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RESUMO

Os peptideos antitumorais tém se mostrado promissores em estudos com células
cancerigenas, como ativos principais ou aliados a terapias tradicionais. Estudos com a LyeTx
I-b, peptideo derivado da pegonha da aranha Lycosa erythrognatha, mostraram atividade
contra o glioblastoma e células derivadas do cancer de mama triplo negativo. Entretanto, ha
de se considerar a inviabilidade da obtencado do peptideo nativo apenas por purificagdo da
peconha animal (baixo rendimento e morosidade do processo de purificagao). Nesse contexto,
a estratégia de sintese proporciona a obtencdo de maiores quantidades de peptideo. Contudo,
devido ao incremento de complexidade e de custos associado ao aumento do numero de
aminoacidos e das respectivas etapas de acoplamento, este trabalho propde a sintese,
purificacado e caracterizagdo de duas novas sequéncias peptidicas menores, baseadas na
LyeTx I-b e que apresentaram capacidade de atividade tumoral a partir de preditores. O estudo
sucedeu-se via estratégia Fmoc de sintese em fase sélida dos peptideos, que foram entéo
purificados por meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia e caracterizados por
espectrometria de massas, obtendo-se ao final as sequéncias desejadas.

Palavras-chave: Peptideos antitumorais, LyeTx I-b, Sintese em fase sélida, Estratégia Fmoc.
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TABELA DE SIMBOLOS E MASSAS MOLARES DOS AMINOACIDOS PROTEGIDOS
COM O GRUPO FMOC

Residuo de Simbol | Simbolo de trés Massa Molar AA + Fmoc
aminoacido (o) letras (mg/mmol)

Acido Aspartico D Asp 411,5
Acido Glutamico E Glu 4435
Alanina A Ala 311,3
Arginina R Arg 648,8
Asparagina N Asp 596,7
Cisteina C Cys 585,7
Fenilalanina F Phe 387,4
Glicina G Gly 297,3
Glutamina Q Gln 610,7
Histidina H His 619,7
Isoleucina I lle 353,4
Leucina L Leu 353,4
Lisina K Lys 468,5
Metionina M Met 371,5
Prolina P Pro 337,4
Serina S Ser 383,4
Tirosina Y Tyr 459.6
Treonina T Thr 397.,5
Triptofano w Trp 526,6
Valina V Val 3394




ESTRUTURA DOS VINTE AMINOACIDOS ESSENCIAIS
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LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

ACN acetonitrila

CLAE cromatografia liquida de alta eficiéncia

DCM diclorometano

DIC N,N’- diisopropilcarbodiimida

DMF N, N-dimetilformamida

EM espectrometria de massas

Fmoc 9-fluorenilmetoxicarbonila

HOBt 1-hidroxibenzotriazol

IPA Alcool isopropilico, nome usual propan-2-ol

MALDI dessorgaol/ionizagdo de matriz assistida por laser, do inglés matrix

assisted laser dessorption/ionization

m/z razdo entre a massa e a carga

PAT Peptideo antitumoral

PEP1 Peptideo 1

PEP2 Peptideo 2

PIPE 4-metil-piperidina

SPFS sintese de peptideos em fase solida
TFA acido trifluoroacético

TIS tri-isopropilsilano

TOF tempo de vbo, do inglés time of flight
LyeTx I-b Lycosa erythrognatha Toxina I-b
CMTN Cancér de mama triplo negativo
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1 INTRODUGAO

1.1 CANCER NO BRASIL

O Instituto Nacional do Cancer (INCA) estima, para o triénio de 2026 a 2028,
cerca de 781 mil novos casos de cancer por ano no pais, consolidando-se como uma
das principais causas de morbidade no Brasil. Entre homens, estima-se que os
tumores mais incidentes serdo os de prostata (30,5%), colon e reto (10,3%), pulméo
(7,3%), estbmago (5,4%) e cavidade oral (4,8%), enquanto, entre as mulheres,
destacam-se os de mama (30,0%), colon e reto (10,5%), colo do utero (7,4%), pulmao
(6,4%) e glandula tireoide (5,1%). O cancer de pele ndo melanoma permanece como
0 mais frequente em ambos 0s sexos, mas € divulgado separadamente, em razéo de

sua elevada incidéncia e baixa letalidade (INCA, 2026).

As terapias convencionais se baseiam em cirurgia, radioterapia, quimioterapia
e terapia hormonal, embora tenham sido observados avangos no desenvolvimento de
outros tipos de tratamentos como imunoterapia e terapia génica. Ainda assim, as
terapias classicas sdo as mais usadas dada a maior acessibilidade de custos para a
maior parte da polugdo. Nao obstante, essas apresentam limitagbes como
complicagdes pds-tratamento, maior risco de metastase pds cirurgia, risco de residuos
de células cancerigenas, danos ao DNA, resisténcia aos tratamentos e medicamentos,
0 que tem levado a procura por métodos alternativos de tratamentos, que podem

inclusive ser usados em conjunto com os métodos tradicionais (Zafar, 2025).
1.2 METODOS ALTERNATIVOS DE TRATAMENTO

Na procura por métodos alternativos de tratamentos para o cancer, ABDEL-
SALAM et al (2019) e AVELAR JUNIOR et al (2022) demonstraram a utilizagdo do
peptideo LyeTx I-b (sequéncia: cHsCcO-IWLTALKFLGKNLGKLAKQQLAKL-NH.),
primeiramente apresentado em estudo de REIS et al (2018) e derivado do peptideo
LyeTx | da pegonha da Lycosa erythrognatha, contra as células de glioblastomas e
contra o cancer de mama triplo negativo (CMTN), em testes in vitro. Os testes

demonstraram que o peptideo isolado induziu a necroptose em células derivadas do
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glioblastoma e, em combinagdo com a cisplatina, houve a inducado da autofagia em
células derivadas do CMTN. Também, nos estudos com células derivadas do
glioblastoma, o peptideo apresentou interagdo forte com a membrana das células,

formando estruturas que se parecem poros.

Os peptideos de cadeia longa e derivados de sequéncias isoladas de animais,
como a LyeTX I-b apresentam, entretanto, dificuldades na sintese, representando
inclusive incremento de custos associados ao aumento no numero de aminoacidos e
etapas de acoplamento, além da maior dificuldade de acoplamento para certos
residuos de aminoacidos. Em algumas outras situagdes, como no caso e sequéncias
contendo residuos de cisteina, a possibilidade de formacao de ligacdes dissulfeto
trazem complicagdes como reproducgao fiel da estrutura tridimensional. Ademais,
cadeias longas e volumosas apresentam baixa permeabilidade nas membranas
celulares, limitando a capacidade de interacdo com o interior das células tumorais,
onde muitos alvos terapéuticos se encontram. Assim, € de interesse a busca por
peptideos pequenos, derivados de toxinas animais, e que possuam a capacidade de

penetrar em células tumorais e agir de forma seletiva (Yang et al, 2025).

Em razdo das dificuldades e dos altos custos associados ao aumento do
namero de aminoacidos e das etapas de acoplamento, foram propostas duas
sequéncias peptidicas de cadeia curta, com o intuito de avaliar suas atividades

antitumorais e contribuir com estudos biolégicos.
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2 OBJETIVO

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Obter dois peptideos sintéticos de cadeia curta com potencial antitumoral para

0 uso em estudos bioldgicos.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar a sintese quimica dos peptideos por meio da sintese de
peptideos em fase solida (SPFS) via estratégia Fmoc;

e Purificar os peptideos propostos via cromatografia liquida de alta
eficiéncia;

o Validar as sequéncias por meio de caracterizagao por espectrometria de
massa MALDI-TOF.
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3 REFERENCIAIS TEORICOS

3.1 PEPTIDEOS ANTITUMORAIS

Os peptideos antitumorais (PAT) s&o peptideos curtos, compostos por 10 a 60
aminoacidos, geralmente catidnicos e ricos em K (lisina) e R (arginina), caracteristica
importante para a seletividade e atividade biolégica contra células tumorais
(normalmente mais anibnicas que as células n&o tumorais, em virtude da maior
quantidade de glicoproteinas e fosfatidilserina expostas), e que conseguem inibir a
proliferacdo, migragcdo de células tumorais e a formacdo de vasos sanguineos
tumorais, e que possuem menor probabilidade de causar resisténcia a medicamentos.
Além disso, com a estratégia de sintese em fase sélida de peptideos, os PATs
possuem um menor custo de producao e podem ser facilmente modificados (Xie et al,
2020).

Os PATs possuem diferentes mecanismos de acdo, podendo causar a
fragmentagdo da membrana celular ou apoptose pela despolarizagdo da membrana,
afetando a pressdo osmatica da célula tumoral. Pode ocorrer a morte celular pela
ocorréncia de danos a membrana celular e vazamento do citoplasma, denominado
necroptose. Ha também estudos que ja identificaram peptideos capazes de inibir a
angiogénese tumoral, isso é, o crescimento de novos vasos sanguineos, que
promovem o crescimento de tumores e a metastase. Ademais, foram identificados
peptideos capazes de regular a imunidade do sistema, aumentando o numero de
linfécitos capazes de penetrar nas células cancerigenas e impedir seu crescimento
(Xie et al, 2020).

Estudos com PATs tém se mostrado muito promissores, com variados
peptideos ja em fase de testes clinicos, com diferentes tipos de tumores como alvo,
como a Aplidina (Figura 3-1), que ja foi testada em testes clinicos de fase Il contra
carcinoma medular de tireoide avangado, melanoma maligno avangado, cancer de
pulmdo de pequenas células e carcinoma de células renais avangado, como

demonstrado por Kitagaki et al em 2014, além de ja existirem no mercado substancias
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em uso para tratamentos, como o carfilzomibe (comercialmente Kyprolis) (Figura 3-1)
(Xie et al, 2020). Isso demonstra um futuro promissor nos estudos dos peptideos

antitumorais.

iH ) 'I'LEH
o tH, B WO ey \,r._- fH N A N .
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Hy ] ; \’ U/%,
A) Aplidina B) Carfilzomibe

Figura 3-1: Férmulas moleculares da aplidina (A) e do carfilzomibe (B), farmacos antitumorais

3.2 SINTESE DE PEPTIDEOS EM FASE SOLIDA

A sintese de peptideos em fase sélida (SPFS) foi apresentada por Merrifield
em um trabalho publicado em 1963 (Chan & White, 2000). Ele foi capaz de demonstrar
a sintese por meio da ligacdo de aminoacidos em um suporte solido, seguido do
acoplamento de novos residuos de aminoacidos até chegar a sequéncia desejada.
Seus trabalhos apresentaram sinteses com boa eficiéncia, gerando poucas impurezas
e permitindo a sintese de peptideos longos. Atualmente, ha duas estratégias mais
comumente empregadas para SPFS: a estratégia Boc e a Fmoc. Neste trabalho, sera
utilizada a estratégia Fmoc, conforme descrito no trabalho de Gusméao, 2016. Esse
meétodo € um dos mais utilizados para a reprodugao e criagao sintética de peptideos
e proteinas, em que ocorre a lavagem e filtragcao da peptil-resina ao final de cada etapa
do processo, removendo o excesso de reagentes, solventes e qualquer componente
nao ligada a resina (Chan & White, 2000).

3.3 ESTRATEGIA FMOC

O esquema geral da sintese por esta estratégia € apresentado na Figura 3-2.
O grupo Fmoc (em vermelho) é utilizado como protetor do grupo amino de forma
temporaria. Sua utilizacdo € vantajosa uma vez que € facilmente removido em meio

basico apds cada etapa de acoplamento, sendo preservada a ligagdo do peptideo a
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resina, bem como a grupos protetores laterais, uma vez que esses sao estaveis em
meios basicos e neutro, sendo labeis apenas em meio acido (Resende, 2008). O
processo de sintese se inicia com a remog¢ao do grupo Fmoc da resina por meio de
tratamento com solugdo basica, seguindo-se etapa de lavagem da resina e entéo a
ativacdo do aminoacido para a obtengdo de um grupo mais reativo que a carboxila
presente. Apods isso, € possivel realizar o acoplamento a partir de agitagdo mecanica,
obtendo-se o aminoacido protegido ligado a resina (Resende, 2008). Sucedem-se
entdo repetidas etapas alternadas de desprotegao a partir da remogao do grupo Fmoc
e de acoplamento pela ativagao do respectivo Fmoc-aminoacido e reagdo com o grupo
amino da peptidil-resina por meio de agitagdo mecanica. Ao se obter a sequéncia
completa, é realizada uma ultima desprote¢ao, que apds lavagem, e seguida da etapa
final de clivagem por meio de tratamento da peptil-resina com solugao acida, que
remove 0s grupos protetores das cadeias laterais e libera o peptideo do suporte solido
(Resende, 2008).
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Figura 3-2: Esquema geral da sintese em fase soélida e estratégia Fmoc (Fonte: autora. Adaptado

de Resende, 2008).
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4 PARTE EXPERIMENTAL

41 PROSPECGAO DOS NOVOS PEPTIDEOS SINTETICOS

A prospeccdao dos peptideos apresentados neste estudo foi realizada
previamente pelo coorientador Thayllon Oliveira Vieira, Mestre em Ciéncias da Saude
— Biomedicina e Doutorando em Bioinformatica pela Universidade Federal de Minas

Gerais.

As sequéncias foram baseadas na LyeTx I-b e em um grande banco de dados
de peptideos antitumorais com atividade ja comprovada, de forma que foram
mapeados os principais residuos relacionados entre eles. Assim, propds-se as
sequéncias para o PEP1 (ALKLKLKALAKL-NHz), com doze aminoacidos, e PEP2
(ILLKFLNLLAK-NHz), com onze aminoacidos, ambos com a por¢do C-terminal

amidada.

As propriedades fisico-quimicas das sequéncias foram avaliadas a partir do
servidor PepCalc.com - Peptide property calculator (disponivel em:

https://pepcalc.com/. Acesso em: 03 de out. 2025) e PeptideSynthetics (disponivel em:

https://peptidesynthetics.co.uk/tools/. Acesso em: 03 de out. 2025).

Para avaliar o potencial de atividade antitumoral, foi utilizado o servidor AI4AXP

(disponivel em: https://axp.iis.sinica.edu.tw/. Acesso em: 03 de out. 2025), o qual € um

preditor baseado em Machine Learning, e que avalia a sequéncia e propriedades
fisico-quimicas dos aminoacidos, pontuando a sequéncia entre 0,0 e 1,0. Para valores
maiores do que 0,472, o modelo € um potencial peptideo antitumoral. Para valores

menores que 0,472, o modelo provavelmente ndo é um PAT.

4.2 SINTESE DOS PEPTIDEOS

Para cada peptideo (PEP1: ALKLKLKALAKL-NHz, e PEP2: ILLKFLNLLAK-NHz),
planejou-se a sintese com rendimento maximo de 0,100 g. O suporte escolhido para
as sinteses foi a resina amidica Fmoc Rink amide PEG AM da Iris Biotech GmbH, com

grau de substituicdo de 0,57 mmol/g. Os aminoacidos utilizados, protegidos com o
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grupo Fmoc e na configuragao L, foram também adquiridos pela Iris Biotech GmbH.
Os peptideos foram sintetizados manualmente e as reagbes ocorreram dentro de

seringas descartaveis de 5,0 mL.

4.2.1 PREPARACAO DA'RESINA PARA O ACOPLAMENTO DO
PRIMEIRO ANIMOACIDO
Inicialmente, realizou-se a pesagem das respectivas massas de resina para
cada peptideo (i.e., 0,1341 g para PEP1 e 0,1366 g para PEP2), que entdo foram
transferidos para os frascos de sintese, as seringas previamente preparadas com filtro
poroso e lavados com agua e diclorometano (DCM). Sucedeu-se para a dilatagéo das
resinas, com a adi¢ao de cerca de 2,5 mL de DCM e agitagéo por 15 minutos. O DCM

foi removido por filtracdo e o processo repetido trés vezes.

Em seguida, foi feita a desprotegéo da resina (a remog¢ao do grupo Fmoc), por
meio da adi¢ado de cerca de 2,5 mL de solu¢ao de 4-metil-piperidina (PIPE) a 25% (v/v)
em DMF, submetendo a agitagcdo em mesa agitadora a 300 rpm por 15 minutos. A
solugédo é removida por filtracdo e o processo € repetido mais uma vez. Entao, foi
realizada a lavagem da resina, de forma manual, em trés ciclos alternados de adi¢ao
de DMF, agitacdo e descarte, e adigdo de AIP (alcool isopropililco), agitagdo e
descarte (aproximadamente 3 mL de cada), e, por fim, uma lavagem DCM

(aproximadamente 3 mL).

A fim de se verificar a desprotegcao da resina, foi realizado o teste de Kaiser,
que consistiu na remocao de uma pequena aliquota da resina para um tubo de ensaio,
onde foi adicionado 1 gota de solugédo de piridina a 2% (v/v) em solugdo aquosa de
KCN a 0,1 mol/L, 2 gotas de solugao de fenol a 80 % (m/v) em etanol e 1 gota de
solugao de ninidrina a 5 % (m/v) em piridina. O tubo foi aquecido por 5 minutos a
100 °C e foi realizado uma avaliagdo qualitativa da coloragdo dos graos. Apods a

confirmacao da desprotecao, procedeu-se para os acoplamentos.

4.2.2 ACOPLAMENTO DOS RESIDUOS DE AMINOACIDOS

Para o acoplamento do primeiro residuo de aminoacido, pesou-se a massa

calculada de HOBT (1-hidréxi-benzotriazol) e do respectivo Fmoc-aminoacido com
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excesso estequiométrico de quatro vezes e adicionou-se em um tubo Falcon, ao qual
foi acrescido 2 mL de DMF e o volume calculado de DIC com excesso estequiométrico
de quatro vezes. A mistura foi homogeneizada sob agitacdo em voértex e entdo
transferida para o frasco de sintese com a resina desprotegida. O sistema foi deixado
em agitagao por 3 h, em mesa agitadora a 300 rpm, para o acoplamento. Apds o tempo,
a solucao foi removida da seringa por meio de filtragao e a peptil-resina foi lavada em
trés ciclos alternando 3 mL de DMF e 3 mL de AIP, seguindo-se uma lavagem com 3
mL de DCM.

O teste de Kaiser foi aplicado para a verificagao de acoplamento do aminoacido
e, em caso positivo (resina transparente), sucedeu-se com a desprotecao da peptidil-
resina mediante uso de 2,5 mL de solugao de PIPE com agitagao por 15 minutos por
duas vezes, seguindo-se lavagem com DCM. Um novo teste de Kaiser foi aplicado
para verificar se houve a remogéo do grupo Fmoc do novo residuo de aminoacido

incorporado a peptidil-resina.

Para o acoplamento dos demais residuos de aminoacidos, foi realizada a
pesagem de HOBT e do respectivo Fmoc-aminoacido com excesso estequiométrico
de trés vezes, adicdo de 2,0 mL de DMF e do volume de DIC com trés vezes em
excesso, homogeneizagao com vortex e adicdo ao frasco com a resina. A agitagao foi

de 2 h para esses demais acoplamentos.

Apés cada acoplamento, seguiu-se com lavagem e teste de Kaiser. Em caso
positivo de acoplamento, prosseguiu-se com a desprotec¢ao, lavagem e acoplamento,
e em caso negativo, realizou-se um novo acoplamento, mas com excesso

estequiomeétrico de quatro vezes e agitagao por 3h.

4.2.3 CLIVAGEM

Apos o acoplamento de toda a sequéncia de aminoacidos dos peptideos, uma
ultima desprotecdo com PIPE foi realizada, removendo o grupo Fmoc do ultimo

aminoacido da sequéncia, seguido de lavagem e teste de Kaiser.
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Para a clivagem, foi adicionada as peptil-resinas, previamente secas com
nitrogénio gasoso, uma solucao de TFA:TIS:agua (acido
trifluoroacético:triisopropilsilano:agua), na proporgéo 95,0:2,5:2,5 (v/v/v). As misturas
foram submetidas a agitagdo mecanica por 1h30 e 2h, para o PEP1 e PEP2,
respectivamente. Em seguida, as solugdes de clivagem foram transferidas para tubos
Falcon limpos. Os frascos de sintese foram lavados com cerca de 0,5 mL de TFA,
agitados manualmente para lavar a resina, e os liquidos foram colocados nos

respectivos tubos.

O TFA dos tubos Falcon foram secos com nitrogénio gasoso até adquirirem
aspecto de coloide. Seguiu-se com a lavagem dos peptideos pela adicao de 5 mL de
éter gelado e posterior centrifugagcao em rotacao de 500 rpm durante 5 minutos, apos
0 qual se observou um precipitado e o sobrenadante foi removido com pipeta. Repetiu-

se por mais trés vezes a adi¢cao de éter, centrifugagdo e remogéo do sobrenadante.

O residuo de éter foi guardado e o peptideo obtido foi seco com o auxilio de

gas nitrogénio. Por fim, o peptideo foi liofilizado e o peptideo bruto pesado.
4.3 PURIFICAGCAO POR CLAE E ANALISE POR EM

A purificagao foi realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase
reversa (CLAE-FR). Os experimentos foram executados em um cromatografo
Shimadzu LC20AD/SPDM20A/RID20 (Kyoto, Japan), no Laboratério de Servico de
Recursos Vegetais e Opoterapicos na Fundagcao Ezequiel Dias (FUNED), em Belo
Horizonte. Empregou-se uma coluna C18 em escala semi-preparativa Pursuit 5 C18
250 x 10,0 mm.

Foram utilizados como eluentes da fase movel solugdes desgaseificadas de
agua ultrapura mili-Q, acidificada com TFA grau UV/HPLC (0,1% TFA/agua ultrapura,
fase A) e acetonitrila (ACN) grau UV/HPLC da em TFA (ACN/TFA 0,1%, fase B). Para
o monitoramento dos experimentos, foi utilizado o detector de ultravioleta (UV) na faixa

do comprimento de onda de 280 nm e 214 nm.
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A coluna foi equilibrada em agua acidulada com TFA 0,1%, e a eluicdo do
peptideo ocorreu em um gradiente linear quanto a fase B, com fluxo de 2 mL/min, nas
seguintes condi¢des: 20% até os 7 min iniciais; dos 7 aos 30 min chegando aos 75%;
dos 30 a 32 min chegando aos 100%, permanecendo em 100% até os 33 min,
seguindo decaimento até 20% até os 35 min e se mantendo estavel até 45min. Foi

injetado 1,0 mL de uma solugéo do peptideo em agua na concentracao de 10 mg/mL.

A fragao cromatografica de cada peptideo foi coletada e a massa molecular foi
avaliada por espectrometria de massas MALDI-TOF, realizada no Laboratério de
Protedmica da Fundacéo Ezequiel Dias (FUNED). Os experimentos foram realizados
em equipamento Bruker Autoflex Ill SmartBeam (MALDI TOF/TOF) e foi utilizado o
acido a-ciano-4-hidroxicinamico como matriz € modo refletido positivo do analisador
TOF, obtendo-se espectros do tipo MS1, pelo qual é possivel determinar a massa
molecular dos peptideos. Entéo, realizou-se a fragmentacao dos peptideos em matriz
com acido a-ciano-4-hidroxicinamico e modo de execugao LIFT, obtendo-se espectros

do tipo MS2 (MS/MS), permitindo o sequenciamento das amostras .

Os espectros foram processados por meio do software ProteoWizard e as
sequéncias foram validadas com o apoio da ferramenta ChemCalc (disponivel em

https://www.chemcalc.org/. Acesso em: 18 de maio de 2026).

Por fim, realizou-se uma cromatografia em escala analitica dos peptideos
purificados para avaliar o grau de pureza, o que ocorreu em equipamento Shimadzu
LC-10ATVP/SPD-M10AVP/SCL-10AVP/CTO-10AVP, no Laboratério de Servico de
Recursos Vegetais e Opoterapicos na FUNED. Utilizou-se uma coluna analitica ZORBAX
Eclipse Plus C18 4,6 x 150 mm, eluindo-se aliquotas dos peptideos (30 pL de solugao
a 2,1 mg/mL), com fluxo de 1 mL/min, com gradiente de ACN/TFA 01% nas seguintes
condigdes: 10% até os 4 minutos iniciais, 100% até 15 minutos, mantendo-se até 17
minutos, seguindo decaimento até 0% até 20 minutos. Para o monitoramento dos
experimentos, foi utilizado o detector de ultravioleta (UV) na faixa do comprimento de
onda de 220 nm.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

51 SEQUENCIAS PEPTIDICAS

A partir dos servidores PepCalc e PeptideSynthetics, obteve-se as seguintes
informacgdes sobre as propriedades fisico-quimicas dos peptideos: para Pep1, massa
molar média igual a 1.308,74 g/mol, massa monoisotépica igual a 1.307,93 g/mol,
carga elétrica em pH 7 de 5 e boa solubilidade em agua; para o Pep2, massa molar
média igual a 1.284,68 g/mol, massa monoisotépica igual a 1.283,86 g/mol, carga
elétrica em pH 7 de 3 e baixa solubilidade em agua. Além disso, a partir do servidor
Al4AXP, verificou-se para ambas as sequéncias uma pontuacao de 0,999, indicando

alto potencial de atividade antitumoral.
5.2 SINTESES

Seringas plasticas foram utilizadas como recipientes para todo o processo de
sintese (acoplamento, desprotecao, lavagens e clivagem). Escolheu-se seringas de 5
mL com tampa, ilustradas na Figura 5-1, as quais foram adicionados filtro poroso e
lavadas com agua ultrapura e DCM. Esse tipo de recipiente permite a adigdo das
solugdes com os residuos de aminoacidos, a facil remocéo por filtragao dos solventes
e reagentes solluveis em excesso e a facil lavagem dos produtos acoplados ao suporte
sélido, evitando perdas. Além disso, permite a sintese em quantidades pequenas de

peptideos.

Figura 5-1: Seringas onde ocorreram as sinteses dos peptideos PEP1 e PEP2 (Fonte: autora).
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Em relagao a suporte sélido, fez-se a escolha da resina Fmoc Rink Amide PEG
AM, cuja estrutura € apresentada na Figura 5-2. A resina é constituida por aminometil-
poliestireno com polietilenoglicol (PEG) e o ligante Rink Amide cujo grupo amino é
protegido pelo grupamento Fmoc. O ligante é Iabil em meio acido, liberando ao final
de todas as etapas de acoplamento, levando a sequéncia peptidica de interesse com
a porgao C-terminal amidada, o que é almejado no presente estudo. (Chan & White,
2000).

E interessante que a porgdo C-terminal seja amidada, uma vez que a atividade
biolégica de peptideos € associada a esta caracteristica, de forma que estudos ja
mostraram uma diminui¢cao na atividade de peptideos quando a amidagcao C-terminal
€ removida e que a inclusdo da amida C-terminal de forma sintética a analogos de
peptideos ndo amidados aumenta essa atividade. Além disso, a baixa atividade de
peptideos ndo amidados é geralmente associada a uma redug¢ao da carga positiva da

estrutura ou a diminuicédo da estrutura helicoidal (Sforca et al, 2004).

A sintese é entéo iniciada pelo acoplamento do ultimo residuo de aminoacido
da sequéncia de cada peptideo, logo, leucina (L) para o PEP 1 e lisina (K) para o
PEP2.
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@ o
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/,»"

Fmoc

Figura 5-2: Estrutura da resina Fmoc Rink Amide PEG AM (Fonte: autora).

Para o manuseio da resina, é importante que ela seja primeiramente expandida
com o solvente apropriado, como o DCM (diclorometano), permitindo a maior difuséo
dos reagentes para o seu interior, o que confere acessibilidade aos sitios reativos
(Chan & White, 2000).
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Anteriormente ao acoplamento do primeiro residuo de aminoacido, é
necessario remover o grupo Fmoc da resina, que ocorre por meio da reagao com 4-
metil-piperidina a 25 % (v/v) em DMF, consistindo em um mecanismo de eliminagéo
de duas etapas, como proposto na Figura 5-3. Na primeira etapa, ocorre a remogao
do proton do fluoreno pela base (i.e., PIPE), seguido da clivagem do grupo Fmoc,
regenerando a PIPE e liberando gas carbdnico e a peptil-resina com seu grupo amino
terminal desprotegido (Chan & White, 2000). Essa etapa de desprotecao deve ser
realizada previamente ao acoplamento dos residuos de aminoacidos subsequentes a

peptidil-resina.

CHs

Figura 5-3: Mecanismo proposto para a desprotegdo do grupo Fmoc com 4-metil-piperidina
(Fonte: autora. Adaptado de Resende, 2008).

Apos a etapa de desprotecéo, foi realizada uma lavagem da peptidil-resina: trés
ciclos alternados de adicdo de DMF, agitacdo e descarte, e adicdo de AIP (alcool
isopropililco), agitacdo e descarte (aproximadamente 3 mL de cada), e, por fim, uma
lavagem DCM (aproximadamente 3 mL). Esse processo permite a remogao de
solventes em excesso, dessa forma, removendo toda a PIPE da etapa de desproteg¢ao
da peptidil-resina, garantindo que a base nao interfira na etapa de acoplamento
subsequente (Collins, 2023). Por fim, o DCM expande novamente a resina para o

acoplamento que se seguira.
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Para verificar o sucesso da desprotecao (remog¢do do grupo Fmoc), foi
realizado o teste de Kaiser, ou teste da ninidrina, que permite a identificagado de
aminas primarias. O teste é aplicado também para verificar o sucesso das etapas de
acoplamento. Ao passo que a coloragédo violeta indica a remogao do grupo Fmoc, sua
auséncia indica a presenga do grupo na peptidil-resina. O mecanismo proposto para
a reacado € apresentado na Figura 5-4 e se baseia, primeiramente, no ataque
nucleofilico do par de elétrons n&o ligantes do nitrogénio do residuo de aminoacido a
uma carbonila da ninidrina, liberando agua e formando uma imina, a qual sofre
rearranjo e ent&o, a partir de uma hidrolise, é formada uma amina primaria. Esta amina,
ao reagir com outra molécula de ninidrina e perder agua leva a formagao de uma imina
conhecida como purpura de Ruhemann, que possui forte coloragao violeta, indicando,

assim, a presenga de grupo amino livre no meio (Resende, 2008; Verly, 2010).

Ninidrina Indano-123-triona

B8 T ol - o

HO OH
L ut +HZO

Aoj %
HO/; 0 Q NH, *P/
~ M O

Oy

Puarpura de Ruhemann

Figura 5-4: Mecanismo proposto para o teste de Kaiser (Fonte: autora. Adaptado de Verly, 2010).

Na Figura 5-5, podem ser observados dois resultados do teste de Kaiser
realizados em laboratério, em que no painel (A) é apresento o resultado de um teste

positivo para reagéo de desprotecdo (remogao do grupo Fmoc), observando-se forte
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coloragao violeta da aliquota testada. Por sua vez, no painel (B), observa-se um
resultado negativo do teste, obtido apos o acoplamento de um Fmoc-residuo de
aminoacido, o que é evidenciado pela auséncia de coloracdao, e que confirma a

presenca do referido grupo amino-protetor na peptidil-resina.

Figura 5-5: Resultados do teste de Kaiser. (A): resultado positivo, caracterizado por coloragao
azul-violeta, indicam ou a desprotecdo da resina apds tratamento com 4-metil-piperidina ou
etapa de acoplamento mal-sucedido. (B) A solugdo e graos incolores indicam ou ineficacia da
etaa de desprotegao ou reagao de acoplamento bem sucedida. (Fonte: autora).

Confirmado o sucesso da desprotecdo da resina, sucedeu-se com O
acoplamento dos primeiros residuos de aminoacidos para inicio da sintese de cada
peptideo. Esse processo requer a ativagao do Fmoc-aminoacido, a fim de se obter
uma carboxila mais reativa, um agente acilante (Chan & White, 2000). Neste estudo,
utilizou-se o método que emprega DIC/HOBE, resultando na formagao de um éster OBt.
As estruturas do HOBt (1-hodroxi-benzotriazol) e da DIC (1,3-di-isopropil-carbo-di-
imida) sdo apresentadas na Figura 5-6, bem como o mecanismo proposto da ativagao

do Fmoc-aminoacido, seguindo-se o acoplamento a peptidil-resina.

Inicialmente, ocorre uma reagdo entre o Fmoc-aminoacido e o DIC, seguindo-
se do acoplamento com o HOBt na carbonila, que leva a liberacdo de uma di-amida
similar a ureia e soluvel em DMF e HOBt, formando o éster ativo OBt. Ocorre, entao,

o ataque da peptidil-resina a carbonila do éster ativo, obtendo-se finalmente o
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acoplamento e a Fmoc-peptidil-resina resultante, bem como a simultanea liberagao
de HOBt (Resende, 2008).

Para que ocorra a formacgao do éster OBt, deve-se deixar o sistema Fmoc-
aminoacido/DIC/HOBLt dissolvido em DMF em processo de ativagao por pelo menos

dez minutos, antes da reagado com a peptidil resina (RESENDE, 2008).
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Figura 5-6: Mecanismo proposto para a reagao de acoplamento entre o Fmoc-aminoacido e a
peptidil-resina, via formagao de éster ativado (Fonte: autora. Adaptado de Resende, 2008).
Apos a adigdo da solugdo com o Fmoc-aminoacido, DIC, HOBt e DMF a seringa
contendo a peptidill-resina, deixou-se o sistema agitando por trés horas para o
primeiro acoplamento. Para acoplamentos subsequentes, as reagdes foram
realizadas por duas horas. Em caso de necessidade de reacoplamento, aumentou-se

o tempo de reacao para trés horas.

Apo6s cada acoplamento, realizou-se a lavagem com DMF, alcool isopropilico e
DCM, seguiu-se com o teste de Kaiser. Em caso de resultado negativo, seguiu-se
reacao de desprotegao e entdo novo teste de Kaiser. Esse processo foi repetido até o

final da sequéncia de cada peptideo.
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A Tabela 5-1 apresenta as informagdes das etapas de acoplamentos durante
as sinteses dos peptideos PEP1 e PEP2. A partir dela, € possivel observar que as
reagcdes de acoplamento foram bem-sucedidas, com a unica exceg¢éo para o 11°
acoplamento do PEP1, que necessitou de reacoplamento, com maior excesso de
reagentes e maior tempo de reagdo. Além disso, para evitar a possibilidade de
dificuldades no acoplamento do ultimo aminoacido no PEP1, optou-se também pela

utilizagdo de excesso de equivalentes de quatro vezes e 3h de reacgao.
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Tabela 5-1: Dados de acompanhamento da sintese dos peptideos PEP1 e PEP2.

PEP1 PEP2

i Condicoes de Condicgoes de

Numero AA | Excesso I:arggg reacoplamento AA | Excesso I::;;gco, reacoplamento

reagente (h) (tempo/excesso reagente (h) (tempo/excesso

reagentes) reagentes)

1 L 4 3 - K 4 3 -
2 K 3 2 - A 3 2 -
3 A 3 2 - L 3 2 -
4 L 3 2 - L 3 2 -
5 A 3 2 - N 3 2 -
6 K 3 2 - L 3 2 -
7 L 3 2 - F 3 2 -
8 K 3 2 - K 3 2 -
9 L 3 2 - L 3 2 -
10 K 3 2 - L 3 2 -
11 L 3 2 3h/4 I 3 2 -
12 A 4 3 - - - - -
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Ao fim das sinteses, os peptideos foram clivados do suporte soélido (Figura 5-7).
O desligamento dos peptideos das peptidil-resinas foi realizado a partir do uso de
solugdo em acido trifluoroacético (TFA) que, por um mecanismo Sn1, promove a
clivagem tanto dos peptideos das resinas quanto dos grupos protetores das cadeias
laterais dos residuos de aminoacidos. Durante o processo, sdo geradas espécies
catibnicas altamente reativas, provenientes dos grupos protetores e da resina, e que
podem sofrer ataque dos grupos funcionais ricos em elétrons. Por esse motivo,
reagentes nucleofilicos conhecidos como scavengers (sequestradores de carbocation)
sdo utilizados juntamente ao TFA. O mais utilizado € a agua, que é moderadamente
efetiva na neutralizacdo da acao de cations t-butila. O tri-isopropilsilano (TIS) € um
reagente muito efetivo na neutralizacdo da acdo de grupos Trt e Boc, grupos
protetores dos residuos Asparagina (N) e Lisina (K), respectivamente, bem como de
alguns grupos liberados da resina. Nas sinteses realizadas neste trabalho, empregou-
se uma solugdo de clivagem TFA:TIS:agua na proporgao de 95,0:2,5:2,5 (v/v)
(Resende, 2008).
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Figura 5-7: Mecanismos propostos para as reag¢oes de clivagem dos grupos protetores Boc e
Trt e da resina Rink Amide, gerando carbocations, e liberando os grupos aminos das cadeias
laterais e do suporte sélido. (Fonte: autora).
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Em seguida, realizou-se a etapa de liofilizacdo, obtendo-se 129 mg do PEP1 e
110 mg do PEP2 brutos. Observa-se que essas massas sao superiores ao que foi
planejado (i.e., 100 mg), o que é incomum, podendo ser um indicativo de presenga de

umidade nas amostras.
5.3 PURIFICA(}AO E CARACTERIZA(}AO

A purificagdo dos peptideos foi realizada por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) em fase reversa. O peptideo PEP1 foi sintetizado com a sequéncia
alvo ALKLKLKALAKL-NH: Multiplos picos sdo observados no cromatograma
apresentado na Figura 5-8, de forma que as fragoes correspondentes as bandas mais
intensas foram coletadas e avaliadas por EM (Figura 5-10), confirmando que o pico
mais intenso foi correspondente ao peptideo de interesse. A banda referente ao
peptideo de interesse foi pesada, obtendo-se uma massa de 40,02 mg, o que
representa 40% de rendimento em relagdo ao planejado. Conforme avaliado por
espectrometria de massas (dados nao apresentados), os demais picos apresentados
na purificagdo referem-se a sequéncias com delecdo de alguns residuos de
aminoacidos, possivelmente por falhas no acoplamento e desprote¢des incompletas,
0 que € comum para a sintese manual de peptideos. Por exemplo, para a banda que
apresentou tempo de retencéo entre 20,5 e 21,0 minutos, a sequéncia sugerida apos
avaliacdo por EM foi de AKLKLKALAKL-NH;, uma sequéncia de 11 residuos,
apresentando delegdo da leucina na segunda posi¢cao em relagdo a sequéncia de

interesse.

Ja o peptideo PEP2 foi sintetizado com a sequéncia alvo ILLKFLNLLAK-NH,,
e, de forma similar ao PEP1, multiplos picos sdo observados no cromatograma
apresentado na Figura 5-11. As bandas mais intensas foram coletadas e avaliadas
por EM, confirmando que o pico mais intenso foi correspondente ao peptideo de
interesse, como apresentado na Figura 5-13. A massa obtida a partir da coleta do pico
de interesse foi de 51,7 mg, representando 51,7% de rendimento em relagdo ao

planejado.
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A técnica de EM por meio do MALDI (Matrix-Assisted Laser Desporption
lonization) como fonte de ionizagdao, com detector do tipo TOF (time-of-flight), gera
predominantemente ions monocarregados (M+H)" e a massa €& determinada pelo
tempo de voo do ion até o detector (Lewis et al, 2000). Uma vez que a energia usada
para levar a fragmentagcao dos peptideos é insuficiente para romper ligagdes entre o
carbono-alfa e o carbono da carbonila, bem como entre o nitrogénio e o carbono-alfa
adjacente, sdo observados em grande maioria a quebra da ligagao peptidica, que é
menos energética (Cantu et al, 2008). Por convengédo, os fragmentos gerados pelo
rompimento da ligagédo peptidica sdo chamados de “b”, caso a fragmentacéo seja
considerada a partir da regido N-terminal, ou de “y”, caso os fragmentos aparentem
se estender a partir da regidao C-terminal (lonSource, 2016), e sdo complementares
entre si. Assim, os fragmentos compativeis, obtidos pelo servidor ChemCalc, s&o

mostrados nas Tabela 5-2 e Tabela 5-5.

Dessa forma, a fragmentacao ocorre por amino acido e a diferenca dos picos
gerados € aproximadamente a massa do residuo de aminoacido clivado, permitindo a

determinagao da sequéncia peptidica.

Nota-se, nos espectros dos ensaios de MS (Figura 5-10A e Figura 5-13A), a
presenca de sinais de m/z extras a direita e esquerda do sinal principal
correspondentes aos ions moleculares dos peptideos de interesse. Os sinais a direita
dos sinais principais podem ser atribuidos a presenca de ions potassio e sédio nas
amostras, em associagao aos peptideos ([M + Na]* e [M + K]*), e que estdo presentes
em solventes e em plasticos usados na preparagdo de amostras e armazenamento
(Zhu, 2003). Isso é comprovado pela diferenga entre os valores de cada sinal ao
principal, por exemplo, para o PEP1, que apresentou picos de m/z com valores de
1.330,76 e 1.346,72, apresentando uma diferenca de 22,02 e 37,98 em relacédo ao
sinal principal de 1.308,74, correspondentes aos ions de sodio e ao potassio,
respectivamente. Ja para o PEP2, os sinais apresentaram valores de 1.306,87 e
1.322,84, com diferenga de 22,04 e 38,01 em relagcao ao sinal principal de 1.284,83,
correspondentes aos ions de sédio e ao potassio, respectivamente. Ja os sinais

identificados a esquerda dos ions moleculares principais podem ser referentes a
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formacao de clusters (agrupamentos) da matriz acido a-ciano-4-hidroxicinamico em

conjunto com ions de sodio e potassio, que apresentam ser relativamente estaveis e

aparecem em sinais discretos em regides de até ~2.000 m/z (Keller, 2000).
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Figura 5-8: Perfil de CLAE do produto bruto da sintese do PEP1. Amostras injetadas (1 mL de
uma solugio a 10 mg.mL™") em coluna C18 Pursuit 5 (250 mm x 10 mm) equilibrada com TFA a
0,2%. Eluigéo: solugio de acetonitrila/TFA 0,1% em um fluxo de 2 mL.min"'. A linha tracejada

retrata a variagdo da concentragcdo de acetonitrila. A absorvancia foi monitorada em Amax = 280
nm.
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Figura 5-9: Perfil de CLAE do produto purificado da sintese do PEP1. Amostras injetadas (30 pyL
de uma solugéo a 2,1 mg.mL™") em coluna C18 ZORBAX Eclipse Plus (4,6 x 150 mm) equilibrada
com TFA a 0,1%. Eluigéo: solugéo de acetonitrila/TFA 0,1% em um fluxo de 1 mL.min"'. Gradiente
de ACN/TFA 0,1%: 10% até os 4 minutos iniciais, 100% até 15 minutos, mantendo-se até 17

minutos, seguindo decaimento até 0% até 20 minutos. A absorvéncia foi monitorada em Anax =
220 nm.
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Figura 5-10: Interpretacdao do espectro de massas referente ao PEP1, obtido por MALDI-TOF, com matriz de acido a-ciano-4-hidroxicinamico,
modo de execucao refletido positivo para o ensaio de MS, e modo de execucidao LIFT para o ensaio de MS/MS. A) Espectro de MS. B)
Sequenciamento do peptideo, por meio do espectro de MS/MS.
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Tabela 5-2: Valores da massa monoisotopica, razdo m/z e formula molecular para cada fragmento da desassociagao das ligagoes peptidicas do

PEP1, em relagéo ao fragmento y.

# Fragmento Tipo | Massa monoisotépica | lonizagao Formula Molecular m/z

1 | H2(+1)Leu(NH>2) y1 131,1184 H+ CsH15N20(+1) 66,0626
2 |H2(+1)LysLeu(NHz) y2 259,2134 H+ C12H27N4O2(+1) 130,1101
3 |H2(+1)AlaLysLeu(NH2) y3 330,2505 H+ C15H32Ns503(+1) 165,6286
4 | H2(+1)LeuAlaLysLeu(NHz) y4 443,3346 H+ C21H43NsO4(+1) 222,1707
5 |[H2(+1)AlaLeuAlaLysLeu(NH2) y5 514,3717 H+ C24H4sN70O5(+1) 257,6892
6 |H2(+1)LysAlaLeuAlaLysLeu(NHz) y6 642,4667 H+ C30HsoNoOs(+1) 321,7367
7 |H2(+1)LeuLysAlalLeuAlaLysLeu(NH>) y7 755,5507 H+ Cs6H71N1007(+1) 378,2787
8 |H2(+1)LysLeulLysAlalLeuAlaLyslLeu(NH>) y8 883,6457 H+ Ca2Hs3N120s(+1) 442,3262
9 |H2(+1)LeuLyslLeulLysAlaLeuAlaLysLeu(NH2) y9 996,7297 H+ CasHoaN1309(+1) 498,8682
10 | H2(+1)LysLeuLyslLeuLysAlalLeuAlaLysLeu(NHz2) y10 1124,8247 H+ Cs4H108N15010(+1) 562,9157
11 |H2(+1)LeuLysLeulLysLeuLysAlalLeuAlaLysLeu(NH2 y11 1237,9088 H+ CeoH117N16011(+1) 619,4578
12 | HAlaLeuLysLeulLyslLeulLysAlalLeuAlaLysLeu(NH>) 1307,9381 H+ Ce3H121N17012 1308,9453

Tabela 5-3: Valores da massa monoisotopica, razdo m/z e formula molecular para cada fragmento da desassociagao das ligagoe

s peptidicas do

PEP1, em relagao ao fragmento b.

# Fragmento Tipo | Massa monoisotopica | lonizagdo Formula Molecular m/z

1 | HAla(+1) b1 72,0449 H+ C3HsNO(+1) 36,5258
2 |HAlaLeu(+1) b2 185,1290 H+ CoH17N202(+1) 93,0679
3 |HAlaLeuLys(+1) b3 313,2240 H+ C15H20N403(+1) 157,1153
4 | HAlaLeuLysLeu(+1) b4 426,3080 H+ C21H40N504(+1) 213,6574
5 |HAlaLeuLyslLeulLys(+1) b5 554,4030 H+ Co7Hs52N705(+1) 277,7049
6 |HAlaLeuLysLeulLyslLeu(+1) b6 667,4871 H+ Ca3He3NsOs(+1) 334,2469
7 |HAlaLeulLyslLeulyslLeulLys(+1) b7 795,5820 H+ C39H75N1007(+1) 398,2944
8 |HAlaLeuLyslLeulLyslLeulLysAla(+1) b8 866,6191 H+ C42HsoN110s(+1) 433,8129
9 |HAlaLeuLyslLeulLysLeulLysAlaLeu(+1) b9 979,7032 H+ CasH91N1209(+1) 490,3550
10 | HAlaLeuLysLeuLysLeulLysAlaLeuAla(+1) b10 1050,7403 H+ Cs1HosN13010(+1) 525,8735
11 | HAlaLeuLysLeuLysLeulLysAlaLeuAlaLys(+1) b11 1178,8353 H+ Cs7H108N15011(+1) 589,9210
12 | HAlaLeuLysLeulLysLeulLysAlalLeuAlaLysLeu(NH>) 1307,9381 H+ Ce3H121N17012 1308,9453
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Figura 5-11: Perfil de CLAE do produto bruto da sintese do PEP2. Amostras injetadas (1 mL de
uma solugio a 10 mg.mL™") em coluna C18 Pursuit 5 (250 mm x 10 mm) equilibrada com TFA a
0,2%. Eluigdo: solugido de acetonitrila/TFA 0,1% em um fluxo de 2 mL.min"'. A linha tracejada

retrata a variagdo da concentragcdo de acetonitrila. A absorvancia foi monitorada em Amax = 280
nm.
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Figura 5-12: Perfil de CLAE da amostra de PEP2 purificado. Amostras injetadas (30 yL de uma
solugdo a 2,1 mg.mL"") em coluna C18 ZORBAX Eclipse Plus (4,6 x 150 mm) equilibrada com TFA
a 0,1%. Eluigdo: solugdo de acetonitrila/TFA 0,1% em um fluxo de 1 mL.min™'. Gradiente de
ACN/TFA 0,1%: 10% até os 4 minutos iniciais, 100% até 15 minutos, mantendo-se até 17 minutos,
seguindo decaimento até 0% até 20 minutos. A absorvancia foi monitorada em Amsx =220 nm.
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Figura 5-13: Interpretacdao do espectro de massas referente ao PEP2, obtido por MALDI-TOF, com matriz de acido a-ciano-4-hidroxicinamico,
modo de execucao refletido positivo para o ensaio de MS, e modo de execucgao LIFT para o ensaio de MS/MS. A) Espectro de massas. B)
Sequenciamento do peptideo, por meio do espectro de massas MS/MS.
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Tabela 5-4: Valores da massa monoisotopica, razdo m/z e formula molecular para cada fragmento da desassociagao das ligagdes peptidicas do

PEP2, em relagao ao fragmento y.

# Fragmento Tipo | Massa monoisotépica| lonizagao Formula Molecular m/z

1 |H2(+1)Lys(NHyz) y1 146,1293 H+ CsH1sN3O(+1) 73,5680
2 | H2(+1)AlaLys(NHz2) y2 217,1665 H+ CoH21N4O2(+1) 109,0866
3 | H2(+1)LeuAlaLys(NH2) y3 330,2505 H+ C15H32N503(+1) 165,6286
4 | H2(+1)LeuLeuAlaLys(NH2) y4 443,3346 H+ C21H43NsO4(+1) 222,1707
5 |H2(+1)AsnLeulLeuAlaLys(NHz2) y5 557,3775 H+ Ca2s5H49NsOs(+1) 279,1921
6 | H2(+1)LeuAsnLeulLeuAlaLys(NH2) y6 670,4616 H+ C31HeoNoO7(+1) 335,7341
7 | H2(+1)PhelLeuAsnLeulLeuAlaLys(NHz2) y7 817,5300 H+ Ca0HegN100s(+1) 409,2684
8 |H2(+1)LysPheleuAsnLeulLeuAlaLys(NH2) y8 945,6249 H+ Ca6Hs1N1209(+1) 473,3158
9 |H2(+1)LeuLysPhelLeuAsnLeuleuAlaLys(NHz2) y9 1058,7090 H+ Cs2H92N13010(+1) 529,8579
10 [ H2(+1)LeuLeulLysPhelLeuAsnLeulLeuAlaLys(NH2) y10 1171,7931 H+ CssH103N14011(+1) 586,3999
11 | HlleLeuLeulLysPheleuAsnLeul euAlaLys(NH>) 1283,8693 H+ Ce4H113N15012 1284,8766

Tabela 5-5: Valores da massa monoisotépica, razdo m/z e formula molecular para cada fragmento da desassocia¢ao das ligagcdes peptidicas do

PEP2, em relagao ao fragmento b.

# Fragmento Tipo | Massa monoisotopica | lonizagao Férmula Molecular m/z

1 | Hlle(+1) b1 114,0919 H+ CeH12NO(+1) 57,5493
2 | HlleLeu(+1) b2 227,1760 H+ C12H23N202(+1) 114,0913
3 | HlleLeuLeu(+1) b3 340,2600 H+ C18H34N303(+1) 170,6334
4 |HlleLeuLeulLys(+1) b4 468,3550 H+ C24H46N504(+1) 234,6809
5 |HlleLeuLeulLysPhe(+1) b5 615,4234 H+ C33Hs5N6O5(+1) 308,2151
6 | HlleLeuLeuLysPhelLeu(+1) b6 728,5075 H+ C39HesN7Os(+1) 364,7571
7 |HlleLeuLeuLysPhelLeuAsn(+1) b7 842,5504 H+ Ca3H72NoOs(+1) 421,7786
8 |HlleLeuLeuLysPhelLeuAsnLeu(+1) b8 955,6344 H+ Ca9Hs3N1009(+1) 478,3206
9 | HlleLeuLeuLysPhelLeuAsnLeulLeu(+1) b9 1068,7185 H+ Cs5H94N11010(+1) 534,8626
10 |HlleLeuLeulLysPhelLeuAsnLeulLeuAla(+1) b10 1139,7556 H+ CssHogN12011(+1) 570,3812
11 | HlleLeuLeuLysPhelLeuAsnLeuleuAlaLys(NH>) 1283,8693 H+ Ce4H113N15012 1284,8766
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6 CONCLUSAO

Realizaram-se, no presente trabalho, as sinteses bem-sucedidas das
sequéncias peptidicas propostas. Os peptideos foram obtidos através da estratégia
Fmoc de sintese em fase sdlida, tendo sido purificados por cromatografia liquida de
alta eficiéncia e a confirmacao da obtencao das substancias de interesse foi realizada

por analise de espectrometria de massas.

A sintese procedeu-se como almejado, com necessidade de reacoplamento
apenas para o PEP1 para o penultimo residuo de aminoacido, para o qual se

aumentou o excesso de reagente e o tempo de reagao, sucedendo-se com a sintese.

Foi possivel realizar a purificacdo dos peptideos por meio da CLAE. A partir
dos cromatogramas, foi possivel observar a separacao dos peptideos desejados e
subprodutos de reacdes secundarias, oriundas de acoplamentos indeficientes,
gerando outras sequéncias peptidicas. Apds a purificagdo, foram obtidas massas
compativeis com rendimentos de 40% e de 51,7% para PEP1 e PEP2,

respectivamente.

Por fim, por meio da espectrometria de massas, foi possivel confirmar a
sequéncia dos peptideos alvos, de forma que os picos mais intensos obtidos nos

experimentos de cromatografia liquida foram referentes aos peptideos desejados.

Os resultados obtidos indicam que os peptideos apresentaram caracteristicas
de pureza e sequéncia adequadas para uso nos estudos de atividade antitumoral,

objetivo para os quais foram planejadas as sinteses aqui descritas.

Tem-se como perspectivas a realizagdo de ensaios bioldégicos, visando
determinar a eficacia antitumoral em linhagens celulares neoplasicas, o mecanismo
de acao biofisico e avaliagdo de sinergia dos peptideos com quimioterapicos ja

utilizados nos tratamentos convencionais.
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