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RESUMO 

 

Alguns peptídeos bioativos desempenham simultaneamente atividades antimicrobianas e 

antitumorais, representando uma alternativa aos fármacos convencionais. Além disso, alguns 

compostos podem ainda ter o potencial biotecnológico elevado diante da possibilidade de 

conjugação com outros fármacos, apresentando maior seletividade, menor citotoxicidade, 

menor resistência microbiana, dentre outras vantagens. Essa aplicação tem sido amplamente 

estudada, sobretudo no tratamento de câncer, uma vez que as células tumorais podem adquirir, 

em determinados estágios da doença, resistência aos tratamentos quimioterápicos 

convencionais. Além disso, alguns compostos usados na quimioterapia convencional não 

apresentam seletividade para às células tumorais, resultando em vários efeitos colaterais aos 

pacientes. Portanto, conjugados com peptídeos bioativos representam uma estratégia sofisticada 

para o desenvolvimento de um novo agente terapêutico, com alta atividade citotóxica e 

seletivadade contra células microbianas e/ou tumorais. Neste contexto, o presente trabalho 

apresenta a síntese e caracterização do conjugado peptídeo-folato derivado do peptídeo bioativo 

lunatina-1. Para avaliar da rota de síntese proposta, o tripeptídeo amidado (FIG) do N-terminal 

da lunatina-1 foi selecionado e sintetizado para ensaios anteriores. Os produtos de cada etapa 

de síntese com o FIG-NH2 foram caracterizados por cromatografia líquida de alta eficiência 

(CLAE), espectrometria de massa (MALDI-ToF/ToF), espectroscopia no infravermelho, e 

ressonância magnética nuclear (RMN). Após validar toda a rota de síntese, a via definida foi 

empregada para obtenção do conjugado lunatina-folato. O peptídeo-conjugado FA-Trz-Luna 

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

 

Palavras-Chave: Lunatina-1. Modificação estrutural. Peptídeo bioativo. Peptídeo 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-NH2 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 INTRODUÇÃO 

Muitos avanços na medicina estão associados a descoberta de novos antibióticos e na 

melhoria do saneamento básico, ampliando o tratamento e reduzindo as ocorrências de 

infecções por microrganismos patogênicos (CHOKSHI, 2019). Entretanto, com a proliferação 

de microrganismos multirresistentes aos antibióticos, os tratamentos terapêuticos têm sido cada 

vez mais limitados, fazendo-se necessário o estudo de novos agentes capazes de combater estes 

microrganismos (RAGHEB, 2019).  

O banco de dados bioinformático que abrange informações sobre resistência à antibióticos, 

o CARD1, apresenta cerca de 3057 referências de sequências cujo gene e/ou a causa que levam 

ao desenvolvimento de resistência já foram identificadas (ALCOCK, 2020). Este número é 

preocupante, já que as estimativas apontam para cerca de 700.000 mortos anuais decorrentes 

de infecções por microorganismos multirresistentes, ultrapassando o percentual provocado 

pelo câncer (RAGHEB, 2019).  

Da mesma forma, a terapia contra o câncer também é profundamente afetada pelo 

desenvolvimento de resistência de células neoplásicas aos medicamentos. O banco de dados de 

resistência às drogas no tratamento ao câncer, o CancerDR2, revela um acervo de 148 

medicamentos anticâncer que há resistência em 952 linhagens de células neoplásicas diferentes 

(KUMAR, 2013).   

        Diante desse cenário, os peptídeos bioativos têm sido amplamente estudados devido aos 

seus potenciais antimicrobianos e quimioterapêuticos. Estas biomoléculas fazem parte do 

mecanismo de defesa inato de uma grande diversidade de organismos e apresentam 

características físicas e químicas diversificadas (KOEHBACH, 2019). Diferentemente dos 

antibióticos que atuam em sítios específicos de proteínas, os peptídeos bioativos atuam 

interagindo com a membrana celular, preferencialmente as predominantemente negativas como 

de células bacterianas e neoplásicas (AVCI, 2018). A partir da interação com a membrana 

podem ocorrer processos de perturbação (MARQUETTE, 2018), levando à lise celular, ou 

ainda a internalização do peptídeo para atuar em algum alvo intracelular (TROEIRA  

 

 
____________________________________ 

1 CARD: The Comprehensive Antibiotic Resistance Database. Disponível em: <https://card.mcmaster.ca/>. 

Acesso em: 06 nov 2020. 

2 CancerDR: Cancer Drug Resistance Database. Disponível em: < http://crdd.osdd.net/raghava/cancerdr/>. Acesso 

em: 06 nov 2020. 
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HENRIQUES, 2007). Esses mecanismos de ação dificultam o rápido desenvolvimento da 

resistência por parte da célula, tornando os peptídeos ainda mais promissores (GUPTA, 2013; 

KOEHBACH, 2019; FELÍCIO, 2017).  

Contudo, muitos dos peptídeos bioativos apresentam também elevada citotoxicidade 

frente a células eucariotas normais (MERCER, 2020). Neste sentido, conjugados de peptídeos 

com agentes terapêuticos já empregados, têm sido sintetizados a fim de promover um efeito 

sinérgico da atividade do peptídeo com o agente terapêutico, eventualmente usar doses menores 

e melhorar a seletividade a células neoplásicas (DAI, 2019; JÚNIOR, 2017; CHEN, 2012).  

    Diante do potencial biotecnológico dos peptídeos e da possibilidade de conjugação com 

outros compostos, este trabalho propõe a síntese do conjugado de ácido fólico (FA) ligado 

covalentemente ao peptídeo bioativo lunatina-1, com intuito de tornar o peptídeo conjugado 

ainda mais específico as membranas de células neoplásicas.  Já que a lunatina-1 demonstrou 

citotoxicidade contra linhagens de células neoplásicas e contra bactérias, através de 

internalização da bicamada fosfolipídica e alteração do potencial e/ou permeabilidade da 

membrana plasmática (GOMES, 2018). Assim, a conjugação do ácido fólico a lunatina-1, 

poderá possibilitar a administração seletiva a células neoplásicas e, consequentemente, 

possíveis reduções dos efeitos colaterais. Para a síntese do conjugado, foi utilizado o método 

de síntese em fase em sólida, combinado com a reação de cicloadição catalisada por Cu(I). O 

produto dessa estratégia de síntese consiste em um conjugado de peptídeo ligado ao FA por 

meio de um anel triazol (Trz). Inicialmente, a estratégia de síntese foi estabelecida a partir de 

testes reacionais com o tripeptídeo amidado FIG-NH2, selecionado a partir do N-terminal da 

lunatina-1. Todos os produtos de cada etapa de síntese do conjugado FA-Trz-FIG foram 

caracterizados por cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE), espectroscopia na região 

do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), espectrometria de massas e 

espectroscopia de Ressonância Magnética Nuclear (RMN). Após a avaliação das melhores 

condições reacionais, o conjugado Lunatina-Trz-FA foi sintetizado e os produtos das etapas de 

síntese caracterizados por espectrometria de massa.  
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2 REFERÊNCIAL TEÓRICO 

2.1 Resistência as drogas 

Nos últimos, anos tem sido observado o aumento de casos clínicos de infecções por 

microrganismos patogênicos resistentes aos antibióticos convencionais, fato este que coloca em 

risco tanto os indivíduos imunocomprometidos quanto sadios. Além disso, há ainda os casos de 

resistência antimicrobiana devido ao uso inadequado de antibióticos que resultam em rápida 

proliferação de bactérias multirresistentes (CIUMAC, 2019; HARRISON, 2014). 

Para compreender a resistência microbiana é preciso avaliar o mecanismo de ação dos 

antibióticos convencionais. O mecanismo, em grande parte, está associado à ligação do fármaco 

em sítios específicos, resultado em sua inibição e às mudanças enzimáticas ou genéticas nas 

células microbianas (CIUMAC, 2019). Por exemplo, as sulfonamidas atuam na inibição de 

etapas do metabolismo do ácido fólico, inibem a di-hidropteroato por competição, já que 

apresenta maior afinidade pela enzima do que o c. Por outro lado, o cloranfenicol inibe a síntese 

proteica celular, impossibilitando a ligação do t-RNA ao sítio A (Aminoacil) do ribossomo 

(KAPOOR, 2017). Entretanto, os microrganismos podem desenvolver resistência a esses 

fármacos ao evoluir estruturalmente ou, ainda, ao adquirir capacidade enzimática ou genética 

de outras entidades vivas, em virtude da exposição prolongada aos antibióticos (CIUMAC, 

2019). 

Quanto aos medicamentos quimioterapêuticos, que desempenhem papel fundamental no 

tratamento de diversos tipos de câncer, o uso destes também causam transtornos aos pacientes. 

Diferentemente dos antibióticos que atuam preferencialmente nas células dos patógenos, os 

agentes quimioterapêuticos atuam em quaisquer células que se dividem rapidamente. Por isso, 

não só as células proliferativas neoplásicas são afetadas, mas as saudáveis também estão sujeitas 

aos efeitos citotóxicos dessas substâncias. Consequentemente, os efeitos colaterais são 

variados, como queda de cabelo, náuseas e vômito (MADER, 2006).  

Apesar de os mecanismos de ação dos agentes quimioterapêuticos serem diferentes 

daqueles dos antibióticos, a resistência aos medicamentos também afeta os indivíduos com 

câncer. A resistência aos medicamentos quimioterapêuticos é dada por uma série de alterações 

celulares, incluindo alterações em enzimas desintoxicantes de drogas, em transportadores de 

drogas como a glicoproteína P e proteína 1, anomalias nas vias apoptóticas, dentre outras 

(MADER, 2006). A resistência promovida pela glicoproteína-P, ocorre com a superexpressão 

dessa proteína 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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sítio alvo intracelular. Outro mecanismo, é a indução da expressão do CYP3A4. A CYP3A4 

faz parte da família de enzimas do citocromo P450, responsável por metabolizar o princípio 

ativo antineoplásicos (ALFAROUK, 2015; RODRIGUEZ-ANTONA, 2006). O etoposídeo é 

conhecido por inibir a atividade de topoisomerases da replicação do DNA, isso causa quebra 

de DNA. Ao passo que a imatinibe, inibe a atividade das tirosinas quinases, que são moléculas 

responsáveis pela sinalização da proliferação celular, o que resulta na disfunção e morte celular 

(BUKOWSKI, 2020; LUQMANI,2005). 

Diante desse cenário, tem-se ampliado a busca por novas classes de agentes antimicrobianos 

e quimioterapêuticos para reduzir as ameaças de infecções graves, a resistência aos princípios 

ativos e amenizar seus efeitos colaterais (WANG,2009). Neste contexto, muitos estudos 

apresentam resultados promissores para o emprego de peptídeos bioativos como novos agentes 

terapêuticos (D’SUZE, 2010). O interesse nessas moléculas deve-se em grande parte à sua 

elevada afinidade com membranas celulares, principalmente aquelas predominantemente 

negativas como as de células microbianas e neoplásicas, bem como seus mecanismos 

diversificados de perturbação da membrana. Tais características biofísicas tornam os peptídeos 

bioativos altamente seletivos e menos suscetíveis ao desenvolvimento de células microbianas e 

neoplásicas resistentes (HARRISON, 2014). 

 

2.2 Peptídeos bioativos 

A atividade biológica de um peptídeo está intrinsecamente relacionada às suas características 

estruturais, como a sequência de aminoácidos, a carga líquida, o caráter hidrofóbico, o pH do 

meio e a sua estrutura secundária ao interagir com a membrana. A presença de carga nos 

resíduos, depende da cadeia lateral do aminoácido e do pH do meio, assim quando os resíduos 

estiverem carregados positivamente, como lisina, arginina e a histidina, são capazes de realizar 

interações iônicas com fosfolipídeos predominantemente negativos. Por outro lado, a presença 

de resíduos hidrofóbicos contribui para interações com o interior da membrana, facilitando a 

sua inserção e resultando na desorganização da bicamada fosfolipídica. Dependendo da 

composição de resíduos hidrofóbicos e hidrofílicos na estrutura primária, o peptídeo assumi 

uma conformação anfipática ao interagir com a membrana, separando as faces hidrofílica e 

hidrofóbica em lados opostos (LATORRES, 2018; KALAFATOVIC, 2017). Em alguns casos, 

este comportamento conformacional torna-se determinante para a internalização em células 

neoplásicas (NYSTRÖM, 2018).   
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Os peptídeos bioativos, em grande parte, são componentes essenciais do sistema 

imunológico inato de muitas espécies, os quais fornecem a primeira linha de defesa contra uma 

gama de patógenos, por isso são conhecidos como peptídeos de defesa do hospedeiro (SHABIR, 

2018). Além disso, desempenham papéis reguladores na maioria dos processos biológicos, 

atuando como hormônios e funções metabólicas. Por isso, normalmente são classificados de 

acordo com suas atividades, incluindo antimicrobianos, antineoplásicos, antivirais, opioides e 

antioxidantes (SÁNCHEZ, 2017). O banco de dados de peptídeos antimicrobianos 

(Antimicrobial peptide database, APD3) há um registro de 3257 peptídeos antimicrobianos de 

seis reinos diferentes (WANG, 2016), encontradas em diversas espécies. Embora a classe dos 

antimicrobianos comporte a grande maioria dos peptídeos bioativos, muitos destes também 

apresentam atividades anticâncer e tem sido alvo de estudos nesta área devido à menor 

toxicidade frente às células de tecidos normais e ao menor potencial de indução de resistência 

quando comparado à quimioterapia convencional e a radioterapia no tratamento de câncer 

(WANG, 2017). Tyagi e colaboradores (2015) apresentaram, a partir de dados do depositório 

“CancerPPD4”, 3491 registros de peptídeos e proteínas anticancerígenas. A Tabela 1 lista 

exemplos de peptídeos antitumorais com atividade frente a diferentes linhagens de células. 

Essas moléculas são encontradas em diversas espécies e cada uma delas com sequências 

diferentes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
____________________________________ 

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

06 nov 2020. 

4 CancerPPD: Database of Anticancer Peptides & Proteins. Disponível em: <http://crdd.osdd.net/raghava/cancerpp 

d/>. Acesso em: 06 nov 2020. 



15 

 

  

Tabela 1 - Peptídeos mais citados na literatura com atividade antitumoral. 

Fonte Peptídeo Sequência Linhagem celular Referências 

Escorpião  

Pandinus imperator 

Pantinin-2 IFGAIWKGISSLL Adenocarcinoma de 

mama e próstata 
(CRUSCA,2018) 

Pantinin-3 FLSTIWNGIKSLL  

Escorpião  

Buthus martensii Karsch 

BmK AGAP-SYPU2 Fibrosarcoma S-180 e 

tumor ascítico de 

Ehrlich 

(SHAO,2014) 

Rã de garras africanas 

Xenopus laevis 

Mangainia 2 

(MGA2) 

GIGKFLHSAKKFGK
AFVGEIMNS 

Colo do útero 

humano e pulmão; 

Melanoma, glioma de 

rato 

(LIU et al., 2013) 

Aranha brasileira 

Acanthoscurria gomesiana 

Gomesin ZCRRLCYKQRCVTY
CRGR-NH2 

Melanoma murino 
(RODRIGUES et 

al., 2008) 

 

Os peptídeos com atividade anticâncer e antimicrobiana podem ser extraídos de diversas 

fontes naturais, dentre as principais pode-se destacar animais, plantas, bactérias e fungos. Nos 

animais, os peptídeos podem ser identificados em secreções cutâneas, peles, toxinas e diversas 

localidades. As toxinas provenientes de venenos de escorpiões, por exemplo, constituem-se de 

misturas complexas compostas por mais de duzentos peptídeos diferentes (D’SUZE, 2010).  

O veneno do escorpião Hadruroides lunatus, encontrado no Peru, apresenta uma gama de 

peptídeos bioativos com características químicas diferentes. Um dos peptídeos isolados desta 

família e alvo de estudos dessa dissertação, é a lunatina-1 que é constituída de 13 resíduos de 

aminoácidos (FIGGLLKTLTSFF-NH2), contendo a região C-terminal amidada e uma carga 

líquida de +2. 

O peptídeo 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 

µmol/L; e contra Gram-negativas (Escherichia coli e Pseudomonas fluorescens), com valores 

de MIC de 23,8 e 47,6 µmol/L. Em relação à atividade anticâncer, o peptídeo apresentou 

citotoxicidade contra as linhagens celulares de leucemia pró-mielocítica humana (HL60) e de 

adenocarcinoma mamário humano (MDA-MB 231 e MCF-7) (GOMES, 2018). 
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Os mecanismos de ação da lunatina-1 sobre cada linhagem de célula de câncer são 

diferentes entre si. Na HL60, o mecanismo de morte ocorre tanto por meio da ativação da via 

extrínseca quanto da intrínseca de apoptose (GOMES, 2018). A via extrínseca é orientada por 

um receptor de morte e a via intrínseca é mediada por dano mitocondrial (D’SUZE, 2010); 

(KHAN, 2007). A via intrínseca ocorre quando há lesão no DNA ou retiram-se hormônios que 

são regulados pela família Bcl-2, como o citocromo c. Já a via extrínseca é induzida pela família 

de receptores do Fator de Necrose Tumoral (TNF), que ativam as caspases (KHAN, 2007). Já 

na linhagem MDA-MB 231, a lunatina-1 induz a morte celular através de alterações da 

permeabilidade da membrana plasmática (GOMES, 2018). 

            Embora os peptídeos bioativos apresentem efeitos citotóxicos sobre as células 

neoplásicas e microbianas relevantes, alguns estudos descrevem ainda seu emprego combinado 

com outras drogas convencionais ou alterações estruturais pontuais. Tais estratégias 

terapêuticas visam sempre ao aumento da seletividade e à redução de efeitos colaterais nocivos 

de ocorrência comum observados nos pacientes tratados, bem como a propiciar ao peptídeo 

maior resistência à proteólise, aumento da estabilidade térmica e atividade. Para isso, tem sido 

proposta a incorporação de derivados quirais, aminoácidos não naturais e diversas outras 

modificações para desencadear uma resposta imunológica eficaz ao desenvolvimento do câncer 

ou à infecção por microrganismos (RODRIGUES, 2009). 

 

2.3 Peptídeo conjugado 

Uma combinação para o tratamento antimicrobiano foi proposta por Abdul Ghaffar e 

colaboradores (2015) em que se conjugou o antibiótico levofloxacino com o peptídeo 

antimicrobiano indolicidina, através de uma ligação amida ou éster lábil pelo método de síntese 

de peptídeos em fase sólida (SPFS). Outra conjugação realizada foi de uma variante do peptídeo 

ubiquicidina (UBI) ligada ao antibiótico cloranfenicol (CAP). O conjugado CAP-UBI foi ligado 

através do grupo glutaraldeído e apresentou atividade melhorada para Escherichia coli e 

Staphylococcus aureus (CHEN, 2015). 

Um exemplo de outra combinação, neste caso testado no tratamento de leucemia humana, 

consiste na composição de cecropina A com 5-fluorouracil e citarabina, que  demonstrou um 

efeito citotóxico sinérgico durante o tratamento (RODRIGUES, 2009). Em outro trabalho, a 

combinação de 5-fluorouracil com a luteolina demonstrou efeitos antitumorais sinérgicos nas 
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células de colo do útero humano (HeLa) e células de carcinoma hepatocelular humano (HepG2) 

por apoptose e regulação do metabolismo de 5- fluorouracil (XU, 2016). 

Outro exemplo de peptídeo-conjugado encontrado na literatura é a associação dos peptídeos 

desenhados P3 (LVKRFKKFFRKLKKCVLL-NH2) e P7 (LVRRFRRFFRRLRRCVLL-NH2) 

com paclitaxel (PTX) e ácido fólico (FA). A ligação entre o peptídeo e o PTX foi realizada 

através do grupo tiol da cisteína e o ácido fólico foi ligado na porção N-terminal do peptídeo. 

Os conjugados FA-P3-PTX e FA-P7-PTX demonstraram atividade antineoplásica 

comparativamente maior do que o PTX livre contra células MCF-7, K562 e SKOV3 (DAI, 

2019).  

No trabalho de Júnior e colaboradores (2017), os autores realizaram a síntese do 

glicotriazol-peptídeo derivado do peptídeo antimicrobiano (HSP1) combinando a síntese em 

fase sólida com a reação de cicloadição catalisada por Cu (I). A proposta do trabalho foi avaliar 

o efeito da conjugação do triazol-peptídeo ligado ao carboidrato na atividade antimicrobiana. 

Os autores demonstraram que a maior atividade antifúngica do peptídeo-conjugado se deve ao 

efeito sinérgico da unidade glicosídea e do anel triazol, sendo o último responsável pela inibição 

da biossíntese de ergosterol em Candida albicans.  

Peptídeos modificados com anéis triazóis mostraram ainda atividade inibidora da protease 

de HIV (BRIK, 2005) e intensificação da atividade antibacteriana (BERA, 2010). Além da 

atividade antifúngica, derivados de 1,2,3-triazóis 1-4 dissubstituídos apresentam também 

atividade antiproliferativa significativa contra uma variedade de linhagens celulares de câncer 

humano, incluindo aquelas resistentes a múltiplas drogas (BRAWN, 2010). Tais observações 

têm tornado a aplicação em química medicinal cada vez mais difundida (NAEIMI, 2015). 

Somada a isso, uma das reações click utilizadas para obtenção de anéis triazol com elevada 

regioseletividade é a reação de cicloadição catalisada por Cu (I). Está reação tem despertado o 

interesse da química de peptídeos para obtenção de peptídeo-conjugados por meio de derivados 

de triazóis (WU, 2015). Bera e colaboradores (2010) sintetizaram pelo método da síntese em 

fase sólida conjugados anfifílicos de aminoglicosídeo - peptídeo triazol (APTCs), a partir de 

oito alcinos à base de di, tri e tetrapeptídeos, todos formados por reação de cicloadição a uma 

azida derivada de neomicina B e canamicina A. Os APTCs sintetizados exibiram atividade 

superior ao aminoglicosídeo original quando testados contra Staphylococcus aureus. 
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2.4 Reação de cicloadição e suas aplicações 

As primeiras reações click desenvolvidas em meados de 1893 e 1967 eram reações 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 reações click, a reação de cicloadição como termodinamicamente favoráveis com o uso 

do Cu (I) como catalisador, capaz de aumentar a velocidade da reação até 10 vezes sem o 

emprego de altas temperaturas.  

O produto formado por esse processo é um heterociclo 1,2,3-triazol com elevada 

regiosseletividade, a partir de azidas orgânicas e alcinos terminais. O uso de azidas, que 

possuem grupos retiradores de elétrons e apresentam pouco impedimento estérico, podem 

favorecer a reação. Azidas terciárias não formam triazóis mas, em contrapartida, as azidas 

primárias e secundárias não possuem diferença significativa de reatividade para formá-los. Isso 

mostra o quão determinante o fator estérico é para a obtenção do estado de transição desta 

reação (FREITAS, 2011).  

       No ano seguinte, o mesmo grupo de pesquisadores relatou a eficiência desse tipo de reação 

para a síntese de derivados de peptídeotriazóis em fase sólida. Rostovtsev e colaboradores 

(2002) utilizaram uma condição e diferentes azidas, porém sempre empregando o CuI como 

catalisador, para realizar reações de cicloadição com um tetrapeptídeo propargilado ainda 

ligado a um suporte sólido, conforme apresentado na Figura 1.  
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Figura 1 - Formação de [1,2,3] -Triazol catalisada por Cu (I) a partir de 1 e obtenção de 

diferentes derivados de peptídeotriazóis. O FGFG é o tetrapeptídeo base e R é a 

modificação estrutural. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Adaptado de (Rostovtsev, 2002). 

 

Todos os produtos obtidos foram caracterizados por Ressonância Magnética Nuclear 

(RMN), espectrometria de massas com ionização por electrospray (ESI-MS) e purificados por 

cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE).  As reações em fase sólida apresentaram 

elevados rendimentos (>70%) e os autores os associaram a alguns fatores como: elevada 

solvatação do intermediário do peptidil-resina, e ausência de acoplamentos cruzados, 

permitindo assim que a reação catalisada com Cu (I) prossiguisse sem problemas quando o 

alcino estivesse ligado à resina. 

Apesar de a espécie catalítica da reação de cicloadição entre azidas e alcinos terminais 

ser o Cu (I), as fontes de cobre podem variar. Sais de Cu (II) como CuSO4∙5H2O ou 

Cu(CH3COO)2 na presença de um redutor in situ, como Pd (OEt)3 e ascorbato de sódio, também 

têm sido utilizados em substituição aos sais de Cu (I) (KOSMRLJ, 2012). Portanto, a escolha 

de cada fonte de cobre pode ser realizada de acordo com as condições reacionais empregada na 

estratégia de síntese (FREITAS, 2011) (NOLTE, 2007).  

A reação com uso de um agente redutor in situ pode ser realizada em meio aquoso, já 

que o redutor normalmente é hidrossolúvel. Contudo, alguns trabalhos descrevem o uso de 

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

(FREITAS, 2011).  

Além de proporcionar aos peptídeos, maior inibição do crescimento celular neoplásico 

(JÚNIOR, 2017), a conjugação com 1,2,3-triazóis tem sido utilizada também para substituir a 

ligação amida do peptídeo, a fim de reduzir a sua degradação proteolítica (FREITAS, 2011); 

(BRAWN, 2010). Os fatores estéricos e eletrônicos do triazol, tornam o peptídeo-conjugado 

menos suscetíveis à degradação proteolítica ou enzimática, processos oxidativos e ainda, pode 

ampliar e intensificar a atividade biológica do peptídeo (NOLTE, 2007).  

De acordo com Brawn e colaboradores (2008), o grupo triazol 1,4 dissubstituído se 

assemelha a ligação (Z)-amida (Figura 2). As similaridades consistem em: (i) basicidade do 

nitrogênio (N(3)) do triazol comparada ao oxigênio carbonílico da ligação amida; (ii) 

capacidade de realização de ligações de hidrogênio por parte do átomo de hidrogênio ligado a 

C(5) comparável à do hidrogênio amídico, pelo fato de tal ligação ser muito polarizada; (iii) o 

carbono carbonílico atuar como eletrófilo de forma análoga a ligação polarizada do carbono do 

triazol, que resulta em C (4) deficiente de elétrons. Além disso, como o momento dipolo do 

triazol é maior do que o da ligação amídica e suas capacidades de atuar como doador e aceptor 

de ligação de hidrogênios são mais acentuadas do que as do grupo amida, as propriedades da 

substituição da ligação peptídica são melhoradas (TRON, 2008) (CASTRO, 2016). A principal 

diferença estrutural está na distância entre os substituintes R1 e R2, sendo de 3,9 Å na amida e 

5,0 Å no triazol. 

 

Figura 2 - Comparação entre as características da ligação (Z)-amida e o triazol. 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Adaptada de (BRAWN, 2010) (CASTRO, 2016). 
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2.5 Entrega direcionada: ácido fólico e receptor de folato 

Na quimioterapia convencional, o tratamento não é seletivo e, geralmente, os 

medicamentos empregados afetam todas as células que estiverem em processo de divisão. Uma 

terapia eficaz e menos agressiva seria aquela em que o agente terapêutico atuasse seletivamente 

nas células neoplásicas, poupando assim os tecidos normais. Dessa forma, um sistema de 

administração de medicamentos mediado por ligantes visando aos biomarcadores que são 

superexpressos especificamente nas células neoplásicas, seria uma possível solução para atingir 

a entrega, reduzir os efeitos colaterais e aumento do índice terapêutico (KIM, 2008) 

(FERNÁNDEZ, 2018).  

O ácido fólico tem sido utilizado como direcionador de medicamento, principalmente 

devido à diferença nos níveis de receptores de folatos (FR – do inglês Folate receptors) entre 

células normais e células neoplásicas. Várias células neoplásicas apresentam elevados níveis de 

receptores de folatos na superfície externa da membrana celular (SUDIMACK, 2000) em 

comparação com as células normais. Assim sendo, o ácido fólico (FA) surge como um ligante 

interessante para ser conjugado a peptídeos visando as aplicações farmacológicas avançadas 

(LEITE, 2018). Na literatura, são descritos alguns métodos de entrega direcionada de 

medicamentos a células neoplásicas que apresentam maior concentração de receptor de folato, 

um dele é pelo acoplamento de um ligante de alta afinidade, o ácido fólico (FA), na estrutura 

ou suporte de interesse (SUDIMACK, 2000).  

Na estrutura do ácido fólico pode ser identificado subunidades de resíduo de ácido 

glutâmico ligado a um resíduo de ácido pteroico (Figura 3), que juntas constituem o FA. 

Avaliando as duas subunidades, a parte do resíduo do ácido pteroico é aquele que interage com 

o receptor de folato por inúmeras ligações de hidrogênio e interações hidrofóbicas, deixando o 

restante da molécula livre (FERNÁNDEZ, 2018); (TRINDADE, 2014). Por isso, optamos neste 

trabalho realizar a conjugação pelo ácido carboxílico terminal e pela possibilidade de ativação 

da carbonila, aumentando a possibilidade de formação de ligação covalente entre outra 

molécula.  
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     Figura 3 - Estrutura química do ácido fólico 

                                           

 

 

 

 

 

 

              

 

O FA é reconhecido e internalizado nas células via endocitose mediada pelo próprio 

receptor. Dentro da célula o FA torna-se essencial para a reação de metilação do carbono nas 

sínteses de purinas e timidinas, bases essenciais para a síntese e reparo do DNA. Esta função 

torna o FA uma fonte essencial de carbono a qualquer célula, inclusive para as células 

neoplásicas, garantindo sua proliferação rápida e descontrolada (FERNÁNDEZ, 2018). O FA 

é reconhecido pelo receptor de folato (FR), que consiste em uma proteína transmembranar, a 

glicosilfosfatidilinositol (GPI) (SUDIMACK, 2000).  

            Há diversas conjugações do FA com moléculas orgânicas (SURYAPRAKASH, 2012), 

emulsões (ARZENI, 2019) e nanopartículas (TEOW, 2010) divulgadas na literatura. Zhao e 

colaboradores (2010) apresentaram a conjugação do peptídeo TAT ao ácido fólico e a 

lipossomas poliméricos de quitosana-colesterol modificados com octadecil-quaternizado e 

lisina (FA-TATp-PLs) para a administração de medicamentos direcionados a células de câncer. 

Os resultados mostraram que nas células de carcinoma de pulmão (A549) e papilomavírus 

humano 18 (HPV-18) há uma elevada captação intracelular. Em outro trabalho, Chen e 

colaboradores (2012) utilizaram nanopartículas (NPs) modificadas com ácido fólico e ligado 

ao peptídeo R7 (RRRRRRR-NH2), 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 absorção e 

citotoxicidade nas células tumorais MCF-7 do que o VCR livre. Além disso, foi observado 

também baixa indução de apoptose em células normais MCF-10A, indicando a excelente 

seletividade das nanopartículas bifuncionais preparadas. 

          Os receptores de ácido fólico e integrina αv β3 são altamente expressos por vários tipos 

de células tumorais, como por exemplo na superfície das células de câncer humano (MCF-7). 

Resíduo de ácido glutâmico 

Resíduo de ácido pteroico 
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Por isso Yan e colaboradores (2020) desenvolveram o peptídeo RGD duplamente direcionado, 

para receptores folato e integrina αv β3. O RGD é um peptídeo curto que contém a sequência 

reconhecida pela integrina αv β3, a arginina-glicina-aspartato. O peptídeo e o FA foram ligados 

a nanopartículas de sílica mesoporosa (Mesoporous silica nanoparticles - MSN), formando 

MSN-NH2-FA-RGD. Os resultados de IC50 mostraram que a eficácia inibitória do conjugado 

foi 1,6 vezes maior do que o PTX livre usado como referência. A caracterização por 

microscopia de fluorescência in vitro foi observado maior captação por células de câncer de 

mama.  

 

3 PARTE EXPERIMENTAL 

3.1 Síntese do derivado propargilado do ácido fólico 

O procedimento foi adaptado da metodologia de Puvvada e colaboradores (2015) e consiste 

em um método de síntese em solução sob condições atmosféricas inertes de nitrogênio gasoso. 

Primeiramente, adicionou-se em um balão tritubulado 88,28 mg ácido fólico (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 dimetilsulfóxido (DMSO, Neon®). Em seguida, 

16,52 mg de propargilamina (0,3 mmol) foram solubilizados em 800 µL de DMSO e 

transferidos para uma seringa de vidro de 1 mL, que foi acoplada ao balão de reação. Essa 

solução foi gotejada lentamente sobre a solução de ácido fólico ao longo das primeiras 3 horas. 

A montagem do sistema reacional está representada na Figura 4. A reação permaneceu sob 

agitação magnética (300 rpm) por um tempo total de 12 horas. No final da reação, foi observada 

a formação de dicicloexiluréia (DCU) a partir da DCC, que foi removida por filtração a vácuo 

e o derivado de alcino precipitado com adição de cerca de 70 mL de éter dietílico resfriado (~ 

-18 °C).   
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Figura 4 - Esquema do sistema reacional da síntese em fase líquida. 

 

 

3.2 Síntese química em fase sólida da lunatina-1 e do tripeptídeo FIG-NH2 

A lunatina-1 (FIGGLLKTLTSFF-NH2) e o tripeptídeo FIG-NH2 foram sintetizados 

empregando-se o método manual de síntese em fase sólida, via estratégia Fmoc (9- fluorenil-

metoxicarbonila) (CHAN; WHITE, 1999). Os derivados de aminoácido protegidos empregados 

nas sínteses foram: Fmoc-Phe-OH; Fmoc-Ser (t-Bu)-OH; Fmoc-Thr(t-Bu)-OH; Fmoc-Leu-

OH; Fmoc-Lys(t-Bu)-OH; Fmoc-Gly-OH e Fmoc-Ile-OH. Empregou-se como suporte sólido a 

resina Rink Amide da Novabiochem® (Figura 5) com grau de substituição de 0,79 mmol.g-1.  

Figura 5 - Estrutura química da Resina Rink Amide com o grupo Fmoc. 

                      

 

 

                

              

 

 

 

        

            Foi sintetizado também o tripeptídeo FIG, seguindo a sequência N-terminal da lunatina-

1, para a realização dos ensaios das condições e etapas de síntese do peptídeo-folato. 
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Posteriormente à síntese, o tripeptídeo foi submetido às modificações químicas propostas neste 

trabalho. Os derivados de aminoácidos utilizados foram: Fmoc-Phe-OH; Fmoc-Ile-OH e Fmoc-

Gly-OH e o suporte sólido também foi a resina Rink Amide da Novabiochem® com grau de 

substituição de 0,79 mmol.g-1. 

Os cálculos da massa necessária da resina para as duas sínteses foram obtidos a partir 

do rendimento esperado de cerca de 150 mg. A resina foi pesada em balança analítica 

(Shimadzu® modelo ATX 224) com precisão de 0,0010 g. As quantidades de reagentes 

necessárias para os acoplamentos dos resíduos de aminoácidos na resina foram calculadas a 

partir das massas médias da lunatina-1 de 1442,745 g.mol-1 e do FIG de 334,402 g.mol-1, do 

grau de substituição da resina e do rendimento previsto para 150 mg de peptídeo. A resina foi 

então transferida para uma seringa de polipropileno de 5 mL com filtro poroso de poliuretana 

capaz de retê-la. Em seguida, a resina foi lavada com cerca de 2,5 mL de diclorometano (DCM) 

(Dinâmica®) sob agitação por 15 minutos para solvatar os poros dos grãos e garantir maior 

rendimento para a síntese.   

O passo seguinte, consistiu na lavagem alternada com cerca de 2,5 mL de N, N-

dimetilformamida (DMF) (Dinâmica®) e álcool isopropílico (IPA) (Vetec®) repetida três vezes 

e ainda uma última etapa de lavagem com 2,5 mL de DCM.  

Assim como os derivados de aminoácidos, a resina também apresenta o grupo Fmoc 

protegendo o grupo amino e, portanto, para removê-lo foi necessária a desproteção em meio 

básico. Para isto, foi empregada 2,5 mL de uma solução de 30% (v/v) de 4-metilpiperidina 

(PIPE) (Sigma-Aldrich®) em DMF por cerca de 15 minutos sob agitação por duas vezes 

seguidas.   

Na primeira etapa de acoplamento da síntese dos peptídeos utilizou-se uma solução de 

2,5 mL de DMF previamente destilado, contendo o primeiro derivado de 139,0 mg de 

aminoácido Fmoc-Phe-OH (0,358 mmol), 54,9 mg de 1-hidroxilbenzotriazola (HOBt, 0,358 

mmol) (Sigma-Aldrich®), 56,34 µL de N,N’- diisopropilcarbodiimida (DIC, 0,358 mmol) 

(Sigma-Aldrich®). Para garantir a ativação do aminoácido, a solução ficou em repouso por cerca 

de 10 minutos e, então, foi succionada pela seringa deixando a solução em contato com a resina 

sob agitação pelo aparelho Vortex Mixer Analítica® (São Paulo, Brasil) durante três horas. Ao 

final da etapa de acoplamento, foi repetida a etapa de lavagem com DMF, IPA e DCM, seguida 

da etapa de desproteção do grupo Fmoc em solução de PIPE/DMF (25%, v/v). O mesmo 

procedimento de acoplamento, lavagem e desproteção foi realizado para todos os demais 

resíduos da síntese, porém com um tempo de duas horas de agitação durante os acoplamentos. 
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Após cada acoplamento e desproteção foi utilizado um teste colorimétrico para 

identificação de aminas primárias. O teste utilizado foi o teste de Kaiser, realizado em um tubo 

de ensaio contendo poucos grãos de peptidil-resina extraída da resina, seguida da adição de uma 

gota de solução ninidrina (Vetec®) a 5% em etanol, duas gotas de solução de 80% fenol (Vetec®) 

em etanol e uma gota de solução de KCN (Lafan Química Fina®) em piridina (Merck®). Após 

agitação 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 resíduos de aminoácidos de cada uma das sínteses, 

os peptídeos foram mantidos ligados à resina para que pudessem ser modificados seguindo a 

rota de síntese proposta no item 3.3.  

 

3.3 Síntese do conjugado peptídeo-folato 

 A estratégia de síntese proposta neste trabalho está esquematizada na Figura 6. A síntese foi 

planejada em 4 etapas, incluindo ainda uma modificação prévia do ácido fólico para preparação 

do derivado propargilado. Os procedimentos a seguir foram separados de acordo com as 

respectivas etapas da síntese. 
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Figura 6 - Esquema com as etapas da síntese do conjugado peptídeo-folato. 

 

 

3.3.1 Obtenção da bromo-hexamida-peptidil-resina (Etapa 1) 

As condições utilizadas para esta etapa foram similares àquelas empregadas nas etapas 

de acoplamento da síntese dos peptídeos em fase sólida. Dessa forma, foi preparada uma 

solução de 2,5 mL de DMF contendo17,50 mg de ácido 6-bromo-hexanóico (11,5 mmol) em 
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13,69 mg HOBt (0,089 mmol) e 14,04 µL DIC (0,089 mmol). Em seguida, a solução foi 

succionada para a seringa de reação e deixada sob agitação pelo aparelho Vortex Mixer 

Analítica® (São Paulo, Brasil) por 2 horas. Após este tempo a bromo-hexamida-peptidil resina 

foi lavada em três séries seguidas com cerca de 2,5 mL de DMF, IPA e uma última etapa de 

lavagem com cerca de 2,5 mL de DCM.  

3.3.2  Substituição do bromo por azida na bromo-hexamida-peptidil-resina (Etapa 2) 

Para substituição dos átomos 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 solução de tetrahidrofurano (THF) em água (1:1, v/v) contendo 31,5 mg (azida de sódio 

(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 solução de THF/H2O e azida de sódio. A reação 

transcorreu sob agitação magnética (600 rpm) a 45 °C por 120 minutos. Em seguida, o produto 

foi lavado por três vezes alternadas com IPA e DCM. 

A etapa 2b, adaptada de Coessens (2006), foi empregada uma solução contendo 2 mL 

de DMF e cerca de 9,53 mg de NaN3 (1,46 mmol). A solução foi succionada para uma seringa 

que havia cerca de 75 mg de bromo-hexamida-peptidil resina (0,135 mmol) e submetida a 

agitação pelo aparelho Vortex Mixer Analítica® (São Paulo, Brasil) por 2 horas. Após este 

tempo a bromo-hexamida-peptidil resina foi lavada em três séries seguidas com cerca de 2,5 

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

 

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

A etapa 3 consiste na reação de cicloadição catalisada por Cu e foi realizada de duas 

formas distintas (Etapa 3a e 3b). Na etapa 3a preparou-se uma solução contendo 9,3 mg de 

sulfato de Cu (II) (0,037 mmol) em 250 µL de água deionizada, outra contendo 8,9 mg de 

ascorbato de sódio (0,049 mmol) também solubilizados em 250 µL de água deionizada e uma 

terceira solução contendo 46,5 mg do ácido fólico propargilado (FA-Pra) (0,097 mmol) 

solubilizados em 500 µL de DMSO. As soluções foram succionadas para a seringa de reação 

contendo a azida-hexamida-peptidil-resina oriunda da etapa 2a na seguinte sequência: (i) FA-

Pra, (ii) sulfato de Cu (II) e (iii) ascorbato de sódio. Em seguida, a seringa foi protegida da luz 

e a reação ocorreu sob agitação por aparelho Vortex (400 rpm) por 48 horas. Finalizada a reação 
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o derivado folato-peptitil-resina foi submetido a oito etapas de lavagens com solução de ácido 

etilenodiamino tetra-acético (EDTA) a 10% (m/v), duas etapas com IPA e uma última com 

DCM. 

Para esta etapa foram testados também diferentes tempos de reação, 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 solução 

contendo 28,56 mg de CuI (0,15 mmol), 29,71 mg de ascorbato de sódio (0,15 mmol) 

solubilizados em DMF/4-metilpiperidina (8:2, v:v). A solução de coloração esverdeada foi 

succionada para a seringa que continha cerca de 50 mg de azida-hexamida-peptidil-resina da 

etapa 2b (0,03 mmol). A reação ocorreu durante 5 h em temperatura ambiente sob agitação por 

aparelho Vortex (400 rpm). Finalizada a reação o derivado folato-peptitil-resina foi submetido 

a oito etapas de lavagens com solução de ácido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) a 10% 

(m/v), duas com DMF, duas etapas com IPA e uma última com DCM. 

3.3.4 Etapa de clivagem do folato-peptidil resina 

Após o acoplamento de todos os resíduos de aminoácidos e as modificações folato-peptidil 

foi separado da resina e também simultaneamente, ocorreu a remoção dos grupos protetores das 

cadeias laterais de Fmoc-Ser (t-Bu)-OH, Fmoc-Thr (t-Bu)-OH e Fmoc-Lys (t-Bu)-OH em única 

etapa denominada de clivagem. Para isso, preparada uma solução contendo 2,5% (v/v) 

triisopropilsilano (TIS), 2,5% (v/v) de água deionizada e 95% (v/v) de ácido trifluoracético 

(TFA). Em seguida, realizou-se a precipitação do folato-peptídeo com adição de éter 

diisopropílico resfriado (~ -18 °C), inseriu-as em centrífuga Spinlab®, modelo SL-16RAV- 

4000 (São Paulo, Brasil) e o produto foi secado com nitrogênio. 

3.4 Caracterização dos intermediários e produtos da síntese 

Ao final de cada etapa de síntese foi realizada a etapa de clivagem de uma pequena 

alíquota da respectiva peptidil-resina (item 3.3.4) para caracterização dos intermediários. Em 

seguida, foi feito a secagem das amostras clivadas para a caracterização por cromatografia 

líquida de alta eficiência, espectrometria de massas, espectroscopia de infravermelho e 

ressonância magnética nuclear. As amostras que foram caracterizadas por estes experimentos 

com suas respectivas abreviaturas estão expostas na Tabela 2. 
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Tabela 2- Descrição e siglas dos materiais caracterizados 

 

 

3.4.1 Cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) 

A cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) foi realizada em fase reversa em um 

cromatógrafo Varian® (Varian, Inc. Corporate Headquarters, Palo Alto, CA, EUA) modelo Pro 

Star 315 com detector na região do ultravioleta modelo Pro Star 335, coluna analítica em fase 

reversa Vydac® 218TP C18 (250 × 4,6 mm) e loop de 1 mL do Departamento de Química da 

Universidade Federal do Vale do Jequitinhonha e Mucuri (UFVJM).  

As análises foram realizadas com gradiente de dois eluentes: água deionizada contendo 

0,1% de ácido 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 

detecção foi feita por meio de espectroscopia na região do ultravioleta (UV) em um máx de 215 

nm e conduzida em escala analítica por injeção de 50 µL da amostra em estado bruto em uma 

concentração de 1 mg. mL-1, sob fluxo de 0,80 mL. min-1 durante 40 minutos. 

 

3.4.2 Espectrometria de massas  

A espectrometria de massas foi realizada em colaboração com a EMBRAPA- Recursos 

Genéticos (Brasília, DF) em um sistema MALDI-ToF/ToF em modo MS no aparelho AutoFlex 

III (Bruker Daltonics, Billerica, EUA), operando em modo refletido e polaridade positiva. A 

Reagentes/Peptidil Siglas 

Ácido Fólico FA 

Propargilamina Pra 

Ácido 6-bromo-hexanóico  Br-Ac 

Síntese do derivado propargilado do ácido fólico FA-Pra 

Síntese dos Peptídeos FIG    /    Lunatina 

Produtos da etapa 1 Br-FIG    /   Br-Luna 

Produto da etapa 2a N3-FIG1   

Produtos da etapa 2b   N3-FIG2   /    N3-Luna 

Produtos da etapa 3a  FA-Trz-FIG1 / FA-Trz-FIG2  

 FA-Trz-FIG3/ FA-Trz-FIG4 

Produto da etapa 3b FA-Trz-FIG5 
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análise ocorreu com a inserção de cerca de 0,5 µL da amostra diluída em água deionizada sob 

a placa AnchorChipTM 600/384 (Bruker Daltonics, Billerica, EUA), seguidos de 0,5 µL em 

matriz α-ciano-4-hidroxicinâmico (α-CHCA). Foi realizada também a fragmentação dos íons 

precursores utilizando o modo MS/MS e para sequenciar os espectros foi utilizado o software 

PepSeq. 

3.4.3 Espectroscopia de absorção molecular na região do infravermelho com transformada 

de Fourier 

Para caracterização de cada derivado das etapas de síntese foram obtidos espectros de 

absorção na região do infravermelho, de 4000 a 400 cm-1, com resolução 8 cm-1 e 64 

acumulações, utilizando o espectrofotômetro FT-IR Varian, modelo 640-IR, disponível no 

Departamento de Química da UFVJM, equipado com modo de refletância total atenuada (ATR, 

Pike Technologies, modelo GladiATR).  

3.4.4 Ressonância Magnética Nuclear (RMN) 

Os experimentos de Ressonância Magnética Nuclear (RMN) foram realizados em um 

espectrômetro Bruker® Fourier 300 MHz (Bruker Daltonics Inc., Billerica, MA, EUA), do 

Departamento de Química da Universidade Federal do Vale do Jequitinhonha e Mucuri 

(UFVJM). Foram adquiridos espectros unidimensionais de 1H e 13C e bidimensionais 

homonuclear de [1H,1H] TOCSY e heteronuclear de [1H,13C] HSQC editado.  

Para o assinalamento de cada sinal do mapa de contorno foi utilizado um esquema 

representativo dos sistemas de spin de cada núcleo de hidrogênio da Protein NMR  (PARELLA, 

2003) e a Tabela de deslocamento químico 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 solução de 0,02 mg/mL de água 

deionizada com 10% (v/v) de D2O e 1% de ácido 4,4-dimetil-4-silapentano-1-sulfônico (DSS), 

utilizado como padrão de referência. Já os demais materiais foram caracterizados a partir das 

respectivas soluções dos derivados contendo 0,02 mg/mL em DMSO deuterado (DMSO-d6) e 

0,5 % (v/v) de tetrametilsilano (TMS), utilizado como padrão de referência.  

Inicialmente para o 1H utilizou-se a programa de pulso zg30 para homogeneização do 

campo (shimming) e determinação do valor de frequência de irradiação do sinal da água (o1). 

Em seguida, realizou-se para o FIG a supressão do sinal de água por pré-saturação aplicando o 

programa de pulso zgcppr (ABDUL, 2015). Após a supressão, um novo experimento foi 
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adicionado com número de pontos no domínio do tempo (TD) de 8192 e um número de scans 

de 512. Para os espectros de 13C empregou-se o programa de pulso zgpg 30 com TD de 8192 e 

NS de 1024. Todos os experimentos unidimensionais de 1H e 13C foram processados no 

software Topspin 3.1 – Bruker BioSpin® (Rheinstetten, Germany).  

Os parâmetros empregados para os experimentos de TOCSY foram janela espectral de 

3002,27 Hz (10 ppm), centro da janela (o1) de 1200,78 Hz (4 ppm), número de pontos no 

domínio do tempo (TD) de 4096 em F2 e 322 em F1. O programa de pulso aplicado foi o mlevph 

(BAX, 1985) e modo de aquisição STATES-TPPI, tempo de espera d1 de 1,5 ms, número (NS) 

de scans de 84 e o tempo de mistura (d9) de 60 ms. Os experimentos de [1H,13C] HSQC editado 

foram adquiridos com o programa de pulsos foi o hsqcedgph (WILKER, 1993).  A janela 

espectral de 3002,27 Hz (10 ppm) em F2 e 24413,35 Hz (323 ppm) em F1, o o1 de 1200,78 Hz 

(4 ppm) em F2 e 9812,44 Hz (130 ppm) em F1, número de pontos no domínio do tempo (TD) 

de 1024 em F2 e 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 distribuição Fedora, versão 25, empregando-se o pacote computacional NMRPIPE® 

versão 1.7 (Delaglio, 1995). E os assinalamentos dos espectros foram realizados com o auxílio 

do programa NMRVIEWJ® versão 9.2.0 (Johnson, 1994). 
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4 RESULTADOS E DUSCUSSÃO 

4.1 Síntese do derivado propargilado do ácido fólico 

 

A primeira etapa do trabalho foi a obtenção do derivado propargilado do ácido fólico 

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

 

Esquema 1 - Obtenção do derivado propargilado do ácido fólico (FA-Pra). 

 

O sólido amarelo precipitado após adição de éter resfriado (~ -18 °C), a amostra foi 

filtrada e submetida à caracterização por espectroscopia na região do infravermelho. A Figura 

7 apresenta a sobreposição dos espectros do FA, Pra e FA-Pra. No espectro do Pra é possível 

identificar o dobramento do ≡C-H em uma banda forte entre 700-600 cm-1  e do estiramento 

em torno de 3340-3250 cm-1 (DUTTA, 2013). Para a amina primária do Pra, o estiramento do 

N-H em duas bandas próximas em torno de 3350 a 3180 cm-1. 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 primária da Pra estaria ligada 

covalentemente ao FA através de uma amida secundária. No espectro FA-Pra há uma banda 

característica e comparável ao Pra do estiramento de ≡C-H em torno de 3340-3250 cm-1
, porém 

a banda de estiramento do C≡C em torno de 2260-2100 cm-1
 não foi apresentada em nenhum 

dos dois. Enquanto que no espectro do FA-Pra é possível também visualizar apenas uma banda 

larga em torno de 3300 cm-1 correspondente ao estiramento de N-H de amida secundária 

(MULLER,1993). 
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Figura 7- Espectro de infravermelho do produto da síntese do FA-Pra. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Esta etapa reacional também foi analisada por espectroscopia de Ressonância Magnética 

Nuclear. Os espectros de 1H da propargilamina está apresentado na Figura 8, no qual os 

deslocamentos químicos dos núcleos de hidrogênios dos grupos amino, metilênicos e metínicos 

da propargilamina foram prontamente identificados, sendo atribuídos 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 1H de RMN 300 MHz da Pra (0,03 mmol.mL-1) em CDCl3 contendo 

0,5 % (v/v) TMS. 
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O espectro de RMN do ácido fólico está apresentado na Figura 9 e foi possível a 

atribuição completa do espectro unidimensional de 1H. Os deslocamentos químicos dos núcleos 

de 1H, de acordo com a numeração proposta na estrutura química 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-

5 12,26 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 característicos para os hidrogênios dos grupos 

carboxilas (11,40 e 12,26 ppm) do ácido fólico, demonstrando que estes apresentam ambientes 

químicos significativamente diferentes. Enquanto um dos grupos carboxila possui um grupo 

alquila em posição  (H-1 11,40 ppm), o outro apresenta um grupo amida na mesma posição 

(H-5 12,26 ppm), determinando ambientes químicos suficientemente distintos.  

Consequentemente, tem-se uma diferença significativa na acidez entre os dois grupos, 

evidenciadas pelos valores de pKa de H-1 de 8,38 e de H-5 de 4,56 (Wu, 2010). Assim sendo, 

espera-se que a ativação e, consequentemente, a substituição ocorra preferencialmente no grupo 

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

 

Figura 9 - Espectro 1H de RMN 300 MHz da FA (0,04 mmol. mL-1) em DMSO-d6 contendo 

0,5 % (v/v) TMS.  

 

HOD 
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O espectro unidimensional de 1H do produto da síntese FA-Pra está apresentado na 

Figura 10. Como esperado, observou-se a supressão do sinal corresponde ao hidrogênio mais 

ácido (pKa ≈ 8,38) da carboxila, como pode ser melhor visualizado na Figura 11. Além disso, 

os sinais de 1H adicionais em 3,51 ppm e 2,50 ppm, correspondentes aos grupamentos –CH2 e 

–CH provenientes do grupo propargilamino foram devidamente atribuídos. 

 

Figura 10 - Espectro 1H de RMN 300 MHz da FA-Pra (0,02 mmol. mL-1) em DMSO-d6 

contendo 0,5 % (v/v) TMS 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

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 - Ampliação da região dos hidrogênios das carboxilados dos espectros 1H de 

RMN 300 MHz da FA (0,04 mmol. mL-1) e FA-Pra (0,04 mmol. mL-1) em DMSO-d6 

contendo 0,5 % (v/v) TMS.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Confirmada a síntese do derivado propargilado do ácido fólico, o alcino ligado ao ácido 

fólico, prosseguiu-se às etapas da rota de síntese em fase sólida. 

 

4.2 Síntese e caracterização das etapas do peptídeo-conjugado FA-Trz-FIG e FA-Trz-

Luna 

Como citado anteriormente, a avaliação da estratégia de síntese do peptídeo-folato foi 

realizada primeiramente com o tripeptídeo (FIG-NH2). Os peptídeos lunatina-1 e o FIG-NH2 

foram sintetizados manualmente pelo método de síntese de peptídeos em fase sólida (SPFS), 

via estratégia Fmoc. No método em fase sólida, utiliza-se um suporte polimérico para ligar 

covalentemente cada aminoácido e as moléculas correspondentes à modificação estrutural. A 

síntese ocorre ligando o primeiro aminoácido pelo grupo carboxila e, portanto, a síntese ocorre 

da região C-terminal para o N-terminal. Por isso é possível identificar ao final de cada 

acoplamento se o peptidil-resina está protegida ou desprotegida, por meio da análise de 

presença de grupo amino protegido ou livre, respectivamente. Portanto, o teste colorimétrico 

de Kaiser ou de ninidrina (GÓNGORA, 2013), foi empregado sempre após cada etapa de 

acoplamento e desproteção.  

Após as etapas de acoplamento dos derivados Fmoc-aminoácidos, esperava-se que todos 

os grupos estivessem protegidos. Dessa forma, sempre que os grãos apresentaram coloração 
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inalterada (incolor), considerou-se o resultado do acoplamento positivo, por não houver 

evidência da presença de grupos amino livre. Por outro lado, após as etapas de desproteção, 

esperava-se que os grupos estivessem desprotegidos, sendo que o resultado positivo é dado 

quando os grãos encontravam-se azulados ou escurecidos, significando que há presença de 

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

 

4.2.1 Síntese do tripeptídeo FIG-NH2 

 

 

             Ao final da síntese, uma pequena amostra da peptidil-resina da síntese do tripeptídeo 

FIG-NH2 foi clivada para caracterização (item 3.4), enquanto o restante foi mantido na resina 

para realização das próximas etapas de síntese (Figura 6, pg. 18). Por CLAE, em condições 

analíticas, observa-se a presença de um pico proeminente com tempo de retenção (tR) de 15,5 

min (Figura 12). No espectro de massa apresentado na Figura 13, foi possível confirmar a 

obtenção do tripeptídeo devido presença do íon molecular [M+H]+ em m/z equivalente a 335,40 

que se aproxima da massa monoisotópica teórica de 335,40 Da do mesmo protonado. 

 

Figura 12 - Perfil cromatográfico da amostra bruta do tripeptídeo FIG-NH2. 
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Figura 13 - Espectro de massas obtido por MALDI-ToF/ToF da amostra bruta do 

tripeptídeo FIG-NH2. [M+H]+
teor representa a massa/carga teórica e [M+H]+

cal representa 

a massa calculada em g.mol-1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

          A Figura 14 apresenta o espectro unidimensional (1D) de 1H do tripeptídeo FIG no qual 

foram observados a presença de sinais de deslocamentos químicos 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 1H de RMN 300 MHz do tripeptídeo FIG-NH2 (0,05 mmol. mL-1) 

em água contendo 10% (v/v) de D2O e 1% (v/v) DSS. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Os experimentos bidimensionais (2D) de [1H,1H] TOCSY e [1H,13C] HSQC foram 

realizados para possibilitar uma atribuição completa e inequívoca dos sinais de ressonância de 
1H e 13C do tripeptídeo. Na Figura 15 estão apresentadas diferentes regiões do mapa de 

contornos [1H,1H] TOCSY do tripeptídeo FIG-NH2, em que é possível observar correlações 

intrarresiduais de cada resíduo de aminoácido.  
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Figura 15 - Mapa de contornos [1H,1H] TOCSY de RMN 300 MHz do tripeptídeo FIG-

NH2 (0,05 mmol. mL-1) em água contendo 10% (v/v) de D2O e 1% (v/v) DSS. (A) Ampliação 

da região de hidrogênio amídico; (B) Ampliação da região de hidrogênios alfas. 
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A Figura 15A apresenta a região comum de deslocamentos químicos de hidrogênios 

amídicos (HN) no eixo horizontal, enquanto a região característica de deslocamento químicos 

de hidrogênio a (H) e na Figura 15B de cadeias laterais (H, H, H entre outros) está disposta 

no eixo vertical. Na Figura 15A observa-se a correlação de HN
 da isoleucina com H (- )  

H   (-) e H  (- )  e a correlação HN-H da glicina. Ainda na região de hidrogênio 

amídico, não foram observados sinais correspondentes ao sistema de spin do resíduo de 

fenilalanina 1 (Phe-1). Tal fato pode estar relacionado ao solvente utilizado para análise, a água, 

e pela possível flexibilidade do grupo presente na extremidade. A presença de água permite a 

troca química de hidrogênios da água com a amina terminal básica. Em RMN, a troca química 

significa que um núcleo experimenta diferentes ambientes magnéticos (BAIN, 2017), que 

resulta na não identificação do sinal. Contudo, foi possível identificar a correlação entre os 

núcleos de hidrogênios betas (Hβ) e hidrogênios alfas (Hα) do resíduo de Phe-1 confirmando a 

presença da fenilalanina na amostra analisada (Figura 15B).  

Na Figura 16 está apresentado o mapa de contornos [1H,13C] HSQC editado, onde é 

possível visualizar a correlação intrarresidual dos núcleos de 1H com os núcleos de 13C 

diretamente ligados (1J) em cada resíduo. A análise do mapa de contorno [1H,13C] HSQC 

editado possibilitou distinguir os núcleos de carbono de diferentes grupos alquílicos, uma vez 

que neste experimento as correlações [1H,13C] metilênicos (-CH2) aparecem em fase invertida 

(em vermelho no mapa de contornos) em relação aos demais grupos, uma vez que as correlações 

de grupos metínicos (–CH) e metílicos (-CH3) aparecem na fase positiva e em preto.  

 

Figura 16 - Espectro [1H,13C] HSQC de RMN 300 MHz do tripeptídeo FIG-NH2 (0,05 

mmol. mL-1) em água contendo 10% (v/v) de D2O e 1% (v/v) DSS. 
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O mapa de contorno do HSQC foi assinalado com base nos deslocamentos químicos de 
1H previamente assinalados no mapa de contornos TOCSY. A correlação Cα-Hα do grupo 

metilênico do resíduo de Gly-3 foi prontamente identificado, devido ao deslocamento químico 

de 3,7 ppm e a fase invertida, e ainda a correlação Cβ-Hβ do grupo CH2 do resíduo de Phe-1. As 

correlações do anel aromático Cβ-H, Cε- Hε do resíduo de Phe-1 também foram identificadas 

na região em torno de 7 ppm. Outras correlações identificadas foram as correlações Cα-Hα, 

C 21-H 21 e C11-H 11
 da Ile-2 em torno de 0,98 e 0,70 ppm.  

 

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

 

A primeira etapa de modificação do tripeptídeo consistiu no acoplamento do ácido 

bromohexanóico ao grupo amino do resíduo de fenilalanina, conforme apresentado no esquema 

abaixo. 

   

 

 

 Na Figura 17, está o perfil cromatográfico do Br-FIG comparado com o FIG-NH2. No 

cromatograma, observa-se a presença de um pico proeminente em tempo de retenção (23,0 min) 

maior do que o FIG-NH2. A proteção do grupo amino e a introdução da cadeia carbônica de seis 

membros aumentam o caráter hidrofóbico do tripeptídeo elevando também o seu tempo de 

retenção (QI, 2010).  
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Figura 17 - Perfil cromatográfico da amostra bruta do tripeptídeo Br-FIG. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

O espectro de massa do Br-FIG está apresentado na Figura 18, o qual confirma a 

presença do derivado Br-FIG devido a presença do íon molecular [M+H]+ m/z igual a 510,18 

que aproxima-se da massa monoisotópica teórica da molécula protonada de 510,18 Da.  

 

Figura 18 - Espectro de massa obtido por MALDI-ToF/ToF da amostra bruta do 

tripeptídeo Br-FIG. [M+H]+
teor representa a massa/carga teórica e [M+H]+

cal representa 

a massa calculada em g.mol-1. 
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A espectroscopia de absorção na região do infravermelho também foi utilizada para 

avaliar a síntese do Br-FIG, verificando a presença de vibrações características dos grupos 

funcionais, especificamente as ligações C-Br do Br-FIG. Para isso, utilizou-se o método de 

reflexão total atenuada no infravermelho com transformada de Fourier (ATR-FTIR) e os 

espectros estão apresentados na Figura 19. 

As bandas de absorção semelhantes destacadas na Figura 19 correspondem às vibrações 

características da cadeia principal de FIG-NH2, como os estiramentos das ligações C=O, C-N e 

N-H. Nos dois espectros foram identificadas, na faixa de 3500 a 3300 cm-1, o estiramento N-

H’ da amina primária e, em torno de 1640-1560 cm-1, o dobramento de N-H (MIRKIN, 2004). 

O modo vibracional da amida, a banda de infravermelho entre 1640-1560 cm-1 de N-H, origina-

se da vibração de alongamento C-O do grupo amida, acoplado à flexão em fase da ligação N-

H e o alongamento da ligação C-N (SUREWICZ,1993). Na região de 1350 a 1000 cm-1 foi 

identificado o estiramento de C-N, em 1520 cm-1 da carbonila C=O amida e em 1550 cm-1 da 

carbonila C=O do ácido 6-bromo-hexanóico.  

No entanto, ainda comparando os dois espectros observa-se, no espectro do Br-FIG, a 

banda de estiramento da ligação C-Br em 550 cm-1 (BRATU,1998), que confirma a presença 

do produto Br-FIG, também caracterizado previamente no espectro de massa (Figura 18, pg. 

34). 

 

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

tripeptídeo FIG-NH2. 
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Após a atribuição completa dos núcleos de 1H e 13C (Anexo II, pg. 64) presentes na 

estrutura primária do tripeptídeo FIG-NH2 e do ácido 6-bromo-hexanóico (Anexo I), partiu-se 

para a análise estrutural do produto oriundo da etapa da ligação do ácido 6-bromo-hexanóico 

na região N-terminal do tripeptídeo. A análise estrutural e os sinais de RMN foram realizadas 

seguindo a mesma estratégia utilizada para o FIG-NH2. Ao final os espectros foram comparados 

para avaliar a diferença entre eles. Na Figura 20 está representado a espectro de [1H,1H] TOCSY 

do derivado Br-FIG. 

 

Figura 20 - Espectro [1H,1H] TOCSY de RMN 300 MHz do Br-FIG (0,03 mmol. mL-1) em 

DMSO-d6 contendo 0,5 % (v/v) TMS. (A) Ampliação da região de hidrogênio amídico; (B) 

Ampliação da região de hidrogênios de cadeias laterais.  
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No mapa de contorno [1H,1H] TOCSY da Figura 20A foi possível identificar o sistema 

de spin entre HN-Hα, HN-Hβ2 e HN-Hβ3 do resíduo de Phe-1. Neste espectro, os sinais apareceram 

mesmo na presença de água, identificada no DMSO, sendo uma evidência de que houve a 

formação de uma amida que diminui a basicidade do nitrogênio.  

Constatou-se também a presença de sinais de 1H metilênicos da cadeia de alquílica do 

ácido 6-bromo-hexanóico (Figura 20B). Tais sinais encontram-se em menor deslocamento 

químico por serem de uma estrutura que possui pouca diferença de eletronegatividade entre os 

átomos, o que indica que estes núcleos de hidrogênios estão mais blindados (Keeler, 2011). O 

espectro 1H do Br-FIG revela sinais sobrepostos, e somente os espectros bidimensionais 

permitiram uma distinção entre os sinais da cadeia alquílica do grupo bromo-hexil e das cadeias 

laterais do peptídeo. Estes mesmos grupos foram identificados pelo mapa de contornos HSQC; 

todavia, as correlações 1H-13C resultam em sinais de fase inversa, por serem núcleos 

pertencentes ao grupo CH2, conforme destacados na Figura 21. 
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Figura 21 - Espectro [1H,13C] HSQC de RMN 300 MHz do Br-FIG (0,03 mmol. mL-1) em 

DMSO-d6 contendo 0,5 % (v/v) TMS.  

A atribuição completa deste produto, confirmou que as condições foram adequadas para a 

formação da ligação entre o FIG e o ácido 6-bromo-hexanóico, possibilitando a realização da 

terceira etapa. 

 

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

Esta etapa consiste na substituição 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 

 

 

Na Figura 22 estão apresentados os perfis cromatográficos dos produtos das sínteses 

comparados ao substrato Br-FIG. Nota-se em ambas as etapas a presença de um pico em tempo 

de retenção de 23,3 min, muito próximo do tR do Br-FIG. Além deste, pode-se observar também 

- 

- 
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a presença 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 reação realizada em DMF, ou seja, na  ausência de 

água (LI, 2006).  

Figura 22 - Perfil cromatográfico das amostras brutas dos tripeptídeos N3-FIG1 e N3-

FIG2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

No espectro de massa do produto da síntese da etapa 2a (Figura 23A) não foi 

identificado o íon de massa de 473,27 Da, correspondente a massa monoisotópica teórica do 

N3-FIG1. Por outro lado, na Figura 23B observa-se a presença do íon de m/z igual a 474,94, 

caracterizando a formação do produto N3-FIG2 esperado para a etapa 2b. Neste mesmo 

espectro, observa-se também a presença de Br-FIG por conter o íon de massa de 510,18 Da, o 

que mostra que a substituição não foi completa. 
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Figura 23 - Espectro de massa obtido por MALDI-ToF/ToF da amostra bruta do 

tripeptídeo (A) N3-FIG1 (B) N3-FIG2. [M+H]+
teor representa a massa/carga teórica e 

[M+H]+
cal representa a massa calculada em g.mol-1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Como esperado, devido à pequena quantidade do N3-FIG1 observado por CLAE (Figura 

22), não foram identificadas as bandas característica do estiramento de C-N para o grupo azida 

(~ 1350 a 1000 cm- 1) e do estiramento N=N=N em torno de 2160-2120 cm-1 (PHELAN, 2020). 

Por outro lado, no espectro do N3-FIG2 (Figura 24) é possível identificar uma banda do 

estiramento N=N da azida em torno de 2160-2120 cm-1, que condiz também com o resultado 

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

Br-FIG. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A Figura 25 apresenta regiões dos espectros de [1H,1H] TOCSY do produto da etapa 2a 

e do Br-FIG. Nota-se que os sistemas de spins referentes aos HN dos resíduos de Phe-1, Ile-2 e 

Gly-3 (Figura 25A) apresentaram variações desprezíveis nos deslocamentos químicos. 

Contudo, na Figura 25B, observou-se uma variação de deslocamento químico em todos os 

sinais de hidrogênios do grupo hex-4, principalmente do Hε. Ao analisar o espectro de HSQC 

(Figura 26), observou-se que a diferença entre deslocamentos químicos é ainda mais evidente 

no Cε, destacado na Figura 26. No espectro do Br-FIG (Figura 21, p.37) o Cε apresentou um 

deslocamento de 35,3 ppm, enquanto que no espectro do N3-FIG1 o valor de   para o mesmo 

13C foi de 43,4 ppm.  

Apesar da diferença de aproximadamente 8 ppm no deslocamento químico do carbono 

, a não observância do produto N3-FIG1 no espectro de massa (Figura 23A) sugere a que esta 

diferença pode estar associado a maior quantidade de água nesta amostra quando comparada a 

amostra de Br-FIG (HESSE-ERTELT, 2010) (PRABHU, 2006), ou ainda, a formação de outro 

produto diferente do derivado azidado.  
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Figura 25 - Espectro [1H,1H] TOSCY sobrepostos do Br-FIG (azul) (0,03 mmol. mL-1) e 

N3-FIG1 (roxo) (0,035 mmol. mL-1) em DMSO-d6. (A) Ampliação da região de hidrogênio 

amídico; (B) Ampliação da região de cadeias laterais. 

 

 

Figura 26 - Espectro [1H,13C] HSQC de RMN 300 MHz do N3-FIG1 (0,035 mmol. mL-1) 

em DMSO-d6 contendo 0,5 % (v/v) TMS. 

 

Ao analisar o espectro de HSQC (Figura 27) do N3-FIG2 observou-se uma diferença de 

deslocamento químico do Cε em comparação com Br-FIG da ordem de 16 ppm, sugerindo a 

Hex-4 
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formação do produto N3-FIG2. No espectro do Br-FIG (Figura 21) o Cε apresentou um 

deslocamento de 35,3 ppm, enquanto que, no espectro do N3-FIG2, o valor de   para o mesmo 

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

 

Figura 27 - Espectro de [1H,13C] HSQC de RMN 300 MHz do N3-FIG2 (0,035 mmol. mL-

1) em DMSO-d6 contendo 0,5 % (v/v) TMS. 

 

 

4.2.4 Obtenção do folato-peptidil resina (Etapa 3) 

       A etapa 3 consiste na reação de cicloadição catalisada por Cu (I) entre o grupo azida-

hexamida da peptidil-resina e o alcino terminal do derivado FA-Pra, levando à formação de um 

anel 1,2,3-triazólico dissubstituído nas posições 1 e 4. Esta etapa também foi realizada por duas 

estratégia diferentes: (i) primeiro reduzindo-se Cu(II) a Cu (I) in situ com a adição de ácido 

ascórbico ao meio reacional (Etapa 3a) e (ii) empregando-se sal de Cu (I) diretamente na reação 

(Etapa 3b), conforme apresentado no esquema a seguir.  

 

 

 

 

 

 

 Etapa 3b 

Etapa 3a 

FA-Trz-FIG 

FA-Trz-FIG 
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Devido à não observância do produto azidado em N3-FIG1, utilizou-se apenas o produto 

N3-FIG2 (oriundo da etapa 2b) para as etapas 3a e 3b de obtenção do peptídeo-folato. Dentre 

os produtos obtidos na etapa 3a, apenas o FA-Trz-FIG2 apresentou evidências de produto 

sintetizado, que serão descritas a seguir.  

Na Figura 28 estão apresentados os perfis cromatográficos dos produtos da etapa 3a 

(FA-Trz-FIG2) e etapa 3b (FA-Trz-FIG5). Ambos os cromatogramas apresentaram um pico de 

proeminente tR de 15,5 min, próximo ao tR corresponde ao tripeptídeo FIG-NH2. Um segundo 

pico de menor intensidade e tR de 15,5 min pode ser observado no cromatograma de ambos os 

produtos, sugerindo a formação do peptídeo-folato.  

 

Figura 28 - Perfil cromatográfico da amostra bruta do tripeptídeo Trz-FIG2 e Trz-FIG5. 

 

 

Os espectros de massa dos produtos da etapa 3 estão apresentados na Figura 29, que 

confirma a presença do derivado FA-Trz-FIG2 e FA-Trz-FIG5 por conter em ambos os 

espectros um íon molecular [M+H]+ em m/z igual a 952,45 e que se aproxima da massa 

monoisotópica teórica da molécula protonada de 952,45 Da. É possível identificar também a 

FA-Trz-FIG2 

FA-Trz-FIG5 
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presença do N3-FIG2 nos dois espectros, devido ao íon de m/z igual a 474,94, sugerindo que a 

cicloadição não foi completa. 

 

Figura 29 - Espectro de massa obtido por MALDI-ToF/ToF da amostra bruta do 

tripeptídeo (A) FA-Trz-FIG2 e (B) FA-Trz-FIG5. [M+H]+
teor representa a massa/carga 

teórica e [M+H]+
cal representa a massa calculada em g.mol-1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Na Figura 30, encontra-se a comparação 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-1 (PHELAN, 2020), que condiz com o espectro de massas anteriores que 

revelam que nem todo o N3-FIG2 reagiu. Ainda, é possível identificar a presença de uma banda 

de alongamento de C-H correspondente ao triazol na região de 3188-3105 cm-1, somente em 

FA-Trz-FIG2 e 5 (KAUSHIK, 2016).  

 

 

 

 

(A) 

(B) 



56 

 

  

 

Figura 30 - Espectro de infravermelho dos conjugados peptídeo-folato FA-Trz-FIG2 e 5. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Os produtos foram caracterizados por RMN em experimento unidimensional de 1H. Os 

espectros 1H do FA-Trz-FIG2 e FA-Trz-FIG5, foram comparados e somente no espectro do 

FA-Trz-FIG5 foi identificado um sinal correspondente ao grupo triazol na região 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 

ampliação desta região, que mostra a presença de singleto característico de C-H do grupo triazol 

em  7,95 ppm no espectro do FA-Trz-FIG5. 

 

Figura 31 - Ampliação da região dos hidrogênios amídicos do FA-Trz-FIG2 (0,04 mmol. 

mL-1) e FA-Trz-FIG5 (0,02 mmol. mL-1) em DMSO-d6 contendo 0,5 % (v/v) TMS.  
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4.3 Síntese e caracterização do conjugado FA-Trz-Luna 

 

De acordo com os resultados da síntese do FA-Trz-FIG, repetiu-se as etapas 1, 2b e 3b 

para a peptidil-resina da lunatina-1. A síntese do peptídeo lunatina-1 foi analisada por CLAE, 

espectrometria de massas e a sequência pela fragmentação 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 Síntese e caracterização da lunatina-1 

O peptídeo lunatina-1 foi inicialmente sintetizado em fase sólida. Durante a síntese 

observou-se somente a necessidade de repetição das etapas de desproteção dos resíduos Thr-4 

e Leu-5, possivelmente devido ao tempo insuficiente para realizar a remoção dos grupos Fmoc 

desses derivados. Ao final do último acoplamento e desproteção da síntese, uma pequena 

alíquota (< 1 mg) foi submetida à etapa de clivagem (item 3.3.4, pg. 29) e, em seguida, 

precipitada com éter di-isopropílico resfriado (~ -18 °C). O restante da peptidil-resina foi 

armazenado a temperatura de -18 °C. Após secagem com fluxo de nitrogênio, a amostra clivada 

e precipitada de lunatina-1 foi analisada por cromatografia (Figura 32) e espectrometria de 

massa (Figura 33). 

 

Figura 32 - Perfil cromatográfico da amostra bruta da lunatina-1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Na Figura 32, está representado o cromatograma da lunatina-1 que apresenta um pico 

proeminente em um tempo de retenção de 31,06 min. No espectro de massas, foi identificado a 

presença do íon molecular [M+H]+ m/z igual a 1442,87, cujo valor encontra-se muito próximo 
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a massa monoisotópica teórica de 1442,823 Da calculada para este peptídeo, considerando-se 

apenas uma protonação.  

 

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

lunatina-1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A estrutura primária do peptídeo foi caracterizada por sequenciamento em 

espectrômetro de massa da amostra da lunatina-1. A Figura 34 apresenta o espectro de massa 

do íon [M+H]+ m/z 1442,87 fragmentado, a partir do qual foram identificados a maioria dos 

íons das séries b e y, destacados no espectro em azul e vermelho, respectivamente. As séries b 

e y são formadas a partir da fragmentação da ligação peptídica na direção N-terminal (íon da 

série b) e  C-terminal (íons da série y) (GOMES, 2018). A partir da série b foi possível 

identificar os íons correspondentes de cada resíduo de aminoácido da sequência 

FIGGLLKTLTSFF-NH2. Com identificação dos íons da série b, a estrutura primária sintetizada 

pode ser confirmada e realizado a próxima etapa de reação. 

 

 



59 

 

  

Figura 34 - Espectro de massa MALDI-ToF MS/MS do íon [M+H]+ m/z 1442,87 Da 

referente ao peptídeo lunatina-1. 

 

4.3.2 Caracterização dos derivados e do conjugado FA-Trz-Luna 

 

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

Luna estão apresentados na Figura 35. A espectro da Figura 35A confirma a obtenção do 

derivado Br-Luna, uma vez que observa-se a presença da predominância do íon molecular 

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

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

de massa o produto da etapa 2b da síntese do conjugado, no qual se confirma também a 

formação do produto N3-Luna, cujo razão massa carga (m/z) do íon molecular [M+H]+,igual a 

1583,80, é idêntica, em valor, à massa molecular teórica do peptídeo conjugado. Neste mesmo 

espectro ainda é possível visualizar um sinal menos intenso correspondente ao Br-Luna, 

demonstrando que a substituição não foi completa. Por fim, o espectro na Figura 35C permite 

confirmar a síntese do conjugado FA-Trz-Luna, pela presença da predominância do íon 

molecular [M+H]+ m/z igual a 2060,0, cujo valor se aproxima da massa monoisotópica teórica 

de 2060,30 Da. Há também a presença do íon molecular [M+H]+ m/z igual a 1583,80 do N3-

Luna,  sugerindo que a cicloadição não foi completa. 

 

 

 

 

M/z 
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Figura 35: Espectro de massa obtido por MALDI-ToF/ToF da amostra bruta do peptídeo (A) 

Br-Luna; (B) N3-Luna e (C) FA-Trz-Luna. 
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5 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

O enfoque deste trabalho foi o desenvolvimento de uma estratégia de síntese do 

conjugado peptídeo-folato e, para isso, avaliou-se condições distintas e caracterizou-se os 

produtos. Inicialmente, realizou-se a síntese do derivado propargilado do ácido fólico por 

síntese em solução, obtendo-se um sólido amarelo. Este sólido foi caracterizado por FTIR e 

RMN, no qual foi identificado a regiosseletividade da reação quanto ao grupo carboxila mais 

ácido, confirmando a síntese do FA-Pra.  

A síntese do tripeptídeo (FIG-NH2) e do peptídeo lunatina-1, pelo método de síntese em 

fase sólida, via estratégia Fmoc, também foi concluída sem dificuldades e ambos os peptídeos 

foram caracterizados por CLAE, espectrometria de massas e para a lunatina-1 foi determinada 

a sequência primária por fragmentação MS/MS. As etapas conseguintes foram realizadas 

utilizando como substrato a peptídil-resina, mostrando-se uma estratégia adequada, pois 

propiciou a remoção dos reagentes de cada etapa por lavagem e filtrações simples. A primeira 

etapa da rota de síntese consistiu na reação da peptídil-resina com ácido 6-bromo-hexanóico 

para a obtenção da bromo-hexamida-peptidil-resina. A CLAE, a FTIR e a RMN bidimensional 

de [1H-13C] HSQC foram suficientes para comprovar a eficiência da síntese e a introdução da 

cadeia carbônica de seis membros no grupo C-terminal da peptídil-resina.  

A etapa seguinte de substituição 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, não identificando o N3-FIG1. Assim, foi desenvolvido a etapa 2b, utilizando o 

DMF por ser um solvente aprótico que solvata prioritariamente os cátions e favorece 

substituição nucleofílica bimolecular (SN2).  A caracterização do produto N3-FIG2 da etapa 2b 

mostra que está estratégia foi melhor do que a etapa 2a, uma vez que possibilitou a substituição 

do bromo por azida na bromo-hexamida-peptidil-resina.   

A última etapa consistiu-se na reação de cicloadição catalisada por Cu (I) responsável 

por unir o derivado folato propargilado a peptídil-resina azidada.  Essa etapa também precisou 

ser realizada por diferentes métodos, a fim de otimizar as condições da reação. Na etapa 3a, foi 

realizado a redução do Cu (II) in situ com a adição do ascorbato de sódio no meio reacional 

com tempo de reação de 24 h e na etapa 3b, foi utilizado sal de Cu (I) em um tempo de reação 

de 5h. Por essas duas metodologias, foram obtidos o FA-Trz-FIG2 e FA-Trz-FIG5, 

respectivamente. Pelo CLAE o FA-Trz-FIG5, aparentemente apresentou maior concentração 
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de produto, que condiz com RMN. Pelo RMN e massas, é confirmado que a melhor estratégia 

é a etapa 3b, além de ser a etapa de menor tempo de reação. 

A partir da determinação e otimização das melhores condições para cada etapa, definiu-

se a melhor rota de síntese e repetiu-se estas etapas para o peptídeo lunatina-1. Dessa forma, foi 

possível 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 é reduzido, uma que vez que, em cada etapa analisada, há indícios dos 

reagentes de partida, a estratégia de síntese parece promissora considerando as dificuldades de 

obtenção do produto final devido o tamanho da molécula final.  

As metodologias aqui propostas para a síntese de uma nova biomolécula conjugada, 

mostram-se com um elevado potencial biotecnológico, uma vez que as etapas desenvolvidas 

demonstram-se replicáveis. Este trabalho viabiliza a obtenção de um inédito derivado de 

peptídeo-folato contendo um grupo triazol na estrutura. O potencial antimicrobiano e 

antineoplásico desse conjugado peptídeo-folato poderá ser avaliado em estudos posteriores e 

são essenciais para caracterizar o potencial biotecnológico da molécula.  
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ANEXO I – ESPECTRO HSQC EDITADO DE RMN 300 MHz DO Br-Ac 

 Br-Ac (0,04 mmoL.moL-1) EM DMSO-d6 CONTENDO 0,5 % (v/v) TMS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

H5ε – C5ε 

H3γ - C3γ 

H2β - C2β 

H4δ - C4δ H1α - C1α 
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ANEXO II – DESLOCAMENTO QUÍMICO DOS RESÍDUOS DE AMINOÁCIDO E 

DERIVADOS 

 

 FIG Br-FIG N3-FIG FA-Trz-FIG 

Resíduo Átomo 

(sigla) 

Deslocamento 

químico δ 

(ppm) 

δ (ppm) δ (ppm) δ (ppm) 

 

 

 

 

 

 

Phe-1 

HN - 8,0740 8,1121 8,1121 

Hα 4,1439 4,5729 4,5614 4,5614 

H2 3,0292 2,9961 2,9903 2,9903 

H3 - 2,7321 2,7219 2,7219 

H 6,9449 7,0443 4,1401 4,1401 

Hε 7,3233 7,2035 7,4946 7,4946 

Cα 54,0982 54,0637 51,8611 51,8611 

C 36,8661 37,5017 34,6827 34,6827 

C 129,7318 126,7074 124,7381 124,7381 

Cε 129,1374 129,6805 127,5220 127,5220 

 

 

 

 

 

 

Ile-2 

HN 8,3601 7,9208 7,9558 7,9558 

Hα 4,0057 4,1458 4,1458 4,1458 

H 1,6245 1,7433 1,7407 1,7407 

H 12 1,2996 1,4445 1,4268 1,4268 

H 21 0,9816 1,0733 1,0637 1,0637 

H 11 0,7077 0,8268 0,8064 0,8064 

Cα 58,7118 57,5148 55,3182 55,3182 

C 35,9266 36,8810 34,6827 34,6827 

C 2 14,3534 15,6276 13,2946 13,2946 

C 1 10,0324 11,5644 9,0801 9,0801 

 

 

Gly-3 

HN 8,1892 8,0723 8,1091 8,1091 

Hα 2 3,7268 3,6316 3,6192 3,6192 

Cα 42,1119 42,1916 39,8707 39,8707 
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Hex-4 

H1α  2,0242 2,0145  

H2  1,3862 1,3643  

H3  1,1843 1,1548  

H4  1,6933 1,5872  

H5ε  3,4291 3,5285  

C1α  35,3156 33,1225  

C2  24,6552 22,4878  

C3  27,2091 23,7569  

C4  32,2552 29,6836  

C5ε  35,3152 43,4443  
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