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RESUMO: Os jasmonatos s&o um grupo de substancias reguladoras do crescimento
vegetal e considerado um novo tipo de hormoénio que apresenta importante funcdo nas
etapas de crescimento, desenvolvimento e resposta a diferentes condi¢cdes de estresse
ambiental da planta. O objetivo foi aprimorar técnicas de sintese de peptideos em fase
solida, acoplar o acido jasmonico na regido N-terminal do peptideo Apoica Pallens e
identificar produtos pela degradacdo dos peptideos através da espectrometria de massa.
O peptideo INWLKIAKKVAGML-NH2 foi sintetizado pela sintese de peptideos em
fase sélida. Os acoplamentos dos Fmoc-aminoacidos foram realizados pela ativacao dos
grupos carboxilas. A purificacdo foi realizada em CLAE. A analise da massa molar foi
realizada por espectrometria de massas. O grau de pureza foi determinado em coluna
analitica com gradiente linear de 5% a 95% de solvente por 30 min. A degradacéo dos
peptideos foi através da andlise de espectrometria de massa confirmando a massa molar
do peptideo JA1802AJ como 1777,3 g/mol. Aprimoraram-se técnicas de sintese de
peptideos em fase sélida. Observou-se acoplamento covalentemente com hormonio
vegetal &cido jasménico na regido N-terminal do peptideo Apoica Pallens e
identificaram-se produtos obtidos na degradacdo através de espectrometria de massa,
confirmada a massa molar do peptideo JA1802AJ.
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Introducéo

As plantas sofrem constantemente situacbes de estresse como oscilagdes
drésticas de temperatura, umidade, radiacédo solar, ataque de pragas ou patdgenos, dessa
forma arranjam modulacgdes de respostas de defesa superando esses estresses e assim
podendo retornar ao seu metabolismo normal. Quando a planta é agravada, mobiliza seu
sistema de defesa reparando danos nos tecidos e evita uma invasao imediata pelo agente
agressor (ZHANGet al.,2004). Um dos fatores fundamentais para a obtencdo do
melhoramento genético dessas plantas sdo o conhecimento do comportamento de defesa
e de protegéo, do qual arranja mais resisténcia a tipos distintos de estresse, podendo
aumentar a qualidade e producdo das plantas (SOARES E MACHADO, 2007).

A constituicdo de compostos moleculares modificados como um mecanismo de
resposta obtidos das plantas produz tais alteracbes que podem estar inteiramente
relacionadas com a defesa e protecdo das mesmas (DE WIT, 2007).A cascata de
sinalizacdo abrange outras moléculas como o &cido salicilico (AS), acido abscisico
(ABA), o acido jasménico (AJ) e seu metil ester, metil jasmonato (Mela), segundo
compostos capazes de induzir a expressdo de muitos genes relacionados a defesa por
meio de rotas diferentes (PERVIEUXet al.,2004; CAOet al., 2011).

Com um papel importante na cascata de eventos, o acido jasménico, ocasiona
processos de inducdo da qual ocorre direta ou indiretamente no acimulo de metabdlitos
secundarios (GUNDLACH, H, 1992). Em tecidos de plantas tratadas com jasmonato,
efeitos distintos sdo apresentados por expressao das proteinas induzidas por jasmonatos
(P1Js), que incluem as tioninas e as proteinases (EPPLE, E.E, 1995; PIETERSE, C.M.J.;
et al, 1998; WIERSTRA, I, 2000). Uma importante rota metabdlica de defesa vegetal da
qual atua na defesa contra estresses bidticos, domina-se como octadecanoide, da qual
finaliza a producédo do acido jasmonico, esse um fitohormdnio que esta relacionado ao
estresse vegetal que ativa varias respostas de defesa (SOARES e MACHADO, 2007).

O 4cido jasmonicoatua como horménio de crescimento, desenvolvimento e de
resposta a diferentes condicdes de estresse da planta. Estudos dessa natureza devem ser
desenvolvidos para a representacdo de toxinas e outras manifestacdes de um carater
geneético, comparando as plantas mutantes e ndo mutantes. A indugéo ou a aplicacdo de
acido jasmonico proporciona resisténcia nas plantas contra o ataque de insetos-pragas e
situacOes de estresse, resultando em melhor desenvolvimento e produgdo dessas

culturas. A atividade deste horménio é especifica, variando em funcao do tecido, do tipo



de célula e da fase de desenvolvimento. A aplicacdo deste, causa mudangas na maioria
das células das plantas antes de atingir um equilibrio no tecido entre o &cido jasménico
exogeno e o0 endogeno, preparando-as para defesa (DEUNER, 2015).

Os efeitos anticancer do jasmonato sao diferentes da acdo causada no vegetal em
termos de mecanismos, visto que é interessante uma checagem na possibilidade de
haver semelhancas de mecanismos em células vegetais e animais. Além da grande
relevancia para a biologia fundamental, a identificacdo destas semelhancas poderia abrir
potenciais caminhos para a criacdo de novas entidades quimicas fundamentadas em
jasmonato com eficécia quimioterapéutica. O primeiro relato sobre atividades anticancer
através de jasmonato mostrou-se capacidade de causar tanto a morte celular quanto a
supressdo da proliferacdo celular (FLESCHER, 2006).

Compreendendo a utilizacdo dessas moléculas atraves de estudos agronémicos
como fisiologia vegetal, entomologia e bioquimica, essas atividades mostram-se com
interessante potencial na utilizacdo em agricultura ou como farmaco, visando sua
atividade anticancer frente a linhagens celulares tumorais unindo-as a formacao de um
novo bioconjugado podendo trazer resultados promissores para a ciéncia. Neste
trabalho, foi feito um aprimoramento das técnicas de sintese de peptideosem fase sélida
juntamente com o acoplamento do horménio vegetal &cido jasménico na regido N
terminal do peptideo Apoica Pallens e identificado os produtos obtidos pela degradacéo

dos peptideos através da analise de espectrometria de massas.

Acido jasmonato

Os jasmonatos estdo vinculados a uma lista de compostos de derivados vegetal
que apresentam atividade anticancer por possuirem hormonios de estresse vegetal
afetando seres in vitro e in vivo (FLESCHER, 2006). Derivados do acido linolénico, os
jamonatos, passam por um processo dependente de lipoxigenase que estdo envolvidas
na biossintese do mesmo, da qual interfere na resposta de defesa da planta ao patégeno
ou aumento da capacidade de sintetizar outros compostos derivados de lipideos, usados
na defesa da planta (GUNDLACH et al., 1992).

O acido jasmonico e seu éster metil jasmonato sdo moléculas que sinalizam
derivados do é&cido linolénico, sendo essas envolvidas nas respostas ao estresse e
desenvolvimento das plantas, ja 0 metil jasmonato, pode estar implicado no aumento da

expressao de genes que respondem por estresses (ROSA Jr. et al., 2005).



A prevengdo primaria & salde populacional essencialmente diante do
desempenho que compostos vegetais apresentam, ocorre em 80% da populagéo
mundial, visto que na forma preventiva e/ou terapéutica na presenca de 250.000
espécies de plantas, mil possuem uma acdo anticancer significativa. A citotoxicidade
pode causar efeitos adversos como refletir-se na inibicdo do processo carcinogénico,
bem como na destruicdo de um neoplasma existente, quando estas categorias de
atividade estdo interligadas. Alguns agentes quimiopreventivos derivados dessas plantas
incluem inibidores da formacdo de -carcinogénicos, bloqueadores da interacdo
carcinogénica  em células-alvo e  supressores da  progressao  do
tumor(FLESCHER,2006).

Segundo Meyer et al (1984), os jasmonatos sdo um grupo de substancias
reguladoras do crescimento vegetal, identificadas em uma variedade de espécies
vegetais tais como Jasminun grandiflorum, Rosmarinus officinalis Arthemisia
absinthium L e sementes imaturas de Phaseolus vulgaris L. Considerado um novo tipo
de hormbnio do qual apresenta importante funcdo nas etapas de crescimento,
desenvolvimento e resposta a diferentes condicdes de estresse ambiental da planta
(CORTES, 2000). Estudos constataram que além de possui papel importante na
regulacdo da expressao de genes da defesa da planta, a exposicdo a esse &cido aumenta
rapidamente ao dano causado por herbivoros, ocasionando uma resposta com diferentes
tipos de defesa vegetal, como os inibidores de proteases, terpenos e alcal6ides
(DROGE, 2002).

A defesa acontece através de compostos quimicosinduzidos pelo jasmonato, que
interagindo diretamente com o invasor da planta para combaté-lo, sua percepcdo em
insetos pode permitir que estes se defendam contra a toxicidade induzida, sugerindo que
as vias de sinalizacdo do composto podem ser conservadas entre 0s reinos vegetal e
animal (FLESCHER,2006).

Sintese e clivagem do peptideo

Os peptideos podem ser moléculas constituintes de grandes proteinas,
responsaveis pelo reconhecimento molecular e pelas atividades biologicas, ou eles
podem ser sintetizados isoladamente desempenhando papeis importantes em processos
fisiolégicos atuando como neurotransmissores, hormdnios, toxinas, antibidticos e
defensinas (NAKAJIMAEet al, 1986).



Segundo Borgia e Fields (2000), protegido no grupo amino e na sua cadeia
lateral reativa, o derivado de aminoécido que é o residuo C-terminal do peptideo de
interesse é ligado a um suporte sélido insolGvel ou resina via uma ligacdo covalente
(acilacdo), seguido por uma desprotecdo da qual o grupo amino é removido e quando a
aminoacil-resina formada é neutralizada. Um novo aminodcido (também protegido em
Seu grupo amino e na sua cadeia lateral reativa) é acoplado a aminoacil-resina na forma
de uma espécie preé-ativada ou diretamente na presenca de um reagente quimico dando
origem a um acoplamento.

Estes ciclos se repetem para todos os aminoacidos da sequéncia desejada. Em
seguida de cada um deles, a peptidil-resina é lavada com alternéncia de solventes para
remocao dos materiais reagentes. Por fim, o peptideo-resina é clivado para a obtencao
do peptideo com sua COOH terminal livre ou amidada resultando no processo de
clivagem. O agente de clivagem pode também interagir na remocdo dos grupos
protetores das cadeias laterais dos aminoacidos para a producdo do peptideo bruto
totalmente desprotegido (BORGIA e FIELDS, 2000; figura 1).
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Figura 1: Sintese de peptideos em fase sélida (SPFS) (BORGIA e FIELDS, 2000).

Desenvolveu-se uma abordagem de sintese convergente de peptideos em fase
solida (SCPFS) devido a busca de um aprimoramento da sintese de peptideos longos ou

de sequencias dificeis, consistindo em uma sintese de fragmentos peptidicos protegidos



gue pertencem a sequéncia de um peptideo longo acompanhada do acoplamento

posterior entre eles.

«casssde- >

protegido da resina

«cossgle -~ , - $lade(®
%I l |

HN

Figura 2: Sintese convergente de peptideos em fase sélida (SCPFS) (BORGIA e FIELDS, 2000).

Na sintese convergente é indispensavel avaliar varios aspectos como a estratégia
quimica e grupos protetores (Boc ou Fmoc), o tamanho dos diferentes fragmentos
protegidos e os seus residuos N e C-terminal e o suporte a ser usado (ALBERICIO,
LLOYD-WILLIAMS, GIRALT, 1997). A estratégia Fmoc tem se tornado
constantemente usada devido a algumas vantagens que ela oferece. Em contrapartida,
também tem se compreendido a sintese de peptideos longos com a quimica Boc, onde
os fragmentos peptidicos protegidos sdo sintetizados sobre suportes poliméricos com
funcionalidade baseada no 4cido a-hidroximetil acrilico e a ligacdo peptideo-resina
podendo ser clivada em meio basico (EGGENWEILER, CLAUSEN, BAYER, 1998).

Estudos demonstraram que moléculas tdxicas quando acopladas a um peptideo
podem emitir uma diminuicdo em sua toxicidade de tal forma que a especificidade €
aumentada para as moléculas de cancer atenuando assim sua interagdo com células
sadias (SANCHES, 2015).

Levando em consideragdo que muitos peptideos com atividade anticancer

tambem s&o toxicos em relagéo a células normais, eventualmente peptideos de veneno



de vespas mostraram-se possuir seletividade de células sadias e potencial em atingir
células cancerigenas (HILCHIE, 2016).

Espectrometria de massas

A espectrometria de massas (MS) surge como uma tecnologia imprescindivel
para a interpretacdo da informacdo compilada pelos genes, chamada como proteoma e o
que a impulsiona é a capacidade de usar dados de espectrometria de massas essenciais a
peptideos para a identificacdo de proteinas em bancos de dados (CARRILHO; WULFF;
PALMA, 2008).

Usualmente, a MS é uma técnica que se apropriana determinacdo da relacéo
entre massa e carga (m/z) de espécies ionizadas em fase gasosa (AEBERSOLD e
MANN, 2003). Um espectrdmetro de massas € um instrumento formado por uma
fonte de ions, um analisador de massas, um detector e um sistema de obtencédo de dados.
As fontes de ionizacdo utilizadas em MS aplicada a analise proteébmica sdo Electrospray
(ESI) e MALDI (Matrix-Assisted Laser Desporption lonization) (KARAS e
HILLENKAMP, 1988).

Segundo Steen e Mann (2004), possuindo a fungéo de ionizar de maneira suave,
preservando assim a estrutura polipetidica e transferindo as classes a serem analisadas
para a fase gasosa, os analisadores de massas, tais como, quadrupolos, ion-traps
(tridimensionais e lineares), time-of-flight (TOF), Fourier-transform ion cyclotron
resonance (FT-ICR), orbitrap, entre outros, sdo comercialmente disponiveis e cada um
possui aspectos positivos e negativos, de acordo com o experimento planejado e o
resultado experimental requerido. Estes analisadores podem ser usados exclusivamente
e de modo independente ou acoplados entre si, dando origem a equipamentos
classificados como hibridos, os quais fazem uso das vantagens inerentes a cada

analisador.
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Figura 3: Analogia entre célula eletrolitica (1) fonte de ionizacao linear por “electrospray” (2) (a) bomba
injetora de fluxo; (b) célula-fluxo; (c) bomba de infusdo; (d) capilar IES e () regido entre cone extrator e
“skimmer” (RUIZ, 2003).

Os peptideos sdo primeiramente introduzidos em uma regido de vacuo do
espectrometro de massas por meio dos processos de electrospray ou MALDI.
(DONGRE, JONES, SOMOGY 1 e WYSOCKI, 1996).

O modelo da mobilidade do préton descreve como a energia interna adquirida
induz a transferéncia intramo-lecular dos prétons em cada peptideo, atingindo a
desestabilizacdo das ligacdes do esqueleto polipeptidico e, por conseqliéncia, induzindo
a formacdo de dois ion-fragmentos,que séo classificados como ions que retém a carga
residual (préton) no lado N-terminal (gerando fragmentos -a, -b e -c, dependendo da
ligacdo que é fragmentada); ions que retém a carga residual (proton) na regido C-
terminal gerando os fragmentos -X, -y -z, dependendo da ligacdo que €
fragmentada(MANN, MENG e FENN, 1989).

E consideravel a enfatizacdo dos pares de ions a/x, bly e c/z que serdo sempre
ions correlativos aos fragmentos opostos e complementares entre si. Considerando-se
que as ligacdes peptidicas sdo aquelas menos energéticas, € esperado que a formacéo do
par de fragmentos -b/-y seja mais habitual que os demais pares de fragmentos,
facilitando extremamente a interpretacdo dos espectros (ROEPSTORFF e FOHLMAN,
1984).



Materiais e Métodos

Sintese do peptideo

O peptideo de sequéncia INWLKIAKKVAGML-NH: foi sintetizado utilizando
a técnica denominada de sintese de peptideos em fase solida (SPFS), conforme
protocolo da figura 4. O método empregado é fundamentado pelo crescimento, residuo
por residuo, da cadeia peptidica presa covalentemente pelo seu aminoacido C-terminal
aos sitios reativos existentes em um suporte sélido (resina) por meio de seu grupo
carboxila (MERRIFIELD, 1963).

Na sintese peptidica em fase solida, o aminoacido C-terminal é ligado
covalentemente a resina Rink Amida, com grau de substituicio 0,50 mmol g, por meio
de uma ligacdo amida para a obtencdo de peptideos com extremidade a-
carboxamida(figura 5).

Os acoplamentos dos Fmoc-aminoacidos foram realizados pela ativacdo dos
grupos carboxilas com diisopropilcarbodiimida (Dic)/N-Hidroxibenzotriazol (HOBt) ou
hexafluorofosfato de O-(Benzotriazo-1-il)-1,1,3,3-tetrametiluronio (HBTU)/(DIEA) -
N,N,N-diisopropiletilamina. Todos os Fmoc-aminoacidos e reagentes foram utilizados
com duas vezes de excesso em relacdo a quantidade de grupos reativos na resina inicial.
A retirada do grupo Fmoc base-labil foi efetivada pela lavagem em 20% 4-metil-
piperidina/DMF durante 1 hora e 20 min. Apds cada etapa de acoplamento e
desprotecdo foram efetuadas lavagens com dimetilformamida (DMF) e diclorometano
(DCM), para eliminacdo do excesso de reagentes e subprodutos. Apos cada etapa de
acoplamento e desprotecdo as lavagens e teste de ninidrina foram efetuados (KAISER et
al., 1970). Este reagente, a altas temperaturas, reage com grupos amino livres, liberando
um composto de cor azul (figura 6). Este teste é, portanto, adequado para indicar a
presenca de grupos aminos livres e indicativo da eficiéncia dos passos de acoplamento e

desprotecdo.
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Figura 5:llustracdo da reagdo que ocorre durante o acoplamento do aminoécido.
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Na formacdo do conjugado &cido jasmonico-peptideo, foi utilizado um

equivalente do acido jasmonico (peso molecular: 210, 27 g/moL) para cada equivalente
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de peptidil-resina (INWLKIAKKVAGML-NH>) existente, em DCM e DMF (1/1; v/v),
utilizando HATU (Hexafluorofosfato de 2-(7-Aza-1H-benzotriazo-1-il)-1,1,3,3-
tetrametilurdnio)como agente de acoplamento e TMP (2,4,6 trimetilpiridina) como base.
O TMP foi adicionado até chegar ao pH=8 na solucdo. Apos 3 horas de acoplamento,
um teste de ninidrina foi realizado, resultando em uma colora¢do amarela, evidenciando

que o acoplamento foi realizado com sucesso.

Reacao de clivagem

A clivagem do peptideo da resina ao final da sintese foi realizada pela adi¢do de
diferentes solugdes as quais continham o acido trifluoracético - TFA (Merck®),
responsavel pela clivagem e os supressores de reacdes colaterais: triisopropilsilano
(TIS) (Acros Organics®), e agua ultrapura, em frasco de cintilacdo sob agitacdo branda
por 2 horas. Depois foi executada a precipitacdo do peptideo com éter dietilico gelado e
0 sobrenadante foi descartado, obtendo-se um precipitado contendo o peptideo e a
resina. O peptideo foi entdo dissolvido com uma solucdo contendo 0,045% de TFA em
agua ultrapura e 0,036% de TFA em acetonitrila (50:50), e a solucéo centrifugada, para
separar a resina do peptideo. O sobrenadante resultante contendo o peptideo foi

liofilizado.

Purificacdo e caracterizacdo do peptideo

A purificagdo do produto obtido foi realizada em um cromatdgrafo liquido de
alta eficiéncia (CLAE) - Shimadzu modelo SPD-20A, em modo semi-preparativo, com
solvente A (0,045% de TFA em H-0) e solvente B (0,036% de TFA em ACN), fluxo de
5 mL min’, comprimento de onda de detec¢do de 220 nm, e uma coluna C18 da marca
Phenomenex (tamanho 250 mm x 10 mm, 300 A, particula de 5 pm). Ap6s a separagao
e liofilizacdo dos materiais obtidos, a analise de pureza de cada fragdo foi realizada por
meio de CLAE em um aparelho analiticoShimadzu, com coluna 4,6 mm x 150 mm, de
fase reversa C18 Ultraspehere Phenomenex, 300 A, tamanho da particula de 5 pm,
deteccdo em 220 nm, utilizando um programa gradiente de 5 a 95% de solvente B em

30 min com fluxo de 1 mL min™.
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Espectrometria de massas

A analise da massa molardo peptideo foi realizada por espectrometria de massas
com aparelho Bruker sob injecéo ion trap, para a confirmacaona obtencdo do material

desejado, modo eletrospray positivo (MS+) faixa de 200-1000 g moL ™.

Resultados e Discussao

Sintese do peptideo

OpeptideoApoica  Pallens, que possui asequéncia de aminoacidos
INWLKIAKKVAGML,foi sintetizado e ao final da sintese acoplado covalentemente na
regido N terminal do peptideo, o hormonio vegetal acido jasmonico.

Esse acoplamento ocorre diante o teste de ninidrina sendo que as cores S&o
comparadas com a referéncia e o acoplamento completo transcorre na presenca da
coloracdo azul fraca ou incolor, assim a sintese é permanecida (CHAN, W. C.; WHITE,
P. D, 2004 e WENG, C.; PETER, W, 2000).

A sintese de peptideos ciclicos possui numerosas abordagens novas em relagdo
ao seu surgimento, porém a ciclizacdo cabega-cauda em solucéo sendo como sintese do
peptideo linear na presenca de reagentes de acoplamento, permanece como sendo a
estratégia mais utilizada. Pela conformacdo seguida pelo precursor linear na solucéo, o
resultado da ciclizacdo é majoritariamente influenciada. Consequentemente, a escolha
racional dos grupos de protecdo e dos reagentes de acoplamento tem essencialmente o
planejamento retrossintético e desenho da sintese em solucédo, igualmente do ponto de
desconexao do anel(JIANG, S. et al, 2008).

De Souza et al. (2004) isolaram dois novos mastoparanos do veneno da vespa
social Polybia paulista (INWLKLGKMVIDAL-NH2; IDWLKLGKMVMDVL-NH2),
do qual ambos apresentaram uma forte atividade hemolitica, degranuladora de
mastocitos e quimiotactica. Além disso, Mendes et al. (2004), reconheceram outro
mastoparano isolado do veneno da vespa social Agelaia pallipes pallipes, o Agelaia-MP
com atividades degranuladora de mastocitos e hemolitica marcantes, baixa atividade
antibidtica e nenhuma atividade quimiotactica.

Além de provocar colapso cardiovascular devido a uma excessiva liberagdo de

ions potassio eritrocitaria, induzida pela toxina, o0 Mastoparano B, presente no veneno
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de Vespa basalis, participa das atividades hemolitica e de formagdo de edema, (Ho et
al., 1994).

O jasmonato se mostrou, tanto na literatura assim como neste trabalho, que
possui diferentes mecanismos em relacdo a acdo causada no vegetal por possuir uma
eficdcia quimioterapéutica, visto que considerando muitos peptideos com atividade
anticancer eventualmente mostraram-se possuir seletividade de células sadias e

potencial em atingir células cancerigenas.

Reacdo de clivagem e purificacdo e caracterizagdo do peptideo

Apds a sintese, os peptideos foram purificados em sistema semipreparativo em
CLAE e o grau de pureza das fracOes foi determinado em coluna analitica com
gradiente linear de 5% a 95% de solvente B em 30 min. Os tubos contendo o material
com grau de pureza maior que 98% foram reunidos e liofilizados para posterior
utilizacdo.

Em relacdo aos valores a serem tolerados estao diagnosticados entre 75% e 85%,
portanto ndo devendo ser inferiores a 95%. Apds ser sintetizado e purificado,
comparado ao seu grau de pureza, a analise diante de sua conformidade quimica ocorre
através de uma antecipacdo em relacdo estrutural que dependente do seu tipo de uso
desejavel(SINTESES QUIMICA E ENZIMATICA DE PEPTIDEOS: PRINCIPIOS
BASICOS E APLICACOES, 2004).

Em comparacdo com o atual estudo, Souza (2006), realizou a purificagdo dos
mastoparanos Apoica-MP e Asn2-Polybia-MP I, sob condi¢bes isocraticas com
acetonitrila 60% (v/v) [contendo TFA 0,1% (v/v)], sendo o fluxo do solvente de 2
mL/min. O peptideo sintético Apoica-MP apresentou tempo de retencdo de 14,29 min.

Visto que ap06s a purificacdo da sintese dos peptideos, o gradiente linear foi
observado de 5% a 95% de solvente B em 30 min, contendo material com grau de
pureza maior que 98%, confirmando a aplicacdo de tolerdncia que ndo devem ser
inferiores a 95%. O tempo de retencdo ndo se assemelha ao trabalho citado
anteriormente supostamente por ter um desempenho distinto em relacdo a condicdes
isocraticas com acetonitrila e seu fluxo do solvente, contudo o comportamento € aceito

diante seus valores analisados serem incorporados ao grau de tolerancia da pureza.
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Espectrometria de massas

Com o objetivo de identificar os produtos obtidos na degradacdo dos peptideos,
realizou-se analise de espectrometria de massa. Nesta analise, foi confirmada a massa
molar do peptideo JA1802AJ como 1777,3 g/mol. Abaixo sdo apresentados 0s espectros

do peptideo, com a seguinte relacdo massa carga.

Intens.{ JA1802000001.: +MS, 0.0-0.4min £2-26
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1 1139636
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Figura 7: Espectro de massas do peptideo JA1802AJ (Apoica Pallens com AJ)

Essa massa carga foi obtida através de equacdes das quais diante do resultado do
espectro pdde-se confirmar o peptideo:

(1) 1777,3 +1/1 = 1778,8

(2) 1777,3 +2/2 = 889,65

(3) 1777,3 +3/3 =593,43 *

A espectrometria de massas tem se tornado cada vez mais indispensavel
nacaracterizacdo estrutural de biomoléculas. Devido & sua alta sensibilidade e
rapidaandlise, ela é a técnica de primeira escolha nos processos analiticos. Suas
aplicacdes sdo ilimitadas, podendo ser utilizadas na caracterizagdo de proteinas
epeptideos, carboidratos como oligossacarideos e glicoconjugados, lipideos, produtosdo

metabolismo secundario, entre outras aplicagcbes(SOUZA, 2008).
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As principais razfes para a utilizacdo da espectrometria de massas é produzir o
deslocamento de massa no espectro de massas ou a modificagcdo na fragmentagéo, para
permitir analise de grupos funcionais ou a elucidacdo estrutural de determinado
composto desconhecido. Essa técnica de CLAE/EM é extremamente importante e
complementar a cromatografia gasosa tornando-se possivel analisar diversos compostos
sem a necessidade de derivatizagdo e em muitos casos obter-se limites de detecgéo
menores que os de outras técnicas disponiveis (BOTELHO, 2011).

Em comparacdo com o atual estudo, segundo Silva (2009), o espectro ESI-MS
do peptideoProtonectarina-MP (-NH2), observam-se trés picos de m/z 1582.53, 791,79
e 528,25,correspondentes as formas [M + H]*, [M + 2H]'?2 e [M + 3H]",
respectivamente; enquantogque o espectro obtido para o peptideo Protonectarina-MP (-
OH), tambémcom trés picos de m/z 1583.50 , 792,60 e 528,60, correspondentes as
formas [M + H]*, [M +2H]*? e [M + 3H]*3 respectivamente. Estes resultados
confirmam a elevada pureza e amassa tedrica 1581.55 Da e 1582.50 Da esperada para a
Protonectarina-MP (-NH2) eProtonectarina-MP(-OH), respectivamente.

A partir do espectro deste estudo, podemos concluir que todos os peptideos
foram corretamente sintetizados, pois as massas moleculares das amostras sintetizadas

sdo correspondentes as massas moleculares das sequéncias de aminoacidos.

Concluséo

Neste trabalho, foi possivel aprimorar as técnicas de sintese de peptideos em fase
solida, podendo observar cada etapa de crescimento da cadeia peptidica.Observou-se o
acoplamento de maneira covalente com o hormdniovegetal 4cidojasmonico na regido N
terminal do peptideo Apoica Pallens e identificar os produtos obtidos na degradacdo dos
peptideos realizando a analise de espectrometria de massa, da qual foi confirmada a
massa molar do peptideo JA1802AJ.

Né&o foi possivel iniciar os testes em células tumorais, porém como mencionado
na literatura,ambas asmoléculasdemonstram potencial no combateao cancer,
futuramente podendo ser testados em animais e seres humanos e descobrir 0 potencial
do peptideo JA1802AJ.
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ABSTRACT: Jasmonates are a group of plant growth regulating substances and
considered a new type of hormone that plays an important role in the stages of growth,
development and response to different environmental stress conditions of the plant. The
objective was to improve solid phase peptide synthesis techniques, coupling jasmonic
acid to the N-terminal region of the Apoica Pallens peptide and to identify products by
peptide degradation through mass spectrometry. INWLKIAKKVAGML-NH2 peptide
was synthesized by solid phase peptide synthesis. Fmoc-amino acid couplings were
performed by activation of the carboxyl groups. Purification was performed on HPLC.
Molar mass analysis was performed by mass spectrometry. The purity was determined
on a linear gradient analytical column of 5% to 95% solvent for 30 min. The
degradation of the peptides was by mass spectrometric analysis confirming the molar
mass of the JA1802AJ peptide as 1777.3 g / mol. Solid phase peptide synthesis
techniques have been improved. Covalently coupling with jasmonic acid plant hormone
was observed in the N-terminal region of Apoica Pallens peptide and degradation
products were identified by mass spectrometry, confirming the molar mass of peptide
JA1802AJ.

KEYWORDS: Jasmonates; Apoica Pallens; peptides; coupling.

Referéncias Bibliogréaficas

AEBERSOLD, R.; MANN, M.; Nature, 422, 198, 2003.

ALBERICIO, F, LLOYD-WILLIAMS, P., GIRALT, E. Convergent solid phase peptide
synthesis. Method. Enzymol., 289, 313-336. 1997.

BODANSZKY, M.; Peptide Chemistry: A Practical Textbook, 2nd ed,
SpringerVerlag Berlin: Heidelberg, 1993.

BORGIA, J.A.; FIELDS, G.B. Chemical synthesis of proteins. TIBTECH, 18, 243-
251. 2000.

BOTELHO, E. D. Desenvolvimento de uma nova metodologia analitica para
identificacdo e quantificacdo truxilinas em amostras de cocaina baseada em
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas
(CLAE-EM). 2011. 132 f. Dissertagdo (Mestrado) - Curso de Quimica, Universidade
de Brasilia, Brasilia, 2011. Disponivel em:
<https://core.ac.uk/download/pdf/33541468.pdf>. Acesso em: 07 fev. 20109.

CILLI, E. M. et al. Reacdes de clivagem acida de aminoacidos e peptideos ligados a
polimeros: relevancia para a metodologia de sintese de peptideo, p. 175 -196.
In:Biotecnologia Aplicada a Agro&Industria - Vol. 4. S&o Paulo: Blucher, 2017.

CHAN, W. C.; WHITE, P. D. Fmoc Solid Phase Peptide Synthesis. United States,
New York: Oxford University Press, 2004.



17

CARRILHO, M. D. C. E.; WULFF, N. A,; PALMA, M. S.Sequenciamento de
peptideos usando espectrometria de massas: um guia pratico. Quim. Nova, Séo Paulo,
v. 31, n. 3, p.669-675, 19 mar. 2008.

CORTES HP. 2000. Introduc&o aos horménios Vegetais; EMBRAPA, p.131-157.

CROTTI, A. E. M. et al. Espectrometria de massas com ionizacdo por “electrospray":
processos quimicos envolvidos na formacgdo de ions de substancias orgénicas de baixo
peso molecular. Quim. Nova, Séo Paulo, v. 29, n. 2, p. 287-292, Apr. 2006. Disponivel
em: <http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0100-
40422006000200020&Ing=en&nrm=iso>. Acesso em: 14 out. 2019. DOI:
http://dx.doi.org/10.1590/S0100-40422006000200020.

DE SOUZA, B. M.; et al. Mass spectrometric characterization of two novel
inflammatory peptides from the venom of the social wasp Polybia paulista. New Jersey,
Rap. Commun. Mass Spectrom., v.18, p.1095-1102, 2004.

DONGRE, A. R.; JONES, J. L.; SOMOGYI, A.; WYSOCKI, V. H.; J. Am. Chem.
Soc., 118, 8365. 1996.

DROGE, W. (2002) - Free radicals in the physiological control of cell
function.Physiological Reviews, vol. 82,v. 1, p. 47- 95.

EGGENWEILER, H. M., CLAUSEN, N., BAYER, E. A new base-labile linker for Boc
solid phase peptide synthesis. Em: Peptides 1996, Proceedings of the 24" European
Peptide Symposium, Ramage, R. and Epton, R. (Eds.), Mayflower Scientific Ltd,
Kingswinford, West, PP. 359-360. 1998.

FLESCHER, E. Jasmonates in cancer therapy.Cancer letters, [S. 1], p. 1-10, 1 mar.
2006.

GUNDLACH, H., M.JJ. MULLER, T.M. KUTCHAN &M.H. ZENK. 1992. Jasmonic
acid in a signal transducerin elicitor induced plant cell cultures. Plant Biology,89:
2389-2393.

GUTTE, B.; Peptides: Synthesis, Structure, and Applications, Academic Press: New
York, 1995.

HILCHE, A.et al. Mastoparan is a membranolytic anti-cancer peptide that works
synergistically with gemcitabine in a mouse model of mammary carcinoma. Biochimica
et biophysica acta, vancouver, p. 3195-3204, 26 set. 2016.

HO, C. L.; et al. Cardiovascular effects of mastoparan B and its structural requirements.
Amsterdam, Eur. J. Pharmacol., v.259, p.259-64, 1994.

JIANG, S. et al. Recent Progresso f Synthetic Studies to Peptide and Peptidomimetic
Cyclization. Current Organic Chemistry, v. 12, n. 17, p. 1502-1542, 2008.

KAISER, E. et al. Color test for detection of free terminal amino groups in the solid-
phase synthesis of peptides. Anal Biochem, v. 34, n. 2, p. 595-8, abr. 1970.



18

KARAS, M.; HILLENKAMP, F. Anal. Chem., 60, 2299, 1988.

LLOYD-WILLIANS, P., ALBERICIO, F., GIRALT, E. Chemical approaches to the
synthesis of peptides ans proteins. CRC Press, Florida, USA. 278 pp. 1997.

MANN, M.; MENG, C. K.; FENN, J. B.; Anal. Chem., 61, 1702, 1989.

MENDES, M.A.; et al. Structural and biological characterization of two novel peptides
from the venom of the neotropical social wasp Agelaia pallipes pallipes. Elmsford,
Toxicon, v.44, n.1, p.67-74, 2004.

MERRIFIELD, B. Concept and Early Development of solid-phase peptide syntesis.
Method. Enzymol., 289, 3-13. 1997.

MERRIFIELD, R. B. Solid phase peptide synthesis. I. The synthesis of a tetrapeptide. J.
Am. Chem. Soc., v. 85, n. 14, p. 2149-2154, 1963.

MEYER A et al. 1984. Ocurrence of the plant growth regulators jasmonic acid in
plants.Journal of Plant Growth Regulator 3: 1-8.

NAKAJIMA, T. et al. Amphiphilic peptides in wasp venom. Biopolymers, New York,
25:115-21, 1986.

ROEPSTORFF, P.; FOHLMAN, J.; J. Biomed. Mass Spectrom., 11, 601, 1984.

RUIZ, C. M. R.Estudo da sintese convergente de peptideos em fase sdlida:
abordagem classica e uso de temperatura alta. 2003. 124 f. Dissertacdo (Mestrado) -
Curso de Ciéncias, Bioguimica, Universidade de So Paulo, Sdo Paulo, 2003.

SANCHES, P. R. S. et al. A conjugate of the lytic peptide Hecate and gallic acid:
structure, activity against cervical cancer, and toxicity. Amino Acids. Wien: Springer
Wien, v. 47, n. 7, p. 1433-1443, 2015.

SILVA, A. V. R.Prospeccdo das interacbes mastoparanomembrana em
proteolipossomos como modelo para o desenvolvimento racional de novos agentes
antimicrobianos. 2009. 104 f. Dissertacdo (Mestrado) - Curso de Ciéncias Biologicas,
Biologia Celular e Molecular, Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho,
Rio Claro, 20009.

SINTESES QUIMICA E ENZIMATICA DE PEPTIDEOS: PRINCIPIOS
BASICOS E APLICACOES.Sao Paulo: Quim. Nova, v. 27, n. 5, 2004. Disponivel
em: <http://www.scielo.br/pdf/%0D/gn/v27n5/a18v27n5.pdf>. Acesso em: 12 Jun.
2019.

SOUZA, B. M.Estrutura e Funcédo de Mastoparanos dos Venenos de Vespas. 2006.
135 f. Tese (Doutorado) - Curso de Ciéncias Bioldgicas, Biologia Celular e Molecular,
Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho, Rio Claro, 2006.



19

SOUZA, L. M.Aplicacdes da espectrometria de massas e da cromatografia liquida
na caracterizagdo estrutural de biomoléculas de baixa massa molecular. 2008. 162
f. Tese (Doutorado) - Curso de Ciéncias Bioldgicas, Bioguimica e Biologia Molecular,
Universidade Federal do Parana, Curitiba, 2008.

STEEN, H.; MANN, M.; Nature Reviews 2004, 5, 699.

WENG, C.; PETER, W. Fmoc Solid Phase Peptide Synthesis: A Practical Approach.
New York: Oxford University Press: 371 p. 2000.



