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RESUMO

Alguns peptideos bioativos desempenham simultaneamente atividades antimicrobianas e
antitumorais, representando uma alternativa aos fairmacos convencionais. Além disso, alguns
compostos podem ainda ter o potencial biotecnoldgico elevado diante da possibilidade de
conjugacdo com outros farmacos, apresentando maior seletividade, menor citotoxicidade,
menor resisténcia microbiana, dentre outras vantagens. Essa aplica¢dao tem sido amplamente
estudada, sobretudo no tratamento de cancer, uma vez que as células tumorais podem adquirir,
em determinados estagios da doenca, resisténcia aos tratamentos quimioterapicos
convencionais. Além disso, alguns compostos usados na quimioterapia convencional nao
apresentam seletividade para as células tumorais, resultando em varios efeitos colaterais aos
pacientes. Portanto, conjugados com peptideos bioativos representam uma estratégia sofisticada
para o desenvolvimento de um novo agente terapfutico, com alta atividade citotdxica e
seletivadade contra células microbianas e/ou tumorais. Neste contexto, o presente trabalho
apresenta a sintese e caracterizacao do conjugado peptideo-folato derivado do peptideo bioativo
lunatina-1. Para avaliar da rota de sintese proposta, o tripeptideo amidado (FIG) do N-terminal
da lunatina-1 foi selecionado e sintetizado para ensaios anteriores. Os produtos de cada etapa
de sintese com o FIG-NH, foram caracterizados por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE), espectrometria de massa (MALDI-ToF/ToF), espectroscopia no infravermelho, e
ressonancia magnética nuclear (RMN). Apos validar toda a rota de sintese, a via definida foi
empregada para obten¢do do conjugado lunatina-folato. O peptideo-conjugado FA-Trz-Luna

foi caracterizado por MALDI-ToF/ToF para confirmar a sintese.

Palavras-Chave: Lunatina-1. Modificacao estrutural. Peptideo bioativo. Peptideo conjugado.



ABSTRACT

Some bioactive peptides simultaneously present antimicrobial and anti-tumor activities,
representing an alternative to conventional drugs. In addition, the possibility of conjugation
with other drugs in order to improve the selectivity demonstrates their high biotechnological
potential. Such application has been widely studied, especially in the treatment of cancer
inasmuch, at a given stage of the disease, the tumor cells can acquire resistance to conventional
chemotherapy treatments. Moreover, the compounds used in conventional chemotherapy do not
have selectivity for tumor cells, resulting in several side effects to the patient. Therefore,
bioactive peptide-conjugated compounds represent a sophisticated strategy for the development
of new therapeutic agents with high cytotoxic and selective activity against microbial and/or
tumor cells. In this context, the present work proposes the synthesis and characterization of the
peptide-folate conjugate derived from the bioactive peptide lunatin-1. To evaluate the proposed
synthesis route, the amidated tripeptide (FIG) from lunatin-1 N-terminus was selected and
synthetized for previous assays. The products of each syntheses’ step with FIG-NH, were
characterized by high-performance liquid chromatography (HPLC), mass spectrometry
(MALDI-ToF/ToF), infrared spectroscopy, and nuclear magnetic resonance (NMR). After
validating the entire synthesis route, the defined synthesis route was employed to the obtention

of lunatin-folate conjugate. The product FA-Trz-Luna was characterized by MALDI-ToF/ToF.

Keywords: Lunatin-1. Structural modification. Bioactive peptide. Peptide-conjugated.
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1 INTRODUCAO

Muitos avangos na medicina estdo associados a descoberta de novos antibidticos e na
melhoria do saneamento basico, ampliando o tratamento e reduzindo as ocorréncias de
infec¢des por microrganismos patogénicos (CHOKSHI, 2019). Entretanto, com a proliferagao
de microrganismos multirresistentes aos antibidticos, os tratamentos terapéuticos tém sido cada
vez mais limitados, fazendo-se necessario o estudo de novos agentes capazes de combater estes
microrganismos (RAGHEB, 2019).

O banco de dados bioinformatico que abrange informagdes sobre resisténcia a antibioticos,
o CARD!, apresenta cerca de 3057 referéncias de sequéncias cujo gene e/ou a causa que levam
ao desenvolvimento de resisténcia ja foram identificadas (ALCOCK, 2020). Este nimero ¢
preocupante, ja que as estimativas apontam para cerca de 700.000 mortos anuais decorrentes
de infecgdes por microorganismos multirresistentes, ultrapassando o percentual provocado
pelo cancer (RAGHEB, 2019).

Da mesma forma, a terapia contra o cancer também ¢ profundamente afetada pelo
desenvolvimento de resisténcia de células neopléasicas aos medicamentos. O banco de dados de
resisténcia as drogas no tratamento ao cincer, o CancerDR?, revela um acervo de 148
medicamentos anticancer que ha resisténcia em 952 linhagens de células neoplasicas diferentes
(KUMAR, 2013).

Diante desse cenario, os peptideos bioativos tém sido amplamente estudados devido aos
seus potenciais antimicrobianos e quimioterapéuticos. Estas biomoléculas fazem parte do
mecanismo de defesa inato de uma grande diversidade de organismos e apresentam
caracteristicas fisicas e quimicas diversificadas (KOEHBACH, 2019). Diferentemente dos
antibidticos que atuam em sitios especificos de proteinas, os peptideos bioativos atuam
interagindo com a membrana celular, preferencialmente as predominantemente negativas como
de células bacterianas e neoplésicas (AVCI, 2018). A partir da interagdo com a membrana
podem ocorrer processos de perturbacdo (MARQUETTE, 2018), levando a lise celular, ou

ainda a internalizacao do peptideo para atuar em algum alvo intracelular (TROEIRA

I CARD: The Comprehensive Antibiotic Resistance Database. Disponivel em: <https://card. mcmaster.ca/>.
Acesso em: 06 nov 2020.
2CancerDR: Cancer Drug Resistance Database. Disponivel em: < http://crdd.osdd.net/raghava/cancerdr/>. Acesso

em: 06 nov 2020.
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HENRIQUES, 2007). Esses mecanismos de acdo dificultam o rapido desenvolvimento da
resisténcia por parte da célula, tornando os peptideos ainda mais promissores (GUPTA, 2013;
KOEHBACH, 2019; FELICIO, 2017).

Contudo, muitos dos peptideos bioativos apresentam também elevada citotoxicidade
frente a células eucariotas normais (MERCER, 2020). Neste sentido, conjugados de peptideos
com agentes terapéuticos ja empregados, t€ém sido sintetizados a fim de promover um efeito
sinérgico da atividade do peptideo com o agente terapéutico, eventualmente usar doses menores
e melhorar a seletividade a células neoplasicas (DAI, 2019; JUNIOR, 2017; CHEN, 2012).

Diante do potencial biotecnoldgico dos peptideos e da possibilidade de conjugacdo com
outros compostos, este trabalho propde a sintese do conjugado de acido félico (FA) ligado
covalentemente ao peptideo bioativo lunatina-1, com intuito de tornar o peptideo conjugado
ainda mais especifico as membranas de células neoplasicas. J& que a lunatina-1 demonstrou
citotoxicidade contra linhagens de células neoplasicas e contra bactérias, através de
internalizacdo da bicamada fosfolipidica e alteragdo do potencial e/ou permeabilidade da
membrana plasmatica (GOMES, 2018). Assim, a conjugacao do acido folico a lunatina-1,
podera possibilitar a administracdo seletiva a células neopldsicas e, consequentemente,
possiveis reducdes dos efeitos colaterais. Para a sintese do conjugado, foi utilizado o método
de sintese em fase em so6lida, combinado com a reacdo de cicloadi¢do catalisada por Cu(l). O
produto dessa estratégia de sintese consiste em um conjugado de peptideo ligado ao FA por
meio de um anel triazol (Trz). Inicialmente, a estratégia de sintese foi estabelecida a partir de
testes reacionais com o tripeptideo amidado FIG-NH,, selecionado a partir do N-terminal da
lunatina-1. Todos os produtos de cada etapa de sintese do conjugado FA-Trz-FIG foram
caracterizados por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), espectroscopia na regiao
do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), espectrometria de massas e
espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN). Apds a avaliagdo das melhores
condig¢des reacionais, o conjugado Lunatina-Trz-FA foi sintetizado e os produtos das etapas de

sintese caracterizados por espectrometria de massa.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Resisténcia as drogas

Nos tultimos, anos tem sido observado o aumento de casos clinicos de infec¢des por
microrganismos patogénicos resistentes aos antibioticos convencionais, fato este que coloca em
risco tanto os individuos imunocomprometidos quanto sadios. Além disso, ha ainda os casos de
resisténcia antimicrobiana devido ao uso inadequado de antibidticos que resultam em rapida
proliferagao de bactérias multirresistentes (CIUMAC, 2019; HARRISON, 2014).

Para compreender a resisténcia microbiana ¢ preciso avaliar o mecanismo de agdo dos
antibioticos convencionais. O mecanismo, em grande parte, estd associado a ligacao do farmaco
em sitios especificos, resultado em sua inibicdo e as mudangas enzimaticas ou genéticas nas
células microbianas (CIUMAC, 2019). Por exemplo, as sulfonamidas atuam na inibicdo de
etapas do metabolismo do acido f6lico, inibem a di-hidropteroato por competicdo, ja que
apresenta maior afinidade pela enzima do que o c. Por outro lado, o cloranfenicol inibe a sintese
proteica celular, impossibilitando a ligacdo do #~RNA ao sitio A (Aminoacil) do ribossomo
(KAPOOR, 2017). Entretanto, os microrganismos podem desenvolver resisténcia a esses
farmacos ao evoluir estruturalmente ou, ainda, ao adquirir capacidade enzimatica ou genética
de outras entidades vivas, em virtude da exposi¢ao prolongada aos antibidticos (CIUMAC,
2019).

Quanto aos medicamentos quimioterapéuticos, que desempenhem papel fundamental no
tratamento de diversos tipos de cancer, o uso destes também causam transtornos aos pacientes.
Diferentemente dos antibidticos que atuam preferencialmente nas células dos patogenos, os
agentes quimioterapéuticos atuam em quaisquer células que se dividem rapidamente. Por isso,
ndo so as células proliferativas neoplésicas sao afetadas, mas as saudaveis também estdo sujeitas
aos efeitos citotoxicos dessas substiancias. Consequentemente, os efeitos colaterais sao
variados, como queda de cabelo, nduseas e vomito (MADER, 2006).

Apesar de os mecanismos de acdo dos agentes quimioterapéuticos serem diferentes
daqueles dos antibioticos, a resisténcia aos medicamentos também afeta os individuos com
cancer. A resisténcia aos medicamentos quimioterapéuticos ¢ dada por uma série de alteracdes
celulares, incluindo alteragdes em enzimas desintoxicantes de drogas, em transportadores de
drogas como a glicoproteina P e proteina 1, anomalias nas vias apoptéticas, dentre outras
(MADER, 2006). A resisténcia promovida pela glicoproteina-P, ocorre com a superexpressao
dessa proteina transmembranar e bomba de efluxo dependente de ATP, reconhecendo o ativo e

bombeando-o através do canal para o meio extracelular, impossibilitando que a droga atue no
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sitio alvo intracelular. Outro mecanismo, ¢ a indugdo da expressdo do CYP3A4. A CYP3A4
faz parte da familia de enzimas do citocromo P450, responsavel por metabolizar o principio
ativo antineoplasicos (ALFAROUK, 2015; RODRIGUEZ-ANTONA, 2006). O etoposideo ¢
conhecido por inibir a atividade de topoisomerases da replicagdo do DNA, isso causa quebra
de DNA. Ao passo que a imatinibe, inibe a atividade das tirosinas quinases, que sdo moléculas
responsaveis pela sinalizagao da proliferacao celular, o que resulta na disfuncao e morte celular
(BUKOWSKI, 2020; LUQMANI,2005).

Diante desse cenario, tem-se ampliado a busca por novas classes de agentes antimicrobianos
e quimioterapéuticos para reduzir as ameacas de infec¢des graves, a resisténcia aos principios
ativos e amenizar seus efeitos colaterais (WANG,2009). Neste contexto, muitos estudos
apresentam resultados promissores para o emprego de peptideos bioativos como novos agentes
terapéuticos (D’SUZE, 2010). O interesse nessas moléculas deve-se em grande parte a sua
elevada afinidade com membranas celulares, principalmente aquelas predominantemente
negativas como as de células microbianas e neopldsicas, bem como seus mecanismos
diversificados de perturbagdo da membrana. Tais caracteristicas biofisicas tornam os peptideos
bioativos altamente seletivos e menos suscetiveis ao desenvolvimento de células microbianas e

neoplésicas resistentes (HARRISON, 2014).

2.2 Peptideos bioativos

A atividade biologica de um peptideo estd intrinsecamente relacionada as suas caracteristicas
estruturais, como a sequéncia de aminodcidos, a carga liquida, o carater hidrofobico, o pH do
meio e a sua estrutura secundaria ao interagir com a membrana. A presenca de carga nos
residuos, depende da cadeia lateral do aminoacido e do pH do meio, assim quando os residuos
estiverem carregados positivamente, como lisina, arginina e a histidina, sao capazes de realizar
interacdes 10nicas com fosfolipideos predominantemente negativos. Por outro lado, a presenca
de residuos hidrofobicos contribui para interagdes com o interior da membrana, facilitando a
sua insercdo e resultando na desorganizacdo da bicamada fosfolipidica. Dependendo da
composicdo de residuos hidrofobicos e hidrofilicos na estrutura primdria, o peptideo assumi
uma conformag¢do anfipatica ao interagir com a membrana, separando as faces hidrofilica e
hidrofébica em lados opostos (LATORRES, 2018; KALAFATOVIC, 2017). Em alguns casos,
este comportamento conformacional torna-se determinante para a internalizagdo em células

neoplésicas (NYSTROM, 2018).



14

Os peptideos bioativos, em grande parte, sdo componentes essenciais do sistema
imunologico inato de muitas espécies, os quais fornecem a primeira linha de defesa contra uma
gama de patogenos, por isso sdo conhecidos como peptideos de defesa do hospedeiro (SHABIR,
2018). Além disso, desempenham papéis reguladores na maioria dos processos bioldgicos,
atuando como hormdnios e fungdes metabdlicas. Por isso, normalmente sdo classificados de
acordo com suas atividades, incluindo antimicrobianos, antineoplasicos, antivirais, opioides e
antioxidantes (SANCHEZ, 2017). O banco de dados de peptideos antimicrobianos
(Antimicrobial peptide database, APD?) ha um registro de 3257 peptideos antimicrobianos de
seis reinos diferentes (WANG, 2016), encontradas em diversas espécies. Embora a classe dos
antimicrobianos comporte a grande maioria dos peptideos bioativos, muitos destes também
apresentam atividades anticancer e tem sido alvo de estudos nesta area devido a menor
toxicidade frente as células de tecidos normais e ao menor potencial de indugdo de resisténcia
quando comparado a quimioterapia convencional e a radioterapia no tratamento de cancer
(WANG, 2017). Tyagi e colaboradores (2015) apresentaram, a partir de dados do depositério
“CancerPPD*”, 3491 registros de peptideos e proteinas anticancerigenas. A Tabela 1 lista
exemplos de peptideos antitumorais com atividade frente a diferentes linhagens de células.
Essas moléculas sdo encontradas em diversas espécies e cada uma delas com sequéncias

diferentes.

3 APD: The Antimicrobial Peptide Database. Disponivel em: < http://aps.unmc.edu/AP/main.php >. Acesso em:
06 nov 2020.

4CancerPPD: Database of Anticancer Peptides & Proteins. Disponivel em: <http://crdd.osdd.net/raghava/cancerpp
d/>. Acesso em: 06 nov 2020.
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Tabela 1 - Peptideos mais citados na literatura com atividade antitumoral.

Fonte Peptideo Sequéncia Linhagem celular Referéncias
Pantinin-2 IFGAIWKGISSLL Adenocarcinoma de
Escorpido mama e prostata
(CRUSCA,2018)
Pandinus imperator
Pantinin-3 FLSTIWNGIKSLL
Escorpido BmK AGAP-SYPU2 Fibrosarcoma S-180 e
Buthus martensii Karsch tumor ascitico de (SHAO,2014)
Ehrlich
Ra de garras africanas Mangainia 2 GIGKFLHSAKKFGK Colo do tutero
Xenopus laevis (MGA2) AFVGEIMNS humano e pulmaéo;
. LI 1,201
Melanoma, glioma de (LIU ctal, 2013)
rato
Aranha brasileira Gomesin ZCRRLCYKQRCVTY Melanoma murino
(RODRIGUES et
. . CRGR-NH2
Acanthoscurria gomesiana al., 2008)

Os peptideos com atividade anticancer e antimicrobiana podem ser extraidos de diversas
fontes naturais, dentre as principais pode-se destacar animais, plantas, bactérias e fungos. Nos
animais, os peptideos podem ser identificados em secre¢des cutaneas, peles, toxinas e diversas
localidades. As toxinas provenientes de venenos de escorpides, por exemplo, constituem-se de
misturas complexas compostas por mais de duzentos peptideos diferentes (D’SUZE, 2010).

O veneno do escorpido Hadruroides lunatus, encontrado no Peru, apresenta uma gama de
peptideos bioativos com caracteristicas quimicas diferentes. Um dos peptideos isolados desta
familia e alvo de estudos dessa dissertacdo, ¢ a lunatina-1 que ¢ constituida de 13 residuos de
aminoacidos (FIGGLLKTLTSFF-NH,), contendo a regidao C-terminal amidada e uma carga
liquida de +2.

O peptideo sintético demonstrou atividade contra bactérias Gram-positivas (Streptococcus
agalactiae, S. bovis, S. uberis, Staphylococcus aureus), com valores de MIC entre 1,49 e 5,95
umol/L; e contra Gram-negativas (Escherichia coli e Pseudomonas fluorescens), com valores
de MIC de 23,8 e 47,6 umol/L. Em relagdo a atividade anticancer, o peptideo apresentou
citotoxicidade contra as linhagens celulares de leucemia pro-mielocitica humana (HL60) e de

adenocarcinoma mamario humano (MDA-MB 231 ¢ MCF-7) (GOMES, 2018).
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Os mecanismos de agdo da lunatina-1 sobre cada linhagem de célula de cancer sdo
diferentes entre si. Na HL60, o mecanismo de morte ocorre tanto por meio da ativagao da via
extrinseca quanto da intrinseca de apoptose (GOMES, 2018). A via extrinseca ¢ orientada por
um receptor de morte e a via intrinseca ¢ mediada por dano mitocondrial (D’SUZE, 2010);
(KHAN, 2007). A via intrinseca ocorre quando ha lesdo no DNA ou retiram-se hormonios que
sao regulados pela familia Bcl-2, como o citocromo c. J& a via extrinseca ¢ induzida pela familia
de receptores do Fator de Necrose Tumoral (TNF), que ativam as caspases (KHAN, 2007). Ja
na linhagem MDA-MB 231, a lunatina-1 induz a morte celular através de alteragdes da
permeabilidade da membrana plasmatica (GOMES, 2018).

Embora os peptideos bioativos apresentem efeitos citotoxicos sobre as células
neopldsicas e microbianas relevantes, alguns estudos descrevem ainda seu emprego combinado
com outras drogas convencionais ou alteragdes estruturais pontuais. Tais estratégias
terapéuticas visam sempre ao aumento da seletividade e a reducgdo de efeitos colaterais nocivos
de ocorréncia comum observados nos pacientes tratados, bem como a propiciar ao peptideo
maior resisténcia a proteolise, aumento da estabilidade térmica e atividade. Para isso, tem sido
proposta a incorporagdo de derivados quirais, aminodcidos ndo naturais e diversas outras
modificagdes para desencadear uma resposta imunologica eficaz ao desenvolvimento do cancer

ou a infec¢do por microrganismos (RODRIGUES, 2009).

2.3 Peptideo conjugado

Uma combinagdo para o tratamento antimicrobiano foi proposta por Abdul Ghaffar e
colaboradores (2015) em que se conjugou o antibidtico levofloxacino com o peptideo
antimicrobiano indolicidina, através de uma ligacdo amida ou éster 14abil pelo método de sintese
de peptideos em fase solida (SPFS). Outra conjugacao realizada foi de uma variante do peptideo
ubiquicidina (UBI) ligada ao antibidtico cloranfenicol (CAP). O conjugado CAP-UBI foi ligado
através do grupo glutaraldeido e apresentou atividade melhorada para Escherichia coli e
Staphylococcus aureus (CHEN, 2015).

Um exemplo de outra combinagao, neste caso testado no tratamento de leucemia humana,
consiste na composi¢ao de cecropina A com 5-fluorouracil e citarabina, que demonstrou um
efeito citotdxico sinérgico durante o tratamento (RODRIGUES, 2009). Em outro trabalho, a

combinagdo de 5-fluorouracil com a luteolina demonstrou efeitos antitumorais sinérgicos nas
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células de colo do utero humano (HeLa) e células de carcinoma hepatocelular humano (HepG2)
por apoptose e regulagdo do metabolismo de 5- fluorouracil (XU, 2016).

Outro exemplo de peptideo-conjugado encontrado na literatura € a associagao dos peptideos
desenhados P3 (LVKRFKKFFRKLKKCVLL-NH;) ¢ P7 (LVRRFRRFFRRLRRCVLL-NH;)
com paclitaxel (PTX) e acido folico (FA). A ligacdo entre o peptideo e o PTX foi realizada
através do grupo tiol da cisteina e o acido folico foi ligado na por¢ao N-terminal do peptideo.
Os conjugados FA-P3-PTX e FA-P7-PTX demonstraram atividade antineoplésica
comparativamente maior do que o PTX livre contra células MCF-7, K562 e SKOV3 (DAI,
2019).

No trabalho de Junior e colaboradores (2017), os autores realizaram a sintese do
glicotriazol-peptideo derivado do peptideo antimicrobiano (HSP1) combinando a sintese em
fase solida com a reacdo de cicloadicgao catalisada por Cu (I). A proposta do trabalho foi avaliar
o efeito da conjuga¢do do triazol-peptideo ligado ao carboidrato na atividade antimicrobiana.
Os autores demonstraram que a maior atividade antifingica do peptideo-conjugado se deve ao
efeito sinérgico da unidade glicosidea e do anel triazol, sendo o tltimo responsavel pela inibi¢ao
da biossintese de ergosterol em Candida albicans.

Peptideos modificados com anéis triazois mostraram ainda atividade inibidora da protease
de HIV (BRIK, 2005) e intensificagdo da atividade antibacteriana (BERA, 2010). Além da
atividade antifiingica, derivados de 1,2,3-triazois 1-4 dissubstituidos apresentam também
atividade antiproliferativa significativa contra uma variedade de linhagens celulares de cancer
humano, incluindo aquelas resistentes a multiplas drogas (BRAWN, 2010). Tais observagdes
tém tornado a aplicacdo em quimica medicinal cada vez mais difundida (NAEIMI, 2015).
Somada a isso, uma das reagdes click utilizadas para obtencdo de anéis triazol com elevada
regioseletividade ¢ a reagdo de cicloadigdo catalisada por Cu (I). Esté reacao tem despertado o
interesse da quimica de peptideos para obtengao de peptideo-conjugados por meio de derivados
de triazéis (WU, 2015). Bera e colaboradores (2010) sintetizaram pelo método da sintese em
fase solida conjugados anfifilicos de aminoglicosideo - peptideo triazol (APTCs), a partir de
oito alcinos a base de di, tri e tetrapeptideos, todos formados por reacao de cicloadi¢do a uma
azida derivada de neomicina B e canamicina A. Os APTCs sintetizados exibiram atividade

superior ao aminoglicosideo original quando testados contra Staphylococcus aureus.
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2.4 Reacao de cicloadicao e suas aplicacoes

As primeiras reagoes click desenvolvidas em meados de 1893 e 1967 eram reagdes que
apresentavam diversos problemas, dentre eles o longo tempo e as elevadas temperaturas
requeridas (FREITAS, 2011). Entretanto, em 2001, Kolb e colaboradores descreveram um dos
tipos de reagdes click, a reacdo de cicloadigdo como termodinamicamente favoraveis com o uso
do Cu (I) como catalisador, capaz de aumentar a velocidade da reacdo até¢ 10 vezes sem o
emprego de altas temperaturas.

O produto formado por esse processo ¢ um heterociclo 1,2,3-triazol com elevada
regiosseletividade, a partir de azidas organicas e alcinos terminais. O uso de azidas, que
possuem grupos retiradores de elétrons e apresentam pouco impedimento estérico, podem
favorecer a reagdo. Azidas terciarias ndo formam triaz6is mas, em contrapartida, as azidas
primarias e secundarias ndo possuem diferenca significativa de reatividade para forma-los. Isso
mostra o quao determinante o fator estérico é para a obten¢do do estado de transi¢dao desta
reacdo (FREITAS, 2011).

No ano seguinte, 0 mesmo grupo de pesquisadores relatou a eficiéncia desse tipo de reagdo
para a sintese de derivados de peptideotriazois em fase solida. Rostovtsev e colaboradores
(2002) utilizaram uma condicao e diferentes azidas, porém sempre empregando o Cul como
catalisador, para realizar reacdes de cicloadicdo com um tetrapeptideo propargilado ainda

ligado a um suporte s6lido, conforme apresentado na Figura 1.
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Figura 1 - Formacio de [1,2,3] -Triazol catalisada por Cu (I) a partir de 1 e obtencao de
diferentes derivados de peptideotriazois. O FGFG é o tetrapeptideo base e R é a

modificacao estrutural.
0]
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(i) R-Nj3, DIPEA,Cul; (i) NaOH 0,1 M (aq); (iii) 20% de piperidina / DMF; iv) Fmoc-Thr (tBu) -OPfp, Dhbt-OH; v) H-Phe-O'Bu HCI, PyAOP,

HOAt, DIPEA; vi) cloreto de 2-furoila, DIPEA

Fonte: Adaptado de (Rostovtsev, 2002).

Todos os produtos obtidos foram caracterizados por Ressonidncia Magnética Nuclear
(RMN), espectrometria de massas com ionizagdo por electrospray (ESI-MS) e purificados por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). As reacdes em fase solida apresentaram
elevados rendimentos (>70%) e os autores os associaram a alguns fatores como: elevada
solvatacdo do intermedidrio do peptidil-resina, e auséncia de acoplamentos cruzados,
permitindo assim que a reacdo catalisada com Cu (I) prossiguisse sem problemas quando o
alcino estivesse ligado a resina.

Apesar de a espécie catalitica da reagdo de cicloadi¢ao entre azidas e alcinos terminais
ser o Cu (I), as fontes de cobre podem variar. Sais de Cu (II) como CuSO45H>0 ou
Cu(CH3COOQ); na presenca de um redutor in situ, como Pd (OEt); e ascorbato de sédio, também
tém sido utilizados em substitui¢do aos sais de Cu (I) (KOSMRLJ, 2012). Portanto, a escolha
de cada fonte de cobre pode ser realizada de acordo com as condigdes reacionais empregada na
estratégia de sintese (FREITAS, 2011) (NOLTE, 2007).

A reagdo com uso de um agente redutor in situ pode ser realizada em meio aquoso, ja
que o redutor normalmente ¢ hidrossoltivel. Contudo, alguns trabalhos descrevem o uso de

misturas de solventes envolvendo tetrahidrofurano (THF) (HEIN, 2010), dimetilsulfoxido
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(DMSO) (TORRES, 2019), N, N-dimetilformamida (DMF) (OZKAL, 2012), dentre outros
(FREITAS, 2011).

Além de proporcionar aos peptideos, maior inibi¢ao do crescimento celular neoplasico
(JUNIOR, 2017), a conjugagdo com 1,2,3-triaz6is tem sido utilizada também para substituir a
ligacdo amida do peptideo, a fim de reduzir a sua degradacao proteolitica (FREITAS, 2011);
(BRAWN, 2010). Os fatores estéricos e eletronicos do triazol, tornam o peptideo-conjugado
menos suscetiveis a degradagao proteolitica ou enzimatica, processos oxidativos e ainda, pode
ampliar e intensificar a atividade bioldgica do peptideo (NOLTE, 2007).

De acordo com Brawn e colaboradores (2008), o grupo triazol 1,4 dissubstituido se
assemelha a ligacdo (Z)-amida (Figura 2). As similaridades consistem em: (i) basicidade do
nitrogénio (N(3)) do triazol comparada ao oxigénio carbonilico da ligacdo amida; (ii)
capacidade de realizagdo de ligagdes de hidrogénio por parte do atomo de hidrogénio ligado a
C(5) comparavel a do hidrogénio amidico, pelo fato de tal ligagdo ser muito polarizada; (iii) o
carbono carbonilico atuar como eletréfilo de forma analoga a ligacao polarizada do carbono do
triazol, que resulta em C (4) deficiente de elétrons. Além disso, como o momento dipolo do
triazol € maior do que o da ligagdo amidica e suas capacidades de atuar como doador e aceptor
de ligagdo de hidrogénios sdo mais acentuadas do que as do grupo amida, as propriedades da
substituicdo da ligagdo peptidica sdo melhoradas (TRON, 2008) (CASTRO, 2016). A principal
diferenca estrutural esta na distincia entre os substituintes R; ¢ R», sendo de 3,9 A na amida e

5,0 A no triazol.

Figura 2 - Comparacio entre as caracteristicas da ligacao (£)-amida e o triazol.
Ligacio (Z)-amida Triazol 1,4-dissubstituido

Q) 76
|

"

R./la \Tl\I/
H

39A

R R
Fonte: Adaptada de (BRAWN, 2010) (CASTRO, 2016).
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2.5 Entrega direcionada: acido folico e receptor de folato

Na quimioterapia convencional, o tratamento ndo ¢ seletivo e, geralmente, os
medicamentos empregados afetam todas as células que estiverem em processo de divisdo. Uma
terapia eficaz e menos agressiva seria aquela em que o agente terapéutico atuasse seletivamente
nas células neoplasicas, poupando assim os tecidos normais. Dessa forma, um sistema de
administracdo de medicamentos mediado por ligantes visando aos biomarcadores que sdo
superexpressos especificamente nas células neoplésicas, seria uma possivel solugdo para atingir
a entrega, reduzir os efeitos colaterais e aumento do indice terapéutico (KIM, 2008)
(FERNANDEZ, 2018).

O 4cido folico tem sido utilizado como direcionador de medicamento, principalmente
devido a diferenca nos niveis de receptores de folatos (FR — do inglés Folate receptors) entre
c¢lulas normais e células neoplasicas. Vérias células neoplésicas apresentam elevados niveis de
receptores de folatos na superficie externa da membrana celular (SUDIMACK, 2000) em
comparag¢do com as células normais. Assim sendo, o 4cido folico (FA) surge como um ligante
interessante para ser conjugado a peptideos visando as aplicacdes farmacologicas avancgadas
(LEITE, 2018). Na literatura, sdo descritos alguns métodos de entrega direcionada de
medicamentos a células neoplasicas que apresentam maior concentracao de receptor de folato,
um dele ¢ pelo acoplamento de um ligante de alta afinidade, o 4cido folico (FA), na estrutura
ou suporte de interesse (SUDIMACK, 2000).

Na estrutura do 4acido foélico pode ser identificado subunidades de residuo de &cido
glutamico ligado a um residuo de acido pteroico (Figura 3), que juntas constituem o FA.
Avaliando as duas subunidades, a parte do residuo do 4cido pteroico ¢ aquele que interage com
o receptor de folato por intimeras ligagdes de hidrogénio e interagdes hidrofobicas, deixando o
restante da molécula livie (FERNANDEZ, 2018); (TRINDADE, 2014). Por isso, optamos neste
trabalho realizar a conjugacdo pelo acido carboxilico terminal e pela possibilidade de ativacao
da carbonila, aumentando a possibilidade de formacdo de ligacdo covalente entre outra

molécula.
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Figura 3 - Estrutura quimica do acido folico
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O FA ¢ reconhecido e internalizado nas células via endocitose mediada pelo proprio
receptor. Dentro da célula o FA torna-se essencial para a reagcdo de metilagdo do carbono nas
sinteses de purinas e timidinas, bases essenciais para a sintese e reparo do DNA. Esta func¢ao
torna o FA uma fonte essencial de carbono a qualquer célula, inclusive para as células
neoplésicas, garantindo sua proliferagdo rapida e descontrolada (FERNANDEZ, 2018). O FA
¢ reconhecido pelo receptor de folato (FR), que consiste em uma proteina transmembranar, a
glicosilfosfatidilinositol (GPI) (SUDIMACK, 2000).

Ha diversas conjugacdes do FA com moléculas organicas (SURYAPRAKASH, 2012),
emulsdes (ARZENI, 2019) e nanoparticulas (TEOW, 2010) divulgadas na literatura. Zhao e
colaboradores (2010) apresentaram a conjugacdo do peptideo TAT ao acido f6lico e a
lipossomas poliméricos de quitosana-colesterol modificados com octadecil-quaternizado e
lisina (FA-TATp-PLs) para a administracdo de medicamentos direcionados a células de cancer.
Os resultados mostraram que nas células de carcinoma de pulmado (A549) e papilomavirus
humano 18 (HPV-18) hd uma elevada captacdo intracelular. Em outro trabalho, Chen e
colaboradores (2012) utilizaram nanoparticulas (NPs) modificadas com acido folico e ligado
ao peptideo R7 (RRRRRRR-NH?), formando o NPs PLGA-R7 e NPs PLGA-folato, ambos
administrados juntamente com sulfato de vincristina (VCR). As NPs associadas ao conjugado
bifuncional completo, NPs PLGA-R7 e NPs PLGA-folato, apresentaram maior absor¢do e
citotoxicidade nas células tumorais MCF-7 do que o VCR livre. Além disso, foi observado
também baixa inducdo de apoptose em células normais MCF-10A, indicando a excelente
seletividade das nanoparticulas bifuncionais preparadas.

Os receptores de acido folico e integrina ay f3 sdo altamente expressos por varios tipos

de células tumorais, como por exemplo na superficie das células de cancer humano (MCF-7).
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Por isso Yan e colaboradores (2020) desenvolveram o peptideo RGD duplamente direcionado,
para receptores folato e integrina oy 3. O RGD ¢ um peptideo curto que contém a sequéncia
reconhecida pela integrina ay 53, a arginina-glicina-aspartato. O peptideo e o FA foram ligados
a nanoparticulas de silica mesoporosa (Mesoporous silica nanoparticles - MSN), formando
MSN-NH>-FA-RGD. Os resultados de ICso mostraram que a eficacia inibitéria do conjugado
foi 1,6 vezes maior do que o PTX livre usado como referéncia. A caracterizagdo por
microscopia de fluorescéncia in vitro foi observado maior captagdo por células de cancer de

mama.

3 PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Sintese do derivado propargilado do acido félico

O procedimento foi adaptado da metodologia de Puvvada e colaboradores (2015) e consiste
em um método de sintese em solugdo sob condigdes atmosféricas inertes de nitrogénio gasoso.
Primeiramente, adicionou-se em um baldo tritubulado 88,28 mg 4cido folico (Sigma-Aldrich®™)
(0,2 mmol) e 61,89 mg de diciclohexilcarbodiimida (DCC) (0,3 mmol) solubilizados sob
aquecimento brando (~30 °C) em 2 mL de dimetilsulfoxido (DMSO, Neon®). Em seguida,
16,52 mg de propargilamina (0,3 mmol) foram solubilizados em 800 uL de DMSO e
transferidos para uma seringa de vidro de 1 mL, que foi acoplada ao baldo de reacdo. Essa
solucdo foi gotejada lentamente sobre a solugdo de 4cido folico ao longo das primeiras 3 horas.
A montagem do sistema reacional estd representada na Figura 4. A rea¢do permaneceu sob
agitacdo magnética (300 rpm) por um tempo total de 12 horas. No final da reagdo, foi observada
a formacgao de dicicloexiluréia (DCU) a partir da DCC, que foi removida por filtracdo a vacuo
e o derivado de alcino precipitado com adi¢ao de cerca de 70 mL de éter dietilico resfriado (~

-18 °C).
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Figura 4 - Esquema do sistema reacional da sintese em fase liquida.

_— Balao para controle de pressao

3.2 Sintese quimica em fase solida da lunatina-1 e do tripeptideo FIG-NH:

A lunatina-1 (FIGGLLKTLTSFF-NH,) e o tripeptideo FIG-NH, foram sintetizados
empregando-se 0 método manual de sintese em fase solida, via estratégia Fmoc (9- fluorenil-
metoxicarbonila) (CHAN; WHITE, 1999). Os derivados de aminoacido protegidos empregados
nas sinteses foram: Fmoc-Phe-OH; Fmoc-Ser (#-Bu)-OH; Fmoc-Thr(#~-Bu)-OH; Fmoc-Leu-
OH; Fmoc-Lys(z-Bu)-OH; Fmoc-Gly-OH e Fmoc-Ile-OH. Empregou-se como suporte solido a

resina Rink Amide da Novabiochem® (Figura 5) com grau de substitui¢io de 0,79 mmol.g™.

Figura S - Estrutura quimica da Resina Rink Amide com o grupo Fmoc.

L)

O = Representagdo do esqueleto da resina
Foi sintetizado também o tripeptideo FIG, seguindo a sequéncia N-terminal da lunatina-

1, para a realizacdo dos ensaios das condigcdes e etapas de sintese do peptideo-folato.
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Posteriormente a sintese, o tripeptideo foi submetido as modificagdes quimicas propostas neste
trabalho. Os derivados de aminoacidos utilizados foram: Fmoc-Phe-OH; Fmoc-Ile-OH e Fmoc-
Gly-OH e o suporte solido também foi a resina Rink Amide da Novabiochem®™ com grau de
substituicdo de 0,79 mmol.g™.

Os calculos da massa necessaria da resina para as duas sinteses foram obtidos a partir
do rendimento esperado de cerca de 150 mg. A resina foi pesada em balanga analitica
(Shimadzu® modelo ATX 224) com precisio de 0,0010 g. As quantidades de reagentes
necessarias para os acoplamentos dos residuos de aminodcidos na resina foram calculadas a
partir das massas médias da lunatina-1 de 1442,745 g.mol™! e do FIG de 334,402 g.mol™!, do
grau de substituicdo da resina e do rendimento previsto para 150 mg de peptideo. A resina foi
entdo transferida para uma seringa de polipropileno de 5 mL com filtro poroso de poliuretana
capaz de reté-la. Em seguida, a resina foi lavada com cerca de 2,5 mL de diclorometano (DCM)
(Dindmica®) sob agitagdo por 15 minutos para solvatar os poros dos grios e garantir maior
rendimento para a sintese.

O passo seguinte, consistiu na lavagem alternada com cerca de 2,5 mL de N, N-
dimetilformamida (DMF) (Dindmica®) e 4lcool isopropilico (IPA) (Vetec®) repetida trés vezes
e ainda uma ultima etapa de lavagem com 2,5 mL de DCM.

Assim como os derivados de aminoacidos, a resina também apresenta o grupo Fmoc
protegendo o grupo amino e, portanto, para removeé-lo foi necesséria a desprotecdo em meio
basico. Para isto, foi empregada 2,5 mL de uma solucdo de 30% (v/v) de 4-metilpiperidina
(PIPE) (Sigma-Aldrich®) em DMF por cerca de 15 minutos sob agitacdo por duas vezes
seguidas.

Na primeira etapa de acoplamento da sintese dos peptideos utilizou-se uma solugao de
2,5 mL de DMF previamente destilado, contendo o primeiro derivado de 139,0 mg de
aminoacido Fmoc-Phe-OH (0,358 mmol), 54,9 mg de 1-hidroxilbenzotriazola (HOBt, 0,358
mmol) (Sigma-Aldrich®), 56,34 pL de N,N’- diisopropilcarbodiimida (DIC, 0,358 mmol)
(Sigma-Aldrich®). Para garantir a ativacdo do aminoacido, a solugio ficou em repouso por cerca
de 10 minutos e, entdo, foi succionada pela seringa deixando a solugdo em contato com a resina
sob agitagio pelo aparelho Vortex Mixer Analitica® (S3o Paulo, Brasil) durante trés horas. Ao
final da etapa de acoplamento, foi repetida a etapa de lavagem com DMF, IPA e DCM, seguida
da etapa de desprotecdo do grupo Fmoc em solugdo de PIPE/DMF (25%, v/v). O mesmo
procedimento de acoplamento, lavagem e desprotecdo foi realizado para todos os demais

residuos da sintese, porém com um tempo de duas horas de agitagdo durante os acoplamentos.
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Apobs cada acoplamento e desprotecdo foi utilizado um teste colorimétrico para
identifica¢dao de aminas primarias. O teste utilizado foi o teste de Kaiser, realizado em um tubo
de ensaio contendo poucos graos de peptidil-resina extraida da resina, seguida da adi¢dao de uma
gota de solucgdo ninidrina (Vetec®) a 5% em etanol, duas gotas de solucdo de 80% fenol (Vetec®)
em etanol e uma gota de solucdo de KCN (Lafan Quimica Fina®) em piridina (Merck®™). Apos
agitacdo manual, o tubo de ensaio foi aquecido a 120 °C por aproximadamente 5 minutos em
um bloco aquecedor Labnet Accublock®, modelo D1100-230V.

Ao final do acoplamento de todos os residuos de aminoacidos de cada uma das sinteses,
os peptideos foram mantidos ligados a resina para que pudessem ser modificados seguindo a

rota de sintese proposta no item 3.3.

3.3 Sintese do conjugado peptideo-folato

A estratégia de sintese proposta neste trabalho estd esquematizada na Figura 6. A sintese foi
planejada em 4 etapas, incluindo ainda uma modificacao prévia do &cido folico para preparacao
do derivado propargilado. Os procedimentos a seguir foram separados de acordo com as

respectivas etapas da sintese.



Figura 6 - Esquema com as etapas da sintese do conjugado peptideo-folato.
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3.3.1 Obtencdao da bromo-hexamida-peptidil-resina (Etapa 1)

HN—FA

As condicdes utilizadas para esta etapa foram similares aquelas empregadas nas etapas

de acoplamento da sintese dos peptideos em fase solida. Dessa forma, foi preparada uma

solugdo de 2,5 mL de DMF contendo17,50 mg de 4cido 6-bromo-hexanoico (11,5 mmol) em
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13,69 mg HOBt (0,089 mmol) e 14,04 pL DIC (0,089 mmol). Em seguida, a solu¢do foi
succionada para a seringa de reagdo e deixada sob agitacdo pelo aparelho Vortex Mixer
Analitica® (Sdo Paulo, Brasil) por 2 horas. Apos este tempo a bromo-hexamida-peptidil resina
foi lavada em trés séries seguidas com cerca de 2,5 mL de DMF, IPA e uma tultima etapa de

lavagem com cerca de 2,5 mL de DCM.
3.3.2 Substituicdo do bromo por azida na bromo-hexamida-peptidil-resina (Etapa 2)

Para substitui¢ao dos atomos de bromo pelo grupamento azida (N3) (Etapa 2) foram
utilizadas duas metodologias, a primeira denominada de etapa 2a e a segunda de etapa 2b. A
etapa 2a foi adaptada da metodologia proposta por (TORRES, 2018) em que utilizou-se 2 mL
de uma solucao de tetrahidrofurano (THF) em dgua (1:1, v/v) contendo 31,5 mg (azida de s6dio
(NaN3) (0,48 mmol) e 10 mg da bromo-hexamida-peptidil resina (0,018 mmol). A resina foi
transferida para um béquer e adicionou-se a solu¢do de THF/H2O e azida de sodio. A reagdo
transcorreu sob agitagdo magnética (600 rpm) a 45 °C por 120 minutos. Em seguida, o produto
foi lavado por trés vezes alternadas com IPA e DCM.

A etapa 2b, adaptada de Coessens (2006), foi empregada uma solugdo contendo 2 mL
de DMF e cerca de 9,53 mg de NaN3 (1,46 mmol). A solucdo foi succionada para uma seringa
que havia cerca de 75 mg de bromo-hexamida-peptidil resina (0,135 mmol) e submetida a
agitagdo pelo aparelho Vortex Mixer Analitica® (Sdo Paulo, Brasil) por 2 horas. Apos este
tempo a bromo-hexamida-peptidil resina foi lavada em trés séries seguidas com cerca de 2,5

mL de DMF, IPA e uma ultima etapa de lavagem com cerca de 2,5 mL de DCM.

3.3.3 Obtencao do folato-peptidil-resina (Etapa 3)

A etapa 3 consiste na reacdo de cicloadicdo catalisada por Cu e foi realizada de duas
formas distintas (Etapa 3a e 3b). Na etapa 3a preparou-se uma solu¢do contendo 9,3 mg de
sulfato de Cu (II) (0,037 mmol) em 250 puL. de agua deionizada, outra contendo 8,9 mg de
ascorbato de sodio (0,049 mmol) também solubilizados em 250 pL de 4gua deionizada e uma
terceira solu¢do contendo 46,5 mg do acido foélico propargilado (FA-Pra) (0,097 mmol)
solubilizados em 500 uLL de DMSO. As solugdes foram succionadas para a seringa de reagao
contendo a azida-hexamida-peptidil-resina oriunda da etapa 2a na seguinte sequéncia: (i) FA-
Pra, (ii) sulfato de Cu (II) e (iii) ascorbato de sddio. Em seguida, a seringa foi protegida da luz

e areacdo ocorreu sob agitacao por aparelho Vortex (400 rpm) por 48 horas. Finalizada a rea¢ao
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o derivado folato-peptitil-resina foi submetido a oito etapas de lavagens com solugdo de acido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA) a 10% (m/v), duas etapas com IPA e uma ultima com
DCM.

Para esta etapa foram testados também diferentes tempos de reacdo, a saber, 6 horas
(FA-Trz-FIG4), 24 horas (FA-Trz-FIG2) e 72 horas (FA-Trz-FIG3), seguido os mesmos
procedimentos descritos para a etapa 3a.

Na etapa 3b a metodologia foi adaptada de Zhang (2006) preparando-se uma solugao
contendo 28,56 mg de Cul (0,15 mmol), 29,71 mg de ascorbato de sdédio (0,15 mmol)
solubilizados em DMF/4-metilpiperidina (8:2, v:v). A solucdo de colora¢do esverdeada foi
succionada para a seringa que continha cerca de 50 mg de azida-hexamida-peptidil-resina da
etapa 2b (0,03 mmol). A reacdo ocorreu durante 5 h em temperatura ambiente sob agitagdo por
aparelho Vortex (400 rpm). Finalizada a reacdo o derivado folato-peptitil-resina foi submetido
a oito etapas de lavagens com solu¢do de acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) a 10%

(m/v), duas com DMF, duas etapas com IPA e uma ultima com DCM.
3.3.4 Etapa de clivagem do folato-peptidil resina

Apds o acoplamento de todos os residuos de aminodcidos e as modifica¢des folato-peptidil
foi separado da resina e também simultaneamente, ocorreu a remoc¢ao dos grupos protetores das
cadeias laterais de Fmoc-Ser (t-Bu)-OH, Fmoc-Thr (t-Bu)-OH e Fmoc-Lys (t-Bu)-OH em tnica
etapa denominada de clivagem. Para isso, preparada uma solug¢do contendo 2,5% (v/v)
triisopropilsilano (TIS), 2,5% (v/v) de agua deionizada e 95% (v/v) de acido trifluoracético
(TFA). Em seguida, realizou-se a precipitagdo do folato-peptideo com adi¢do de éter
diisopropilico resfriado (~ -18 °C), inseriu-as em centrifuga Spinlab®, modelo SL-16RAV-

4000 (Sao Paulo, Brasil) e o produto foi secado com nitrogénio.
3.4 Caracterizacio dos intermediarios e produtos da sintese

Ao final de cada etapa de sintese foi realizada a etapa de clivagem de uma pequena
aliquota da respectiva peptidil-resina (item 3.3.4) para caracterizagdo dos intermediarios. Em
seguida, foi feito a secagem das amostras clivadas para a caracterizagdo por cromatografia
liquida de alta eficiéncia, espectrometria de massas, espectroscopia de infravermelho e
ressonancia magnética nuclear. As amostras que foram caracterizadas por estes experimentos

com suas respectivas abreviaturas estdo expostas na Tabela 2.
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Tabela 2- Descricio e siglas dos materiais caracterizados

Reagentes/Peptidil Siglas
Acido Félico FA
Propargilamina Pra
Acido 6-bromo-hexanéico Br-Ac
Sintese do derivado propargilado do 4cido félico FA-Pra
Sintese dos Peptideos FIG / Lunatina
Produtos da etapa 1 Br-FIG / Br-Luna
Produto da etapa 2a N3-FIG1
Produtos da etapa 2b N3-FIG2 / Ns-Luna
Produtos da etapa 3a FA-Trz-FIG1 / FA-Trz-F1G2
FA-Trz-FIG3/ FA-Trz-FIG4
Produto da etapa 3b FA-Trz-FIG5

3.4.1 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) foi realizada em fase reversa em um
cromatografo Varian® (Varian, Inc. Corporate Headquarters, Palo Alto, CA, EUA) modelo Pro
Star 315 com detector na regido do ultravioleta modelo Pro Star 335, coluna analitica em fase
reversa Vydac® 218TP C18 (250 x 4,6 mm) e loop de 1 mL do Departamento de Quimica da
Universidade Federal do Vale do Jequitinhonha e Mucuri (UFVJM).

As andlises foram realizadas com gradiente de dois eluentes: 4gua deionizada contendo
0,1% de 4cido trifluoroacético (TFA) da Sigma-Aldrich® (St. Louis, MO, USA), como fase A
e acetonitrila da Panreac® (Barcelona, Espanha) contendo 0,08% de TFA, como fase B. A
deteccdo foi feita por meio de espectroscopia na regido do ultravioleta (UV) em um Amax de 215
nm e conduzida em escala analitica por injecao de 50 uLL da amostra em estado bruto em uma

concentragdo de 1 mg. mL™, sob fluxo de 0,80 mL. min™! durante 40 minutos.

3.4.2 Espectrometria de massas

A espectrometria de massas foi realizada em colaboragdo com a EMBRAPA- Recursos
Genéticos (Brasilia, DF) em um sistema MALDI-ToF/ToF em modo MS no aparelho AutoFlex
Il (Bruker Daltonics, Billerica, EUA), operando em modo refletido e polaridade positiva. A
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analise ocorreu com a inser¢do de cerca de 0,5 pL da amostra diluida em 4agua deionizada sob
a placa AnchorChipTM 600/384 (Bruker Daltonics, Billerica, EUA), seguidos de 0,5 uL em
matriz a-ciano-4-hidroxicinamico (a-CHCA). Foi realizada também a fragmentacao dos ions
precursores utilizando o modo MS/MS e para sequenciar os espectros foi utilizado o software

PepSeq.

3.4.3 Espectroscopia de absor¢do molecular na regido do infravermelho com transformada

de Fourier

Para caracterizagdo de cada derivado das etapas de sintese foram obtidos espectros de
absor¢do na regido do infravermelho, de 4000 a 400 cm™, com resolugio 8 cm! e 64
acumulagoes, utilizando o espectrofotometro FT-IR Varian, modelo 640-IR, disponivel no
Departamento de Quimica da UFVJM, equipado com modo de refletincia total atenuada (ATR,
Pike Technologies, modelo GladiATR).

3.4.4 Ressondncia Magnética Nuclear (RMN)

Os experimentos de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) foram realizados em um
espectrometro Bruker® Fourier 300 MHz (Bruker Daltonics Inc., Billerica, MA, EUA), do
Departamento de Quimica da Universidade Federal do Vale do Jequitinhonha e Mucuri
(UFVJM). Foram adquiridos espectros unidimensionais de 'H e !*C e bidimensionais
homonuclear de ['H,'H] TOCSY e heteronuclear de ['H,'3C] HSQC editado.

Para o assinalamento de cada sinal do mapa de contorno foi utilizado um esquema
representativo dos sistemas de spin de cada nucleo de hidrogénio da Protein NMR (PARELLA,
2003) e a Tabela de deslocamento quimico do Biological Magnetic Resonance Data Bank
(http://www.bmrb.wisc.edu/ref info/statful.htm).

Os espectros do FIG foram obtidos a partir de uma solugdo de 0,02 mg/mL de 4dgua
deionizada com 10% (v/v) de D20 e 1% de acido 4,4-dimetil-4-silapentano-1-sulfonico (DSS),
utilizado como padrdo de referéncia. J4 os demais materiais foram caracterizados a partir das
respectivas solugdes dos derivados contendo 0,02 mg/mL em DMSO deuterado (DMSO-dp) e
0,5 % (v/v) de tetrametilsilano (TMS), utilizado como padrao de referéncia.

Inicialmente para o 'H utilizou-se a programa de pulso zg30 para homogeneizagio do
campo (shimming) e determinacdo do valor de frequéncia de irradiacdo do sinal da dgua (ol).
Em seguida, realizou-se para o FIG a supressao do sinal de agua por pré-saturagdo aplicando o

programa de pulso zgcppr (ABDUL, 2015). Apds a supressdo, um novo experimento foi
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adicionado com numero de pontos no dominio do tempo (TD) de 8192 e um nimero de scans
de 512. Para os espectros de '*C empregou-se o programa de pulso zgpg 30 com TD de 8192 e
NS de 1024. Todos os experimentos unidimensionais de 'H e '*C foram processados no
software Topspin 3.1 — Bruker BioSpin® (Rheinstetten, Germany).

Os parametros empregados para os experimentos de TOCSY foram janela espectral de
3002,27 Hz (10 ppm), centro da janela (ol) de 1200,78 Hz (4 ppm), nimero de pontos no
dominio do tempo (TD) de 4096 em F2 ¢ 322 em F1. O programa de pulso aplicado foi o mlevph
(BAX, 1985) e modo de aquisicao STATES-TPPI, tempo de espera d1 de 1,5 ms, nimero (NS)
de scans de 84 e o tempo de mistura (d9) de 60 ms. Os experimentos de ['H,'*C] HSQC editado
foram adquiridos com o programa de pulsos foi o Asqcedgph (WILKER, 1993). A janela
espectral de 3002,27 Hz (10 ppm) em F2 e 24413,35 Hz (323 ppm) em F1, 0 o1 de 1200,78 Hz
(4 ppm) em F2 e 9812,44 Hz (130 ppm) em F1, nimero de pontos no dominio do tempo (TD)
de 1024 em F2 ¢ 400 em F1. O NS de 128 e o tempo de mistura (d9) de 60 ms.

Os processamentos dos experimentos bidimensionais foram realizados em plataforma
Linux na distribui¢do Fedora, versio 25, empregando-se o pacote computacional NMRPIPE®
versao 1.7 (Delaglio, 1995). E os assinalamentos dos espectros foram realizados com o auxilio

do programa NMRVIEWJ® versdo 9.2.0 (Johnson, 1994).
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4 RESULTADOS E DUSCUSSAO

4.1 Sintese do derivado propargilado do acido félico

A primeira etapa do trabalho foi a obtengao do derivado propargilado do acido félico

(FA-Pra), conforme apresentado no Esquema 1.

Esquema 1 - Obtencio do derivado propargilado do acido félico (FA-Pra).
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O solido amarelo precipitado apoés adigdo de éter resfriado (~ -18 °C), a amostra foi
filtrada e submetida a caracterizacdo por espectroscopia na regido do infravermelho. A Figura
7 apresenta a sobreposi¢ao dos espectros do FA, Pra e FA-Pra. No espectro do Pra ¢ possivel
identificar o dobramento do =C-H em uma banda forte entre 700-600 cm™ e do estiramento
em torno de 3340-3250 cm™! (DUTTA, 2013). Para a amina primaria do Pra, o estiramento do
N-H em duas bandas proximas em torno de 3350 a 3180 cm™!. Desse modo, espera-se visualizar
no espectro do FA-Pra uma banda correspondente ao grupo =C-H do alcino Pra e apenas uma
banda correspondente ao estiramento N-H, uma vez que a amida primaria da Pra estaria ligada
covalentemente ao FA através de uma amida secundaria. No espectro FA-Pra ha uma banda
caracteristica e comparavel ao Pra do estiramento de =C-H em torno de 3340-3250 cm™! porém
a banda de estiramento do C=C em torno de 2260-2100 cm™' ndo foi apresentada em nenhum
dos dois. Enquanto que no espectro do FA-Pra ¢ possivel também visualizar apenas uma banda
larga em torno de 3300 cm’ correspondente ao estiramento de N-H de amida secundéria

(MULLER,1993).



34

Figura 7- Espectro de infravermelho do produto da sintese do FA-Pra.
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Esta etapa reacional também foi analisada por espectroscopia de Ressonincia Magnética
Nuclear. Os espectros de 'H da propargilamina esta apresentado na Figura 8, no qual os
deslocamentos quimicos dos nucleos de hidrogénios dos grupos amino, metilénicos e metinicos
da propargilamina foram prontamente identificados, sendo atribuidos aos sinais em 3,42 ppm

(d, J 2.4 Hz, 2H); 2,26 ppm (t, J 2.4 Hz, 2H) e 1,50 ppm (s, 1H), respectivamente.

Figura 8- Espectro de '"H de RMN 300 MHz da Pra (0,03 mmol.mL-") em CDCI; contendo
0,5 % (v/v) TMS.
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O espectro de RMN do acido folico estd apresentado na Figura 9 e foi possivel a
atribuicdo completa do espectro unidimensional de 'H. Os deslocamentos quimicos dos nucleos
de 'H, de acordo com a numeragio proposta na estrutura quimica da Figura 9 foram: H-1 11,40
ppm (s,1H); H-2 2,32 ppm (t, J 7,4 Hz, 2H); H-3 1,91 ppm (m, 2H); H-4 4,31 ppm (m, 1H); H-
512,26 ppm (s,1H); H-6 7,63 ppm (d, J 8,5 Hz, 1H); H-7 6,61 ppm (d, J 8,5 Hz, 1H); H-8 4,48
ppm (d, J 5,5 Hz, 2H); H-9 8,65 ppm (s,1H).

O espectro apresenta ainda dois sinais caracteristicos para os hidrogénios dos grupos
carboxilas (11,40 e 12,26 ppm) do acido folico, demonstrando que estes apresentam ambientes
quimicos significativamente diferentes. Enquanto um dos grupos carboxila possui um grupo
alquila em posi¢ao S (H-1 11,40 ppm), o outro apresenta um grupo amida na mesma posi¢ao
(H-5 12,26 ppm), determinando ambientes quimicos suficientemente distintos.
Consequentemente, tem-se uma diferenca significativa na acidez entre os dois grupos,
evidenciadas pelos valores de pK, de H-1 de 8,38 e de H-5 de 4,56 (Wu, 2010). Assim sendo,
espera-se que a ativagao e, consequentemente, a substituicdo ocorra preferencialmente no grupo

carboxila contendo o H-5 com maior deslocamento quimico (NASCIMENTO, 2016).

Figura 9 - Espectro "H de RMN 300 MHz da FA (0,04 mmol. mL-') em DMSO-d;s contendo
0,5 % (v/v) TMS.
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O espectro unidimensional de 'H do produto da sintese FA-Pra estd apresentado na
Figura 10. Como esperado, observou-se a supressao do sinal corresponde ao hidrogénio mais
acido (pKa = 8,38) da carboxila, como pode ser melhor visualizado na Figura 11. Além disso,
os sinais de 'H adicionais em 3,51 ppm e 2,50 ppm, correspondentes aos grupamentos —CH; e

—CH provenientes do grupo propargilamino foram devidamente atribuidos.

Figura 10 - Espectro 'H de RMN 300 MHz da FA-Pra (0,02 mmol. mL-") em DMSO-d;
contendo 0,5 % (v/v) TMS
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Os deslocamentos identificados foram: H-1 11,42 ppm (s,1H); H-2 2,40 ppm (t, J 7.7
Hz, 2H); H-3 1,71 ppm (m, 2H); H-4 4,32 ppm (m, 1H); H-6 3,49 ppm (s, 2H); H-7 2,50 ppm
(s, 1H); H-8 7,64 ppm (d, J 8,3 Hz, 1H); H-9 6,64 ppm (d, J 8,3 Hz, 1H); H-10 4,47 ppm (d, J
5,3 Hz, 2H); H-11 8,63 ppm (s,1H).
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Figura 11 - Amplia¢io da regido dos hidrogénios das carboxilados dos espectros 'H de
RMN 300 MHz da FA (0,04 mmol. mL!) e FA-Pra (0,04 mmol. mL-') em DMSO-d;
contendo 0,5 % (v/v) TMS.
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Confirmada a sintese do derivado propargilado do 4cido félico, o alcino ligado ao acido

folico, prosseguiu-se as etapas da rota de sintese em fase sélida.

4.2 Sintese e caracteriza¢io das etapas do peptideo-conjugado FA-Trz-FIG e FA-Trz-

Luna

Como citado anteriormente, a avaliagdo da estratégia de sintese do peptideo-folato foi
realizada primeiramente com o tripeptideo (FIG-NH,). Os peptideos lunatina-1 ¢ o FIG-NH,
foram sintetizados manualmente pelo método de sintese de peptideos em fase solida (SPFS),
via estratégia Fmoc. No método em fase solida, utiliza-se um suporte polimérico para ligar
covalentemente cada aminoacido e as moléculas correspondentes a modificacao estrutural. A
sintese ocorre ligando o primeiro aminoacido pelo grupo carboxila e, portanto, a sintese ocorre
da regido C-terminal para o N-terminal. Por isso ¢ possivel identificar ao final de cada
acoplamento se o peptidil-resina esta protegida ou desprotegida, por meio da andlise de
presenca de grupo amino protegido ou livre, respectivamente. Portanto, o teste colorimétrico
de Kaiser ou de ninidrina (GONGORA, 2013), foi empregado sempre apds cada etapa de
acoplamento e desprotecao.

Ap0s as etapas de acoplamento dos derivados Fmoc-aminoécidos, esperava-se que todos

os grupos estivessem protegidos. Dessa forma, sempre que os graos apresentaram coloracao
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inalterada (incolor), considerou-se o resultado do acoplamento positivo, por ndo houver
evidéncia da presenca de grupos amino livre. Por outro lado, apos as etapas de desprotecao,
esperava-se que os grupos estivessem desprotegidos, sendo que o resultado positivo ¢ dado
quando os graos encontravam-se azulados ou escurecidos, significando que ha presenca de

grupo amino livre, tornado a peptidil-resina apta ao proximo acoplamento (PIRES, 2014).

4.2.1 Sintese do tripeptideo FIG-NH,

R  + NH2 DMF/HOBT/DIC R

Ao final da sintese, uma pequena amostra da peptidil-resina da sintese do tripeptideo

Peptideo —NH2

FIG-NH, foi clivada para caracterizagdo (item 3.4), enquanto o restante foi mantido na resina
para realizacdo das proximas etapas de sintese (Figura 6, pg. 18). Por CLAE, em condigdes
analiticas, observa-se a presenga de um pico proeminente com tempo de retengdo (tr) de 15,5
min (Figura 12). No espectro de massa apresentado na Figura 13, foi possivel confirmar a
obtengio do tripeptideo devido presenga do ion molecular [M+H]" em m/z equivalente a 335,40

que se aproxima da massa monoisotopica teérica de 335,40 Da do mesmo protonado.

Figura 12 - Perfil cromatografico da amostra bruta do tripeptideo FIG-NHo.
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Figura 13 - Espectro de massas obtido por MALDI-ToF/ToF da amostra bruta do
tripeptideo FIG-NHz. [M+H]"teor representa a massa/carga teorica e [M+H] ca representa

a massa calculada em g.mol .
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A Figura 14 apresenta o espectro unidimensional (1D) de 'H do tripeptideo FIG no qual
foram observados a presenga de sinais de deslocamentos quimicos de 4,14 ppm (t, J 6,17 Hz,
1H); 3,02 ppm (d, J 6,76 Hz, 2H); 6,94 ppm (s, 1H); 7,32 ppm (s, 1H); 8,36 ppm (s, 2H); 4,00
ppm (s, 1H); 1,62 ppm (m, 1H); 1,29 ppm (m, 3H); 0,98 ppm (m, J 7,31 Hz, 2H); 0,70 ppm (m,
J 6,50 Hz, 3H); 3,72 ppm (dd, J 5,9, 2H); 8,18 ppm (t, J 5,28, 2H).
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Figura 14 - Espectro de "H de RMN 300 MHz do tripeptideo FIG-NH: (0,05 mmol. mL")
em agua contendo 10% (v/v) de D20 e 1% (v/v) DSS.
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Os experimentos bidimensionais (2D) de ['H,'H] TOCSY e ['H,"*C] HSQC foram
realizados para possibilitar uma atribuicdo completa e inequivoca dos sinais de ressonancia de
"H e *C do tripeptideo. Na Figura 15 estdo apresentadas diferentes regides do mapa de
contornos ['H,'H] TOCSY do tripeptideo FIG-NH,, em que é possivel observar correlagdes

intrarresiduais de cada residuo de aminoacido.
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Figura 15 - Mapa de contornos ['H,'H] TOCSY de RMN 300 MHz do tripeptideo FIG-
NH: (0,05 mmol. mL") em agua contendo 10% (v/v) de D20 e 1% (v/v) DSS. (A) Ampliacio

da regido de hidrogénio amidico; (B) Ampliacio da regido de hidrogénios alfas.
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A Figura 15A apresenta a regido comum de deslocamentos quimicos de hidrogénios
amidicos (H) no eixo horizontal, enquanto a regido caracteristica de deslocamento quimicos
de hidrogénio a (H*) e na Figura 15B de cadeias laterais (H”, H%, H” entre outros) esta disposta
no eixo vertical. Na Figura 15A observa-se a correlagdo de H" da isoleucina com H* (HM- H*),
H? (HN-HP) e HY (HM- H%), e a correlagio HN-H®* da glicina. Ainda na regido de hidrogénio
amidico, ndo foram observados sinais correspondentes ao sistema de spin do residuo de
fenilalanina 1 (Phe-1). Tal fato pode estar relacionado ao solvente utilizado para anélise, a 4gua,
e pela possivel flexibilidade do grupo presente na extremidade. A presenca de agua permite a
troca quimica de hidrogénios da agua com a amina terminal basica. Em RMN, a troca quimica
significa que um nucleo experimenta diferentes ambientes magnéticos (BAIN, 2017), que
resulta na nao identificagdo do sinal. Contudo, foi possivel identificar a correlagdo entre os
nuicleos de hidrogénios betas (H?) e hidrogénios alfas (H*) do residuo de Phe-1 confirmando a
presenca da fenilalanina na amostra analisada (Figura 15B).

Na Figura 16 esta apresentado o mapa de contornos ['H,*C] HSQC editado, onde é
possivel visualizar a correlagdo intrarresidual dos nticleos de 'H com os niicleos de *C
diretamente ligados (!J) em cada residuo. A analise do mapa de contorno ['H,'*C] HSQC
editado possibilitou distinguir os nticleos de carbono de diferentes grupos alquilicos, uma vez
que neste experimento as correlagdes ['H,'*C] metilénicos (-CHz) aparecem em fase invertida
(em vermelho no mapa de contornos) em relagcdo aos demais grupos, uma vez que as correlacdes

de grupos metinicos (—CH) e metilicos (-CH3) aparecem na fase positiva e em preto.

Figura 16 - Espectro ['H,'”*C] HSQC de RMN 300 MHz do tripeptideo FIG-NH: (0,05
mmol. mL') em agua contendo 10% (v/v) de D20 e 1% (v/v) DSS.

2.Hz1 2.C51 g
) 2'”‘{2' 2.(1‘1,2
SH.AE  m _
LH,1.c, =  THplGy 2.Hg2.Cy
2.H,2.C,

40 30 20 10
H (ppm)




43

O mapa de contorno do HSQC foi assinalado com base nos deslocamentos quimicos de
'H previamente assinalados no mapa de contornos TOCSY. A correlagio C*H* do grupo
metilénico do residuo de Gly-3 foi prontamente identificado, devido ao deslocamento quimico
de 3,7 ppm e a fase invertida, e ainda a correlagio C’-H? do grupo CH> do residuo de Phe-1. As
correlagdes do anel aromatico C#-H9, C?- H? do residuo de Phe-1 também foram identificadas
na regido em torno de 7 ppm. Outras correlagdes identificadas foram as correlagdes C*-H%,

C921.H9?! ¢ C71-H7!! da Ile-2 em torno de 0,98 e 0,70 ppm.

4.2.2 Obtencdo da bromo-hexamida-peptidil-resina (Etapa 1)

A primeira etapa de modificagdo do tripeptideo consistiu no acoplamento do acido

bromohexandico ao grupo amino do residuo de fenilalanina, conforme apresentado no esquema

abaixo.
Q 0
MBr DMEF/HOBT/DIC R - )K/\/\/Br
R Peptideo—NH, + HO Etapa 1 —Peptideo \E

Na Figura 17, esta o perfil cromatografico do Br-FIG comparado com o FIG-NH.. No
cromatograma, observa-se a presenca de um pico proeminente em tempo de retencao (23,0 min)
maior do que o FIG-NH.. A protecdo do grupo amino e a introducdo da cadeia carbonica de seis
membros aumentam o carater hidrofobico do tripeptideo elevando também o seu tempo de

retencao (QI, 2010).
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Figura 17 - Perfil cromatografico da amostra bruta do tripeptideo Br-FIG.
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O espectro de massa do Br-FIG estd apresentado na Figura 18, o qual confirma a
presenga do derivado Br-FIG devido a presenga do ion molecular [M+H]" m/z igual a 510,18

que aproxima-se da massa monoisotopica tedrica da molécula protonada de 510,18 Da.

Figura 18 - Espectro de massa obtido por MALDI-ToF/ToF da amostra bruta do
tripeptideo Br-FIG. [M+H]*tor representa a massa/carga teérica e [M+H]"ca representa

a massa calculada em g.mol.
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A espectroscopia de absor¢do na regido do infravermelho também foi utilizada para
avaliar a sintese do Br-FIG, verificando a presenca de vibracdes caracteristicas dos grupos
funcionais, especificamente as ligacdes C-Br do Br-FIG. Para isso, utilizou-se o método de
reflexdo total atenuada no infravermelho com transformada de Fourier (ATR-FTIR) e os
espectros estdo apresentados na Figura 19.

As bandas de absorc¢ao semelhantes destacadas na Figura 19 correspondem as vibragdes
caracteristicas da cadeia principal de FIG-NH,, como os estiramentos das ligagdes C=0, C-N e
N-H. Nos dois espectros foram identificadas, na faixa de 3500 a 3300 cm™!, o estiramento N-
H’ da amina primdria e, em torno de 1640-1560 cm™!, o dobramento de N-H (MIRKIN, 2004).
O modo vibracional da amida, a banda de infravermelho entre 1640-1560 cm™ de N-H, origina-
se da vibrag¢ao de alongamento C-O do grupo amida, acoplado a flexdo em fase da ligagdo N-
H e o alongamento da ligacio C-N (SUREWICZ,1993). Na regido de 1350 a 1000 cm™ foi
identificado o estiramento de C-N, em 1520 cm™! da carbonila C=0 amida e em 1550 cm™ da
carbonila C=0 do 4cido 6-bromo-hexandico.

No entanto, ainda comparando os dois espectros observa-se, no espectro do Br-FIG, a
banda de estiramento da ligagio C-Br em 550 cm™' (BRATU,1998), que confirma a presenga
do produto Br-FIG, também caracterizado previamente no espectro de massa (Figura 18, pg.

34).

Figura 19 - Espectro na regiio do infravermelho do produto Br-FIG da etapa 1 e do

tripeptideo FIG-NH..
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Apos a atribui¢io completa dos nucleos de 'H e >C (Anexo II, pg. 64) presentes na
estrutura primaria do tripeptideo FIG-NHz e do acido 6-bromo-hexandico (Anexo I), partiu-se
para a analise estrutural do produto oriundo da etapa da ligacdo do acido 6-bromo-hexanoico
na regido N-terminal do tripeptideo. A anélise estrutural e os sinais de RMN foram realizadas
seguindo a mesma estratégia utilizada para o FIG-NH,. Ao final os espectros foram comparados
para avaliar a diferenca entre eles. Na Figura 20 esta representado a espectro de ['H,'"H] TOCSY

do derivado Br-FIG.

Figura 20 - Espectro ['H,'H] TOCSY de RMN 300 MHz do Br-FIG (0,03 mmol. mL') em
DMSO-ds contendo 0,5 % (v/v) TMS. (A) Ampliagao da regido de hidrogénio amidico; (B)

Ampliacio da regido de hidrogénios de cadeias laterais.
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No mapa de contorno ['H,'H] TOCSY da Figura 20A foi possivel identificar o sistema
de spin entre HY-H*, HY-H*? e HY-H”3 do residuo de Phe-1. Neste espectro, os sinais apareceram
mesmo na presen¢a de dgua, identificada no DMSO, sendo uma evidéncia de que houve a
formag¢do de uma amida que diminui a basicidade do nitrogénio.

Constatou-se também a presenca de sinais de 'H metilénicos da cadeia de alquilica do
acido 6-bromo-hexanoico (Figura 20B). Tais sinais encontram-se em menor deslocamento
quimico por serem de uma estrutura que possui pouca diferenca de eletronegatividade entre os
atomos, o que indica que estes nilicleos de hidrogénios estdo mais blindados (Keeler, 2011). O
espectro 'H do Br-FIG revela sinais sobrepostos, e somente os espectros bidimensionais
permitiram uma distingdo entre os sinais da cadeia alquilica do grupo bromo-hexil e das cadeias
laterais do peptideo. Estes mesmos grupos foram identificados pelo mapa de contornos HSQC;

todavia, as correlagdes 'H-'>C resultam em sinais de fase inversa, por serem nicleos

pertencentes ao grupo CH», conforme destacados na Figura 21.
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Figura 21 - Espectro ['H,'3C] HSQC de RMN 300 MHz do Br-FIG (0,03 mmol. mL-") em
DMSO-ds contendo 0,5 % (v/v) TMS.
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A atribuicao completa deste produto, confirmou que as condigdes foram adequadas para a
formagdo da ligagao entre o FIG e o 4cido 6-bromo-hexanoico, possibilitando a realizagao da

terceira etapa.

4.2.3 Obtencao da azida-hexamida-peptidil-resina (Etapa 2)

Esta etapa consiste na substitui¢ao do bromo no peptidil-bromo-hexamida por azida (N3)
e foi realizada por duas metodologias diferentes. O produto N3-FIG1 obtido na etapa 2a e o

produto N3-FIG2 oriundo da etapa 2b, conforme apresentado no esquema a seguir.

Etapa 2a

Etapa 2b

(0

{ R.‘ . Br
O leplideoi™ }

H

(0]

3
R +—peptideo \NMI * 4

N;

N,

3

THF/H,0

O

N
Peplideon Jk/\/.\/ 3

DMF

H
N,-FIG1

(0]

pepxidm\NMN‘

H
N,-FIG2

Na Figura 22 estao apresentados os perfis cromatograficos dos produtos das sinteses
comparados ao substrato Br-FIG. Nota-se em ambas as etapas a presenga de um pico em tempo

de reten¢do de 23,3 min, muito proximo do tr do Br-FIG. Além deste, pode-se observar também
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a presenca de um outro sinal em tr 25,5 min. Entretanto, comparando-se este sinal nos
cromatogramas das duas etapas, nota-se intensidade muito superior para a amostra da etapa 2b
sugerindo um maior rendimento para a reagdo realizada em DMF, ou seja, na auséncia de
agua (LI, 2006).

Figura 22 - Perfil cromatografico das amostras brutas dos tripeptideos N3-FIG1 e N3-
FIG2.
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No espectro de massa do produto da sintese da etapa 2a (Figura 23A) ndo foi
identificado o ion de massa de 473,27 Da, correspondente a massa monoisotopica tedrica do
N3-FIG1. Por outro lado, na Figura 23B observa-se a presenca do ion de m/z igual a 474,94,
caracterizando a formacdo do produto N3-FIG2 esperado para a etapa 2b. Neste mesmo
espectro, observa-se também a presenca de Br-FIG por conter o ion de massa de 510,18 Da, o

que mostra que a substitui¢do ndo foi completa.
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Figura 23 - Espectro de massa obtido por MALDI-ToF/ToF da amostra bruta do
tripeptideo (A) N3-FIG1 (B) N3-FIG2. [M+H]twor representa a massa/carga tedrica e

[M+H]"cal representa a massa calculada em g.mol .
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Como esperado, devido a pequena quantidade do N3-FIG1 observado por CLAE (Figura
22), ndo foram identificadas as bandas caracteristica do estiramento de C-N para o grupo azida
(~ 13502 1000 cm™!) e do estiramento N=N=N em torno de 2160-2120 cm™' (PHELAN, 2020).
Por outro lado, no espectro do N3-FIG2 (Figura 24) ¢ possivel identificar uma banda do
estiramento N=N da azida em torno de 2160-2120 cm™', que condiz também com o resultado

obtido no espectro de massa da Figura 23.
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Figura 24 - Espectro na regiio do infravermelho dos produtos da etapa 2 e do derivado

Br-FIG.
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A Figura 25 apresenta regides dos espectros de ['H,"H] TOCSY do produto da etapa 2a
e do Br-FIG. Nota-se que os sistemas de spins referentes aos H" dos residuos de Phe-1, Ile-2 e
Gly-3 (Figura 25A) apresentaram variagdes despreziveis nos deslocamentos quimicos.
Contudo, na Figura 25B, observou-se uma variacdo de deslocamento quimico em todos os
sinais de hidrogénios do grupo hex-4, principalmente do H®. Ao analisar o espectro de HSQC
(Figura 26), observou-se que a diferenca entre deslocamentos quimicos € ainda mais evidente
no C? destacado na Figura 26. No espectro do Br-FIG (Figura 21, p.37) o C? apresentou um
deslocamento de 35,3 ppm, enquanto que no espectro do N3-FIG1 o valor de 6 para o mesmo
13C foi de 43,4 ppm.

Apesar da diferenca de aproximadamente 8 ppm no deslocamento quimico do carbono
&, ando observancia do produto N3-FIG1 no espectro de massa (Figura 23A) sugere a que esta
diferenca pode estar associado a maior quantidade de agua nesta amostra quando comparada a
amostra de Br-FIG (HESSE-ERTELT, 2010) (PRABHU, 2006), ou ainda, a formagao de outro

produto diferente do derivado azidado.
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Figura 25 - Espectro ['H,'"H] TOSCY sobrepostos do Br-FIG (azul) (0,03 mmol. mL") e
N3-FIG1 (roxo) (0,035 mmol. mL!) em DMSO-ds. (A) Ampliacio da regido de hidrogénio

amidico; (B) Ampliacido da regiao de cadeias laterais.
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Figura 26 - Espectro ['"H,*C] HSQC de RMN 300 MHz do N3-FIG1 (0,035 mmol. mL")
em DMSO-ds contendo 0,5 % (v/v) TMS.
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Ao analisar o espectro de HSQC (Figura 27) do N3-FIG2 observou-se uma diferenga de

deslocamento quimico do C* em comparagao com Br-FIG da ordem de 16 ppm, sugerindo a

F1 [ppm]

1.0

15

2.0



UC (ppm)

100,0

53

formag¢ao do produto N3-FIG2. No espectro do Br-FIG (Figura 21) o C*® apresentou um
deslocamento de 35,3 ppm, enquanto que, no espectro do N3-FIG2, o valor de 6 para o mesmo

13C foi de 50,94 ppm. Dessa forma, seguiu-se para a proxima etapa de reacao.

Figura 27 - Espectro de ['H,"*C] HSQC de RMN 300 MHz do N3-FIG2 (0,035 mmol. mL-
1) em DMSO-ds contendo 0,5 % (v/v) TMS.
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4.2.4 Obtencao do folato-peptidil resina (Etapa 3)

A etapa 3 consiste na reagdo de cicloadicdo catalisada por Cu (I) entre o grupo azida-
hexamida da peptidil-resina e o alcino terminal do derivado FA-Pra, levando a formagao de um
anel 1,2,3-triazdlico dissubstituido nas posigdes 1 e 4. Esta etapa também foi realizada por duas
estratégia diferentes: (i) primeiro reduzindo-se Cu(Il) a Cu (I) in situ com a adi¢do de acido
ascorbico ao meio reacional (Etapa 3a) e (i1) empregando-se sal de Cu (I) diretamente na reagao

(Etapa 3b), conforme apresentado no esquema a seguir.
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Devido a ndao observancia do produto azidado em N3-FIG1, utilizou-se apenas o produto
N3-FIG2 (oriundo da etapa 2b) para as etapas 3a e 3b de obtencdo do peptideo-folato. Dentre
os produtos obtidos na etapa 3a, apenas o FA-Trz-FIG2 apresentou evidéncias de produto
sintetizado, que serdo descritas a seguir.

Na Figura 28 estdo apresentados os perfis cromatograficos dos produtos da etapa 3a
(FA-Trz-FIG2) e etapa 3b (FA-Trz-FIGS). Ambos os cromatogramas apresentaram um pico de
proeminente tg de 15,5 min, proximo ao tr corresponde ao tripeptideo FIG-NH,. Um segundo
pico de menor intensidade e tr de 15,5 min pode ser observado no cromatograma de ambos os

produtos, sugerindo a formag¢ao do peptideo-folato.

Figura 28 - Perfil cromatografico da amostra bruta do tripeptideo Trz-FIG2 e Trz-FIGS.

t,= 15,5

t,= 15,1
3004 FA-Trz-FIG2

EEN

b= 15,5
]
< 2009 FA-TrzFIGS t =15,
E R
-:'; LVM/WW
=
o
7,] =
5 100 1 B =15,3
=

0_‘ FIG

. ; , ; .
5 10 15 20 25
Tempo / min

Os espectros de massa dos produtos da etapa 3 estdo apresentados na Figura 29, que
confirma a presenca do derivado FA-Trz-FIG2 e FA-Trz-FIG5 por conter em ambos os
espectros um ion molecular [M+H]" em m/z igual a 952,45 ¢ que se aproxima da massa

monoisotopica tedrica da molécula protonada de 952,45 Da. E possivel identificar também a
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presenca do N3-FIG2 nos dois espectros, devido ao ion de m/z igual a 474,94, sugerindo que a

cicloadi¢ao nao foi completa.

Figura 29 - Espectro de massa obtido por MALDI-ToF/ToF da amostra bruta do
tripeptideo (A) FA-Trz-FIG2 e (B) FA-Trz-FIG5. [M+H]"wor representa a massa/carga

tedrica e [M+H]"cal representa a massa calculada em g.mol.
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Na Figura 30, encontra-se a comparacao dos espectros no IV do FA-Trz-FIG2 e 5.
Semelhante ao N3-FIG2, o FA-Trz-FIG2 e 5 apresentam estiramento N=N=N da azida em torno
de 2160-2120 cm™ (PHELAN, 2020), que condiz com o espectro de massas anteriores que
revelam que nem todo o N3-FIG2 reagiu. Ainda, ¢ possivel identificar a presenga de uma banda
de alongamento de C-H correspondente ao triazol na regiio de 3188-3105 cm™!, somente em

FA-Trz-FIG2 e 5 (KAUSHIK, 2016).
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Figura 30 - Espectro de infravermelho dos conjugados peptideo-folato FA-Trz-FIG2 e 5.
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Os produtos foram caracterizados por RMN em experimento unidimensional de 'H. Os
espectros '"H do FA-Trz-FIG2 e FA-Trz-FIG5, foram comparados e somente no espectro do
FA-Trz-FIGS5 foi identificado um sinal correspondente ao grupo triazol na regido em torno de
deslocamento de 7,59- 7,9 ppm (KAUSHIK, 2016), como esperado, devido a pequena
quantidade do FA-Trz-FIG2 observado por CLAE (Figura 28). Na Figura 31, encontra-se uma
ampliacao desta regido, que mostra a presenca de singleto caracteristico de C-H do grupo triazol

em ¢ 7,95 ppm no espectro do FA-Trz-FIGS.

Figura 31 - Ampliaciio da regido dos hidrogénios amidicos do FA-Trz-FIG2 (0,04 mmol.
mL") e FA-Trz-FIGS5 (0,02 mmol. mL') em DMSO-ds contendo 0,5 % (v/v) TMS.
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4.3 Sintese e caracterizacio do conjugado FA-Trz-Luna

De acordo com os resultados da sintese do FA-Trz-FIG, repetiu-se as etapas 1, 2b e 3b
para a peptidil-resina da lunatina-1. A sintese do peptideo lunatina-1 foi analisada por CLAE,
espectrometria de massas e a sequéncia pela fragmentacdo MS/MS. Os produtos de cada etapa
(Br-Luna, N3-Luna e FA-Trz-Luna) também foram caracterizados por espectrometria de

massas.

4.3.1 Sintese e caracterizacdo da lunatina-1

O peptideo lunatina-1 foi inicialmente sintetizado em fase sélida. Durante a sintese
observou-se somente a necessidade de repeticdo das etapas de desprotecao dos residuos Thr-4
e Leu-5, possivelmente devido ao tempo insuficiente para realizar a remog¢ao dos grupos Fmoc
desses derivados. Ao final do ultimo acoplamento e desprote¢do da sintese, uma pequena
aliquota (< 1 mg) foi submetida a etapa de clivagem (item 3.3.4, pg. 29) e, em seguida,
precipitada com éter di-isopropilico resfriado (~ -18 °C). O restante da peptidil-resina foi
armazenado a temperatura de -18 °C. Apos secagem com fluxo de nitrogénio, a amostra clivada
e precipitada de lunatina-1 foi analisada por cromatografia (Figura 32) e espectrometria de

massa (Figura 33).

Figura 32 - Perfil cromatografico da amostra bruta da lunatina-1.
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Na Figura 32, estd representado o cromatograma da lunatina-1 que apresenta um pico
proeminente em um tempo de reten¢do de 31,06 min. No espectro de massas, foi identificado a

presenc¢a do ion molecular [M+H]" m/z igual a 1442,87, cujo valor encontra-se muito proximo
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a massa monoisotdpica teorica de 1442,823 Da calculada para este peptideo, considerando-se

apenas uma protonacao.

Figura 33 - Espectro de massa obtido por MALDI-ToF/ToF da amostra bruta do peptideo

lunatina-1.
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A estrutura primaria do peptideo foi caracterizada por sequenciamento em
espectrometro de massa da amostra da lunatina-1. A Figura 34 apresenta o espectro de massa
do ion [M+H]" m/z 1442,87 fragmentado, a partir do qual foram identificados a maioria dos
ions das séries b e y, destacados no espectro em azul e vermelho, respectivamente. As séries b
e y sao formadas a partir da fragmentagdo da ligacao peptidica na dire¢do N-terminal (ion da
série b) e C-terminal (ions da série y) (GOMES, 2018). A partir da série b foi possivel
identificar os ions correspondentes de cada residuo de aminoacido da sequéncia
FIGGLLKTLTSFF-NH.. Com identificagdo dos ions da série b, a estrutura primaria sintetizada

pode ser confirmada e realizado a proxima etapa de reagao.
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Figura 34 - Espectro de massa MALDI-ToF MS/MS do ion [M+H]* m/z 1442,87 Da

referente ao peptideo lunatina-1.
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4.3.2 Caracterizagdo dos derivados e do conjugado FA-Trz-Luna

Os espectros de massas dos produtos de cada etapa da formagao do conjugado FA-Trz-

Luna estdo apresentados na Figura 35. A espectro da Figura 35A confirma a obtengdo do

derivado Br-Luna, uma vez que observa-se a presenga da predominancia do ion molecular

[M+H]" m/z igual a 1619,21, cujo valor encontra-se muito proximo a massa monoisotdpica

tedrica de 1619,71 Da calculada para este derivado protonado. A Figura 35B mostra o espectro

de massa o produto da etapa 2b da sintese do conjugado, no qual se confirma também a
formag¢do do produto N3-Luna, cujo razdo massa carga (m/z) do ion molecular [M+H]",igual a

1583,80, ¢ idéntica, em valor, a massa molecular teérica do peptideo conjugado. Neste mesmo

espectro ainda € possivel visualizar um sinal menos intenso correspondente ao Br-Luna,

demonstrando que a substitui¢do nao foi completa. Por fim, o espectro na Figura 35C permite
confirmar a sintese do conjugado FA-Trz-Luna, pela presenga da predomindncia do ion
molecular [M+H]" m/z igual a 2060,0, cujo valor se aproxima da massa monoisotdpica tedrica

de 2060,30 Da. H4a também a presenga do ion molecular [M+H]" m/z igual a 1583,80 do Ns-

Luna, sugerindo que a cicloadi¢do ndo foi completa.

M/z
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Figura 35: Espectro de massa obtido por MALDI-ToF/ToF da amostra bruta do peptideo (A)
Br-Luna; (B) N3-Luna e (C) FA-Trz-Luna.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

O enfoque deste trabalho foi o desenvolvimento de uma estratégia de sintese do
conjugado peptideo-folato e, para isso, avaliou-se condigdes distintas e caracterizou-se 0s
produtos. Inicialmente, realizou-se a sintese do derivado propargilado do acido foélico por
sintese em solugdo, obtendo-se um sélido amarelo. Este sélido foi caracterizado por FTIR e
RMN, no qual foi identificado a regiosseletividade da reagdo quanto ao grupo carboxila mais
acido, confirmando a sintese do FA-Pra.

A sintese do tripeptideo (FIG-NH,) e do peptideo lunatina-1, pelo método de sintese em
fase solida, via estratégia Fmoc, também foi concluida sem dificuldades e ambos os peptideos
foram caracterizados por CLAE, espectrometria de massas e para a lunatina-1 foi determinada
a sequéncia primdria por fragmentacio MS/MS. As etapas conseguintes foram realizadas
utilizando como substrato a peptidil-resina, mostrando-se uma estratégia adequada, pois
propiciou a remog¢ao dos reagentes de cada etapa por lavagem e filtragdes simples. A primeira
etapa da rota de sintese consistiu na reagdo da peptidil-resina com acido 6-bromo-hexandico
para a obten¢@o da bromo-hexamida-peptidil-resina. A CLAE, a FTIR e a RMN bidimensional
de ['H-'3C] HSQC foram suficientes para comprovar a eficiéncia da sintese e a introducio da
cadeia carbonica de seis membros no grupo C-terminal da peptidil-resina.

A etapa seguinte de substitui¢ao do bromo por azida (N3) precisou ser realizada por duas
metodologias diferentes. O produto N3-FIG1 obtido pela etapa 2a, foi utilizado THF/H2O e
caracterizado, ndo identificando o N3-FIG1. Assim, foi desenvolvido a etapa 2b, utilizando o
DMF por ser um solvente aprotico que solvata prioritariamente os cations e favorece
substituicdo nucleofilica bimolecular (SN2). A caracterizagdo do produto N3-FIG2 da etapa 2b
mostra que esta estratégia foi melhor do que a etapa 2a, uma vez que possibilitou a substitui¢ao
do bromo por azida na bromo-hexamida-peptidil-resina.

A ultima etapa consistiu-se na reacao de cicloadi¢do catalisada por Cu (I) responsavel
por unir o derivado folato propargilado a peptidil-resina azidada. Essa etapa também precisou
ser realizada por diferentes métodos, a fim de otimizar as condi¢des da reacdo. Na etapa 3a, foi
realizado a redugdo do Cu (II) in situ com a adicao do ascorbato de sédio no meio reacional
com tempo de reacdo de 24 h e na etapa 3b, foi utilizado sal de Cu (I) em um tempo de reagao
de Sh. Por essas duas metodologias, foram obtidos o FA-Trz-FIG2 e FA-Trz-FIGS,

respectivamente. Pelo CLAE o FA-Trz-FIGS, aparentemente apresentou maior concentragao



62

de produto, que condiz com RMN. Pelo RMN e massas, ¢ confirmado que a melhor estratégia
¢ a etapa 3b, além de ser a etapa de menor tempo de reacao.

A partir da determinagao e otimizagao das melhores condi¢des para cada etapa, definiu-
se a melhor rota de sintese e repetiu-se estas etapas para o peptideo lunatina-1. Dessa forma, foi
possivel sintetizar o FA-Trz-Luna conforme o objetivo deste trabalho e ainda confirmar o
produto conjugado por espectrometria de massas. Embora os dados sugerem que o rendimento
da FA-Trz-Luna ¢ reduzido, uma que vez que, em cada etapa analisada, ha indicios dos
reagentes de partida, a estratégia de sintese parece promissora considerando as dificuldades de
obten¢ao do produto final devido o tamanho da molécula final.

As metodologias aqui propostas para a sintese de uma nova biomolécula conjugada,
mostram-se com um elevado potencial biotecnologico, uma vez que as etapas desenvolvidas
demonstram-se replicaveis. Este trabalho viabiliza a obten¢do de um inédito derivado de
peptideo-folato contendo um grupo triazol na estrutura. O potencial antimicrobiano e
antineoplésico desse conjugado peptideo-folato poderd ser avaliado em estudos posteriores e

sd0 essenciais para caracterizar o potencial biotecnologico da molécula.
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ANEXO I - ESPECTRO HSQC EDITADO DE RMN 300 MHz DO Br-Ac
Br-Ac (0,04 mmoL.moL') EM DMSO-d6 CONTENDO 0,5 % (v/v) TMS
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ANEXO II - DESLOCAMENTO QUIMICO DOS RESIDUOS DE AMINOACIDO E

DERIVADOS
FIG Br-FIG Ns3-FIG FA-Trz-FIG
Residuo Atomo Deslocamento o (ppm) o (ppm) 0 (ppm)
(sigla) quimico o
(ppm)
HN - 8,0740 8,1121 8,1121
H~* 4,1439 4,5729 4,5614 4,5614
HB2 3,0292 2,9961 2,9903 2,9903
HP3 - 2,7321 2,7219 2,7219
H’ 6,9449 7,0443 4,1401 4,1401
H? 7,3233 7,2035 7,4946 7,4946
Phe-1 C* 54,0982 54,0637 51,8611 51,8611
CB 36,8661 37,5017 34,6827 34,6827
Cs 129,7318 126,7074 124,7381 124,7381
(O 129,1374 129,6805 127,5220 127,5220
HY 8,3601 7,9208 7,9558 7,9558
H~ 4,0057 4,1458 4,1458 4,1458
HP 1,6245 1,7433 1,7407 1,7407
H7 12 1,2996 1,4445 1,4268 1,4268
H7?! 0,9816 1,0733 1,0637 1,0637
HoU 0,7077 0,8268 0,8064 0,8064
Tle-2 C 58,7118 57,5148 55,3182 55,3182
CB 35,9266 36,8810 34,6827 34,6827
Cr2 14,3534 15,6276 13,2946 13,2946
Cs1 10,0324 11,5644 9,0801 9,0801
HN 8,1892 8,0723 8,1091 8,1091
H*?2 3,7268 3,6316 3,6192 3,6192
Gly-3 C 42,1119 42,1916 39,8707 39,8707




H 2,0242 2,0145
H2P 1,3862 1,3643
H 1,1843 1,1548
Hi® 1,6933 1,5872
H 3,4291 3,5285
Cle 35,3156 33,1225
Hex-4 C 24,6552 22,4878
¥ 27,2091 23,7569
C* 32,2552 29,6836
C 35,3152 43,4443
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