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CONFORMATIONALLY CONSTRAINED INDUCED PEPTIDES CONTAINING (AZA)LACTAM
UNITS. Conformational constraint is an approach which can be used to restrict the flexibility of
peptide molecules and to provide information on the topographical requirements of receptors. The
incorporation of conformationally constrained units in a peptide can lead to peptide analogues
that present numerous advantages such as the potentialization of the pharmacological activity and
the decrease of enzymatic degradation. This review discusses the peptide analogues containing a
lactam or azalactam unit in their sequences. Of particular interest has been the replacement of a
dipeptide motif in a peptide that simulates a B-turn.
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INTRODUCAO

As proteinas e os peptideos, cadeias de aminodcidos, sdo
componentes essenciais no organismo. As proteinas possuem
igualmente as fungdes de consutumtes dos tecidos e de agentes
biocataliticos e hormonais'. Os peptfdeos, por sua vez, atuam
como hormdnios, neurotransmissores e/ou neuromoduladores,
apresentando, portanto, uma grande diversidade de atividades
biolégicas e numerosas propriedades terapéuticas'. Entretanto,
suas utilizagdes como agentes terapéuticos sdo limitadas essen-
cialmente por sua baixa biodisponibilidade oral e/ou caracterls-
ticas farmacodinémicas, e ainda pela sensibilidade 2s peptidases'.

A flexibilidade conformacional dos peptideos € uma vanta-
gem, mas ao mesmo tem})o pode ser considerada um fator
limitante de sua atividade®*. Esta flexibilidade est4 ligada as
possibilidades de rotagdo das ligacdes simples de cada residuo
de aminodcido da cadeia peptidica (Figura 1). Os angulos de
torsdo ¢, y e , estabelecidos pelos diedros C;.1-N;-Cqy-C;, N;-
Co-Ci-Njy| € pela ligacdo amida, apresentam valores caracteris-
ticos em seqiiéncias polipeptidicas naturais, cujas dobras sdo
estabilizadas por pontes de hidrogénio. Cada combinagdo de
valores dos Angulos ¢, ¥ e ® produz elementos de estrutura
secunddria, classificados segundo trés tipos: hélice «, folhas
pregueadas B e dobras®>. Segundo os valores de ¢, ¥ € o, as
dobras podem ser classificadas como BI, BI’, BII, BIT’, ou ain-
da como 7 e v inversa, indicadas na Figura 2 e Tabela 1.

O equilibrio entre as possiveis conformagdes das seqii€ncias
peptidicas leva a conférmeros de diferentes estruturas secunda-
rias. Os conférmeros geralmente ndo sdo isoldveis e por conse-
quéncia suas atividades biolégicas ndo podem ser testadas sepa-
radamente®, Uma alternativa de investigagdo para a determina-
¢do da relagdo entre a estrutura tridimensional e a atividade bi-
olégica foi proposta com base no modelo de interagio hormdnio
(ou neurotransmissor) e seu receptor™’. Segundo este modelo, o
ligante ocasiona uma mudanga de conformagio do receptor, ati-
vando uma resposta biolégica®®. Para um peptideo natural, a
regido ativa compreende uma pequena porgio do peptideo (qua-
tro a cinco residuos), sendo o restante da molécula necessirio
para favorecer a estrutura secunddria da seqiiéncia ativa®. A res-
tricdo conformacional pode ser utilizada como abordagem para
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desenvolver estudos de determinagdo da relagfio estrutura - ati-
vidade. A fixagdo de uma ou vérias zonas do ligante minimiza
o nimero de conformagdes da seqiiéncia peptidica e, por conse-
qiiéncia, limita o grau de liberdade dos angulos ¢ e .
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Figura 1. Angulos de Tosdo ¢, y et w.
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Figura 2. Representagdo das dobras B e 7;'5.
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Tabela 1. Valores dos angulos de diedro das dobras B e 7.

B-loop dist Visl dis2 Vis2
reverso
tipo I -60 230 -90 0
tipo I’ +60 +30 +90 0
tipo I1 -60 +120 +80 0
tipo II’ +60 -120 -80 0
v 0is1 Yitl 9is2
Yloop +120 -65 +80 -120
reverso

A diminui¢do do nimero de conformagdes pode ser obtida
pela incorporagdo de restritores conformacionais. Existem va-
rios métodos para restringir a rotagio dos diedros ¢, W e ®. Os
mais comumente utilizados sdo baseados na formagio de ca-
deias N-metiladas ou de pontes dissuifeto, na incorporagio de
ligagdes duplas ou da prolina, ou ainda na substitui¢do dos
constituintes da seqiiéncia peptidica por outros grupamentos’-3,
Outra alternativa é realizar diferentes tipos de ciclizagdo entre
os residuos, como mostra a Figura 3, por exemplo: entre dois
aminodcidos consecutivos ¢ e i+1, ou entre residuos alternados
i e i+23, As ciclizacdes podem ser realizadas entre duas cadei-
as laterais, entre a cadeia lateral e o esqueleto peptidico, bem
como por conexdo entre os itomos do esqueleto peptidico®.

Y

Figura 3. Conexdes para a civilizagdo de peptideos®.

A introdug@o de restritores conformacionais pode apresentar
numerosas vantagens como a potencializacio da atividade far-
macolégica por estabilizagdo de um conférmero®, a diminui-
¢do da degradagdo enzimdtica pela eliminagdo das formas
metabolizdveis®®, o aumento da seletividade pela diminuigdo
dos confdrmeros bioativos responsaveis por efeitos secundéri-
os e, enfim, fornecer indmeras informacdes sobre a conforma-
¢do biologicamente ativa de um peptideo em relagiio a um re-
ceptor especifico®.

ANALOGOS PEPTIDICOS (AZA)LACTAMICOS

A existéncia de ligagdes amida nos peptideos levou ao desen-
volvimento de uma estratégia de restricdo conformacional basea-
da na incorporacdo de lactamas em seqiiéncias ativas. A idéia
surgiu da concepgdo de um restritor conformacional, que permi-
tisse a diminui¢do da rotagio do angulo de tor¢do Ni-Co-Ci-Nyy €
conseqiientemente da ligagio amida de uma seqiiéncia peptidica’.

Freidinger e colaboradores®" foram pioneiros na utilizagio de
um ciclo lactdmico para obter um andlogo peptidico de conforma-
¢do restrita. Desde entdo, vdrios métodos de sintese de restritores
do tipo lactdmico foram desenvolvidos para produzir anéis sim-
ples, condensados ou macrociclicos’*'%, Muitos andlogos peptidi-
cos foram preparados, a partir da aplicagio desses métodos de
sintese em combinagdo com os métodos de condensagao peptidica,
com objetivos farmacolégicos diferenciados'-*10,

Iniimeros exemplos de neuropeptideos (hormoénios, neuro-
transmissores e neuromoduladores) ¢ inibidores de enzimas junto
com diversas lactamas foram utilizados para produzir anilogos
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peptidicos e ndo-peptidicos de conformagdo restrita. Devido a
grande complexidade para abranger todos os aspectos que corre-
lacionam estes temas, esta revisdo limitar-se-4 a um tnico as-
pecto da restricio conformacional de cadeias peptidicas pela
incorporagdo de lactamas e azalactamas em suas seqiiéncias. Os
exemplos de inclusdo de unidades (aza)lactimicas nao-peptidi-
cas ou de formagdo de macrociclos nfo serdo descritos.

Anilogo do hormdnio de liberaciio da luteina

Os primeiros anélogos peptidicos de conformagdo restrita,
incorporando um ciclo lactamico, foram descritos por Freidin-
ger ¢ colaboradores”®, em 1980. O anélogo restrito 1 do hor-
monio de liberagdo da lutefna (LH-RH, 2, Figura 4) foi prepa-
rado pela incorporacio de uma unidade dipeptidica restrita no
lugar dos residuos Gly-Leu do LH-RH. A conformagio da
unidade dipeptidica é limitada pela presenga de uma y-lactama,
onde uma ponte etilénica une o nitrogénio do residuo leucina
ao carbono o da glicina.

0
N\J\
<Gu-His-Trp-Ser-Tyr—N'il/g:\ 7 ?xg
o] 7 Il’m
1
/< GyNH,

<Glu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly-NH;

LH-RH, 2

Figura 4. Andlogo restrito do homéonio de liberacio da luteina®.

O andlogo 1 apresentou uma restri¢io local de dobra B em
torno da unidade restritora e os resultados dos ensaios farmacolg-
gicos mostraram que 1 € mais ativo que o LH-RH, 2. Estes resul-
tados permitiram a proposi¢io de uma dobra B (em torno dos
residuos Gly-Leu) como conformagfo ativa do horménio natural 2.

Analegos do tripeptideo Pro-Leu-GlyNH,

O estudo da relacdo estrutura - atividade do tripeptideo L-
Pro-L-Leu-GlyNH; (PLG, 3, Figura 5) foi realizado a partir da
preparagio de andlogos peptidicos contendo y- e 8-lactamas!'!-!3,
O PLG € um tripeptideo endégeno que possui vérios tipos de
atividades sobre o sistema nervoso central. O PLG teria um
efeito direto na modulagdo do sistema dopaminérgico, capaz
de potencializar os efeitos da L-Dopa e da apomorfina.

A primeira série de andlogos 4-6 foi preparada substituin-
do os residuos Leu-GlyNH; de 3 por unidades restritoras di-
peptidicas y- e 8-lactimicas'?!®, nas quais o 4tomo de nitro-
génio da glicina estd ligado a cadeia lateral da leucina. Na
segunda série, o residuo glicinamida do PLG foi substituido
por heterociclos nitrogenados'?, fornecendo os analogos 9-11.
Os derivados 9 e 10 possuem ciclos lactdmicos, onde o gru-
pamento NH» da glicinamida ¢ ligado ao carbono « deste re-
siduo por uma ponte etilénica ou por uma ponte propilénica.
No caso do derivado 11, o heterociclo é uma 2-oxopiperazina,
onde os nitrogénios do residuo glicinamida estdo ligados por
uma ponte etilénica.

O composto 5 demonstrou uma atividade moduladora signi-
ficativa em relagdo aos outros derivados. Este resultado foi
justificado pela hipétese de que os isdmeros de configuragio
(R) mimetizam uma dobra B II, enquanto que os isébmeros de
configuracdo (S), mimetizam uma dobra B II’. A conformacio
bioativa do PLG seria do tipo dobra f§ II.

Baseado nesta hipétese, vérios andlogos restritos do tripeptideo
com este tipo de dobra foram preparados para dar continuidade
aos estudos da relagdo estrutura - atividade'S. Os compostos
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Figura 5. PLG 3 e andlagos restritos '2*%,

12-17 (Figura 6) foram obtidos substituindo-se a y-lactama de
S por outras lactamas em fun¢do da variagdo do dngulo de
torsdo .

As diferentes unidades restritoras foram posicionadas de
modo a limitar a conformacfio em torno dos residuos Leu-
GlyNH; do PLG, ligando o nitrogénio do residuo glicinamida
a diferentes dtomos da cadeia lateral da leucina. Os anélogos
12-15 e 17, onde os valores do dngulo Y, sdo préximos aos
valores observados para uma dobra P II, mostraram-se ativos,
confirmando a hipdtese de que este tipo de dobra € a confor-
macédo bioativa do PLG. Com o objetivo de obter compostos
ainda mais rigidos, os andlogos lactamtiazolidina 18 e 19 fo-
ram preparados'’? (Figura 6), e os resultados dos ensaios far-
macolégicos mostraram que sdo mais ativos que o PLG.

Pode-se encontrar na classe das dicetopiperazinas o ciclo[Leu-
Gly], um anélogo restrito do PLG. O ciclo[Leu-Gly] possui
efeitos opostos sobre os receptores dopaminérgicos conforme a
regido cerebral onde estes se encontram'®2,

As dicetopiperazinas, dipeptideos ciclicos endégenos, sdo subs-
tancias de grande interesse bioldgico®!, encontradas nos reinos
animal e vegetal. Cabe salientar que estas substancias sido os de-
rivados peptidicos mais simples encontrados na natureza, dos quais
vérios exemplos provém de subprodutos da fermentagdo ou do
cozimento dos alimentos, em particular da carne. Antes mesmo
de serem conhecidas, algumas dicetopiperazinas sintéticas havi-
am sido obtidas em 1888. Esses compostos apresentam vérias
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atividades fisiolégicas e farmacol6gicas em mamiferos®'. Os
dipeptideos ciclicos, adequadamente substituidos em suas cadeias
laterais, fornecem estruturas restritas com utilidade em estudos de
reconhecimento molecular e de determinagio conformacional?2,

5§ X=CH.CH; *=R
12 X=CH, *=R
13 X=CH,CO *=R
14 X=CH.0 *=R
15 X=(CHp):; *=R
16 X=(CH)s *=R
17 X=(CH), *=S§

E%:B --H 0
R/ ‘yf
1 "ks /N

CKl\O H H
NH

18 X-= CH}

19 X=CHCH;

Figura 6. Andlogos restritos do PLG 3222

Assim como os dipeptideos ciclicos, as y- e 8-lactamas,
bem como o sistema biciclo 6,5-lactamtiazolidina foram pro-
postos por outros autores e incorporados em peptideos, ge-
rando andlogos das encefalinas, do LH-RH, da somatostatina,
da gramicidina S e do fator de liberagdo do horménio de cres-
cimento®?". Qutros polipeptideos ciclicos, além da gramicidi-
na S, foram alvo de estudos conformacionais. Um exemplo € a
ciclosporina A, cujos andlogos y- e 8-lactdmicos foram prepa-
rados. Entretanto, estes derivados restritos apresentaram bai-
xa atividade imunossupressora®?’,

Analogos da substiancia P

Outros tipos de unidades de restrigdo podem mimetizar uma
dobra B. As espiro[4.4]lactamas foram descritas como estruturas
capazes de estabilizar uma dobra B II, uma vez que sua configu-
ragio é R, e uma dobra B II’ quando sua configuragio é $°°-35.

A substincia P sinaliza a dor ¢ a agressdo fisica ao corpo®t. As
espiro[4.4]lactamas foram utilizadas para preparar uma série de
andlogos da substancia P (20, Figura 7), desenvolvidos tanto para
estudar o modo de ac¢@o deste neuropeptideo em algumas doengas,
como para caracterizar seus receptores. Os receptores das taquici-
ninas de mamiferos [substincia P (SP), neurocinina A (NKA) e
neurocinina B (NKB)] foram classificados em trés subgrupos de
receptores (NK-1, NK-2 e NK-3) com base na atividade de
agonistas seletivos*2*%, O andlogo 8-aminovalerila da SP ([Ava®]-
SP, 21) foi escolhido como agonista de referéncia para a realiza-
¢io dos estudos da determinagio da relagdo estrutura - atividade
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Figura 7. Substincia P 20, [Avd®]-SP 21 ¢ andlogo espirolactdmico 22754

sobre os receptores NK-1 e NK-2. O derivado 22 foi preparado a
partir da substituigdo do resfduo glicina de [Ava6]-SP (21) pela
unidade de restri¢do espiro[4.4]lactama. Os resultados demonstra-
ram que o composto 22 ndo possui agdo como agonista, entretan-
to, sua afinidade pelo receptor NK-1 foi suficiente para caracterizar
uma agdo como antagonista competitivo®™,

Os derivados 23 e 24 (Figura 8) foram preparados a partir
dos estudos sobre os agonistas do receptor NK-23. O com-
posto 23 foi gerado pela incorporagdo de uma +y-lactama no
lugar dos residuos Gly-Leu da porgio C-terminal de [Lys’]-
NKA (25), andlogo da neurocinina A (26), e o derivado 24
pela inser¢do de um biciclo[3.3.0] substituindo também os re-
siduos Gly-Leu, desta vez, do anilogo [Ava®]-SP, 21.

Em 1996, foi descrito um método de sintese para obter-se
uma unidade de restricdo do tipo 2-oxopiperazina condensada
(biciclo[4.3.0]), ligando-se os dtomos N;, N € Cpi; de um
fragmento peptidico®.

(0]
Lys-Asp-Ser-Phe-Val-NH""' N\./U\MCI-NHZ
23 (0] '\r
H 0
\;)LMCK-NHz
N H
Ava-Phe-Ph: H O Y
24

Lys’-Asp-Ser-Phe-Val-Gly-Leu-Met-NH;
[Lys’]-NKA, 25

His’-Lys’-Thr’-Asp-Ser-Phe-Val-Gly-Leu-Met-NH,

neurocinina A, 26

Figura 8. Andlogos dos agonistas do receptor NK-27,

Inibidores da renina

As lactamas foram igualmente utilizadas como unidades
de restricio nas séries de andlogos dos inibidores do sistema
renina-angiotensina-aldosterona. Este sistema € uma cascata
proteolitica presente na circulagdo, bem como em outros teci-
dos, com finalidade de prover um mecanismo de urgéncia no
caso de hipovolemia (ex: hemorragia)®®. A renina provoca a
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Ava®-Phe-Phe-Gly-Leu-Met-NH,
[Ava‘]-SP, 21

e

NH,

lise do angiotensinogénio, fornecendo a angiotensina I. Esta
¢ transformada em angiotensina II pela enzima conversora da
angiotensina (ECA). A angiotensina II, um potente vasocons-
tritor, estimula a liberagdo de aldosterona que induz a reten-
¢do do sédio e da dgua contribuindo ao aumento da pressdo
sanguinea®®, No caso da necessidade do controle da hiperten-
sdo, a interrupcdo dessa cascata pode ser efetuada em dois
niveis: pela inibi¢do da renina ou pela inibicdo da ECA%.

O angiotensinogénio 27 (Figura 9) é hidrolisado pela renina
entre os residuos Leu’’-Val’/, Uma classe de inibidores po-
tentes da renina foi desenvolvida pela obtengdo de pequenos
peptideos, onde os residuos /0 e /] sdo substituidos por car-
bonos tetraédricos ndo hidrolisdveis. O carbono tetraédrico
no lugar da carbonila mimetiza a geometria do estado de tran-
si¢do da hidrélise de amidas. Como exemplos desta classe de
inibidores pode-se citar os andlogos 28 e 29, incorporando a
estatina. Uma série de derivados restritos (30-32) destes ini-
bidores foi desenvolvida pela inser¢do de uma y-lactama nos
sftios P2-P3 dos peptideos com a inten¢do de minimizar con-
formeros metabolizdveis dos derivados estatina®. O peptideo
restrito 30 demonstrou baixa atividade inibidora, no entanto,
os epfmeros 31 e os 32 apresentaram uma inibi¢io de mesma
ordem que as referéncia ndo restritas.

Os compostos do tipo 33-35% (Figura 10), entre outros, fo-
ram preparados pela incorporagéio de y-, 6- e €-lactamas subs-
tituindo a estatina dos inibidores do tipo 28. Os resultados dos
ensaios com o derivado mais potente 36 sugerem que a porgio
hidrofébica do anel y-lactimico pode mimetizar a cadeia late-
ral de P1' do angiotensinogénio.

Inibidores da enzima conversora da angiotensina

O desenvolvimento dos inibidores da ECA teve inicio a partir
dos estudos de relacdo estrutura - atividade de diversos substratos.
Os derivados do dipeptideo Ala-Pro se mostraram bons substratos
para a enzima e alguns andlogos simples contendo a prolina na
porgio C-terminal se mostraram bons inibidores*®*?. Virios
dipeptideos restritos foram utilizados na elaboragio de anilogos
de inibidores da ECA. Com base na conformagdo € nas proprie-
dades inibidoras do captopril 37 e do enalapril 38 (Figura 11),
vérios inibidores de conformagio restrita, contendo uma lactama
do tipo monociclica***, biciclica’***7 ou triciclica®®® foram
sintetizados como, por exemplo, os compostos 39-41.

Inibidores duplos de metaloproteases

Em 1993, a unidade de restrigdo do tipo 1,4-oxazepinico
foi produzida com o objetivo de se obter andlogos de inibi-
dores da ECA, bem como da atriopeptidase (NEP)®!. Em
seguida, vdrias séries de derivados do tipo 42 (Figura 12),
andlogos dos inibidores de metaloproteases (ECA/NEP)3%-%4
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Figura 10. Andlogos restritos dos inibidores da renina®.

foram desenvolvidas incorporando niicleos benzoxazepindni-
cos, benzazepindnicos e benzatiazepindnicos.

Duas séries de andlogos azepinona (mono- e biciclicos) foram
descritas® (Figura 13) a partir de estudos da relagfio estrutura -
atividade dos inibidores de metaloproteases®. Os derivados 43 e
44, os mais ativos deste estudo, foram obtidos pela incorporagio
de uma ponte etilénica entre o grupamento metila da alanina ¢ a
posi¢do C-5 do niicleo prolina do andlogo inativo 45.

Inibidores da elastase de leucdcitos humanos

Uma série de derivados peptidicos, andlogos dos inibidores
da elastase de leucécitos humanos, foi produzida pela inclusdo
de uma lactama, fixando a ligacdo amida trans e restringindo os
valores do dngulo y dos inibidores do tipo 467 (Figura 14). A
elastase, protease dos leucdcitos polimorfonucleares, estd envol-
vida na destrui¢do cronica de tecidos associada a inflamagdo,
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o
COOH
Captopril, 37

COOH

N/L»/IQ
H COOH
Enalapril, 38

S

Benazepnl, 39

[¢] COOH
Cxlazapnl, 40

HOOC

b
H o COOH
41

Figura 11. Inibidores da enzima conversora da angiotensiva.

artrite ¢ ao enfisema. Um pulméo normal estd protegido da di-
gestdo proteolitica pela o -antitripsina, um inibidor de protease
endégeno, durante um processo inflamatério®®. Os andlogos res-
tritos de 46 foram preparados ligando-se o carbono em posi¢o
B da L-valina ao nitrogénio da glicina. Os valores do angulo y
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COOH

42 X=CH; S; 0

. s .54
Figura 12. Andlogos restritos dos inibidores de metaloproteasesﬂ 5,

: 43 R1=Pr,R2=H;R3=Me

Figura 13. Andlogos azepindnicos 43 e 44, inibidores de
metaloprnteases”.

R = p-[p-CI(Cst)SO:NHCO}(C4H)CO

Figura 14. Inibidores da elustase de leucicitos humanos™.

sdo obtidos em fungdo do tamanho do ciclo lactdmico. Os resul-
tados dos ensaios biolégicos mostraram que os andlogos
monociclicos do tipo 47 ndo tém atividade inibidora da elastase
in vitro. Por sua vez, o andlogo 48 possui atividade tanto in
vitro como in vivo.
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Inibidores da trombina

O grupo de proteases serinicas inclui as enzimas trombina,
quimiotripsina, tripsina e subtilisina. A trombina € vista como
a protease terminal chave da cascata de coagulagdo, reguladora
da hemostase normal e do desenvolvimento de trombo intra-
vascular anormal®®”, Além disto, a trombina estimula a agrega-
¢io plaquetdria e catalisa a conversdo do fibrinogénio 2 fibrina®,
Os anélogos restritos (49, Figura 15) de inibidores da trombina
foram obtidos pela incorporagio de um monociclo lactimico de
maneira a mimetizar dobras § dos tipos II e II’, conformagdes
dos inibidores 50 e 51. Os compostos do tipo 49 mostraram um
aumento da atividade e da seletividade inibidora de protease em
relagdo As referéncias 50 e 516%,

b

CH;\I;I/’\‘rN
H 0 4

g@‘\r"‘”"‘

50 OH  NH,
COOCH;
0
N
¥ 9 N
NHHX
H ° g E \r
0
51 H  NH,
e}
Ry N\/u\N N\rmmx
b |
H (o] H OH NH,

49 R =BnSO,; Bn(2-COOMe)S0,
n=1;2

Figura 15. Inibidores da trombina®’.

Oncogenes

Proteinas da familia Ras controlam o crescimento e a dife-
renciagdo celular. Quando as protefnas Ras estdo inativas, as
células ndo respondem aos fatores de crescimento que agem via
receptores da tirosinaquinase™. As protefnas Ras podem ser re-
guladas tanto pelas proteinas de ativagdo de GTPase quanto por
seu homoélogo oncogénico. Deste modo, a ativagdo das protefnas
Ras parece estar ligada a uma variedade de canceres®”,

Uma série de derivados azalactimicos foi desenvolvida pela
incorporacdo de unidades restritoras do tipo benzodiazepinico
para mimetizar uma dobra dipeptidica natural de cadeias pepti-
dicas inibidoras da CAAX farnesiltransferase®. A enzima utili-
za o pirofosfato de farnesila como doador de um grupo farnesila,
ligando-o ao residuo cisteina da posicdo 4 da porgdo C-terminal
de vérias protefnas, dentre as quais as quatro proteinas Ras*®%%,
As porgoes C-terminais dessas protefnas possuem a seqiiéncia
CAAX, onde C corresponde a uma cisteina, A a dois aminodci-
dos com cadeia lateral alifitica ¢ X a uma metionina ou a uma
serina®®, A prevencdo da farnesilagdo, pela mutagio da seqiién-
cia CAAX ou pelo bloqueio da sintese do pirofosfato de
farnesila, impede a capacidade de fixacdo das proteinas Ras
oncogénicas a superficie da membrana plasmatica®®,

Tetrapeptideos como Cys-Val-Phe-Met (52, Figura 16), onde
um dos residuos alifdticos é substituido por um residuo aromatico
em posi¢do 3 da seqiiéncia CAAX, sdo inibidores da farnesil-
transferase sem serem farnesilados. Infelizmente, quando em con-
tato com células intactas, esses peptideos tornam-se inativos ou
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sdo rapidamente degradados. Mimetizando os peptideos do tipo
52, os andlogos benzodiazepinicos 53-58%* foram preparados para
limitar a metabolizacdo. Os estudos farmacolégicos mostraram que
esses derivados sdo potentes inibidores da farnesiltransferase in
vivo, podendo servir ao desenvolvimento de uma terapé€utica de
tumores do célon, pulmdo e pancreas, nos quais as proteinas Ras
oncogénicas contribuem ao crescimento celular anormal.

Cys-Val-Phe-Met

52
N
R\N)\“/N
NH-C¥ O )\
xS0
53 R=H; X=Mat
54 R=CH; X=Met

55 R=CH; X=Secr

56 R=CH; X=Leu

57 R= CHJ; X= MC‘OCH3
58 R= CH;, X = MetNH,

Figura 16. Inibidores da farnesiltransferase™.

Nos iltimos anos, estudos da relagdo estrutura - atividade de
andlogos peptidicos farnesilados foram realizados. Os fatores a e
o, peptideos feroméOnicos do Saccharomyces cerevisae, sio
ligantes funcionalmente equivalentes dos respectivos receptores
da proteina G*. A diferenga estrutural mais significativa do fator
a (59, Figura 17) em relagdo ao fator o é a farnesilagdo do resi-
duo cisteina. Dois anédlogos restritos 60 e 61 foram preparados,
substituindo-se os residuos Lys*-Gly’ e Gly’-Val® da seqiiéncia
de 59 por unidades y-lactimicas®®. As lactamas foram incorpora-
das de maneira a ligar o carbono o; ao nitrogénio N;,| dos residu-
os 4-5 ou 5-6. A utilizagdo de lactamas de configuracdo R (em
60) e S (em 61) foi proposta afim de mimetizar dobras B Il e §
IT’, centradas nas posi¢des 4-5 ou 5-6, respectivamente. Os ensai-
os farmacoldgicos mostraram que o derivado 60 é um agonista
efetivo do fator a, permitindo evidenciar uma conformacdo do
peptideo 59 em dobra B II, centrada no fragmento Lys*-Gly’.

Controle da funcdo tireoidiana

A partir de estudos de modelagem molecular, uma série de
anédlogos do hormdnio de liberagfo da tirotropina (TRH) foi

123 456

preparada®. O TRH 62 (Figura 18), um tripeptideo hipotala-
mico, interage com seu receptor (TRH-R), pertencente a fami-
lia dos receptores da proteina G%. Os anslogos 63 ¢ 64 foram
preparados pela incorporagio de uma lactama biciclica unindo
os dtomos Cg;, Niy1 € Cpiyy do tripeptideo. A sintese de andlo-
gos restritos com o resfduo de histidina em posi¢ao 2 ndo foi
possivel, o que levou a utilizagdo do derivado 65 como refe-
réncia nos estudos da relagdo estrutura - atividade da liberagio
do hormbdnio tiréide estimulante, controlada pela complexagéo
TRH/THR-R®, O andlogo 64, possuindo a unidade restritora
de configuracdo R, mostrou maior afinidade pelo TRH-R que o
andlogo ndo restrito 65.

65

Figura 18. Incorporagdo de uma lactama 6,5-biciclica nos andlogos
do TRH®.

Peptideos ativos nos receptores das encefalinas

Nos dltimos anos, estudos de inclusdo de 2-oxopiperazi-
nas em seqiiéncias peptidicas foram realizados para produzir
andlogos dos peptideos ativos nos receptores das encefali-
nas®”*® Existem no minimo trés tipos distintos de receptores
opidides através dos quais os analgésicos exercem seus efei-

tos biolégicos®®. Estes receptores foram denominados p, § e

Tyr-Ie-Te-Lys-Gly-Val - Phe-Trp-Asp- Pm-Ah-(IIys-OCHg

S
fator a, 59 W

(0]
1 Hh
{1 NN .
Tyr-Te- Ib‘-I‘II CO—Val-...
H 60

Figura 17. Andlogos restritos do fator a®.
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k. Os alcaléides da familia da morfina ligam-se preferencial-
mente aos receptores K. As encefalinas, neuropeptideos
end6genos, mostram atividade principalmente nos receptores
8, enquanto que seu precursor, a B-endorfina, apresenta maior
atividade nos receptores L. Outro peptideo, a dinorfina, tem
atividade nos receptores k. A dinorfina possui 17 aminodci-
dos na sua seqiiéncia, cuja por¢io N-terminal contém a se-
qiiéncia da Leu-encefalina®. Ultimamente, andlogos restritos
da dinorfina foram preparados com o objetivo de caracterizar
a relagdo estrutura - conformagfo e atividade da dinorfina A
sobre os receptores k%. O fragmento 60-65 da B-endorfina
corresponde a Met-encefalina®®. Os compostos do tipo 66 €
67 (Figura 19) foram preparados com o intuito de se testar
sua atividade opiéide®’. A série 66 foi obtida, utilizando-se a
unidade dipeptidica restrita 68 incorporada na por¢do C-ter-
minal das Leu- e Met-encefalinas (69 e 70). Os derivados da
série 67 sdo os retro-andlogos correspondentes da série 66.

Tyr—Gly -Gly ~Phe—LeuOH
69

Tyr~Gly -Gly ~Phe-MtOH

70
4 5
R, Y0
;2 3 R2
Ty DARGy—N N
COOEt
66
R O
)—< R2
H—N N—<
CO—Gly-DAL-TyrOR
67
R, O
; * ( R2
H=N N—<
*
" "cooE
68+=R;S

RI; R2 = PhCHy;, MeSCHy; i-Bu

Figura 19. Encefalinas e andlogos restritos®.

Segundo os testes farmacolégicos, a série 66 apresentou
atividade opiéide, no entanto mostrou baixa afinidade de li-
gacdo aos receptores em relacdo a Leu-encefalina. Adicional-
mente, os ensaios mostraram que as configuragdes das posi-
¢Oes 4 e 5 e as substituigdes Met® ou Lew’ nos andlogos 66
ndo influenciaram sua afinidade pelos receptores. Os retro-
andlogos (67) ndo apresentaram afinidade pelos receptores, o

que confirmou a necessidade de um grupamento fendélico em.

posicdo I dos peptideos para o planejamento estrutural de
agonistas opiéides.

Mais recentemente, os dipeptideos restritos do tipo 68 (Fi-
gura 20) foram inseridos em seqiiéncias tetrapeptidicas homo-
logas da dermofina 71%®, um heptapeptideo opidide. Os
homélogos 72 e 73 apresentaram atividade opidide. Seus and-
logos restritos (74) foram preparados unindo por uma ponte
etilénica os dtomos N3 e N, dos compostos 72 e 73. Os andlo-
gos do tipo 74 apresentaram uma atividade opiéide comparével
A série 66.

QUIMICA NOVA, 22(6) (1999)

Tyr-DAla-Phe-Gly-Tyr-Pro-SerNH,

Dermofina, 71

Tyr-DAla-Phe-Gly-NH. Tyr-DAla-Phe-Phe-NH,
72 73

Bn O
- R
IyeDAR—N_ N—
COOEt

74+«=RS
R = H; PhCH,

Figura 20. Dermofina 71, homdlogos 72, 73 e andlogos restritos™.

PERSPECTIVAS

O conhecimento das relagdes entre a estrutura, a fungio e a
conformagdo de peptideos e proteinas naturais estd em cons-
tante desenvolvimento, mostrando a importancia destas molécu-
las, e ainda, de enzimas e receptores de proteinas nos fendme-
nos fisiolégicos que sustentam os processos biol6gicos. Virias
unidades de restricdo conformacional do tipo (aza)lactdmico fo-
ram preparadas e incorporadas em seqiiéncias peptidicas para
estudar ou buscar a atividade farmacoldgica e/ou a seletividade
a um determinado receptor ou enzima, ainda que nem sempre
tenha sido possivel atingir estes objetivos. A abundancia da uti-
lizac3o de restritores lactdmicos em relagfio aos azalactimicos
estd diretamente ligada a disponibilidade de métodos de prepa-
ragdo dos primeiros. Os métodos de sintese assimétrica de
unidades de restrigdo azalactdmicas sdo limitados. Recentemen-
te, desenvolvemos um método de sintese assimétrica para ob-
ter unidades peptidicas azalactimicas, no qual a etapa chave
do processo € baseada na alquilagio diastereosseletiva da posi-
¢do C-3 de uma 2-oxopiperazina’®, A maleabilidade na substi-
tuicdo do ciclo pode levar & utilizagdo do método como uma
ferramenta para estudos de relagdo estrutura - atividade de di-
ferentes andlogos oxopiperazinicos de seqiiéncias ativas. Com-
preender as interacSes de estruturas peptidicas a um nivel
molecular é atualmente indispensédvel para o desenvolvimento
de novos farmacos. Neste sentido, o desenvolvimento de molé-
culas ativas requer caracteristicas estruturais que as tornem
metabolicamente estdveis com a manutengdo de suas ativida-
des biol6gicas. Os avancos dos estudos das interacdes de
ligantes ou substratos peptidicos de receptores ou enzimas se
ddo pela obtencdo de peptideomiméticos, anilogos ndo-pepti-
dicos, ou ainda pela utilizagio de novos métodos de obtengdo
de farmacos, como por exemplo a quimica combinatéria’!. Esta
estratégia leva a produgéo de colecdes de moléculas diferentes
preparadas por sintese ou biossintese e testadas quanto suas
atividades biolégicas, acelerando o processo de obtengdo de
um novo frmaco’?.
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