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AApeptideos como uma Nova Classe de
Peptidomiméticos Ativos: Planejamento, Sintese e
Atividades Biolégicas

AApeptides as a New Class of Active Peptidomimetics: Design, Synthesis
and Therapeutic Properties

Elenilson Figueiredo da Silva,>** Simone C. B. Gnoatto?®

The development of new therapeutic agents based on peptides has undergone a revolution in the last decade
with the emergence of peptidomimetics. Recently, a new class of peptidomimetic has been reported,
the AApeptides. Compared to conventional peptides, AApeptides have high proteolytic and metabolic
stability and have presented varied therapeutic applications. However, studies reporting the development
of AApeptides in Brazil are still unknown. Thus, the aim of this article was to describe the planning,
synthesis and therapeutic application of this important class of peptidomimetics in the scientific literature.
Thus, it is intended to encourage new researchers to develop activities in this area, as well as to discuss
the current knowledge regarding the research of peptidomimetics as new generation therapeutic agents.
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1. Introducao: Peptidomiméticos, Origem e Definicdo

Peptideos sdo compostos bioativos endégenos que atuam como moléculas de sinalizagdo
intrinsecas para muitas fungdes fisioldgicas, tais como: constituintes de membranas
celulares, enzimas cataliticas, hormonios, além de atuarem como moléculas vitais ao sistema
imunolégico humano.' As propriedades intrinsecas dos peptideos permitiram, ao longo dos
anos, sua aplicagdo clinica como farmaco para intervencio terapéutica que mimetiza suas
vias naturais.?

A terapia baseada no uso de peptideos como farmacos teve inicio na década de 1920, com
o isolamento e utilizacdo da insulina em diabéticos que nio produziam quantidades suficientes
do hormdnio. * Desde entdo, essa pritica terapéutica tem evoluido ao longo do tempo e continua
evoluindo, apontando mudancas no desenvolvimento de firmacos e paradigmas de tratamento.
Atualmente, varios medicamentos peptidicos vém sendo utilizados, entre os quais ha terapias
de substituicdo hormonal, peptideos antimicrobianos, antitumorais e antivirais.*®

Embora terapeuticamente promissores, os peptideos bioativos enfrentam alguns desafios
significativos que afetam seu uso clinico e desenvolvimento in vivo, tais como, instabilidade
quimica, rapida hidrélise e agregacdo, depuragdo renal acelerada e baixa permeabilidade
a membrana celular, além disso, esses compostos sdo susceptiveis a rapida degradagdo
proteolitica no figado, plasma sanguineo e rins, e, portanto, possuem tempo de meia-vida
plasmatica curta.”®

Com a finalidade de desenvolver novas terapias eficientes e seguras, uma abordagem vem
sendo usada atualmente, o desenho de miméticos estaveis e ativos de peptideos de ocorréncia
natural, chamados de peptidomiméticos. ® Os peptidomiméticos foram projetados nio apenas
para mimetizar a estrutura de peptideos naturais, mas também para ajustar suas propriedades
moleculares. '

Em comparagdo com os peptideos naturais, os peptidomiméticos tém elevada estabilidade
proteolitica e metabdlica, alta afinidade e seletividade pelos receptores celulares, resultando
assim na diminuic@o dos efeitos colaterais e aumento da biodisponibilidade.'"'?

Em 1970, Hughes e coautores, introduziram o primeiro conceito de peptidomimético. Em
sua pesquisa, Hughes observou que a estrutura da morfina (1), um opioide de ocorréncia natural,
era semelhante a estrutura N-terminal dos peptideos opioides enddgenos, encefalinas (2 e 2°)
e B-endorfina (3), Figura 1. As semelhancas entre as estruturas da morfina e dos peptideos
opioides, decorrente da subunidade tiramina, implicam em interagdo similares com os receptores
opioides e conduzem a respostas semelhantes as observadas para a morfina. A caracteriza¢ao
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da encefalina e B-endorfina proporcionou, pela primeira
vez, a oportunidade de comparar uma sequéncia peptidica
com a estrutura quimica da pequena molécula que exerce
a mesma agdo farmacolégica. Mais tarde, Hughes propds
o conceito de mimetizagdo de peptideos que atualmente
é conhecido como peptidomimético. '*'* Atualmente, os
peptidomiméticos sao definidos como “compostos cujos
elementos essenciais (farmacdforo) imitam um peptideo ou
proteina natural no espago 3D e que retém a capacidade de
interagir com o alvo bioldgico e produzir o mesmo efeito
bioldgico™ P

Na dltima década vdrias estratégias sintéticas para
a obtencdo de peptidomiméticos foram introduzidas na
literatura resultando em miméticos como os B-peptideos,'®!”
peptoides,'®!? oligdmeros de arilamida, e miméticos de
folha .*' Recentemente, foi desenvolvida uma nova classe
de peptidomiméticos ativos denominados “AApeptideos”
e sdo assim chamados porque contém unidades de
aminodcidos N-Acil-N-Aminoetil derivados de 4cidos
nucleicos de peptideos quirais (ANPs). Os AApeptideos
mostraram-se altamente resistentes a degradagao proteolitica
e suas estruturas anfipaticas podem mimetizar o mecanismo
farmacolégico de diferentes peptideos naturais, tais como:
peptideos antimicrobianos,? antitumorais* e antivirais.*
Além disso, as estratégias sintéticas empregadas permitiram
a obtencdo de diferentes variagdes de AApeptideos com
elevado sucesso reacional, condicdo em que sdo obtidos
rendimentos reacionais aprecidveis e com baixa geragao de
subprodutos reacionais.”

E notdvel o elevado potencial dessa classe de peptidomi-
méticos para o desenvolvimento de protétipos de farmacos
mais efetivos e menos toxicos. Dessa maneira, a presente
revisdo tem por objetivo discutir o conhecimento atual
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relativo ao planejamento, sintese e aplicacdes bioldgicas
de AApeptideos na descoberta de peptidomiméticos como
agentes terapéuticos de nova geragdo, além de se incentivar
novos pesquisadores a desenvolver pesquisas nesta drea
cientifica.

2. AApeptideos: a Nova Classe de
Peptidomiméticos

AApeptideos sdo oligbmeros o ou y-N-acil-N-aminoetil-
aminodcidos e foram projetados a partir de blocos de
construgdo usados para sintese de dcidos nucleicos de
peptideos quirais (ANPs).?* Comparado a um peptideo
convencional, os AApeptideos resultam da transposicao
de uma por¢do acil do peptideo natural para a formacao
da cadeia N-acil, que € adicionada logo apds a construcio
da cadeia N-aminoetil, resultando na completa estrutura de
um AApeptideo (Figura 2). Com base nas posic¢des de suas
cadeias laterais quirais ao longo da estrutura do peptideo,
os AApeptideos, podem ser divididos em pelo menos
trés subclasses, a-AApeptideos (4), y-AApeptideos (5) e
hibrido-ay-A Apeptideos (6).%

Em y-AApeptideos, o mondmero do peptideo AA
carrega a cadeia lateral quiral presente na posi¢ao y-C (em
relacdo ao grupo carbonila) enquanto que em o-AA, esta
cadeia estd inserida na posicao a-C, constituindo assim a
por¢do -N-aminoetil-substituida, que representa metade
das cadeias laterais. A outra metade das cadeias laterais,
-N-acil, € obtida facilmente por acilagdo no N central. Esta
caracteristica permite que cada unidade monomérica de
AApeptideo tenha o mesmo niimero de grupos funcionais
que um residuo de peptideo convencional, além disso,
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Figura 1. Similaridade estrutural entre a morfina e os peptideos endégenos encefalinas e 3-endorfina: (1)
estrutura quimica da morfina, (2) estrutura quimica met-encefalina, (2”) estrutura quimica leu-encefalina e
(3) estrutura quimica da 3-endorfina, onde: F = Fenilalanina, M = Metionina, T = Tirosina, S = Serina, E =
Glutamato, K = lisina, Q = Glutamina, P = Prolina, L= Leucina, V = Valina, N = Asparagina, A = Alanina, I =
Isoleucina, H = Histidina, e G = Glicina. Em destaque as subunidades tiramina que quimicamente se assemelham
a morfina nesses peptideos endégenos
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Figura 2. Estrutura quimica dos diferentes tipos de AApeptideos a partir de peptideos
naturais inspirados em ANPs. R, e R, representam diferentes residuos de aminodcidos
a depender da sequéncia do peptideo

semelhante ao peptideo natural, todos os dtomos de nitro-
génio dos AApeptideos estdo envolvidos em ligagdes amida
secunddrias ou tercidrias.**

Os AApeptideos sdo projetados para mimetizar as
relacdes de distancia de ligacdes e as posigdes relativas
das cadeias laterais de aminoécidos de peptideos conven-
cionais, de modo que possam alterar algumas funcdes
existentes nesses compostos, mantendo suas propriedades
gerais. Notavelmente, embora os AApeptideos mimetizem
a estrutura e algumas atividades dos peptideos naturais,
eles ainda sdo estruturalmente diferentes e possuem pro-
priedades distintas de ligacao de hidrogénio e flexibilidade
conformacionais.

As ligacdes de amidas N,N—dissubstituidas, presente nos
AApeptideos, conferem um maior nimero de conformacdes
cis/trans para essa classe de miméticos que podem
resultar em diferentes atividades e fungdes quando em
comparacdo aos peptideos convencionais.’**> Em hibridos-
ay-AApeptideos, as cadeias laterais quirais estio presentes
nas posicdes y-C e a-C de um mesmo AApeptideo.

Como parte das cadeias laterais podem ser introduzidas
através da acilacdo do nitrogénio da estrutura principal com
variados dcidos carboxilicos ou cloretos de acila ou mesmo
outras classes de grupos funcionais, tanto o-AApeptideos
quanto y-AApeptideos podem ter potencial ilimitado para
diversificagdo do grupo funcional. Assim, ao longo dos anos
surgiram diferentes derivados de a., v e hibridos AApepti-
deos (Figura 3). Essas estratégias incluem a substitui¢do
isostérica do grupo N-acil por uma sulfonila, adi¢do de
moléculas de lipideos as cadeias laterais, bem como cicli-
zacdo de AApeptideos lineares, resultando em linear-sul-
fono-y-AApeptideos (7), linear-lipo-y-AApeptideos (8),
linear-sulfono-lipo-y-A Apeptideos (9), sulfono-lipo-cicli-
co-a-AApeptideos (10), lipo-ciclico-a-AApeptideos (11),
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sulfono-ciclico-a-AApeptideos (12) e ciclico-o-AApepti-
deos (13).3336

Estudos de relacao estrutura atividade evidenciaram que
essa classe de compostos propicia o desenho de farmacos,
que além de superar limitagdes farmacocinéticas existentes
nos peptideos e proteinas naturais, permite a vetorizacio
a um alvo terapéutico com ampliagdo da afinidade aos
receptores celulares. Pesquisas recentes mostraram ainda
que as cadeias quirais de AApeptideos poderiam impor um
viés conformacional em sua conformagao de dobramento,
que possibilita o planejamento racional de AApeptideos
a fim de mimetizar a estrutura secundaria de peptideos
bioativos.*’#

Até o momento, os AApeptideos demonstraram inibir
interagdes proteina-proteina, além de reconhecer acidos
nucleicos com especificidade e afinidade em células
tumorais e virus. Eles também foram desenvolvidos para
imitar os peptideos de defesa do hospedeiro (PDHs) para
combater a resisténcia aos antibioticos.***?

3. Sintese de AApeptideos

Tanto a-AApeptideos quanto y-AApeptideos podem
ser preparados em fase sélida ou em solucdo de forma
eficiente, permitindo a geracdo de AApeptideos com
grande diversidade. Atualmente, duas estratégias sintéticas
sdo conhecidas para a sintese de AApeptideos: métodos
submonoméricos e métodos de bloco de construcio ou
building block (Figura 4a e 4b)."!

O método via blocos de construcio foi bem descrito
tanto para a sintese de o como de y-AApeptideos. Nessa
estratégia, os blocos de construgio sdo sintetizados em fase
s6lida ou em solugdo pela reacdo de Fmoc-acetalaldeido
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Figura 3. Diferentes AApeptideos encontrados na literatura; R, e R, representam diferentes residuos
de aminodcidos a depender da sequéncia do peptideo

(em verde, Figura 4a) com os aminodcidos protegidos na
posi¢do C-terminal (em vermelho, Figura 4a) para formar
a amina secunddria, que € acilada por 4cidos carboxilicos
ou cloreto de acila, seguida da remocao do grupo protetor
C-terminal. Os blocos de constru¢ao sintetizados sdo entdo
acoplados resultando no AApeptideo desejado. Embora
contenha algumas limitagdes, como o tempo prolongado
para a produgdo de cada bloco de construcdo, a estratégia
building block mostrou-se eficiente, reprodutivel e com bons
rendimentos de produto que podem variar de 60 a 89%.*

A abordagem submonomérica, que ignora a necessidade
de gerar blocos de constru¢do monoméricos de AApeptideo,
foi descrita para obtencdo de y-AApeptideos. Contudo,
essa estratégia mostrou-se extensa, pois vdrias etapas siao
necessdrias para cada ciclo de adicdo de mondmero. Isso
diminui o rendimento global, especialmente na preparagdo
de peptidomiméticos longos.*

4. Estudo de Atividades Bioldgicas de
AApeptideos

Ao analisarmos dados existentes na literatura,
podemos claramente observar que, embora inicialmente os
AApeptideos tenham sido planejados visando mimetizar o
mecanismo de acdo de peptideos antimicrobianos (PAMs),
sua estrutura e fungdes farmacolégicas foram aprimoradas
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e consequentemente melhor exploradas em termos
terapéuticos. Assim, diferentes aplicacdes farmacoldgicas
foram descritas da ultima década para essa classe. A seguir,
abordaremos as atividades biol6gicas de AApeptideos
classificados de acordo com seu mecanismo de acio.

4.1. AApeptideos como inibidores da interagdo proteina-
proteina: antivirais e antitumorais

O uso de inibidores competitivos para interromper as
interagdes proteina-proteina (IPPs) € uma grande promessa
para o tratamento de doengas e um foco importante
na descoberta de novos firmacos.** De maneira geral,
até o momento, AApeptideos antitumorais e antivirais
exercem seu mecanismo de a¢do com base nas interagdes
proteina-proteina. A seguir sdo apresentados exemplos de
AApeptideos desenvolvidos para atividades antivirais e
antitumorais baseados no conceito de IPPs.

4.1.1. Inibidor da interacdo Tat-TAR do HIV

Niu e colaboradores reportaram a sintese de um
v-AApeptideo, (14), (Figura 5), que pode mimetizar a
proteina Tat do HIV-1 e se ligar a RNAs TAR com constantes
de afinidade da ordem de nanomolar, compardavel ao do
fragmento de ligacdo ao RNA da Tat (aminodcidos 49-58).
O complexo HIV TAR RNA-Tat ¢ uma das interacdes
proteina-RNA mais bem estudadas devido ao seu

Rev. Virtual Quim.
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envolvimento na ativagdo transcricional e papel essencial
para a replicacdo do virus HIV-1. Foi descoberto que TAR
é extremamente conservado entre os isolados virais, € a
interagdo Tat-TAR ¢ tnica e essencial para o virus, sem o
qual o HIV deixa de se replicar.*” Embora a afinidade de
ligac¢do do y-AApeptideo, sintetizado por Niu, tenha sido
similar a do peptideo natural, aquele mostrou-se resistente
a hidrdlise proteolitica além de agregar um potencial para
diversificacdo quimica, contribuindo para os estudos de
relagdo estrutura atividades.*®

4.1.2. Inibidor das interagées STAT3 / DNA

O transdutor de sinal e ativador da transcrigdo 3
(STAT3) € um fator de transcricio que regula muitos
processos biolégicos. STAT3 € constantemente ativado
em neoplasias, e sua superexpressio estd correlacionada
a diversos mecanismos tumorais.*’ Estudos mostraram
que a inibicdo da sinalizagdo de STAT3 pode levar a uma
estratégia antitumoral interessante, uma vez que STAT3 ¢
um mediador chave para promover a progressao do tumor,
e é um alvo promissor para a resposta imune antitumoral.
Logo, sua inibi¢do em células tumorais pode ser um novo
alvo terapéutico para o tratamento de cincer.*® Sabe-se que
a inibicdo da sinaliza¢do de STAT3 pode ser alcancada pela
inibi¢do da dimerizag¢ao de STAT3 (STAT3/STAT3) ou pela
sua ligacdo ao DNA (STAT3/DNA).*

Tang e colaboradores reportaram a sintese de um novo
v-AApeptideo (15) (Figura 5), com atividade antitumoral
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via inibi¢ao de STAT3/DNA. Para avaliar se o y-AApeptideo
se liga a STAT3 e, portanto, inibe a interagao de STAT3/
DNA e a dimerizacdo de STAT3, um ensaio de filtro STAT3
in vitro, e ensaios de polariza¢do de fluorescéncia foram
realizados. O y-A Apeptideo estudado ndo mostrou qualquer
atividade inibidora da ligacdo de STAT3 ao peptideo de
fosfotirosina GPYLPQTYV marcado com fluoresceina, que é
conhecido por se ligar ao dominio STAT3 — SH2, no ensaio
de polarizagao de fluorescéncia, sugerindo que o composto
15, ndo se liga ao dominio STAT3 — SH2 e ndo € capaz de
evitar a dimerizagdo de STAT3. No entanto, o composto
15 foi capaz de bloquear a ligacdo STAT3/DNA e o gene
regulador de STAT3 com ICs, de 150 nM. De forma geral,
esses experimentos sugeriram que o y-AApeptideo 15, se
liga ao STAT3 e, em seguida, inibe sua interacdo com o
DNA seletivamente.™

4.1.3. Inibidor da interacdo CD95/PLCy1

Recentemente, Nguyen e colaboradores relataram a
sintese de um a-AApeptideo (16) (Figura 5), inibidor da
interagdo CD95/PLCy1. O receptor de morte CD95 induz
a apoptose por meio da associa¢do proteina/proteina e a
formagdo do complexo de sinalizag@o indutor de morte.
Contudo, em certas condi¢des bioldgicas, o CD95 também
pode participar de outra via bioldgica, desencadeando a
formacao de um complexo molecular diferente denominado
complexo de sinalizag@o indutor de motilidade (MISC), que
induz uma resposta ndo apoptética e promove a migraciao

NHHNG NHe - HN NHEN, N HN N,
NH o NH
OO %\j)/
N
\)L NH
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\/\;F/\/\?/l///\ o e
NN N/\/NJLN/\/N
H2N
16

Figura 5. Exemplos de AApeptideos com atividade de inibi¢@o de interagdes proteina-proteina. y-AApeptideo antiviral
que pode imitar a proteina Tat do HIV-1 e se ligar a RNAs TAR, 14; y-AApeptideo com atividade antitumoral via
inibicao de STAT3 / DNA, 15; a-AApeptideo antitumoral inibidor da interacdo CD95/PLCy1, 16
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de células cancerosas. Essa via se baseia em uma sequéncia
curta de CD95, denominada dominio indutor de calcio
(CID), que interage com a fosfolipase PLCyl.

O peptidomimético desenvolvido por Nguyen foi
inspirado na estrutura do peptideo natural inibidor de
interacdo CD95/PLCy1, DB550. Em comparacdo ao
peptideo natural, o a-AApeptideo, (16) mostrou-se duas
vezes mais ativo e resistente a degradacio proteolitica com
1C,, de 35 Mm.>!

4.2. AApeptideos de Peptideos de Defesa do Hospedeiro
(PDHs): Antimicrobianos e Antibiofilmes

Apesar da vasta diversidade de compostos antibacterianos,
a resisténcia bacteriana aos antibidticos de primeira escolha
aumentou drasticamente.> Portanto, formacos antibacterianos
novos e eficientes devem ser explorados com urgéncia. Neste
contexto, os peptideos antimicrobianos (PAMs) também
conhecidos como peptideos de defesa do hospedeiro (PDHS),
que constituem um componente essencial do sistema imune
inato de todos os organismos multicelulares, tém demonstrado
seu potencial como candidatos terapéuticos alternativos
para combater a resisténcia aos antibiéticos.” No entanto,
o desenvolvimento de PAMs tem sido dificultado devido
principalmente as caracteristicas de sua natureza peptidica.’
Alguns oligbmeros como B-peptideos, peptoides e arilamidas
foram desenvolvidos, contudo, seu planejamento racional é
limitado devido principalmente a dificuldade de introduzir
variedades de grupos funcionais para ajustar sua atividade
e seletividade, que conduz a inconsisténcia de sua relagio
estrutura atividade.

AApeptideos podem ser estruturas moleculares
privilegiadas para a concepcdo de novos agentes
antimicrobianos que mimetizam a estrutura, fungio e
mecanismo de PDHs. Em comparag¢do com os peptideos
convencionais, os AApeptideos t€ém angulos mais diédricos,
levando a uma maior liberdade rotacional.’ Algumas
subclasses de y-AApeptideos, que exibem flexibilidade
de estrutura conformacional limitada, capaz de formar
estruturas secunddrias com estabilidade contra protedlise
e quimiodiversidade, foram investigados por sua atividade
antimicrobiana incluindo a-AApeptideos lineares (17) e
ciclicos (18), lipo-a-AApeptideos (18), y-AApeptideos (20)
e sulfono-y-AApeptideos (21), conforme pode ser observado
na Figura 6.%% Os o.-A Apeptideos lineares foram planejados
para imitar PDHs lineares naturais com a concepg¢ao de que,
embora estruturas globalmente anfipdticas sejam criticas
para a atividade, estruturas secundarias bem definidas nao
devem impactar a poténcia dos agentes antimicrobianos.”
E amplamente conhecido que os antibiéticos lipopeptidicos
sdo fortemente dependentes de suas cadeias lipidicas para
a atividade antibacteriana, essas cadeias lipidicas sdo
responsdveis pela penetragdo e ruptura das membranas
bacterianas.®® Portanto, mesmo com um ndmero menor de
grupos cationicos e hidrofébicos, as sequéncias lipidicas
podem ser ainda mais ativas como bactericidas do que
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as sequéncias lineares ndo lipidicas, e, com base nesses
resultados foram propostos o-AApeptideos contendo
grupamentos lipidicos. A ciclizacdo de AApeptideos
também foi estudada, embora nao tenham sido observadas
contribuigdes significativas quanto a melhora na atividade
antimicrobiana.®'

A exploracdo de a-AApeptideos antimicrobianos langou
luz sobre o projeto de y-A Apeptideos antimicrobianos, uma
vez que eles tém estruturas moleculares semelhantes. Por
fim, foram estudados também os sulfono-y-AApeptideos,
que parecem ser capazes de adotar uma conformagdo
helicoidal bem definida em solucdo. Curiosamente, eles
se assemelham a a-hélice porque t€m pesos e didmetros
helicoidais semelhantes.

5. Conclusoes

Avancos substanciais foram alcangados nas ultimas dé-
cadas com a introdugdo de peptidomiméticos com atividades
antitumorais, antimicrobianas e antivirais. Em virtude de
baixa imunogenicidade e estabilidade proteolitica aprimo-
rada em comparacio a peptideos naturais essa importante
estratégia de planejamento de novos agentes terapéuticos
tem aberto caminho para a geracio de compostos candidatos
a farmacos que, sem sombra de dividas, irdo revolucionar
a farmacoterapia. Os AApeptideos mostraram atividades
bioldgicas interessantes e promissoras. Além disso, a fle-
xibilidade sintética dessas moléculas permite modificagdes
estruturais rapidas para criar derivados ativos, com proprie-
dades farmacolégicas aprimoradas. Contudo, observamos
que ainda existem poucos estudos evidenciando pardmetros
de atividade hemolitica e citotoxicidade de AApeptideos,
estes devem ser mais bem avaliados para garantir a segu-
ranga de futuras aplicagdes.
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