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RESUMO 

 

COELHO, E. F. JR; Síntese Química, Avaliação do Potencial Biológico e Estudos de 

Interação com Meios Biomiméticos de Glicopeptídeo-Triazóis Derivados de HSP-1. 

2015, 87p. Dissertação em Química (Mestrado em Química). Programa de Pós-

Graduação - Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri, 2015. 

 

O presente trabalho propõe a glicosilação do peptídeo antimicrobiano HSP-1, 

composto por 14 resíduos de aminoácidos e isolado originalmente da espécie Hyla 

punctata (PRATES et al., 2004) empregando-se a síntese de peptídeos em fase sólida 

associada a reação de cicloadição catalisada por cobre (SHARPLESS et al., 2002). Para 

isto, foi realizada a síntese do peptídeo HSP-1 propargilado ([PAG
1
]HSP-1) através da 

metodologia de síntese de peptídeo em fase sólida (SPFS) via estratégia Fmoc. Após a 

confirmação da obtenção do [PAG
1
]HSP-1 por espectrometria de massa (MALDI-

ToF), foi realizada a glicosilação com as inserções dos derivados azido acetilado de 

glicose e N-acetilglicosamina na presença de sulfato de cobre penta hidratado 

(CuSO4.5H2O) e de ascorbato de sódio como agente redutor para obtenção dos 

glicopeptídeo-triazóis [Glc-trz-G
14

]HSP-1 e [GlcNAc-trz-G
14

]HSP-1. Os produtos das 

sínteses foram purificados por cromatografia líquida de alta eficiência de fase reversa 

(CLAE-FR) e também caracterizados por espectrometria de massa (MALDI-ToF), 

confirmando a formação regiosseletiva dos glicopeptídeo-triazóis sem produção de 

subprodutos da glicosilação.  Os estudos biológicos comparativos entre o peptídeo HSP-1 

e de suas formas glicosiladas revelaram que as modificações químicas não alteraram 

significativamente a eficácia do HSP-1 contra agentes bacterianos. Entretanto, os testes 

antifúngicos demonstraram melhor atividade fungicida para os glicopeptídeos quando 

comparado ao peptídeo HSP-1. 

 Foram ainda realizados estudos conformacionais e de interação entre o peptídeo e 

os glicopeptídeos com vesículas fosfolipídicas de caráter zwitteriônico (POPC) e aniônico 

(POPC/POPG). Os estudos conformacionais empregando-se a técnica de Dicroísmo 

Circular (CD) revelaram menor teor de helicidade tanto em LUV’s de POPC quanto de 

POPC/POPG para os glicopeptídeos em relação a HSP-1. Os estudos de interação foram 

realizados empregando-se as técnicas de espalhamento de luz dinâmico (DLS), 

potencial zeta () e extravasamento de carboxifluoresceína (CF). De uma maneira geral, 

verifica-se que a variação no diâmetro hidrodinâmico (Dh) para vesículas 



ii 

 

zwitteriônicas POPC e aniônicas POPC/POPG é maior para os glicopeptídeos [Glc-trz-

G
14

]HSP-1e [GlcNAc-trz-G
14

]HSP-1 em relação ao HSP-1. Por outro lado, a variação 

do potencial zeta tanto em vesículas zwitteriônicas quanto em vesículas 

predominantemente negativas causada por HSP-1 foi maior em comparação ao efeito 

causado pelas formas glicosiladas. E por fim, os resultados de extravasamento de 

carboxifluoresceína induzida por cada espécie (HSP-1, [Glc-trz-G
14

]HSP-1 e [GlcNAc-

trz-G
14

]HSP-1) mostrou que a capacidade lítica dos glicopeptídeos é ligeiramente maior 

em ambos os meios biomiméticos quando comparados com o peptídeo HSP-1. Assim 

sendo, este trabalho mostrou que a presença do anel triazólico pode ser responsável pela 

maior atividade antifúngica dos glicopeptídeos [Glc-trz-G
14

]HSP-1 e [GlcNAc-trz-

G
14

]HSP-1 em relação ao peptídeo HSP-1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Palavras-chave: Peptídeos antimicrobianos, glicopeptídeo-triazóis, reação click, e 

interação peptídeo-membrana. 
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ABSTRACT 

 

COELHO, E. F. JR; Chemical Synthesis, Biological Evaluation and Potential 

Interaction Studies with Biomimetic Means of Glycopeptide-Triazoles Derivatives 

HSP-1. 2015, 87p. Dissertação em Química (Mestrado em Química). Programa de Pós-

Graduação - Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri, 2015. 

 

This work proposes the glycosylation of the antimicrobial peptide HSP-1, 

containing 14 amino acid residues and originally isolated from Hyla punctata species 

(PRATES et al., 2004) by solid phase peptides synthesis associated with cycloaddition 

reaction copper catalyzed (SHARPLESS et al., 2002). The synthesis of propargylated 

HSP-1 ([PAG
1
] HSP-1) was carried out by solid phase peptide synthesis using Fmoc 

strategy and characterized by mass spectrometry (MALDI-ToF). In order to obtain the 

glycopeptide triazoles [Glc-trz-G
14

]HSP-1 and [GlcNAc-trz-G
14

]HSP-1, azide 

derivatives acetylated glucose and N-acetylglucosamine were used in the presence of 

copper sulfate pentahydrate (CuSO4. 5H2O) and sodium ascorbate as a reducing agent. 

The products were purified by reverse phase high performance liquid chromatography 

(RP-HPLC) and characterized by mass spectrometry (MALDI-ToF), confirming the 

regioselective reaction without glycosylation secondary products.  

Comparative studies among HSP-1 peptide and their glycosylated forms don’t 

show significant changes in antibacterial assays. However, the antifungal tests have 

shown a significant increase in fungicidal activity for glycopeptides when compared to 

HSP-1 peptide.  

Furthermore, it were carried out conformational and interaction studies among 

the peptide and glycopeptides with zwitterionic (POPC) and anionic (POPC/POPG) 

phospholipid vesicles. The circular dichroism (CD) spectra have revealed lower helicity 

to glycopeptides relative HSP-1 in both zwitterionic and anionic LUV's. Interaction 

studies were performed employing the dynamic light scattering (DLS), zeta potential 

and leakage carboxyfluorescein (CF) techniques. Summing up, the hydrodynamic 

diameter variation (∆Dh) for zwitterionic and anionic vesicles is greater for 

glycopeptides [Glc-trz-G
14

]HSP-1 and [GlcNAc-trz-G
14

]HSP-1 when compared with 

HSP-1. On the other hand, the zeta potential variation in zwitterionic or negative 

vesicles caused by HSP-1 was higher compared to the effect caused by glycosylated 

forms. Finally, the results of carboxyfluorescein leakage induced by each species (HSP-
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1 [Glc-trz-G
14

] HSP-1 and [GlcNAc-trz-G
14

] HSP-1) showed a higher lytic capacity of 

glycopeptides in both media in relation to the HSP-1 peptide. Thus, it showed that the 

presence of triazole rings may be responsible for the higher antifungal activity of 

derivatives [Glc-trz-G
14

] HSP-1 and [GlcNAc trz-G
14

] HSP-1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Keywords: Antimicrobial peptides, glycopeptides-triazoles, click reaction and peptide-

membrane interaction. 
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1. INTRODUÇÃO E OBJETIVO 

 

A importância dos carboidratos como fonte de energia e componente estrutural da 

parede celular de diversos organismos é bastante reconhecida (NELSON et al., 2014). 

Os carboidratos são também encontrados como constituintes de diversas proteínas 

(glicoproteínas), lipídeos (glicolipídeos) e peptídeos (glicopeptídeos) em ambientes 

intra e extracelulares, sendo denominados glicoconjugados (CRESPO, 2010;  HORCH, 

1997).  

Nesse contexto, os glicopeptídeos têm sido alvos de estudos em diversas linhas de 

pesquisa devido à grande relevância em diversas condições fisiológicas e patológicas 

(RIBEIRO, 2011) e, processos sintéticos vêm sendo desenvolvidos com a finalidade de 

viabilizar e otimizar a obtenção de glicopeptídeos. Uma estratégia que pode ser 

empregada para glicosilação e possivelmente melhorar o perfil biológico de peptídeos 

naturais é a inserção de heterociclos de nitrogênio por reações de cicloadição 1,3 dipolar 

catalisada por cobre na síntese de peptídeo em fase sólida (SPFS) (CELENTANO et al., 

2012; ZENG et al., 2011; LIU et al., 2008). 

O desenvolvimento de métodos eficientes de síntese aliado as técnicas de 

caracterização, purificação, estudos conformacionais e de interação com meios 

biomiméticos, têm proporcionado a compreensão do comportamento dos glicopeptídeos 

uma nova perspectiva em busca de moléculas modificadas que no futuro sejam capazes 

de atuar eficientemente no combate às doenças disseminadas mundialmente.  

Neste trabalho, o objetivo foi sintetizar glicopeptídeos derivados do peptídeo 

antimicrobiano HSP-1, composto por 14 resíduos de aminoácidos e isolado 

originalmente da espécie Hyla punctata (PRATES et al., 2004), empregando-se a 

síntese de peptídeos em fase sólida associada a reação de cicloadição catalisada por 

cobre (SHARPLESS et al., 2002). Para isto, foi proposta a síntese de HSP-1 

propargilado [PAG
1
]HSP-1 substituindo-se o resíduo de aminoácido de glicina da 

região N-terminal por um resíduo de aminoácido de propargilglicina, empregando-se a 

metodologia de síntese de peptídeo em fase sólida (SPFS) via estratégia Fmoc. Em 

seguida, foi realizada a glicosilação via reação click com as inserções dos derivados 

azido acetilado de glicose e N-acetlglicosamina no intuito de obter os glicopeptídeo-

triazóis [Glc-trz-G
14

]HSP-1 e [GlcNAc-trz-G
14

]HSP-1. 
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 Após a confirmação dos produtos obtidos por espectrometria de massa 

(MALDI-ToF) e da purificação por cromatografia reversa de alta eficiência (CLAE-

FR), foi realizado estudo comparativo entre o peptídeo HSP-1 e suas formas glicosiladas 

[Glc-trz-G
14

]HSP-1 e [GlcNAc-trz-G
14

]HSP-1 para ensaios biológicos (bactericida e 

fungicida), estudos conformacionais e de interação entre o peptídeo e os glicopeptídeos 

com vesículas fosfolipídicas de caráter zwitteriônico e aniônico empregando-se as 

técnicas de dicroísmo circular (CD); espalhamento de luz dinâmico (DLS); potencial 

zeta () e extravasamento de carboxifluoresceína (CF). 
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2. REVISÃO DA LITERATURA 

2.1 Carboidratos 

 

Os carboidratos são as biomoléculas mais abundantes na terra. A cada ano, a 

fotossíntese converte mais de 100 bilhões de toneladas métricas de CO2 e H2O em 

celulose e outros produtos vegetais (NELSON et al., 2014). Essa abundância de 

carboidratos na natureza e também em diversas funções nos sistemas biológicos 

justificam a importância dos estudos direcionados à química e à biologia dessas 

moléculas (CAMPO, 2007). Entretanto, o interesse pelo estudo dos carboidratos como 

moléculas de reconhecimento celular iniciou-se por volta de 1968 (LIS, 1998). Antes 

disso, pouco foi pesquisado e divulgado, em grande parte devido à complexidade 

estrutural das moléculas e das inúmeras possibilidades de interligações dos carboidratos, 

o que dificultava o controle regio- e estereosseletivo nas reações de síntese e a 

caracterização estrutural dos produtos obtidos (LIS, 1998). Atualmente, com o avanços 

nos métodos de síntese orgânica e nas técnicas de análise espectrométrica, os 

carboidratos têm sido alvo de muitos estudos para viabilizar sua obtenção e elucidação 

estrutural e de suas propriedades biológicas e funcionais (CARVALHO, 2008;  

MDOWELL et al., 2001).  

A Figura 1 representa os dois monossacarídeos mais abundantes na natureza, os 

açúcares glicose (A) e a frutose (B) (NELSON et al., 2014). Os monossacarídeos 

consistem somente de uma unidade de poliidroxialdeídos (aldose) ou poliidroxicetona 

(cetose), as quais podem ter de três a sete átomos de carbono.  

 

Figura 1. Representação das estruturas químicas da D-glicose (A) e D-frutose (B), 

respectivamente um poliidroxialdeído e uma poliidroxicetona. 
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Um dissacarídeo é formado a partir de dois monossacarídeos unidos 

covalentemente entre si por uma ligação O-glicosídica. A Figura 2, representa a 

condensação de duas moléculas de D-glicose para formação da maltose, que ocorre pela 

reação da hidroxila do carbono C4 de uma glicose com o carbono C1 do grupo 

hemiacetal de outra, resultando na formação de uma ligação O-glicosídica e eliminação 

de uma molécula de água. 

 

Figura 2. Esquema simplificado da formação da maltose. A molécula de maltose, 

conserva um hemiacetal redutor no C-1 não envolvido na ligação glicosídica. Como a 

mutarrotação interconverte as formas e  do hemiacetal, as ligações nesta posição 

algumas vezes são representadas por linhas onduladas, como mostrado aqui, para 

indicar que a estrutura pode ser quanto .  
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Os carboidratos podem ser encontrados ainda na forma de oligômeros, 

principalmente como componentes de biopolímeros. Nas células podem existir em 

diversas formas, como por exemplo, lipopolissacarídeos, ácidos nucleicos, 

glicoproteínas e glicopeptídeos (NELSON et al., 2014). Na maioria dos casos, os 

carboidratos estão  covalentemente ligados às proteínas, lipídeos ou peptídeos, cujas 

moléculas são denominadas de glicoproteínas, glicolipídeos ou glicopeptídeos, 

frequentemente biologicamente ativas (MDOWELL et al., 2001).  

Os glicopeptídeos e as glicoproteínas naturais desempenham um papel 

importante em vários processos biológicos devido aos seus  efeitos bioquímicos e 

fisiológicos (CAMPO, 2007). O crescente interesse mundial por essas moléculas 

tornou-se altamente difundido e atinge a cada ano um nível elevado de pesquisa sobre a 
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sua estrutura, o seu funcionamento em processos celulares, como por exemplo, 

reconhecimento e adesão celular, transporte intracelular e intercelular de produtos 

genéticos, além do estudo no controle de permeabilidade de membranas celulares 

(CARVALHO, 2013). Por outro lado, a compreensão da modificação de peptídeos e 

proteínas devido às glicosilações é muito menos difundida, embora aproximadamente 

metade das moléculas de proteínas de origem humana serem glicosiladas (APWEILER 

et al., 1999). 

 

2.2 Glicopeptídeos e Glicoproteínas 

 

A descoberta de que as células continham resíduos de açúcares ancorados à sua 

membrana celular na forma de glicoproteínas ou glicolipídeos, e que sua modificação 

ou extinção acarretava alterações em funções celulares, promoveu um rápido interesse 

em uma nova área conhecida por glicobiologia (GABIUS, 1998). Essas moléculas 

contêm um domínio de carboidratos e outro peptídico ou proteico, e na maioria das 

ocorrências são marcadores em comunicações celulares, determinando fatores como 

virulência microbial, inflamação e resposta imunológica (SHARMA, 2011; LASKY, 

1995; SHARON, 1995). No caso das glicoproteínas são variantes maiores, que contêm  

mais de 50 aminoácidos por carboidrato (CAMPO, 2007). O carboidrato ligado à cadeia 

peptídica ou proteica pode ser um monossacarídeo ou oligossacarídeo, podendo conter 

até cerca de 20 unidades de monossacarídeos (TAYLOR, 1996).  

A glicosilação é um dos mecanismos mais comuns de modificação pós-

traducional de peptídeos e proteínas, que alteram suas estruturas e afetam suas 

estabilidades conformacionais e funções químicas e biológicas, como por exemplo a 

resistência à proteólise e biosseletividade (TEIXEIRA, 2010). A natureza e extensão das 

reações de glicosilação possibilitam um elevado grau de diversidade de glicoformas 

(peptídicas e proteicas) devido à variabilidade de carboidratos e aminoácidos passiveis 

de serem glicosilados (WIEDERSCHAIN, 2013; WONG, 2003).  

A ligação essencial em qualquer glicopeptídeo ou glicoproteína é uma ligação 

covalente entre um centro anomérico de um mono ou oligossacarídeos e a cadeia lateral 

de um α-aminoácido da cadeia peptídica (GABIUS, 1998). Dessa forma, tais moléculas 

podem ser classificadas em relação à ligação do carboidrato com a funcionalidade do 

aminoácido (CAMPO, 2007). Um O-glicopeptídeo, (Figura 3, p.6) envolve o 
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dissacarídeo central -galactosil-(1-3)--N-acetilgalactosamina ao grupo OH do 

aminoácido serina (Ser) ou treonina (Thr) (VOET et al., 2008)  

 

Figura 3. Representação da ligação O-glicosídica da Galactosil-(1→3)--N-

acetilgalactosaminil- Ser/Ther. 
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As N-glicoproteínas apresentam a unidade de açúcar ligada ao átomo de 

nitrogênio referente a cadeia lateral do resíduo de aminoácido da asparagina (Asn), 

enquanto os carboidratos da O-glicoproteínas encontram-se ligados a resíduos de serina 

(Ser) ou treonina (Thr) (SPIRO, 2002).  Menos comuns são as N-glicoproteínas ligadas 

através da cadeia lateral de resíduos de arginina (Arg) e O-glicoproteínas ligadas pela 

cadeia lateral de resíduos de hidroxilisina, 4-hidroxiprolina e tirosina. Algumas C-

glicoproteínas, S-glicoproteínas e P-glicoproteínas também são conhecidas (LEPENIES, 

2010). Estudos recentes mostram selênio-glicopeptídeos em ratos na forma de 

selenocisteína (SeCys) ou selenometionina (SeMet), mas seu mecanismo de ação ainda 

não foi totalmente compreendido (ANAN et al., 2011). Dentre as glicoproteínas 

descritas anteriormente, as N-glicoproteínas são os mais abundantes na natureza 

(APWEILER et al., 1999) e apresentam uma grande diversidade estrutural e funcional, 

sendo assim, as primeiras na ordem de importância biológica.  

Os glicopeptídeos em sistemas biológicos são de suma importância, entretanto, a 

quantidade desses compostos obtidos de fontes naturais é bastante limitada (DE 

CAMPOS, 2011). Dessa forma, nos últimos anos o desenvolvimento de métodos 

sintéticos tornou-se fundamental nos estudos de glicopeptídeos (MDOWELL et al., 

2001). 

 

2.3 Reações de Glicosilação de Peptídeos 

 

A metodologia mais simples e confiável para a preparação de um determinado 

glicopeptídeo é através de adaptações na síntese de peptídeos em fase sólida (BERA, 
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2010; KADALBAJOO et al., 2007; MDOWELL et al., 2001) e normalmente projetam-

se sínteses de glicopeptídeos menores, com no máximo 50 resíduos de aminoácidos 

(BERA, 2010; MDOWELL et al., 2001). Um grande número de O-glicopeptídeos para 

desenvolvimento de vacinas contra o câncer têm sido preparado por incorporação de um 

O-monômero pré-sintetizado de glicosilserinaacetilada fazendo uso da técnica de síntese 

de peptídeos em fase sólida (GALONIĆ, 2007).  

 

Figura 4. Preparação de O-glicopeptídeos através da síntese de peptídeo em fase sólida. 
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No entanto, alguns problemas podem surgir na aplicação de meio ácido na 

síntese de resíduos de aminoácidos O-glicosilados, como ocorre pela estratégia Boc, a 

qual emprega o grupo t-butoxicarbonila (Boc) como protetor temporário do grupo 

amino. Nessa técnica a liberação do O-glicopeptídeos da resina e a desproteção dos 

grupos protetores das cadeia laterais são conduzidas também em meio ácido, porém em 

condições mais agressivas como, por exemplo, fluoreto de hidrogênio anidro. 

Inicialmente, este método é adequado apenas para fragmentos glicosilados pequenos, 

pois o impedimento estérico é suficientemente grande para a produção de 

oligossacarídeos, resultando em rendimentos muito baixos. Além disso, as condições de 

reação necessárias para as etapas de desproteção final de O-glicopeptídeos devem ser 

cuidadosamente ajustadas de modo a evitar β-eliminação indesejável (WRIGHT, 1984) 

(Figura 5, p.8). 
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Figura 5. Processo de -eliminação que ocorre em meio básico. 
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Devido à labilidade da ligação glicosídica, um método bastante empregado para 

a síntese de glicopeptídeos envolve a preparação prévia de glicoaminotriazóis, 

derivados de aminoácidos protegidos com o grupamento Boc, para emprego na 

síntese de peptídeos em fase sólida - SPFS (Figura 6).  

 

Figura 6. Preparação de glicopeptídeo-triazóis em síntese de peptídeos em fase sólida 

empregando-se Boc-glicoaminotriazóis e R1 como unidade glicosídica. 
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Entretanto, a metodologia mais eficaz desenvolvida até o momento para 

preparação de glicopeptídeos envolve a combinação da síntese de peptídeo em fase 

sólida (SPFS) via estratégia 9-fluorenilmetoxicarbonila (Fmoc) acoplada a reações de 

cicloadição para obtenção de derivados de carboidratos triazólicos.  Esse tipo de reação 

envolve derivados de aminoácidos contendo alcinos terminais e azidas orgânicas 
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previamente ligados a unidades de açúcares (BERA, 2010; ZHANG et al., 2009; COIN, 

2007).  

A inserção da unidade triazol proporciona alguns benefícios, como por exemplo, 

não ser clivado por hidrólise química ou enzimática e ser relativamente resistente à 

degradação metabólica e proteolítica (ARAGÃO et al., 2010). A estratégia de 

substituição da ligação glicosídica direta à cadeia lateral de um -aminoácido  pela 

ligação mediada por um anel triazólico também está sendo explorada na literatura por 

melhorar o perfil biológico (atividade bacteriana e fungicida) de peptídeos com a 

inserção de heterocíclicos de nitrogênio (CELENTANO et al., 2012).  

Os derivados azólicos (imidazóis e triazóis) são compostos que possuem amplo 

espectro, agindo na maioria das leveduras e fungos filamentosos por interferir na 

biossíntese de ergosterol e inibir a enzina lanosterol-1,4--desmetilase através da 

quelação com o átomo de ferro envolvido no citocromo P-450, impedindo que esse 

exerça sua ação catalítica (BEHR, 2003;  GEORGOPAPADAKOU, 1998) (Figura 7).  

 

Figura 7. Ação de azóis na inibição da síntese do ergosterol alterando a composição da 

membrana celular. Extraída e adaptada (LUPETTI et al., 2002). 

 

 A diminuição da formação do ergosterol eleva o nível de ianosterol e outros 

esteróis tóxicos que interferem na estrutura da membrana plasmática, tornando-a mais 

vulnerável (BEHR, 2003; GEORGOPAPADAKOU, 1998; BENNETT, 1995) . A seguir 

será apresentada uma breve revisão bibliográfica sobre compostos heterocíclicos de 

nitrogênio e os principais métodos de síntese.  
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2.4 Compostos Heterocíclicos  

  

Os compostos heterocíclicos representam aproximadamente metade de todos os 

compostos conhecidos atualmente. Sua importância é incontestável não apenas pela 

abundância, mas também por possuir um vasto campo de aplicações em produtos 

terapêuticos (CANDUZINI, 2012). Um fator que reforça a crescente importância de 

substâncias heterocíclicas é a notoriedade da aplicação de alguns representantes desta 

categoria no combate às doenças fatais disseminadas mundialmente (CANDUZINI, 

2012). A Figura 8,  representa a estrutura do fármaco AZT (3-azido-3-deoxitimidina) 

que é um dos compostos heterocíclicos mais conhecidos que inibe o vírus da 

imunodeficiência humana (HIV) causador da AIDS e o contágio por Pneumocystis 

carinii  que é um micro-organismo que pode residir inofensivamente nos pulmões dos 

indivíduos normais (HERDEWJIN, 1987).  

Figura 8. Estrutura química do 3'-azido-3'-deoxitimidina (AZT). 
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 Dentro do universo de compostos heterocíclicos, podemos destacar substâncias 

heterocíclicas aromáticas, dentre as quais muitas já são empregadas como princípio 

ativos de fármacos de atividades farmacológicas diversificadas. A Figura 9 (p.11), 

apresenta algumas estruturas químicas dessas moléculas com atividades como antiviral 

(ribavirina
®
, A); antitumoral (carbamato de fluoracila, B); antiprotozoária 

(metronidazol
®
, C); anti-flamatório e analgésica (dipirona sódica, D); antifúngica 

(fluconazol
®
, E) e anti-hipertensivo (Losartan

®
, F) (MELO et al., 2006). 
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Figura 9. Estrutura química de princípios ativos dos fármacos conhecidos. 
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Substâncias heterocíclicas aromáticas nitrogenadas podem ser classificados 

de diferentes formas. Anéis de cinco membros, contendo um ou mais átomos de 

nitrogênio, pertencem à classe de substâncias denominadas genericamente de azol 

(Figura 10, p.12) sendo que o mais simples deles é o pirrol (A). Mesmo os 

compostos heterocíclicos de cinco membros contendo átomos de enxofre ou 

oxigênio, adicionalmente a um átomo de nitrogênio, recebem a denominação de 

azol, sendo chamados, respectivamente, de tiazol (B) e oxazol (C) (DE SOUZA et 

al., 2005). As substâncias mais simples da classe dos heterocíclicos aromáticos 

contendo dois átomos de nitrogênio são derivadas do anel pirazol (D) e imidazol 

(E); enquanto que com três átomos de nitrogênio podem se dividir em estruturas 

isoméricas de 1,2,3-triazol (F) e 1,2,4-triazol (G); e aquelas com quatro e cinco 

átomos de nitrogênio derivam dos anéis tetrazol (H) e pentazol (I), 

respectivamente. 
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Figura 10. Estrutura química de heterociclos aromáticos azólicos. 
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 Dentre os sistemas heterocíclicos mais estudados encontram-se os triazóis 

(1,2,3 ou 1,2,4-triazol), que têm despertado muito interesse pelo fato de possuírem um 

vasto campo de aplicações, podendo atuar como fármacos (Figura 9A e 9E, p.11), 

inibidores de corrosão (toliltriazol) e produtos agroquímicos (difeconazol) (MELO et 

al., 2006). Todos os triazóis são de origem sintética e não há relatos na literatura até o 

momento, de que estes heterocíclicos tenham sido encontrados na natureza (SHARMA, 

2011; MELO et al., 2006; HUDSON, 1992) .  

 Nessa revisão bibliográfica serão discutidos somente as metodologias sintéticas 

dos heterociclos aromáticos nitrogenados de três membros (triazóis), com ênfase na 

reação de cicloadição 1,3-dipolar. Essa metodologia foi empregada na obtenção do 

[1,2,3]-triazol para a formação dos glicopeptídeostriazóis. 

 

2.5 Triazóis 

 

O sexteto aromático nos triazóis é formado por 4 elétrons e o par de elétrons 

não ligante do nitrogênio sp
2 

(EICHER, 2003), o qual possui baixa massa molar 

referente ao sexteto aromático e uma alta densidade eletrônica (WANG et al., 2011). 

Em relação às propriedades físico-químicas dos triazóis podemos ressaltar o seu 

comportamento anfótero, que permite ao anel atuar como um ácido fraco ou uma base 

fraca dependendo do meio (MELO et al., 2006;  SHINTANI, 2003) e sua reatividade 

tanto em reações de alquilação e acilação como também em reações de substituição 

eletrofílica (CONTE, 2005). 
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Os triazóis são subclassificados ainda como vicinais (1,2,3-triazóis, Figura 10F, 

p.12), ou como triazóis simétricos (1,2,4-triazóis, Figura 10G, p.12) sendo que os não 

substituídos no átomo de nitrogênio podem coexistirem em três estruturas tautoméricas 

em um equilíbrio conforme apresentado na Figura 11 (FERREIRA et al., 1999).  

 

Figura 11. Equilíbrio entre as estruturas isoméricas do 1,2,3-triazol. 
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As medidas de momento dipolo em benzeno a temperatura de 25°C indicam que, 

cerca de três quartos das espécies em equilíbrio está no sentido do triazol simétrico 

1,2,3-2H-triazol (Figura 11) e a estrutura 1,2,4-4H-triazol não apresenta aromaticidade 

e raramente é descrito na literatura ( MELO et al., 2006; WAMHOFF et al., 1997).  

Os triazóis quando apresentam em sua estrutura um substituinte no anel 

aromático no átomo de nitrogênio também apresentam tautomerismo de cadeia, nesse 

caso é chamado de rearranjo de Dimroth (DIMROTH, 1927), em homenagem ao 

pesquisador que idealizou estes estudos, mostrando que anéis 1,2,3-triazóis substituídos 

na posição 5 por grupos amino, diazometil, hidrazino e hidroxila podem rearranjar-se 

em outros triazóis (EL ASHRY et al., 1999). Esta abordagem de Dimroth está baseada 

no fato de que em altas temperaturas ( > 100°C) existe um equilíbrio tautomérico anelar 

(Figura 12, p.14) entre o anel 1,2,3-triazol (I) e a forma cíclica (IV), envolvendo 

intermediários acíclicos de -diazoimina (II e III). A formação do anel triazólico neste 

caso, ocorre através de um processo de ciclização intramolecular da diazoimina seguida 

por transferência de próton, conhecido como peseudopericíclico, pois a reação envolve 

o rearranjo dos elétrons da ligação e dos elétrons não ligantes do átomo de nitrogênio, 

regenerando o anel de 5 membros (BAKULEV, 1998). 
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Figura 12. Equilíbrio tautomérico seguido de rearranjo de Dimroth. 
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 O equilíbrio tautomérico mostrado anteriormente é sensível à temperatura e 

ao solvente, porém em baixas temperaturas a forma cíclica, que é mais estável, é 

sempre favorecida (L' ABBÉ, 1984).   

Esse grande interesse da sociedade científica no desenvolvimento de 

metodologias de síntese de triazóis tem crescido nos últimos anos, muito pelo fato 

dos triazóis não serem oriundos de nenhuma fonte natural (SHARMA, 2011; MELO 

et al., 2006; HUDSON, 1992). Os principais métodos de preparação  dos 1,2,3-

triazóis estão representados a seguir, e envolvem basicamente quatro metodologias 

clássicas: oxidação de fenil-hidrazonas (PECHMANN, 1888); adição de enolato em 

azidas (DIMROTH, 1927); ciclização do tipo [2N+1N] (ARNOLD et al., 1973) e 

cicloadição 1,3-dipolar (HUISGEN, 1968).  

2.5.1 Ciclização de fenil-hidrazonas 

A síntese pioneira de 1,2,3-triazóis  foi a preparação de 2-aril-1,2,3-2H-triazóis 

desenvolvida por Hans Von Pechmann, em 1888, que tratou a bis-fenil-hidrazonas (1) 

derivadas de compostos 1,2-dicarbonílicos com ácido nítrico (Figura 13, p.15) 

(PECHMANN, 1888). O trabalho também relata a utilização de derivados carbonílicos 

mistos de bis-oxima e fenil-hidrazona, para preparação de 1,2,3-triazóis com 

substituintes arílicos no nitrogênio da posição 2 (2). 
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Figura 13. Síntese de 1,2,3-triazóis a partir de bis-fenil-hidrazona. 
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Após a síntese do 1,2,3-triazóis desenvolvida por Pechmann, o primeiro estudo 

relatado na literatura para obtenção de triazóis a partir de carboidratos foi idealizada 

com base em estudos do químico alemão Hermann Emil Fischer na preparação de 

diversas fenil-osazonas para elucidação da configuração relativa dos monossacarídeos 

(FISCHER, 1889). Esse trabalho desenvolvido por Fischer com carboidratos na 

obtenção de triazóis rendeu-lhe o prêmio Nobel de Química em 1901 (MELO et al., 

2006). A reação envolve um carboidrato na presença de derivados de hidrazina, e é 

catalisada por cobre. A Figura 14, (p.16) apresenta o mecanismo da reação da glicose 

(1) na presença de fenilhidrazina (EL ASHRY et al., 1999). Inicialmente há a formação 

de um intermediário 1,2-bis-hidrazona (2), que em seguida reage com o sulfato de cobre 

formando um complexo osazona-Cu(II), o qual ocorre redução, fornecendo como 

produtos osotriazol  (3), anilila, ozasona e cobre metálico (EL ASHRY et al., 1999). 
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Figura 14. Formação de triazóis a partir da oxidação de uma fenil-osazona.  
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A formação de fenil-osazonas, além de representar um teste químico para 

caracterizar monossacarídeo que contém apenas um aldeído por molécula (aldoses), 

constitui-se em processo industrial de fácil execução, baixo custo para produção de 

diversos derivados triazólicos para indústria agroquímica de desenvolvimento de 

pesticidas (EL KHADEM et al., 1998).  

2.5.2 Adição de Enolato a Azidas 

 Dimroth mostrou que arilazidas reagem com substâncias contendo hidrogênios 

metilênicos ácidos (α-carbonílicos, ésteres malônicos, cetoésteres e -dicetonas), 

adicionando diretamente três átomos de nitrogênio ao enolato (DIMROTH, 1904). 

 Um exemplo dessa reação está representado na Figura 15, (p.17). O composto 

1,3-dicarbonilado (2) reage com aril azida (1) na presença da base forte como o  etóxido 
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de sódio (NaOEt) formando os intermediários (3 e 4), que fornecerão o triazol (5) com 

um excelente rendimento de aproximadamente 80%  (BIAGI, 1997). 

 

Figura 15. Preparação do 1,2,3- triazol por adição a um enolato. 

N3

NO2

Cl

Me NHPh

O O

Me NHPh

O
-

O

NaOEt/EtOH

25°C,18h

O

PhHN

O

Me

N

NO2

Cl

N

N

-

N

N

N

NO2

Cl

O

PhHN

O
-

Me

N

N

N

NO2

Cl

O

PhHN

HO

Me

H

EtOH

EtO

+

(1)

(2)

(3) (4)

N

NO2Cl

N
N+

NO2

Cl

N
N

N

Me

O

PhHN

-H
2
O

(5)  

 

Recentemente, essa metodologia foi utilizada para preparação de quinolinas 

acopladas ao núcleo triazólico (HOLLA, 2005). A rota de preparação de quinolinas está 

representada na Figura 16 (p.18). Neste trabalho os derivados quinolínicos (1 e 2) 

apresentaram elevada atividade tuberculostática in vitro, comparada ao fármaco 

comercial isoniazida
®
 (3). 

 

 

 



18 

 

 

 

Figura 16. Rota de preparação de triazóis a partir de quinolinas e -cetoésteres 

malônicos. 
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2.5.3 Reações do Tipo [2N+1N] 

 A primeira reação do tipo [2N+1N], descrita em 1973 por Arnold e 

colaboradores (ARNOLD et al., 1973) envolve um composto ’diazocarbonílico, o 

diazomalonaldeído e anilina ou cloridrato de anilina, levando à formação de 1,2,3-

triazóis (Figura 17, p.19). Recentemente a reação foi realizada entre um 

diazomalonaldeído (1) com cloridratos de anilina adequadamente substituídos (2) em 

temperatura ambiente e overnight, apresentando maior rendimento quando o 

substituinte R é referente ao átomo de hidrogênio (COSTA, 2006). 
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Figura 17. Síntese de 1,2,3-triazóis a partir de diazomalonaldeído. 
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A metodologia [2N+1N] na reação entre enaminona e derivados diazo foi 

relatada por Ferreira e colaboradores para a síntese de 1,2,3-triazóis ( FERREIRA et al., 

1997). Neste trabalho, o grupo diazo (2N) de tosilazida e mesilazida é transferido para 

uma enaminona (1N), previamente formada. O grupo mesilazida mostrou-se mais 

vantajoso para esta finalidade, por apresentar um baixo custo em sua preparação e o seu 

subproduto, a sulfonamida, ser facilmente removido da mistura reacional (Figura 18, 

p.20). 
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Figura 18. Preparação 1,2,3-triazóis a partir de enaminona por transferência de diazo 

com tosilazida e mesilazida. 
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Existem outros reagentes de transferência de derivados diazo que podem ser 

utilizados para a construção do anel triazólico, como por exemplo a isatina (Figura 19).  

 

Figura 19. Estrutura química da isatina. 
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A molécula de isatina possui em seu núcleo indólico duas carbonilas vicinais de 

reatividade diferentes, uma cetônica [C-3] e outra amídica [C-2], um anel aromático que 

pode sofrer reação de substituição eletrofílica nas posições 5 e 7, além de um grupo NH 

passível de alquilação ou acilação, tornando esta substância um potencial alvo na 
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obtenção de substâncias bioativas (DA SILVA et al., 2001). A Figura 20 , por exemplo, 

envolve a preparação de 1,2,3-triazóis  utilizando um diazo derivado da isatina (1) como 

reagente de transferência de grupo azido para obtenção de 1,2,3-triazóis (AUGUSTI, 

1993).  

 

Figura 20. Formação do sistema triazólico via transferência de diazo derivado da 

isatina. 
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2.5.4 Cicloadição 1,3-Dipolar  

Reações de cicloadição são aquelas que se procedem em uma única etapa, sem 

intermediários, por um único e exclusivo estado de transição (BROCKSOM et al.,2010;  

HOWELL et al., 2001). A reação de Diels-Alder é dita uma reação pericíclica 

(geometria cíclica no estado de transição) de cicloadição [4+2] entre um dieno 

conjugado com quatro elétrons π e um segundo componente alceno com dois elétrons π, 

chamado de dienófilo, em uma reação concertada (único estado de transição), mas 

provavelmente assincrônica, em uma relação suprafacial-suprafacial (BROCKSOM et 
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al., 2010). Entretanto, para algumas reações de cicloadição de Diels-Alder, em que o 

dieno e o dienófilo são fortemente polarizados, o mecanismo pode ser iônico e não 

pericíclico (Figura 21) (BROCKSOM et al., 2010). 

 

Figura 21. Representação dos possíveis estados de transição para reação de cicloadição 

[4+2] Diels-Alder.  

H

C

H

HCH

H H

C C

H H

XX

Sincrônico

H

C

H

HCH

H H

C

C
H

H

X

X

Assincrônico

C C

H H

CH

H

C

H

H

C

H
C

-

X

H X

Polar-iônico

‡ ‡ ‡

 

As reações de cicloadição 1,3-dipolar envolvem espécies 1,3-dipolares com 

sistemas de múltiplas ligações (dipolarófilo) (PADWA, 1984). Desta forma, a 

cicloadição 1,3-dipolar é conhecida também como uma reação do tipo [3+2] por 

envolver 3 átomos da espécie 1,3-dipolar e 2 átomos do dipolarófilo que reagem entre si 

em um processo também concertado, envolvendo um estado de transição de seis 

elétrons, formando um cicloaduto (Figura 22) (GOTHELF, 1998).  

 

Figura 22. Cicloadição entre 1,3-dipolo e o dipolarófilo formando um cicloaduto.  
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Na estrutura do 1,3-dipolo estão presentes quatro elétrons π distribuídos, através 

de seus orbitais p, por três átomos e apresentando estruturas de ressonância que indicam 

a localização da carga do dipolo (Figura 23, p.23). A classificação para os tipos de 1,3-

dipolos pode ser dividida em duas estruturas isoeletrônicas: o ânion alil e o ânion 

propargil/alenil (GOTHELF, 1998). Ânions alílicos são caracterizados por apresentar 
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quatro elétrons em três orbitais paralelos pz perpendiculares ao plano do dipolo de 

geometria angular, cujo o átomo central, (Figura 23A), representado por y, pode ser 

nitrogênio, oxigênio ou enxofre, sendo que este possui hibridização sp
2

. (HOWELL, 

2001). 

O ânion propagil/alenil abrange moléculas que apresentam um orbital  extra 

localizado no plano ortogonal ao orbital molecular (MO) no plano pz. Assim sendo, em 

ânions propargil/alenil o átomo central (Figura 23B, representado por y) limita-se 

apenas ao átomo de nitrogênio, com hibridização sp e que confere uma geometria linear 

e esses ânions (GOTHELF, 1998). 

 

Figura 23. Estruturas de ressonância e os orbitais paralelos pz representado em preto nas 

espécies 1,3-dipolar alil (A) e propargil/alenil (B) e orbital ortogonal em cinza referente 

ao ânion propagil/alenil. 
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 As reações do tipo 1,3-dipolar envolvendo azidas orgânicas e alcinos terminais 

têm sido intensamente estudadas, tornando-se um dos métodos mais versáteis para a 

obtenção 1,2,3-triazóis (ZENG et al., 2012; PELLISSIER, 2007). Este processo ocorre 

por um mecanismo concertado como descrito por Huisgen (HUISGEN, 1968), onde os 

reagentes interagem em planos paralelos conforme ilustrado (Figura 24, p.24) para a 

reação entre um dipolarófilo (alceno) e uma azida dipolar (R-N3). 
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Figura 24. Cicloadição 1,3-dipolar envolvendo azidas orgânicas. 
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 Sobre o mecanismo desta cicloadição 1,3-dipolar, vários dados experimentais 

são descritos na literatura, como a reversibilidade da adição, reação bimolecular com 

único estado de transição (velocidade dependente da concentração dipolarófilo e dipolo) 

e estereoesseletividade nas adições a alquenos cis ou trans  (PELLISSIER, 2007).   

  As interações entre os orbitais moleculares de fronteiras do dipolo e do 

dipolarófilo explicam as características descritas para as reações de cicloadição 1,3-

dipolar. A teoria de orbital molecular de fronteira afirma que as interações mais 

importantes ocorrem entre o orbital molecular ocupado de mais alta energia (HOMO) de 

um dos reagentes e o orbital molecular desocupado de mais baixa energia (LUMO) de 

outro reagente (HIMO, 2005). A maneira pela qual esses orbitais do dipolo e do 

dipolarófilo irão interagir dependerá da diferença de energia entre as possíveis 

combinações para os pares HOMO-LUMO das espécies envolvidas (HOMOdipolo–

LUMOdipolarófilo; LUMOdipolo–HOMOdipolarófilo). A Figura 25 (p.25), ilustra os orbitais de 

fronteiras e as possíveis interações entre dipolo e dipolarófilo em uma reação de 

cicloadição 1,3-dipolar.  
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Figura 25. Orbitais de fronteira de uma reação de cicloadição 1,3-dipolar. Extraída e 

adaptada (FLEMING, 2010).  
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A presença de grupos retiradores ou doadores de elétrons pode influenciar o 

predomínio de cada orbital molecular favorecendo o LUMOdipolarófilo e HOMOdipolo, 

respectivamente. Em especial, a reação entre azida orgânica (1,3-dipolo) e um alcino 

terminal simétrico ou assimétrico (dipolarófilo) fornece [1,2,3]-triazóis (FLEMING, 

2010; MELO et al., 2006; FERREIRA et al., 1999; GOTHELF, 1998).  

O uso de acetilenos simétricos é o ponto de partida para preparação de muitos 

outros derivados triazólicos (HUDSON, 1992). Normalmente, o derivado acetilênico 

simplesmente é aquecido juntamente com a azida, na presença ou ausência de solvente. 

As reações com acetilenos simétricos produzem apenas um isômero, em alto 

rendimento, em temperaturas acima de 180°C (ROMEIRO et al., 1997). A reação de 

cicloadição 1,3-dipolar entre acilsilanos α,β- insaturados e azidas levou à obtenção de 

1,2,3-triazóis apropriadamente funcionalizados, em bons rendimentos, conforme pode 

ser observado na reação apresentada na Figura 26 (p.26) (ROMEIRO et al., 1997). 
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Figura 26. Reação de cicloadição 1,3-dipolar entre acilsilanos , insaturados. 

C C CH

O

SiPh3

i) RN
3
, Tolueno, refluxo

ii) NaOH

R: Ph, 77%
R: p-OMePh 90%

N
N

N RH

C
O H

 

  

Outro exemplo recente sobre a utilização de acetiletos simétricos na construção 

do anel triazólico foi a preparação de pseudonucleosídeos com potencial atividade anti-

HIV realizada diretamente sobre a azida como substituinte na cadeia do carboidrato no 

qual o grupo azida (1) encontra-se na posição anomérica do anel (Figura 27). As 

reações com acetilenos simétricos resultam apenas em um produto 1,2,3-triazólico (2) 

com rendimentos elevados (85%) (SHER et al., 2007). As desvantagens nessa técnica 

estão associadas às altas temperaturas que exigem cuidados especiais na execução deste 

tipo de reação com vários casos de explosão relatados na literatura, além da variedades 

limitadas de alcinos simétricos disponíveis (PELLISSIER, 2007; MELO et al., 2006; 

DE OLIVEIRA et al., 2004; DEGL’INNOCENTI et al., 1995) . 

 

Figura 27. Preparação de pseudonucleosídeos derivados do sistema 1,2,3-triazólico. 
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O uso de um alcino assimétrico com azidas orgânicas exige aquecimento com 

um longo tempo (48-72 h) nas reações de cicloadição 1,3-dipolar levando à mistura de 

produtos isoméricos com uma regiosseletividade baixa ou inexistente (HUDSON, 

1992), resultando na formação de dois regioisômeros 1,4 e 1,5-dissubstituídos (Figura 

28, p.27) (HOWELL, 2001). 
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Figura 28. Esquema da reação de cicloadição entre alcino não-simetrico e azida na 

formação de produtos 1,4 e 1,5-dissubstituídos.  
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A Tabela 1 apresenta dados de rendimentos para a reação de cicloadição 1,3-

dipolar empregando-se diferentes alcinos terminais e azidas orgânicas (HOWELL, 

2001). 
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Tabela 1. Reação de cicloadição 1,3-dipolar entre azida e diferentes acetilenos não-

simétrico. Extraída e adaptada (SHARPLESS et al., 2002) 

Azida (R2) Alquino (R1) A % B % 

C5H11N3 Ph–C≡C–H 50 50 

C5H11N3 H3COOCH2C–C≡C–H 30 70 

PhN3 HOC–C≡C–H 75 25 

PhN3 EtO–C≡C–H 13 87 

TsN3 Ph2N–C≡C–H 26 74 

 

A baixa regiosseletividade é devido à elevada energia de ativação (24-26 

Kcal/mol) dessa reação associada à pequena diferença de energia dos orbitais de 

fronteiras HOMO dipolo e o LUMO dipolarófilo de alcinos assimétricos e azidas orgânicas 

(FLEMING, 2010; HOWELL, 2001 ). Para evitar este problema, foi desenvolvida uma 

reação catalisada por sais de cobre(I)  (Figura 29, p.28) que une azidas orgânicas e 

alcinos terminais regiosseletivamente para dar origem a 1,2,3-triazóis 1,4-

dissubstituídos com velocidades e rendimentos relativamente superiores às cicloadições 

clássicas (SHARPLESS et al., 2002).  
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Figura 29. Reação de cicloadição 1,3-dipolar por sais de cobre (I). 
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Sharpless e Meldal observaram que a catálise com cobre aumentava a velocidade 

da reação entre azidas e acetiletos terminais na ordem de 10
7
 sem a necessidade de 

aquecimento com um tempo reacional muito menor em relação às cicloadições clássicas 

(MELDAL, 2008; SHARPLESS et al., 2002). Além disso, a reação apresentava alta 

regiosseletividade em condições mais brandas do que as desenvolvidas por Huisgen 

(WANG et al, 2011; SHARPLESS et al., 2002).  

Essa metodologia de cicloadição alquino-azida catalisada por cobre (CUAAC) 

passou a ser amplamente utilizada nos grandes centros de pesquisas mundiais e é 

denominada como “Click-Chemistry” ou reação “click” (TOTOBENAZARA, 2015; 

WANG et al., 2011; CARVALHO et al., 2010; MELO et al., 2006; MELDAL, 2008; 

SHARPLESS et al., 2002). 

2.6 Reação de cicloadição 1,3 dipolar catalisa por cobre (Reação Click) 

Para ser caracterizada como “click” a reação deve ser rápida, estereoespecífica, 

não necessariamente enantiosseletiva, e caso ocorra formação de algum sub-produto, 

que estes possam ser removidos preferencialmente sem uso de cromatografia a fim de 

obter um único produto (FREITAS et al., 2011; WANG et al., 2011; SHARPLESS et 

al., 2005; SHARPLESS et al., 2002).   

O primeiro estudo envolvendo aspecto mecanísticos sobre a reação click com a 

presença de cobre como catalisador foi na reação térmica de Huisgen para formação de 

1,2,3-triazóis entre o propino e azida de metila como demostrado na Figura 30 (p.29) 

(SHARPLESS et al., 2005). A presença de cobre, no entanto, transforma o mecanismo 

concertado em uma sequência de rápidas etapas envolvendo intermediários polares 

cujas estruturas definem a regioespecificidade da reação (HEIN, 2010). 
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Figura 30. Primeiro ciclo catalítico para a reação de cicloadição catalisada por cobre. 
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A presença de Cu(I) leva a formação inicial do acetileto do metal (1), que em 

seguida ocorre um ataque nucleofílico do nitrogênio sp
3
 da azida, resultando na 

formação do intermediário (2). A ciclização ocorre devido ao ataque dos elétrons  do 

carbono β-vinilidênico do acetileto de Cu(I) ao nitrogênio eletrofílico terminal do grupo 

azida, com formação da primeira ligação carbono-nitrogênio e obtenção do metalociclo 

instável (3). Apesar de intrigante, as primeiras propostas mecanísticas envolvendo 

intermediários de cobre mononucleares defendem a existência deste metalociclo pouco 

comum (FOKIN et al., 2013). A contração do anel resulta na formação do do triazolila 

de cobre (4), que após protonólise regenera a espécie catalítica inicial e determina a 

formação do 1,2,3-triazol 1,4-dissubstituído (5). Embora este mecanismo simplificado 

esclareça as etapas elementares envolvendo formação e quebra de ligações, inúmeras 

considerações teóricas e experimentais obtidas até o momento discutem uma maior 

complexidade para esta reação envolvendo intermediários de cobre, pois este metal 

pode formar complexos polinucleares, bem como apresentar uma grande facilidade de 

troca de ligantes (HEIN, 2010; ARAGÃO et al., 2010; MELDAL et al., 2008; 

LUNDERBERG et al., 2008;). Uma proposta mais detalhada e aceita atualmente está 

representada no ciclo catalítico da Figura 31 (p.30). 
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Figura 31. Mecanismo proposto para reação CuAAC envolvendo dois centros 

metálicos no estado de transição. Extraída e adaptada (FOKIN et al., 2013). 
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Estudos teóricos indicam que a complexação   entre o Cu(I) e o alcino terminal 

diminui o pKa do hidrogênio acetilênico da ordem 10 unidades, o que possibilita a 

desprotonação em um sistema aquoso sem a necessidade de adicionar base forte 

(SHARPLESS et al., 2005), facilitando assim a formação do acetileto de cobre (2 e 3). 

Existem várias discussões sobre a natureza deste intermediário e algumas evidências 

apontam estruturas contendo dois centros metálicos, um ou dois alcinos ligantes e 

outros ligantes mais lábeis que competem com a ligação com a azida (BOCK, 2006). 

Como citado anteriormente, após a formação do acetileto de cobre (2 e 3) ocorre a 

complexação com a azida, resultando no complexo azida-acetileto (4). Neste 

intermediário o cobre tem um efeito sinérgico nos sítios reativos, elevando o caráter 

eletrofílico do nitrogênio terminal da azida e o caráter nucleofílico do carbono -

vinilidênico, o que favorece a formação do metalociclo (5). Esta etapa é endotérmica e a 

responsável pela regioespecificidade da reação. A energia de ativação (Eat) calculada é 
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de aproximadamente 15 kcal mol
-1

, menor do que a Eat para a reação não catalisada 

(cerca de 26 kcal mol
-1

), o que justifica o significativo aumento da velocidade da reação 

quando comparado ao processo térmico (FOKIN et al., 2013;  MELDAL, 2008;  

SHARPLESS et al., 2005). Embora o metalociclo tenha sido proposto em vários 

trabalhos com apenas uma espécie metálica (ROSTOVTSEV et al., 2002;  TORNOE et 

al., 2002), diversos pesquisadores sugerem que a ciclização ocorra com dois centros 

metálicos (5) (ARAGÃO et al., 2010; BINDER, 2008; PUNNA et al., 2005;  

RODIONOV et al., 2005). Em seguida, ocorre a contração do anel por uma associação 

transanular do par de elétrons não ligantes do N-1 com o orbital antiligante de C-5 

fornecendo o triazolila de cobre (6-7), o qual pode ser isolado quando estão presentes 

grupos protetores volumosos nos substratos (HEIN, 2010). Na última etapa do 

mecanismo ocorre a protonação do intermediário triazoíla de cobre (6-7) com a 

formação do produto final (8) e regeneração do catalisador. A protonação pode ocorrer 

por meio da interação com uma base protonada ou com o próprio solvente, porém a 

presença de outros eletrófilos pode levar à formação de 1,2,3-triazóis-1,4,5-

trissubstituídos (FOKIN et al., 2013).  

 A maior dificuldade de estabelecer a estrutura exata dos intermediários de 

cobre nessa reação deve-se à grande labilidade em formar complexos polinucleares, 

devido à grande facilidade de troca de ligantes, e as espécies organocobre coexistirem 

em equilíbrios muito rápidos, o que dificulta a determinação precisa do mecanismo da 

reação (SOARES, 2013). Por outro lado, é bastante coerente dizer que dinâmica 

particular do cobre é a responsável pela grande adaptabilidade da reação click a 

diferentes meios e fontes catalíticas. 

 A reação de cicloadição azida-acetileno catalisada por cobre (CUAAC) foi 

iniciada por Sharpless, entretanto, também foi estudada paralelamente por Meldal 

(MELDAL, 2008), que empregou como fonte de Cu(I), sais de Cu(II) na presença de 

agentes redutores para formação da espécie catalítica in situ (FREITAS et al., 2011; 

ARAGÃO et al., 2010; MELDAL, 2008) . Atualmente, a escolha da fonte de cobre é 

feita com base nas especificidades de cada reação e são inúmeras as combinações que 

podem ser encontradas na literatura (TOTOBENAZARA, 2015; HEIN, 2010). Alguns 

exemplos de diferentes fontes de cobre para a realização do cicloadição CuAAC estão 

apresentados na Tabela 2 (p.32). 
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Tabela 2. Alguns exemplos de fontes catalítica de cobre para reação CuAAC. Extraída e 

adaptada (MELDAL, 2008)  
Fonte 

metal 

Redutor Solvente Base Temperatura 

(°C) 

Tempo 

(h) 

Rendimento 

(%) 

CuI Pd(OEt)3 água DIPEA
*
 25 15-30 52-92 

CuI Pd(OEt)3 THF
*
 DIPEA

*
 25 16 75-99 

CuSO4 Ascorbato 

de sódio 

água/C4H9OH
*
 DIPEA

*
 25 12-24 82-94 

CuSO4 Ascorbato 

de sódio  

água/CH2Cl2 DIPEA
*
 25 24 80-98 

Cu(OAc)2 Ascorbato 

de sódio  
C4H9OH*

  DIPEA
*
 25 2 76-99 

CuBr2 Ascorbato 

de sódio  

DMSO
*
 C3H9N

*
  25 12 63-78 

Cu(0)/Cu2O Ascorbato 

de sódio  

tolueno C3H9N
*
 25 2-4 87-95 

CuOTf N2 tolueno C3H9N
*
 25 16 88-94 

Cu/C N2 tolueno TEA
*
 60 2-4 92 

 

C3H9N
*
= propilamina; C4H9OH

*
= álcool terc-butanol; DIPEA

*
= diisopropiletilamina; 

DMSO
*
= dimetilsulfóxido; TEA

*
= trietilolamina; THF

*
= tetrahidrofurano. 

 

Além do cobre, outros metais já foram descritos como catalisadores para 

metodologia de síntese de triazóis. De forma similar, complexos de rutênio também 

catalisam este tipo de cicloadição, porém com regiosseletividade oposta (FOKIN et al., 

2013; JOHANSSON et al., 2011). Recentemente, a síntese do isômero 1,2,3-triazol-1,5-

dissubstituído de forma regiosseletiva  foi realizada a partir da reação entre benzilazida  

(1) e fenilacetileno (2) catalisada por sal de ciclopentadienila de rutênio CpRuCl(PP3)2  

e forneceu o isômero 1,5-dissubstituído com 80% de rendimento (ZANG et al., 2005). 

O mecanismo para formação de triazóis catalisado por rutênio(II) (Figura 32, p.33) 

ainda não está completamente elucidado, embora uma proposta para formação exclusiva 

do triazol 1,5-dissubstituído (3) indica a formação do complexo alcino-rutênio-azido (4) 

ou (5) (ZANG et al., 2005). 
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Figura 32. Síntese de 1,2,3-triazol-1,5-dissubstituído catalisado pelo complexo 

CpRuCl(PPh3)2. Extraído e adaptado (ZANG, 2005). 

 

 

  

N3

+

C C H

CpRuCl(PPh
3
)
2

N
N

N +
N

N
N(1)

(2)

(3)

1,5-dissubstituído
100% de conversão

80%

1,4-dissubstituído
não houve conversão

C

C

H

 

Ru
Cl

N

N

N

+

 

  

 

  

 

L
Ru

L
L

(4) (5)

‡

Ru
Cl

N

NN

C

Ru

N N

N

CH3

N
N

N
+

 

A reação click é uma importante ferramenta para a síntese e desenvolvimento de 

novos fármacos, pois possibilita modificações estruturais visando à melhoria das suas 

propriedades farmacológicas e farmacocinéticas, podendo ainda funcionar como 

ligantes fazendo uma conexão entre duas ou mais substâncias de interesse   

(TOTOBENAZARA et al., 2015; FOKIN et al., 2013; FREITAS et al., 2011; MELO et 

al., 2006).  

Assim sendo, este trabalho propõe a obtenção de glicopeptídeo-triazóis via 

reação click adaptada ao método de síntese de peptídeos em fase sólida (SPFS), para 

obtenção de análogos glicosilados do peptídeo HSP-1, originalmente isolado da espécie 

Hyla punctata (PRATES et al., 2004), com o objetivo de ampliar seu espectro de 

atividade biológica. A escolha do peptídeo HSP-1 deu-se a fatores como: moderada 

atividade antimicrobiana; cadeia peptídica linear composta por apenas 14 resíduos de 

aminoácidos e pela existência de dados conformacionais e estruturais já descritos na 

literatura (PRATES et al., 2004).  



34 

 

 

 

3. MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1 Síntese do Peptídeo [PAG
1
]HSP-1 

 

Para a obtenção dos derivados de HSP-1 glicosilados, foi inicialmente proposta a 

síntese do peptídeo HSP-1 propargilado ([PAG
1
]HSP-1), substituindo-se o resíduo de 

glicina da região N-terminal por um resíduo de propargilglicina. O peptídeo 

[PAG
1
]HSP-1 apresenta em sua estrutura primária 14 resíduos de aminoácidos, cuja a 

sequência primária do peptídeo está apresentada na Tabela 3, no qual substituiu-se o 

resíduo de glicina da posição 1 (Gly-1) por um resíduo de propargilglicina (Pra-Gly-1).  

 

Tabela 3. Sequência primária para obtenção do peptídeo [PAG
1
]HSP-1 

Peptídeo Sequência Primária de Aminoácidos 

HSP-1 
*
GILDAIKAIAKAAG-NH2 

 
*
resíduo de aminoácido a ser glicosilado destacado com asterisco e em negrito; NH2 

representa a amidação na região C-terminal do peptídeo. 

 

O peptídeo [PAG
1
]HSP-1 foi sintetizado manualmente, de acordo com a 

metodologia padrão de síntese de peptídeo em fase sólida, via estratégia Fmoc (CHAN 

& WHITE, 2000). Foi empregada como suporte sólido a resina Rink-Amide fornecida 

pela Iris Biotech (Marktredwitz, Alemanha) com grau de substituição 0,63 mmol·g
-1

 e 

que fornece, como produto final, o peptídeo amidado no grupamento C-terminal 

(Figura 33). 

 

Figura 33. Estrutura química do suporte sólido (resina) utilizado para síntese do 

peptídeo [PAG
1
]HSP-1. 
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 Os derivados de aminoácidos utilizados na síntese do peptídeo [PAG
1
]HSP-1 

foram: Fmoc-Gly-OH, Fmoc-Ala-OH, Fmoc-Ala-OH, Fmoc-Lys-(Boc)OH, Fmoc-Ala-

OH, Fmoc-Ile-OH, Fmoc-Ala-OH, Fmoc-Lys(Boc)-OH, Fmoc-Ile-OH, Fmoc-Ala-OH, 

Fmoc-Asp(OtBu)-OH, Fmoc-Leu-OH, Fmoc-Ile-OH, Fmoc-PraGly-OH e suas 

estruturas encontram-se em Anexo (p. 87). Todos os aminoácidos foram obtidos da Iris 

Biotech (Marktredwitz, Alemanha). As pesagens foram feitas na balança analítica 

Shimadzu
® 

ATX224 (Kyoto, Japão) com precisão de 0,0010 g. 

As lavagens da resina após as etapas de acoplamento e desproteção, foram 

realizadas com N,N´-dimetilformamida (DMF) e álcool isopropílico (IPA), repetidas 

três vezes empregando-se os solventes alternadamente seguidas por uma lavagem final 

com diclorometano (DCM) conforme detalhado no Quadro 1. A agitação durante as 

etapas da síntese, tanto de [PAG
1
]HSP-1 quanto à glicosilação, foi conduzida em 

aparelho Vórtex Mixer Labnet International.Inc. da marca Analítica
®
 modelo VX-200 

com velocidade 2000 RPM em modo contínuo. 

Nas etapas de remoção do grupo Fmoc foram empregadas soluções de 4-

metilpiperidina em DMF (30% v/v). O acompanhamento da síntese foi realizado após 

cada etapa de acoplamento e desproteção empregando-se o teste de Kaiser, também 

conhecido como teste de ninidrina. Esse teste é qualitativo e o resultado indica a 

presença de grupo amino primário livre (TROLL, 1953).  

3.1.1 Preparação da Resina SPFS 

Inicialmente foi pesada uma massa de 181 mg de resina Rink-Amide para 

obtenção de 150 mg do peptídeo bruto [PAG
1
]HSP-1. Antes da ligação do primeiro 

derivado de aminoácido ao suporte polimérico, a resina foi previamente solvatada 

segundo o protocolo apresentado no Quadro 1.  

Quadro 1. Protocolo para preparação da resina polimérica Rink-amide. 

1. Transferir a resina pesada para um frasco de polipropileno adaptado com filtro 

poroso (seringa de 5 mL) para síntese do peptídeo;  

2. Adicionar quantidade de DCM suficiente para cobrir a resina (≈ 3 mL) no frasco;  

3. Deixar a resina em DCM por cerca de 10 minutos;  

4. Remover o DCM por filtração simples;  

5. Preencher o recipiente com DMF e, após 10 segundos, removê-lo por filtração; 

6. Repetir a etapa 5, porém com IPA; 

7. Repetir as etapas 5 e 6 mais duas vezes; 

8. Encerrar o processo com uma última lavagem com DCM. 
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A resina precisou ser previamente desprotegida para remoção do grupo protetor Fmoc, 

cujo o procedimento foi realizado empregando-se uma solução de 4-metilpiperidina 

(PIPE) em DMF 25% v/v, conforme descrito no Quadro 2. 

Quadro 2. Protocolo de remoção do grupo Fmoc. 

1. Adicionar para a seringa de reação aproximadamente 2,5 mL de solução 25% (v/v) 

de PIPE em DMF;  

2. Submeter o sistema à agitação por 5 min; 

3. Remover a solução de PIPE do frasco de reação, por filtração; 

4. Repetir as etapas 1, 2 e 3 duas vezes, com tempo de agitação de 10 min;  

5. Preencher o recipiente com DMF e, após 10 segundos, removê-lo por filtração; 

6. Repetir a etapa 5, porém com IPA; 

7. Repetir as etapas 5 e 6 mais duas vezes; 

8. Encerrar o processo com uma última lavagem com DCM; 

9. Fazer o acompanhamento da desproteção com o teste de Kaiser.  

3.1.2 Etapa de Acoplamento 

A etapa de acoplamento consiste na formação de uma ligação amida e com a 

introdução de um novo resíduo de aminoácido ao peptídeo. Para isto, empregaram-se 

como agentes ativadores do grupo carboxila a 1,3-diisopropilcarbodiimida (DIC) e a 1-

hidroxibenzotriazola (HOBt) (Figura 34), solubilizados em uma mistura de DMF e 

DCM (1/1 v/v) para a formação de ésteres ativos a partir dos derivados de aminoácidos.  

 

Figura 34. Estrutura química dos ativadores do grupo carboxila DIC e HOBt. 
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Os procedimentos experimentais desta etapa estão descritos no Quadro 3. A 

N,N´-dimetilformamida (DMF) empregada nas etapas de acoplamento foi destilada 

previamente a pressão reduzida (70ºC), seguida por outra destilação fracionada. 

Quadro 3. Relação entre os reagentes para etapa de acoplamento. 

1. Pesar as quantidades de 3 eq Fmoc-Aminoácido e 3 eq Hobt e adicionar a um tubo 

Falcon de 50 mL; 

2. Adicionar ao tubo Falcon 3 mL de DMF destilado até a total solubilização em 

seguida adicionar 3 eq Dic e homogeneizar; 

3. Transferir a solução para um béquer de 50 mL; 

4. Succionar a solução com a seringa de reação e deixar por 2,5 h em agitação 

constante no vórtex com velocidade de 2000 rpm. 
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 Ao final dessa etapa, a solução contendo os ativadores foi removida por 

filtração simples. Em seguida, repetiram-se os itens 5, 6, 7 e 8 descritos no Quadro 1 

(p.35) para lavagem da resina e realizou-se o teste de Kaiser para acompanhamento da 

reação. Em caso de resultado negativo no teste, seguiu-se para a etapa de desproteção e, 

em seguida, para a etapa de acoplamento do próximo derivado de aminoácido. 

3.1.3 Etapa de Desproteção 

 Assim como a resina Rink-amide, todos os derivados de aminoácidos possuem 

os grupos amino devidamente protegidos com Fmoc, e após cada adição de um novo 

derivado de aminoácido da sequência primária, o peptídeo encontra-se novamente 

protegido no grupamento N-terminal. Da mesma forma que empregado para a resina, na 

remoção do grupo Fmoc dos derivados de aminoácidos repetiu-se o procedimento 

descrito no Quadro 2 (p.36). 

3.1.4 Glicosilação do Peptídeo [PAG
1
]HSP-1 

 Após a desproteção do 13° resíduo Fmoc-Ile-OH da síntese, foi realizado o 

acoplamento do 14° resíduo de aminoácido substituindo-se o aminoácido original de 

glicina (Fmoc-Gly-OH) pelo derivado de propargilglicina (Fmoc-PraGly-OH) (Anexo, 

p.87). Após a inserção desse último resíduo de aminoácido, foram separados 

aproximadamente 15 mg da resina e transferidos para uma nova seringa de reação para 

realizar o procedimento de clivagem que será descrito no item 3.1.5 (p.39). O restante 

da resina foi utilizado para glicosilação do peptídeo HSP-1 propargilado  [PAG
1
]HSP-1 

com os derivados azidos acetilados de glicose (2,3,4,6-tetra-O-acetil-1-azido-1-desoxi-

β-D-glicopiranose) e N-acetilglicosamina (2–acetamido-3,4,6-tri-O-acetil–1-azido-1,2-

didesoxi-β-D-glicopiranose). 

Figura 35. Estrutura dos derivados azido acetilado de glicose (A) (2,3,4,6-tetra-O-

acetil-1-azido-1-desoxi-β-D-glicopiranose) e N-acetilglicosamina (B) (2–acetamido-

3,4,6-tri-O-acetil–1-azido-1,2-didesoxi-β-D-glicopiranose) 
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Os derivados azido foram cedidos pelo Prof. Ricardo José Alves, Laboratório 

de Química Farmacêutica, Departamento de Produtos Farmacêuticos da Faculdade de 

Farmácia da UFMG, cujas sínteses estão descrita na literatura (FRANCO, 2015). 

 A nomenclatura adotada para os glicopeptídeo-triazóis seguiu as normas da 

International Union of Pure and Applied Chemistry Joint Commission on Biochemical 

Nomenclature-IUPAC-JCBN (IUPAC-JCBN, 1986). Na obtenção dos glicopeptídeo-

triazóis derivados de glicose ([Glc-trz-G
14

]HSP-1) e N-acetilglicosamina ([GlcNAc-trz-

G
14

]HSP-1) ambos peracetilados, empregou-se 1 equivalente de peptídeo em mol, 1,8 

equivalente do derivado azido em mol, 0,5 equivalente da fonte de cobre em mol e 0,6 

equivalente de agente redutor em mol. Nesse trabalho, testaram-se duas fontes de cobre 

diferentes: (i) iodeto de cobre (I) (CuI) e (ii) sulfato de cobre (II) penta hidratado 

(CuSO4.5H2O) na presença do ascorbato de sódio como agente redutor. As glicosilações 

foram acompanhadas por análises cromatográficas em camada delgada (CCD) 

empregando-se sílica gel de granulação de 1,0 a 3, m e solução eluente 

hexano/acetato de etila (40%/60% v/v) e revelados com iodo sólido. 

Para a inserção dos derivados azido na peptidil-resina seguiu-se o protocolo do 

Quadro 4 e 5 (p.39) com dois sistemas catalíticos de diferentes fontes de sais de cobre. 

 

Quadro 4. Protocolo da reação click para os derivados azido acetilados catalisado por 

iodeto de cobre. 

1. Transferir a quantidade pesada do peptidil-resina para um tubo de polipropileno 

adaptado com filtro poroso para filtração (seringa) de 3 mL; 

2. Pesar as quantidades de derivados azido e iodeto de cobre de acordo com as suas 

equivalências em mol. Transferir cada espécie para um tubo de porcelana 

separadamente; 

3. Solubilizar os derivados azido em L de THF e o iodeto de cobre em L 

de DIPEA; 

4. Adicionar primeiramente à seringa, contendo peptidil-resina, a solução de iodeto de 

cobre, deixando-se por último a solução de derivados azido; 

5. Submeter o sistema à agitação por no mínimo 48 h; 

6. Remover toda solução por filtração; 
7. Lavar a seringa de reação com uma solução de EDTA 5% por três vezes; 

8. Lavar com DMF, IPA e DCM uma vez. 
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Quadro 5. Protocolo da reação click para os derivados azido acetilados catalisado por 

sulfato de cobre penta hidratado na presença do agente redutor ascorbato de sódio. 

1. Transferir a quantidade pesada do peptidil-resina para um tubo de polipropileno 

adaptado com filtro poroso para filtração (seringa) de 3 mL; 

2. Pesar as quantidades de derivados azido, ascorbato de sódio e sulfato de cobre de 

acordo com as suas equivalências em mol. Transferir cada espécie para um tubo de 

porcelana separadamente; 

3. Solubilizar os derivados azido em L de THF e o ascorbato de sódio 

juntamente com o sulfato de cobre em L de água Mili-Q
®
 Ultrapura com 

resistividade de 18 MΩ a 25°C; 

4. Adicionar primeiramente à seringa, contendo peptidil-resina, a solução de 

ascorbato de sódio, e em seguida a solução de sulfato de cobre penta hidratado, 

deixando-se por último a solução de derivados azido; 

5. Submeter o sistema à agitação por no mínimo 48 h; 

6. Remover toda solução por filtração; 
7. Lavar a seringa de reação com uma solução de EDTA 5% por três vezes; 

8. Lavar com DMF, IPA e DCM uma vez. 

3.1.5 Reação de Clivagem  

A reação de clivagem da peptidil-resina propargilado [PAG
1
]HSP-1 e dos 

glicopeptídeo-triazóis [Glc-trz-G
14

]HSP-1 e [GlcNAc-trz-G
14

]HSP-1 seguiu o protocolo 

apresentado no Quadro 6 (p.40),  com o emprego de solução de clivagem apropriada 

para a remoção simultânea do peptídeo da resina e dos grupos protetores das cadeias 

laterais. A escolha da solução de clivagem e o tempo de reação dependem tanto da 

natureza química da resina, quanto da sequência peptídica. Grupos protetores de cadeias 

laterais diferentes requerem nucleófilos distintos para a neutralização dos carbocátions 

(terciários e secundários) gerados na clivagem, além de tempos reacionais também 

distintos para sua remoção completa (CHAN & WHITE, 2000). Assim sendo, de acordo 

com a sequência primária do peptídeo [PAG
1
]HSP-1 e dos glicopeptídeos [Glc-trz-

G
14

]HSP-1 e [GlcNAc-trz-G
14

]HSP-1, foi estabelecida uma solução de clivagem 

contendo 95% de ácido trifluoroacético (TFA), 4% de água Mili-Q
®
 e 1% de tri-

isopropilsilano (TIS) com tempo de reação de 1 hora e 20 minutos. A quantidade de 

peptidil-resina resina utilizada para clivagem foi de 15 mg e o volume total de solução 

de clivagem foi de 400 L. Após a clivagem obteve-se o peptídeo [PAG
1
]HSP-1 e os 

glicopeptídeo-triazóis [Glc-trz-G
14

]HSP-1 e [GlcNAc-trz-G
14

]HSP-1 brutos e livres em 

solução. 
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Quadro 6. Protocolo de clivagem do peptídeo da resina sem a reação click. 

1. Pesar a resina e transferir para um tubo de polipropileno (seringa) de 3mL; 

2. Remover o grupo Fmoc (Quadro 2, p.36) e lavar a resina (Quadro 1, p.35) os 

itens 5, 6, 7 e 8; 

3. Secar a resina com fluxo de nitrogênio gasoso e adicionar uma solução de TFA 

(10-25 mL/g) contendo água Mili-Q
® 

Ultrapura com resistividade de 18 MΩ a 25°C e 

TIS. Em seguida, submeter a mistura à agitação a temperatura ambiente por 1h e 20 

min; 

4. Remover a resina por filtração e lavar com 1mL TFA; 

5. Remover o TFA do filtrado por aplicação de fluxo de nitrogênio gasoso e, então, 

adicionar cerca de 1 mL de éter diisopropílico previamente resfriado, para 

precipitação do peptídeo;  

6. Remover o éter após centrifugação; 

7. Repetir a etapa 5 (apenas adição do éter isopropílico) e 6 por mais quatro vezes;  

8. Solubilizar o precipitado em água e liofilizar o peptídeo ao final.  

 

3.2 Secagem das Amostras 

 

Após a reação de clivagem das peptidil-resinas de [PAG
1
]HSP-1, [Glc-trz-

G
14

]HSP-1 e [GlcNAc-trz-G
14

]HSP-1, as amostras já solubilizadas em água Mili-Q
® 

Ultrapura com resistividade de 18 MΩ a 25°C, foram transferidas para tubos de 

polipropileno de 50 mL e congelados em nitrogênio líquido e, em seguida foram 

liofilizadas no aparelho Terroni
®
 (São Carlos, Brasil)

 
modelo LS300 do Departamento 

de Farmácia Industrial da UFVJM com temperatura de trabalho de -57°C e com pressão 

de vácuo de 250 Hg. 

 

3.3 Purificação do Peptídeo [PAG
1
]HSP-1 e dos Glicopeptídeo-Triazólicos [Glc-trz-

G
14

]HSP-1 e [GlcNAc-trz-G
14

]HSP-1 por CLAE-FR 

 

 A cromatografia líquida de alta eficiência em fase reversa CLAE-FR foi 

empregada para purificação do peptídeo [PAG
1
]HSP-1 e dos glicopeptídeos [Glc-trz-

G
14

]HSP-1 e [GlcNAc-trz-G
14

]HSP-1. Foram utilizados gradientes de dois eluentes: 

água ultrapurificada com resistividade de 18 MΩ a 25°C acidulada com 0,1% de TFA 

(Fase A) e acetonitrila grau UV/HPLC em TFA 0,08% (Fase B). Para a detecção, 

empregou-se detector de ultravioleta (UV) em λmáx de 215 nm (210 - 215 nm - faixa de 

absorção do grupamento amido de ligações peptídicas). A purificação foi conduzida em 

escala semi-preparativa (injeção de 1 mL de amostra bruta a 1 mg.mL
-1

 e fluxo de 2,5 

mL.min
-1

). A escala analítica (injeção de 20 L de amostra bruta a 1 mg.mL
-1

 e fluxo de 
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0,8 mL.min
-1

) foi usada para a definição das condições da escala semi-preparativa. 

Todas as análises dos glicopeptídeos foram conduzidas à temperatura ambiente.  

 Na CLAE-FR foi utilizado o cromatógrafo Varian modelo Pro Star 315 

(Walnut Creek, Estados Unidos) com detector na região do ultravioleta modelo Pro Star 

335, válvula de injeção marca Rheodyne, do Departamento de Química da FACET da 

UFVJM. Foram utilizadas as seguintes colunas: analítica Vydac C18 (250 x 4,6 mm), 

semi-preparativa Waters mBondapak
TM 

C18 10mm 125 Å (7,8 X 300 mm) e loops de 20 

μL e 1 mL, respectivamente. A água ultra-purificada foi obtida em aparelho da marca 

Simplicity
®

 UV Ultrapure (Type 1) Water (Berlim, Alemanha) do Departamento de 

Química da FACET da UFVJM.  

 

3.4 Análise por Espectrometria de Massa 

 

 O peptídeo [PAG
1
]HSP-1 e os glicopeptídeos [Glc-trz-G

14
]HSP-1 e [GlcNAc-

trz-G
14

]HSP-1 foram analisados por espectrometria de massa com ionização 

electrospray (ESI) e Matrix-assisted Laser Desorption/Ionization (MALDI) em 

espectrômetros de massa LCMS-2020 da marca Shimadzu Corparation Analytical & 

Measuring Instrments Division do Departamento de Farmácia da UFVJM (Kyoto, 

Japão) e o MALDI-ToF/ToFMS (Aplied Biosystem, Estados Unidos) do Departamento 

de Bioquímica e Imunologia do ICB da UFMG, operando em modo positivo. Nas 

análises por ESI-Q-ToF as amostras foram diluídas em uma mistura de água ultra-

purificada da marca Gehaka modelo Master Systems P&D e solução aquosa de 

acetonitrila (50% v/v), contendo 0,1% TFA e transferidas para uma seringa para injeção 

no equipamento a um fluxo de 2 μL.min
-1

. Nas análises por MALDI-ToF/ToFMS as 

amostras diluídas em uma solução de ácido acético (0,1% v/v) e foram aplicadas 

juntamente com uma solução saturada de matriz do ácido α-ciano-4 hidroxicinâmico 

(CHCA) em uma placa de MALDI onde foram secas à temperatura ambiente. 

 

3.5 Padronização das Soluções Estoque de HSP-1, [Glc-trz-G
14

]HSP-1 e [GlcNAc-

trz-G
14

]HSP-1 

 

 As soluções de glicopeptídeos [Glc-trz-G
14

]HSP-1 e [GlcNAc-trz-G
14

]HSP-1 

foram padronizadas para a obtenção dos estudos de interação com meios biomiméticos. 

Para isto, foi empregado o método empírico proposto por Murphy e Kies (MURPHY, 
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1960) para determinação teórica da absortividade molar (em 205 nm; 215 nm e 

225 nm. O valor de é aplicado na lei de Lambert-Beer para determinação da 

concentração da amostra (Equação 1). 

- Lei de Lambert-Beer   

A= .b.c (1) 

                      

- Método de Murphy e Kie, envolvendo a Equação 2 a 4: 

 

(A215-A225).144 = k (2) 

(A205).31 = T (3) 

(k + T)/2 = C (4) 

 

onde A é a absorbância da solução de peptídeo em em 205 nm, 215 nm e 225 nm e 

C a concentração da amostra (mg.L
-1

) e b é o caminho ótico (1 cm). 

 

3.6 Obtenção de Lipossomas 

 

 Os lipossomas foram preparados a partir de 1-palmitoil-2-oleilfosfatidilcolina 

(POPC) e 1-palmitoil-2-oleoil-fosfatidilglicerol (POPG), ambos adquiridos da Avantil
®

 

Polar Lipidics, Inc (Alabaster, Estados Unidos) em solução tampão de Tris-HCl a 100 

mmol.L
-1

  pH 8,5. Os lipossomas do tipo DRV “Dehydratation Rehydratation Vesicles”, 

de tamanho grande foram preparados de acordo com metodologia proposta por Kirby 

(KIRBY, 1984). Vesículas fosfolipídicas de POPC foram preparadas na concentração 

de 1 mM, enquanto, que vesículas de POPC/POPG na proporção de (3/1 mol/mol) 

foram preparadas na concentração de 1 mM ambas em volume total de solução tampão 

de 2 mL. A representação esquemática de todo o processo de preparação dos lipossomas 

está mostrada na Figura 36 (p.43). 
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Figura 36. Representação esquemática das etapas da preparação dos lipossomas. 

Extraída e adaptada (VERLY, 2010). 

Fosfolipídeos
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(100 nm)

LUV
(vesículas unilamelares)

LUV
(vesículas unilamelares de diâmetro definido)

1 mM lipídeo em
solução tampão Tris-HCl

pH = 8,5

 

Em uma primeira etapa, um filme lipídico foi preparado por meio da 

solubilização dos lipídeos em clorofórmio e evaporação do solvente orgânico a 50°C, 

com auxílio de um evaporador rotatório (Labconco, Estados Unidos). O filme lipídico 

(bicamada fosfolípidica) foi então hidratado com 2 mL de solução tampão de Tris-HCl 

(pH 8,5) para a formação de vesículas multilamelares (MLV’s). Vesículas unilamelares 

grandes (LUVs) foram obtidas a partir de congelamento em nitrogênio líquido e 

descongelamento em banho maria a 50 °C por oito vezes das vesículas MLV’s. 

Vesículas unilamelares grandes (LUV’s) de diâmetro definido (100 nm) foram 

obtidas por extrusão da suspensão de lipossoma do tipo DRV usando um extrusor 

Avanti
®

 Polar Lipids, Inc. (Alabama, Estados Unidos). A extrusão foi realizada a 
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temperatura ambiente e com filtrações de membranas de policarbonato com poros de 

diâmetros de 100 nm da marca Avanti
®

 Polar Lipids, Inc. 

A qualidade das LUVs foi avaliada através da distribuição do tamanho das 

partículas por espalhamento dinâmico da luz (DLS) e o efeito da estabilidade da 

dispersão coloidal por potencial zeta () empregando-se um analisador de partículas 

Zetasizer nano ZS da Malvern modelo BI-900, Brookheaven (Taiwan, China) do 

Departamento de Farmácia da UFVJM. 

 

3.7 Medidas de Extravasamento de Carboxifluoresceína  

3.7.1 Encapsulamento em Vesículas Unilamelares 

Primeiramente foram preparadas as vesículas unilamelares pequenas (SUV-

Small Unilamelar Vesicles) de POPC e POPC/POPG (3/1 mol/mol) na concentração de 

5 mM de acordo com a metodologia descrita no item 3.6 (p.42), porém a hidratação foi 

realizada por uma solução tampão de Tris-HCl a 10 mmol.L
-1 

em pH 8,5 contendo 5 

mmol.L
-1

 de carboxifluoresceína (CF) da marca Sigma-Aldrich
®

.  

A remoção da carboxifluoresceína livre presente na suspenção das LUV’s foi 

realizada passando-se 1 mL da suspensão em uma coluna Sephadex
®
G25 (1,2 cm x 20 

cm) da marca Sigma-Aldrich
®

 com solução tampão de 10 mmol.L
-1

 de Tris-HCl 

contendo 100 mmol.L
-1

 de NaCl em pH 8,5. 

 

3.7.2 Preparação da Coluna Sephadex G25  

 

Uma quantidade de 0,730 g de Sephadex
® 

G25 e foi deixada por 24 horas sob 

agitação constante com barra magnética em um béquer de 10 mL (12 mL de tampão 

Tris-HCl a 10 mmol.L
-1 

para cada 1 g de Sephadex
®
 G25). A preparação da coluna 

Sephadex
®
 G25 de 1,2 cm x 20 cm foi realizada transferindo-se a fase estacionária 

suspensa em tampão para uma seringa de penicilina de 5 mL, preenchendo-se com 

aproximadamente 2/5 do seu volume total.  
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3.7.3 Medidas de Extravasamento das LUV’s-CF  

Alíquotas de LUV’s foram diluídas para 0,5 mM (volume total de 150 L) e 

adicionadas aos poços de placas de Elisa estéril de poliestireno cristal transparente em 

fundo de 350 L para fluorescência contendo 250L de solução total de análise. O 

aumento da fluorescência de CF em função do tempo a 25 °C foi medido continuamente 

no espectrofotômetro da marca Spectra Max
® 

(Sunnyvale, Estados Unidos) do 

Departamento de Farmácia da UFVJM. Foram empregadas soluções estoques de [Glc-

trz-G
14

]HSP-1 e [GlcNAc-trz-G
14

]HSP-1 a  0,076 mM com adição de volumes  de  0, 

25, 50, 75 e 100L. Ao final de cada experimento, a fluorescência total de CF foi 

determinada pela adição de solução 10% (m/v) de Triton X-100. A porcentagem de 

extravasamento de CF foi determinada utilizando a Equação 5, como descrito na 

literatura (ALVAREZ et al., 2003). 

 

                 Vazamento (%) = I(t) – I0 . 100                    (5) 

               IT – I0  

onde, I(t) é a intensidade de fluorescência no tempo (t), I0 é a intensidade de 

fluorescência antes da adição dos glicopeptídeo-triazólicos e IT é a intensidade de 

fluorescência após a adição de Triton X-100. A velocidade de liberação de CF, kobs , foi 

calculada empregando-se ajuste exponencial dos dados de intensidade de fluorescência 

em função do tempo.  

 

3.8 Medidas de Espalhamento de Luz Dinâmico e Potencial Zeta 

 

O efeito dos glicopeptídeo-triazólicos no diâmetro e na carga de LUV’s de 

POPC e POPC/POPG (3/1 mol/mol) foi avaliado por espalhamento de luz dinâmico 

(DLS) e potencial zeta (), em um analisador de partículas Zetasizer nano ZS da 

Malvern (Taiwan, China) no Departamento de Farmácia da UFVJM. Os experimentos 

foram realizados pela titulação de solução estoque dos glicopeptídeo-triazóis [Glc-trz-

G
14

]HSP-1 e [GlcNAc-trz-G
14

]HSP-1 na concentração de 2 mmol.L
-1

 com as LUV’s de 

POPC na concentração de 1 mmol.L
-1

 e POPC/POPG 1 mmol.L
-1

 à temperatura 

ambiente com sucessivas injeções de 5 μL de solução estoque até atingir o valor 

máximo do índice de polidispersidade (PDI) de 0,3. Valores altos de índice de PDI 

(maiores que 0,3) indicam heterogeneidade populacional do diâmetro das partículas em 
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suspensão, podendo ser decorrente de agregação ou degradação das vesículas, enquanto 

que valores de PDI inferiores a 0,3 sugerem que a distribuição do diâmetro das 

partículas encontra-se em uma faixa populacional mais homogênea (MORA-HUERTAS 

et al., 2009). 

As soluções foram submetidas ao espalhamento de luz monocromática (10 mW 

Ne laser, λ 632,4 nm) e a intensidade de luz espalhada foi medida em um ângulo de 

espalhamento de 90°. As soluções de glicopeptídeos e lipossomas foram devidamente 

filtradas (filtros Millipore 0,45 μm) para eliminar qualquer material particulado. 

O efeito na carga e a estabilidade da dispersão coloidal de LUV’s de POPC e 

POPC/POPG (3/1 mol/mol) com adição de glicopeptídeos foi avaliada por meio da 

mobilidade eletroforética usando Zetasizer Nano ZS90 através de medidas do potencial 

zeta empregando-se faixa de medição entre 3,8 nm a 100 m de diâmetro com precisão 

0,12 m.cm/Vs em temperatura de 25°C e fonte de luz He-Ne 633 nm de potência 

máxima 4 mW. As concentrações dos glicopeptídeo-triazólicos e as LUV’s de POPC e 

POPC/POPG foram as mesmas descritas anteriormente para medidas espalhamento de 

luz dinâmico. 

 

3.9 Experimentos de Espectroscopia de Dicroísmo Circular 

 

 Os espectros de dicroísmo circular foram registrados utilizando-se um 

espectropolarímetro Jasco J-810, (Easton, Estados Unidos) acoplado a um sistema de 

controle de temperatura Peltier Jasco modelo PFD-425S, do Departamento de Química 

da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). Os espectros foram obtidos a 25°C, 

na faixa λ de 190 a 260 nm, utilizando-se uma cubeta de quartzo com 1 mm de caminho 

óptico, em oito varreduras para as vesículas POPC e POPC/POPG (3/1 mol/mol). Os 

glicopeptídeo-triazóis foram dissolvidos em água ultrapura com resistividade de 18 MΩ 

a 25°C, em uma solução estoque de 1 mg.mL
-1

. Alíquotas de 15 L desse estoque foram 

usadas para obtenção do espectro, representando uma concentração de 0,05 mg.mL
-1

 

dos peptídeos. A concentração da solução estoque de POPC e POPC/POPG foi de 2 

mM, entretanto, a concentração nas análises foi de 0,5 mM para ambos os meios e dos 

glicopeptídeos foi de 18 M.  
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3.10 Ensaios Biológicos 

 

 Os ensaios biológicos foram realizados com o peptídeo HSP-1 em sua forma 

natural e comparada com os glicopeptídeo-triazóis [Glc-trz-G
14

]HSP-1 e [GlcNAc-trz-

G
14

]HSP-1, respectivamente, a fim de verificar o efeito das alterações causados pela 

glicosilação em peptídeos naturais. Todos os ensaios biológicos foram realizados em 

colaboração com o Laboratório de Doenças Parasitárias do Departamento de Análise 

Clínicas do Departamento de Farmácia da UFVJM. 

3.10.1 Testes Antimicrobianos  

A realização do teste antimicrobiano seguiu o método de referência dos testes de 

sensibilidade a agentes antimicrobianos por diluição para bactéria de crescimento 

aeróbico (NCCLS, 2003). Nesse teste utilizaram-se as cepas Staphylococcus aureus do 

fabricante American Type Culture Collection ATCC
®
 29313, Streptococcus agalactiae 

ATCC
®
 13813, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

®
 e Escherichia coli ATCC 

25922
®
. 

As cepas foram selecionadas e isoladas, do mesmo tipo morfológico de cultura 

em placa de ágar. Tocou-se o topo de cada colônia com uma alça, transferindo-se os 

micro-organismos para um tubo contendo 4-5 mL de um meio de cultura adequado. 

Incubou-se a cultura em caldo Mueller-Hinton, a 35° C, até alcançar a turbidez de uma 

solução padrão McFarland de 0,5 (em geral, de duas a seis horas). Ajustou-se a turbidez 

da cultura em caldo em crescimento ativo com solução salina estéril, de modo a obter 

uma turbidez óptica comparável à da solução padrão McFarland de 0,5, resultando em 

uma suspensão contendo aproximadamente de 1 a 2 x 10
8
 UFC/mL de micro-

organismos. Empregou-se um espectrômetro Multileitora Spectramax Paradigm 

Molecular Devices, (Sunnyvale, Estados Unidos) e as leituras foram realizadas em 

comprimento de onda  625 nm emplacas de 96 poços estéril de poliestireno cristal 

transparente em fundo de 350 L. Utilizou-se um tubo de controle contendo caldo sem 

agente antimicrobiano para cada organismo testado. 

As culturas foram incubadas por 12 horas na presença das amostras testadas 

(peptídeo HSP-1 e glicopeptídeo-triazólicos [Glc-trz-G
14

]HSP-1 e [GlyNAc-trz-

G
14

]HSP-1) a 35°C e, como controle negativo, usou-se o fármaco cloranfenicol da 

marca Sigma-Aldrich
®

 na concentração de 92,84 M. Todos os resultados foram 
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realizados em triplicatas e a concentração inibitória mínima (MIC) foi determinada pela 

menor concentração da substância testada que inibiu completamente o crescimento da 

cultura. 

3.10.2 Teste Antifúngicos 

A realização do teste antifúngico seguiu o método de referência para testes de 

diluição em caldo para determinação da sensibilidade de leveduras à terapia antifúngica 

(NCCLS, 2002). Nesse teste utilizaram-se as cepas Candida tropicalis do fabricante 

American Type Culture Collection ATCC
® 

28707, Candida parapsilosis ATCC
®
 22019 

e Candida krusei ATCC
® 

34135. 

Para os testes de sensibilidade utilizou-se o meio sintético RPMI-1640 (com 

glutamina, sem bicarbonato e com indicador vermelho de fenol). A solução tampão 

utilizada nesse teste foi o MOPS [ácido-3-(N-morfolino)propanosulfônico] 

(concentração final de 0,165 mol/L, pH 7,0). 

A preparação dos inóculos, as cepas C. tropicalis ATCC
® 

28707, Candida 

parapsilosis ATCC
®
 ATCC 22019 e Candida krusei ATCC

® 
34135 foram repicadas em 

tubos estéreis com ágar Sabouraund dextrose, executando passagens para assegurar sua 

pureza e viabilidade. A temperatura de incubação foi de 35 °C. O inóculo foi preparado 

escolhendo-se três colônias com diâmetro de aproximadamente 1 mm de cultura de 24 

horas para espécies de Candida de 48 horas. As colônias foram suspensas em 5 mL de 

solução salina estéril 0,145 mol/L (8,5 g/L NaCl; salina a 0,85 %). A suspensão 

resultante foi submetida a agitação em vórtex durante 15 segundos e a densidade 

celular, ajustada com espectrofotômetro Multileitora Spectramax Paradigm (Molecular 

Devices), acrescentando-se solução salina suficiente para obter a transmitância 

equivalente de uma solução-padrão da escala de McFarland 0,5 em comprimento de 

onda  de 530 nm. Esse procedimento forneceu uma suspensão-padrão de levedura 

contendo 1 x 10
6
 a 5 x 10

6
 células por mL. A suspensão de trabalho foi diluída 1:50 

seguida de outra diluição de 1:20 da suspensão-padrão com meio líquido RPMI-1640, 

resultando em concentração de 5,0 x 10
2
 a 2,5 x 10

3
 células por mL em placas de 96 

poços estéril de poliestireno cristal transparente em fundo de 350 L. As placas de 

culturas foram incubadas em 35°C por 48 horas na presença das amostras testadas em 

absorbância no comprimento de onda de 595 nm, e como controle utilizaram-se a 

anfotericina B Sigma-Aldrich
®

 e 5-fluorocitosina Sigma-Aldrich
®

. O valor do MIC foi 
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definido como a menor concentração em que se observa 50% da diminuição da turbidez 

do poço controle (isento de droga), e para realização do cálculo do MIC utilizou-se o 

software Prism 5.0 com os testes realizados em triplicatas. 

4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1 Síntese e Caracterização do Peptídeo [PAG
1
]HSP-1 

 

A síntese do peptídeo HSP-1 propargilado ([PAG
1
]HSP-1) foi realizada 

manualmente empregando-se a metodologia de síntese de peptídeos em fase sólida 

(SPFS) via estratégia Fmoc, e após a obtenção da sequência primária desejada (Tabela 

3, p.34) foi realizada a reação de cicloadição azida-acetileto catalisada por cobre 

(CuAAC) na peptidil-resina. Conforme descrito na metodologia, o acompanhamento da 

síntese de [PAG
1
]HSP-1 foi realizado empregando-se o teste de Kaiser (TROLL, 1953) 

para detecção da presença de grupo amino livre do resíduo de aminoácido, o qual foi 

caracterizada pela coloração azulada da resina. A Figura 37, mostra as etapas da reação 

do grupo amino livre com a ninidrina resultando na formação da imina responsável pela 

coloração azulada identificada nos testes de Kaiser. 

 

Figura 37. Reação de ninhidrina para detecção de amina primário (Teste de Kaiser). 

Extraída e adaptada (VERLY, 2010). 
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Dessa forma, ao final de cada etapa de acoplamento e também de desproteção 

do grupo amino (Positivo = indicativo da presença de grupo amino livre; Negativo = 

indicativo da ausência de grupo livre), foram realizados ensaios qualitativos cujos 

resultados estão apresentados na Tabela 4. 

Tabela 4. Dados do acompanhamento da síntese do peptídeo [PAG
1
]HSP-1 

Ordem de 

acoplamento 

Derivado 

aminoácido 
Excesso 

Tempo de 

reação (h) 

   Teste de Kaiser 

    Acoplamento          Desproteção 

1° Fmoc-Gly-OH 4 3 Negativo Positivo 

2° Fmoc-Ala-OH 3 2,5 Negativo Positivo 

3° Fmoc-Ala-OH 3 2,5 Negativo Positivo 

4° Fmoc-Lys(Boc)-OH 3 2,5 Negativo Positivo 

5° Fmoc-Ala-OH 3 2,5 Negativo Positivo 

6° Fmoc-Ile-OH 3 2,5 Negativo Positivo 

7° Fmoc-Ala-OH 3 2,5 Negativo Positivo 

8° Fmoc-Lys(Boc)OH 3 2,5 Negativo Positivo 

9° Fmoc-Ile-OH 3 2,5 Negativo Positivo 

10° Fmoc-Ala-OH 3 2,5 Negativo Positivo 

11° Fmoc-Asp(OtBu)OH 3 2,5 Negativo Positivo 

12° Fmoc-Leu-OH 3 2,5 Negativo Positivo 

13° Fmoc-Ile-OH 3 2,5 Negativo Positivo 

14° Fmoc-Pra-Gly-OH 3 2,5 Negativo ----------- 

 

No primeiro acoplamento do derivado do resíduo de aminoácido, utilizou-se um 

excesso de 4 vezes em mol do aminoácido em relação aos ativadores e um tempo de 

reação superior em relação aos demais acoplamentos, Tais condições foram planejadas 

para garantir maior eficiência no acoplamento do primeiro resíduo de aminoácido ao 

suporte polimérico (resina). Após a adição do último resíduo de aminoácido (Pra-Gly-

OH) uma pequena quantidade de resina (aproximadamente 15 mg) foi separada e o 

peptídeo removido da fase sólida. 

Uma amostra do produto bruto da síntese foi analisada por EM-MALDI-ToF e o 

resultado está apresentado na Figura 38 (p.51) onde é possível observar a presença do 

pico devido a íons [M+H]
+
 de m/z 1348,9 Da, correspondendo ao peptídeo HSP-1 

propargilado protonado.  
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Figura 38. Espectro de Massa (EM-MALDI-ToF) do peptídeo [PAG
1
]HSP-1 bruto. 
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A amostra bruta de [PAG
1
]HSP-1 foi então analisada por cromatografia líquida 

de alta eficiência (CLAE-FR) para verificar a qualidade da síntese. No perfil 

cromatográfico analítico de HSP-1 propargilado (Figura 39, p. 52) observa-se um pico 

proeminente correspondente a um produto com tempo de retenção (tr) de 13,92 minutos, 

o qual foi recolhido e analisado posteriormente por espectrometria de massa e 

confirmou ser referente ao peptídeo [PAG
1
]HSP-1. 
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Figura 39. Perfil de CLAE-FR do peptídeo [PAG
1
]HSP-1 bruto. Amostra injetada (20 

L de amostra a 1 mg.mL
-1

) em coluna analítica C18 Vydac 218TP510 (250 x 4,6 mm) 

equilibrada com solução de TFA a 0,1 %. Eluição: solução de acetonitrila/TFA 0,1 % 

em fluxo de 0,8 mL.min
-1

. A linha tracejada em azul representa a variação da 

concentração de acetonitrila em relação ao tempo em minutos. A absorbância foi 

monitorada em máx de 215 nm. 
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4.2 Síntese dos Glicopeptídeo-Triazóis [Glc-trz-G
14

]HSP-1 e [GlcNAc-trz-G
14

]HSP-

1 via Reação Click 

  

Após a confirmação da obtenção do peptídeo [PAG
14

]HSP-1 por espectrometria 

de massa, foi realizada a glicosilação da peptidil-resina no alcino terminal do resíduo de 

propargilglicina da região N-terminal, para as inserções dos derivados azido acetilados 

de glicose e N-acetilglicosamina. Esta etapa foi testada com dois sistemas catalíticos de 

diferentes fontes de sais de cobre via reação click para obtenção dos glicopeptídeo-

triazóis [Glc-trz-G
14

]HSP-1 e [GlcNAc-trz-G
14

]HSP-1. 

 O primeiro sistema catalítico testado na glicosilação do peptídeo [PAG
1
]HSP-1  

foi o iodeto de cobre (CuI) em diisopropiletilamina (DIPEA), o qual fornece 

diretamente para a reação a espécie catalítica Cu(I) sem a necessidade de agentes 

redutores (TOTOBENAZARA et al., 2015; CARVALHO et al., 2010) . No início da 
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reação a peptidil-resina apresentou coloração amarelada na solução devida à adição dos 

derivados azido acetilados de glicose e N-acetilglicosamina. O acompanhamento dessa 

etapa foi realizado por análises de cromatografia em camada delgada (CCD) com 

diferentes tempos reacionais, afim de monitorar o consumo dos derivados azido na 

reação. A primeira análise, realizada após 2 horas de reação, revelou que não houve 

consumo de açúcar do meio reacional e a peptidil-resina manteve sua coloração 

amarela. Após 4 horas de reação também não foi constatado nenhum consumo 

significativo do derivado azido no meio reacional. Mesmo após 24 horas de reação não 

foi detectado o consumo de derivado azido. Contudo, foi observada a formação de 

pequenos aglomerados no meio reacional de coloração azul escuro junto à peptidil-

resina, podendo estar associada à formação de complexos estáveis de cobre (Cu2I3
-
, 

Cu4I5
-
, Cu5I6

-
 e Cu6I7

- 
) (FREITAS et al., 2011; ARAGÃO et al., 2010). Alguns fatores 

podem justificar a baixa atividade catalítica do iodeto de cobre na reação click, tais 

como, baixa solubilidade em meio aquoso (TORNOE et al., 2002) e à grande facilidade 

de oxidação do Cu(I) a Cu(II) no decorrer da reação (ARAGÃO et al., 2010; KOLB, 

2003). Diante disso, foi empregado outro sistema catalítico na glicosilação do peptídeo 

[PAG
1
]HSP-1 utilizando-se sulfato de cobre penta hidratado (CuSO4.5H2O) na presença 

de ascorbato de sódio como agente redutor, conforme descrito no item 3.1.4, (p.37). 

No início da reação a peptidil-resina também apresentou coloração amarelada 

devido à presença dos derivados azido acetilados de glicose e N-acetilglicosamina no 

meio reacional (Figura 40A, p.54). Após 8 horas de reação foi possível verificar 

qualitativamente o consumo dos derivados azido no meio reacional. Passadas 30 horas, 

foi possível constatar a descoloração completa na peptidil-resina (Figura 40B, p.54), 

possivelmente devido ao consumo elevado dos derivados azido, o que foi confirmado 

pelas análises de CCD que não revelaram presença de açúcares no meio reacional. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



54 

 

 

 

 

Figura 40. Reação de acompanhamento da glicosilação do peptídeo [PAG
1
]HSP-1 

utilizando-se sulfato de cobre penta hidratado (CuSO4.5H2O) na presença de ascorbato 

de sódio como agente redutor. Início da reação click (A) e após 30h de reação (B). 

 

                        

                                     (A)                                                        (B) 

                                                         

Para a confirmação da reação click entre o peptídeo [PAG
1
]HSP-1 e os 

derivados azido acetilado (glicose e N-acetilglicosamina) mediada por sulfato de cobre 

penta hidratado (CuSO4.5H2O) na presença de ascorbato de sódio para obtenção de 

[Glc-trz-G
14

]HSP-1 e [GlcNAc-trz-G
14

]HSP-1 foram realizadas análises de 

cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE-FR) e de espectrometria de massa 

(MALDI-ToF) conforme descritos no item a seguir. 
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4.3 Caracterização e Purificação dos Glicopeptídeos [Glc-trz-G
14

]HSP-1 e 

[GlcNAc-trz-G
14

]HSP-1 

 

Após a etapa de adição dos derivados azido via reação click, a peptidil-resina 

contendo os glicopeptídeos [Glc-trz-G
14

]HSP-1 e [GlcNAc-trz-G
14

]HSP-1 foi 

submetida à etapa de clivagem fornecendo os glicopeptídeo-triazóis brutos, cujas a 

amostras foram posteriormente analisadas por cromatografia liquida de alta eficiência e 

espectrometria de massas. 

Na Figura 41 (p.56), estão apresentados os espectros obtidos por EM-MALDI-

ToF das amostras da síntese de [Glc-trz-G
14

]HSP-1 e [GlcNAc-trz-G
14

]HSP-1. Na 

Figura 41A é possível observar a presença do pico devido ao íon [M+H]
+ 

de m/z 

1721,60 Da para o [Glc-trz-G
14

]HSP-1 acompanhado de seus adutos de sódio e 

potássio. Da mesma forma, na Figura 41B pode-se verificar a presença de um pico 

devido ao íon [M+H]
+ 

1720,47 Da que corresponde ao
 
glicopeptídeo

 
[GlcNAc-trz-

G
14

]HSP-1. É possível também verificar outro íon [M+H]
+
 de massa 1457,91 Da devido 

a um subproduto da síntese ou mesmo contaminante presente na placa de MALDI.  
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Figura 41. Espectros de Massa (EM-MALDI-ToF) dos glicopeptídeo-triazóis 

sintetizados brutos [Glc-trz-G
14

]HSP-1 em (A) e [GlcNAc-trz-G
14

]HSP-1 em (B). 
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 Após a confirmação da obtenção dos glicopeptídeo-triazóis [Glc-trz-G
14

]HSP-1 

e [GlcNAc-trz-G
14

]HSP-1, as amostras brutas foram analisadas por CLAE-FR, afim de 

verificar a qualidade da síntese. Na Figura 42 (p.57), estão apresentados, 

respectivamente, os perfis cromatográficos analíticos de [Glc-trz-G
14

]HSP-1 e 
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[GlcNAc-trz-G
14

]HSP-1, nos quais podem-se notar picos proeminentes correspondentes 

a produtos com o tempo de retenção (tr) de 34,3 minutos para o [Glc-trz-G
14

]HSP-1 

(Figura 42A) e (tr) de 33,1 minutos referente ao [GlcNAc-trz-G
14

]HSP-1 (Figura 42B). 

 

Figura 42. Perfil de CLAE-FR dos glicopeptídeo-triazóis [Glc-trz-G
14

]HSP-1 (A) e 

[GlcNAc-trz-G
14

]HSP-1 (B). Amostra injetada (20 L de amostra bruta a 1 mg.mL
-1

) 

em coluna analítica C18 Vydac 218TP510 (250 x 4,6 mm) equilibrada com solução 

aquosa de TFA a 0,1%. Eluição: solução de Acetonitrila/TFA 0,1% em um fluxo de 0,8 

mL.min
-1

. A linha tracejada em azul representa a variação da concentração de 

acetonitrila em relação ao tempo em minutos. A absorbância foi monitorada em λmáx de 

215 nm.  
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De acordo com as análises cromatográficas, é possível verificar que a reação de 

cicloadição 1,3 dipolar envolvendo o peptídeo HSP-1 propargilado ([PAG
1
]HSP-1) com 

derivados azido acetilados (glicose e N-acetilglicosamina) na presença do sistema 

catalítico Cu(II)/ascorbato de sódio apresentou elevada regiosseletividade, resultando na 

formação exclusiva dos glicopeptídeo-triazóis [Glc-trz-G
14

]HSP-1 e [GlcNAc-trz-

G
14

]HSP-1 não sendo observadas formação significativa de outras glicoformas. 

A alternativa do uso de sais estáveis de Cu(II) em relação as fontes de Cu(I) 

fornece algumas vantagens consideráveis, tais como, a não interferência do oxigênio 

atmosférico, a possibilidade de utilização de solução aquosa no meio reacional, uma vez 

que o sulfato de cobre e o ascorbato de sódio são hidrossolúveis, o agente redutor exerce 

o papel de manter a concentração necessária de Cu(I) in situ ativo na reação, eliminando 

a necessidade de atmosfera inerte e, evitando assim, excesso de Cu(I) no processo. Por 

fim, ao fato de não necessitar aquecimento, o que diminui  a formação de complexos 

estáveis de cobre de difícil remoção (TOTOBENAZARA et al., 2015; CHAN et al., 

2004).  

Após a análise das sínteses dos glicopeptídeo-triazóis, realizou-se a purificação 

por CLAE e os perfis cromatográficos semi-preparativos empregados na purificação de 

[Glc-trz-G
14

]HSP-1 e [GlcNAc-trz-G
14

]HSP-1 estão apresentados na Figura 43 (p.59). 
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Figura 43. Perfil de CLAE-FR dos glicopeptídeo-triazólicos [Glc-trz-G
14

]HSP-1 (A) e 

[GlcNAc-trz-G
14

]HSP-1 (B). Amostra injetada (1 mL de amostra bruta a 1 mg.mL
-1

) em 

coluna semi- preparativa Waters mBondapak
TM

 C18 10 mm 125Å (7,8 X 300 mm) 

equilibrada com solução aquosa de TFA a 0,1%. Eluição: solução de Acetonitrila/TFA 

0,1% em um fluxo de 2,5 mL.min
-1

. A linha tracejada em azul representa a variação da 

concentração de acetonitrila em relação ao tempo em minutos. A absorbância foi 

monitorada em λmáx de 215 nm. 
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Foram coletadas frações dos glicopeptídeo-triazóis referentes aos picos de tempo 

de retenção (tr) 21,0 minutos para o [Glc-trz-G
14

]HSP-1 e tempo de retenção (tr) 20,3 

minutos para o [GlcNAc-trz-G
14

]HSP-1, que foram posteriormente liofilizadas e em 

seguida analisadas por espectrometria de massas. A Figura 44, apresenta as análises por 

espectrometria de massa por ionização electrospray (ESI) dos glicopeptídeo-triazóis 

[Glc-trz-G
14

]HSP-1 (A) e [GlcNAc-trz-G
14

]HSP-1 (B). 

 

Figura 44. Espectro de Massa (ESI) dos glicopeptídeo-triazóis [Glc-trz-G
14

]HSP-1  (A) 

e  [GlcNAc-trz-G
14

]HSP-1 (B) após purificação em CLAE-FR 
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Na Figura 44A (p. 60) é possível observar a presença dos íons [M+H]
+
, 

[M+2H]
2+ 

e [M+3H]
3+ 

característicos do glicopeptídeo [Glc-trz-G
14

]HSP-1 com m/z de 

575,8; 861,5 e 1722,1 respectivamente. Da mesma forma, na Figura 44B (p. 60) pode-

se verificar a presença de m/z 574,6; 860,2 e 1721,9 correspondem dos íons [M+H]
+
, 

[M+2H]
2+ 

e [M+3H]
3+ 

referente ao [GlcNA-trz-G
14

]HSP-1.  

 

4.3 Testes Biológicos 

 

Neste item serão apresentados os resultados dos estudos biológicos comparativos 

para avaliação da atividade bactericida e fungicida entre o peptídeo HSP-1 e os 

glicopeptídeos sintetizados. A amostra do peptídeo HSP-1 foi fornecida por Isabela 

Pereira Gomes (Gomes, 2015), mestranda do Programa de Pós-Graduação em Química 

da Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri-UFVJM. 

As atividades antimicrobianas do peptídeo HSP-1 e dos glicopeptídeo-triazóis 

[Glc-trz-G
14

]HSP-1 e [GlcNAc-trz-G
14

]HSP-1 foram testadas em quatro cepas 

bacterianas e comparadas com o antibiótico cloranfenicol (Sigma-Aldrich
®

) e os 

resultados estão apresentados na Tabela 5.  

 

Tabela 5. Atividade antimicrobiana do peptídeo HSP-1 e dos glicopeptídeo-triazóis 

[Glc-trz-G
14

]HSP-1 e [GlcNAc-trz-G
14

]HSP-1 contra cepas bacterianas ATCC 

 

Micro-

organismo 

 

Gram 

MIC (M)
a
 

HSP-1 
[Glc-trz-G

14
] 

HSP-1 

 

[GlcNAc-trz-G
14

] 

HSP-1 

 

 

Cloranfenicol 

 

Staphylococcus 

aureus ATCC 

29313 
Positivo 188 176 NDA

b
 92,84 

Streptococcus 

agalactiae 
ATCC 13813 

Positivo NDA
b
 NDA

b
 NDA

b
 92,84 

Pseudomonas 

aeruginosa 
ATCC 27853 

Negativo 94 88 85 92,84 

Escherichia coli 
ATCC 25922 

Negativo 188 176 170 92,84 

MIC (M)
a
, concentração mínima de peptídeo e glicopeptídeotriazólico necessária para 

inibição total do crescimento celular, em meio líquido. Estas análises foram realizadas de 

acordo com as recomendações do NCCLS (NCCLS, 2003). 

NDA
b
, atividade não detectada. 
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Os dados experimentais revelaram que no geral as modificações químicas 

realizadas com diferentes derivados azidos acetilados no peptídeo HSP-1 não alteram a 

eficácia do HSP-1 contra agentes bacterianos. Por outro lado, é possível notar uma 

maior atividade antifúngica dos glicopeptídeos conforme comprovado pelos dados 

apresentados na Tabela 6. 

Os testes antifúngicos do peptídeo HSP-1 e dos glicopeptídeo-triazólicos [Glc-

trz-G
14

]HSP-1 e [GlcNAc-trz-G
14

]HSP-1 foram conduzidos em Candida tropicalis 

ATCC
® 

28707, Candida parapsilosis ATCC
®
 22019 e Candida krusei ATCC

® 
34135, 

sendo comparadas com os fármacos antifúngicos anfotericina B Sigma-Aldrich
®

e 5-

Fluorocitosina Sigma-Aldrich
®

. 

 

Tabela 6. Atividade fungicida do peptídeo HSP-1 e dos glicopeptídeo-triazóis [Glc-trz-

G
14

]HSP-1 e [GlcNAc-trz-G
14

]HSP-1 em Candida sp ATCC 

 

Micro-

organismo 

MIC (M)
a
/ MFC

b  

HSP-1 
[Glc-trz-G

14
] 

HSP-1 

 

[GlcNAc-trz-G
14

] 

HSP-1 

 

 

5-Fluorocitosina 
 

 

Anfotericina  

 

Candida 

tropicalis 

ATCC 28707 
113,90 66,27 94,01 27,13 

 

83,63 

Candida 

parapsilosis 
ATCC 22019 

114,10 47,88 63,60 26,75 
 

11,11 

Candida krusei 
ATCC 34135 

116,90 102,3 11,96 85,53 
 

33,92 

MIC
a 

, concentração mínima inibitória. 

MFC
b 

, concentração fungicida mínima. Estas análises foram realizadas de acordo com 

as recomendações do NCCLS (NCCLS, 2002).  

 

Os dados experimentais nos ensaios antifúngicos revelaram que houve uma 

melhor atividade fungicida para os glicopeptídeos [Glc-trz-G
14

]HSP-1 e [GlcNAc-trz-

G
14

]HSP-1 quando comparado ao peptídeo HSP-1. Esse maior potencial antifúngico dos 

glicopeptídeo-triazóis pode estar associado a dois fatores principais, a presença do anel 

triazólico em suas estruturas químicas e a perturbação da membrana celular. Muitos 

estudos descrevem o efeito inibitório que derivados azólicos exercem na biossíntese de 

ergosterol, que é o principal componente da membrana celular dos fungos, causando 

assim uma diminuição do seu crescimento (BEHR, 2003; LUPETTI et al., 2002 

GEORGIEV, 2000). A primeira etapa na síntese de ergosterol é a desmetilação do 
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lanosterol por ação da enzima C-14--desmetilase, um sistema enzimático microssomal 

dependente do citocromo P450. Esta proteína, associada ao retículo endoplasmático é 

codificada pelo gene ERG11 (ou CYP51), prejudicando a síntese do ergosterol na 

membrana plasmática e levando ao acúmulo de C-14--desmetilesteróis. Esse 

metilesteróis não possuem a mesma forma e propriedades físicas que os ergosteróis e 

levam à formação da membrana com propriedades alteradas, que não desempenha as 

funções básicas necessárias ao desenvolvimento do fungo (BERGOLD, 2004;  

GEORGIEV, 2000). 

Outro efeito que pode justificar a maior atividade antifúngica dos derivados 

glicosilados pode estar associado a alterações na permeabilidade da membrana através 

de formação de  poros que causam o extravasamento dos componentes plasmáticos e 

morte celular do fungo (BEHR, 2003; LUPETTI et al., 2002; SANGLARD, 2002; 

GEORGIEV, 2000). Neste sentido, foram propostos estudos comparativos de dicroísmo 

circular (CD), espalhamento de luz dinâmico (DLS), medidas de potencial zeta () e 

extravasamento de carboxifluoresceína entre HSP-1 e os derivados glicosilados [Glc-

trz-G
14

]HSP-1 e [GlcNAc-trz-G
14

]HSP-1 em vesículas fosfolipídicas zwitteriônicas e 

aniônicas.  

 

4.4 Dicroísmo Circular (CD) 

 

Os resultados obtidos do estudo das preferências conformacionais referente ao 

peptídeo HSP-1 e dos glicopeptídeo-triazóis [Glc-trz-G
14

]HSP-1 e [GlcNAc-trz-

G
14

]HSP-1 em vesículas zwitteriônicas de POPC e predominantemente negativas de 

POPC/POPG (3:1) estão apresentados na Figura 45 (p.64). Observa-se que em LUV’s 

de POPC/POPG (0,5 mM) tanto HSP-1 quanto os glicopeptídeos apresentaram maior 

perfil de conformação helicoidal em relação ao perfil dos espectros em LUV’s de POPC 

(0,5 mM).  
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Figura 45. Espectros de dicroísmo circular do peptídeo HSP-1 (38 M) e dos 

glicopeptídeo-triazólicos [Glc-trz-G
14

]HSP-1 (38 M)  e [GlcNAc-trz-G
14

]HSP-1 (38 

M)  em LUV’s POPC (0,5 mM) (A) e LUV’s POPC/POPG (0,5 mM) (B). 
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O teor de helicidade calculado em LUV’s de POPC para o peptídeo HSP-1 (H de 

28 %) apresentou-se muito próximo ao calculado para [Glc-trz-G
14

]HSP-1 (H de 25 %) 

e [GlcNAc-trz-G
14

]HSP-1 (H  de 24 %). Contudo, esses valores de helicidade ainda são 

baixos para caracterizar uma conformação preferencial de hélice. Por outro lado, em 

vesículas aniônicas de POPC/POPG o conteúdo máximo de hélice calculado para o 

peptídeo HSP-1 foi de 78 %, enquanto que os valores de helicidade máxima calculada 

para os glicopeptídeo-triazóis [Glc-trz-G
14

]HSP-1 e [GlcNAc-trz-G
14

]HSP-1 foram de 

68% e  65%, respectivamente.  

 

4.5 Espalhamento de Luz Dinâmico e Potencial Zeta  

 

O espalhamento de luz dinâmico (DLS) é uma técnica amplamente empregada 

para a determinação de distribuição de tamanho de partículas em suspensão 

(MENDOZA et al., 2007). Nessa técnica a amostra é atravessada por um laser e a 

distribuição de tamanho das partículas é relacionada com a intensidade de luz espalhada 

(SOU, 2011; ZETASIZER, 2007; BOHREN, 1983) . Atualmente, medidas de DLS têm 

sido empregadas também em estudos de interação peptídeo-membrana revelando que 
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moléculas de peptídeos ao interagir com vesículas fosfolipídicas unilamelares (LUV’s) 

formam agregados supramoleculares que resultam na alteração de seus volumes (SOU, 

2011; SILVA et al., 2008; ABRUNHOSA et al., 2007) . 

Dessa forma, neste trabalho foram preparadas vesículas fosfolipídicas de POPC 

e POPC/POPG (3/1 mol/mol) de 100 nm para a observação do comportamento do 

diâmetro hidrodinâmico (Dh) das LUV’s frente à adição do peptídeo HSP-1 e de suas 

formas glicosiladas, cujos os resultados estão mostrados na Figura 46. 

 

Figura 46. Diâmetro hidrodinâmico de LUV’s POPC (1 mM) (A) e POPC/POPG (1 

mM) (B) em função da razão molar do peptídeo HSP-1 (1 mM) e dos glicopeptídeo-

triazólicos [Glc-trz-G
14

]HSP-1 (2 mM) e [GlcNAc-trz-G
14

]HSP-1 (2 mM). As linhas 

tracejadas representam o máximo de Dh alcançado pelas LUV’s com adição de HSP-1, 

[Glc-trz-G
14

]HSP-1 e [GlcNAc-trz-G
14

]HSP-1. 
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De uma maneira geral, é possível observar um aumento na variação do diâmetro 

hidrodinâmico (Dh) tanto nas LUV’s de POPC quanto em LUV’s de POPC/POPG 

com a adição do peptídeo HSP-1 e dos glicopeptídeos [Glc-trz-G
14

]HSP-1 e [GlcNAc-

trz-G
14

]HSP-1. Na Figura 46A, nota-se que o aumento no Dh das LUV’s de POPC 

ocorre até uma razão molar peptídeo/fosfolipídeo de aproximadamente 0,2, atingindo 

um Dh máximo de 125 nm, 122 nm e 117 nm após adição de [GlcNAc-trz-G
14

]HSP-1, 

[Glc-trz-G
14

]HSP-1 e HSP-1, respectivamente. Dessa forma, verifica-se que a variação 

do diâmetro hidrodinâmico para vesículas zwitteriônicas de POPC é maior para [Glc-

trz-G
14

]HSP-1 (Dh 15 nm) e [GlcNAc-trz-G
14

]HSP-1 (Dh 16 nm) em relação ao 

peptídeo HSP-1 (Dh 12 nm). Além disso, é importante destacar ainda que até uma 
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razão molar próxima a 0,1 a variação do Dh das vesículas de POPC causada pela adição 

de HSP-1 e dos glicopeptídeos é pequena, porém após esse valor o efeito no diâmetro 

hidrodinâmico das LUV’s torna-se mais significativo. Este comportamento pode estar 

associado ao aumento da concentração de glicopeptídeo na superfície da membrana até 

atingir uma concentração crítica (razão molar ≈ 0,15), a partir da qual as moléculas 

ligam-se uma as outras formando agregados que podem alterar o modo de interação 

com as LUV’s e possibilitando uma maior perturbação na membrana,  

consequentemente, uma aumento mais significativo no Dh das LUV’s (DATHE et al., 

2002;  MATSUZAKI, 1999).  

Pode-se notar também um aumento no Dh devido à adição de HSP-1 e 

glicopeptídeos em vesículas de POPC/POPG (3/1), embora esse mesmo efeito tenha 

sido ligeiramente inferior ao ocorrido em vesículas de POPC. Na Figura 46B (p.65) é 

possível constatar que o máximo de Dh alcançado pelas LUV’s de POPC/POPG ocorre 

próximo à razão molar de 0,2 com adição dos glicopeptídeos (Dh máximo ≈ 122 nm para 

[GlcNAc-trz-G
14

]HSP-1 e Dh máximo ≈ 118 nm para [Glc-trz-G
14

]HSP-1) e 0,25 na 

adição de HSP-1 (Dh máximo de 114 nm). Além disso, é importante destacar que, assim 

como em vesículas zwitteriônicas, o Dh alcançado para LUV’s de POPC/POPG foi 

superior devido ao aumento da concentração de [GlcNAc-trz-G
14

]HSP-1 (Dh ≈ 12 nm) 

e [Glc-trz-G
14

]HSP-1 (Dh ≈14 nm) em comparação com HSP-1 (Dh ≈ 8 nm). 

Contudo, o efeito na variação do diâmetro das LUV’s de POPC/POPG é sensivelmente 

diferente para o peptídeo HSP-1 em comparação com suas formas glicosiladas. 

Enquanto que com a adição de HSP-1 segue-se um aumento linear do Dh até alcançar 

seu valor máximo de 114 nm, na presença dos glicopeptídeos a variação de Dh é 

pequena até uma razão molar próxima a 0,1, tornando-se mais significativa após este 

valor.   

Também foram avaliadas as alterações no potencial zeta das LUV’s de POPC e 

POPC/POPG frente a adição de peptídeo e glicopeptídeos (Figura 47, p.67). Tal 

medida é um indicador útil da carga superficial de partículas e pode ser usado para 

prever e controlar a estabilidade de suspensões e/ou emulsões coloidais, sendo também 

passível de ser empregado para estudos da interação peptídeo/membrana (KASZUBA et 

al., 2010;  WIMLEY, 2010).  
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Figura 47. Valores de Potencial Zeta do peptídeo HSP-1 (1 mM) e dos glicopeptídeo-

triazólicos Glc-trz-G
14

]HSP-1(1 mM) e [GlcNAc-trz-G
14

]HSP-1 (1 mM)  em LUV’s 

POPC (1 mM) (A) e LUV’s POPC/POPG (1 mM) (B). As linhas tracejadas representam 

o máximo do potencial Zeta alcançado pelas LUV’s com adição de HSP-1, [Glc-trz-

G
14

]HSP-1 e [GlcNAc-trz-G
14

]HSP-1. 
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Verifica-se que em ambos os meios biomiméticos ocorre o aumento do potencial 

zeta () após adição de HSP-1, [Glc-trz-G
14

]HSP-1 e [GlcNAc-trz-G
14

]HSP-1, embora a 

variação do potencial Zeta seja maior na presença de HSP-1. Este efeito deve-se às 

interações eletrostáticas entre as cargas positivas dos resíduos de lisina (Lys-7 e Lys-

11), presentes tanto na cadeia peptídica de HSP-1 quanto em suas formas glicosiladas,  

e as cargas negativas de grupamento fosfato presentes nos fosfolipídios 

(ABRUNHOSA, 2007;  SANDERSON, 2005).  

É possível notar que em vesículas zwitteriônicas após uma razão molar próxima 

a 0,3 não há alterações expressivas no potencial zeta com adição de peptídeo ou 

glicopeptídeo, ocasionando uma variação final muito próxima entre HSP-1 

(mVe os glicopeptídeos [GlcNAc-trz-G
14

]HSP-1 (mV) e [Glc-trz-

G
14

]HSP-1 (mV) (Figura 47A). Entretanto, percebe-se um comportamento 

distinto das LUV’s de POPC na presença de HSP-1 em relação aos glicopeptídeos. 

Durante a adição HSP-1 o aumento do potencial zeta ocorre sempre de forma linear até 

a razão molar próxima a 0,3. Por outro lado, a variação do potencial zeta das LUV’s é 

imperceptível devido a adição tanto de [GlcNAc-trz-G
14

]HSP-1 quanto de [Glc-trz-
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G
14

]HSP-1 até uma razão molar de aproximadamente 0,1 ao passo que após este valor o 

aumento do potencial zeta torna-se nitidamente significativo.  

De forma similar, também verifica-se um aumento do Potencial Zeta das LUV’s 

de POPC/POPG com adição de HSP-1 e de glicopeptídeos, embora neste meio atinja 

um patamar em razões molares de aproximadamente 0,25, inferior ao detectado em 

LUV’s de POPC (Figura 47B, p.67).  Novamente, é possível notar uma variação linear 

do potencial zeta das LUV’s POPC/POPG devida à adição do peptídeo HSP-1, 

enquanto em relação aos glicopeptídeos, até a razão molar de ≈ 0,05 a variação é muito 

pequena, após a qual o efeito se torna maior e a adição de glicopeptídeos resulta em 

uma variação acentuada do potencial zeta das vesículas de POPC/POPG. Este 

comportamento pode indicar um possível mecanismo similar a um tipo Self Assembly 

Monalayer-SAM (LUO et al., 2015; LIN et al., 2009), no qual as moléculas de 

glicopeptídeos tendem a auto-associar-se na superfície da membrana, formando 

agregados que levam à formação de poros na bicamada fosfolípidica. Entretanto, a 

variação linear tanto no diâmetro quanto no potencial zeta das LUV’s de POPC/POPG, 

decorrente da adição de HSP-1 (Figura 46B, p.65 e 47B, p.67), pode estar associada a 

uma predominância de interações eletrostáticas do peptídeo com superfície dos 

lipossomas, conforme já foi observado para outros peptídeos como DDK (VERLY et 

al., 2009;  VERLY et al., 2007) e BP100 (FREIRE et al., 2011), os quais interagem 

preferencialmente de forma paralela com as superfícies de membranas fosfolipídicas. 

Esta afirmação é condizente com os resultados obtidos por estudo estruturais de 

ressonância magnética nuclear (PRATES et al., 2004) em meio biomimético, os quais 

mostraram que HSP-1 adota uma conformação -hélice do resíduo 2 a 13 conferindo ao 

peptídeo uma estrutura anfipática, cujo os resíduos de Lys-7 e Lys-11 concentram-se na 

face polar da hélice, o que favoreceria a interação eletrostática com grupos fosfatos dos 

fosfolipídios, acumulando-se na superfície da bicamada similarmente a um mecanismo 

tipo Carpete. Além disso, a maior variação do potencial zeta para o peptídeo HSP-1 

(mVquando comparada aos glicopeptídeos [GlcNAc-trz-G
14

]HSP-1 

(mV) e [Glc-trz-G
14

]HSP-1 (mV) em LUV’s POPC/POPG, demonstram 

para os glicopeptídeo-triazóis a menor interação eletrostática com as vesículas.  
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4.6 Extravasamento de Carboxi Fluoresceína (CF) 

 

A atividade lítica do peptídeo HSP-1 e dos glicopeptídeo-triazóis [Glc-trz-

G
14

]HSP-1 e [GlcNAc-trz-G
14

]HSP-1 foi avaliada também em vesículas fosfolipídicas 

de POPC e POPC/POPG (3/1). Para isto, foram realizadas medidas de extravasamento 

de conteúdo aquoso de LUV’s fosfolipídicas contendo o marcador químico 

carboxifluoresceína (CF), monitoradas pelo aumento da fluorescência decorrente da 

ruptura das membranas fosfolipídicas dos lipossomas (CARLINI et al., 2015;  DOS 

SANTOS et al., 2008). Neste estudo a taxa de extravasamento de CF das vesículas foi 

calculada pelo aumento da emissão de fluorescência em função do tempo, cujos 

resultados estão demonstrados na Figura 48 (p.70) para vesículas de POPC e na Figura 

49 (p.71) para POPC/POPG (3/1 mol/mol).  

Os resultados revelam que a adição de HSP-1, [Glc-trz-G
14

]HSP-1 e [GlcNAc-

trz-G
14

]HSP-1 promove o extravasamento de CF do interior das LUV’s POPC e 

POPC/POPG, comprovando a capacidade de formação de poros tanto na bicamada 

fosfolipídicas de vesículas zwitteriônicas quanto em vesículas aniônicas.  
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Figura 48. Curva da cinética da liberação de CF em LUV’s de POPC (5 mM) com 

adição do peptídeo HSP-1 (400 M) (A) e dos glicopeptídeos [Glc-trz-G
14

]HSP-1 (400 

M) (B) e [GlcNAc-trz-G
14

]HSP-1 (400 M) (C). 
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Figura 49. Curva da cinética da liberação de CF em LUV’s de POPC/POPG (5 mM) 

com adição de diferentes concentrações de HSP-1 (400 M) (A), [Glc-trz-G
14

]HSP-1 

(400 M) (B)  e [GlcNAc-trz-G
14

]HSP-1 (400 M)  (C).  
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A partir desses resultados, foram construídos gráficos da porcentagem de liberação de 

CF em função da razão molar dos peptídeos HSP-1, [Glc-trz-G
14

]HSP-1 e [GlcNAc-trz-

G
14

]HSP-1 em vesículas de POPC e de POPC/POPG, apresentados na Figura 50. 

 

Figura 50. Porcentagem de liberação de CF em função da razão molar do peptídeo 

HSP-1 (400 M), [Glc-trz-G
14

]HSP-1(400 M)  e [GlcNAc-trz-G
14

]HSP-1(400 M)   

em LUV’s de POPC (5 mM) (A) e LUV’s de POPC/POPG (5 mM) (B). 
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Pode-se observar que a liberação de CF induzida por cada espécie (HSP-1, [Glc-

trz-G
14

]HSP-1 e [GlcNAc-trz-G
14

]HSP-1) é maior em vesículas de POPC quando 

comparadas às vesículas POPC/POPG. Estudos de extravasamento de CF para os 

peptídeos Maculatina, Citropina, e Aureína, também em vesículas de POPC e 

POPC/POPG, revelaram que a predominância de interações eletrostáticas peptídeo-

membrana diminui a capacidade lítica do peptídeo em vesículas fosfolipídicas 

(AMBROGGIO et al., 2005). Embora a diferença seja pequena, também é importante 

destacar que a porcentagem de liberação de CF tanto em vesículas de POPC quanto de 

POPC/POPG é maior na presença dos glicopeptídeos em relação à HSP-1. A partir da 

Figura 50A foi possível determinar uma porcentagem de liberação de CF de 74% 

devida à presença de [GlcNAc-trz-G
14

]HSP-1, de 71% para [Glc-trz-G
14

]HSP-1 e de 

65% para o peptídeo HSP-1 em vesículas zwitteriônicas de POPC. A porcentagem de 

liberação de CF em vesículas aniônicas de POPC/POPG (Figura 50B) foi de 59% na 
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presença de [GlcNAc-trz-G
14

]HSP-1, de 57% com adição de [Glc-trz-G
14

]HSP-1 e de 

50% na presença de HSP-1. Verifica-se assim, que glicosilação elevou, ainda que 

sutilmente, a capacidade lítica do peptídeo HSP-1, em acordo com os dados de DLS 

apresentados anteriormente (Figura 46, p.65), os quais revelaram maior perturbação na 

estrutura das LUV’s causada pelas formas glicosiladas em relação a HSP-1. Tal 

comportamento pode ser justificado pela maior inserção das formas glicosiladas na 

bicamada lipídica, o que ocasionaria uma maior desorganização das estruturas dos 

lipossomas, enquanto que HSP-1 apresenta uma interação predominantemente 

eletrostática com a superfície das LUV’s, em acordo com os dados apresentado no 

estudo do potencial zeta (Figura 47, p.67), cuja interação de HSP-1 resulta em uma 

maior alteração na carga superficial das LUV’s  do que os glicopeptídeos [GlcNAc-trz-

G
14

]HSP-1 e [Glc-trz-G
14

]HSP-1.  

O ajuste exponencial dos resultados da cinética de liberação de CF para cada 

experimento permitiu a obtenção das constantes de velocidade de extravasamento, kobs, 

das diferentes concentrações de espécie HSP-1, [Glc-trz-G
14

]HSP-1 e [GlcNAc-trz-

G
14

]HSP-1, conforme demostrados na Figura 51. Todos os estudos definem que o 

aumento da razão molar peptídeo/fosfolipídeo determina um aumento no kobs. 

 

Figura 51. Razão de liberação de CF, Kobs, em função da razão molar de HSP-1 (400 

M), [Glc-trz-G
14

]HSP-1 (400 M)  e [GlcNAc-trz-G
14

]HSP-1 (400 M)  em LUV’s de 

POPC (5 mM)  (A) e LUV’s POPC/POPG (5 mM) (B). 
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Na Figura 51A (p.73) é possível observar uma maior cinética de 

extravasamento causada pelos glicopeptídeos em vesículas zwitteriônicas (ajuste linear 

com maior inclinação), sendo maior para [Glc-trz-G
14

]HSP-1. Entretanto, em vesículas 

aniônicas (Figura 51B, p.73) o peptídeo HSP-1 resultou em uma maior cinética de 

extravasamento de CF, sendo possível observar uma maior inclinação para a curva 

referente ao peptídeo HSP-1 em relação aos glicopeptídeos, os quais apresentaram 

valores de inclinação muito similares nos ajustes lineares. A menor cinética dos 

glicopeptídeos em POPC/POPG, conforme observado nos dados de DLS e potencial 

zeta, deve-se principalmente à necessidade de uma concentração crítica de 

glicopeptídeos, a partir da qual ocorre uma perturbação na integridade das vesículas.   

5. CONCLUSÃO E CONSIDERAÇÕES FINAIS  

 

 A metodologia utilizada neste trabalho para a obtenção dos glicopeptídeos 

combinando síntese de peptídeo em fase sólida (SPFS) via estratégia Fmoc acoplada a 

reações de cicloadição 1,3-dipolar com sistema catalítico a partir do sulfato penta 

hidratado de cobre(II) (CuSO4.5H2O) na presença de ascorbato de sódio como agente 

redutor gerando espécie de Cu(I) in situ revelou ser viável e mostrou-se bastante 

eficiente. Os resultados de espectrometria de massa (MALDI-ToF e ESI) e as análises 

cromatográficas (CLAE-FR) revelaram que a glicosilação do peptídeo [PAG
1
]HSP-1 

com  derivados azido acetilados (glicose e N-acetilglicoseamina) via reação click 

ocorreu com elevada regiosseletividade, resultando na formação quase exclusiva dos 

glicopeptídeos [Glc-trz-G
14

]HSP-1 e [GlcNAc-trz-G
14

]HSP-1 não sendo observadas 

formação significativa de outras glicoformas. 

 Através dos ensaios biológicos, observou-se que as modificações químicas 

realizadas no peptídeo HSP-1 com diferentes derivados azido não alteram de forma 

significativa a eficácia de HSP-1 contra cepas bacterianas  Gram Positivas e Negativas.  

Por outro lado, os ensaios antifúngicos realizados com Candida sp, revelaram que 

houve considerável melhora na atividade fungicida de HSP-1 com a glicosilação, 

podendo o efeito ser atribuído tanto à presença do anel triazólico em suas estruturas 

químicas, que pode estar exercendo um efeito inibitório na biossíntese do ergosterol, 

quanto a uma perturbação na membrana celular diminuindo seu crescimento celular. 
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 Em suma, foi visto que os resultados comparativos do estudo de interação das 

moléculas com membranas de caráter zwitteriônico (POPC) e aniônico (POPC/POPG) 

(3/1) revelaram que o peptídeo HSP-1 causa uma maior variação no potencial zeta e 

menor efeito no tamanho das vesículas, decorrente da predominância de interações 

eletrostáticas. Consequentemente, a capacidade lítica foi menor para HSP-1 em 

comparação aos derivados glicosilados. Contudo, embora os glicopeptídeos também 

apresentem interações eletrostáticas em membranas fosfolipídicas, verifica-se um modo 

de ação distinto de HSP-1, no qual é necessária primeiramente uma concentração crítica 

de moléculas de glicopeptídeos para causar maior alteração na estrutura das LUV’s. 

Como resultado disso, verificou-se uma menor taxa de extravasamento para os 

derivados glicosilados em relação a HSP-1.  
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