupa-se substancialmente no tempo,
pois ndo ha isolamento nem purificacdo de intermediarios sintéticos, e aumenta-se
consideravelmente o rendimento global de sintese, pois todo o processo é sempre
realizado no mesmo vaso reacional, e podem usar-se excessos de reagentes que sao
posteriormente removidos por lavagem e filtracdo da peptidil-resina contida no vaso

reacional, que esta normalmente ligado a um sistema de filtragéo por vacuo.
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2.2.1. Suporte Solido

A natureza do polimero sélido de suporte (resina) utilizado na SPPS é um dos
fatores determinantes para a obtencdo da sequéncia peptidica desejada e com bons
rendimentos. Para além de insolluvel e estavel a agitacdo, a resina deve ser inerte as
condicbes quimicas aplicadas durante o enlongamento da cadeia peptidica, permitir
uma répida difusdo dos reagentes para que estes possam aceder prontamente aos
centros reativos, e ser adequadamente funcionalizada de modo a que a ancoragem do
primeiro aminoacido seja eficiente, se mantenha estavel enquanto pretendido, e seja

clivavel de forma suave quando desejado .

Os suportes solidos mais utilizados estdo normalmente incluidos numa de duas

categorias *°

° Resina de Poliestireno (PS): utilizada primeiramente por Merrifield, esta
resina constitui um co-polimero clorometilado de estireno (~99%) e
divinilbenzeno (~1%), apresentando um carater altamente hidrofébico. Na
presenca de solventes apropriados, este polimero permite a difuséo
eficiente dos reagentes. No entanto, para esta resina, a cinética de
reacdo diminui, especialmente quanto mais longa for a cadeia peptidica.
(Figura 1.1 A) 627,

° Resina de PS-Polietilenoglicol (PS-PEG): sendo predominantemente
composta por espacadores PEG (até 70%), com um carater hidrofilico,
estes tipos de resina promovem reacfes mais rapidas e eficientes em
solventes mais polares, uma vez que permitem uma maior acessibilidade
aos locais reativos (Figura 1.1 B) do que as resinas mais hidrofébicas,

neste tipo de solventes 2.
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Figura 1.1 — Representacdo estrutural de resinas (A) do tipo PS e (B) do tipo PS-PEG.
Adaptado de [18].

Em qualquer dos casos, a funcionalizagdo do suporte sélido utilizado é um fator
determinante e devera rondar os 0,5 mmol/g, j& que uma funcionalizagéo mais elevada
podera favorecer interacdes ndo covalentes (hidrofébicas, por ligagbes de hidrogénio,
etc.) entre cadeias peptidicas, conduzindo possivelmente a inacessibilidade dos locais
reativos da cadeia. Funcionalizagbes mais baixas conduzem a um baixo rendimento
de sintese, estando o0 seu uso reservado apenas para 0s casos em que um efeito de
“pseudo-diluicao” na fase solida seja recomendado como, por exemplo, na sintese em

fase sélida de péptidos muito longos ou ciclicos ™.

As resinas sédo posteriormente funcionalizadas com um espagador bifuncional
ao qual se liga o aminoacido C-terminal da sequéncia peptidica. A escolha da resina e
do espacador bifuncional a aplicar em SPPS depende do tipo de modificagdo C-
terminal que se pretenda no péptido-alvo, das condi¢cdes de clivagem que se queira

aplicar, e do tipo de grupos protetores temporarios e permanentes que se ira utilizar.

2.2.2. Esquemas de Protecao

Considerando a diversidade de grupos funcionais presentes nos diferentes
aminoacidos, torna-se necessaria a combinacado apropriada de grupos protetores, ou
seja, € fulcral a utilizacdo de esquemas de protecdo adequados. Estes destinam-se a

prevenir a ocorréncia de condensacdo (oligomerizacdo) entre as moléculas do
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aminoacido que esteja a ser incorporado (grupos N*-protetores temporarios) ou entre
grupos funcionais presentes nas cadeias laterais dos amino&cidos, seja entre si, seja
com cada aminoacido ativado que ird sendo incorporado na sequéncia peptidica
(grupos protetores permanentes), garantindo uma sintese bem sucedida.

Os esquemas de protecdo podem classificar-se em seletivos ou ortogonais. A
ortogonalidade de um esquema de protecdo caracteriza-se pela combinacdo de
grupos protetores que diferem uns dos outros, essencialmente, pelo mecanismo de
remocdo, sendo possivel a remog¢do de um tipo de grupo protetor sem que sejam
afetados os restantes. Por outro lado, os esquemas de protecdo seletivos combinam
grupos protetores que apresentam o mesmo mecanismo de remocdo, mas diferentes
labilidades relativamente a um mesmo tipo de agente de remoc¢éo, sendo que, neste
caso, a remogdo de grupos protetores permanentes requer condicdes mais drasticas

que a dos grupos protetores temporarios 2%,

Em SPPS, sdo fundamentalmente usados dois esquemas de protecdo,
vulgarmente designados como Boc/Bzl e Fmoc/'Bu, designacdes estas que se devem
aos grupos usados como protetores temporarios e permanentes em cada caso. Assim,
no esquema Boc/Bzl, o grupo N*-protetor temporario é o terc-butoxicarbonilo (Boc, 2),
l&bil a acidos como o acido trifluoroacético (TFA) a concentragdes superiores a 30%;
tal exige que o grupo Boc seja combinado com grupos protetores permanentes
(cadeias laterais) que, como o grupo benzilo (Bzl, 3), entre outros, sejam resistentes
ao TFA 4 No esquema Fmoc/Bu, o grupo protetor temporario é o O-
fluorenilmetoxicarbonilo (Fmoc, 4), estavel a acidos, mas labil a bases, em especial a
aminas secundarias, 0 que permite usar grupos protetores permanentes que, tal como

o terc-butilo (‘Bu, 5) e outros, s&o labeis a acidos como o TFA 23],

Pelo atras referido, se infere que o esquema Boc/Bzl corresponde a uma
estratégia de protecdo seletiva, tendo sido a utilizada por Merrifield quando este
descreveu pela primeira vez a SPPS ?. Ainda que apresentando algumas vantagens,
como envolver o uso de aminodcidos protegidos geralmente mais baratos que o0s
empregues no esquema Fmoc/tBu, ou desfavorecer processos de agregacao peptidica
gue muitas vezes estdo na origem do insucesso da sintese de péptidos longos, o
esquema Boc/Bzl tem a grande desvantagem de requerer tratamentos repetitivos da
peptidil-resina com TFA e condicfes drasticas de clivagem, geralmente, por acidélise
com HF anidro. Por um lado, as repetidas remocdes do grupo Boc com TFA acabam
por promover (a) perda parcial do péptido crescente, por clivagem da sua ligacdo a

resina, e (b) desprotecdo de uma pequena parte das cadeias laterais da cadeia

11
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peptidica em construcdo, em consequéncia de se tratar de um esquema de protecao
seletivo, e ndo ortogonal. Por outro lado, a acidélise com HF anidro é uma operagéo
delicada, que exige um operador experimentado e uma montagem especifica que
impeca qualquer fuga de HF e que seja totalmente construida em Teflon® e colocada
em laboratério dedicado a reacdes especiais. Ao esquema Boc/Bzl estdo ainda
associadas reacdes laterais que contribuem para a diminuicdo do rendimento da

sintese e da qualidade do produto final .

2 3
Figura 1.2 — Grupos protetores associados ao esquema de protecéo Boc/Bzl.

Num esforgco de contornar as dificuldades associadas ao uso do esquema
Boc/Bzl, Carpino e Han desenvolveram em 1970 o grupo Fmoc ¥, ao que de imediato
se seguiu a proposta do esquema de protecdo ortogonal Fmoc/'Bu para SPPS 1242,
Neste esquema, o grupo Fmoc é normalmente removido com solucdes de piperidina a
20% em DMF (Esquema 1.5), podendo recorrer-se a outras bases, se necessario;
estas condi¢des suaves de tratamento repetitivo da peptidil-resina ndo s6 ndo causam,
geralmente, desprotecdo ou clivagem prematura, como também s&o totalmente
compativeis com grupos que, como o 'Bu, sdo estaveis a bases e labeis a Aacidos.
Alguns outros grupos protetores permanentes usados em SPPS pelo esquema
Fmoc/tBu séo o tritilo (Trt, 6), o Boc (2) ou o0 2,2,4,6,7-pentametyldi-hidrobenzofuran-5-
sulfonilo (Pbf, 7). Assim, a clivagem (e concomitante desprotecao total) de um péptido
construido pelo esquema de protecdo Fmoc/tBu é geralmente realizada por aciddlise
com TFA (c.f. secgdo 2.1.5)
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Figura 1.3 — Alguns grupos protetores, temporarios ou permanentes, usados no esquema de

protecdo Fmoc/'Bu.

A menor agressividade quimica da SPPS segundo um esquema Fmoc/'Bu, em
comparagdo com um esquema Boc/Bzl, faz com que aquele seja compativel com uma
variedade substancialmente maior de grupos protetores e modificacdes quimicas, bem
como com diversos sistemas automatizados de sintese peptidica (c.f., seccdo 2.1.6).
Por essa razdo, e também pela sua menor perigosidade e ortogonalidade, o esquema

Fmoc/'Bu rapidamente se tornou o esquema de protecao de eleicdo em SPPS.
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Esquema 1.5 — Mecanismo de remocéo do grupo Fmoc com piperidina.

2.2.3. Agentes de Acoplamento

Os métodos correntemente utilizados para a ativacdo do componente
carboxilico em sintese peptidica, quer em solugéo, quer em fase sélida, baseiam-se
nos chamados agentes de condensacao, ativagdo ou acoplamento, que promovem a
ativagao in situ. Estes agentes estdo geralmente associados a uma reagao de ativacéo
rapida, mesmo no caso de aminoacidos estereoquimicamente impedidos, formando-se
um éster ativo como intermediario. Existem atualmente diversos agentes de
acoplamento como, por exemplo, carbodiimidas ou sais de fosfénio ou urdnio, sendo
os Ultimos geralmente mais eficientes, possibilitando a diminuicdo dos tempos de

reacdo, bem como o aumento do rendimento global de sintese.

2.2.3.1. Carbodiimidas

As carbodiimidas foram o primeiro tipo de agente de condensacao in situ a ser

%1 Ao reagir com um &cido carboxilico, as

desenvolvido, em meados do século XX
carbodiimidas (8) originam uma O-acilisoureia labil (9), muito propensa a sofrer um
ataque nucledfilo (Esquema 1.6). Assim, sendo esta isoureia gerada na presenca do
componente amino, reagird prontamente com este para produzir a amida desejada. No
entanto, a elevada reatividade da O-acil-isoureia esta também muitas vezes associada

a racemizacao do substrato ativado ou ainda a conversao intramolecular da prépria O-
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acilisoureia no seu isomero N-acilureia (10) que ndo € reativo, ou seja, nao sofre a

reacdo de amindlise conducente & formacéo da ligacdo amida desejada 2.

+ R'——N=—C—N———R"

.'\Gp\,‘—NH O 8

R O H

4+ R——N—C—N®

'GP ——NH ) R
N—FR'
o
HN—R"
\ Gp ,‘—NH (0]

P
R HN——AA (0]
\ ;% e
N v

HN——R" K N N
'GP ——NH o H H

| GP ——NH

10

Esquema 1.6 — Ativagao de um grupo carboxilico por uma carbodiimida e subsequente reagao
da O-acilisoureia (9) formada (i) por via intramolecular para formar uma N-acilureia estavel (10),

ou (ii) com uma amina nucleofilica para formar o produto de condensacao desejado.
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Ainda no ultimo quartil do século XX, e com 0 objetivo de contornar os

by

problemas associados a utilizacdo de carbodiimidas, introduziu-se o conceito de
nucleofilo auxiliar, em que espécies nucledfilas como o 1-hidroxibenzotriazole (HOB,

11) eram usadas em conjunto com as carbodiimidas para promover a ativagao in situ

1 O HOBt reage prontamente com a O-acil-isoureia, gerando um éster reativo de

benzotriazolilo, menos labil que a isoureia, mas ainda passivel de sofrer um ataque

nucledfilo por parte de uma amina (esquema 1.7). Para além de evitar a converséo da

7

O-acilisoureia em N-acilureia, o HOBt é também capaz de reduzir os niveis de

racemizacao por ser ligeiramente acidico, proporcionando uma formagéo da amida

desejada com melhores rendimentos 2329,

o) HN—— GP | "
R"——NH (>—< . \/N
/>—o R N
R—N 9 w ~
o—
H
N N
e T g
o)
o) HN— GP\‘
N/
? N—O
AA-NH,
0 HN—— GP }
AA——NH R

Esquema 1.7 — Ataque nucledfilo do HOBt a uma O-acilisoureia e subsequente amindlise do

éster de benzotriazolilo formado.
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Outros nucledfilos auxiliares similares ao HOBt surgiram posteriormente, como
€ 0 caso do 7-aza-1-hidroxibenzotriazole (HOAt, 12), geralmente mais eficiente que o
HOBLt na supressao da racemizagéo e no aumento da velocidade e do rendimento da
condensac&o #%%4, Esta melhoria esta provavelmente relacionada com a incorporacéo
de um atomo de azoto na posi¢do 7 do sistema aromético, que podera contribuir quer
para uma melhor estabilizacdo do grupo de saida (aumentado assim a reatividade do
éster), quer para o estabelecimento de ‘neighboring group effect que aumenta a
nucleofilia da amina (esquema 1.8) %3033,

AV T AN

4 ~

(6] N \O
1 12

Figura 1.4 — Estrutura dos nucledfilos auxiliares HOBt (11) e HOAt (12).

B
o~
N2

. \O
H\\N ______
AA'/ AA ©

Esquema 1.8 — Representagéo do ‘neighbouring group effect’, por estabelecimento de ligacdes

de hidrogénio entre o azoto da posi¢do 7 do HOAt e a amina nucleofilica.

2.2.3.2. Sais de urénio

O sucesso da combinagdo do HOBt com carbodiimidas conduziu a sintese de
diversos novos agentes de acoplamento in situ, capazes de produzir resultados
similares aos da referida combinacg&o. Surgiram assim os denominados sais de urénio,
como o tetrafluoroborato ou o hexafluorofosfato de O-(benzotriazol-1-il)-N,N,N’,N"-
tetrametilurénio (TBTU, 13 ou HBTU, 14, respetivamente). O HBTU foi introduzido

17



como agente de acoplamento em 1978 ¥ e é atualmente um dos mais utilizados em
SPPS. Os sais de urdnio sdo usados na presenca de aminas terciarias, como a N-etil-
N,N-diisopropilamina (DIEA), que desprotonam o aminoacido N“-protegido. Este, na
sua forma carboxilato, reage rapidamente com o sal de urénio, produzindo, num
primeiro passo, 1-N-Oxido de benzotriazolilo (BtO") e um intermediario O-acilisourénio;
este é prontamente atacado pelo BtO’, gerando-se o éster reativo de benzotriazolilo

que ird depois reagir com o componente amino (esquema 1.9).

Na sequéncia do desenvolvimento do HOAt como um agente de acoplamento
mais eficiente que o HOBt, surgiram também sais de urdnio baseados na sua
estrutura, como, por exemplo, tetrafluoroborato ou hexafluorofosfato de O-(7-aza-
benzotriazol-1-il)-N,N,N',N"-tetrametilurénio (TATU, 15 ou HATU, 16, respetivamente)
%1, Para além de ter demonstrado um melhor desempenho em termos de reatividade e
supressdo do mecanismo de racemizacdo do que o HBTU P53 o HATU é também
uma boa alternativa para a condensacdo de aminodacidos estereoquimicamente

impedidos, como N-metilaminoéacidos 2.

AA OH

Base

O
(o}

AA'-NH,
X= BF4I TBTU )J\ AA' -
X = PFg: HBTU AA -
AA

N N
N
H o/ \N/

Esquema 1.9 — Mecanismo de ativacdo do componente carboxilo com um sal de urénio.
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Os sais de urdnio, apesar de mais eficazes que as carbodiimidas ou
combinacBes destas com nucledfilos auxiliares, podem conduzir & N-guanidilacdo do
componente amino, particularmente se o ataque do carboxilato ao urénio for lento

B3 Este problema raramente assume proporcdes significativas em

(esquema 1.10)
SPPS, dados os curtos periodos de rea¢do e o grande excesso molar do componente
carboxilo (aminoacido N“-protegido, adicionado juntamente com a base e o agente de
condensacéo in situ a peptidil-resina) em relacdo ao componente amino (grupos amino

livres na peptidil-resina).

\\N !
/ + N N
AA'-NH, N\ \N\ —_— AA'/ Y N
ol</
N— ~ N\

Esquema 1.10 — N-guanidilagdo do componente amino por reagao deste com o sal de urénio.

2.2.3.3. Sais de Fosfénio

Em paralelo ao desenvolvimento dos sais de ur6nio, foram também
desenvolvidos sais de fosfonio como eficientes agentes de condensagéo in situ. Nos
anos 1970, Castro et al. propuseram o primeiro desses agentes, o hexafluorofosfato
de (benzotriazole-1-iloxi)tris(dimetilamino)fosfonio (BOP, 17), também conhecido como
Reagente de Castro. A semelhanca do que ocorre com os sais de urénio, os sais de
fosfénio originam um éster ativo de benzotrioazolilo (Esquema 1.11), com a vantagem
de ndo poderem promover a N-guanidilacdo da amina ®%. Apesar da elevada eficiéncia
do Reagente de Castro, o uso deste foi rapidamente desencorajado, pois a
hexametilfosforamida (HMPA, 18) gerada como produto lateral € um potencial agente

carcinogénico %47,
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AA OH
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. \) \_ N\) .
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\ oA
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0
AA-NH, N \ N /
A - HOBt e N N\F|,/N
: \O\(o i
o}
AA 18

Esquema 1.11 - Mecanismo de ativagdo do componente carboxilo com um sal de fosfénio.

Tal motivou a procura de alternativas, conduzindo a analogos do BOP, como o
hexafluorofosfato de (benzotriazole-1-iloxi)tripirrolidinofosfénio (PyBOP, 19). O PyBOP
€ atualmente um dos sais de fosfénio mais populares em SPPS, apresentando todas

as vantagens do BOP, e gerando uma fosforamida menos téxica que a HMPA ¥4,

Figura 1.5 — Estrutura dos agentes de acoplamento PyBOP e PyAOP.
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Tal como no caso dos sais de urénio, também entre os sais de fosfonio
podem encontrar-se analogos derivados de HOAt, como o hexafluorofosfato de (7-aza-

benzo-triazole-1-iloxi)tripirrolidinofosfonio (PyAOP, 20) 2,

2.2.3.4. Derivados da “Oxyma Pure”

Os derivados do HOBt, apesar de serem agentes de acoplamento eficientes,
sdo considerados perigosos devido ao seu potencial de decomposicao fortemente
exotérmico, o que os classifica como explosivos de classe 1 requerendo condi¢des

especiais de transporte “**4,

Foi com base neste argumento que Albericio e
colaboradores trabalharam no desenvolvimento de agentes de acoplamento contendo
estruturas N-hidroxiladas alternativas ao HOBt, como o 2-ciano-2-hidroximinoacetato
de etilo, ou “Oxyma Pure” (21). O potencial da “Oxyma Pure” como nucledfilo auxiliar
de carbodiimidas foi recentemente avaliado, com resultados que sugeriram um
desempenho superior ao do HOB, tanto a nivel de supressao de racemizagdo, como a
nivel de eficiéncia da condensacdo. Para além disso, foi ainda demonstrada a sua
compatibilidade com sistemas de sintese automatizada, cada vez mais importante nos

dias que correm, considerando a constante evolucdo das metodologias de SPPS 14,

CN
/\O

OH

21

Figura 1.6 — Estrutura da “Oxyma Pure”.

Com base nos resultados observados para a “Oxyma Pure”, 0 mesmo grupo de
investigacdo decidiu combinar esta estrutura com um sal de tetrafluoroborato de
trispirrolidinofosfonio, surgindo assim o tetrafluoroborato de O-[(ciano-(etoxicarbonil)-
metilideno)amino]-iloxitripirrolidinofosfénio (PyOxB, 22) “*. Este agente foi avaliado
relativamente & sua capacidade de inibir reagbes de racemizacdo, bem como de
aumentar a extensdo da reacdo de condensacdo e comparado com O
hexafluorofosfato de O-[(ciano-(etoxicarbonil)-metilideno)aminoliloxitripirrolidino-

fosfonio (PyOxP, 23) “®l. Deste estudo concluiu-se que o PyOxP demonstra elevada

21
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estabilidade em solucdo, superior aos sais de fosfonio PyBOP ou PyAOP,
possibilitando também sinteses com melhores rendimentos. Devido a sua elevada
estabilidade em solucédo, este agente de acoplamento € adequado para utilizacdo em
SPps .

| \
o) N

CN /3
° \/ ~

X = BF,: PyOxB 22
X = PFg: PyOxP 23

Figura 1.7 - Estrutura dos agentes de condensacdo PyOxB (22) e PyOxP (23).

2.2.3.5. N-etoxicarbonil-2-etoxi-1,2-di-hidroquinolina (EEDQ)

Existe, para além dos agentes de acoplamento in situ mais populares e ja
referidos, um vasto leque de outros reagentes que sdo pontualmente usados como

[47-481 'N&o estando no ambito desta

agentes de condensacdo peptidica in situ
dissertacéo fazer uma abordagem exaustiva a todos eles, decidiu-se fazer referéncia a
um deles, a N-etoxicarbonil-2-etoxi-1,2-di-hidroquinolina (EEDQ, 24), pela sua
relevancia no contexto deste trabalho. A EEDQ é um antagonista irreversivel de
recetores de dopamina, desenvolvido em 1967 9 que se revelou um agente de
acoplamento altamente eficaz e especifico, promovendo a condensacéo peptidica sem
problemas de racemizacdo ou N-guanidilagdo do componente amino. A ativagdo do
componente carboxilo comeca por uma substituicdo nucleofilica aromatica (SyAr), em
que o carboxilato substitui o grupo etoxilo da posicdo 2 do anel quinolinico. A SyAr
segue-se um rearranjo intramolecular, com consequente formacdo de um anidrido
misto. A ligacao amida é depois formada por amindlise deste anidrido (esquema 1.12).
E, no entanto, de referir que o ataque nucleofilico do componente amino ao anidrido
misto pode ocorrer também no grupo carbonilo do etilcarbonato (em vez do grupo
carbonilo do aminoacido). Por esta razdo, a EEDQ néo é utilizada sistematicamente
em SPPS 4,



Faculdade de Ciéncias da Universidade do Porto

X
0 |
)J\ - 0) NS
AA QH
AF}/’\OCM
AA o 4
2

X
- | P

o o
AN AA-NH <
W NG

Esquema 1.12 — Mecanismo de condensac¢éo peptidica mediada pela EEDQ.
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2.2.4. Monitorizagdo do enlongamento da cadeia peptidica

O enlongamento da cadeia peptidica é realizado, como descrito anteriormente,
através de sucessivos ciclos de desprotecéo e acoplamento. Apesar da utilizagdo de
agentes de acoplamento/solucbes de desprotecdo adequadas e condicdes
experimentais favoraveis, € possivel que (a) um aminoacido ndo reaja completamente
com todos os grupos amino livres da peptidil-resina ou que (b) ndo ocorra a remogao
completa dos grupos a-amino protetores. Assim sendo, € aconselhavel monitorizar
todas as reacdes de desprotecdo e acoplamento, para avaliar se estas foram ou nédo
completas, de modo a evitar que se sintetizem sequéncias de dele¢cdo. Uma das
formas de monitorizar rapidamente a eficiéncia de cada passo consiste no recurso ao
teste da ninidrina (ou teste de Kaiser), que € um método colorimétrico sensivel e
eficaz, capaz de detetar grupos amino primarios, mesmo que em quantidades muito
baixas. A ninidrina (25), de cor amarelo-palida, reage com o grupo a-amino do
aminoacido a elevadas temperaturas, originando um composto de coloragao violeta
intensa (“Puarpura de Ruhemann”, 26), que acusa a presenca de grupos amino

primarios na amostra (Esquema 1.13) .
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Esquema 1.13 — Reagao da ninidrina com o grupo a-NH, de um aminoacido.
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2.2.5. Clivagem de um péptido sintetizado pelo esquema Fmoc/'Bu

Terminado o enlongamento da sequéncia peptidica, normalmente procede-se a
clivagem do péptido, com o objetivo de o separar da resina e remover 0S grupos
protetores das cadeias laterais. Quando utilizado o esquema de protecdo ortogonal
Fmoc/'Bu, a clivagem da ligacdo péptido-resina é normalmente realizada por acidélise
com TFA (esquema 1.14).

OCHs

HN
Q T

TFA

0 OCH; Hs

%

HN / ®
Y\o OCHs o NH,

(0]

+

Esquema 1.14 — Clivagem da ligacdo péptido-resina (ilustra-se o caso mais geral, ou seja,
obtencao de um péptido carboxamida em C-terminal, sintetizado sobre uma resina do tipo

metilbenzidrilamina — MBHA — modificada com um espagcador bifuncional do tipo Rink ®1).
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Os grupos protetores das cadeias laterais, também removidos na clivagem
acidolitica (reacdo que segue geralmente um mecanismo de Syl), dao origem a
carbocatides relativamente estabilizados, como carbocatibes terciarios ou
estabilizados por ressonéncia (Esquemas 1.15 e 1.16). No entanto, estes carbocatides
ndo deixam de ser espécies eletrofilas muito reativas, capazes de reagir com algumas
cadeias laterais com caracteristicas nucledfilas, modificando irreversivelmente a
cadeia peptidica. Torna-se, por isso, importante a adicdo, ao TFA, dos chamados
scavengers — espécies nucledfilas muito reativas, capazes de reagir rapidamente com
os eletréfilos gerados durante o processo de aciddlise, impedindo-os assim de reagir
com o péptido final.

Assim, a clivagem é realizada usando-se o chamado cocktail de clivagem, que
consiste numa solucdo de TFA (90 a 95%) e scavengers apropriados (agua,
trialquilsilanos, tiéis), conforme a sequéncia peptidica sintetizada. Um dos cocktails de
clivagem mais populares, por ser genericamente eficaz e inodoro, € composto por 95%
de TFA, 2,5% de agua e 2,5% de triisopropilsilano (TIS). Estes dois scavengers séo
capazes de captar rapidamente (reagir com) carbocatides como o terc-butilo, tritilo,

trimetoxibenzilo e arilsulfonilo, produzidos na acidodlise.
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Esquema 1.15 — Mecanismo de acidolise dos grupos protetores mais comuns:
(A) Boc, (B) Trte (C) 'Bu P
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Esquema 1.16 — Mecanismo de acidodlise do grupo Pbf, protetor do grupo guanidinio presente

na arginina °%.

Em algumas situacfes torna-se necessario utilizar uma mistura de scavengers
diferente, para garantir que a presenca de um elevado nimero de aminoacidos muito
nucleofilicos, ou de grupos protetores com especificidades reacionais, ndo ponham em
causa 0 sucesso da sintese. Por exemplo, em sequéncias peptidicas com duas ou
mais argininas, é recomendado o uso de determinados tidis (tioanisole, anisole e
etano-1,2-ditiol) como scavengers, para evitar que a clivagem do grupo protetor (Pbf)
ocorra com uma orientacdo indesejada, ou seja, que o grupo sulfonilo seja clivado

“pelo lado errado”, dando origem a uma arginina sulfonada (Esquema 1.17) %524,
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Esquema 1.17 — Possiveis resultados da clivagem do grupo Pbf com TFA: rota A conduz ao
péptido desejado, enquanto que a rota B da origem a uma arginina sulfonada. Adaptado de
[52].

2.2.6. SPPS assistida por instrumentacdo automatizada

A natureza repetitiva dos ciclos de acoplamento e desprotecdo de aminoacidos
em SPPS, juntamente com a evoluc¢do da informatica, da robdtica e da microfluidica,
proporcionaram o desenvolvimento de instrumentagdo dedicada a SPPS. A
automatizacdo da SPPS é praticamente contemporanea da propria SPPS, ja que
Merrifield e colaboradores desenvolveram um primeiro instrumento logo em 1965, o
que representou um novo marco na ciéncia da sintese de péptidos, publicado na
revista Science 3. Desde entdo, e até hoje, tem sido substancial o desenvolvimento
de equipamentos cada vez mais rapidos, flexiveis e eficientes, desde equipamentos
dedicados a producéo de um sé péptido de cada vez, permitindo trabalhar a diferentes
escalas de sintese, até equipamentos de sintese mdltipla, capazes de produzir de
cerca de uma dezena a mais de uma centena de péptidos em simultdneo, nesses
casos geralmente a pequena ou média escala. Na esmagadora maioria dos casos, 0s
sistemas para sintese automatizada de péptidos sdo apenas compativeis com SPPS

segundo um esquema de protecdo Fmoc/'Bu, por ser dificil e muito dispendioso tentar
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compatibilizar os delicados componentes de microfluidica com a agressividade dos

tratamentos repeptitivos com TFA, requeridos quando se usa o esquema Boc/Bzl 5.

O interesse da sintese automatizada de péptidos ndo reside apenas na sua
maior rapidez, ou na possibilidade que oferece de continuar a ser realizada durante
periodos de auséncia do operador. Na realidade, ainda que seja atualmente a
metodologia mais eficaz de producdo de péptidos nativos ou modificados, a SPPS
continua a apresentar diversos desafios, alguns dos quais podem benificiar do uso de
determinados sistemas automatizados de SPPS. O mais emblemético desses desafios
€ 0 da sintese de péptidos longos (com mais de 30 aminoacidos), em especial se
forem ricos em aminoacidos hidrofébicos. As cadeias peptidicas em crescimento sobre
uma resina tém tendéncia a agregar-se a medida que vao ficando cada vez mais
longas, através de interagdes intermoleculares, sejam pontes de hidrogénio ou outras
interacbes dipdlo-dipolo, sejam interagdes hidrofébicas. Estas interacdes podem
também ocorrer intramolecularmente, promovendo o enrolamento da cadeia peptidica,
a medida que esta cresce. Em ambos os casos, o rendimento e qualidade da sintese
sdo drasticamente afetados, jA que a estruturacdo (intra- ou inter-molecular) das
cadeias peptidicas crescentes vai tornando inacessiveis 0s grupos reativos
necessarios para o passo sintético seguinte, seja de desprote¢cdo ou condensacao.
Problemas similares podem surgir devido a efeitos estéricos, quer quando a amina
terminal é secundaria (por exemplo, na prolina ou aminoacidos N-substituidos), quer
em casos em que o grupo protetor da cadeia lateral € muito volumoso, o que diminui
substancialmente a velocidade e extensdo das reagfes. Uma das estratégias mais
recentes para tentar ultrapassar estes problemas, para além do uso de agentes de
condensacao e desprotecdo mais eficazes, tem sido a aplicagdo de aquecimento nos

ciclos de N-desprotecéo e acoplamento *>*” (Figura 1.8).
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Figura 1.8 — Representagdo esquematica do efeito do aquecimento/radiacdo microondas no

enrolamento da cadeia peptidica.

Neste contexto, 0 aquecimento atraves de radiagdo microondas, que se impos
no inicio deste século como uma ferramenta Util em sintese organica ®”, passou a
integrar alguns sistemas automatizados de SPPS (Figura 1.9). Nasceu, assim, a
Sintese Peptidica em Fase Sdlida Assistida por Microondas (MW-SPPS), que
possibilitou ndo s6 uma diminuig&o significativa dos tempos de reagdo, mas também
um aumento do rendimento de sintese e, em muitos casos, uma melhoria no grau de

pureza do péptido 2.

Figura 1.9 — Sintetizador automatico CEM Libertyl™.
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A MW-SPPS ainda ndo permitiu, contudo, que a sintese peptidica atingisse um
nivel de desempenho 6timo. A maior propensao de alguns aminoacidos, ou seus
derivados, para sofrer alteracdes indesejadas, como a racemiza¢do ou outras, pode
ser agravada nas condi¢des de acoplamento e desprotecéo assistidos por microondas.
Tal exige um cuidado adicional com sequéncias contendo residuos como cisteina,
histidina ou acido aspartico, ou na sintese de determinados péptidos modificados,
como fosfopéptidos, glicopéptidos ou péptidos N-metilados *"*, Perante isto, novos
equipamentos estdo a surgir no mercado, e novos protocolos de sintese a ser
explorados, tendo em vista o constante melhoramento e maior flexibilizagdo da SPPS.
Exemplo disso é o recente langamento de um sintetizador paralelo (sintese simultanea
de até 24 péptidos) que permite ndo s6 o aquecimento por radiacdo infra-vermelha,
como € também compativel com o esquema Boc/Bzl, no qual os problemas de
agregacaol/estruturacao das cadeias peptidicas sdo menores, dado que as interacdes
subjacentes a esses problemas sdo maioritariamente destruidas em cada ciclo de

50 Adicionalmente, o uso combinado deste tipo de sintetizador

desprotecdo com TFA
com protocolos de SPPS envolvendo o uso do hexafluorofosfato de O-(6-cloro-
benzotriazol-1-il)-N,N,N' N*-tetrametilurénio (HCTU, 27) como agente de condensacao,
tem vindo a revelar-se uma via eficaz para a sintese de sequéncias longas e

hidrofébicas, como é o caso do péptido p-amiléide 1-42 humano .

e Y N
N+  PFg
\\N
/
N
c \
o)
27

Figura 1.10 — Estrutura do agente de condensacéo HCTU.

Em suma, a SPPS é um marco na sintese peptidica que, desde a sua invengéo
até hoje, tem evoluido de forma considerdvel. Apesar de haver ainda alguns

obstaculos a transpor em sintese de péptidos, € hoje possivel sintetizar de forma
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simples e rapida um sem numero de sequéncias peptidicas diversas, se necessario
incorporando amino&cidos néo naturais ou modificac6es quimicas inacessiveis por via
biossintética. Tal trouxe aos péptidos um novo protagonismo em varias areas, da

engenharia biomédica a nanotecnologia e a criacéo de novos farmacos 2.
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Capitulo 2

Sintese de analogos lipofilicos do péptido
penetrador celular S4,3-PV para potencial

aplicacao em terapia génica
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1. Consideracgdes Gerais
1.1. Péptidos Penetradores Celulares

A membrana plasmética atua como uma barreira seletivamente permeéavel das
células vivas, sendo essencial para a realizacdo das normais func¢des celulares, logo,
para a sobrevivéncia da célula. Ainda que pequenas moléculas ou alguns farmacos
com estrutura baseada em proteinas sejam capazes de atravessar esta barreira, a
passagem eficiente de moléculas bioativas exdgenas através da membrana
plasmética permanece um grande desafio para a eficaz atuacédo de farmacos em alvos
intracelulares. Com o0 objetivo de contornar este obstaculo, foram desenvolvidas
diversas estratégias de entrega intracelular, tais como a utilizacdo de vetores virais ou
de lipossomas, ou uso de técnicas de micropora¢gdo ou micropunctura, entre outras. A
estas estratégias estdo associados, no entanto, danos para as células, toxicidade e

imunogenicidade ™.

Nos anos 80, Frankel ¥ e Green ®! descobriram que a proteina TAT do Virus
da Imunodeficiéncia Humana (VIH-1) possuia a capacidade de atravessar membranas
celulares, induzindo a transativacdo do promotor viral M Na mesma altura,
demonstrou-se que a proteina do homeodominio de Antennapedia, um fator de
transcricdo envolvido no desenvolvimento embrionario de patas em artrépodes, da
Drosophila melanogaster, conseguia penetrar células nervosas, regulando a
morfogénese do sistema nervoso Bl Iniciaram-se, assim, estudos de
estrutura/atividade com o objetivo de encontrar, para cada uma das proteinas
referidas, a sequéncia de aminoacidos responsavel pela capacidade de penetracédo
celular, o que resultou na identificacao dos primeiros péptidos penetradores celulares
(CPP) descritos na literatura (Tabela 2.1): o péptido TAT, correspondente ao dominio
basico da proteina TAT do VIH-1 ©® e o péptido Penetratin, fragmento do

homeodominio Antennapedia .

Tabela 2.1 — Origem e sequéncia de aminoacidos dos dois primeiros CPP descritos na

literatura: Penetratin e TAT.

Péptido Sequéncia de aminoacidos

Penetratin homeodominio Antennapedia (43.ss) RQIKIWFQNRRMKWKK

TAT Proteina TAT — VIH-1 (4s.60) GRKKRRQRRRPPQ
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A descoberta de péptidos com a capacidade de atravessar membranas
plasmaticas de células eucaridticas, através de um processo nao-toxico e
aparentemente independente de recetores ou de consumo de energia, apresentou
uma nova alternativa para uma melhor internalizagéo celular de substancias exdgenas.
Efetivamente, os CPP s&o capazes de transportar para o interior de células vivas uma
grande variedade de substratos, a eles ligados covalentemente ou ndo, como, por
exemplo, farmacos, péptidos, proteinas, lipossomas, nhanoparticulas ou &acidos
nucleicos . Existe, atualmente, uma vasta panéplia de CPP, que podem ser
distinguidos quanto a sua origem: péptidos derivados de proteinas, péptidos
quiméricos (resultantes da fusdo de duas sequéncias naturais), ou péptidos sintéticos,
concebidos com base em estudos experimentais e/ou computacionais de relacdes

estrutura-atividade.

1.2. Classificacdo de péptidos penetradores celulares

Ainda que existam CPP com uma grande variedade de sequéncias, € possivel
dividi-los em trés categorias — cationicos, anfipaticos e hidrofébicos — de acordo com
as suas propriedades fisico-quimicas. Apesar de estes péptidos serem rapidamente
assimilados, as diferentes classes apresentam comportamentos distintos,

especialmente no que diz respeito & internalizacdo endocitdtica .

1.2.1. CPP catidénicos

Os CPP catibnicos tém em comum uma sequéncia rica em aminoacidos
bésicos, adquirindo assim, em condi¢gfes fisiologicas, uma carga global positiva
elevada. Estes residuos basicos sdo responsaveis por uma primeira interagdo de
natureza eletrostatica com a membrana plasmatica — particularmente, com o0s
polissacéaridos e lipidos carregados negativamente — que acaba por conduzir a
internalizacao do péptido na célula. De entre os amino&cidos basicos, a arginina (Arg,
R) desempenha um papel particularmente importante, estando associada a uma
elevada capacidade de internalizacao do péptido, provavelmente devido ndo sé a
carga, mas também a maior capacidade de estabelecimento de ligacbes de hidrogénio
através do grupo guanidinio lateral, em comparacdo com o grupo amino lateral da
lisina (Lys, K) ). Exemplos de CPP catiénicos conhecidos incluem, para além do TAT
€ o R9 MM e o DPV3 M (Tabela 2.2).
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Os CPP cationicos estdo, no entanto, associados a inducdo de efeitos
secundarios relacionados com a integridade da membrana plasmatica ou a viabilidade
da célula % ou seja, 0 uso de CPP cati6nicos podera estar associado a um certo grau
de lise celular, o que ndo sera totalmente inesperado, dada a sua semelhanca
estrutural e funcional com os péptidos antimicrobianos (AMP) catiénicos, que atuam

por destabilizacdo da membrana bacteriana e consequente morte celular ™.

1.2.2. CPP anfipaticos

Os CPP anfipaticos possuem na sua estrutura, como o home indica, dominios
hidrofilicos e dominios hidrofébicos. Podem ser (1) derivados de proteinas, ou (2)
resultar da combinacdo de péptidos diferentes, um de carater hidrofilico, outro de
carater hidrofébico. Uma combinagdo descrita na literatura, como conducente a CPP
anfipaticos, é a da ligagdo de um CPP hidrofobico a um péptido localizador nuclear
(NLS, de nuclear localization signal), de forma a juntar-se, no mesmo péptido,
propriedades de internalizacdo celular e a capacidade de alvejar o nucleo . E este o
caso do péptido MPG (Tabela 2.2), que resulta da fusdo entre o NLS do grande
antigénio T do virus simio 40 (SV-40) — PKKKRKYV, e o dominio hidrofébico da
glicoproteina 41 do VIH . Outros exemplos de CPP anfipaticos incluem o pVEC ¢
ou o Pep-1 (Tabela 2.2)*".

De entre os CPP anfipaticos, destacam-se aqueles que sao ricos em prolina
(Pro, P). Este aminoéacido hidrofébico possui caracteristicas Unicas, como a rigidez
resultante de ser um aminoacido ciclico, a maior propensdo para participar na
formacdao de ligacdes peptidicas em configuracédo cis, e o facto do seu grupo a-amino
ser secundario, estabelecendo com outros aminoacidos ligacbes amida terciarias,
incapazes de atuar como dadoras de pontes de hidrogénio. Em consequéncia destas
caracteristicas, um péptido rico em prolinas assume uma estrutura secundaria em
18]

hélice, caracteristica !
Bactenecin-7 (Bac7, Tabela 2.2) ™.

. Nesta categoria inclui-se, a titulo de exemplo, o péptido

1.2.3. CPP hidrofébicos

Quando presentes numa sequéncia peptidica, os residuos hidrofébicos
desempenham um papel fundamental na interagdo com a bicamada lipidica da

membrana plasmatica, melhorando a translocacdo do CPP através desta. A presenca
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de aminoacidos hidrofébicos arométicos, como a fenilalanina (Phe, F), a tirosina (Tyr,

Y) ou o triptofano (Trp, W) é consideravelmente importante, uma vez que as interagdes

ndo covalentes entre eletrbes n deslocalizados (rn-n stacking) sdo cruciais para o

desempenho de funcgbes bioldgicas [20]. O Trp é um residuo crucial para a

internalizacdo desta classe de CPP,

estando envolvido em processos de

destabilizacdo de membranas. Estudos recentes demonstraram que um aumento do

namero de residuos Trp numa sequéncia aumenta a eficiéncia na penetracdo do

péptido, sem que a sua afinidade frente a fosfolipidos seja afetada . Ainda assim,

um carater altamente hidrofébico pode diminuir a eficiéncia da internalizacdo de um

CPP, provavelmente porque este fica retido no interior lipofilico da membrana

plasméatica. Atualmente, o numero de CPP hidrofébicos descobertos é bastante

limitado, estando incluido neste pequeno grupo o péptido PFV (Tabela 2.2) %2,

Tabela 2.2 — Sequéncias de alguns CPP descritos na literatura e respetiva categoria, de acordo

com a classificagéo referida na seccédo 1.2..

Sequéncia de Aminoéacidos Categoria
TAT GRKKRRQRRRPPQ
R9 RRRRRRRRR Cationico
DPV3 RKKRRRESRKKRRRES
Penetratin RQIKIWFQNRRMKWKK
MPG GALFLGWLGAAGSTMGAPKKKRKYVY
pVEC LLIILRRRIRKQAHAHSK Anfipatico
Pep-1 KETWWETWWTEWSQPKKRKV
Bac7 RRIRPRPPRLPRPRPRPLPFPRPG
PEV PEVYLI Hidrofébico
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1.3. Mecanismos de Penetracédo Celular

Um dos grandes desafios no campo dos CPP prende-se com a elucidacdo do
seu mecanismo de internalizacdo celular, que permanece um assunto controverso. O
facto de este fendbmeno ocorrer mesmo a baixas temperaturas fez com que, a partida,
fosse excluida a via endocitotica, sugerindo a existéncia de um mecanismo alternativo,
independente de energia. Posteriormente, avaliou-se a capacidade de translocacéo de
enantibmeros D ou péptidos com a sequéncia invertida, verificando-se que as suas
atividades eram similares, excluindo-se assim a hipétese de o mecanismo de

internalizacéo estar dependente de recetores presentes nas membranas celulares 23,

Como resultado destas observacbes, comecaram a ser propostos Varios
modelos que pudessem explicar a translocacdo de CPP através de membranas
celulares, com base nas suas interagdes com fosfolipidos ou outros componentes da
membrana Y. Ainda que esta questdo ndo esteja completamente solucionada, sdo
aceites, hoje em dia, duas vias de internalizacdo - endocitose ou translocagéo
membranar direta, podendo estes mecanismos ocorrer para 0 mesmo péptido, em

condicdes experimentais diferentes %,

1.3.1. Translocacdo membranar direta

Para explicar a translocacéo direta de CPP através de membranas bioldgicas,
processo independente da disponibilidade de energia, foram propostos trés modelos:
formacdo de micelas invertidas, formagdo de poros membranares e modelo “em

carpete” (Figura 2.1).

De acordo com o modelo das micelas invertidas (Figura 2.1.A), a interagdo do
CPP com a membrana plasmatica resulta num disturbio da bicamada lipidica, com a
consequente formacdo de estruturas hexagonais (micelas) invertidas. Os péptidos
permanecem retidos no meio hidrofilico do centro da micela, até que a sua interagéo
com os componentes da membrana provoque um processo inverso, resultando na
destabilizacdo da micela invertida, e consequente libertacdo do péptido para 0 meio
intracelular %%, Este modelo é aceite para a translocacéo de péptidos de baixo peso
molecular através da bicamada lipidica, sem que seja necessario ultrapassar a
barreira energética apresentada pelo seu interior. No entanto, ndo é compativel com a
internalizacdo de péptidos de maior peso molecular, uma vez que a formacgéo de

micelas em torno destas moléculas maiores nao é favorecida energeticamente .
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Por outro lado, a hipétese de formacdo de poros membranares (Figura 2.1.B)
considera a insergdo membranar dos CPP, que se reorganizam para formarem
estruturas cilindricas. Este modelo é aceite para péptidos que assumem uma estrutura
de hélice-a anfipatica, ou seja, com uma face lipofilica que interage com a bicamada

lipidica, e outra face hidrofilica, que se orienta para o centro do poro %,

Por ultimo, de acordo com o modelo “‘em carpete” (Figura 2.1.C), a
translocacdo dos péptidos ocorre como consequéncia da sua acumulacdo na
superficie externa da membrana celular, induzindo uma reorganizagéo dos fosfolipidos

que proporciona a internalizacéo do péptido !,
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Figura 2.1 — Representacao esquematica dos mecanismos propostos para a internalizagdo de
um CPP via translocagdo membranar direta: (A) modelo das micelas invertidas; (B) formagéo

de poros membranares, e (C) modelo “em carpete”. Adaptado de [8].
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1.3.2. Endocitose

A internalizacdo de CPP via endocitose consiste em dois passos: penetracao

endocitica, seguida da evasdo do endossoma. Este Ultimo passo é fundamental, ndo

s6 para evitar a degradacao do péptido (bem como de moléculas a ele conjugadas),
mas também para permitir que este atinja 0 seu alvo, exercendo a atividade biolégica
pretendida. A endocitose € 0 mecanismo mais aceite para a internalizacdo de
péptidos, estando atualmente descritas trés diferentes vias endocitéticas para a
ocorréncia deste fendbmeno (Figura 2.2): macropinocitose, endocitose mediada pela
clatrina e endocitose mediada por cavéolas

A B

C
Macropinocitose

Endocitose mediada pela Endocitose mediada por

@I‘— Clatrina cavéolas
/ A
L]

.

.

Vesicula -
Revestida ’ Vesicula
Macropinossoma por clatrina caveolar
~

4 ¥

.
.
: L

. Endossoma Caveossoma
\ Precoce

l.

.

.

‘

*. Endossoma \
‘. Tardio v
i Reticulo
% Endoplasmatco

Lisossoma
/ Ndcleo

Internalizagcdo de um CPP por via endocitética. Adaptado de [27].

Figura 2.2 —

No caso particular da aplicacdo de CPP a veiculagdo de farmacos, sera
provavelmente preferivel uma translocacdo membranar direta, uma vez que este
mecanismo permitird evitar a reten¢do do conjugado CPP-farmaco nos endossomas
. Ainda assim, os mecanismos atras referidos como possivelmente associados a
translocacdo de CPP implicam uma elevada destabilizacdo da membrana celular, o

gue torna dificil explicar a baixa citotoxicidade associada a este tipo de péptidos e
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seus conjugados. Ou seja, nenhum dos modelos acima descritos explica inteiramente
os dados experimentais obtidos para diferentes CPP, 0 que sugere que exista(m), para
além destes, outro(s) mecanismo(s) de internalizacdo de CPP 2,

1.4. CPP aplicados a terapia génica

A terapia génica foi descrita pela primeira vez nos anos 70 e tem como
principal objetivo a insercéo de genes terapéuticos no nicleo de células alvo, de forma
a promover a expressao correta de um produto genético que esteja a ser expresso de
forma incorreta ou deficiente . Uma das limitacdes deste tipo de tratamento prende-
se com a dificuldade de desenvolver vetores seguros e eficientes, capazes de
promover e sustentar localmente a expressdo genética por longos periodos de tempo
[30].

Os vetores virais sd8o 0s mais comumente usados em terapia génica, uma vez
que apresentam algumas vantagens frente a outros vetores, como os elevados niveis
de transducédo e, em alguns casos, a integracdo estavel e eficiente de ADN exdégeno
na célula alvo. No entanto, a estes vetores estdo também associados alguns
problemas, como imunogenicidade, toxicidade, dificuldade de producdo em larga
escala, e os riscos de inducdo de mutacdes oncogénicas ou de formacado de particulas
virais ativas através de mecanismos recombinantes 3. Com o objetivo de contornar
estes obstaculos, comecaram a ser desenvolvidos novos vetores nao virais de entrega
genética, como nanoparticulas, polimeros, lipossomas e CPP. Neste contexto, a
utiizacdo de CPP é particularmente interessante, uma vez que 0s péptidos séo
capazes de se conjugar a acidos nucleicos, covalentemente ou nao, possibilitando o

transporte de carga genética para o interior do nuicleo celular ?4.

1.5. O péptido S4,3-PV em terapia génica

As dermaseptinas constituem uma familia de AMP que s&o expressos na pele
de ras pertencentes ao género Phyllomedusa. Estes AMP caracterizam-se por serem
policatiénicos (ricos em lisinas) e apresentarem atividade citolitica frente a um largo
espetro de microorganismos patogénicos, como bactérias e fungos; esta atividade é
mediada pela interacdo do péptido, adotando uma conformacdo em hélice-a

anfipatica, com fosfolipidos da membrana plasmatica do patogénio 2.
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O péptido S4,;3 € um fragmento de 13 aminoé&cidos derivado da dermaseptina
S4, que apresenta atividade antimicrobiana associada a uma baixa atividade
hemolitica, aliada a capacidade de penetrar eficientemente a membrana plasmatica
33 Tendo em conta que este é um péptido curto, de peso molecular relativamente
baixo, esperava-se que fosse capaz de se difundir livremente através dos poros
nucleares, acumulando-se no nucleo das células alvo, o que ndo se observou. Pelo
contrério, apds atravessar facilmente a membrana plasmatica, este péptido fica retido
no citoplasma. Assim, com o objetivo de conferir a capacidade de penetragdo nuclear
ao péptido S443, este foi conjugado com a sequéncia NLS do grande antigénio T do
virus simio 40 (SV-40), um virus potencialmente oncogénico encontrado em simios e
humanos. Esta conjugacéo deu origem ao péptido quimérico S4,53-PV (Figura 2.3), que
ndao sbé manteve a propriedade de permear a membrana plasmatica, mas também
adquiriu a capacidade de penetrar 0 nucleo celular de uma forma rapida, eficiente e

ndo toxica B4,

ALWKTLLKKVLKAIPKKKRKVC

Figura 2.3 — Sequéncia de aminoacidos do péptido quimérico S4,3-PV, constituido pelo péptido

S443, representado a azul, e pelo NLS SV-40, representado a cinzento.

A internalizacdo do S4,3-PV ocorre atraves de dois mecanismos distintos: a
baixas concentracdes, este processo ocorre por um mecanismo endocitético,
dependente de glicosaminoglicanos; por outro lado, a elevadas concentragfes de
péptido, a internalizacdo ocorre via translocacdo membranar direta, independente de

energia .

Considerando a capacidade de translocacdo membranar do péptido S4,5-PV,
Trabulo et al. avaliaram o seu potencial como vetor de entrega intracelular de ADN

plasmidico, para futuras aplicacdes em terapia génica 1

. Efetivamente, o péptido
demonstrou a capacidade de entregar ADN plasmidico de forma eficiente, realgando
assim a possibilidade de utilizacdo de CPP, neste caso o péptido quimérico S445-PV,

como vetores em terapia génica.
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1.6. Modificagdo de CPP com &cidos gordos

Em 2001, Futaki et al. avaliaram o efeito, na capacidade de translocacao
membranar, da modificacdo de CPP previamente estudados (como, por exemplo, 0
péptido TAT) com &cidos gordos. De acordo com os resultados publicados, a
modificacdo de CPP com cadeias lipofilicas, especialmente com o acido estearico,
parece aumentar drasticamente a capacidade de penetracdo celular, provavelmente
porque a insercdo de uma cadeia hidrofébica permite uma maior perturbacdo das

paredes dos endossomas, promovendo a sua rutura F7.

Desde entdo, diversos
estudos tém surgido no sentido de avaliar CPP modificados com o &cido estearico no
que se refere a sua capacidade penetracdo celular e de entrega intracelular de
moléculas bioativas como, por exemplo, acido ribonucleico interferente pequeno

(SIRNA, do inglés Small Interference Ribonucleic Acid) &,
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2. Objetivo

O trabalho experimental realizado teve como objetivo principal a sintese de
derivados lipofilicos do péptido penetrador celular S4,3-PV (Figura 2.4), a fim de se
averiguar, posteriormente, se estas modificagbes podem conduzir a uma melhor

capacidade de entrega intracelular de ADN plasmidico.

n = 6: C8-S413-PV
o n = 8: C10-S413-PV
n =10: C12-S413-PV
n = 12: C14-S413-PV
n = 14: C16-S413-PV
n = 16: C18-S413-PV

S4,5-PV

Iz

Figura 2.4 — Derivados lipofilicos do péptido S4,5-PV sintetizados no ambito do trabalho.

Pretendeu-se, também, sintetizar dois péptidos baseados na sequéncia S4s-
PV Scrambled (KTLKVAKWLKKAKPLRKLVKC), resultante da reordenacgdo aleatoria
dos aminoéacidos constituintes do péptido S4,5-PV. Os dois péptidos, produzidos para
usar como controles em ensaios bioldgicos posteriores, corresponderam a derivados
N-acilados do S4,5-PV Scr, o primeiro (Figura 2.5.A) com o grupo acetilo, e o segundo

(Figura 2.5.B) com o grupo dodecilo (lauroilo).

(0]
(A) S413-PV Scr
N
H
(0]
(B) S445-PV Scr
10 N

Figura 2.5 — Péptidos N-acetil-S4,5-PV (A) e N-lauroil-S4,3-PV (B).
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3. Resultados e Discussao

3.1.Sintese de derivados lipofilicos do CPP S4,5-PV

Comecou-se por construir o péptido S4,5-PV (ALWKTLLKKVLKAPKKKRKVC,
2480 g/mol) por SPPS, utilizando um esquema de protec&o ortogonal Fmoc/'Bu. Como
suporte solido foi utilizada a resina Fmoc-Rink Amide MBHA (0,38 mmol/g), que
consiste num polimero-base de poliestireno reticulado com 1% de divinilbenzeno (PS-
DVB) e modificado com grupos do tipo metilbenzidrilamina, por sua vez conjugados
com o espacador bifuncional acido p-[(R,S)-a-[1-(9H-fluoren-9-il)-metoxiformamido]-
2,4-dimetoxibenzillfenoxiacético (Fmoc-Rink), através do aminoacido norleucina (Nle)
(Figura 2.6).

L3

(0]

\O HN/KO
~ O/ﬁrme

o

Figura 2.6 — Estrutura da resina Fmoc-Rink Amide MBHA (o circulo com a letra P representa o
polimero PS-DVB).

O grupo Fmoc do espacador foi inicialmente removido com uma solugéo de
piperidina a 20% em DMF, seguindo-se a lavagem da resina, com DMF e DCM, com o
objetivo de remover reagente em excesso e produtos da reacdo de desprotecdo. Ao
grupo amino do espacador acoplou-se o primeiro aminoacido da sequéncia (C-
terminal) N*-Fmoc-protegido (Fmoc-AA-OH), utilizando como agente de condensagéo
HBTU, na presenca de DIEA. O enlongamento da cadeia peptidica foi realizado

através de ciclos repetitivos de reacdes de desprotecdo e acoplamento, que foram
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intercaladas com lavagens da resina com DMF e DCM e monitorizadas pelo teste de
Kaiser. Sempre que este teste revelou que a reacdo ndo havia sido completa, a
mesma foi repetida. Assim, quando foi necessario repetir o acoplamento de um

42 Nas

amino&cido, substituiu-se o HBTU por HATU, geralmente mais eficiente
repeticbes de ciclos de desprotecédo, usou-se uma solucdo de piperidina a 50% em

DMF.

Terminada a constru¢do da sequéncia peptidica, recolheu-se uma aliquota da
peptidil-resina para posterior clivagem e analise da sequéncia S413-PV construida, e
procedeu-se a divisdo da restante resina em seis fragcbes iguais. A cada uma destas
fracbes acoplou-se um &cido gordo diferente, utilizando como agentes de acoplamento
PyBOP e DIEA, dissolvidos em DMF. Completou-se, assim, a construcdo dos seis
derivados lipofilicos do péptido S4,5-PV (tabela 2.3) em fase solida.

Tabela 2.3 — Derivados lipofilicos do péptido S4,3-PV sintetizados.

Acido Gordo Lipopéptido Massa molar/g.mol™
Acido octanoico (caprilico) C8-S45-PV 2606
Acido decanoico (caprico) C10-S445-PV 2634
Acido dodecanoico (laurico) Cl12-S4.5-PV 2662
Acido tetradecanoico (miristico) Cl14-S4.5-PV 2690
Acido hexadecanoico (palmitico) C16-S4,5-PV 2718
Acido octadecanoico (estearico) C18-S4,5-PV 2746

Procedeu-se, depois, a clivagem de todas as peptidil-resinas, por acidélise com
um cocktail de clivagem constituido por TFA (90%), TIS (2,5%) e H,O (2,5%). Apos a
clivagem, os produtos brutos de sintese foram isolados de acordo com o procedimento
descrito na seccao 4.6, e analisados por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC) e por espetrometria de massa com ioniza¢ao por eletro-nebulizagéo e detegéo
por armadilha de ides (ESI-IT MS), com o objetivo de determinar, respetivamente, 0

grau de pureza e massa molecular de cada péptido bruto.
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A titulo de exemplo, mostram-se 0s cromatogramas e espetros de massa

obtidos para o péptido Fmoc-S4,5-PV (Figuras 2.7 e 2.8, respetivamente) e para o seu
derivado C8-S4,5-PV (Figuras 2.9 e 2.10).
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Figura 2.7 — Cromatograma obtido para o péptido-base Fmoc-S4,5-PV,
com uma eluigdo de 0-100% ACN em agua (com 0,05% TFA) numa coluna RP-18E (5 ym), ao

longo de 30 minutos e a um fluxo de 1 ml/min, com dete¢&@o ao A=220 nm.

541,27

451,53

620,93

676,20

901,07

1350,93

1455,47
1544,93

1150,53 1297,53 1787,00 1905,00

Figura 2.8 — Espetro de massa (ESI-IT MS, modo positivo) do péptido Fmoc-S445-PV,

correspondente ao pico de maior intensidade do cromatograma anterior (Figura 2.7).



Faculdade de Ciéncias da Universidade do Porto

Tabela 2.4 — Adutos do péptido-base Fmoc-S4,3-PV com ides H', detetados por ESI-IT MS.

Adutos m/z esperado m/z observado
P+ 2H" 1352,00 1350,93
P+ 3H" 901,66 901,07
P+ 4H" 676,50 676,20
P+ 5H" 541,40 541,27
P+ 6H" 451,33 451, 53

Como se pode verificar na figura 2.7, o cromatograma do péptido Fmoc-S4,;-
PV revela um pico bastante intenso, com um t, = 14,9 minutos, que se verificou
corresponder ao produto esperado por ESI-IT MS (Figura 2.8). Efetivamente, no
espetro de massa deste péptido (peso molecular 2702 g/mol) surgem diversos picos,
que correspondem a moléculas do péptido-alvo com diferentes graus de protonacéo
(Tabela 2.4).

Da mesma forma, o cromatograma do péptido C8-S4.3-PV (Figura 2.9)
apresenta um pico principal com tr = 14,9 minutos, correspondente ao péptido
esperado, conforme se comprovou por analise de massa (Figura 2.10). Também neste
caso, foi possivel observar varios picos, correspondentes a moléculas do péptido-alvo

com diferentes graus de protonacgéo (Tabela 2.5).
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Figura 2.9 - Cromatograma obtido para o péptido C8-S4,3-PV,
com uma eluicéo de 0-100% ACN em agua (com 0,05% TFA) numa coluna RP-18E (5 ym), ao

longo de 30 minutos e a um fluxo de 1 ml/min, com dete¢c&o ao A=220 nm.

522,13

869,20 1303,27

906,47 1331,13
1056,60
5 I ' 1396,53 1736,67 195320
k T t T T |
500 1000 1500 2000

m/z

Figura 2.10 — Espetro de massa (ESI-IT MS, modo positivo) do péptido C8-S445-PV bruto.
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Tabela 2.5 — Adutos do péptido C8-S4,5-PV com ides H*, detetados por ESI-IT MS.

Adutos m/z esperado m/z observado
P+ 2H" 1304,00 1303,27
P+ 3H" 869,70 869,20
P+ 4H" 652,50 652,27
P+ 5H" 522,20 522,13
P+ 6H" 435,30 435,47

A andlise do péptido bruto por HPLC permitiu, também, constatar que o grau de
pureza do mesmo era de 87,9%, um pouco abaixo do minimo desejado (90%). As
impurezas presentes seriam, provavelmente, correspondentes a sequéncias de
delecéo, ja que também podem ser observadas no cromatograma correspondente ao
péptido-base (S413-PV). ApGs otimizagéo, por HPLC, do gradiente apropriado para a
purificacdo do péptido, o produto bruto foi submetido a separacdo por cromatografia
liquida de fase reversa a média pressdo (RP-MPLC), utilizando uma eluicdo em
gradiente de 15-45% ACN em agua (com 0,05% TFA). O péptido purificado foi
novamente analisado por HPLC, determinando-se um grau de pureza final de 97,1%

(Figura 2.11), e foi finalmente liofilizado para posterior envio para ensaios biologicos.
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Figura 2.11 — Cromatograma obtido pela analise do péptido C8-S415-PV purificado, com uma
eluicdo em gradiente de 0-100% ACN em &gua (0,05% TFA) numa coluna RP-18E (5 um), ao

longo de 30 minutos e a um fluxo de 1 ml/min, com dete¢&do ao A=220 nm.

Este procedimento foi idéntico para todos os lipopéptidos produzidos (Tabela
2.3), que foram obtidos com dados cromatograficos e espetroscopicos corretos
(Anexos), e com os graus de pureza e rendimentos globais de sintese constantes da
Tabela 2.6.

Tabela 2.6 — Resumo dos resultados experimentais da sintese dos

derivados lipofilicos do péptido S4,5-PV.

Péptido M. Molar/g.mol_l Massa/mg  Pureza/% Rendimento / %
C8-S413-PV 2606 25,1 97,1 27,5
ClO-S413-PV 2634 27,4 98,8 29,7
C12-S413-PV 2662 13,6 97,6 14,6
Cl4-S413-PV 2690 27,3 96,1 29,0
C16-S413-PV 2718 12,0 97,2 12,6
018-8413-PV 2746 21,6 98,7 22,5
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3.2. Sintese de Derivados do Péptido S4,5-PV Scrambled

O péptido S445-PV Scrambled (KTLKVAKWLKKAKPLRKLVKC, 2480 g/mol) foi
construido por SPPS, utilizando-se um esquema de protecdo ortogonal Fmoc/Bu.
Como suporte solido foi utilizada igualmente a resina Fmoc-Rink Amide MBHA, com

uma funcionalizacao de 0,38 mmol/g.

A sintese da sequéncia peptidica foi realizada de forma semelhante a sintese
do péptido S4,5-PV (seccao 3.1) e, terminado o enlongamento da cadeia, procedeu-se
a divisdo da resina em duas fracbes que foram, posteriormente, N-aciladas (tabela
2.7).

O péptido Ac-S43-PV Scr foi o resultado da N-acilagdo do péptido-base, com
anidrido acético e DIEA, em N-metilpirrolidona (NMP). Para a sintese do derivado C12-
S4,5-PV Scr, procedeu-se ao acoplamento do 4cido dodecandico ao grupo amino N-
terminal da restante fracéo do péptido S4,3-PV Scr, utilizando PyBOP como agente de

condensacéo, na presenca de DIEA.

Tabela 2.7 — Peso molecular dos derivados do péptido S4,5-PV Scr

Agente de acilagao

7 . . -1
adicionado ao péptido Péptido N-acilado M. Molar / g.mol
S4,5-PV
Acido Laurico C12-S4,5-PV Scr 2662
Anidrido Acético Ac-S4,5-PV Scr 2521

Terminadas as modificacbes do péptido-base, procedeu-se a clivagem das
peptidil-resinas por aciddlise, com um cocktail de clivagem constituido por TFA (90%),
TIS (2,5%) e H,O (2,5%). Ap6s a clivagem, os produtos brutos de sintese foram
isolados de acordo com o procedimento descrito na secc¢do 4.3, e analisados por
HPLC e ESI-IT MS, com o objetivo de determinar, respetivamente, o grau de pureza e

massa molecular de cada péptido bruto.

A titulo de exemplo, mostram-se o cromatograma e espetro de massa obtidos

para o péptido Ac-S4,5-PV Scr (Figuras 2.12 e 2.13, respetivamente).
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Figura 2.12 — Cromatograma obtido para o péptido Ac-S4,3-PV Scr, com uma elui¢cdo de 0-
100% ACN em agua (com 0,05% TFA) numa coluna RP-18E (5 ym), ao longo de 30 minutos e
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Figura 2.13 — Espetro de massa (ESI-IT MS, modo positivo) do péptido Ac-S4,3-PV Scr.
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Tabela 2.8 - Adutos do péptido Ac-S4,5-PV Scr com ides H* detetados por ESI-IT MS.

Adutos m/z esperado m/z observado
P+ 2H" 1261,50 1261,20
P+ 3H" 841,33 841,20
P+ 4H" 631,25 631,20
P+ 5H" 505,20 505,33
P+ 6H" 421,17 421,47

O cromatograma do péptido Ac-S4.;-PV Scr (Figura 2.12) revela um pico
bastante intenso, com um t, = 13,8 minutos, que se verificou corresponder ao produto
esperado por ESI-IT MS (Figura 2.13). No espetro de massa deste péptido (peso
molecular 2521 g/mol) surgem diversos picos, que correspondem a moléculas do

péptido-alvo com diferentes graus de protonacao (Tabela 2.8).

Analisando o cromatograma obtido, pode concluir-se que o péptido ndo se
encontrava suficientemente puro (<90%), sendo necessario proceder-se a sua
purificacdo. Apos otimizacdo, por HPLC, do gradiente apropriado para a purificacdo do
péptido, o produto bruto foi submetido a separagdo por RP-MPLC, utilizando uma
eluicdo em gradiente de 15-45% ACN em &gua (com 0,05% TFA). O péptido purificado
foi novamente analisado por HPLC, determinando-se um grau de pureza final de
98,5% (Figura 2.14), e foi finalmente liofilizado para posterior envio para ensaios

biol6gicos.
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Figura 2.14 —Cromatograma obtido para o péptido Ac-S4,3-PV Scr purificado, com uma eluicao
de 0-100% ACN em &gua (com 0,05% TFA) numa coluna RP-18E (5 ym), ao longo de 30

minutos e a um fluxo de 1 ml/min, com detecdo ao A=220 nm.

Os dados cromatogréaficos e espetroscdopicos foram também obtidos para o
péptidos C12-S4,5-PV Scrambled, constando na tabela 2.9 o grau de pureza e

rendimento global de sintese dos derivados N-acilados do péptido S4,;-PV Scrambled.

Tabela 2.9 — Resumo dos resultados experimentais da sintese dos

derivados lipofilicos do péptido S4,5-PV.

-1
Péptido P. Mol. / g.mol Massa/mg Pureza/% Rendimento /%

C12-54 -PV Scr 2662 36,0 98,8 13,5

Ac-S4 -PV Scr 2521 17,0 98,5 6,7
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4. Procedimento Experimental

4.1. Montagem Experimental

L
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Figura 2.15 — Montagem experimental aplicavel & SPPS manual.

4.2. Reagentes e Equipamentos Utilizados

Os reagentes e solventes utilizados no ambito deste trabalho foram da marca
Sigma-Aldrich de
acoplamento, piperidina, DIEA) e Merck (TFA, solventes).

na Novabiochem (Fmoc-Aminoacidos, resina), (agentes

As andlises ESI-IT MS foram realizadas sobre solu¢cdes dos produtos em
metanol (LC-MS grade) num equipamento Finnigan Surveyor LCQ DECA XP MAX, no
Departamento de Quimica e Bioquimica da Faculdade de Ciéncias da Universidade do
Porto (DQB-FCUP).

No decorrer do trabalho, os péptidos-alvo foram purificados por RP-MPLC,
usando-se uma fase estacionaria do tipo octadecil-silano Vydac® 218TP, da Grace
Vydac.

A pureza dos compostos foi avaliada por HPLC, num equipamento Merck-
Hitachi LaChrom Elite dotado de bomba quaternaria, injetor automatico termostatizado
por efeito peltier e detetor de diodos. Usou-se uma coluna de fase reversa
(octadecilsilano) Purospher star RP C-18 de 125 x 4,0 mm e 5 pym (didmetro de
particula). Foi realizada uma eluicédo gradiente com acetonitrilo / agua + 0,05% TFA.

Os péptidos purificados foram liofilizados hum equipamento BenchTop Pro with

omnitronics SP Scientific.

63



64

4.3. Preparacéo da Resina

Apbs a preparacdo da montagem experimental (Figura 2.15), colocou-se a
resina seca (Fmoc-Rink-MBHA 0,25 mmol; 0,66 g) na seringa, a qual se adicionou
DMF, mantendo a mistura sob agitacdo durante 20 minutos. Filtrou-se a resina e foi-
Ihe adicionado DCM, que foi rejeitado 20 minutos mais tarde. Procedeu-se entdo a
remocgao do grupo Fmoc com uma solugéo de piperidina a 20% em DMF (3 mL, 1 x 1’
+ 1 x 20’), mantendo-se a mistura sob agitacdo. Apds a desprotecdo de 20 minutos,
lavou-se a resina com DMF (3 mL, 3 x 1') e DCM (3 mL, 3 x 1), foram retirados alguns
gréos da mesma e efetuou-se o teste de Kaiser. Quando o resultado foi positivo
(solucdo azul escura), avangou-se para a construgao da cadeia peptidica.

4.4, Ciclos de Desprotecédo e Acoplamento de Aminoéacidos

Preparou-se uma solucdo de Fmoc-AA-OH (5,0 eq.), HBTU (5,0 eq.) e DIEA
(10,0 eq) em DMF (3 mL) e adicionou-se a resina, previamente desprotegida,
permanecendo a mistura sob agitacdo durante 1 hora. Terminado o tempo de reacéo,
filtrou-se a resina, que foi posteriormente lavada com DMF (3 mL, 3 x 1’) e DCM (3 mL,
3 x 1’). Com alguns graos, efetuou-se o teste de Kaiser e, quando o resultado foi
negativo (solucdo amarela), prosseguiu-se para a desprotecédo da peptidil-resina, com
uma solucao de piperidina a 20% em DMF (3 mL, 1 x 1’ + 1 x 20’).Terminada a reacao
de desprotecdo, efetuou-se o teste de Kaiser e, quando o resultado foi positivo,
procedeu-se ao acoplamento do aminoacido seguinte, nas condicfes anteriormente
referidas. A construcdo da sequéncia peptidica foi realizada através de diversos ciclos
de desprotegéo e acoplamento.

Na eventualidade de serem necessarias mais do que duas repeticbes de um
dado passo, para que o teste de Kaiser desse o resultado desejado, as condi¢Bes da
reacdo de desprotecdo e acoplamento foram alteradas. Nesses casos, a desprotecao
dos Fmoc-Aminoacidos foi realizada com piperidina a 50% em DMF (15’) e, nas
reacbes de acoplamento, o HBTU foi substituido pelo HATU, mantendo-se as

restantes condi¢cdes da reacgéo.

4.5. Acilacdo do Aminoacido N-terminal

Terminado o elongamento da cadeia peptidica, prodeceu-se a divisdo da resina
em 7 fragOes, tendo sido 6 delas modificadas com um &cido gordo diferente. Para tal,
promoveu-se a desprotecdo do aminoacido Nt e preparou-se uma solucdo do acido
gordo relevante (5,0 eq.), PyBOP (5,0 eq.) e DIEA (10,0 eq.), em DMF (3 mL), a qual



Faculdade de Ciéncias da Universidade do Porto

foi adicionada a peptidil-resina, permanecendo a mistura sob agitacdo durante 1 hora.
Terminada a reacdo, efetuou-se o teste de Kaiser e, perante um resultado negativo
(solucdo amarela), procedeu-se a clivagem do péptido.

4.6. Clivagem do Péptido e Desprotecdo das Cadeias Laterais

Na hotte, preparou-se o cocktail de clivagem (95% TFA, 5% TIS e 5% H,0).
Transferiram-se por¢des de 100 mg de peptidil-resina seca para tubos de falcon de 15
mL e transferiu-se 1 mL de cocktail de clivagem para cada tubo, deixando-se a mistura
sob agitacao continua durante 2 horas. Na hotte, fez-se uma montagem para filtracédo
sob vacuo, utilizando um funil de placa porosa D4 e, apés as 2 horas de reacao,
verteu-se a mistura contida nos tubos de falcon para o funil, ficando o péptido soltvel
no filtrado. Dividiu-se o filtrado em por¢des de 2 mL, em tubos de falcon, perfazendo o
volume de 15 mL com éter etilico seco. ApOs alguns minutos no congelador,
centrifugou-se a mistura e decantou-se o liquido sobrenadante para um matraz com
rolha. A adi¢cdo de éter etilico seco e posterior centrifugagdo e decantacdo foram
realizadas mais trés vezes e, finalmente, os tubos foram colocados no exsicador. Ao
liquido sobrenadante foram efetuadas extragfes liquido-liquido, com o objetivo de se
recuperar algum péptido que tivesse ficado dissolvido no éter. Para isso, lavou-se a
camada organica trés vezes com agua (0,05% TFA) (~10 mL) e, por fim, liofilizou-se a
camada aquosa, juntando-se a fracdo obtida ao produto isolado anteriormente por

centrifugacao.

O péptido foi dissolvido numa solucéo de acido acético a 10% e analisado por
HPLC e ESI-IT MS. Todos os péptidos obtidos foram purificados por RP-MPLC, com
uma eluicdo em gradiente de 15-45% ACN em H,O (0,05% TFA). Depois de isoladas e
combinadas as fragBes contendo o péptido puro, a solucéo final de péptido foi dividida
em tubos de falcon (45 mL), que foram posteriormente colocados no congelador,

consistindo o ultimo passo na liofilizagdo do péptido purificado.
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Capitulo 3

Sintese de Péptidos Antimicrobianos
Funcionalizados para Conjugacao a
Biomateriais para Terapia Local da

Osteomielite
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1. Consideracdes Gerais
1.1. Péptidos Antimicrobianos

O tratamento de infe¢cBes é considerado, hoje em dia, um procedimento
relativamente simples, devido a eficiéncia dos antibidticos existentes. Ainda assim, nos
altimos anos, tem-se tornado gradualmente um desafio cada vez maior, devido a
resisténcia que alguns agentes patogénicos tém vindo a desenvolver aos antibiéticos
convencionais. Futuramente, este fendmeno conduzira a uma falta de respostas
eficazes contra infecbes, originadas por diversos agentes patogénicos — bactérias,
fungos, virus ou parasitas, com graves consequéncias para a salde publica. E, por
isso, fundamental encontrar-se tratamentos alternativos capazes de contornar este
problema, tendo-se avancado, nos ultimos anos, que os AMP poderdo fazer parte
dessa alternativa . Os AMP fazem parte da primeira linha de defesa do sistema
imunitario, podendo ser encontrados em diversos organismos vivos, desde seres
procariontes a mamiferos, plantas ou insetos. Foram ja identificados mais de 750
diferentes AMP naturais ? e, apesar da sua diversidade, a grande maioria partilha as

seguintes caracteristicas:

e sequéncias pequenas, normalmente com 10 a 25 aminoé&cidos;
e carater altamente cationico, ainda que a carga global varie;

e tendéncia a adotar estrutras secundarias anfipaticas.

Estas caracteristicas conferem aos péptidos a capacidade de interagcdo com
superficies ou membranas microbianas, particularmente se carregadas negativamente,
facto que tem sustentado a hipétese dos AMP atuarem por destabilizacdo ou
destruicdo das membranas celulares dos agentes patogénicos ®. A grande maioria
destes péptidos geneticamente codificados é mobilizada imediatamente apés uma
infecdo microbiana, atuando rapidamente na neutralizacdo dos agentes patogénicos
(451 A atividade bactericida, fungicida, antiviral e antitumoral dos AMP, aliada ao facto
de atuarem a baixas concentracdes, faz com que estes péptidos sejam considerados
candidatos promissores a agentes terapéuticos no tratamento de infe¢Bes, em
especial em situacdes de resisténcia a antibioterapia classica. O facto de o mecanismo
de acdo destes agentes antimicrobianos ndo estar dependente da interagdo com
recetores especificos, seja intracelulares, seja na superficie de membranas — ao
contrério do que acontece com antibidticos convencionais, sugere que sera mais dificil
dar lugar ao desenvolvimento de mecanismos de resisténcia por parte dos agentes

patogénicos [,
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1.2. Mecanismos de acdo dos AMP

Ainda que os mecanismos de acdo dos AMP ndo estejam totalmente
esclarecidos, é sabido que estes sdo capazes de estabelecer interacdes eletrostaticas
com células bacterianas, cuja superficie esta ocupada em grande parte por
fosfolipidos carregados negativamente, seguindo-se rotura da membrana celular "),
Neste contexto, a interacdo entre AMP e células de animais ou plantas ndo é
favorecida, ja que as membranas destas células sdo maioritariamente constituidas por
fosfolipidos neutros e colesterol, 0 que ndo promove a interacdo eletrostatica com os
AMP. Assim sendo, ap0s o estabelecimento de interacdes eletrostaticas entre os AMP
e 0s componentes aniénicos da membrana celular bacteriana, as moléculas de péptido
forcam a reorganizacdo da bicamada fosfolipidica, induzindo a formacdo de poros e
consequente destabilizacdo da membrana. Para explicar estas interagbes, com base
nos dados experimentais disponiveis até a data, propuseram-se trés modelos (Figura
3.1) B

e modelo em aduela (barrel stave model, Figura 3.1.A): apo0s a interagdo
eletrostatica com os fosfolipidos, os péptidos, com uma estrutura de hélice-a
anfipatica, formam agregados cilindricos com uma estrutura bem definida —
o lado apolar da hélice-a associado as cadeias hidrofébicas dos acidos
gordos e o lado polar orientado para 0 meio aquoso; a destabilizacdo

causada na membrana conduz, em Ultima instancia, a morte celular;

e modelo em carpete (carpet model, Figura 3.1.B): as cadeias peptidicas
formam uma espécie de tapete na superficie da membrana e, ao ser
atingido o ponto de saturacdo, comecam a formar-se cavidades (como se a
membrana sofresse um colapso por excesso de peso de péptido a sua
superficie), conducentes a rotura da membrana bacteriana, e consequente

morte celular;

e modelo em poro toroidal (toroidal pore model, Figura 3.1.C): apés a
interacdo com os fosfolipidos, os péptidos sao inseridos na membrana e
formam agregados ao longo de toda a membrana, tornando-a porosa; por
associacdo a moléculas de agua, estes agregados aumentam, formando
canais responsaveis pela libertacdo do conteddo intracelular para o meio

extracelular, o que conduz & morte da célula bacteriana.
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Figura 3.1 — Modelos propostos para explicar o mecanismo de acdo dos AMP: (A) modelo de
interacdo do tipo aduela, (B) modelo de interacéo do tipo carpete, e (C) modelo de interacéo do

tipo poro toroidal. Adaptado de [9].

Em suma, como componentes do sistema imune inato, os AMP s&o capazes de
perturbar as membranas bacterianas, permeando a bicamada lipidica e promovendo a
morte celular. Desta forma, torna-se compreensivel porque € que, até aos dias de
hoje, ndo se observou desenvolvimento de resisténcia significativa aos AMP, o que 0s
torna particularmente valiosos como componentes de futuras estratégias de
antibioterapia. No entanto, é de referir que alguns agentes patogénicos desenvolveram
formas de diminuir os efeitos dos AMP, nomeadamente, através da expresséo de
proteases no exterior da membrana, para promover a degradacao destes péptidos, ou
a modificagdo quimica da superficie celular, de forma a diminuir a sua interagdo com
os AMP [0+,
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1.3. Os AMP no tratamento da osteomielite

Os implantes 6sseos estao associados a um grande namero de infec6es, como
a osteomielite, em consequéncia de coloniza¢ces bacterianas e formacao de biofilmes
superficiais, cuja prevencdo e tratamento sdo geralmente muito dificeis,
nomeadamente devido a deficiente imunidade que existe na interface implante/tecido
(121 Apesar das melhorias a que se tem assistido, tanto a nivel de diagnéstico, como a
nivel de opcdes de tratamento, a osteomielite continua a ser uma das maiores
complicacdes relacionadas com cirurgia ortopédica, resultando em elevada
morbilidade, uma vez que as infecbes mais persistentes podem ter como

consequéncia a remogao ou substituicdo do implante 3,

Hoje em dia, o tratamento da osteomielite consiste no desbridamento
minucioso do tecido infetado, seguido da administracdo de sistemas de libertagéo
controlada de antibidticos. No entanto, o surgimento de estirpes resistentes aos
antibiéticos convencionais, especialmente Staphylococcus aureus multirresistente
(MRSA, de Multidrug-Resistant Staphylococcus aureus), tornou-se um dos maiores

obstéaculos no tratamento destas infecdes *4*°)

, sendo urgente o desenvolvimento de
novas estratégias em antibioterapia. Neste contexto, algumas abordagens recentes
tém-se centrado na preparacdo e estudo de superficies antimicrobianas, como (1)
superficies antiaderentes (superficies que evitam a adsor¢do de proteinas e/ou a

1617, (2) superficies colonizadas com bactérias n&o-

adesdo das células microbianas) !
patogénicas ™, e (3) superficies combinadas com biocidas ou antibiéticos ™%, As
Ultimas apresentam a vantagem de entregarem o farmaco diretamente no local do
implante, resultando numa elevada concentracdo do mesmo no local de acdo, sem
gue sejam atingidas concentragfes elevadas a nivel sistémico, 0 que permite prevenir
efeitos secundarios associados ao farmaco 8. Para além disso, esta estratégia
permite a existéncia de atividade antimicrobiana durante longos periodos de tempo,
sem gque haja acumula¢éo do agente em 6rgdos ndo-alvo, como o cérebro, o figado,
os rins ou o baco #. A eficiéncia destes revestimentos esta fortemente dependente da
atividade do farmaco selecionado, bem como da possibilidade de desenvolvimento de
resisténcia antimicrobiana no periodo de tempo relevante, pelo que se torna
necessario encontrar um agente antimicrobiano de largo espetro, capaz de prevenir a
colonizacdo de biomateriais e minimizar o desenvolvimento de resisténcia bacteriana,
mas também que seja estavel durante um longo periodo de tempo ®. Os AMP sé&o
excelentes candidatos para este propoésito, uma vez que, como referido anteriormente,
apresentam geralmente um largo espetro de atividade e o seu mecanismo primario de

acao antimicrobiana torna improvavel o desenvolvimento de mecanismos de
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resisténcia por parte dos agentes patogénicos. A imobilizagdo de AMP a uma
superficie faz ainda com que seja possivel contornar alguns inconvenientes
associados a aplicacao sistémica destes agentes, como a degradacdo proteolitica, a
co-precipitacéo ou a auto-agregacéo %

1.4. O péptido hLF(1-11): um potente AMP de largo espetro

A lactoferrina humana (hLF) é uma glicoproteina pertencente a familia das
transferrinas, que existe em quantidade significativa no colostro e pode ser encontrada

em superficies mucosas, atuando na primeira linha de defesa do corpo humano contra

23-24)

infecdes ou inflamacdes ?*?¥. Esta proteina apresenta atividade antimicrobiana e

antiflngica, inicialmente atribuida a sua capacidade para se ligar a ides de ferro,
privando os microorganismos deste ido essencial. Hoje em dia sabe-se que a hLF
apresenta também atividade anticancerigena, antiparasitica e antiviral, e que a estes
mecanismos de agéo esta associado o seu dominio N-terminal, cationico e anfipatico,

rico em argininas %7,

O péptido hLF(1-11), fragmento N-terminal da hLF que compreende o0s
primeiros 11 aminoacidos da proteina (Figura 3.2), apresenta um carater anfipatico,

integrando o importante dominio catiénico Nt (GRRRR). Este péptido antimicrobiano

demonstrou elevada atividade contra um largo espetro de agentes patogénicos 428,

nomeadamente varias estirpes resistentes de bactérias, como MRSA [

Acinetobacter baumanni B% Listeria monocytogenes, Klebsiella pneumoniae e
Escherichia Coli B!, e fungos, como Candida albicans * e Aspergillus fumigates 2.
De entre estas estirpes destacam-se, no contexto desta dissertacdo, a MRSA e a A.

baumanni, frequentemente responsaveis pelo desenvolvimento de osteomielite crénica
[33,34]

GRRRRISVQWCA

Figura 3.2 - Sequéncia de aminoacidos do péptido anfipatico hLF(1-11), constituido por uma

parte catiénica (representada a azul) e uma parte hidrofobica (representada a cinzento).

Futuras aplicagbes deste péptido incluem, entre outras, o revestimento de
dispositivos médicos para implante e/ou aplicacio em pacientes com o sistema

imunitario comprometido (atuando como um desinfetante com vista a prevenir a
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formacédo de biofilmes bacterianos a superficie do dispositivo), ou ainda para a criacdo
de biossensores para a detecao de infecdes de dificil despiste, como a meningite, ja

que o hLF(1-11) é capaz de atravessar a barreira hematoencefalica 2+3®.,

1.5. Criacdo de revestimentos antimicrobianos por imobilizagcdo covalente do
péptido hLF(1-11) ao quitosano

O quitosano, um polissacarido linear composto por monémeros de 2-
aminodesoxiglucose (unidade ndo acetilada) e N-acetil-2-aminodesoxiglucose
(unidade acetilada) (Figura 3.3), é obtido a partir da desacetilacdo alcalina da quitina, o
principal componente do exoesqueleto de crustaceos e alguns insetos . O quitosano
tem sido alvo de grande interesse, especialmente em areas de estudo como a
medicina e a bioengenharia, devido as suas propriedades intrinsecas como
biocompatibilidade, biodegradabilidade (ja que pode ser metabolizado por algumas
enzimas) e bioadesado (devido a carga positiva que adquire a pH fisioldgico). Para
além disto, o quitosano promove a cicatrizacdo e apresenta propriedades

s B3 Ppor todas estas caracteristicas, aliadas ao facto de este

bacterioestética
polimero ser relativamente barato, o quitosano tornou-se muito apelativo para diversas
industrias, sendo atualmente utilizado como agente antimicrobiano na agricultura,
agente floculante para o tratamento de aguas residuais, aditivo na indUstria alimentar,
agente hidratante em produtos cosméticos ou como ingrediente farmacéutico —

especialmente na veiculagdo de farmacos, entre outras aplicacdes *#%,

OH OH OH

O (0] O—g

HO NH, HO NH, HO NH

Figura 3.3 — Representacao estrutural do quitosano, com uma das unidades acetilada.
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O quitosano tem sido também utilizado no revestimento de superficies, uma
vez que é capaz de prevenir a formagdo de biofilmes, bem como de aumentar a

diferenciacdo dos osteoblastos “°!

. Lu Zhao et al. descreveram, recentemente, o
revestimento de implantes de titdnio com um conjugado quitosano-4cido laurico com a
capacidade de inibir a adeséo e proliferacdo de bactérias, para além de aumentar a

41]

capacidade de mineralizacdo dos osteoblastos . O revestimento de implantes de

tithnio com um conjugado quitosano-RGD (péptido Arg-Gly-Asp) foi também estudado,

com resultados semelhantes 2,

F. Costa et al. ttm estudado a imobilizacéo covalente do péptido hLF(1-11) ao
quitosano, com o objetivo de serem produzidos filmes para o posterior revestimento de
dispositivos médicos ou implantes cirGrgicos, de forma a prevenir uma infecdo 3. A
imobilizacdo covalente de AMP ao quitosano, em alternativa a um conjugado néo
covalente, podera aumentar a estabilidade do conjugado a longo prazo, bem como
diminuir a sua toxicidade e proporcionar uma orientacdo adequada do péptido, o que
globalmente podera significar uma ac&o antibacteriana mais potente e prolongada ®
“Num trabalho recentemente publicado, estes autores testaram a ligacéo covalente
do hLF(1-11) ao quitosano através de uma ponte dissulfureto, estabelecida entre a
cisteina presente na sequéncia peptidica (Ct) e um grupo tiol de um espacgador
previamente inserido no quitosano (Esquema 3.1) #?. Deste estudo concluiu-se que o
hLF(1-11), quando ligado ao quitosano — quer diretamente, quer através de um
espacgador, perdeu parte da sua atividade, ndo se observando diminuicdo na adeséo
bacteriana. No entanto, o péptido demonstrou uma melhor atividade quando ligado ao
guitosano através de um espacador, mas ainda longe de uma taxa de reducédo de
adesao bacteriana suficientemente elevada para ter interesse pratico. Por este motivo,
0s autores consideram que este estudo tera ainda que ser expandido e aprofundado,
sendo necessario considerar a importancia do grupo tiol da cisteina para a atividade
antimicrobiana do péptido, bem como a orientacdo do mesmo e a influéncia do
espacador. E, também, importante reavaliar o métido de imobilizacéo covalente do
péptido ao quitosano, uma vez que as pontes dissulfureto sdo instaveis num ambiente

biorredutor, que promove a conversdo dissulfureto—tiol 154!

. A substituicBo desta
ligagdo por uma outra estrutura mais estavel, sem prejudicar a atividade do péptido
nem implicar a sua cisteina Ct, podera melhorar significativamente a estabilidade do

conjugado “¢,
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dissulfureto, de acordo com o estudo realizado por F. Costa et a
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2. Objetivo

O trabalho experimental desenvolvido teve como principal objetivo a sintese de
derivados funcionalizados do péptido hLF(1-11), para posterior imobilizagdo covalente
ao quitosano, através de uma reacdo de cicloadicao 1,3-dipolar de Huisgen (reacéo

“click” entre um grupo alcino e uma funcgdo azida, Esquema 3.2) 7.,

R

N
L/

Esquema 3.2 — Esquema geral de uma reacéo de cicloadi¢cdo 1,3-dipolar de Huigsen.

©

R1/\ . NEN(LN\R .

2 R4

Assim, foi planeada a sintese de quatro péptidos modificados com a funcéo
alcino: propargil-hLF(1-11), hex-5-inoil-hLF(1-11), Pra-Ahx-hLF(1-11) e hLF(1-11)-Ahx-
Pra — figura 3.4 (A) a (D), respetivamente. Os péptidos foram desenhados de forma a
se poder estudar futuramente a influéncia de alguns parametros estruturais nas

propriedades antibacterianas dos conjugados péptido-quitosano a produzir:

(a) Propargil-hLF(1-11) versus hex-5-inoil-hLF(1-11) — efeito do comprimento do

espacador (cadeia carbonada) entre o péptido e a ligagéo tripla terminal;

(b) Pra-Ahx-hLF(1-11) — efeito da presenca de um grupo amino primario livre (a
semelhanga do que acontece no quitosano ndo modificado) na extremidade do
péptido modificado; a ligacdo tripla apresenta-se na cadeia lateral de um
aminoacido ndo natural, a propargil-glicina (Pra), ligada a sequéncia peptidica
através de um espacador flexivel, inserido por condensagéo do &cido 6-amino-

hexandico (Ahx);

(c) hLF(1-11)-Ahx-Pra — efeito da inser¢cdo da modificacdo no extremo C-terminal
do péptido, por comparacao Pra-Ahx-hLF(1-11), onde a mesma modificagéo foi

inserida no extremo N-terminal da sequéncia peptidica.
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Figura 3.4 — Péptidos sintetizados ao longo do trabalho experimental: (A) Propargil-hLF(1-11),
(B) Hexinoil-hLF(1-11), (C) Pra-Ahx-hLF(1-11) e (D) hLF(1-11)-Ahx-Pra.

Os derivados alcino do péptido hLF(1-11) a produzir no ambito desta tese
serdo, posteriormente, usados em testes preliminares de ligagdo ao quitosano,
previamente modificado de forma a conter a funcdo azida, de acordo com a rota
sintética apresentada no Esquema 3.3. Esta rota, a ser ja testada por uma estudante
de doutoramento do grupo, assenta num primeiro passo de conversdo dos grupos
amino do quitosano em grupos azida, de acordo com procedimentos descritos na
literatura “®; comprovado 0 sucesso desse primeiro passo, passar-se-a a reagao
“click” propriamente dita, fazendo-se reagir o polimero modificado com o péptido, na

presenca de acetato de cobre e ascorbato de sédio 2.
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no quitosano: (i) converséo dos grupos amino primarios do quitosano em grupos azida, por

reacdo com cloreto de 1-azida-sulfonil-imidazélio, K,CO4 ¥

modificado e o péptido, na presenca de acetato de cobre e ascorbato de sodio
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Esquema 3.3 — Rota sintética delineada para a imobiliza¢éo do péptido hex-5-inoil-hLF(1-11)

(i) reagéo “click” entre o quitosano

[43]
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3. Resultados e Discusséao
3.1. Sintese dos derivados funcionalizados do péptido hLF(1-11)

Comecou-se por construir o péptido hLF(1-11) (GRRRRSVQWCA, 1374 g/mol)
por SPPS, utilizando um esquema de protecdo ortogonal Fmoc/'Bu e, como suporte

sélido, a resina Fmoc-Rink Amide MBHA, com uma funcionalizacdo de 0,60 mmol/g.

A sintese da sequéncia peptidica foi realizada de forma semelhante a sintese
do péptido S4,3-PV (capitulo 2 — 3.1) e, terminado o enlongamento da cadeia,
procedeu-se a divisdo da peptidil-resina em trés fracdes que foram, posteriormente,
sujeitas a modificacdes. Numa primeira fracdo, testou-se o acoplamento do &cido
propargilico ao aminoacido Nt da cadeia peptidica ancorada a resina, utilizando HBTU
como agente de condensacgdo, na presenca de DIEA. Este acoplamento néo resultou,
razdo pela qual se testou hovamente a condensag¢do usando EEDQ como agente de
acoplamento, realizado de acordo com o procedimento descrito por Tornoe et al. 9.
No entanto, também neste caso nao se logrou obter o produto pretendido, mas antes o
mesmo produto que havia sido obtido no acoplamento mediado por HBTU/DIEA.
Analisou-se esse produto por ressonancia magnética nuclear de protdo (*H-RMN) e
por ESI-IT MS, mas ndo se conseguiu identificA-lo de forma a tentar compreender o

motivo do fracasso da conjugacgéo do acido propargilico ao péptido hLF(1-11).

Face ao acima referido, avangou-se para a modificacdo das restantes duas
fracdes da peptidil-resina, uma delas por acilagdo com acido hexindico, utilizando-se a
EEDQ como agente de acoplamento, conforme descrito em [49]. A terceira fragdo de
peptidil-resina foi sequencialmente acoplada ao acido 6-amino-hexandico e a
propargilglicina, por acoplamento dos respetivos derivados N-Fmoc-protegidos (Fmoc-
Ahx e Fmoc-Pra, respetivamente) na presenca de HBTU/DIEA, seguida de remocéao
do grupo Fmoc com uma solugéo de piperidina a 20% em DMF. Procedeu-se, depois,
a clivagem das duas peptidil-resinas modificadas, por aciddlise com um cocktail de
clivagem constituido por TFA (90%), anisole (2%), etano-1,2-ditiol (3%) e tioanisole
(5%). Ap6s a clivagem, os produtos brutos de sintese foram isolados de acordo com o
procedimento descrito em 4.5, e analisados por HPLC e por ESI-IT MS, com o objetivo
de determinar, respetivamente, o grau de pureza e massa molecular de cada péptido
bruto.

Para a sintese do péptido C-modificado, hLF(1-11)-Ahx-Pra, partiu-se da
mesma resina Fmoc-Rink-MBHA que, apés remocao do grupo Fmoc, se acoplou

sequencialmente a propargilglicina e &acido 6-amino-hexandico, igualmente por
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condensacéo dos respetivos derivados N-Fmoc-protegidos, mediada por HBTU/DIEA,
seguida de remoc¢ao do grupo Fmoc, nas condicdes ja referidas. Prosseguiu-se depois
com a construcdo da cadeia peptidica, de acordo com o procedimento descrito no
capitulo 2 — 3.1, procedendo-se finalmente a clivagem da peptidil-resina nas mesmas
condi¢des aplicadas na sintese dos derivados N-modificados do hLF(1-11), sendo o
produto isolado como descrito em 4.5, e analisado por HPLC e ESI-IT MS.

Em suma, foram sintetizados, em fase sélida, trés derivados funcionalizados do
péptido hLF(1-11) (Tabela 3.1).

Tabela 3.1 — Derivados funcionalizados do péptido hLF(1-11) sintetizados

Péptido Peso molecular/g.mol™

Hexinoil-hLF(1-11) 1468
Pra-Ahx-hLF(1-11) 1581
hLF(1-11)-Ahx-Pra 1581

A titulo de exemplo, mostram-se 0 cromatogramas e espetro de massa

obtidos para o péptido Pra-Ahx-hLF(1-11) (Figuras 3.5 e 3.6, respetivamente).
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Figura 3.5 - Cromatograma obtido pela andlise do péptido Pra-Ahx-hLF(1-11), com uma elui¢édo
em gradiente de 0-100% ACN em agua (0,05% TFA) numa coluna RP-18E (5 ym), ao longo de

30 minutos e a um fluxo de 1 ml/min, com detecdo ao A=220 nm.
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Figura 3.6 - Espetro de massa (ESI-IT MS, modo positivo) do péptido Pra-Ahx-hLF(1-11),

correspondente ao pico de maior intensidade do cromatograma anterior (Figura 3.5)
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Tabela 3.2 — Adutos do péptido Pra-Ahx-hLF(1-11) detetados por ESI-IT MS.

Adutos m/z esperado m/z observado
P+ 1H" 1581,00 1581,60
P+ 2H" 791,50 791,53
P+ 3H"+ 2TFA 906,00 905,13
P+ 2H"+ TFA 848,00 848,13
P+ 3H" 528,00 528,13
P+ 3H "+ TFA 565,67 565,80

Como se pode verificar na figura 3.5, o cromatograma do péptido Pra-hLF(1-
11) revela um pico bastante intenso, com um t. = 10,0 minutos, que se verificou
corresponder ao produto esperado por ESI-IT MS (Figura 3.6). Efetivamente, no
espetro de massa deste péptido (peso molecular 2702 g/mol) surgem diversos picos,
que correspondem a moléculas do péptido-alvo com diferentes graus de protonagéo
(Tabela 3.2). E, também, possivel verificar a associacdo do péptido ao ani&o
trifluoroacetato (TFA"), proveniente do processo de clivagem. Esta observacdo deve-
se, provavelmente, a presenca de um grande numero de argininas na sequéncia
peptidica, que possuem na sua cadeia lateral o grupo guanidinio, capaz de

estabelecer interacdes eletrostaticas com o anido TFA (Esquema 3.4).

Iz

Esquema 3.4 — Interacdo eletrostatica que se estabelece entre a arginina e o aniao

trifluoroacetato.
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A andlise do péptido bruto por HPLC permitiu, também, constatar que o grau de
pureza do mesmo era de 81%, abaixo do minimo desejado (90%). Apds otimizacao,
por HPLC, do gradiente apropriado para a purificagdo do péptido, o produto bruto foi
submetido a separagéo por RP-MPLC, utilizando uma eluicdo em gradiente de 10-30%
ACN em &gua (com 0,05% TFA). O péptido purificado foi novamente analisado por
HPLC, determinando-se um grau de pureza final de 96,9% (Figura 3.7).

mAU

Figura 3.7 — Cromatograma obtido pela analise do péptido Pra-Ahx-hLF(1-11) purificado, com
uma eluicdo em gradiente de 10-30% ACN em &agua (0,05% TFA) numa coluna RP-18E (5 um),

ao longo de 30 minutos e a um fluxo de 1 ml/min, com dete¢cdo ao A=220 nm.

Este procedimento foi idéntico para todos os derivados funcionalizados do péptido
hLF(1-11) (Tabela 3.1), que foram obtidos com dados cromatograficos e
espetroscopicos corretos (Anexos), e com 0s graus de pureza e rendimentos globais

de sintese constantes da Tabela 3.3. Os produtos finais foram liofilizados.



Tabela 3.3 — Resumo dos resultados experimentais da sintese dos
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derivados funcionalizados do péptido hLF(1-11).

-1
M. Molar / g.mol

Péptido Massa/mg Pureza/% n/%
Hexinoil-hLF(1-11) 1468 14,6 94,4 8,2
Pra-Ahx-hLF(1-11) 1581 27,8 96,9 14,6
hLF(1-11)-Ahx-Pra 1581 131,5 92,6 83,2
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4. Procedimento Experimental
4.1. Montagem Experimental

A montagem experimental utilizada no contexto da sintese dos derivados do

hLF(1-11) foi semelhante a apresentada na Figura 2.15, no capitulo 2, sec¢éo 4.1.
4.2. Reagentes e Equipamentos Utilizados

Os reagentes e equipamentos utilizados foram os descritos no capitulo 2,
seccdo 4.1.

4.3. Preparacao da Resina

A preparacdo da resina foi realizada de acordo com o procedimento
experimental descrito no capitulo 2, seccdo 4.3. Neste caso, foi utilizada a resina
Fmoc-Rink Amide MBHA, com uma funcionalizagéo de 0,60 mmol/g (Hexinoil- e Pra-
Ahx-hLF(1-11): 0,25 mmol; 0,417 g; hLF(1-11)-Ahx-Pra: 0,10 mmol; 0,167 g).

4.4. Construcdo das cadeias peptidicas
4.4.1. Péptidos Hexinoil-hLF(1-11) e Pra-Ahx-hLF(1-11)

A construgdo da sequéncia peptidica foi realizada de acordo com o
procedimento descrito no capitulo 2, sec¢éo 4.4. Terminado o elongamento da cadeia
(incluindo a desprote¢cdo do ultimo amino&cido), a peptidil-resina foi dividida em
fracbes, com o objetivo de serem inseridas diferentes modificacdes N-terminais em
cada fracdo. Assim sendo, a uma fragdo acoplou-se o acido hex-5-indico (3,0 eq.; 0,42
mmol; 46 uL), utilizando como agente de condensac¢do a EEDQ (3,1 eq.; 0,43 mmol;
0,106 g), em DCM (3 mL). Esta mistura permaneceu em agitagdo durante 5 horas e,
terminado o tempo de reacgéo, lavou-se a resina com 4 mL de THF (3 x 1) e DCM (3 x
1’). Adicionou-se novamente acido hex-5-indico e EEDQ, em DCM, a resina, e esta
mistura permaneceu em agitacdo overnight, sendo a resina finalmente lavada com 4
mL de THF (6 x 1") e DCM (6 x 1’). Procedeu-se, depois, a clivagem, purificagéo e

andlise do péptido final, conforme descrito no capitulo 2, sec¢éo 4.6.

A segunda fracdo comecou-se por ligar a espacador bifuncional Fmoc-Ahx (5,0
eg.; 0,70 mmol; 0,247 g), utilizando como agente de condensacédo HBTU (5,0 eq.; 0,70
mmol; 0,265 g), ha presenca de DIEA (10,0 eq.; 1,4 mmol; 0,24 mL) em DMF. Deixou-

se a reagir sob agitacdo durante 1 hora, ap6s o que se lavou a resina (com DMF e
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DCM), e se procedeu ao acoplamento da Fmoc-propargilglicina (5,0 eq; 0,7 mmol;
0,235 g), nas mesmas condicdes do acoplamento anterior. O U(ltimo passo da
construcdo desta sequéncia consistiu na remoc¢do do grupo Fmoc, como atras
descrito. Seguidamente, procedeu-se a clivagem, purificagdo e analise do péptido
final, como descrito no capitulo 2, sec¢ao 4.6.

4.4.2. Péptido hLF(1-11)-Ahx-Pra

A construcdo deste péptido foi iniciada com a ligacdo do aminoacido nao
natural Fmoc-propargilglicina (5,0 eq., 0,5 mmol; 0,167 g) a resina-base, utilizando
como agente de condensacdo o HBTU (5,0 eq.; 0,5 mmol; 0,189 g), na presenca de
DIEA (10,0 eq.; 1,0 mmol; 0,17 mL), em DMF. A mistura permaneceu em agitacao
durante 1 hora, seguindo-se a remog¢do do grupo Fmoc, utilizando uma solucdo de
piperidina a 20% em DMF. Seguidamente, fez-se reagir o grupo amino livre com o
espacador bifuncional Fmoc-Ahx (5,0 eq.; 0,5 eq.; 0,177 g) nas mesmas condicbes
gue o acoplamento anterior, seguindo-se a remog¢ao do grupo Fmoc. Ao grupo amino
do espacador ligou-se o aminoacido Ct da sequéncia do hLF(1-11), prosseguindo-se
assim com a construcdo da sequéncia de aminoacidos correspondente a este AMP, de
acordo com o procedimento descrito no capitulo 2 (4.4). O péptido final foi clivado,
purificado e analisado como descrito no capitulo 2, sec¢éo 4.6.

4.5. Clivagem e Desprote¢do das Cadeias Laterais

Na hotte, preparou-se o cocktail de clivagem (90% TFA, 2% anisole, 3% etano-
1,2-ditiol e 5% tioanisole). Transferiram-se por¢6es de 100 mg de peptidil-resina seca
para tubos de falcon de 15 mL e transferiu-se 1 mL de cocktail de clivagem para cada
tubo, deixando-se a mistura sob agitagdo continua durante 2 horas. Também na hotte,
fez-se uma montagem para filtracdo sob vacuo, utilizando um funil de placa porosa D4
e, apos as 2 horas de reacdo, verteu-se a mistura contida nos tubos de falcon para o
funil, ficando o péptido solavel no filtrado. Dividiu-se o filtrado em por¢es de 2 mL, em
tubos de falcon, perfazendo o volume de 15 mL com éter etilico seco. Apds alguns
minutos no congelador, centrifugou-se a mistura e decantou-se o liquido sobrenadante
para um matras com rolha. A adicdo de éter etilico seco e posterior centrifugacéo e
decantacdo foram realizadas mais trés vezes e, finalmente, os tubos foram colocados

no exsicador.

O péptido seco foi dissolvido numa solugéo de acido acético a 10% e analisado
por HPLC e ESI-IT MS. Todos os péptidos obtidos foram purificados por RP-MPLC,
com uma eluicdo em gradiente de 15-45% ACN em H,O (0,05% TFA). Depois de
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isoladas e combinadas as fracdes contendo o péptido puro, a solucao final de péptido
foi dividida em tubos de falcon (45 mL), que foram posteriormente colocados no
congelador, consistindo o ultimo passo na liofilizagdo do péptido purificado.
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Capitulo 4

Conclusoes e perspetivas futuras
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Em retrospetiva, € possivel assumir que foram plenamente atingidos os
objetivos do trabalho, centrados na sintese de derivados modificados de péptidos
bioativos.

A acilacdo das vérias fragcbes do CPP S4,3-PV com acidos gordos foi bem
conseguida, sendo que os lipopéptidos dai resultantes foram isolados com graus de
pureza bastante elevados e rendimentos aceitaveis. De realcar que a N-acilagdo do
S445-PV com acidos gordos obrigou a uma alteracdo no protocolo de clivagem: uma
vez que a precipitacdo em éter ndo foi tdo eficiente, dado o aumento da
hidrofobicidade dos péptidos (especialmente no caso dos &cidos gordos mais longos,
logo, mais apolares), foi necessério efetuar extracdes liquido-liquido com o propésito
de se recuperar algum péptido ainda dissolvido no éter etilico. Tal podera justificar os
rendimentos globais de sintese obtidos, eventualmente também afetados por perdas
no processo de clivagem e no processo de purificacdo por RP-MPLC. Para além dos
lipopéptidos referidos, logrou-se ainda sintetizar com sucesso dois derivados acilados
do péptido S4,3-PV Scrambled, que serdo oportunamente utilizados como controlos
em ensaios bioquimicos e biofisicos que visam testar a aplicagdo de todos os
lipopéptidos produzidos na veiculag@o e entrega intranuclear de ADN plasmidico, em
terapia génica. Estes estudos serdo levados a cabo pela equipa da Prof2 Doutora
Maria da Conceicdo Pedroso de Lima, do Departamento de Ciéncias da Vida da

Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da Universidade de Coimbra.

Foram, também, produzidos com sucesso diferentes derivados alcino do hLF(1-
11). Ainda que néo tenha sido conseguida a introducdo do &cido propargilico no
extremo N-terminal da sequéncia bioativa, logrou-se sintetizar os péptidos Hexinoil-
hLF(1-11) e Pra-Ahx-hLF(1-11) com excelentes graus de pureza. Contudo, estes
péptidos foram obtidos com um rendimento baixo, o que pode estar relacionado com o
facto de partirem ambos de uma mesma sequéncia base bastante impura e/ou com o
facto de estes péptidos N-modificados apresentarem baixa afinidade para com a fase
estacionaria, durante a purificacdo por RP-MPLC, tornando bastante dificil a sua
recuperacdo. O mesmo problema ndo surgiu na sintese do péptido C-modificado,
hLF(1-11)-Ahx-Pra, cujo rendimento global foi excelente, o que de certa forma suporta
a hipétese de ser a modificacdo em N-terminal que justifica propriedades
cromatograficas conducentes a um baixo rendimento global de sintese. A provar-se a
aplicabilidade destes péptidos na criacdo de novos biomateriais antimicrobianos, sera
porventura Util testar-se diferentes fases estacionarias que permitam melhorar

substancialmente o rendimento do processo de purificagéo por RP-MPLC.
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A. Tabela de Aminoéacidos Proteinogénicos

Tabela A — Estrutura dos aminoacidos proteinogénicos
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Aminoécido Abreviaturas Estrutura
Alanina Ala, A >—<
HO NH,
(¢] NH
Arginina Arg, R )}\(\/\N)J\NHZ
H
NH,
(0]
. NH,
Asparagina Asn, N HO)J\(\H/
NH, o)
(0]
o P OH
Acido Aspaértico Asp, D Ho)‘\(\u/
NH, e}
(0]
Cisteina Cys, C Ho)}\(\s,4
NH,
o (o]
Glutamina GIn, Q HOWNHZ
NH,
(o] (¢}
Acido Glutamico Gluy, E HOWOH
NH,
(0]
Glicina Gly, G JK/NHZ
HO
[e]
N
Histidina His, H HO >
Lo Ly
(0]
Isoleucina lle, | HO/H\H\/
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Tabela A — Estrutura dos aminoacidos proteinogénicos (continuagao)

Aminoacido Abreviaturas Estrutura
(0]
Leucina Leu, L
HO NH,
[¢]
Lisina Lys, K Ho)}\(\/\/NHZ
NH,
(e}
Metionina Met, M HO)J\(\/S\
NH,
[¢]
Fenilalanina Phe, F
HO NH,
(o]
. H
Prolina Pro, P o N
(¢] OH
Serina Ser, S >—<‘
HO NH,
(¢]
Treonina Thr, T HOMOH
NH,
H
N
. (¢]
Triptofano Trp, W >_<_®
HO NH,
(0] OH
Tirosina Tyr, Y
HO NH,
(e}
Valina val, V HO/H\H\
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B. Péptido C10-S4,5-PV
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Figura B1 - Cromatograma obtido pela analise do péptido C10-S4,5-PV purificado, com uma

eluicdo em gradiente de 0-100% ACN em agua (0,05% TFA) numa coluna RP-18E (5 ym), ao

longo de 30 minutos e a um fluxo de 1 ml/min, com dete¢c&o ao A=220 nm.
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Figura B2 - Espetro de massa (ESI-IT MS, modo positivo) do péptido C10-S4,5-PV bruto.
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C. Péptido C12-S4,5-PV
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Figura C1 - Cromatograma obtido pela andlise do péptido C12-S4,5-PV purificado, com uma
eluicdo em gradiente de 0-100% ACN em &gua (0,05% TFA) numa coluna RP-18E (5 um), ao

longo de 30 minutos e a um fluxo de 1 ml/min, com dete¢&@o ao A=220 nm.

140000000
130000000
120000000
110000000
100000000
90000000
80000000
70000000
60000000
50000000
40000000
30000000
20000000
10000000
(o]

386,80

533,33

500

887,93
680,53 906,60
985,60
1000

1331,20
1359,20
1395,27 1774,40
1184,53 = :
L ) T 1996,13
e S Py
1500 2000

m/z

Figura C2 - Espetro de massa (ESI-IT MS, modo positivo) do péptido C12-S4,5-PV bruto.
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D. Péptido C14-S4,5-PV
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Figura D1 - Cromatograma obtido pela andlise do péptido C14-S4,3-PV purificado, com uma
eluicdo em gradiente de 0-100% ACN em agua (0,05% TFA) numa coluna RP-18E (5 ym), ao

longo de 30 minutos e a um fluxo de 1 ml/min, com dete¢&@o ao A=220 nm.
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Figura D2 - Espetro de massa (ESI-IT MS, modo positivo) do péptido C14-S4,5-PV bruto.
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E. Péptido C16-S43-PV
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Figura E1 - Cromatograma obtido pela analise do péptido C16-S4,5-PV purificado, com uma

longo de 30 minutos e a um fluxo de 1 ml/min, com dete¢&@o ao A=220 nm.
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Figura E2 - Espetro de massa (ESI-IT MS, modo positivo) do péptido C16-S4,5-PV bruto.

eluicdo em gradiente de 0-100% ACN em &gua (0,05% TFA) numa coluna RP-18E (5 um), ao

mAU
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F. Péptido C18-S4,5-PV
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Figura F1 - Cromatograma obtido pela andlise do péptido C18-S43-PV purificado, com uma
eluicdo em gradiente de 0-100% ACN em &gua (0,05% TFA) numa coluna RP-18E (5 um), ao

longo de 30 minutos e a um fluxo de 1 ml/min, com dete¢c&o ao A=220 nm.
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Figura F2 - Espetro de massa (ESI-IT MS, modo positivo) do péptido C18-S4,3-PV bruto.
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G. Péptido C12-S45-PV Scr

220

m
3-PV Scrambled Final

450

[450

400 [400

350 el [350

300 300

250 [250

mAU

200 [200

150 [ 150

100 [~100

Minutes

Figura G1 - Cromatograma obtido pela analise do péptido C12-S4,5-PV Scr purificado, com
uma eluicdo em gradiente de 0-100% ACN em agua (0,05% TFA) numa coluna RP-18E (5 ym),

ao longo de 30 minutos e a um fluxo de 1 ml/min, com dete¢&o ao A=220 nm.
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Figura G2 - Espetro de massa (ESI-IT MS, modo positivo) do péptido C12-S4,5-PV Scr bruto.
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H. Péptido Hexinoil-hLF(1-11)
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Figura H1 - Cromatograma obtido pela andlise do péptido Hexinoil-hLF(1-11) purificado, com

uma eluicdo em gradiente de 10-30% ACN em agua (0,05% TFA) numa coluna RP-18E (5 um),

ao longo de 30 minutos e a um fluxo de 1 ml/min, com dete¢c&o ao A=220 nm.
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Figura H2 - Espetro de massa (ESI-IT MS, modo positivo) do péptido Hexinoil-hLF(1-11) bruto.
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I. Péptido hLF(1-11)-Ahx-Pra
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Figura 11 - Cromatograma obtido pela analise do péptido hLF(1-11)-Ahx-Pra purificado, com
uma eluicdo em gradiente de 10-30% ACN em agua (0,05% TFA) numa coluna RP-18E (5 ym),

ao longo de 30 minutos e a um fluxo de 1 ml/min, com detecdo ao A=220 nm.
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Figura 12 - Espetro de massa (ESI-IT MS, modo positivo) do péptido hLF(1-11)-Ahx-Pra bruto.



