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Relatdrio técnico

“Sintese de Peptideos Envolvidos em Atividades Inflamatoria e Nociceptiva e

Investigacio de seus Mecanismos de Intera¢ao”

Resumo do Projeto

Venenos de vespa constituem uma rica fonte de peptideos providos de diferentes atividades de
interesse na busca por novos farmacos mais eficientes, menos sujeitos ao desenvolvimento de
resisténcia, como no caso daquelas com agdo antimicrobiana ou tumoricida, ou ainda que interfiram
de maneira original nas rotas de processos inflamatorios ou nociceptivos. Um exemplo dessa
riqueza esta no veneno da vespa Polybia paulista, onde além dos tradicionais mastoparanos, novos
peptideos ciclizados pela presenca de uma ligagdo dissulfeto foram encontrados. Um deles,
Paulistine I, apresenta bom potencial como modelo para o.desenvolvimento racional de novas
drogas analgésicas e anti-inflamatorias. Entretanto, outro peptideo, Paulistine II, com alto grau de
homologia ainda ndo foi estudado. Neste plano dé pesquisa propomos sintetizar esses peptideos,
assim como seus analogos na forma reduzida, além de 4 outras sequencias sendo, as porgdes
lineares dos respectivos N- e C-terminais /& um andlogo modificado na por¢do intermedidria
ciclizada. Esses peptideos serdo avaliados em imuno-ensaios para caracteriza-los como possiveis
inibidores da enzima COX-2, seletivamente em relacdo a COX-1, e ainda, observando mudancas
estruturais e nas interacdes egletrostaticas da superficie da enzima induzidas pela ligacdo desses
peptideos com a enzima COX-2:"0O objetivo final ¢ avangar no conhecimento das relagdes estrutura-
fungdo importantes para o~ desenvolvimento de peptideos com acdo anti-inflamatéria e anti-

nociceptiva.

RESUMO'DO DESENVOLVIMENTO

1. Sintese dos peptideos Pulistina-1 (Pauli-I), Paulistina-II, Sedulina, Pallipina, Pallipina-III e
Silverina).

* Purificagdo e repurificardo dos peptideos sintéticos através de Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (HPLC).

* Confirmacao das massas moleculares dos peptideos e pureza das amostras provenientes da



cromatografia por Espectrometria de Massas ESI-MS/MS.

2. Experimentos de dicroismo circular para caracterizacao estrutural de peptideos em tampao (pH
7,4) e em ambientes anisotropicos, solucdo de trifluoroetanol 40% e solucdo de dodecil sulfato de
sodio 8mM (suspensdo de micelas anidnicas)

3. Experimentos de medida de potencial zeta na presenca de vesiculas zwitterionicas
(fosfatidilcolina) e anidnica (fosfatidilcolina 70%, fosfatidilserina 30%) e determinacdo de efeitos

de variag@o de tamanho dessas vesiculas por espalhamento de luz (DLS) nas mesmas vesiculas.

1. Introducio

Venenos de vespa sdo compostos por uma mistura complexa de aminoacidos livres, aminas
e uma série de peptideos policatidnicos e proteinas. Os peptideos tepresentam cerca de 70% da
massa seca dos venenos de vespas sociais. A maioria apresenta, cadeias lineares, tem carater
catidnico e assumem estruturas anfipaticas e predominantemente“helicoidais. Em geral, esses
peptideos causam lise das células, hemdlise, antibiose, contragdo.de musculos lisos e quimiotaxia.
Podem ainda promover a liberagdo de conteudos de mastdcitos, leucdcitos e plaquetas através de
interagcdes com receptores da proteina G nas membtranas plasmaticas dessas células (Gomes et al.,
2014; Arcuri et al., 2016).

No veneno da vespa Polybia. paulista foi recentemente encontrado um peptideo,
denominado Paulistina-I, com uma estrutura incomum, com 21 residuos na sequéncia e uma Unica
ligagdo dissulfeto intramolecular.~Esse peptideo foi caracterizado fisico-quimicamente, biologica e
estruturalmente (Gomes et. al;; 2014). Nao apresenta atividade antimicrobiana, nem causa hemolise
ou degranulacdo de mastocitos, mas exibe alta quimiotaxia em relacdo a leucdcitos
polimorfonucleados,.indicando que provavelmente esses peptideos seja capaz de interagir com
receptores de'membrana do tipo proteinas-G responsaveis pela ativagdo da quimitotaxia e sugerindo
seu envolvimento .€m processos inflamatorios. Bioensaios mostraram que Paulistina-1 causa
hiperalgesia“por interagir com receptores dos mediadores lipidicos envolvidos nos processos da
ciclooxigenase tipo II (Gomes et al., 2014).

No mesmo veneno outro peptideo de alta homologia com este foi encontrado e denominado
Paulistina-II e ainda bem pouco estudado. Adicionalmente, Baptista-Saidemberg et al. (2011)
pesquisaram via analise peptidomica o veneno da vespa Agelaia pallipes pallipes, uma das mais
agressivas, e encontraram 8§ fragdes que correspondem a peptideos com propriedades inflamatdrias,

entre eles a Pallipina-IIl. Assim como a Pallipina-I e —II apresentam uma tnica ligagao dissulfeto,



uma caracteristica raramente encontrada dentre os peptideos de venenos de vespas sociais. Esse tipo
de estrutura ¢ considerado biologicamente relevante em outras fontes. Pallipina-III ndo ¢ hemolitica
e nem degranuladora de mastdcitos, mas ndo apresenta quimiotaxia. Além disso a Pallipina—III
apresentou resultado negativo tanto para hipernocicep¢ao quanto edema nas doses testadas (10, 30 e
50 ug/50 pL), mas na avaliagdo de efeito analgésico utilizando o estimulo algogénico (carragenina),
a Pallipina-III apresenta efeito analgésico, revertendo o efeito nociceptivo da carragenina e
bloqueando o edema induzido pela carragenina. Adicionalmente, a Pallipina-IIl inibe
significativamente a secre¢do de insulina das ilhotas pancredticas. Anteriormente as Pallipinas
(Baptista-Saidemberg et al., 2011) e as Paulistinas (Gomes et al., 2014), hé outras duas;-a Pallipina
(Costa, 1996) e a Silverina (Dohtsu et al., 1993). A Pallipina também ndao ¢ hemolitica, mas
apresenta atividade secretora de serotonina semelhantemente a Silverina. Sua caracteristica mais
interessante ¢ a intensa liberagdo de histamina de mastdcitos sem causar hemolise, o que a distingue
dos peptideos mastoparanos, caracteristicos dos venenos de vespas(Dohtsu et al., 1993). Assim
como a Pallipina-III, a Silverina também causa inibicdo da secrecdo de insulina pelas células 3
pancreaticas (Corsi 2001). Além desses peptideos, mais um a Sedulina (Palma, M. S., dados ndo
publicados) foi encontrada na vespa Protopolybia sédula.

Nesse conjunto de peptideos ha limitada existéncia de estudos sobre eles e as diferencas até
agora encontradas entre as respectivas atividades bioldgicas, mas principalmente o possivel
envolvimento em mecanismos de dor e inflamacdo, fez com que o grupo envolvido considerasse
significante o estudo comparativodessas sequencias (Gomes et al., 2014) e o futuro envolvimento

de outros estudantes.

2. Materiais e Métodos

2.1 Sintese automatica de peptideos em fase solida

Os peptideos foram sintetizados em um sintetizador automatico, modelo Prelude (PROTEIN
TECHNOLOGIES INC., USA), através do método de sintese em fase solida (Merrifield, 1986),
utilizando-se N-9-fluorenilmetoxicarbonil, também conhecido como estratégia Fmoc. Para isso
utilizamos 100 mg de resina NovaSyn TGR, com grau de substitui¢do de 0,2 mmol e/g. Em cada
ciclo da sintese adicionou-se Fmoc-aminoacido-OH (Novabiochem), contendo N-
Hidroxibenzotriazol hidratado (HOBt.H>O) (Novabiochem) e N-Metilmorfolina (NMM, Aldrich)
como agentes ativadores dos aminoacidos e Hexafluorofosfato benzotriazol-1-il-oxi-tris-pirrolidino-

fosfato (PyBOP, Novabiochem) como agente acoplante, mantendo-se por 30 min. Apds cada ciclo
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de acoplamento foram realizadas cinco lavagens da resina com N-N-Dimetilformamida (DMF,
SIGMA) e em seguida realizada a desprotecao utilizando Piperidina (SIGMA) 30% (v/v) em DMF.
Todas as reacdes foram realizadas sob agitacdo mecanica em capela de seguranga. Apds a
acoplagem do ultimo resido de aminoacido, a resina foi lavada com metanol (MALLINCKRODT) e
seca em liofilizador. Apds a secagem, foi feita a clivagem entre o peptideo e a resina utilizando-se
uma solugdo de 4cido trifluoroacético (TFA) 82,5% (v/v) (MALLINCKRODT), Anisol 5% (v/v)
(SIGMA), Etanoditiol 2,5% (v/v) (ALDRICH), Fenol 5% (m/v) e agua ultrapura 5% (v/v), sob
agitacdo mecanica durante 2 horas. Esta solugdo de TFA-Anisol-Etanoditiol-Fenol-Peptideo foi
filtrada para retirada da resina e centrifugada sob refrigeragdo por 15 minutos a 3000 rpm na
presenca de éter etilico para promover a sedimentacdao do peptideo e uma primeira etapa de retirada
de solventes e subprodutos da sintese. O material sedimentado foi re=suspenso em agua bidestilada
e ultrapura e entdo purificado via cromatografia liquida. Foi utilizado o grupo Tritil na sintese dos
peptideos ciclicos em sua forma oxidada (com a ponte de dissulfeto) .conforme Gomes et al., 2014.
Os peptideos com as pontes dissulfeto foram obtidos por oxidagdo ao ar dos residuos de cisteina
(Albericio et al., 2004). O controle de qualidade foi feito através de espectrometria de massas ESI-

MS.

2.2 Cromatografia liquida de alta performance (HPLC)

A purificagdo dos peptideos provenientes da sintese foi feita através de cromatografia
liquida de alta performance sob fase reversa (RP-HPLC, Reversed-phase High Performance Liquid
Chromatrography) utilizando um sistema de HPLC Shimadzu modelo LC-10AD, equipado com
detector de luz ultravioleta. dotipo arranjo de diodos modelo SPD-10A, constituido por duas
bombas LC-10AD (bombas A e B), com injetor Rheodyne modelo 77251 com “loop” de 0,5 mL,
um sistema controlador Shimadzu (modelo CBM-10A) e coluna semi-preparativa Shimpack C-18
PREP-0DS(K) 50x250 mm (SHIMADZU). Para a fase movel, foram utilizados dois solventes: A4,
agua, contendo 0,05 % TFA v/v e B, acetonitrila 100% (MALLINCKRODT) contendo 0,05 % TFA
v/v..O fluxo do solvente para todos os peptideos foi de 1 mL/min. Para cada peptideo foi utilizada
uma eluicdo isocratica especifica, em diferentes concentragdes de acetonitrila (solvente B). Todas as
fragoes obtidas nos cromatogramas foram coletadas e analisadas por espectrometria de massas. A
fragdo correspondente ao peptideo sintético foi coletada e parcialmente evaporada em equipamento

Rotavapor, sendo entdo distribuidas em tubos Falcon de 50 mL, congeladas e liofolizadas até quase



completa secagem. O material restante foi transferido para frascos Eppendorf, e secos em Speed-

vac.

2.3. Espectrometria de massas ESI

A obtengdo dos espectros de massas foi realizada em um Espectrometro de Massas_com
fonte ESI, do tipo “lon Trap-Time of fly” (IT-ToF, SHIMADZU) O software LCMS solution
(SHIMADZU) foi utilizado para controle de aquisi¢do e analise de dados. Durante todos os
experimentos a temperatura do CDL e da interface foi mantida a 250°C, a voltagem na agulha a 4.5
kV e a voltagem no cone a 3.5V. O fluxo de gas secante (nitrogénio) foi de 5 L/min."e-o fluxo de
gas nebulizador (nitrogénio) de 1.5 L/min. A detec¢do no espectrometro de massas foi realizada
com varreduras feitas no intervalo de m/z 50 a 2000, com uma resolucdo de aproximadamente
15000. O sistema de aquisi¢ao de dados foi operado em modo“pesitivo eontinuo, por cerca de 2

minutos.

2.4. Espectroscopia de dicroismo circular (CD)

Espectros de CD foram coletados no intervalo de comprimento de onda de 190 a 260 nm,
usando um espectropolarimetro Jasco-815 (Tokyo, Japan), a 25°C, utilizando cubetas de quartzo de
0,5 cm de caminho Optico e tomando-se 10 acumulagdes. A elipticidade observada, 6 (mdeg), apos
corrigida em funcdo da dilui¢do, quando necessario, foi descontada da respectiva linha de base.
Esses dados foram convertidos para elipticidade molar média por residuo, [®], usando a relagao

100-6

8] (deg cm2/dmol) =
[6] (deg / ) I -¢-n onde/é o caminho optico em cm, ¢ ¢ a concentragao de peptideo

em mM e 1 ¢ o nimero de ligagdes peptidicas possiveis. Os espectros foram obtidos para os
peptideos, na presenga de tampao, de solugdo aquosa de 2,2,2 trifluoretanol 40% e de solugdo

micelar de dodecil sulfato de s6dio 8 mM.

2.5 Preparacgdo de vesiculas unilamelares grandes (LUVs)

Filmes finos de fosfolipideos na composi¢dao desejada foram obtidos a partir de aliquotas da
das respectivas solugdes estoque em cloroférmio por evaporacao do solvente sob fluxo de N> em
tubos de vidro de fundo arredondado seguida de secagem sob vacuo por no minimo 3 h. Os filmes

foram hidratados pela adicdo do tampao HEPES 10 mM, pH 7,4, contendo 150 mM NaF em



temperatura ambiente. Apds a hidratag@o a suspensdo ¢ homogeneizada em vortex durante cerca de
3 minutos. Para a obtencao de LUVs, a suspensao ¢ submetida a extrusao através de membranas de
policarbonato (6 vezes em membranas de 400 nm e 11 vezes em membranas de 100 nm) em mini-
extrusor AVANTI. A concentracdo de fosfolipideos ¢ determinada pela pesagem cuidadosa dos
fosfolipideos e das solucdes; o tamanho das vesiculas ¢ controlado por medidas no equipamento

ZetaSizer NanoZS (Malvern Instruments, Malvern, Worcestershire, UK).

Foram usados os fosfolipidios: palmitoil-oleoil-fosfatidilcolina (PC) e palmiteil-oleoil-
fosfatidilserina (PS) fornecidos pela AvantiLipids (Alabaster, AL), nas seguintes relacoes molares:

100% PC, e PC/PS 70:30.

2.6 Preparacgdo das solugoes de peptideos

Massas conhecidas de cada peptideo foram diluidas em agua ultra-pura na razdo de 1
mg/mL, homogeneizadas em vortex, fracionadas e mantidas congeladas até o momento de realizar

cada experimento.

2.7 Potencial zeta e determinagdo de tamanho.dewesiculas (DLS)

Potencial zeta de vesiculas foi determinado na auséncia ({p) e na presenca de concentragdes
crescentes dos peptideos em estudo, utilizando o equipamento ZetaSizer Nano ZS (Malvern
Instruments, Malvern, Worcestershire, UK), em uma cela de polipropileno especifica. A adsor¢ao
dos peptideos as vesiculas:altera sua densidade de carga e conseqiientemente o potencial zeta,
sinalizando se a ligagdo ocorre. O potencial zeta foi calculado através da mobilidade eletroforética,
Vg, de acordo com a equagdo de Helmholtz-Smoluchowski: = nve/ €go, onde 1 € a viscosidade da
fase aquosa, € ¢ a permissividade do vacuo e €=78 ¢ a constante dielétrica da agua. Os valores de
viscosidade e indice de refracdo da dgua sao 0,8872 cP e 1,33, respectivamente (Dos Santos Cabrera

et al.; 2009).

O tamanho médio das vesiculas na auséncia e na presenca dos peptideos serd determinado
por espalhamento de luz usando uma fonte de luz laser He-Ne (633 nm), operando a um angulo de

espalhamento de 173°, no mesmo equipamento.



3. Resultados e Discussiao
3.1. Sintese, purificagcdo e controle de qualidade dos peptideos

Os peptideos obtidos a partir da sintese foram purificados conforme mostram os
cromatogramas (Figura 2). A Tabela 2 resume as caracteristicas principais de cada peptideo, dentre
elas os tempos de retencgdo indicados pelos picos principais desses cromatogramas. Essas condigdes
de purificagdo foram repetidas para a amostra sintética até obtencdo de uma quantidade de¢ amostra

suficiente para a realizacdo das analises propostas neste projeto e para sua continuidade.
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C) Sedulina

D) Pallipina

E) Pallipina-III
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F) Silverina mV

400-] E
300-]
2004
100-]
1 - |
] Sl
o]
7 T T T T [ T T T T 1 T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T [ T T T T ] T T T T [ T T T
0.0 25 5.0 75 10.0 125 15.0 175 200 25 250

Figura 2. Perfil cromatografico sob fase reversa dos peptideos A) Paulistina-I; B)-Paulistina-II; C)
Sedulina; D) Pallipina; E) Pallipina-III; F) Silverina nas condigdes isocraticas de acetonitrila 5%
v/v, contendo TFA 0,1% v/v, exceto para Pallipina-III onde a concentragdo de acetonitrila ¢ de

15%. Fluxo de 1 mL/min.

Apdés o término da purificacdo de todos ‘0s peptideos, foram feitas as andlises de
espectrometria de massas. Esses experimentos-foram realizados tanto para a confirmacido das
massas corretas, quanto para verificagdo da pureza de cada amostra apos a cromatografia (Figura 3).
Os ions observados estdo assinalados em cada espectro, em geral aqueles com valores de m/z
([M+2H]*"), (IM+3H]*") e ([M+4H]*")»A Tabela 2 mostra as massas monoisotdpicas calculadas
observadas em comparagdo as.massas experimentais e o grau de pureza dos peptideos sintetizados.
Os desvios nos valores de massas experimentais e calculadas sdo inferiores a 1 u.m.a, sendo que
essas pequenas diferencas decimais s3o referentes ao erro experimental e resolucdo do
equipamento,-0s-quais se encontram dentro das condigdes analiticas permitidas. Esses resultados
mostram que os peptideos obtidos foram corretamente sintetizados e estdo adequados a

continuidade dos experimentos.
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Figura 3. Espectros de massa ESI-MS, no modo positivo, dos peptideos A) Paulistina-I; B)
Paulistina-I1; ‘€) Sedulina; D) Pallipina; E) Pallipina-III; F) Silverina ap6s a purificacdo por HPLC.
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Tabela 2. Caracteristicas fisico-quimicas dos peptideos deste estudo. Numero de residuos nas
sequencias (aa), % pureza, carga liquida (Q) em pH 7.5, hidrofobicidade média (<H>) calculado de

acordo com Eisenberg et al. (1984).

Peptideos aa Pureza Q <H>

Pauli-I 21 99,334 +4 -0,170
Pauli-II 22 99,473 +5 -0,161
Palli 20 98,242 +4,5 -0,107
Palli-III 22 98,120 +8,5 -0,277

Silver 22 98,036 +4 -0,177

3.2 Investigagdo da estrutura secunddria

Para determinar a formacdo de estruturas secundarias induzidas pela presenca de ambientes
miméticos de membranas e indiretamente conhecer a afinidade dos peptideos as bicamadas
fosfolipidicas, espectros de dicroismo circular foram obtidos em solucdo aquosa, na presenga de
solucao de TFE (40%) e de SDS (8§ mM).

Apesar da existéncia da ponte dissulfeto, os espectros em agua dos peptideos Paulistina-I,
Paulistina-II, Pallipina e Pallipina-Ill sdo compativeis com a predominancia de estruturas aleatorias,
com minimos ao redor de 200 nm (Figura 4A a D), enquanto os espectros de Sedulina e Silverina
apresentam um minimo principal ao redor de 205-208 nm e um minimo secundario ao redor de 222
nm, sugerindo. qué mesmo em ambiente aquoso exista alguma contribuicdo de estruturas
helicoidais. Na-presenca de TFE, um indutor de estruturas secundarias, todos os espectros
apresentam-as caracteristicas contribui¢des das estruturas helicoidais em maior ou menor grau,
exibindo ' minimos ao redor de 208 e 222 nm, sendo que o grau de estruturacdo decresce na seguinte
ordem: “Silverina>Sedulina>Pallipina-III>Paulistina-I=Paulistina-II>Pallipina  (considerando a
elipticidade molar em 222 nm). Este ultimo espectro sugere a que contribui¢do de voltas deva ser
importante. Na presenca de micelas anidonicas de SDS, ocorre maior indug¢do de estruturas
helicoidais apenas para as Paulistinas, indicando que para esses peptideos seja maior a importancia

das interacoes eletrostaticas. Entretanto, no caso da Paulistina-I esse resultado ndo concorda com
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aqueles anteriormente obtidos (Gomes et al., 2014). Para os demais peptideos, a presenca de SDS

induz estruturagao menor ou igual que TFE.
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Figura 4. Espectros de CD dos peptideos na concentracao de 20 uM, em agua, em TFE (40% e em
SDS (8 mM), a 25°C. A) Paulistina-I; B) Paulistina-II; C) Pallipina; D) Pallipina-III; E) Sedulina;

F) Silverina. Nenhuma suavizacao foi aplicada.
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3.3 Investigagdo da intera¢do com modelos de membrana

A Figura 5 apresenta a variagdo de tamanho das vesiculas em funcao da concentragdo dos
peptideos (eixo y, a direita, simbolos abertos), nas mesmas amostras em que a seguir se determinou
a variacao de potencial zeta. Nenhum dos peptideos causou variagdes significativas de tamanho nas
LUVs de PC ou PCPS, nas condigdes destes experimentos, exceto a Pallipina-III. Esse peptideo € o
de maior cationicidade e esse efeito de aumento de tamanho pode ser atribuido a formagdo de um
agregado de vesiculas, recrutadas para promover a neutralizagdo da alta densidade’de carga da
Pallipina-IIl. As mesmas figuras mostram também a variacdo do potencial zeta induzido pela
ligacdo dos peptideos a superficie das LUVs. Todos os peptideos causam diminuicao do potencial
eletrocinético inicial (o) com o aumento da concentragdo, tanto em vesiculas PC ¢omo em PCPS.
Nas vesiculas zwitterionicas a variagdo de potencial zeta ¢ significativamente menor que nas
anionicas, provavelmente indicando uma limitada interacdo~com essas vesiculas PC. Como
potenciais zeta dependem apenas do numero de moléculas de peptideo carregadas que se ligam a
superficie externa da bicamada, esses resultados indicam quecos peptideos apresentam maior
afinidade pela vesicula PCPS. Em geral, os seis peptideos.apreésentam interagdes bastante similares
entre si com os dois tipos de vesiculas considerados. Hd'uma reducdo de potencial zeta de 8 a 12
mV entre aquele que menos se liga as vesiculas PCPS, a Sedulina, e os que mais particionam,
Paulistina-I1 e Silverina. Em todos os casos a variacdo ¢ mais acentuada até 4 uM tendendo, a

seguir, a um platd que indica saturacdo das vesiculas.
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Figura 5. Determinag¢des de potencial zeta em 100 uM LUVs PC e PCPS, obtidas com
concentracgdes crescentes dos peptideos, apds 15 minutos de repouso para estabilizacdo (simbolos
cheios), pH 7,4, a 25°C. As mesmas amostras foram avaliadas quanto ao tamanho (simbolos
abertos). O potencial zeta das'LUVs 'na auséncia de peptideo ({p) € de aproximadamente -1,6+0,4
mV em PC e -27,6+0,8 para PCPS e o tamanho ¢ de aproximadamente 150 nm para ambas
composi¢des. A) Paulistina-I; B) Paulistina-II; C) Sedulina; D) Pallipina; E) Pallipina-III; F)

Silverina.

4. Comentarios finais
Este projeto propOs primeiramente contribuir para novas qualificacdes da bolsista em
relagdo a sintese de peptideos, como destaca este relatorio. Além disso, propds estudar peptideos
com atividade inflamatdria e/ou nociceptiva, o que ocorreu parcialmente. As dificuldades iniciais
com as sinteses e caracterizacdes, € a demora nas purificagdes atrasou a execu¢do dos testes
envolvendo a proteina COX. Esta etapa completada permitira avaliar melhor os resultados a serem
obtidos nos testes envolvendo a proteina COX, gragas ao melhor entendimento da influencia das

interagdes eletrostaticas. A grande vantagem trazida pela ciclizagdo em relacdo a degradacdo
18



proteolitica, reorientou o estudo priorizando a sintese e caracterizagdo dos peptideos ciclicos,
enquanto a obtengdo futura dos analogos lineares fica facilitada em termos de sintese (apenas mais

uma etapa a partir dos estoques existentes).
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