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RESUMO  
Na busca por agonistas, antagonistas e inibidores de natureza peptídica do fator de 

crescimento de fibroblastos ácido humano (hFGF-1), iniciamos o presente trabalho fazendo 
uma análise conformacional teórica do peptídeo Ac- WFVGLKKNGSSKRGPRT-NH2 (107-123 
[hFGF-1]). Em trabalho anterior, este composto havia se mostrado um agonista da atividade 
mitogênica da proteína capaz de inibir a ligação de 125I-hFGF-1 aos seus receptores celulares e 
de se ligar à resina heparina-Sepharose (Oyama et al. 1996). Os cálculos das propriedades 
dinâmicas deste peptídeo (I; Tabela 1) demonstraram que ele não adotava nenhuma 
conformação preferencial, o que poderia justificar a baixa atividade apresentada pelo mesmo 
(104 vêzes menor do que a da proteína nativa). Este peptídeo foi ressintetizado, purificado, 
caracterizado química e biologicamente, confirmando os resultados anteriores. Seu 
comportamento randômico foi comprovado experimentalmente através de uma análise 
estrutural parcial por 1H-RMN. O resultado desta análise demonstrou que este peptídeo exibe 
uma configuração random coil, em solução aquosa (Kiyota et al., 1996, 1999).  

Diante desta constatação e com base em dados descritos na literatura (Harper & Lobb 
1988; Burgess et al., 1991; Pantoliano et al., 1994, Springer et al., 1994; Thompson et al., 
1994; Imamura et al., 1995; Blaber et al., 1996; Ornitz et al., 1996; Zhu et al.,1991, 1995, 1997; 
Schwizer, 1995; Sieber & Moe, 1996; Rizo et al., 1996); desenhamos dezessete peptídeos 
relacionados ao Sítio 2 (97-132) do hFGF-1 mostrados na Tabela 1 abaixo:  

 
Tabela 1: Peptídeos relacionados ao Sítio 2 do hFGF-1 estudados neste trabalho  

                   97    110                                        120 132
Sítio 2 hFGF-1 Y I S K K H A E K N W F  V G L K K N G S CK R G P R T  H Y G Q K A I L F 

I Ac- W F V G L K K N G S S K R G P R T -NH2 

II Ac-H A E K N W F -NH2  
III Ac-S K K H A E K N W F -NH2  
IV c(1-5)[Ac-C K K H C E K N W F -NH2]  
V     c(1-5)[Ac-C K K H C E K - W F -NH2]  
VI    Ac-S K K H A -NH2     
VII     c(1-5)[Ac-C K K H C-NH2]    
VIII  c(5-14)[Ac-S K K H E E K N W F V G L K K-NH2]  
IX c(1-5)[Ac-D K K H X E K N W F -NH2  

X Ac- W F  V G L K  -  N G S S K R G P R T -NH2 
XI Ac- W F  V G L  -  -  P  -  -   S K R - NH2  
XII c(4-7)[Ac- W F  V C L  -  -  P  -  -   C K R - NH2]  
XIII c(3-7)[Ac- W F  C G L  -  -  P  -  -   C K R - NH2]  
XIV Ac- W F  V G L  -  -  P  -  -  S K R G P R T -NH2 
XV c(3-13)[Ac- W F  C G L  -  -  P  -  -   S K R G P R C  -NH2] 
XVI Ac- W F V G L K A N G S S K R G P R T -NH2 

XVII Ac- W F  V G L A K N G S S K R G P R T -NH2 

(X) = Dbu; ( – ) = deleção de aminoácidos; (c) = ciclo; numeração da seqüência segundo Jaye et al., 1986 
 
Todos os peptídeos foram sintetizados manualmente por síntese em fase sólida, 

sempre que possível purificados à homogeneidade por RP-HPLC e caracterizados 
quimicamente por RP-HPLC, análise de aminoácidos e espectrometria de massas. Os 
peptídeos cíclicos foram obtidos por: a) oxidação das sulfidrilas das cisteínas e formação de 
ponte dissulfeto intramolecular; b) reação entre os grupos amina e carboxila de cadeias laterais 
de dois diferentes resíduos de aminoácidos com formação de uma ligação lactama. 

Os testes de atividade mitogênica foram realizados sempre que os peptídeos eram 
obtidos com pureza ≥90% determinada por RP-HPLC analítica em dois sistemas diferentes de 
solventes. Os resultados obtidos em culturas de fibroblastos de camundongos Balb/c 3T3 
mostraram que: 1) II, III, VI-IX e XIII eram inativos; 2) o cíclico IV era mitogênico (ED50 ~50 µM) 
ao contrário do seu análogo linear correspondente (III); 3) V, um análogo de IV que apresenta 
deleção de um resíduo (Asn), exibia uma atividade mitogênica menor do que a de IV; 4) X 
exibia uma atividade mitogênica menor do que a do I; 5) os cíclicos XII e XV exibiam atividades 
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comparáveis a do I, enquanto que os seus análogos lineares correspondentes (XI e XIV) eram 
inativos; 6) XVI e XVII exibiam atividades mitogênicas também comparáveis à de I. 

Paralelamente a estes estudos, foi desenvolvido um modelo teórico dos domínios 
extracelulares DII e DIII do FGFR-1β. A partir do posicionamento gráfico das moléculas de 
hFGF-1 e de um hexassacarídeo de heparina junto a este modelo do receptor, foram 
desenhados os peptídeos Ac-170NTTDKENEVLH180-NH2 (XVIII) e Ac-194SLAGNSIGLSH204-NH2 
(XIX) (Oyama et al., 1997). Estes dois peptídeos cujas seqüências primárias são, 
respectivamente, relacionadas àquelas dos loops DE e FG do domínio DIII, foram também 
sintetizados e testados neste trabalho como possíveis ligantes do sítio 2 do hFGF-1.Os testes 
biológicos demonstraram que o peptídeo XIX, na faixa de concentração testada, não exibia 
nenhuma atividade inibitória sobre as atividades mitogênicas dos FGFs -1 e -2. Por outro lado, 
notou-se um claro efeito inibitório de XVIII sobre a atividade mitogênica de ambas as proteínas, 
sendo este efeito mais significativo para o FGF-2 (Kiyota et al., 1998). 

Alguns dos peptídeos estudados foram submetidos a análises espectroscópicas com o 
objetivo de determinar suas conformações em solução. Este conhecimento forneceria subsídios 
para o desenho de novos peptídeos mitogênicos e, mais ainda, para determinação dos 
requisitos estruturais destes peptídeos e, como reflexo, do hFGF1 para expressão de suas 
atividades mitogênicas. 

Assim, foi feita uma análise parcial do peptídeo mitogênico IV e de seu análogo linear 
III inativo em solução aquosa empregando fluorescência e 1H–RMN ( (Kiyota et al., 1998). 
Estes peptídeos foram analisados também por técnicas de CD e 1H-NMR (Kiyota et al., 1999). 
Os resultados obtidos mostraram que III e IV parece se organizarem de forma semelhante em 
suas porções N-terminais, em estruturas correspondentes a β-turns. Por outro lado, as 
conformações das porções C-terminais destes peptídeos diferiram; somente em IV, observou-
se a presença de uma família de confôrmeros com estruturas helicoidais nessa porção do  
esqueleto e que eram superponíveis. O mesmo não foi observado na porção C-terminal de III.  

A análise conformacional do peptídeo XVIII em solução foi também realizada 
empregando-se CD e 1H-RMN. Os resultados obtidos indicaram que este peptídeo tem forte 
tendência em assumir uma estrutura helicoidal em solução aquosa contendo 50% CD3OH.  

O conjunto dos resultados obtidos neste trabalho nos permitem concluir que: 1) a 
presença de W107 e F108 é, de fato, essencial para a expressão da atividade mitogênica de 
peptídeos derivados do sítio 2 do hFGF-1; 2) a presença de N106 adjacente ao core hidrofóbico 
constituído pelos resíduos W107F108 é importante; 3) a ciclização do peptídeo IV foi decisiva 
para a expressão de sua atividade, indicando que, não apenas a presença, mas o 
posicionamento adequado das cadeias laterais de N106, W107 e F108 são determinantes; 4) 
apenas uma das lisinas (K112 ou K113) é essencial para a atividade mitogênica (X, XVI e XVII); 
5) o importante parece ser a manutenção do posicionamento das cadeias laterais em relação 
aos dos outros resíduos contidos na seqüência, uma vez que, a substituição do segmento 
112KKNGS116 por uma prolina e/ou deleção de 120GPRT123 (XI e XIV) abolem a atividade 
mitogênica do peptídeo; 6) a ciclização que mantem a distância e as orientações relativas entre 
WF e KR (considerados essenciais para a atividade) em seqüência (XII e XV), leva à 
recuperação da atividade; 7) a atividade inibitória específica para o FGF-2 exibida pelo 
peptídeo XVIII parece ser um indicativo de que a alça DE do domínio DIII do receptor pode 
estar envolvido na ligação a esta proteína.  

Estas conclusões são relevantes e essenciais para: 1) o entendimento dos requisitos 
estruturais para a atividade mitogênica dos peptídeos estudados e, como reflexo, do hFGF-1, 
2) o desenho de novos agonistas, antagonistas ou inibidores do sistema FGF. 
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1. INTRODUÇÃO 
 
1.1. PEPTÍDEOS BIOLOGICAMENTE ATIVOS 

Os peptídeos constitutem uma classe de compostos químicos que exercem uma 

grande variedade de funções biológicas importantes nos organismos. 

A existência destes compostos como móleculas íntegras ativas e não apenas como 

produtos de degradação de proteínas, foi evidenciada após vários terem sido isolados de 

fontes naturais diversas. Dentre os peptídeos biologicamente ativos pode-se citar as 

encefalinas (Lord et al., 1977), a angiotensina (Cushman & Cheung, 1971), a bradicinina 

(Rocha e Silva, 1963), a ocitocina (Nestor et al., 1975), a vasopressina (Dyckes et al., 1974), a 

somatostatina (Verber et al., 1981), o glucagon (Rivier et al., 1978), as colecistocininas (Liddle 

et al., 1986), α-melanotropina (Sawyer et al., 1982), as conotoxinas de veneno de Conus 

geografus (Rivier et al., 1987, Oliveira et al., 1990), as fitoquelatinas (Rauser, 1995) e as 

equinocandinas (Kurokawa & Ohfune, 1993).  

Com a descoberta de que estes compostos poderiam ser sintetizados, tornou-se 

possível a obtenção dos mesmos em quantidades suficientes para o estudo de suas 

propriedades biológicas, dos mecanismos de ação (Wrigthon et al., 1996, Leconte et al., 1998) 

e para o desenvolvimento de diversos agentes terapêuticos. Muitos deles já estão disponíveis 

no mercado farmacêutico e o desenho de novos outros continua (Ghiara et al., 1997). 

Alguns peptídeos nativos assumem suas conformações ativas à medida que vão 

sendo biossintetizados e liberados dos ribossomos ou mesmo, em alguns casos, com o auxílio 

de chaperonas (Ellis, 1994), que são descritas como moléculas auxiliares no enovelamento de 

proteínas nativas. Entretanto, a maioria dos peptídeos biologicamente ativos apresentam 

grande flexibilidade conformacional e assumem suas conformações biologicamente ativas 

somente quando em presença de seus receptores (induced fit; Schwizer, 1995; Hohr & 

Rogers,1995). Estes peptídeos, portanto, não mantém suas estruturas funcionais quando na 

forma cristalina ou em soluções aquosas (Taylor & Ösapay, 1990). 

Analogamente às proteínas, os peptídeos exercem suas atividades através da 

interação de determinados grupos funcionais de aminoácidos presentes em suas estruturas 

com os seus receptores celulares (Jones & Thornton,1996). A afinidade de ligação nestas 

interações é determinada pela complementaridade química e espacial entre os epitopos do 

ligante e o receptor (Schwizer, 1995; Vakser, 1996). Isto indica a existência da estreita 

correlação entre potência biológica e conformação (Rizo et al., 1996). É geralmente aceito que 

a atividade biológica de um peptídeo está acoplada à sua conformação. Em outras palavras, 

para ativar uma atividade biológica específica, um peptídeo deve adotar uma conformação que 

alinha os grupos funcionais essenciais em uma orientação espacial adequada à interação com 

os receptores celulares (Janin & Chothia, 1990).  

Como mediadores em sistemas biológicos complexos e regulados precisamente, os 

peptídeos possuem uma combinação de flexibilidade e funcionalidade que dão a eles um 

contrabalanço de propriedades de adaptabilidade e especificidade. Estas questões puderam 

ser investigadas graças aos avanços crescentes da química de peptídeos que possibilitaram a 

obtenção de peptídeos de conformação restrita (Struthers et al., 1996). Estes compostos tem 
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contribuido amplamente para a compreensão dos mecanismos de ação de inúmeros peptídeos 

biologicamente ativos, para a determinação de suas conformações biologicamente ativas e 

também para a descoberta de análogos mais potentes (Chamberlin et al., 1995; Wells,1996; 

Sanderson et al., 1994).  

 
1.2. SÍNTESE DE PEPTÍDEOS  

Os fundamentos da síntese clássica de peptídeos foram estabelecidos no início deste 

século por E. Fisher & T.Curtius. Entretanto, o amplo desenvolvimento da área de química de 

peptídeos se deu somente a partir de 1963, quando B. Merrifield introduziu a metodologia de 

síntese de peptídeos em fase sólida (Figura 1; Merrifield, 1963; Stewart & Young, 1984).  

A metodologia de síntese em fase sólida se baseia no emprego de um suporte 

constituído por um polímero insolúvel de estireno/1% divinilbenzeno ao qual se liga a carboxila 

alfa do primeiro resíduo de aminoácido (este deve ter os seus grupos funcionais de cadeia 

lateral e amino alfa adequadamente protegidos). 

O elongamento do peptídeo é feito através do acoplamento do aminoácido em 

presença de um reagente acoplador seguido de desproteção do grupamento amino alfa. Estas 

etapas são repetidas para cada um dos aminoácidos incorporados. Concluído o elongamento, 

a peptidil-resina é submetida à desproteção total e clivagem da resina na presença de fluoreto 

de hidrogênio (HF) ou ácido trifluoroacético (TFA). Graças à utilização de suportes insolúveis, o 

processo de síntese torna-se bastante rápido, pois dispensa as etapas intermediárias de 

purificação exigidas na síntese clássica em solução (Stewart & Young, 1984; Jacquier, 1989). 

Existem duas estratégias de síntese em fase sólida de peptídeos. Estes diferem 

quanto aos tipos de protetores empregados: tBoc, em que se emprega como protetores os 

grupos ácido lábeis butiloxicarbonil (tBoc) no grupo amino alfa e derivados do benzil nas 

cadeias laterais (Stewart & Young, 1984) e Fmoc, em que se emprega o 9-

fluorenilmetoxicarbonil (Fmoc) como protetor base lábil do grupo amino alfa e derivados do t-

butil nas cadeias laterais dos aminoácidos (Fields & Noble, 1990).  

Antes de se iniciar a síntese propriamente dita, é necessário escolher as condições 

adequadas para que as reações durante as etapas da síntese sejam eficientes e resultem em 

bons rendimentos do peptídeo desejado. Isto inclui a escolha da estratégia de síntese, grau de 

substituição do suporte polimérico e dos solventes a serem empregados no elongamento de 

uma determinada seqüência peptídica. Os solventes devem, por exemplo, solubilizar os 

reagentes e promover uma solvatação ideal da resina de modo a facilitar a permeação dos 

reagentes e evitar a agregação das cadeias peptídicas em crescimento. Na maioria das vezes, 

esta é a causa de dificuldades nos acoplamentos e interrupções indesejadas do elongamento 

(Sarin et al, 1980). 

Devido a rapidez e à sua característica repetitiva, esta metodologia tornou possível a 

automatização da síntese de peptídeos lineares de seqüências simples e variadas (Bayer, 

1991). Por outro lado, esta apresenta uma grande desvantagem em relação à síntese manual 

no que diz respeito à sintese de “seqüências difíceis” e de peptídeos longos, onde não é 

possível prever o número de reacoplamentos de um mesmo resíduo necessários para a 

obtenção do peptídeo desejado. Além disso, para a síntese de uma mesma seqüência, a 
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automatização pode requerer um gasto significativamente maior de reagentes e solventes do 

que a síntese manual. 

Fica implícito que os avanços atuais feitos na química de peptídeos se deve, em 

grande parte, a estudos de otimização da metodologia de síntese em fase sólida. Por outro 

lado, o desenvolvimento nas técnicas de purificação tais como cromatografia líquida em 

colunas de fase reversa (RP-HPLC; Nugent & Dolan, 1991, Steer et al., 1998) tem contribuído 

em muito para elevar os graus de pureza dos peptídeos finais obtidos. Mais recentemente, 

novos protetores de grupos funcionais das cadeias laterais dos aminoácidos, novos reagentes 

acopladores (Knorr et al., 1989) e diferentes tipos de resinas tem sido descobertos e, além 

disso, estratégias alternativas e novos protocolos de síntese tem sido investigados e 

desenvolvidos (Kania et al., 1994; Varanda & Miranda, 1997). 

 

 
Figura 1: Etapas da síntese de peptídeos em fase sólida via estratégia t-Boc 

(Stewart & Young, 1984).  
      n + 2 = número de resíduos de aminoácidos contidos no peptídeo desejado. 
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1.3. PEPTÍDEOS DE CONFORMAÇÃO RESTRITA 
Os peptídeos sintéticos tem tido uma ampla aplicabilidade nos estudos da relação 

entre a estrutura e a função de proteínas (Kataoka et. al., 1992; Wrigthon et al., 1996). Como 

foi mencionado anteriormente, os lineares apresentam uma grande flexibilidade conformacional 

em solução e somente assumem conformações preferenciais quando ligados aos receptores 

celulares (Rizo et al.,1996). 

A conformação preferencial de um peptídeo pode, no entanto, ser pré-induzida através 

da introdução de ligações covalentes no seu esqueleto peptídico (Hruby, 1989; Taylor & 

Ösapay, 1990; Shortle & Sondek, 1995). A restrição conformacional assim imposta poderá 

torná-lo menos flexível, potenciar sua atividade biológica e aumentar a sua afinidade e/ou 

seletividade por receptores celulares específicos (Rizo et al.,1996). 

Experimentalmente, é possivel restringir a conformação de peptídeos lineares através 

de ciclizações (Figura 2). Os tipos de ciclização mais conhecidos são os seguintes: 

a) "cabeça-cauda", que envolve a incorporação de ponte lactama entre os grupos amino alfa 

terminal e carboxila alfa terminal de um peptídeo linear (Alsina et al., 1994; Jackson et al., 

1995); 

b) "cadeia lateral-cadeia lateral", que envolve a formação de ligação covalente entre as cadeias 

laterais de determinados resíduos de aminoácidos (Kataoka et al., 1992; Wood, et al., 1992) 

ou a formação de ligação dissulfeto entre dois resíduos de cisteína (Misicka & Hruby, 1994; 

Sieber & Moe, 1996); 

c) "cadeia lateral-grupo terminal", que envolve a formação de lactona intramolecular entre os 

grupos hidroxila da cadeia lateral (serina ou treonina) e a carboxila alfa terminal (Toniolo, et 

al., 1990) ou grupo amino alfa terminal (Lebl & Hruby, 1984) de um mesmo resíduo de 

aminoácido; 

d) acoplamento de aminoácidos químicamente modificados, por exemplo, o resíduo de lisina 

que pode ter os seus grupos funcionais amino terminal e de cadeia lateral modificados. A 

modificação de Lys e a ciclização do peptídeo envolvem uma reação entre Ser (um 

precursor de aldeído) e a cadeia lateral de Lys ligada ao grupo N-terminal do peptídeo na 

presença de uma base fraca, a Nα-hidroxilamina (Pallin & Tam, 1995). 

Outro método descrito na literatura para a restrição da conformação dos peptídeos 

inclui modificações do tipo "esqueleto-esqueleto" (Kaljuste & Undén, 1994), que são feitas 

através da inserção no esqueleto peptídico de pequenas moléculas ou linkers, tais como o 

dipeptídeo bicíclico β-turn (β-turn dipeptide, BTD; Sato et al., 1991), o 1-aminociclopropano 1-

ácido carboxílico (Baillie et al., 1994) ou o ácido 6-aminocapróico substituído (Kitagawa et al., 

1995).  

Apesar da diversidade de métodos químicos para a restrição da conformação de 

peptídeos, os protocolos atualmente utilizados ainda apresentam muitos problemas não 

solucionados, tais como: 

a) baixa eficiência de ciclização para peptídeos com mais de 10 resíduos devido a grande 

barreira entrópica e oligomerização intermolecular (Cavelier-Frontin et al., 1993), 

b) grande dependência da velocidade de ciclização em função do método empregado (Felix et 

al., 1988), 
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c) ocorrência de altos níveis de racemização (Bayer, 1991; Spatola et al., 1996). 

No entanto, os peptídeos cíclicos assim obtidos mostram-se um pouco mais 

resistentes à hidrólise por proteases e à degradação em geral, além de apresentarem 

estruturas mais rígidas em relação aos lineares correspondentes (Jackson et al., 1995). Desta 

forma, os peptídeos cíclicos consistem em ferramentas poderosas para a otimização da 

atividade de um peptídeo biologicamente importante, para a elucidação da conformação ativa e 

para a descoberta de novos agonistas ou antagonistas de hormônios peptídicos ou até mesmo 

de proteínas nativas (Gurrath et al.,1992; Wells,1996; Ghiara et al., 1997). 

 

 
 

Figura 2: Tipos de ciclização de peptídeos segundo Toniolo, 1990. 
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peptídeos sintéticos para o mapeamento de epitopos de proteínas (Bosshard, 1995), estudos 
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inibidores (Burke & Zangh, 1998), estudos de enovelamento de proteínas (Gutte & Klauser, 

1995; Imperiali & Ottesen, 1998), estudos das relações estrutura-função ou estrutura-

conformação de regiões específicas de proteínas (Muir et al., 1997) ou de seus ligantes 

(receptores, metais, carboidratos, etc.) (Pavone & Pedone, 1995; Basbar et al., 1997; MacInnes 

& Sykes, 1997; Futaki, 1998). 

Vários trabalhos da literatura descrevem o emprego de peptídeos sintéticos no estudo 

do sistema constituído pelos fatores de crescimento de fibroblastos (FGFs), seus receptores 

celulares (FGFR) e os glicosaminoglicanos heparam sulfato (HS) ou heparina (HEP). Em 1988, 

Baird e colaboradores sintetizaram peptídeos relacionados a diferentes regiões do FGF-2 que 

foram testados em ensaios de inibição da ligação do FGF ao seu receptor celular, ligação à 

HEP e atividades biológicas relacionadas ao FGF (Baird et al., 1988). Em 1993, Bottaro e 

colaboradores sintetizaram um peptídeo constituído por 24 resíduos de aminoácidos que 

correspondiam ao fragmento 199-223 do FGFR-2. Este foi capaz de bloquear a atividade 

mitogênica do fator de crescimento de queratinócitos (KGF ou FGF-7) (Bottaro et al., 1993). Um 

octadecapetídeo sintético de seqüência relacionada ao suposto domínio de ligação de FGFR-1 

à heparina foi capaz de ligar este glicosaminoglicano e inibir ligação de FGF ao FGFR-1 (Kan 

et al., 1993; 1996). Em 1995, Wong e colaboradores estudaram peptídeos sintéticos com 

seqüências relacionadas aos domínios supostamente envolvidos na ligação do FGF-1 a HEP. 

O peptídeo que possui a seqüência correspondente ao fragmento 108-120 do hFGF-1 foi capaz 

de se ligar a derivados da HEP e de antagonizar a atividade mitogênica da proteína, sugerindo 

que o provável sítio prímário de ligação da proteína à HEP estaria localizado nessa região 

(Wong et al., 1995). No mesmo ano, Fromm e colaboradores sintetizaram peptídeos derivados 

do fragmento 110-130 do FGF-1 que forneceram informações sobre a contribuição dos 

resíduos de Arg e Lys presentes neste para a ligação da proteína à HEP (Fromm et al., 1995). 

No ano seguinte, Oyama e colaboradores descreveram três peptídeos derivados do sítio 2 do 

hFGF-1 com atividade agonista 104 vezes menor que a da proteína (Oyama et al., 1996). Em 

1997, Fromm e colaboradores descreveram a topologia do sítio de ligação do FGF-1 a 

heparam sulfato e a derivados oligossacarídicos sulfatados da HEP através do uso de três 

peptídeos sintéticos relacionados ao fragmento [110-129]FGF-1. O peptídeo com a seqüência 

idêntica à original foi capaz de se ligar fortemente a esses glicosaminoglicanos (Fromm et al., 

1997). Também em 1997, Ray e colaboradores descreveram que um decapeptídeo sintético 

era suficiente para atividade mitogênica do FGF-2 em células progenitoras neurais (Ray et al., 

1997).  

Em 1996, Wrighton e colaboradores descreveram um dímero de peptídeo cíclico 

contendo 14 resíduos de aminoácidos formado por uma ligação dissulfeto intermolecular, que 

atua como um agonista do hormônio eritropoietina na estimulação de eritropoiese em 

camundongos. Estes autores determinaram a estrutura cristalográfica do complexo peptídeo-

receptor, que revelou, em detalhes atômicos, como as duas moléculas de peptídeo dimerizam 

os domínios extracelulares do receptor da eritropoietina e induzem o mesmo mecanismo de 

ativação celular desta última (Wrighton et al., 1996). Em outras palavras, comprovou-se 

experimentalmente que pequenos peptídeos podem sim ser capazes de mimetizar grandes 
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hormônios polipeptídicos (Wells, 1996; Livinah et al., 1996).  

Os receptores dos FGFs (os FGFRs) também são constituídos por dois ou três 

domínios extracelulares do tipo imunoglobulina, um domínio transmembrana e um domínio 

tirosina quinase intracelular (Jaye et al., 1992; Gray et al., 1995) e o provável mecanismo de 

ativação celular proposto para o sistema FGF, descrito na literatura, é também bastante 

semelhante a esse determinado para a eritropoietina.  

 
1.5. OS FATORES DE CRESCIMENTO DE FIBROBLASTOS (FGFS) E SEUS SÍTIOS DE 

INTERAÇÃO 
Os FGFs são proteínas estruturalmente relacionadas e ligantes de heparina que 

constituem uma família de dezenove membros (Venkataraman, 1999).  

A expressão destas proteínas nos diversos tecidos de mamíferos está associada a 

uma variedade de funções biológicas importantes tais como: regulação do crescimento e 

diferenciação de diversos tipos celulares, angiogênese, cicatrização de feridas e regeneração 

de neurônios (Yayon et al., 1991). Por outro lado, os FGFs tem sido associados também a 

processos patológicos diversos como retinopatia diabética, arterioesclerose, crescimento de 

tumores sólidos e câncer (Gross et al., 1993). 

Os FGFs parecem exercer suas atividades biológicas através da interação com 

receptores celulares específicos com atividade de tirosina quinase (FGFRs) (Neufeld & 

Gospodarowicz, 1986; Baird & Klagsbrun,1991). Esta interação parece acionar um mecanismo 

de ativação que se processa através da dimerização dos FGFRs (Ullrich & Schllessinger, 1990; 

Heldin,1995) e a formação de um complexo constituído por FGF, heparina ou heparam sulfato 

e os domínios extracelulares dos FGFRs (Baird, 1988). A relação estequiométrica desta 

interação in vitro foi determinada para o FGF-2 através de técnicas de microcalorimetria por 

Pantoliano e colaboradores (1994). Desta relação (1FGF:2FGFR:1HEP) inferiu-se que os FGFs 

possuiriam um domínio de ligação à heparina e dois domínios de ligação aos receptores 

celulares.  

Os FGFs -1 e -2 são os mais estudados e apresentam cerca de 55% de homologia em 

suas seqüências primárias (Figura 3). Estas proteínas são denominadas como FGFs ácido e 

básico por apresentarem pontos isoelétricos de 5,6 e 9,6, respectivamente.  

A seqüência primária do FGF-1 humano foi descrita em 1986 por Jaye e 

colaboradores (Jaye et al., 1986) e a estrutura cristalográfica foi determinada por Zhu e 

colaboradores (1991) (Zhu et al., 1991). Usando técnicas de cristalografia de raios-X, estes 

autores mostraram que os FGFs apresentam estruturas tridimensionais do tipo β-trefoil 

constituídas por doze fitas β anti-paralelas que se organizam em torno de um eixo de simetria 

triaxial formando três alças longas (Murzin et al.,1992).  

Estudos de mutagênese sítio-dirigida confirmaram que estas proteínas apresentam 

dois domínios de ligação, sendo um de alta afinidade e o outro de baixa afinidade pelo receptor 

celular e que correspondem a duas regiões distintas da proteína: os denominados Sítios 1 e 2 

(Springer et al., 1994). Estes sítios devem interagir com regiões distintas do receptor celular, 

visto que apresentam diferenças químicas e estruturais: o Sítio 1 é descontínuo, 

predominantemente hidrofóbico e bastante conservado enquanto que o Sítio 2 apresenta um 
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número de resíduos hidrofílicos variável entre os FGFs e carregados dispostos em seqüência. 

O Sítio 2 seria constituído por resíduos de aminoácidos da região Y97 - T123 (Imamura et al., 

1995) que formam duas fitas β antiparalelas consecutivas (β10 - β11) de uma das alças da 

porção C-terminal (loop 3, hairpin 3) da molécula de FGF (Murzin et. al., 1992). Esta região 

parece ser importante não somente para a ligação do FGF ao seu receptor celular (FGFR) e à 

heparina (Burgess et al., 1991; Ornitz et al., 1996), como também para a dimerização destes 

receptores (Reich-Slotky et al., 1995). Além disso, parece estar também envolvido na 

determinação de especificidade para as diferentes isoformas de FGFRs (Blaber et al, 1996).  

 

 

                            1        10     • • • 20 30      40 
FGF-1 MAEGEITTTFTALTEK-FNLPPGNYKK PKLLYCSNGG HFLRILPDGT VDGTRDRSDQ 
FGF-2  GSITTLPALPEDG-GSGAFPPGHFKD PKRLYCKNGG FFLRIHPDGR VDGVREKSDP  
 
        50  60 70 80  90 
FGF-1 HIQLQLSAES VGEVYIKSTE TGQYLAMDTD GLLYGSQTPN EECLFLERLE 
FGF-2 HIKLQLQAEE RGVVSIKGVC ANRYLAMKED GRLLASKCVT DECFFFERLG 
 
          •     
            • •  100 110 •    •120 • • 130  • • 
FGF-1 ENHYNTYISK KHAEKNWFVG LKKNGSCKRG PRTHYGQKAI LFLPLPVSSD 
FGF-2 SNNYNTYRSR KYTS--WYVA LKRTGQYKLG SKTGPGQKAI LFLPMSAKS 

 

Figura 3. Alinhamento das seqüências primárias dos FGFs -1 e -2 humanos (Venkataraman et al., 
1999).  

              •• - resíduos sugeridos por Springer e colaboradores (1994) como constituindo o Sítio 1 de 
ligação ao receptor; •• - resíduos sugeridos como constiuindo o sítio de ligação à 
heparina; resíduos sublinhados- região que contém o Sítio 2 de ligação ao receptor. 

 

 

Na estrutura cristalográfica descrita por Zhu e colaboradores, o Sítio 2 se localiza em 

uma dessas alças (loop 3), numa região (hairpin 3) constituída por duas fitas β anti-paralelas 

consecutivas (β10 - β11) ( Zhu et al.,1991; Blaber et al., 1996; Figura 4). Os resíduos de 

aminoácidos contidos neste sítio foram sugeridos como envolvidos na ligação do FGF-2 aos 

receptores celulares (Baird et al.,1988). 

O FGF-1 é o único que se liga a todas as isoformas do FGFR e é capaz de induzir a 

síntese de DNA em diferentes linhagens de células expressando as diferentes isoformas do 

receptor (Ornitz et al., 1996). Essas afirmações são apoiadas por dados de estudos de 

mutagênese dirigida ao sítio e de modificações químicas deste segmento no FGF-1 bovino. Por 

exemplo, o resíduo K118 foi identificado como sendo essencial para a atividade biológica 

dessa proteína (Harper & Lobb, 1988; Burgess et al.,1991; Maciag et al., 1995). Em seguida, 

este resíduo, K113, R119 e R122 foram propostos como sendo os prováveis ligantes do FGF-1 

à HEP (Volkin et al.,1993; Thompson et al.,1994). Posteriormente ainda, foi sugerido que o sítio 

de reconhecimento primário para HEP seria formado por resíduos de aminoácidos do 

segmento 95-128 do FGF-1 humano (Springer et al.,1994). Além disso, um peptídeo linear 

correspondente a este segmento mostrou alta afinidade para heparina imobilizada e foi capaz 

de inibir a atividade mitogênica do FGF-1 humano na presença deste glicosaminoglicano  
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(Wong et al., 1995).  

Os trabalhos mais recentes de mutagênese sítio-dirigida descrevem outros resíduos 

de aminoácidos localizados na vizinhança do Sítio 1 do FGF-2 (Glu 87 e Asn 95) como sendo 

essenciais para a ligação de alta afinidade aos receptores (Zhu et al, 1995; Zhu et al., 1997). 

Alguns peptídeos sintéticos relacionados a uma região localizada entre os Sítios 1 e 2 se 

mostraram mitogênicos em células progenitoras neurais. Assim, foi sugerida a possibilidade da 

existência de um novo sítio de ligação na molécula de FGF-2 aos seus receptores (Ray et al., 

1997). Devido a todos estes fatos, um “sítio” assim definido deve ser visto no modo operacional 

representando parte de toda uma superfície que faz contato com o FGFR. 

 

 

Figura 4: Estrutura tridimensional do FGF-1 humano (Zhu et al., 
1991; Blaber et al.,1996). 

 

 
1.6. OS RECEPTORES DOS FGFS, O HEPARAM SULFATO E A HEPARINA 

Os FGFRs são os reguladores do desenvolvimento e homeostase do tecido adulto que 

conectam a matriz peri-celular ao ambiente intracelular. A combinação entre os diversos 

membros das famílias dos FGFs, os receptores FGFRs e os receptores proteoglicanos 

heparam sulfato (HS) formam os complexos FGFR ativos e específicos da transdução de sinal 

(McKeehan et al., 1998).  

A família dos FGFRs consiste de produtos de quatro genes, sendo que alguns destes 

genes dão origem a um grande número de isoformas de FGFR por splicing alternativo 

combinatorial ao nível da transcrição e possivelmente por modificação pós-traducional 

(Johnson & Williams, 1993; McKeehan et al., 1998, Zhang, 1999).  

As isoformas dos FGFRs -1 a -4 diferem entre si em suas porções extracelulares. 

Estas últimas podem ser constituídas por dois ou três domínios do tipo imunoglobulina (DI, DII 

e DIII), sendo o DI presente nas formas alfa (α) e ausente nas formas beta (β) destes 

receptores. Além disso, os domínios DIII dos FGFRs -1, -2 e -3 são variáveis e suas isoformas 



Sumika Kiyota Peptídeos Sintéticos derivados do hFGF-1 (Sitio2) Introdução 

 10

resultantes são referidas como IIIa, IIIb e IIIc (Ornitz et al., 1996). As seqüências primárias dos 

domínios DII e DIII do FGFR1-β estão mostradas na Figura 5. 

Os domínios extracelulares destes receptores determinam a especificidade de ligação 

e a dimerização induzida pelo ligante (Wang et al., 1995). Os FGFRs apresentam, portanto, 

propriedades únicas de ligação e exibem diferenças quanto à afinidade e à especificidade com 

que ligam os diferentes membros da família dos FGFs (Goldfarb, 1996). Esta especificidade é 

determinada pelas diferenças individuais nas estruturas primárias entre os FGFRs e entre os 

FGFs (Ornitz et al., 1996). Como já citado no ítem anterior, o FGF-1 é o único ligante que não 

tem preferência por nenhuma das isoformas do FGFR, ou seja, liga-se indistintamente a 

qualquer uma delas, sendo capaz de induzir resposta de proliferação em diferentes linhagens 

celulares que expressam esses receptores (Blaber et al., 1996). 

 

 

DII[59-161]:RMPVAPYWTS PEKMEKKLHA VPAAKTVKFK CPSSGTPNPT LRWLKNGKEF                
KPDHRIGGYK VRYATWSIIM DSVVPSDKGN YTCIVENEYG SINHTYQLDV  VER 

 
DIII[166-270]: PILQAGLPAN KTVALGSNVE FMCKVYSDPQ PHIQWLKHIE VNGSKIGPDN 
          LPYVQILKTA GVNTTDKEME VLHLRNVSFE DAGEYTCLAG NSIGLSHHSA   
          WLTVL 

 
Figura 5: Seqüências primárias dos domínios DII e DIII do FGFR 1 ββ (Zhang et al., 1999). 

 

 

O proteoglicano (HS) integra o complexo FGFR, parece exibir especificidade e 

diversidade iguais ou maiores do que os FGFs ou os FGFRs e é mimetizado pela HEP (Faham 

et al., 1996; McKeehan et al., 1998). Esta é estruturalmente semelhante à porção sacarídica do 

HS: ambas consistem em polímeros lineares aniônicos de unidades repetitivas do dissacarídeo 

básico formado por ácido L-idurônico e D-glicosamina. Estes, por sua vez, estão ligados entre 

si por ligações α1-4 e possuem grupos sulfatos heterogeneamente ligados em diferentes 

posições (Faham et al., 1996; Figura 6).  

A interação entre a HEP e a molécula de FGF parece causar uma diminuição na 

flexibilidade desta última, o que levaria à estabilização de sua estrutura tridimensional 

(Gospodarowicz & Cheng, 1986; Pineda-Lucena et al., 1996). Desta forma, a HEP parece 

exercer um importante papel na modulação da afinidade dos FGFs pelos seus receptores e, 

consequentemente, na regulação dos mecanismos de ligação e desligamento destes fatores 

mitogênicos da superfície celular (Flaumenhaft et al., 1990; Vodavsky, 1991).  

O fato de os FGFs apresentarem grande afinidade por este glicosaminoglicano (Baird 

& Klagsbrun, 1991) tem sido amplamente explorado nos processos de purificação dos FGFs, 

através de cromatografia de afinidade em coluna de HEP-Sepharose (Shing et al., 1984).  

Em 1986, Gospodarowicz & Cheng descreveram que a HEP estabilizava a 

conformação biologicamente ativa dos FGFs -1 e -2, protegendo-os de inativação por 

proteólise e desnaturação sob extremos de pH ou aumento de temperatura. Também foi 
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demonstrado que a administração de heparina exógena potenciava de forma dramática a 

atividade mitogênica do FGF-1 sobre fibroblastos em cultura, fenômeno este não observado 

para o FGF-2 (Moscatelli, 1987).  

A presença de HEP ou HS parece não ser essencial para a formação do complexo 

FGF-FGFR, mas sim para a estabilização do complexo formado (Volkin et al., 1993; Fannon & 

Nugent, 1996). Entretanto, a análise das coordenadas cristalográficas do FGF-2 co-cristalizado 

com um hexassacarídeo de HEP obtidas por Faham e colaboradores (1996) comprovou a 

existência de um sítio de ligação à heparina constituído pelos resíduos de aminoácidos K17, 

N18, N 95, R113, K118, Q127 e K128 na molécula de FGF-2. 

Em 1998, Digabriele e colaboradores determinaram a estrutura cristalina de um 

dímero biologicamente ativo do hFGF-1 complexado com um decassacarídeo homogêneo 

totalmente sulfatado de HEP e demonstraram que HEP dimeriza o FGF-1 em solução sem que 

houvesse a formação de uma interface proteína-proteína. Segundo esses autores, o sítio de 

ligação à HEP na molécula de hFGF-1 seria formado por N18 e por cadeias laterais localizadas 

na superfície de uma alça constituída pelos resíduos 112-128. No modelo proposto por estes 

autores, as interações entre o hFGF-1 e a HEP ocorreriam através de contatos iônicos entre os 

resíduos de aminoácidos básicos da proteína e grupos sulfatos ou carboxilatos de diferentes 

oligossacarídeos de HEP. Neste modelo, as longas cadeias laterais dos aminoácidos básicos 

parecem conferir à proteína uma flexibilidade conformacional de modo a acomodar as 

diferenças de sulfatação da HEP e direções alternativas da cadeia polissacarídica. Além disso, 

um octassacarídeo se constituiria na menor unidade de HEP biologicamente ativa. 

Bittoün e colaboradores (1999) mostraram, através de estudos de fluorêscencia e 

dicroísmo circular, que o hexassacarídeo derivado da HEP, a benzilamida de 

carboximetildextrana (CMDB), descrito como sendo um antagonista da atividade mitogênica do 

FGF-2, liga-se diretamente ao sítio de ligação do FGF-2 à HEP. Segundo esses autores, a 

interação entre o CMDB e o FGF-2 parece causar uma mudança conformacional na proteína, 

modificando suas propriedades de ligação ao receptor. 

Por outro lado, McKeehan e colaboradores (1999) decreveram recentemente uma 

fração da HEP comercial, a fração anticoagulante, que se liga ao FGFR imobilizado como 

sendo requerida para a formação do complexo binário FGF-FGFR que leva à estimulação de 

síntese de DNA em células endoteliais pelo FGF-1 (McKeehan et al., 1999). 

 

Figura 6: Dissacarídeo que se constitui na 
unidade estrutural repetitiva da 
molécula de heparina (Fahan et al., 
1996). 

 

 

o

o

o

OH

NHSO3-
OH
CO2

SO3-

CH2SO3
-

1

2
3

4

55

4

3 2

1

n



Sumika Kiyota Peptídeos Sintéticos derivados do hFGF-1 (Sitio2) Introdução 

 12

1.7. DADOS ESTRUTURAIS DOS COMPONENTES DO COMPLEXO FORMADO POR FGF-
FGFR-HEP E MODELOS DE INTERAÇÃO  

Até o momento não existem dados estruturais dos FGFRs ou do complexo FGF-FGFR 

experimentalmente determinados. Todos os dados disponíveis na literatura se baseiam em 

resultados obtidos em estudos de mutagênese sítio-dirigida dos FGFs (Springer et al., 1994) ou 

dos FGFRs (Gray et al., 1995; Wang et al., 1995), no uso de peptídeos sintéticos derivados das 

proteínas e/ou (Baird et al., 1988, Bottaro et al., 1993) e na cristalografia de difração de raios X 

da proteína livre (FGF-2 ou FGF-1) (Zhu et al., 1991; Blaber et al., 1996) ou co-cristalizada com 

hexassacarídeo ou outros derivados da HEP (Faham et al., 1996, Digrabriele et al., 1998) 

descritos acima ou ainda, em análises da proteína por RMN (Moy et al., 1996; Pineda-Lucena 

et al.,1996; Blaber et al., 1997, Ogura et al., 1999). Estes serviram de base para a proposição 

dos diversos modelos do complexo FGF-FGFR-HEP.  

Todos estes modelos tem em comum a busca pelo entendimento dos mecanismos de 

ativação celular pelo FGF, de dimerização das moléculas de FGFR, de transdução de sinal e 

da resposta de proliferação celular. O que varia dentre os diversos modelos descritos na 

literatura é a estequiometria de formação do complexo FGF-FGFR-HEP e a orientação relativa 

entre estes componentes (Bateman & Chothia; 1995; Wang et al., 1997; Waksmann & Herr, 

1998). Os modelos de Pantoliano e colaboradores e de Springer e colaboradores, embasados 

na estrutura do complexo receptor-ligante do hormônio do crescimento, propõem uma 

estequiometria de 1FGF:2FGFR:1HEP (Pantoliano et al., 1994; Springer et al., 1994). Já outros 

(Xu et al., 1992; Kan et al., 1993; Digabriele et al., 1998; Venkataraman et al., 1999; Moy et al., 

1997; Huhtala et al., 1999, Hsu et al., 1999) propõem uma estequiometria de 1FGF:1FGFR 

ligados por 1 ou 2 cadeias de HEP ou HS, formando complexos ternários com FGF-FGFR 

(Wang et al., 1999).  

Recentemente, propusemos um modelo teórico da estrutura dos domínios DII e DIII 

extracelulares do FGFR-1β (Oyama et al., 1997). A partir do posicionamento gráfico da 

molécula de hFGF-1 e a de um hexassacarídeo de HEP junto ao modelo de FGFR-1β, 

propusemos um modelo de interação entre os três componentes. Deste trabalho resultou a 

proposição de síntese e caracterização química e biológica de três peptídeos com seqüências 

homólogas a regiões do receptor como possíveis ligantes de hFGF-1 (Oyama et al., 1999).  

 
1.8. ANÁLISE CONFORMACIONAL DE PEPTÍDEOS  

A determinação da conformação ativa de um peptídeo é um dos mais ambiciosos e 

difíceis alvos a serem atingidos. Esta afirmação se torna perfeitamente compreensível quando 

se considera os seguintes fatos:1) a maioria dos peptídeos biologicamente ativos apresentam 

grande flexibilidade conformacional; 2) estes compostos assumem suas conformações ativas 

somente quando em presença de seus receptores (Schwizer, 1995); 3) estes compostos não 

mantém suas estruturas funcionais quando isolados na forma cristalina ou quando em soluções 

aquosas (Taylor & Ösapay, 1990; Rizo et al., 1996; Wells, 1996).  

A possibilidade de sintetizar análogos de conformação restrita combinada aos avanços 

nos métodos de análise estrutural de peptídeos tem propiciado à comunidade científica 

contribuições relevantes em termos da determinação dos requisitos estruturais para a atividade 
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biológica e especulação da conformação ativa e possível mecanismo de ação de alguns 

peptídeos e proteínas de grande importância biológica. 

As técnicas de modelagem molecular e espectroscopias de dicroísmo circular (Polesi 

et al., 1996), de fluorescência (Pesce et al., 1971; Ito et al., 1993), de infravermelho com 

transformada de Fourier (IR-FT; Hollosi et al., 1994) e de ressonância magnética nuclear (RMN; 

Tilley et al., 1992, McInnes et al. 1997 Gauthier et al, 1997) tem sido as mais amplamente 

empregadas nestes estudos (Nikiforovich & Marshall, 1993).  

 

A modelagem molecular é um método computacional de análise estrutural de 

moléculas que emprega parâmetros matemáticos (sob a forma de algorítmos) dos átomos que 

as constituem: 1) para cálculos teóricos de suas propriedades dinâmicas; 2) para construção de 

estruturas a partir das coordenadas atômicas determinadas pelos métodos experimentais 

disponíveis tais como RMN ou cristalografia por difração de Raio-X (Pettit et al., 1986; Brooks 

et al., 1988; Brooks III, 1995). Uma molécula peptídica é usual e classicamente tratada como 

uma coleção de átomos cujas interações podem ser descritas pela mecânica Newtoniana em 

um processo chamado Mecânica Molecular onde a função eletrônica é ignorada. A Mecânica 

Molecular pode representar a força de interação tanto entre os átomos ligados entre si como 

daqueles que não estão ligados (interação espacial).  

A análise estrutural é baseada nos princípios físico-químicos que regem a estruturação 

de uma molécula tais como: raio atômico, distribuição de carga na molécula e diferentes 

constantes de força que representam graus de liberdade interna (Honig, 1995). Neste tipo de 

análise, uma molécula é descrita em termos de um campo de força clássico ou função 

potencial, o que possibilita a “visualização” não apenas de sua estrutura tridimensional como 

também de sua mobilidade, uma vez que os átomos que as constituem estão em constante 

movimento em condições normais de temperatura (Honig, 1995). Diferentes campos de força 

podem empregar diferentes representações matemáticas das forças das ligações e interações  

entre os átomos. Cada campo de força difere quanto aos parâmetros que são incluídos ou 

considerados nas equações matemáticas. 

Desta forma, uma estrutura é gerada através de algorítmos (distance geometry) que 

criam uma matriz das distâncias interatômicas entre todos os átomos da molécula em questão 

em um espaço multi-dimensional. Este grupo de valores de distâncias é então projetado para 

um espaço tridimensional de coordenadas cartesianas, gerando a primeira versão de uma 

determinada estrutura, ou seja, a estrutura inicial. A etapa seguinte consiste em um 

refinamento dessas coordenadas cartesianas através de algorítmos de minimização da energia 

potencial com a finalidade de se encontrar um ponto de convergência de mínima energia 

potencial para aquela estrutura (Evans, 1996). A minimização de energia consiste, portanto, na 

otimização da geometria de uma determinada conformação em direção a uma configuração da 

molécula cuja energia é mínima. Pela determinação de um grupo de confôrmeros de baixa 

energia tenta-se gerar a descrição de um estado de equilíbrio e evitar as limitações inerentes 

às representações estáticas das possibilidades conformacionais de uma determinada molécula. 

Os algorítmos mais comumente empregados nesta etapa de otimização da geometria, no caso 
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de uma análise teórica, são os seguintes: steepest descent e conjugated gradient. Ainda na 

mesma etapa, para o caso de otimização de estruturas construídas a partir de coordenadas 

atômicas experimentalmente obtidas, estes algorítmos podem incluir implementações dos 

dados de restrições de RMN tais como distâncias interatômicas, desvios das coordenadas em 

relação às distâncias das ligações e ângulos diedros (φ e ψ) (Kirkpatrick et al., 1983; Wilson & 

Cui, 1990). 

As propriedades dinâmicas de uma molécula podem ser calculadas por meio de 

diversos programas de simulação de dinâmica molecular que consiste em elevar a temperatura 

do sistema para que ocorra um aumento da energia cinética da molécula possibilitando uma 

exploração do seu espaço conformacional. Nesta etapa, outros parâmetros que simulam os 

efeitos de solvente e de ionização da molécula em questão são considerados ou pela adição 

de moléculas de solvente no sistema ou pela imposição de valores de constante dielétrica 

correspondente àquele solvente e de pH (Perkins & Pettit, 1992). Esses programas permitem o 

registro de coordenadas dos diversos confôrmeros em intervalos de tempo regulares. Os 

confôrmeros constantes neste registro são resfriados pelo abaixamento da temperatura do 

sistema, e novamente submetidos à minimização de energia para que suas geometrias sejam 

otimizadas. A superposição das estruturas resultantes permite a comparação de suas 

coordenadas, a determinação dos respectivos desvios (root mean square deviation; RMSD) e o 

agrupamento dessas em famílias de conformações. A qualidade das estruturas finais é medida 

em termos de desvios RMS, sendo que valores menores do que 2Å indicam que a estrutura 

calculada deve ser muito próxima da estrutura real.  

Assim, a modelagem molecular possibilita não apenas um entendimento das forças 

físicas que determinam a estrutura molecular, como também das modificações dessa estrutura 

dentro do seu espaço conformacional. Esta análise fornece dados sobre energia potencial dos 

possíveis confôrmeros e das conformações preferencialmente assumidas pela molécula nas 

condições em que a análise é feita (Vakser, 1996). 

  

A espectroscopia de ressonância magnética nuclear (RMN)  é um método que consiste 

em medir as mudanças de orientação do spin nuclear de átomos que possuam momento 

magnético (µ) diferente de zero, como é o caso de 1H, 13C e 15N. Quando submetidas a um 

campo magnético, a absorção da radiação eletromagnética por esses núcleos, em uma 

determinada frequência, é governada pelas características estruturais da molécula. Desta 

forma, este método não somente quantifica o número de 1H, de 13C ou de 15N existentes na 

molécula, como também fornece informações estruturais de suas interações e ambiente em 

que se encontram dentro da estrutura (Wütrich, 1986; Evans, 1995). 

A intensidade de campo necessária para a absorção de energia por um determinado 

próton (assim referidos os núcleos de 1H) em relação a um padrão (o deslocamento químico), 

depende de seu ambiente próximo, ou seja, da estrutura molecular à qual ele pertence. O sinal 

de absorção de energia por estes núcleos pode, portanto, apresentar desdobramentos devido à 

transferência de magnetização decorrente de interações dipolo-magnéticas ou acoplamentos 

entre núcleos vizinhos. Sendo assim, o espectro de RMN de uma amostra possibilita a dedução 
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da estrutura molecular local.  

Os espectrômetros atuais consistem de magnetos muito potentes (>500 MHz) o que 

possibilita uma grande resolução entre os picos ou sinais de ressonância dos núcleos que 

constituem os complexos sistemas de spins das biomoléculas. 

As análises conformacionais de peptídeos em solução por espectroscopia de 

ressonância magnética nuclear (RMN) são geralmente realizadas através de experimentos de 
1H-RMN e 13C-RMN. Os passos experimentais dos protocolos geralmente utilizados para essas 

análises são os seguintes: 

1. aquisição dos espectros unidimensionais (RMN-1D) e análise dos sinais de ressonância 

exibidos pelos prótons existentes no peptídeo e determinação dos respectivos 

deslocamentos químicos. 

2. identificação do sistema de spins presente no peptídeo por ressonância magnética nuclear 

bidimensional (RMN-2D). 

3. identificação da conectividade de ligações (experimentos de COSY, Marion & Wütrich, 1983; 

Rance et al., 1983) e da conectividade espacial até 5 ligações (NOESY, Jeener et al., 1982; 

ROESY, Rance 1987 e TOCSY, Griesinger et al., 1988). 

4. atribuição sequencial dos sinais de ressonância observados nos espectros aos sistemas de 

spins da molécula. 

5. determinação e identificação das conectividades a longa distância (tertiary long range 

NOE's). 

6. classificação dos NOEs por meio de tabelas para comparação de distâncias das ligações, 

(Método de Wishart, por exemplo) (Wishart et al.,1992;1995). 

7. análise das constantes de acoplamento (J) e determinação aproximada dos ângulos de 

torsão. 

8. identificação de elementos de estrutura secundária regular e interpretação dos espectros de 

NOE e dados de deslocamentos químicos do H de N-amida (backbone amida exchange 

data). 

9. proposição da estrutura tridimensional (3D) com base nas distâncias inter-prótons 

aproximadas e restrições dos ângulos de torsão (torsion angle restraints) por construção de 

modelos (Model Building) e refinamentos desta estrutura 3D através dos dados de estrutura 

obtida por cristalografia de Raio-X (se já estiverem descritos) e dinâmica molecular.  

Os experimentos de RMN diferem entre si, principalmente quanto ao pulso (que 

podem ser aplicados em diferentes ângulos como função de tempo) e ao mixing time (tmix, 

como no caso do ROESY). Estes experimentos permitem identificar os sistemas de spins de 

cada residuo de aminoácido e determinar as constantes de acoplamento (J) de cada interação. 

Por outro lado, os experimentos de NOESY e ROESY podem refletir as interações espaciais 

entre os prótons de um peptídeo. Além disso, as atribuições dos sinais de RMN observados 

nos espectros obtidos por estes experimentos fornecem informações também sobre a 

seqüência do peptídeo em estudo (Wüthrich, 1986). 

A prova estrutural de RMN mais comumente utilizada é o efeito nuclear de Overhauser 

(NOE), que se origina de uma interação dipolar entre dois núcleos que estão em estreita 



Sumika Kiyota Peptídeos Sintéticos derivados do hFGF-1 (Sitio2) Introdução 

 16

proximidade no espaço. A intensidade dos picos nos espectros de NOESY é proporcional ao 

inverso da distância entre os dois núcleos elevado à sexta potência. Em princípio, qualquer par 

de núcleos que estão a uma distância de 4 a 5 Å dão origem a picos de NOEs observáveis. Os 

NOEs podem ser classificados por meio de tabelas para comparação das distâncias das 

ligações [NOEs dαN (i, i+1); dNN (i, i+1); dαN (i, i+3) e dαβ(i, i+3) que são característicos de 

hélices; dαα e baixos valores de dαN são característicos de β-fitas e dαβ(i, i+2) característico de 

turns reversos; Método de Wishart] ( Wishart, 1992; Evans, 1995). Os NOEs sequenciais 

fornecem informações sobre a população relativa das conformações do esqueleto peptídico 

(Polesi et al., 1996). Os diferentes padrões de conectividades dos NOEs, interpretados com o 

auxílio do diagrama de energia conformacional de Ramachandran, fornecem informações 

sobre os ângulos φ e ψ . Estes estão associados a diferentes conformações preferenciais (α, β, 

etc.)( Wüthrich, 1986; Evans, 1995). 

Os dados estruturais de uma determinada conformação obtidos a partir dos 

experimentos de RMN são específicos de sítios ou pares de átomos de uma molécula. 

Entretanto, devido ao fato de que estes experimentos detectam fenômenos que ocorrem em 

uma escala de tempo muito pequena (10-5 – 10-3 s), um número variável de configurações 

consistentes com os dados obtidos podem revelar a coexistência de diversos estados 

conformacionais estáveis e discretos ou interconversões entre diferentes estados 

conformacionais ocorridas durante o tempo de observação (Dyson & Wrigth, 1991; Kopple et 

al., 1993). Isto torna a interpretação dos espectros de RMN difícil e complexa (Dyson & Wrigth, 

1995). O resultado da análise estrutural por RMN é um grupo de estimativas de distâncias e 

orientações relativas entre pares específicos de átomos denominadas restrições de cujas 

médias ponderadas não se traduzem em uma simples estrutura, mas em modelos de 

estruturas (Martz, 1999). A estrutura tridimensional obtida pela análise por RMN é uma média 

entre as possíveis conformações do espaço conformacional que obedecem às restrições de 

RMN.  

A espectroscopia de RMN é, portanto, uma técnica capaz de detectar a presença de 

confôrmeros de um peptídeo em solução.  

Embora as conformações preferenciais de pequenos fragmentos peptídicos lineares 

possam não refletir a conformação desta mesma seqüência quando na proteína nativa, existem 

numerosos exemplos onde as estruturas nascentes presentes nos peptídeos em solução, 

detectadas por CD ou RMN, refletem muito fielmente a sua conformação na proteína ou no 

estado ligado (Dyson et al., 1992; MacArthur et al., 1994). 

 
A espectroscopia de dicroísmo circular é uma técnica relativamente simples e 

poderosa para o estudo dos elementos de estrutura secundária (α-hélices, estruturas β e β-

turns) e para a quantificação de frações destes, os quais contribuem na determinação da 

conformação global de peptídeos e proteínas em solução ( Dyson & Wright, 1995). 

Esta técnica é uma variação da espectroscopia de absorção, sendo o dicrógrafo 

circular uma simples variação do espectrofotômetro de absorção normal. O dicrógrafo circular é 

basicamente um espectrofotômetro configurado para medir a diferença entre absorbância de 



Sumika Kiyota Peptídeos Sintéticos derivados do hFGF-1 (Sitio2) Introdução 

 17

luz circularmente polarizada para a direita e absorbância de luz circularmente polarizada para a 

esquerda de uma dada amostra (Johnson, 1985).  

A maioria das moléculas biológicas contém algumas unidades eletrônicas que 

absorvem luz de maneira quase independente chamadas cromóforos. Estes podem estar 

dispostos assimetricamente no espaço (Johnson, 1985; Sreerama & Woody; 1993). Os 

peptídeos e as proteínas são oticamente ativas pois apresentam assimetrias tanto do tipo 

configuracional como conformacional. Tais moléculas assimétricas absorvem luz circularmente 

polarizada para a direita diferentemente da luz circularmente polarizada para a esquerda, 

sendo que: 1) somente moléculas quirais mostram uma absorção preferencial por luz 

circularmente polarizada para a direita ou para a esquerda; 2) somente estruturas ou moléculas 

quirais, como é o caso dos peptídeos e proteínas, mostram uma dispersão preferencial de uma 

polarização sobre a outra por incidência de luz polarizada circularmente.  

Na espectroscopia de CD, a luz circularmente polarizada tanto para a direita (R) como 

para a esquerda (L) obedecem a lei de Beer. Assim, a diferença obedece a seguinte equação: 

 

AL(λ)- AR(λ) =∆ A(λ ) = [εL(λ) - εR (λ)] / c, 

 

onde, A é a absorbância medida e varia com o comprimento de onda λ, l é o caminho ótico da 

célula em cm, c é a concentração da amostra em moles x L-1 e ε é o coeficiente de extinção 

molar, característico de cada molécula, em L x mol-1 x cm-1. 

A diferença entre as absorbâncias medidas é relacionada com a elipticidade ∆A = 

θ/32,98, onde θ é expresso em degree (deg).  

Os espectros de CD podem ser expressos também em termos de elipticidade molar [θ] 

= (θ x 100 x PM/n)/c x l x 10, onde n é o número de moles, l é o caminho ótico em cm, e c é a 

concentração da amostra em mM. As bandas podem ser positivas ou negativas, dependendo 

do tipo de luz absorvida mais fortemente, e são evidenciadas somente em comprimentos de 

onda para os quais existem bandas normais de absorção. A região de comprimento de onda 

nos espectros de CD que fornece as informações estruturais de um peptídeo está 

compreendida entre 170 e 240 nm onde os grupos amidas, as cadeias laterais de aminoácidos 

aromáticos e as pontes dissulfeto exibem uma sobreposição de múltiplas bandas de absorção.  

Um espectro característico de peptídeo com conformação helicoidal mostra três 

bandas de CD sendo que aquela com elipticidade positiva se localiza na região de 

comprimento de onda ao redor de 190 nm e as outras duas com elipticidades negativas 

aparecem em comprimentos de onda de 208 e 222 nm. Estes tipos de espectros podem 

fornecer uma estimativa da população média de hélices ordenadas assumidas por um peptídeo 

em solução. Em contraste, o espectro de uma cadeia peptídica arranjada randomicamente 

exibe uma banda negativa no espectro de CD centrada em 199 nm. Por outro lado, embora 

uma estrutura β-turn do tipo I exiba geralmente um espectro de CD semelhante àquele de α-

hélice, a presença de populações significativas de confôrmeros β-turns em solução pode ser 

detectada pela observação de uma banda com elipticidade positiva em 200-210 nm (Rose et 

al., 1985; Dyson & Wright, 1995). 
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Os espectros de CD de peptídeos ou proteínas podem ser relacionados como uma 

função da orientação relativa entre cromóforos responsáveis por suas atividades quiro-ópticas. 

Estes espectros são sensíveis a quaisquer fatores externos tais como: a natureza do solvente, 

concentração do composto em questão, temperatura e concentração salina ou fôrça iônica, que 

promovem variações nas condições de interações intermoleculares e de solvatação e podem 

influenciar na conformação global daqueles compostos (Zhong &  Johnson, 1992). Na literatura 

existem relatos sobre segmentos com uma mesma seqüência de aminoácidos que foram 

capazes de adotar diferentes configurações ora em α-hélices ora em fitas β quando foram 

analisados em diferentes condições (Kuwagima et al., 1987; Pan et al., 1993). 

O ambiente é um fator importante na organização e estabilização da estrutura 

secundária de uma determinada seqüência de aminoácidos (Li & Deber,1993; Liu & Deber, 

1998). O ambiente das membranas biológicas, por exemplo, fornece uma matriz de solvatação 

muito diferente do que a água e, como conseqüência, as moléculas tendem a um 

comportamento estrutural diferente do que aquele em meio aquoso. Diferentes solventes 

orgânicos que apresentam valores de constantes dielétricas entre o da água e o de um 

solvente apolar tem sido amplamente utilizados para mimetizar os diferentes compartimentos 

das membranas biológicas: o compartimento aquoso por PBS 10 mM, pH 7,2, a superfície 

carregada por um detergente aniônico (SDS) e o interior da membrana hidrofóbica pelo TFE 

(Liu & Deber, 1998). 

Solventes tais como metanol (MeOH), etanol (EtOH), acetonitrila, 2,2,2-trifluoroetanol 

(TFE) e altas concentrações de dodecil sulfato de sódio (SDS) são conhecidos por afetarem o 

ambiente de tal forma a modificar a preferência conformacional individual dos aminoácidos 

presentes nos peptídeos e proteínas (Zhong & Johnson, 1992).  

O TFE e o MeOH são solventes hidrofílicos e formadores de pontes de hidrogênio que 

estabilizam os peptídeos na estrutura secundária esperada e deduzida em função das 

preferências dos aminoácidos isolados. Estes solventes tem a reputação de promover a 

estruturação em α-hélice. Por outro lado, a literatura descreve a formação de fitas β estáveis 

nestes solventes (Shiraki et al., 1995; Segawa et al., 1990).  

O SDS é um tensoativo de natureza anfifílica que mimetiza o ambiente usualmente 

hidrofóbico do interior de uma proteína ou ainda a superfície de uma membrana biológica 

(Ruzza et al., 1995). Em altas concentrações, o mesmo forma micelas e é conhecido como 

estabilizador de estruturas α-helicoidais, enquanto que baixas concentrações de SDS induzem 

estruturas β (Wu & Yang, 1980; Wu et al.,1981). 
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2. PROPOSIÇÃO  
 

Como já foi citado, os peptídeos sintéticos tem tido grande destaque na literatura em 

função de sua ampla aplicabilidade no desenvolvimento de pesquisa em bioquímica (Chorev et 

al., 1991; Fauchère & Thurieau, 1992; Sanderson et al., 1994; Gutte & Klauser, 1995; Muir et 

al., 1997; Tam & Spetzler, 1997; Al-Obeidi et al., 1998; Burke & Zangh, 1998). Como exemplo, 

os mesmos podem auxiliar na busca de agonistas ou inibidores peptídicos efetivos de 

proteínas de grande importância biológica (Wells, 1996; Wrighton et al., 1996). 

Diversos peptídeos lineares derivados da Região 2 do h-FGF-1 foram anteriormente 

sintetizados em nosso laboratório. Alguns deles se mostraram agonistas da atividade 

mitogênica da proteína, apesar de suas potências terem sido notoriamente reduzidas (104 

vezes menos ativos do que o FGF-1 nativo). Os peptídeos Ac-YISKKHAEK-NH2 e Ac-

GLKKNGSSKRGPRT-NH2 foram praticamente inativos em cultura de fibroblastos Balb/c 3T3, 

enquanto que Ac-SKKHAEKNWFVGLKKN-NH2 e Ac-WFVGLKK-NH2 foram mitogênicos com 

ED50=10-20 µM. Estes dois últimos também foram capazes de inibir a resposta mitogênica do 

hFGF-1 com ID50=100-200µM e de se ligar a HEP-Sepharose. Já Ac-

WFVGLKKNGSSKRGPRT-NH2 foi mitogênico (ED50 30-50 µM) e capaz de competir com 

hFGF-1 pelos receptores celulares com ID50 10-30 µM e de se ligar à HEP-Sepharose (Oyama 

et al., 1996). 

No presente trabalho, nos propusemos a desenhar, sintetizar, purificar, caracterizar, 

testar e analisar a estrutura de novos peptídeos derivados da região 2 do hFGF-1 (fragmento 

97-132 segundo a numeração de Jaye et al., 1992) conforme descrito no Esquema 1. 

 A escolha da região 2 se baseou nas informações fornecidas nos itens 1.4. a 1.7. da 

Introdução. 

Os objetivos principais deste estudo foram:  

1. contribuir para a elucidação dos requisitos estruturais necessários para a expressão da 

atividade mitogênica dos peptídeos derivados da região 2 do hFGF-1 e, como reflexo, da 

própria proteína;  

 2. obter peptídeos de conformação restrita que fossem agonistas, antagonistas ou inibidores 

do FGF-1 humano e que pudessem ser potencialmente úteis em pesquisa e terapêutica.  

Em paralelo, sintetizamos, purificamos, caracterizamos e testamos dois peptídeos 

lineares relacionados aos loops  DE e FG do domínio DIII do receptor FGFR1β (Esquema 2). 

Tais peptídeos foram desenhados como possíveis ligantes do sítio 2 do hFGF-1 em um projeto 

colaborativo em desenvolvimento sob co-orientação da Dra. Miranda (S.Oyama Jr, Tese de 

Doutoramento em preparação).   

Alguns dos peptídeos obtidos foram submetidos à análise estrutural em solução.  
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ESQUEMA 1: Esquema geral do trabalho realizado com os peptídeos 
 derivados do hFGF-1 

 
 

[97-132]hFGF-1

Síntese, Ciclização e Purificação 

Caracterização Química e Biológica

Síntese, Ciclização e Purificação 

Caracterização Química e Biológica

Desenho de peptídeosDesenho de peptídeos

Análise Conformacional TeóricaAnálise Conformacional Teórica

Agonistas, Antagonistas 

ou Inibidores da Atividade 

Biológica da Proteína

Agonistas, Antagonistas 

ou Inibidores da Atividade 

Biológica da Proteína

Requisitos Estruturais 

Essenciais para Atividade

 Biológica dos Peptídeos

Requisitos Estruturais 

Essenciais para Atividade

 Biológica dos Peptídeos

Comportamento Conformacional de

 alguns Peptídeos  Ativos em

Solução: RMN, CD, Fluorimetria

Comportamento Conformacional de

 alguns Peptídeos Ativos em

Solução: RMN, CD, Fluorimetria

1) Especulação sobre a Conformação Ativa

2) Desenho de Novos Compostos

1) Especulação sobre a Conformação Ativa

2) Desenho de Novos Compostos

                      97
Y I S K K H A E K N W F V G L K K N G S C K  R G P R T H Y G Q K A I L F

132

                                Ac-H A E K N W F-NH2 (II)
                Ac-S K K H A E K N W F-NH2 (III)
      c(1-5)[Ac-C K K H C E K N W F-NH2] (IV)
      c(1-5)[Ac-C K K H C E K -  W F-NH2] (V)
                Ac-S K K H A-NH2 (VI)
      c(1-5)[Ac-C K K H C-NH2] (VII)
    c(5-14)[Ac-S K K H E E K N W F V G L K K-NH2] (VIII)
      c(1-5)[Ac-D K K H X E K N W F-NH2  (IX)

                      Ac-W F V G L K K N G S S K R G P R T-NH2 (I)
                      Ac-W F V G L K -  N G S S K R G P R T-NH2 (X)
                      Ac-W F V G L    - - P - -   S K R-NH2 (XI)
            c(4-7)[Ac-W F V C L    - - P  - -  C K R-NH2] (XII)
            c(3-7)[Ac-W F C G L    - - P  - -  C K R-NH2] (XIII)
                      Ac-W F V G L    - - P  - -  S K R G P R T-NH2 (XIV)
          c(4-13)[Ac-W F V C L     - - P  - - S K R G P R C-NH2] (XV)
                      Ac-W F V G L K A  N GS S K R G P R T-NH2 (XVI)
                      Ac-W F V G L A K N G S S K R G P R T-NH2 (XVII)

                                    *X –ácido diaminobutírico (Dbu)

                                                                ( – ) deleção de aminoácidos
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ESQUEMA 2: Esquema geral do trabalho realizado com os peptídeos 
 derivados do FGFR-1ββ 

 
 

 
 
 

DIII [166-270]: PILQAGLPAN KTVALGSNVE FMCKVYSDPQ 
PHIQWLKHIE VNGSKIGPDN LPYVQILKTA 
GVNTTDKEME VLHLRNVSFE DAGEYT
CLAG NSIGLSHHS AWLTVL

DIII [166-270]: PILQAGLPAN KTVALGSNVE FMCKVYSDPQ 
PHIQWLKHIE VNGSKIGPDN LPYVQILKTA 
GVNTTDKEME VLHLRNVSFE DAGEYT
CLAG NSIGLSHHS AWLTVL

Modelo Tridimensional do Complexo 

hFGF-1-FGFR-1 ββ-Hexassacarídeo de HEP 

(Oyama  et al., 1997)  

Modelo Tridimensional do Complexo 

hFGF-1-FGFR-1 ββ-Hexassacarídeo de HEP 

(Oyama  et al., 1997)  

Síntese, Purificação, Caracterização 

Química e Biológica

Síntese, Purificação, Caracterização 

Química e Biológica

Estudo  Espectroscópio por CD e RMN do

Peptídeo Ac-NTTDKEMEVLH-NH2

Estudo  Espectroscópio por CD e RMN do

Peptídeo Ac-NTTDKEMEVLH-NH2

Especulação sobre o posicionamento relativo 

na interação entre hFGF-1 e FGFR-1 ββ

Especulação sobre o posicionamento relativo 

na interação entre hFGF-1 e FGFR-1 ββ

Peptídeos :Ac-NTTDKEMEVLH-NH2
                 Ac- SLAGNSIGLSH-NH2
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

Os materiais e os métodos empregados para a realização deste trabalho estão 

descritos a seguir. 

 
3.1. DESENHO DE PEPTÍDEOS 

Inicialmente, realizamos uma análise detalhada da estrutura tridimensional da região 

do hFGF-1 que contém o Sítio 2. Para tanto, construímos a estrutura do hFGF-1 com base nas 

coordenadas cristalográficas determinadas originalmente por Zhu e colaboradores (1991) para 

o FGF-1 bovino (Zhu et al., 1991). Esta estrutura foi posteriormente refinada com base nas 

coordenadas cristalográficas determinadas para o hFGF-1 por Blaber e colaboradores e 

disponíveis no Protein Data Bank (Blaber et al., 1996). O refinamento consistiu em uma 

Dinâmica Molecular (em 300K durante 100 ps após 50 ps de termalização) seguida de 

minimização de energia até a sua convergência em um gradiente de 0,05 Kcal/mol. Foi 

empregada constante dielétrica 80 na tentativa de simular o ambiente aquoso. 

A Figura 4 (pág. 9) mostra a estrutura obtida. 

Para o desenho dos peptídeos relacionados ao Sítio 2 (97-132) [hFGF-1] foram 

considerados: 1) a estrutura do hFGF-1 (acima citada), 2) os resultados obtidos em estudos do 

sistema dos FGFs e em investigações via mutagênese sítio dirigida da relação estrutura-função 

destas proteínas e de seus receptores (FGFRs) (Harper & Lobb 1988; Burgess et al., 1991; 

Pantoliano et al., 1994, Springer et al., 1994; Thompson et al., 1994; Imamura et al., 1995; 

Ornitz et al., 1996; Sieber & Moe, 1996; Zhu et al. 1995; 1997); 3) a seqüência primária da 

proteína e da porção correspondente ao Sítio 2 (Jaye et al., 1986), 4) o conhecimento de que 

peptídeos lineares apresentam grande flexibilidade conformacional, podendo assumir suas 

conformações ativas apenas quando interagem com seus receptores celulares (induced-fit, 

Schwizer, 1995); 5) o conhecimento de que peptídeos contendo restrições conformacionais 

podem ser sintetizados quimicamente, de que estes são menos flexíveis em solução e de que, 

por isto, pode-se aumentar as suas afinidades e/ou seletividades pelos receptores celulares 

(Blundell, 1996; Rizo et al., 1996); 6) os dados anteriores obtidos no laboratório com peptídeos 

sintéticos lineares derivados da mesma região da proteína já citados (Oyama et al., 1996). 

A maioria dos peptídeos propostos foi submetida à análise conformacional teórica. Os 

dados obtidos nos auxiliaram na inclusão ou exclusão de cada composto analisado em uma 

lista viável de ser obtida por métodos de síntese (Esquema 1, pág. 19) . 

 
3.2. MODELAGEM MOLECULAR  

O procedimento adotado para a modelagem molecular dos peptídeos foi o seguinte: 

todos eles foram estudados quanto às suas tendências em assumir conformações semelhantes 

às apresentadas pelos fragmentos da proteína a eles correspondentes quando parte integrante 

da estrutura da estrutura tridimensional do hFGF-1 (Figura 4, pág. 9).  

As análises teóricas das conformações foram feitas através da simulação dos 

movimentos moleculares internos espontâneos dos peptídeos por Dinâmica Molecular (DM; 

McCammon et al., 1977; Karplus, 1988).  
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Pelo fato de tratar-se de segmentos de comprimentos comparáveis, foi desenvolvido 

um protocolo único para estes cálculos, que se constituiu em uma combinação de Dinâmica 

Molecular de Alta Temperatura (HTMD) para uma rápida, mas efetiva exploração do espaço 

conformacional seguida por simulação quasi-annealing para o relaxamento das estruturas 

estudadas.  

As condições escolhidas para os cálculos de HTMD que permitiram uma exploração 

significativa do espaço conformacional (Brooks III e col., 1988) encontram-se listadas na 

Tabela 2 abaixo:  

 
Tabela 2: Condições escolhidas para as simulações 
por Dinâmica Molecular em alta temperatura  
 

Temperatura 1 400 K 
Tempo de termalização 1 20 ps  
Temperatura 2 800 K  
Tempo de termalização 2 50 ps  
Tempo de simulação 100 ps  
Constante dielétrica (ε) 80 

 

A constante dielétrica (ε) da água foi considerada nesses cálculos com o objetivo de 

aproximar o sistema modelo das condições experimentadas pelas moléculas no meio 

fisiológico. Este cuidado evita a superestimação das interações que podem ocorrer entre as 

espécies carregadas das moléculas na fase gasosa (Horwell, 1995). 

Para análise da trajetória percorrida dentro do espaço conformacional e obtenção de 

um conjunto de conformações mais estáveis, foram coletadas amostras de confôrmeros em 

intervalos regulares. Estas amostras foram conduzidas em direção a geometrias 

energeticamente mais estáveis através do resfriamento do sistema a uma temperatura 

intermediária, empregando-se a técnica do simulated annealing (Kirkpatrick et al., 1983). As 

condições estão descritas na Tabela 3 abaixo : 
 

Tabela 3. Condições escolhidas para o 
“annealing“ as amostras de conformações 
coletadas.  
 

 Temperatura inicial 400 K 
 Tempo de termalização 5 ps 
 Tempo de simulação 20 ps  

 

As conseqüências do abaixamento da temperatura de simulação foram as diminuições 

de energia cinética e, indiretamente também de energia potencial das amostras, tendo esta 

energia sido minimizada empregando-se os algorítmos de otimização mostradas Tabela 4 

abaixo: 

 
Tabela 4. Condições escolhidas para a minimização final das 
conformações  
 

Minimizador  Critério de convergência 
Steepest descent dE/dri  ≤  0,9 kcal/mol 

Conjugated gradient  dE/dri    ≤  0,05 kcal/mol 

dE/dri - desvio da energia em função da coordenada cartesiana espacial i 
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Estas condições foram também utilizadas para a minimização inicial dos dados 

geométricos requeridos nas etapas de HTMD e quasi-annealing descritas acima. 

Nas simulações de dinâmica molecular eram criados os históricos dos movimentos 

internos espontâneos das moléculas onde eram registradas as coordenadas atômicas dos 

confôrmeros da molécula estudada a cada pico-segundo. Os históricos obtidos durante as 

simulações se constituíam, portanto, em registros gráficos de uma sucessão de confôrmeros 

como função de suas respectivas coordenadas espaciais. Esses históricos possibilitaram a 

visualização das estruturas de cada confôrmero individualmente e as suas coordenadas 

atômicas puderam ser comparadas entre si em termos de desvios em RMSD (root mean 

square deviation). Os valores de RMSD assim obtidos possibilitaram o agrupamento de cada 

uma das estruturas em famílias de conformações. As estruturas representantes de cada família 

foram submetidas ao resfriamento (annealing) e às minimizações de acordo com os métodos 

acima descritos. Na análise final, todas essas amostras refinadas foram comparadas 

energética e estruturalmente quanto às suas semelhanças entre si e com o segmento 

correspondente na molécula nativa com base nos valores de desvios RMS de suas 

coordenadas espaciais. 

As análises teóricas das conformações dos peptídeos (visualização e cálculos) foram 

feitas em uma estação de trabalho IRIS - INDIGO da Silicon Graphics  e em uma estação IBM 

– RS 6000 3 AT. O programa Insight II v.95 da Molecular Simulations foi utilizado tanto para a 

parte de cálculos (módulo Discover) quanto para a parte de visualização (módulos Biopolymer 

e Analysis) e construção por homologia (módulo Homology). 

 
3.3. SÍNTESE DE PEPTÍDEOS EM FASE SÓLIDA 

 Todos os peptídeos foram sintetizados manualmente pelo método da fase sólida 

utilizando-se a estratégia t-Boc (Stewart e Young, 1984) conforme o Esquema 3.  

As sínteses foram iniciadas partindo-se da resina MBHA (grau de substituição 0,69 

mmoles/g, escala de 0,5 mmoles ou 0,25 mmoles) à qual os t-Boc aminoácidos da seqüência 

foram sendo acoplados. Os protetores dos grupos funcionais das cadeias laterais dos Boc-

aminoácidos foram: éster benzílico para Asp e Glu, tosil para His e Arg, 2-cloro-

benziloxicarbonil para Lys, éter benzílico para Ser e Thr e p-metoxibenzil para Cys . 

As reações de acoplamento foram realizadas empregando-se 2,5 vezes de excesso 

molar de t-Boc aminoácido em DCM na presença do reagente acoplador DIC 1M em DCM por 

1-2h sob agitação. Após lavagens alternadas com MeOH, TEA 10% em DCM e DCM, os 

acoplamentos foram monitorados pelo teste de ninidrina (TN; Kaiser et al.,1970). Quando o 

resultado foi positivo, o mesmo derivado de aminoácido foi reacoplado na presença de HOBt. 

Em geral, o solvente utilizado nestas reações foi o DCM. Em alguns casos, quando o 

acoplamento de algum aminoácido não foi total, o reacoplamento foi realizado em uma mistura 

de DCM:DMF em proporções 1:1 ou 1:2 (v/v) ou em NMP. Os acoplamentos envolvendo Boc-

Asn-OH ou Boc-Gln-OH foram realizados sempre em DMF ou em NMP na presença de HOBt. 

As desproteções dos Boc-aminoácidos foram feitas com TFA 50%/ DCM durante 20 

min, sob agitação, na presença de ~5% de anisol. Estas reações foram também monitoradas 

pelo teste de ninidrina (positivo quando a desproteção foi eficiente). 
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A acetilação do grupo alfa-amino terminal das peptidil-resinas foi realizada tratando-as 

com anidrido acético por 10 min e lavando-as em seguida com MeOH, DCM e TEA 10% em 

DCM. Esta etapa também foi monitorada pelo teste de ninidrina. 

A desproteção total e a clivagem simultânea das peptidil-resinas obtidas foram feitas 

pelo tratamento com 10 mL de fluoreto de hidrogênio (HF) por 90 min na presença de 10% 

anisol. Para os peptídeos contendo cisteína, adicionou-se DMS 5% ao meio reacional. Os 

peptídeos brutos foram precipitados com éter etílico anidro e filtrados juntamente com as 

resinas. Em seguida, estes foram separados delas por extração com os solventes A (ACN 0,1% 

em água) e B (ACN 60% /TFA 0,09% em água). 

As soluções resultantes foram liofilizadas (peptídeos lineares) ou diluídas com água 

(peptídeos a serem ciclizados). 

 
Esquema 3: Procedimento Experimental para a Síntese de 

Peptídeos em Fase Sólida  
1. Lavagem inicial 4. Desproteção (retirada de Boc) 
. 2x DCM   . Anisol (2 ou 3 gotas) 
. 2x MeOH  . TFA/DCM (1:1, v/v) 
. 2x TEA 10%/ DCM  . 20 min (sob agitação) 
. 2x MeOH 5. Lavagem da desproteção 
. 2x DCM  . Anisol (1%)/ Isopropanol  
. TN (+)  . 2x MeOH, 2x DCM, 2x TEA 10%/ DCM 
2. Acoplamento  . 2x MeOH, 2x DCM, 2x TEA 10%/ DCM 
 . Boc-aa  (2,5x em excesso)  . 2x MeOH 
 . DIC(1M)/DCM: Boc-aa (1:1)  . 2x DCM  
 . DCM ( ou DCM:DMF-1:1)  . TN (+)   
 . 1-2h. 6. Acetilação 
3. Lavagem pós -acoplamento  . Anidrido acético (10 min) 
 . 2x MeOH  . 2x MeOH 
 . 2x DCM  . 2x TEA 10%/DCM 
 . 2x TEA 10%/ DCM  . 2x DCM  
 . 2x MeOH  . 2x DCM 
 . 2x DCM  . TN (-) 
 . TN (-)  

 TN =Teste de ninidrina (Kaiser et al., 1970); + e - = resultados positivo e negativo esperados  
 
3.4. CICLIZAÇÃO  

 
3.4.1. Oxidação de grupos sulfidrilas pelo oxigênio do ar  (Esquema 4) 

A ciclização foi feita imediatamente após a desproteção total e clivagem da peptidil-

resina com base em Rivier et al. (1978). 

Aos extratos aquosos dos peptídeos brutos foi acrescentada acetonitrila a fim de se 

obter uma solução 0,2 - 0,3 mM de peptídeo e aproximadamente 10% de solvente orgânico. Os 

pHs das soluções foram elevados para 8,0 pela adição de NH4OH 10%. As mesmas foram 

mantidas à temperatura ambiente, sob agitação suave, por 24 h. A reação de oxidação foi 

monitorada através da análise por RP-HPLC de alíquotas da solução reacional. Nos casos em 

que não se observou alteração dos perfis cromatográficos, a temperatura das soluções foi 

aumentada até 45°C e mantida por 1 a 2 horas. 

Uma vez completadas as reações, os pHs das soluções contendo os peptídeos brutos 

ciclizados foram diminuídos para 4,0 pela adição de solução de ácido acético 10%. As soluções 

finais foram concentradas a vácuo e liofilizadas. 
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3.4.2. Oxidação de grupos sulfidrilas com Ferricianeto de Potássio 0,01 M  (Esquema 4) 

A oxidação foi realizada empregando-se o oxidante ferricianeto de potássio 

(K3Fe(CN)6) segundo Misicka & Hruby (1994). 
Os extratos aquosos dos peptídeos brutos (0,2-0,3 mmoles de peptídeo) foram 

transferidos para balões de três bocas tendo os seus pHs sido elevados para 7,5 - 8,0 com 

solução de NH4OH 10%. As soluções reacionais foram mantidas sob fluxo de nitrogênio gasoso 

para garantir que a oxidação ocorresse apenas pela reação com a solução de K3Fe(CN)6 0,01 

M (~50 mL), que foi sendo adicionada gota a gota. Esta adição foi interrompida quando a 

coloração das soluções reacionais não mais se modificou, mas a reação de oxidação foi 

continuada por mais 1 hora para garantir que a mesma se completasse. Em seguida, os pHs 

das soluções reacionais foram abaixados para 4,0 por adição de solução de ácido acético 10%. 

Da mesma forma que no método descrito ítem 3.4.1 acima, o monitoramento das ciclizações foi 

feito por RP-HPLC. 

 
3.4.3. Ciclização via lactama (Esquema 4) 

Neste caso, a síntese do peptídeo foi precedida pela escolha de dois Boc-aminoácidos 

cujas cadeias laterais estivessem bloqueadas por grupos protetores apropriados para uma 

desproteção diferenciada daquela dos demais protetores empregados para os grupos 

funcionais dos outros resíduos. Desta forma, foram empregados o Boc-Glu(OFmoc)-OH para a 

incorporação do Glu5 e o Boc-Lys(Fmoc)-OH para a incorporação da Lys14 na síntese do 

peptídeo VIII, ou ainda, o Boc-Asp(OFmoc)-OH para a incorporação de Asp1 e Boc-Dbu(Fmoc)-

OH para a incorporação de Dbu5 na síntese do peptídeo IX. O Fmoc é resistente a ácidos e 

lábil a bases, enquanto que os protetores dos grupos funcionais das cadeias laterais dos outros 

aminoácidos eram grupos lábeis a ácidos. Após o acoplamento do último resíduo de 

aminoácido e acetilação de seu grupo amino alfa, a peptidil-resina obtida foi submetida ao 

tratamento com solução de piperidina 20% em DMF por 15 minutos sem qualquer agitação. 

Este tratamento foi repetido sob agitação. A peptidil-resina foi então lavada com DMF (2x), 

MeOH (2x) e com DCM (2x). Testes de ninidrina foram feitos e os resultados foram positivos. 

Em seguida, foi feita a reação de formação da ligação lactama entre as cadeias laterais 

desprotegidas de Asp e Lys empregando-se o TBTU como reagente de acoplamento em DMF 

na presença de DIPEA (algumas gotas até que o pH aparente ficasse ao redor de 9,0. A 

reação foi interrompida após o resultado do teste de ninidrina ter se mostrado negativo (90 min; 

Felix et al.,1988). A peptidil-resina ciclizada foi lavada com DMF (2x), MeOH (2x) e com DCM 

(2x), seca e submetida à desproteção total e clivagem simultânea da resina na presença de HF 

como descrito acima. 
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Esquema 4: Representação esquemática das ciclizações dos 

peptídeos via ligação dissulfeto e via ligação lactama.  
 

Concentração por rotaevaporação
Liofilização

Purificação por RP- HPLC

Coluna AG3-X4

Resíduo sólido do
peptídeo cíclico bruto Purificação por RP- HPLC

Peptídeo cíclico bruto

Remoção do grupo Fmoc
(piperidina 20% em DMF)

Peptidil-Resina

Desproteção total e
 clivagem  da resina (HF)

Oxidação

O 2

Solução diluída de
Peptídeo cíclico bruto Desproteção total

Clivagem da resina (HF)
Extração

Liofilização

Peptídeo cíclico bruto
 ligado à resina

Monitoramento
 por RP-HPLC

K
3
Fe(CN)

6
   0,01M

Diluição com H2O ou
ACN 10% em H 2O

(pH 7,5-8,5)

Extrato aquoso do
peptídeo bruto

Formação da
 ligação lactama

 (TBTU/DIPEA, pH 9-10, 90 min)

Peptidil-Resina com
2 resíduos desprotegidos

TN = teste de ninidrina
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3.5. ANÁLISE E PURIFICAÇÃO  
Em geral, as análises iniciais dos peptídeos brutos por RP-HPLC foram feitas 

empregando-se as seguintes condições: colunas analíticas C-18 Vydac (0,46 cm x 25,0 cm, 5 

µm, 300 Å); gradiente linear de 5% a 95% de solvente B em 30 min; fluxo de 1 mL/min; 

comprimento de onda de 220 nm; solvente A constituído por TFA 0,1% em água; solvente B 

constituído por ACN 60%/H2O contendo TFA 0,09% (Mant & Hodges, 1991; Scopes, 1994).  

De acordo com os perfis cromatográficos exibidos pelos peptídeos foram 

determinadas condições mais adequadas e específicas variando-se sistemas de solventes, 

gradientes e polaridade de colunas. O melhor sistema de solventes (A e B) foi determinado 

testando-se concentrações variáveis de ACN no solvente B. A substituição da coluna C-18 por 

outra menos hidrofóbica (como por exemplo, a coluna C-4 do mesmo fabricante) foi feita 

sempre que as variações nos solventes não era suficiente. As faixas de variação do percentual 

de solvente B foram desenhadas com base nos tempos de retenção dos peptídeos na coluna. 

Gradientes lineares com acréscimos de 1% de solvente B por minuto foram empregados.  

De posse ds condições analíticas apropriadas, realizamos as purificações dos 

peptídeos empregando: colunas preparativas Vydac C-18 ou C-4 (2,2 cm x 25,0 cm, 5µm, 300 

Å), fluxo de 10 mL/min e comprimento de onda de 220 nm. Os gradientes empregados em tais 

purificações, assim como as condições isocráticas para as análises das frações obtidas, foram 

escolhidos previamente com base nas análises específicas dos peptídeos brutos. Os 

percentuais de acréscimos de solvente B por minuto foram de 0,33% ou 0,5%B/min.  

De uma maneira geral, os peptídeos foram analisados e purificados empregando-se 

preferencialmente o sistema de solventes contendo o TFA como par iônico: 0,1% TFA (solvente 

A) e 60% ACN/0,09% TFA (solvente B). Entretanto, nos casos em que os peptídeos brutos 

apresentaram contaminantes com tempos de retenção muito próximos procedeu-se a 

purificação em duas etapas. Inicialmente, foi empregado o sistema de solventes constituído por 

solução de TEAP (H3PO4 6,36 mL/L e TEA 7,73 mL/L em H2O, pH 2,05) como solvente A e 

ACN 60% /TEAP como solvente B para a separação de todos os componentes presentes no 

peptídeo bruto em diferentes frações (Sistema 1). Em seguida, cada uma dessas frações foram 

submetidas à dessalinização empregando-se o sistema contendo TFA acima descrito (Sistema 

2). Foram feitos cortes e coletas manuais, o que garante uma purificação mais controlada e 

eficiente. O Esquema 5 resume o procedimento geral adotado para as purificações dos 

peptídeos. 

As análises e as purificações dos peptídeos sintéticos por RP-HPLC foram realizados 

nos seguintes instrumentos: a) LDC Analytical, sistema de bombeamento de solvente modelos 

3200 e 3500, detector espectrofotométrico modelo 3100, injetor Rheodyne 7161 e integrador 

Data Jet da Thermo Separation Products; b) Beckman System Gold, sistema de bombeamento 

de solvente modelo 126, detector espectrofotométrico modelo 166 e integrador marca Waters, 

módulo 745 B. O comprimento de onda escolhido para a detecção da absorção das ligações 

peptídicas foi de 210 ou 220 nm. 
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Esquema 5: Seqüência de passos para a purificação/separação  

de peptídeos e contaminantes por RP-HPLC. 
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purificação/separação e seu monitoramento

Análise específica por  RP-HPLC
em sistema TFA ou TEAP
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HPLC em sistema TFA
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Monitoramento por
RP-HPLC analítica

Cortes manuais
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3.6. CARACTERIZAÇÃO QUÍMICA  
Os peptídeos obtidos foram caracterizados por: 

 
3.6.1. RP-HPLC de fase reversa analítica  

A determinação do grau de pureza dos peptídeos purificados foi feita em coluna 

analítica (Vydac C4 ou C18: 5 µm, 300 Å; 0,46 x 25 cm) nos dois sistemas de solventes (TEAP 

e TFA) acima descritos, empregando-se gradientes formados pela variação do percentual de 

solvente B de 1%/min, fluxo de 1mL/min e detecção em 210 ou 220 nm. 

 
3.6.2. Hidrólise total e análise de aminoácidos  

Os peptídeos e os contaminantes purificados foram submetidos à hidrólise ácida 

gasosa com HCl 6N, em presença de cristais de fenol e sob atmosfera de N2, a 110°C por 24 

horas em uma estação de trabalho PicoTag da Waters (Roach & Gehrke, 1970). A composição 

molar dos aminoácidos presentes nos peptídeos foi determinada em um analisador automático 

da Beckman Instruments, Inc (modelo 7300) que emprega o método de derivatização pós-

coluna, no qual os aminoácidos são separados por cromatografia de troca iônica e detectados 

a 440 ou 570 nm como produtos da reação com ninidrina. A proporção molar de cada resíduo 

de aminoácido foi determinada em relação à concentração molar total dos resíduos de 

aminoácidos detectados por este método (Moore & Stein, 1963). 

 
3.6.3. Espectrometria de massa  

As massas moleculares dos peptídeos e dos contaminantes purificados foram 

determinadas em espectrômetros de massas do tipo Matrix Assisted Light Desorption Ionization 

- Time of Flight - Mass Spectrometer (MALDI-TOF-MS) e por Eletron Spray Ionization - Mass 

Spectrometer (ES-MS) (Siuzdak, 1996). As análises foram realizadas nos laboratórios do Dr. 

Kouki Kitagawa, Niigata College of Pharmacy, Niigata, Japão e do Dr. Massuo Kato deste 

Instituto, respectivamente. 

 
3.7. CARACTERIZAÇÃO BIOLÓGICA  

 
3.7.1. Atividade mitogênica 

A atividade mitogênica dos peptídeos sintéticos foi determinada pela medida da 

incorporação de timidina triciada (metil 3H-timidina) no DNA de fibroblastos de camundongos 

Balb/c 3T3 provenientes do clone A31 conforme o método descrito por Armelin (1973) e 

adaptado de Oyama e colaboradores (1996). 

Os fibroblastos de camundongos Balb/c, 3T3, clone A-31 eram mantidos congelados a 

-70°C em alíquotas de suspensão celular (~1x106 células/mL em DMEM contendo 5% DMSO). 

Antes de se iniciar os ensaios de atividade mitogênica propriamente ditos, cada alíquota era 

descongelada e cultivada em garrafas contendo DMEM enriquecido com 10% de soro bovino 

fetal (DMEM/10%FCS). As células assim cultivadas eram incubadas a 37°C em atmosfera de 

5% CO2 para a multiplicação das mesmas até a obtenção de um número de céulas suficiente 

para a realização dos ensaios. Em nossos ensaios, a suspensão de fibroblastos A-31 eram 

adicionadas às placas contendo 24 poços e cultivadas até atingirem a sub-confluência (tempo -
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48h do ensaio, Esquema 6). Este procedimento permitia controlar o número de células 

contidas em cada poço, visto que as mesmas crescem aderidas ao fundo desses poços. Ao se 

carenciar as células sub-confluentes por 48 horas em meio de cultura contendo baixa 

concentração de soro (DMEM/1%FCS), tentava-se sincronizar as células na fase G0/G1 do ciclo 

celular no momento da adição dos indutores de síntese de DNA (tempo zero do ensaio, 

Esquema 6). Neste ponto, o meio de carenciamento era trocado por outro isento de soro 

(DMEM) e acrescido de insulina 5 µµg/mL, que mantém a adesão e a viabilidade das células 

até o final de ensaio. 

A timidina triciada era adicionada à cultura de fibroblastos (concentração final/poço de 

0,5 µCi/mL ou 2x10-6 M) no momento em que os fibroblastos iniciam a entrada para a fase de 

síntese de DNA do seu ciclo celular, ou seja, após cerca de 12 horas de tratamento com os 

indutores (tempo 12h, Esquema 6). As células eram incubadas por mais 12 h (tempo 24 h, 

Esquema 6) para permitir que as mesmas completassem essa fase e, durante esse período, 

ocorresse incorporação da timidina radioativa em seus DNAs. Antes que as células iniciassem 

a fase seguinte de divisão celular (ou mitose), o processo era interrompido através do 

tratamento das células e precipitação dos seus DNAs com TCA 5% gelado. A solubilização 

destes era feita pela adição de NaOH 0,5 N. Os materiais solubilizados eram absorvidos por 

papéis de filtro que, após lavagens com etanol e acetona, eram secos a 45°C e colocados em 

frascos contendo líquido de cintilação. A radioatividade impregnada nesses papéis de filtro era 

contada em um contador de radiações beta (Hewlett Packard). 

⇒ Pré-incubação de peptídeos com FGF-1 ou FGF-2: Os peptídeos que possuem 

seqüências derivadas do domínio III do receptor FGFR-1 β (peptídeos XVIII e XIX) foram pré-

incubados com FGF-1 humano recombinante (2 ng/mL) ou FGF-2 humano recombinante (2 

ng/mL) a 37°C por 15 min, antes da adição das misturas à cultura de fibroblastos carenciados 

em sub-confluência (tempo 0 h do ensaio, Esquema 6) segundo o protocolo descrito por 

Oyama e colaboradores (1999).  

 
Esquema 6: Protocolo de determinação da atividade mitogênica dos 

peptídeos em cultura de células.  

FCS
1 %

-48 h 0 h   12 h    24 h

Estímulo com
peptídeos e
controles

Adição de
timdina

Contagem da
radioatividade

 
-48 h - Carenciamento de células sub-confluentes em meio 

contendo 1% FCS. 
   0 h - Troca de meio de cultura por outro contendo insulina 5 

µg/mL. Adição de peptídeos diluídos em PBS contendo 1 
mg/mL BSA em diferentes concentrações, e de controles: 
PBS (negativo), FCS 10% (positivo; 100% R). 

 12 h - Adição de timidina triciada. 
 24 h - Precipitação do DNA das células e contagem da 

radioatividade incorporada nele. 
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As determinações em cada experimento foram realizadas em duplicata e os controles 

utilizados nesses ensaios foram os seguintes: 

⇒ PBS - para quantificar a incorporação de timidina triciada no DNA dos fibroblastos na 

ausência de fator de crescimento. A contagem de radioatividade (cpm PBS ou 0%R) obtida 

pela adição de PBS à cultura de células foi subtraída de todos os outros pontos. 

⇒ FCS 10% - A contagem de radioatividade (cpm) obtida com a adição de FCS 10% à cultura 

de células (cpm FCS10%) foi subtraída daquela obtida com PBS. Esta diferença reflete a 

capacidade máxima de indução de iniciação da síntese de DNA nos fibroblastos (cpm FCS 

10% - cpm PBS ou 100% R).  

⇒ FGF-1 (1 a 5 ng/mL) - foi usado como controle da capacidade das células de serem 

induzidas à síntese de DNA e, ao mesmo tempo, como controle da potência do FGF-1 sobre as 

mesmas. 

⇒ HEP 10 µµg/mL - usada para determinação de sua capacidade de potenciar a atividade 

mitogênica dos peptídeos pela adição simultânea destes à cultura de fibroblastos. 

⇒ HEP + FGF-1 - foi usado como controle de sua capacidade de potenciar a atividade 

mitogênica do FGF-1. 

A resposta mitogênica (% R) de uma dada amostra (no nosso caso, diferentes 

concentrações de peptídeo sintético) foi calculada da seguinte forma: 

 
% R = (cpm peptídeo – cpm PBS) x 100 

          (cpm FCS 10% - cpm PBS) 

 

Os dados de atividade mitogênica foram obtidos através da repetição dos ensaios com 

o mesmo grupo de peptídeos e com os controles acima mencionados por um número 

expressivo de vêzes (3 - 10). Os resultados obtidos nessas repetições dos ensaios foram 

analisados separadamente, sem cálculos estatísticos do grau de dispersão de cada ponto. A 

análise do conjunto de experimentos forneceu uma tendência de comportamento de um 

determinado peptídeo quanto à sua atividade quando adicionado à cultura de fibroblastos. O 

comportamento exibido pelo peptídeo foi representado graficamente, tomando-se apenas um 

experimento representativo do conjunto de testes e que reproduz a tendência observada. A 

análise estatística não foi realizada devido à alta variabilidade observada neste tipo de ensaio 

biológico. Este procedimento é normalmente adotado pela maioria dos pesquisadores que 

realizam determinações das atividades mitogênicas dos diversos fatores de crescimento e de 

peptídeos sintéticos a eles relacionados (Baird et al., 1988; Ornitz et al., 1996; Ray et al., 

1997).  
 
3.7.2. Marcação dos hFGF-1 e hFGF-2 com 125I 

Os FGF-1 e FGF-2 humanos recombinantes foram iodinados pelo método da 

cloramina-T descrito por Kan e colaboradores (1991). 

Sumarizando, 25µg da proteína foram iodinados com Na125I (10 mCi, atividade 

específica >350 mCi/mL, Amersham, Arlington Heights, IL), em tampão fosfato (TF 25 mM, pH 

7,0 e 30 µL de cloramina-T (4 mg/ml em TF 250 mM, pH 7,0) à temperatura ambiente durante 



Sumika Kiyota Peptídeos Sintéticos derivados do hFGF-1 (Sitio2) Materiais e Métodos 

 33

90 s com agitação. A reação foi interrompida pela adição de 250 µL de DTT 25 mM em TF 25 

mM, pH 7,0. O 125I incorporado pela molécula de FGF-1 foi quantificado por precipitação desta 

proteína marcada com TCA 50% gelado. Para remover o 125I livre, a mistura de reação foi 

aplicada em uma coluna de HEP-Sepharose CL-6B (200 µL de volume de resina). Após 

lavagem com 10 mL de solução de 0,5 M de NaCl em TF 25 mM, pH 7,0, o FGF marcado foi 

eluído com 2 x 1,0 mL de NaCl 2M em TF 25 mM, pH 7,0.  

A dose sub-saturante da proteína marcada com 125I foi determinada em fibroblastos de 

camundongos A-31 sub-confluentes, que foram cultivadas em placas contendo 24 poços. As 

células de cada poço foram lavadas por duas vezes com PBS gelado e por uma vez com 

tampão de ligação (HEPES 25mM acrescido de BSA 1 mg/ml em DMEM, pH 7,0). Estas foram 

incubadas a 4°C por 10 min. Em seguida, em 250 µL da mesma solução tampão colocados em 

cada poço, foram adicionadas diferentes quantidades da proteína marcada (125I-FGF-1 ou 125I-

FGF-1) e uma quantidade fixa contendo um grande excesso de proteína não marcada (FGF-1 

frio, 2 µg/mL ou FGF-2 frio, 2 µg/mL). As placas foram então incubadas a 4°C por 2,5 h com 

agitação ocasional. Após este período de incubação, as células foram lavadas por duas vezes 

com PBS e uma vez com o tampão de ligação. Em seguida, as mesmas foram suspensas com 

400 µL de Triton X-100 1% e transferidas para tubos onde foram feitas as medidas de 

radioatividade. A radioatividade foi medida em um contador de radiações gama (Beckman). 

 
3.7.3. Ensaio de ligação entre o peptídeo e o receptor celular 

Este ensaio foi feito conforme o protocolo acima descrito (Kan et al., 1991), 

empregando-se os fibroblastos de camundongos, clone A-31, também sub-confluentes. Estes 

foram tratados com concentrações variáveis de peptídeos sintéticos e uma dose sub-saturante 

da proteína marcada com Na125I.  

 
3.7.4. Incorporação de bromo deoxiuridina (BrdU) em células tratadas com peptídeos 

sintéticos  

Este método possibilita a visualização da entrada das células para a fase S do seu 

ciclo celular, por imunofluorescência indireta, quando as mesmas são estimuladas por 

mitógenos. O mesmo permite a quantificação exata da atividade desses mitógenos. Estes 

ensaios foram feitos utilizando-se o protocolo elaborado pela Dra. Claudimara Lotfi (Armelin et 

al., 1996) que se segue: Fibroblastos de camundongos pertencentes ao clone A-31 foram 

plaqueados em lamínulas circulares contidas em uma placa de Petri (P60) de forma a obter 

cerca de 15000 células/lamínula/40 µL de DMEM contendo 10% de FCS. As células foram 

deixadas em repouso por 15 min à temperatura ambiente para que aderissem. Em seguida, 

foram acrescentados 5 ml de DMEM contendo 10% FCS em cada placa e estas foram 

incubadas a 37°C em atmosfera com CO2 5% até que atingissem a semi-confluência. As 

lamínulas contendo as células aderidas e semi-confluentes foram lavadas com PBS e com 

DMEM, sendo as lamínulas então transferidas para outras placas a fim de garantir que todo o 

soro fosse removido. As células foram carenciadas em estufa com atmosfera de 5% CO2 por 48 

h em DMEM contendo 1% FCS. Após o carenciamento, as células foram novamente lavadas e 

o meio foi trocado por 1 mL de DMEM contendo insulina (5 µg/ml). As diferentes amostras de 
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peptídeos (200 µg/ml) e os controles (PBS, FGF-1 2,5 ng/ml e FCS 10%) foram então 

adicionados. Após 12 h do ínicio deste tratamento, foram adicionados 10 µL de uma solução 10 

mM de BrdU (Sigma, concentração final 100 nM) e as células foram incubadas por mais 12 h. 

O BrDU é um análogo da timidina que é seletivamente incorporado no DNA durante a fase de 

síntese. A incorporação deste pelo DNA dos fibroblastos aderidos às lamínulas foi quantificada 

após o procedimento de imuno-reação abaixo descrito: 

1. lavagem das lamínulas com PBS (1x) e adição de MeOH gelado por 10 min. 

2. lavagem com PBS (3x) e reidratação por 15 min. 

3. adição de 2 mL de HCl 1,5 M em cada poço e incubação por 30 min com agitação branda. 

4. lavagem com PBSA (PBS isento de Ca2+ ou Mg2+) (3x). 

5. cada lamínula é invertida sobre uma superfície esticada de parafilme contendo 40 µL de 

anticorpo anti-BrdU (Sigma, 1:50 em PBSA) e deixadas à temperatura ambiente por 30 min. 

6. retorno das lamínulas às placas contendo PBSA e lavagem com o mesmo tampão (3x). 

7. novamente, inversão de cada lamínula sobre uma superfície esticada de parafilme contendo 

40 µL do segundo anticorpo conjugado com isotiocianato de fluoresceína (IgG-FITC, Fab 

specific, Sigma; 1:50) e repouso no escuro à temperatura ambiente por mais 30 min. 

8. repetição dos procedimentos anteriores de lavagem com PBSA e inversão das lamínulas 

sôbre 40-50 µL de DAPI 5 µg/ml e reação por 20min.  

9. lavagem final com PBSA (3x) e montagem das lamínulas sobre lâminas contendo uma gota 

de óleo mineral (Nujol) para serem analisadas em um microscópio de fluorescência (Nikon 

Fluophot, filtros de excitação: IF 420-490 para IgG-FITC e UV 330-380 para DAPI). As 

lâminas foram mantidas no escuro, em geladeira, até o momento da análise. 

 
3.7.5. Ensaio de ligação do peptídeo sintético à heparina: Cromatografia de afinidade em 

coluna de heparina-Sepharose CL-6B  

Soluções dos peptídeos purificados (1mg/mL) foram aplicadas em uma coluna 

preenchida com heparina-Sepharose (Pharmacia LKB Biotech. AB, Upsala, Sweden; 1,0 mL de 

volume de resina inchada) equilibrada previamente com uma solução 0,1 M de NaCl em 

tampão fosfato de sódio 10 mM, pH 7,2. O fluxo empregado de aproximadamente 0,5 mL/min 

foi mantido com o auxílio de uma bomba peristáltica (Pharmacia LKB). Os peptídeos foram 

eluídos através de um gradiente linear formado por 5 mL de NaCl 0,1 M em TF 10 mM, pH 7,2 

e 5 mL de NaCl1 M/TF 10 mM de mesmo pH. Foram coletadas frações de 1 mL e estas foram 

analisadas por RP-HPLC, utilizando-se colunas analíticas, nas condições experimentais 

previamente determinadas para cada peptídeo conforme descrito no item 3.5. desta seção. 

Paralelamente, com o auxílio de um refratômetro, foram feitas medidas do índice de refração 

das frações que continham o peptídeo (Shing et al., 1984). 

A correlação entre concentração de NaCl que eluía o peptídeo da resina e o índice de 

refração observado para cada fração do eluído foi determinada através de uma curva padrão. 

Essa curva foi construída medindo-se os índices de refração das frações (1,0 mL) eluídas da 

coluna de HEP-Sepharose onde foi passado o mesmo gradiente de NaCl (0,1-1,0 M/TF 10 mM, 

pH-7,2), num fluxo de 0,5 ml/min sem a aplicação de solução de peptídeo. A variação da 

concentração de NaCl no gradiente aplicado na coluna foi de 0,09 M/min.mL.  
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A solução de tampão fosfato de sódio utilizada neste experimento era constituída por 

10 mM de NaH2PO4 e o seu pH foi acertado para 7,2 com uma solução de NaOH 0,5N. 

Os dados assim obtidos foram tratados matematicamente pelo programa Origin vs.3.5 

e forneceram uma curva padrão com valores de desvio padrão que foram utilizados para os 

cálculos da concentração de NaCl que elui o petídeo da coluna. 

 
3.8. ANÁLISE ESTRUTURAL DE PEPTÍDEOS EM SOLUÇÃO ATRAVÉS DE MÉTODOS 

ESPECTROSCÓPICOS 
 

3.8.1. Espectroscopia de fluorescência  

Os peptídeos foram dissolvidos em água bidestilada e deionizada (coluna Milli-Q; 

Millipore) de modo a resultar em uma solução de aproximadamente 10-8 M. Seus espectros de 

absorção foram obtidos em um espectrofotômetro Hitachi - U2000 na região do UV/Vis (200-

400 nm) acoplado a um microcomputador Asa 386. A emissão de fluorescência do estado 

estacionário (steady state fluorescence emission) do resíduo de triptofano presente em suas 

estruturas foi medida em um espectrofluorímetro SPEX DM 3000 F, empregando-se aberturas 

de fendas de 0,8 mm e 1,0 mm (para entrada da luz excitante) e de 2,5 mm e 2,5 mm (para 

saída da luz emitida). 

 
3.8.2. Dicroísmo circular  

Alíquotas das soluções-estoque dos peptídeos (0,1 M em solução tampão fosfato 5 

mM, pH 6,4) foram diluídas com solução TF 5 mM até a concentração final de 0.01M e os seus 

espectros de dicroísmo circular foram registrados em função: a) da concentração de peptídeo, 

b) do pH, c) da temperatura, d) da presença de concentrações variáveis de co-solventes 

(MeOH e TFE) e de soluções de SDS. A faixa de comprimento de onda varrida foi de 190 a 260 

nm. As curvas são expressas em elipticidade molar média por resíduo de aminoácido [θ]λx10-3  

(deg.cm2.dmol-1). As medidas de dicroísmo circular dos peptídeos foram feitas em um 

espectropolarímetro Jasco J-715 acoplado a um computador e uma unidade de controle de 

temperatura do tipo Peltier, no laboratório do Dr. Alberto Spisni, Universidade de Parma, 

Parma, Itália. 

 
3.8.3. Ressonância magnética nuclear protônica (1H-RMN) 

 

Peptídeo Ac-WFVGLKKNGSSKRGPRT-NH2 (I)  

Inicialmente, 4 mg de peptídeo foram dissolvidos em H2O, pH 5,2. A solução obtida foi 

submetida a um campo magnético de 300 MHz e seus espectros foram registrados em 

diferentes temperaturas (25°C, 20°C,15°C e 5°C), utilizando-se duas seqüências de pulsos 

diferentes de RMN. Experimentos semelhantes foram feitos empregando-se também um 

campo magnético de 500 MHz. Em seguida, foram obtidos novos espectros em soluções 

aquosas de peptídeo acrescidas de 150 mM de KCl e 50mM de KH2PO4, pH 6,0 a 25°C. 

Finalmente, outros 4 mg de peptídeo I foram dissolvidos em 500 µL de H20 contendo 10% D2O 

(aproximadamente 4 mM). Massa de KCl necessários para uma concentração de 150 mM foi 

adicionada a esta solução de e o pH foi acertado para 5,2. Essa amostra foi submetida à 
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análise por: 1) espectroscopia unidimensional (1-D 1H-RMN); 2) espectroscopia bidimensional 

(2-D 1H-RMN): NOESY, TOCSY, COSY, ROESY e DQF-COSY.  

Os espectros de RMN do peptídeo I foram obtidos em espectrômetros de ressonância 

Bruker de 300 e 500 MHz no laboratório do Dr. Brian D. Sykes, Universidade de Alberta, 

Edmonton, Canadá. 

 

Peptídeos Ac-SKKHAEKNWF-NH2 (III), c(1-5) [Ac-CKKHCEKNWF-NH2] (IV) e 

 Ac-NTTDEKENVLH-NH2 (XVIII) 

Os peptídeos foram dissolvidos em uma mistura de solução tampão fosfato, pH 6.0 em 

CD3OH, 1:1, v/v para dar uma concentração final de 4 mM. Essas soluções foram submetidas 

aos experimentos bidimensionais do tipo DQF-COSY, clean-TOCSY (mixing times  15 e 80 ms), 

ROESY (mixing time 300 ms) e NOESY (mixing time 200 ms) e registrados através de técnicas 

padrões. Esses experimentos de 1H-NMR foram feitos a 25°C em espectrômetros Bruker AMX 

and DMX que possuem freqüências de operação de 1H de 400,13 MHz e 499,87 MHz, 

respectivamente.  

 
Determinação das estruturas de III, IV e XVIII 

As estruturas tridimensionais destes peptídeos foram determinadas em uma estação 

de trabalho Silicon Graphics Indigo empregando-se os algoritmos de distance geometry e de 

minimização da DISCOVER. O campo de força empregado foi o cvff (constant valence force 

field ) (MSI, San Diego, CA) com imposição das restrições de distâncias de ligações e ângulos 

diedros φ derivadas dos experimentos de RMN. A qualidade das estruturas finais foi verificada 

com base nos valores mínimos de violações das distâncias NOE<0.3 Å), assim como das 

violações dos ângulos diedros φ (< 5 graus).  

As análises dos peptídeos III, IV e XVIII por RMN e a determinação de suas estruturas 

foram também realizadas no laboratório do Dr. Alberto Spisni, Universidade de Parma, Parma, 

Itália. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

Como já citado no item Proposição, uma vez que o segmento NWFVGL era comum 

aos peptídeos mitogênicos sintetizados anteriormente no laboratório Oyama et al., 1996) e que 

o GLKKN estava contido no peptídeo inativo Ac-GLKKNGSSKRGPRT-NH2, decidimos: 

a)  ressintetizar, purificar, caracterizar química e biologicamente e realizar uma análise 

estrutural parcial do melhor agonista peptídico encontrado até então, o Ac-

WFVGLKKNGSSKRGPRT-NH2 (I); 

b)  desenhar, obter e testar novos peptídeos lineares relacionados às seqüências 

imediatamente adjacentes ao segmento WFV na região 2 da proteína (Figura 7); 

c)  desenhar, obter e testar análogos de conformação restrita destes novos peptídeos lineares: 

peptídeos cíclicos derivados dos FGFs com atividades agonistas ao destas proteínas nunca 

foram sido descritos. 

Assim, foram desenhados os três grupos de compostos a serem estudados (Tabela 

1): 

Grupo 1: constituído por II a IX que correspondem a fragmentos da proteína nativa e que, sob o 

ponto de vista teórico, poderiam assumir conformações semelhantes àquelas assumidas por 

eles quando ainda na proteína. 

Grupo 2: constituído por X a XV que constituem um grupo de análogos do peptídeo I. O 

peptídeo X apresenta deleção de um resíduo de lisina em sua estrutura, enquanto os outros 

(XI-XV) apresentam modificações estruturais, tais como substituição do segmento KKNGS por 

uma prolina e/ou deleção GPRT e ciclização via ligação dissulfeto. Estes peptídeos foram 

desenhados com a finalidade de: 1) determinar os requisitos estruturais para a atividade 

mitogênica do peptídeo I; 2) encontrar análogos mais ativos ou ainda com efeito antagônico ou 

inibitório do FGF-1 humano.  

Grupo 3: constituído pelos peptídeos VIII, IX, XVI e XVII que foram desenhados com base nos 

dados experimentais obtidos com os peptídeos citados acima, sendo: 1) VIII e IX, análogos de 

IV que contém uma ligação lactama mais estável do que a ponte dissulfeto existente; 2) XVI e 

XVII, análogos do peptídeo I que apresentam mutação das lisinas 112 e 113 por alanina. Tais 

peptídeos poderiam fornecer informações adicionais valiosas sobre os determinantes 

estruturais de atividade mitogênica nos peptídeos derivados dessa região da proteína ou ainda 

se comportarem como agonistas mais potentes ou estáveis da mesma. 

 

 
          100                                       110                                   120                        132 
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Figura 7: Seqüência primária da região 2 do FGF-1 segundo Jaye et al., 1986. 
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4.1. ESTUDO CONFORMACIONAL DO PEPTÍDEO Ac-WFVGLKKNGSSKRGPRT-NH2 (I) 
 

4.1.1. Análise conformacional teórica 

Simulações das propriedades dinâmicas do peptídeo Ac-WFVGLKKNGSSKRGPRT-

NH2 por modelagem molecular foram feitas no sentido de tentar explicar a baixa atividade 

mitogênica exibida pelo mesmo em comparação com a do hFGF-1. A Figura 8 mostra as 

estruturas que representam as famílias de conformações adotadas pelo peptídeo na simulação 

de Dinâmica Molecular em alta temperatura por 100 ps a 800K . Essa figura mostra que o 

peptídeo linear apresentou um comportamento randômico, não exibindo preferência por 

nenhuma conformacão definada estável. Estes resultados sugeriram que a baixa atividade 

mitogênica exibida pelo peptídeo poderia estar relacionada com a sua alta flexibilidade 

conformacional em solução.  

 

 

Figura 8: Estruturas representantes das familias de conformações teóricas 
assumidas pelo peptídeo Ac-WFVGLKKNGSSKRGPRT-NH2 e 
obtidas em simulações de Dinâmica Molecular a 800K  por 100 ps  
seguidas de resfriamento e minimização. 

 

 
4.1.2. Análise conformacional em solução 

Para comprovarmos experimentalmente esse comportamento randômico, este 

peptídeo foi submetido a uma análise conformacional por 1H-RMN no laboratório do Dr. Brian 

Sykes, University of Alberta, Canadá.  

Como descrito em Materiais e Métodos, vários espectros de 1H-RMN foram obtidos em 

diferentes condições experimentais. Em H2O pura em diferentes temperaturas (5, 15, 20 e 

25°C): os espectros eram bem resolvidos, mas indicativos de pouca estruturação. Foram 

observadas algumas variações dos deslocamentos químicos dos prótons NH e diminuição da 

velocidade de troca destes prótons em função da temperatura. Também foi observada a 

presença de pequenos picos em 8,6 ppm a 25°C que tiveram as suas intensidades 

aumentadas quando a temperatura foi diminuída. Em 10% D20/H20 contendo 150 mM de KCl e 

50 mM de KH2PO4 em pH 6,0: neste caso, ocorreu grande mudança no espectro obtido. Estas 

poderiam sugerir uma mudança conformacional do peptídeo ou ainda agregação, já que o 
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peptídeo se mostrou menos solúvel nestas condições. Tais resultados preliminares 

demandavam novos espectros. Entretanto, em uma das etapas de mudanças das condições 

experimentais (de pH da solução e na dessalinização do peptídeo), este foi acidentalmente 

degradado. Enviamos, então, outros 4 mg de peptídeo purificado a serem analisados. 

Espectros unidimensionais e bidimensionais em 300 e 500 MHz foram então obtidos. 

A Figura 9 mostra parte do espectro unidimensional do peptídeo, onde se observa apenas os 

picos dos prótons dos anéis aromáticos e os amídicos. O espectro de DQCOSY da Figura 10 

mostra os picos e a sua atribuição para todos os prótons amídicos dos resíduos de 

aminoácidos contidos no peptídeo, com exceção daquele do Asn8. Este só foi detectado 

quando houve expansão do espectro na região de menor campo (3,7-4,8 ppm) e no sentido 

vertical dos picos (Figura 11). Nestas figuras, não se observa pico correspondente à Pro15, pois 

quando ligada a mesma não possui próton amídico. Por outro lado, pode-se observar a 

presença dos picos A, B e C que poderiam ser atribuídos a possíveis impurezas do peptídeo 

(mesmo que apresentasse pureza superior a 95%), a prováveis conformações adotadas por ele 

devido à isomerização cis-trans da ligação Gly-Pro ou ainda a presença de conformações 

variadas. 

Valores de deslocamentos químicos obtidos em espectros de RMN podem ser 

utilizados para a determinação de estrutura secundária de peptídeos e proteínas. Assim, os 

deslocamentos químicos dos prótons NH e CH do peptídeo I foram determinados (Figura 12) e 

comparados com aqueles tabelados para NH e CH de peptídeos e proteínas conhecidos em 

random coils (Wishart & Sykes, 1994) (Figura 13). Na Figura 13 estão mostrados dois gráficos. 

Um deles mostra as diferenças obtidas versus a seqüência peptídica (δobs-δrc x seqüência). 

As positivas correspondem a deslocamentos de campo baixo e a estruturas β, enquanto que as 

diferenças negativas correspondem a deslocamentos de campo alto e a estruturas α-

helicoidais. O outro gráfico apresentado na Figura 13 mostra os índices de deslocamento 

químicos que foram atribuídos aos resíduos de aminoácidos do peptídeo com base nos valores 

de deslocamentos químicos encontrados em tabelas descritas na literatura (Wishart et al., 

1992). O índice 1 corresponde a valores de deslocamentos químicos acima da faixa esperada 

nas tabelas; o índice zero corresponde a valores de deslocamentos químicos que estão dentro 

da faixa das tabelas e, finalmente, o índice -1 corresponde a deslocamentos químicos  inferiores 

aos valores mínimos da faixa das tabelas). Grupos de quatro ou mais prótons com índices 

iguais a -1 indicam prótons alfa em estruturas helicoidais; três ou mais prótons com índices 

iguais a +1 indicam possíveis estruturas β. Todas as outras regiões são designadas como coils. 

Ambos os gráficos indicaram, portanto, que quando em solução aquosa o peptídeo I assume 

um comportamento estrutural bastante aleatório (random coil) (Wishart et al., 1995). Estes 

estudos e a interpretação dos resultados obtidos foram feitos no laboratório do Dr. Sykes, 

tendo sido bastante úteis para comprovar a grande flexibilidade do peptídeo analisado em 

solução aquosa salina (a mesma empregada para os testes de atividade mitogênica).  
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Figura 9: Região 6-9 ppm do espectro unidimensional (1D-!H-RMN) do peptídeo I. 
 Condições experimentais:~4 mM de peptídeo em 10%D2O/H2O contendo 150 mM de KCl, pH 5,2, 

300MHz.  

 

Figura 10: Região 3,7-4,6 ppm do espectro bidimensional (2D 1H-RMN- DQCOSY) do peptídeo I. 
 Condições experimentais: ~4 mM do peptídeo em 10% D2O/H2O contendo 150 mM de KCl, pH 5,2; 

500MHz  . 
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Figura 11: Região 3,7-4,8 ppm do espectro bidimensional (2D 1H-RMN -DQCOSY) do peptídeo I expandida 
 Condições experimentais: ~4 mM do peptídeo em 10% D2O/H2O contendo 150 mM de KCl, pH 5,2; 

500MHz. 

 
Figura 12: Espectro bidimensional expandido de DQCOSY peptídeo I. 
 Condições experimentais:~4 mM do peptídeo em 10% D2O/H2O contendo 150 mM de KCl, pH 5,2; 

500MHz (2D 1H-RMN -DQCOSY) . 
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Figura 13: Análise dos resultados mostrados nas Figuras 9-12. 

 A = Tabela dos valores de deslocamentos químicos (ppm) dos prótons NH e CH de cada um dos resíduos de 
aminoácidos contidos no peptídeo I obtidos dos espectros 2D-1H-RMN, em comparação com os 
deslocamentos químicos encontrados para prótons CH presentes nos aminoácidos de proteínas em 
conformação aleatória (rc = random coil). B = Gráfico da diferença de deslocamento químico entre CH e CHrc 
de cada um dos resíduos de aminoácidos presentes no peptídeo I. C = Gráfico dos índices de deslocamento 
químico calculados a partir da tabela de Wishart (1992). 

Aminoácido NH CH CH rc CH - CHrc IDQ
W Trp 1 8,07 4,51 4,66 -0,15 -1
F Phe 2 7,72 4,46 4,63 -0,17 -1
V Val 3 7,83 3,90 4,12 -0,22 0
G Gly 4 8,03 3,88 3,96 -0,08 -1
L Leu 5 7,93 4,29 4,32 -0,03 1
K Lys 6 8,32 4,38 4,33 0,05 0

A K Lys 7 8,83 4,33 4,33 0,00 0

N Asn 8 8,47 4,71 4,74 -0,03 0
G Gly 9 8,39 4,02 3,96 0,06 0
S Ser 10 8,25 4,50 4,47 0,03 0
S Ser 11 8,37 4,47 4,47 0,00 0
K Lys 12 8,32 4,27 4,33 -0,06 0
R Arg 13 8,29 4,28 4,35 -0,07 0
G Gly 14 8,26 4,10 3,96 0,14 1
R Arg 16 8,55 4,38 4,35 0,03 0
T Thr 17 8,04 4,31 4,35 -0,04 0

B

C
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4.2. DESENHO E MODELAGEM MOLECULAR 
 
4.2.1. Peptídeos derivados da região 2 do hFGF-1 

Como descrito na seção de Materiais e Métodos, o desenho de novos peptídeos se 

baseou na estrutura tridimensional do FGF-1 (Figura 4; pág.9), em nossos conhecimentos 

sobre a química e propriedades estruturais de peptídeos, no conhecimento prévio de que a 

Região 2 era importante para a ligação/especificidade dos FGFs aos FGFRs, em diversos 

dados da literatura e naqueles obtidos com o peptídeo I. 

A observação da seqüência 106NWFVGLKK112 na estrutura tridimensional do FGF-1  

nos revelou que as cadeias laterais dos resíduos K100, K101, E104, K105, N106, W107 e F108 

que formam uma alça dupla, estavam mais expostas ao solvente (Figura 14). Por outro lado, 

os resíduos imediatamente posteriores à F108 encontravam-se mais enterrados na molécula, 

estando as suas cadeias laterais pouco acessíveis ao solvente. Continuando ao longo da 

seqüência em direção à extremidade C-terminal, já em uma face da molécula distinta de onde 

se encontra a alça dupla citada acima e onde começa o suposto sítio de ligação à heparina, as 

cadeias laterais das lisinas K112 e K113 também mostravam-se mais expostas.  

 
 

 

Figura 14: Alça que corresponde ao loop 3 na estrutura do FGF-1 proposta por Murzin et al. 1992. 

 

  As seqüências primárias dos peptídeos propostos incluem alguns destes resíduos de 

aminoácidos cujas cadeias laterais mostraram estar acessíveis ao solvente uma vez que estes 

poderiam se consistir em possíveis epitopos de ligação dos FGFs aos receptores celulares. 

  Os peptídeos foram concebidos com os seus grupos N- e C-terminais acetilados e 

amidados, respectivamente, de modo a se evitar qualquer influência de cargas sobre a 

conformação.  A amidação visava também a proteção dos peptídeos de eventual degradação 

por carboxipetidases durante os ensaios biológicos. 

 



Sumika Kiyota Peptídeos Sintéticos derivados do hFGF-1 (Sítio 2) Resultados e Discussão 
 
 

 44

As possibilidades de deleções e/ou substituições de resíduos de aminoácidos foram 

também estudadas com vistas a determinar a importância destes na expressão de 

determinados resíduos na atividade mitogênica ou na capacidade de inibição da atividade 

mitogênica da proteína íntegra. 

Na molécula do hFGF-1, o segmento 112KKNGS116  constitui o final de um grupo ou  

hairpin localizado em uma face distinta e relativamente afastada daquela que compreende os 

resíduos 106-112 cujas cadeias laterais mostraram estar expostas ao solvente. Por essa razão, 

resolvemos pela substituição deste segmento por um resíduo de prolina que possui um 

tamanho compatível com o seu encaixe na região de β-turn da estrutura original. Esta 

substituição foi feita com o intuito de diminuir o tamanho do anel de cada peptídeo cíclico. 

O segmento 120GPRT123 constitui uma alça (loop) que se inicia a partir dos resíduos de 

G120 e P121. Este par constitui-se em um código de loop que parece ter apenas a função 

estrutural de conectar as duas fitas β antiparalelas que constituem o sítio 2 do FGF-1. Por esta 

razão, em alguns dos peptídeos desenhados, este segmento foi subtraído para que levasse 

assim a uma diminuição do tamanho das seqüências adjacentes aos ciclos.  

É importante salientar que durante todo esse processo, o objetivo primordial foi o de 

“reproduzir conformacionalmente segmentos da região 2 no FGF-1”. Pelo fato de tratar-se de 

análogos, os peptídeos desenhados não tem exatamente a mesma seqüência primária do 

FGF-1.  

Também foram feitas medidas da distância entre os Cα de alguns pares de resíduos 

de aminoácidos do segmento N106-T123 que correspondente ao peptídeo I na estrutura 

cristalográfica da proteína íntegra. A Tabela 5 mostra que os pares de resíduos G110-C117, 

G110-T123, L111-S116, V109-S116, V109-T123 apresentaram distâncias entre os respectivos 

Cα de aproximadamente 6,5 Å, que é próxima à distância média entre os Cα de uma cistina. 

Estes pares poderiam ser substituídos por duas cisteínas que seriam oxidados para a formação 

de uma cistina de modo a obedecer o distanciamento entre os outros resíduos adjacentes a 

eles observado na proteína. Foram selecionados para substituição apenas os pares que 

incluíam a G110 ou a L111 porque na estrutura tridimensional (Figura 4, pág. 9) da proteína 

estes resíduos se encontravam numa área menos exposta ao solvente e, portanto, 

possivelmente menos envolvida na interação com os FGFRs celulares.  

Uma lista numerosa de peptídeos foi assim gerada. A maioria deles foi submetida aos 

cálculos de mecânica e dinâmica moleculares em alta temperatura (HTMD). Os resultados 

obtidos possibilitaram uma comparação dos confôrmeros em termos de energia e de estrutura 

entre si e com aquelas exibidas pelo segmento correspondente no FGF-1. Estes estão  

apresentados nas tabelas e discutidos a seguir. 

Em geral, peptídeos contendo ciclos com mais de nove resíduos mostraram uma 

liberdade conformacional próxima àquela demonstrada pelos peptídeos lineares 

correspondentes. A mesma tendência foi observada quando, ao invés de ciclização via 

formação de ligação dissulfeto, foram introduzidas substituições de resíduos que 

possibilitassem a ciclização via lactama (dados não mostrados). 
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Tabela 5: Distâncias entre os Cαα dos resíduos de 
aminoácidos do loop 121-138 do FGF-1 humano. 
 

Resíduos de aminoácidos  Distâncias entre os Cα (A) 
N106 - S116 16,5  
N106 - G120   8,0 
N106 - P121   8,5 
N106 - T123   8,5 
G110 - C117 6,0 
G110 - G120 8,0 
G110 - P121 11,0 
G110 -T123 6,5 
L111 - S116 4,5 
L111 - G120 11,0 
L111 - P121 13,0 
L111 - T123 9,0 
V109 - S116 8,0 
V109 - G120 7,0 
V109 - P121 10,5 
V109 - T123 7,0 

 

O estudo da dinâmica molecular do peptídeo Ac-HAEKNWF-NH2 em alta temperatura 

(800 K) durante 100 ps nos levaram à identificação de quatro conformações que possuíam 

energias significativamente mais baixas que as demais (Tabela 6). 

 
Tabela 6: Valores de RMS e de energia correspondentes às 
conformações teóricas adotadas pelo peptídeo Ac-HAEKNWF-NH2. 

 

Conformação RMS (Å) E (kcal/mol) 
1 1,78 +9,12 
2 2,85 -2,98 
3 2,24 1,70 
4 1,93 -3,42 

 

Essas conformações apresentaram dobramentos semelhantes àquele do segmento 

correspondente no hFGF-1, tendo sido o RMS médio resultante da comparação entre os 

respectivos esqueletos de 2,20 Å (Figura 15). A conservação estrutural observada pareceu 

estar relacionada com a conservação do cluster formado pelas cadeias laterais de H102, W107 

e F108. Além disso, essas conformações mostraram possuir estabilidades também 

comparáveis entre si e após minimização com a da conformação equivalente àquela do 

segmento correspondente no hFGF-1. 

Estes resultados nos levaram a concluir que o peptídeo Ac-HAEKNWF-NH2 não 

necessitaria de qualquer restrição conformacional.  

Uma variação na seqüência do peptídeo acima foi feita pela extensão da mesma no 

sentido N-terminal de forma que se incluísse todos os resíduos expostos da alça. Isto nos levou 

à proposição do peptídeo Ac-SKKHAEKNWF-NH2. A análise teórica de suas propriedades 

dinâmicas revelaram que o peptídeo assumia conformações intermediárias entre duas famílias 

principais de conformações (Figura 16). 

Neste segmento e nas adjacências, as cadeias laterais de dois resíduos de 

aminoácidos, a S99 e a A103, encontravam-se em uma posição particularmente favorável à 

ciclização no que diz respeito a orientação das mesmas em direções convenientes para tal e 

distância entre os respectivos Cαs de 5,63 Å.  

Essa distância era muito próxima daquela medida em cisteínas envolvidas em ligação
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dissulfeto (6,5 Å) e, portanto, muito apropriada para a proposição de seu análogo cíclico: o c(1-

5)[Ac-CKKHCEKNWF-NH2]. Neste, a S99 e a A103 foram substituídas por duas cisteínas para 

que as mesmas formassem uma ligação dissulfeto intramolecular através da oxidação dos seus 

grupos sulfidrila.  

 

 

Figura 15: Conformações teóricas do peptídeo Ac-HAEKNWF-NH2. 

 

 
Figura 16: Comparação entre as conformações teóricas do 

peptídeo Ac-SKKHAEKNWF-NH2 

 

Os cálculos teóricos das propriedades dinâmicas do peptídeo c(1-5)[Ac-

CKKHCEKNWF-NH2] mostraram que este era menos flexível que o seu análogo linear, o Ac-

SKKHAEKNWF-NH2, exibindo pouca variabilidade de confôrmeros dentro do seu espaço 

conformacional. De fato, como se pode ver na Figura 17, as quatro principais famílias de 

conformações foram muito semelhantes entre si estruturalmente (RMS<2,00 Å) e em termos de 

energia. Além disso, as conformações assumidas por este peptídeo durante as simulações 

foram também bastante semelhantes àquela adotada pelo fragmento correspondente na 

proteína íntegra.  
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Além da menor flexibilidade observada em relação ao análogo linear, os resultados de 

modelagem molecular mostrados a seguir obtidos para os fragmentos SKKHA e CKKHC foram 

outros indicativos de que o peptídeo c(1-5)[Ac-CKKHCEKNWF-NH2] poderia ter a mesma 

tendência em permanecer no mesmo enovelamento que o trecho 99-108 no FGF-1 humano.  

 

 

Figura 17: Conformações teóricas adotadas pelo peptídeo c(1-5)[Ac-CKKHCEKNWF-NH2]. 

 

A Figura 18 mostra a estrutura que representa a média de conformações obtidas na 

simulação dos movimentos moleculares espontâneos de Ac-SKKHA-NH2 se comparada com a 

do fragmento correspondente no FGF-1, pode-se dizer que este segmento é bastante rígido e 

adota uma conformação muito semelhante àquela adotada pelo mesmo na proteína. 
 
 

 

Figura 18: Conformação teórica média do peptídeo Ac-SKKHA-NH2 (VI). 

 

A modelagem molecular feita somente no segmento CKKHC confirmou a rigidez desta 

seqüência. O RMS resultante da comparação entre as conformações obtidas pela simulação e 

sem qualquer refinamento de energia foi de 2,00 Å. 

A Figura 19 mostra que a média das conformações assumidas pelo peptídeo c(1-
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5)[Ac-CKKHC-NH2] (VII) durante a simulação foi muito semelhante àquela adotada pelo 

fragmento correspondente na molécula do FGF-1. 

 

 
Figura 19: Comparação entre as conformações teóricas 

do peptídeo c(1-5)[Ac-CKKHC-NH2 (VII)]. 

 

O peptídeo c(3-7)[Ac-WFCGLPCKRGPRT-NH2] apresentou conformações muito 

variáveis sem qualquer preferência por uma conformação definida e estável. Os valores de 

RMS resultantes da comparação entre as coordenadas espaciais das estruturas coletadas e as 

coordenadas do segmento correspondente no FGF-1 foram superiores a 5,0 Å. Concluímos, 

portanto, que a ciclização não restringiria suficientemente a conformação deste peptídeo, 

possivelmente, devido a uma desproporção entre o tamanho do ciclo e o número de resíduos 

não envolvidos nele. 

Assim como o peptídeo acima, o peptídeo  c(4-6)[Ac-WFVCLPCKRGPRT-NH2] 

apresentou uma grande flexibilidade causada pela total ineficácia de um pequeno ciclo para a 

restrição de sua conformação. Neste caso, foi possível concluir pelos dados da Tabela 7 que 

somente o anel se manteve rígido. Os altos valores de RMS observados seriam, portanto, 

devidos aos movimentos espontâneos dos segmentos adjacentes ao ciclo. 

 
Tabela 7: Energia das amostras de conformações teóricas 
adotadas pelo peptídeo c(4-6)[Ac-WFVCLPCKRGPRT-NH2] 

 

Conformação 
Energia Total 

(kcal/mol) 

RMS das conformações  
coletadas comparadas  

com a do FGF-1 (Å) 
1 181,65 5,0 
2 193,15 4,6 
3 199,22 5,2 
4 191,74 4,6 
5 194,68 6,4 
6 192,36 6,4 
7 201,33 6,1 
8 194,40 6,4 
9 196,61 5,8 
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No caso do peptídeo c(4-13)[Ac-WFVCLPSKRGPRC-NH2], as conformações 

coletadas durante a simulação e após o refinamento de suas estruturas puderam ser 

agrupadas em uma única família de conformações estáveis,. Entretanto, essa família não 

apresentou semelhança conformacional significativa com segmento correspondente no hFGF-

1. Como mostra a Tabela 8 o valor de RMS resultante da comparação entre as conformações 

adotadas pelo peptídeo e a do segmento correspondente na proteína foi de 3,8 Å. A ponte 

dissulfeto pareceu ser eficiente para a manutenção das extremidades do peptídeo 

relativamente próximas uma da outra.  

 
Tabela 8: Energia das amostras de conformações teóricas 
adotadas pelo peptídeo c(4-13)[Ac-WFVCLPSKRGPRC-NH2] 

 

Conformação 
Energia Total  

(kcal/mol) 

RMS das conformações  
coletadas comparadas  

com a do FGF-1 (Å) 
1 202,86 2,4 
2 211,14 4,8 
3 209,44 4,8 
4 211,89 3,9 
5 211,44 3,7 
6 211,14 2,7 
7 201,62 4,6 
8 215,36 3,4 

 

O ciclo do peptídeo c(3-7)[Ac-WFCGLPCKR-NH2] mostrou ser bastante estável 

durante a HTMD, mantendo-se praticamente imóvel. As pequenas variações observadas entre 

as conformações coletadas foram, portanto, atribuídas a pequenos movimentos das cadeias 

laterais dos resíduos não envolvidos no ciclo (Tabela 9). O valor de RMS global calculado 

através da comparação entre as conformações coletadas/refinadas e a do segmento 

correspondente na estrutura do FGF-1 foi de 2,8 Å. Observada individualmente, a conformação 

7 deste peptídeo exibiu uma estrutura que pode ser considerada idêntica àquela no FGF-1. 

Pode-se dizer também que a conformação 3 era muito parecida com tal estrutura, 

apresentando uma pequena variação na orientação das cadeias laterais dos resíduos de 

aminoácidos presentes na extremidade C-terminal. As outras conformações coletadas 

mostraram-se muito parecidas entre si, diferindo da estrutura do FGF-1 apenas na posição das 

cadeias laterais dos resíduos de aminoácidos presentes nas extremidades N- e C- terminais. 

 
Tabela 9: Energia das amostras de conformações teóricas 
adotadas pelo peptídeo c(3-7)[Ac-WFCGLPCKR-NH2] 

 

Conformação 
Energia Total 

(kcal/mol ) 

RMS das conformações  
coletadas comparadas  

com FGF-1 (Å) 
1 175,51 2,5 
2 169,18 2,9 
3 164,12 3,0 
4 169,09 2,7 
5 163,88 2,6 
6 164,83 2,2 
7 169,58 4,3 
8 161,41 2,5 
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As duas principais famílias de conformações do peptídeo c(3-13)[Ac-

WFCGLPSKRGPRC-NH2] representadas por 6 e 7 na Tabela 10 apresentaram RMS ~2,6 Å e 

por 1, 2 e 5 com RMS ~4,00 Å). Essas conformações continham os seguintes elementos 

estruturais similares às do segmento correspondente no FGF-1: a) presença de dois 

fragmentos principais quase paralelos ligados por uma prolina; b) forte tendência à formação 

de dobra β (β-turn) causada pela seqüência dos resíduos conservados Gly e Pro.  
 

Tabela 10: Energia das amostras de conformações teóricas 
adotadas pelo peptídeo c(1-13)[Ac-WFCGLPSKRGPRC-NH2] 

 

Conformação 
Energia Total 

(kcal/mol) 

RMS das conformações  
coletadas comparadas  

 com FGF-1 (Å) 
1 198,95 4,3 
2 203,15 3,5 
3 207,07 3,5 
4 192,93 3,5 
5 195,20 3,2 
6 201,93 2,6 
7 201,22 2,6 
8 191,05 3,9 
9 198,58 3,6 

10 198,52 3,8 

 

O peptídeo c(4-7)[Ac-WFVCLPCKR-NH2] contém um ciclo pequeno formado por 

apenas quatro resíduos e se mostrou suficientemente rígido durante a simulação por HTMD. 

Uma grande variação de RMS foi observada em apenas duas conformações (5 e 9), o que foi 

atribuída a uma alta mobilidade das extremidades (Tabela 11). As outras conformações 

apresentaram uma variação muito pequena e exibiram uma tendência em adotar uma 

conformação semelhante àquela exibida pela estrutura pelo segmento correspondente na 

proteína. 

 
Tabela 11: Energia das amostras de conformações teóricas 
adotadas pelo peptídeo c(4-7)[Ac-WFVCLPCKR-NH2] 

 

Conformação 
Energia Total 

(kcal/mol) 

RMS das conformações  
coletadas comparadas  

com FGF-1(Å) 
1 179,65 4,5 
2 187,98 4,6 
3 182,26 2,8 
4 181,31 2,3 
5 199,77 7,3 
6 185,41 3,3 
7 188,85 6,0 
8 176,77 3,9 
9 185,36 6,9 

10 186,40 4,8 

 

Já o peptídeo Ac-WFVGLPSKR-NH2 apresentou, durante a simulação por HTMD, 

uma tendência natural ao enovelamento, acomodando-se em uma família de conformações 

estáveis (Tabela 12). Entretanto, nenhum dos representantes dessa família exibiu as 

características da dobra β desejada. As conformações observadas formaram uma alça bem 

definida em torno dos resíduos Val-Gly-Leu, sendo esta bem mais acentuada e diferente da 
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dobra vizinha à prolina. 

 
Tabela 12: Energia das amostras de conformações teóricas 
adotadas pelo peptídeo Ac-WFVGLPSKR-NH2 

 

Conformação 
Energia Total 

 (kcal/mol) 

RMS das conformações  
coletadas comparadas  

com FGF-1(Å) 
1 e 2 170,73 2,1 

3 162,60 3,8 
4 170,84 2,3 
5 161,09 4,1 
6 170,70 2,9 

7 e 8 162,60 3,3 
9 e 10 158,23 3,4 

 

O peptídeo linear Ac-WFVGLPSKRGPRT-NH2 apresentou um comportamento 

conformacional teórico similar ao do peptídeo Ac-WFVGLPSKR-NH2, tendo, entretanto, 

demonstrado uma flexibilidade maior de suas extremidades. As conformações resultantes dos 

cálculos teóricos afastam-se ainda mais da estrutura da molécula de FGF-1 (Tabela 13.) 
 

Tabela 13: Energia das amostras de conformações teóricas 
adotadas pelo peptídeo Ac-WFVGLPSKRGPRT-NH2 

 

Conformação 
Energia Total  

(kcal/mol) 

RMS das conformações  
coletadas comparadas  

com a do FGF-1(Å) 
1 194,09 5,2 
2 208,05 6,6 
3 199,16 4,5 
4 195,05 5,2 
5 191,59 3,2 
6 216,56 6,6 
7 191,44 6,0 
8 189,56 5,5 

 

Alguns peptídeos foram desenhados apenas com base nos resultados experimentais 

obtidos em nosso laboratório com os outros peptídeos derivados do sítio 2 do hFGF-1, não 

tendo por isto sido submetidos aos cálculos teóricos de dinâmica molecular. 

 

O peptídeo c(1-5)[Ac-DKKHDbuEKNWF-NH2] constitui-se em um análogo do 

peptídeo c(1-5)[Ac-CKKHCEKNWF-NH2] mitogênico. O mesmo incluía uma ciclização via a 

formação de ligação lactama entre as cadeias laterais dos ácidos aspártico e diaminobutírico 

(Dbu), os quais foram escolhidos com o objetivo de manter entre os carbonos alfas a mesma 

distância encontrada entre os carbonos alfas das cisteínas no peptídeo mitogênico. Este 

peptídeo seria um análogo quimicamente mais estável do que o peptídeo c(1-5)[Ac-

CKKHCEKNWF-NH2] e provavelmente poderia apresentar  uma preferência conformacional 

similar a deste último. 
 

Os peptídeos Ac-WFVGLKANGSSKRGPRT-NH2 e Ac-WFVGLAKNGSSKRGPRT-

NH2 foram desenhados como análogos que possibilitassem esclarecer a contribuição estrutural 

efetiva do resíduo de lisina (K6) para a atividade mitogênica e ligação aos receptores celulares
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encontradas para os peptídeos Ac-WFVGLKKNGSSKRGPRT-NH2 e Ac-WFVGLK-

NGSSKRGPRT-NH2. 
 
4.2.2. Peptídeos derivados do DIII do receptor FGFR-1ββ 

Como descrito anteriormente, Ac-NTTDKENEVLH-NH2 e Ac-SLAGNSIGLSH-NH2 

possuem seqüências homólogas às do domínio DIII do FGFR-1 β e foram desenhados com 

base no ajuste teórico das moléculas de hFGF-1 e de HEP junto ao modelo do receptor FGFR-

1β descrito por Oyama e colaboradores (1997). A análise das orientações relativas das 

moléculas assim ajustadas mostrou que os “loops” DE e FG localizados no domínio DIII do 

FGFR-1 β poderiam se ligar ao sítio 2 da molécula do FGF-1. Assim, os peptídeos das mesmas 

regiões do receptor poderiam atuar como inibidores da ação do hFGF-1. 
 

 
4.3. SÍNTESE, CICLIZAÇÃO, PURIFICAÇÃO E CARACTERIZAÇÃO QUÍMICA DE 

PEPTÍDEOS 
 
4.3.1. Resultados e Discussão 

De maneira geral, o processo de elongamento dos peptídeos sobre o suporte 

polimérico utilizado foi razoavelmente simples. A Tabela 14 mostra os ganhos de massa e os 

valores percentuais da recuperação dos peptídeos brutos a partir da clivagem da resina MBHA 

e simultânea desproteção total. 

As reações de ciclização via formação de ligação lactama, que ocorreram previamente 

a este passo, também foram realizados sem grandes dificuldades. Isto se deve unicamente às 

seqüências dos peptídeos e tamanhos dos peptídeos com os quais trabalhamos.  

Já as reações de oxidação dos grupos sulfidrilas das cisteínas para formação dos 

pontos dissulfeto e obtenção dos peptídeos ciclizados nem sempre foram rápidas, simples e 

eficientes. Tivemos que empregar metodologias complementares e alternativas. 

A Tabela 14 descreve os dados de caracterização química dos compostos obtidos, 

enquanto que a Tabela 15 sumariza as condições experimentais empregadas para sua 

avaliação por RP-HPLC analítica. 

Alguns detalhes da síntese, ciclização e purificação de alguns dos peptídeos 

sintetizados são descritos a seguir, acompanhadas das Figuras 20 a 34, que mostram os perfis 

cromatográficos de RP-HPLC obtidos. 

Na maioria dos casos, as purificações foram trabalhosas e demoradas. Graças à 

metodologia por nós empregada que lança mão de dois sistemas de solventes, cortes manuais 

e um monitoramento minucioso conseguimos separar os peptídeos desejados de 

contaminantes de comportamento cromatográfico extremamente similar. Tal sucesso nem 

sempre é conseguido em laboratórios de síntese de peptídeos. Muitos dos contaminantes 

presentes nos materiais brutos foram caracterizados, tendo sido evidenciado por análise de 

seus hidrolisados e por espectrometria de massa que eles consistiam em produtos de deleção.  

 A ocorrência de deleções pareceu ser sintomática para peptídeos desta região do 

hFGF-1. 
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Tabela 14: Síntese, purificação e caracterização química dos peptídeos estudados 
 

DADOS DE CARACTERIZAÇÃO QUÍMICA 
DADOS DE SÍNTESE E PURIFICAÇÃO 

RP-HPLC Espectrometria  
de massas 

Análise de 
aminoácidos 

Peptídeo 

 

Ganho 
de 

massa 
(mg) 

Recuperação 
da 

clivagem 
(%) 

Recuperação 
da 

purificação 
(mg/%) 

TR; 
Concentração  

de ACN  
para eluição 

(min); [%] 

Pureza 
em TFA 

 
(%) 

MALDI-TOF MS 
ou ESI -MS 

(m/z) 
obs.(calcd.) 

Composição  
 Molar  

 
obs.(esperado) 

I 1269,0 51,4 22,3/11,2 8,62 [29,17]  99,0 1959,2 (1960,3) 

Asp/Asn: 1,07 (1,0); 
Thr: 0,99 (1,0); Ser: 1,91 (2,0);  
Gly: 3,44 (3,0); Val: 0,60 (1,0);  
Leu: 1,0 (1,0); Phe: 0,64(1,0);  
Lys: 2,91 (3,0); Arg: 2,34 (2,0);  
Pro: 1,03 (1,0).  

II 282,0 70,1 23,1 11,34[24,80]  93,0 973,02 (973,08) 

Asp/Asn: 059 (1,0);  
His: 1,07 (1,0); Ala: 1,14 (1,0);  
Glu: 1,27 (1,0); Lys: 0,93 (1,0);  
Trp: ND; Phe: 1,0 (1,0). 

III 340.8 53,4 53,0 13.63 [20,17]  96,0 1316,1 (1316,5) 

Asp/Asn: 0,40 (1,0);  
Ser: 0,59 (1,0); Lys: 2,5 (3,0); 
His: 0,85 (1,0); Glu: 0,97 (1,0); 
Trp: ND; Phe: 0,81 (1,0). 

IV 920.8 40,6 53,0 14,32 [20.59]  99,0 1363.0 (1362.8) 

Asp/Asn: 0,31 (1,0);  
Glu: 1,01 (1,0); Phe: 0,91 (1,0); 
Lys: 2,18 (3,0); His: 0,92 (1,0); 
Cistina: 0,67 (1,0). 

VI 210,8 32,4 */3,3 14,88 [19.95]  94,0 611,0 (611,8) Ser:0,71 (1,0); Ala: 0,91 (1,0); 
His: 0,83 (1,0); Lys: 1,55 (2,0). 

VII 435,9 54,3 1,6 7,31 [14,92]  93,0 657,2 (657,2) Cistina: 0,62 (1,0);  
Lys: 1,52 (2,0); His: 0,87 (1,0). 

VIII 360,8 47,2 ND * * **(1881,4) ND 

IX 1203,0 48,0 6,3 15,56 [30,56]  >95,0 1352,0 (1355,5) 
Asn/Asp: 1,17 (2,0);  
Glu: 1,03 (1,0); Phe: 1,00 (1,0); 
His: 0,86 (1,0); Lys: 2,55 (3,0). 

X ND ND 16,9/8,4 8,90 [29,34]  
9.29 [29.57]  

98,0 1831,1 (1814,1) 

Asp/Asn: 0,68 (1,0);  
Thr: 0,58 (1,0); Ser: 1,35 (2,0); 
Gly: 2,20 (3,0); Val: 0,37 (1,0); 
Leu: 1,0 (1,0); Phe: 0,38 (1,0); 
Lys: 1,30 (2,0); Arg: 1,50 (2,0); 
Pro: 0,51 (1,0). 

XI 343,4 54,9 35,0 10,27 [33,16]  92,0 1131,0 (1131,5) 

Ser: 0,92 (1,0); Gly:1,02 (1,0); 
Leu: 1,00 (1,0); Phe: 1,00 (1,0);  
Lys: 1,03 (1,0); Arg: 1,05 (1,0); 
Pro: 0,98 (1,0); Val: 0,99 (1,0) 

XII 145,3  53,6 1,0 12,2 [55.98]* 50,0*  1191,0 (1190,5) ND 

XIII 377,2 50,0 21,7 10,97 [30.58]  >95,0 1148,0 (1148,6) 

Pro: 1,08 (1,0);  
cistina: 0,99 (1,0);  
Gly: 0,91 (1,0); Leu: 1,09 (1,0); 
Phe: 0,88 (1,0); Arg: 0,91 (1,0); 
Lys: 1,13 (1,0). 

XIV 618,1  56,3 29,8 11,73 [31,0]  97,0 1543,0 (1542,9) 

Thr: 0,64 (1,0); Ser: 0,77 (1,0); 
Pro: 1,44 (2,0); Gly:1,51 (2,0); 
Val: 0,81 (1,0); Leu: 0,75 (1,0); 
Phe: 0,69 (1,0); Lys: 0,77 (1,0); 
Arg: 1,61 (2,0) 

XV 531,6 50,0 6,4 17.56 [34.53]  >95,0 1546,7 (1546,1) 

Ser: 0,65 (1,0); Pro: 1,77 (2,0); 
cistina: 0,53 (1,0);  
Gly: 1,84 (2,0); Leu: 1,0 (1,0); 
Phe: 0,81 (1,0); Arg: 1,86 (2,0); 
Lys: 0,91 (1,0). 

XVI 665,0 52,3 53,9 10,84 [30,50]  >99,0 1903,2 (1901,2) 

Asp/Asn: 0,70 (1,0);  
Thr: 0,66 (1,0); Ser: 2,00 (2,0); 
Gly: 2,24 (3,0); Val: 0,56 (1,0); 
Leu: 0,52 (1,0); Phe: 0,47 (1,0); 
Lys: 1,45 (2,0); Arg: 2,03 (2,0); 
Pro: 0,40 (1,0). 

XVII 720,0 57,1 52,08 10,80 [30,48]  96,0 1902,9 (1901,2) 

Asp/Asn: 0,66 (1,0);  
Thr: 0,58 (1,0); Ser: 2,00 (2,0); 
Gly: 2,30 (3,0); Val: 0,49 (1,0); 
Leu: 1,00 (1,0); Phe: 0,46 (1,0); 
Lys: 1,42 (2,0); Arg: 1,62 (2,0); 
Pro: 0,40 (1,0). 

XVIII 315,9  57,6 34,5 8,33 [16.99]  91,0 1339,0 (1340,6) 

Asp/Asn: 2,72 (3,0);  
Thr: 1,88 (2,0); Glu: 2,06 (2,0); 
Val: 0,99 (1,00);  
Leu: 1,00 (1,0); His: 1,01 (1,0); 
Lys: 1,03 (1,0) 

XIX 212,9  53,5 61,7 7,14 [16,28]  84,0 1097,0 (1096,5) 

Asp/Asn: 0,88 (1,0);  
Leu: 1,8 (2,0); Ile: 0,73 (1,0); 
Ala: 1,0 (1,0): Gly: 1,61 (2,0); 
Ser: 2,20 (3,0). 

(*) separação parcial dos componentes – (**)2 componentes – TR = tempo de retenção – ND = não determinado. 
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A Tabela 15 descreve as condições de análise empregadas para a avaliação dos 

peptídeos purificados obtidos. 

 
Tabela 15: Condições experimentais de RP-HPLC analítica dos peptídeos purificados.  
 

Peptídeo Solvente A Solvente B Gradiente 
Tempo de 
retenção 

(min) 

Grau de 
pureza  
(%/TFA) 

I 0,1% TFA 60%ACN/ 0,09% TFA 40 → 60%B em 20 min 8,62 99,4 

II 0,1% TFA 60%ACN/ 0,09% TFA 30 → 60%B em 30 min 11,34  92,8 

III 0,1% TFA 60%ACN/ 0,09% TFA 20 → 40%B em 20 min 10,38  91,8 
1IV 100% TEAP 60%ACN/ TEAP 20 → 40%B em 20 min 10,11  86,0 
2IV 100% TEAP 60%ACN/ TEAP 25 → 45%B em 20 min 11,63  92,5 

V 100%TEAP 60%ACN/ TEAP 20 → 40%B em 20 min 10.46  89,0 

VI 0,1% TFA 40%ACN/ 0,09% TFA 35 → 55%B em 20 min 14,88  93,7 

VII 0,1% TFA 40%ACN/ 0,09% TFA 30 → 60%B em 30 min 7,31  92,8 

VIII 0,1% TFA 60%ACN/ 0,09% TFA  5 → 95%B em 30 min * * 

IX 100% TEAP 60%ACN/ 0,09% TEAP 15 → 35 %B em 20 min  14.14 >95 

X 0,1% TFA 60%ACN/ 0,09% TFA 40 → 60%B em 20 min 8,90 98,4 

XI 0,1% TFA 60%ACN/ 0,09% TFA 45 → 65%B em 30 min 10,27  92,1 

XII 0,1% TFA 90%ACN/ 0,09% TFA 50 → 70 %B em 20 min 5,92+6.30 ~50* 

XIII 100% TEAP 60%ACN/ TEAP 25 → 65 %B em 30 min 18,13 >95 

XIV 0,1% TFA 60%ACN/ 0,09% TFA 40 → 60%B em 20 min 11,73 96,5 

XV 0,1% TFA 60%ACN/ 0,09% TFA 40 → 60 %B em 20 min 17,56  > 95 

XVI 0,1% TFA 60%ACN/ 0,09% TFA 40 → 60 %B em 20 min 10,84  >95 

XVII 0,1% TFA 60%ACN/ 0,09% TFA 40 → 60 %B em 20 min 10,80  > 95 

XVIII 0,1% TFA 60%ACN/ 0,09% TFA 20 → 40%B em 20 min 8,33  91,2 

XIX 0,1% TFA 60%ACN/ 0,09% TFA 20 → 40%B em 20 min 7,14  84,2 

1- Peptídeo IV isolado da mistura com o peptídeo V; 2- peptídeo IV ressintetizado e ciclizado; *- peptídeo parcialmente purificado; 
**comprimento de onda: 220 nm e o fluxo: 1 mL/min ( para análise) e10 mL/min (para as purificações). 

 

• Ac-WFVGLKKNGSSKRGPRT-NH2 (I) e Ac-WFVGLKNGSSKRGPRT-NH2 (X) 

O peptídeo I, utilizado por nós como referência por ser mitogênico, foi sintetizado. O perfis 

cromatográficos do material bruto está mostrado na Figura 20.A. Como é possível observar, 

existem dois produtos majoritários. Estes foram, portanto, purificados nas seguintes condições 

experimentais: coluna Vydac C18, fluxo:10 mL/min, λ: 210 nm, gradiente: 0,33% de solvente 

B/min em dois sistemas de solventes: 1) constituído por solvente A: 100% TEAP/H20, solvente 

B: 60% ACN/TEAP, gradiente: 25 a 55% de solvente B em 90 min; 2) constituído por solvente 

A: 0,1% TFA/H20, solvente B: 60% ACN/0,09% TFA em H2O, gradientes: 30 a 60% de solvente 

B em 60 min (peptídeo I) e 45 a 65% de solvente B em 40 min (peptídeo de tR=9,87 min).  

As Figuras 20.B e 20.C mostram os perfis cromatográficos dos purificados quando estes 

foram analisados em sistema que utiliza TFA. 

Os dados de caracterização evidenciaram que o purificado de tR=8,62 min correspondia 

ao Ac-WFVGLKNGSSKRGPRT-NH2 (peptídeo X, Tabela 1, pág. xiii), ou seja, este era um 

análogo do peptídeo I que apresentava deleção de uma das três lisinas presentes em I.  
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Tempo (min) 
 
Figura 20: Perfis de RP-HPLC dos peptídeos I e X. 
 A = material bruto; B = peptídeo I purificado; C = peptídeo IV purificado. 
 Condições experimentais: coluna: Vydac C-18; solvente A: H20/0,1% TFA; solvente B: 60% 

ACN/0,09% TFA em H2O; gradiente linear: 40-60% de B em 20 min (1% B/min); fluxo: 1ml/min; λλ: 
210 nm. {Abs] = Absorbância. 

 

Em virtude do grande número de ensaios de atividade mitogênica utilizando-se este 

peptídeo como referência, foi necessário posteriormente preparar novos lotes destes 

compostos. A Figura 21 mostra o perfil cromatográfico do material bruto (Figura 21.C) e dos 

purificados (Figura 21.B e 21.c).  

 

 

• Ac-HAEKNWF-NH2 (II) e Ac-SKKHAEKNWF-NH2 (III) 

Os peptídeos II e III foram sintetizados seqüencialmente. III foi elongado a partir de 

652 mg da peptidil-resina II obtida. 290mg foram acetilados para posterior clivagem com HF e 

obtenção de II e 387 mg foram utilizados para elongamento e obtenção de III. Os perfis 

cromatográficos dos materiais brutos e purificados de II estão mostrados nas Figura 22. A 

Figura 23 mostra os perfis cromatográficos dos materiais brutos e purificados de III. A 

purificação destes dois peptídeos foi feita nas seguintes condições experimentais: coluna 

Vydac C18, solvente A: 0,1% TFA/H2O, solvente B: 60% ACN/0,09% TFA em H2O, fluxo: 10 

mL/min, λ: 210 nm, gradiente: 25 a 55% de solvente B em 90 min. 

[Abs]210 nm 
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Tempo (min) 

 
Figura 21: Perfis de RP-HPLC dos peptídeos I e X. 
  A = material bruto; B = peptídeo I purificado; C = peptídeo X purificado. 
 Condições experimentais: coluna: Vydac C-18; solvente A: H20/0,1% TFA/H2O; solvente B: 60% 

ACN/0,09% TFA; gradientes lineares: 5-95% de B em 30 min para A, 40-60% de B em 20 min para B 
e C; fluxo: 1ml/min. (Abs = absorbância) 

 
 
 
 

Tempo (min) 

 
Figura 22: Perfis de RP-HPLC do peptídeo II. 
 A = material bruto; B = peptídeo purificado. 
 Condições experimentais: coluna: Vydac C-18; solvente A: H20/0,1% TFA; solvente B: 60% 

ACN/0,09% TFA em H2O; gradientes lineares: 5-95% de B em 30 min para A, 30-60% de B em 30 
min para B; fluxo: 1ml/min. (Abs = absorbância) 

 

[Abs]210 nm 

[Abs]210 nm  
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                  Tempo (min) 

 
Figura 23: Perfis de RP-HPLC do peptídeo III purificado. A = em TFA; B = em TEAP. 

Condições experimentais: coluna: Vydac C-18; fluxo: 1ml/min; λλ: 210 nm; solvente A: TEAP e 
solvente B: 60% ACN/TEAP e gradiente linear: 20-40% de B em 20 min (A); solvente A: H20/0,1% 
TFA EM H2O; solvente B: 60% ACN/0,09% TFA e gradiente linear: 25-45% de B em 20 min (B).  

 

 

• Ciclo(1-5) [Ac-CKKHCEKNWF-NH2] (IV), ciclo(1-5) [Ac-CKKHCEKWF-NH2] (V) e ciclo(1-
5) [Ac-CKKHC-NH2] (VII) 

Os peptídeos IV e VII brutos não ficaram retidos na coluna Vydac C-18 quando se 

utilizou solvente B constituído de 60% ACN/0,09% TFA em H2O para o monitoramento por RP-

HPLC das reações de ciclização. Por isto, testamos novos solventes B de concentrações de 

ACN menores. Para a análise do peptídeo VII, pudemos concluir que eram necessárias as 

seguintes condições: coluna C18; solvente A - 0,1 % TFA/H2O; solvente B - 40% 

ACN/H2O/0,09%TFA em H2O ; gradiente -5%B a 95%B em 30 min e fluxo 1mL/min. Nas 

mesmas condições, a análise do peptídeo IV somente foi possível quando utilizada uma coluna 

Vydac C-4.  

Tentamos concentrar as soluções de ciclização destes peptídeos em coluna de resina 

aniônica Bio-Rex70, 200- 400 mesh, equilibrada em pH 5,0. A seletividade da resina pelos 

peptídeos foi monitorada pela análise do eluente e do eluído por RP-HPLC. Quando 

submetidos à eletroforese em papel, os eluídos migraram para o polo negativo, podendo ser 

revelados por reação com ninidrina ou com o reagente de Pauly: os resultados confirmaram as 

cargas positivas de IV e V, neste pH. Além disso, a revelação com ninidrina indicou a presença 

de grupo NH2 livre nos materiais analisados, confirmando a presença de Lys, visto que os N-

terminais eram acetilados. Por outro lado, a revelação com o reagente de Pauly, específico 

para His, indicou a presença de His. Em resumo, os eluídos continham os peptídeos 

desejadosem solução concentrada. 

Assim, determinamos as condições ideais para a análise e purificação destes 

compostos por RP-HPLC:  

[Abs]210 nm  
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Peptídeo IV:  

RP-HPLC analítica: coluna: Vydac C-18 (0,46 cm x 25,0 cm, 5 µ, 300 Å); solvente A: 0,1 % 

TFA/ H2O; solvente B: 40%ACN/ 0,09%TFA em H2O; gradiente linear: 30-60% B em 30 min; 

fluxo: 1mL/min; λ: 210 nm. Os tempos de retenção foram: 10,89 min (suposto linear); 13,57 min 

(suposto monômero oxidado).  
RP-HPLC preparativa: coluna Vydac C-18 (2,2cm x 25,0 cm, 5µ, 300 Å); solvente A: 0,1% TFA/ 

H2O; solvente B: 40%ACN/0,09%TFA em H2O; gradiente linear: 20-50% B em 60 min; fluxo: 

10mL/min; λ: 220 nm. 
Peptídeo VII:  

RP-HPLC analítica: coluna Vydac C-4, (0,45cm x 25,0 cm, 5 µ, 300 Å); solvente A: 0,1% TFA/ 

H2O; solvente B: 60% ACN/0,09%TFA em H2O; gradiente linear: 5-95% B em 30 min; fluxo: 

1mL/min, λ: 210 nm. Os tempos de retenção foram: 7,18 min (suposto linear); 17,16 min 

(suposto monômero oxidado).  

RP-HPLC preparativa: coluna Vydac C-4 (2,2 cm x 25,0 cm, 5µ, 300 Å);solvente A: 0,1% TFA/ 

H2O; solvente B: 60%ACN/0,09%TFA em H2O; gradiente linear: 5-50% B em 90 min; fluxo: 

10mL/min; λ: 220 nm.  

Os cromatogramas referentes ao acompanhamento das ciclizações por RP-HPLC, 

assim como o perfil do peptídeo IV purificado, podem ser vistos nas Figuras 24-27. É possível 

observar que, tanto a ciclização por oxidação pelo ar como por K3Fe(CN)6 não foram completas 

mesmo após 24 h. No final das reações, observou-se a presença de três produtos. Devido ao 

fato dos monômeros lineares nem sempre serem mais hidrofílicos do que os seus análogos 

cíclicos (Xue et al., 1996) tivemos dificuldade em prever qual seria o cíclico desejado, e, por 

isto, isolamos cada dos componentes presentes para posterior identificação por espectrometria 

de massas e análise de aminoácidos. Quando analisado com mais cuidado empregando-se o 

TEAP, pudemos perceber que o peptídeo desejado (Figura 25 C) continha um contaminante 

(Figuras 26 A). A separação entre o peptídeo IV e ele (Figura 26 B e C) seguida da 

caracterizaçãoquímica de ambos evidenciou que o contaminante era um análogo de IV que 

apresentava deleção do resíduo de asparagina (Peptídeo V).  

Em relação às metodologias de ciclização destes peptídeos por nós empregados, 

inicialmente havíamos optado pela oxidação pelo ar devido ao fato de que a mesma ocorre em 

condições muito suaves de reação, assemelhando-se a reações “in vivo”. Estas reações, 

entretanto, se processam muito lentamente: a ciclização do peptídeo VII, porexemplo, 

necessitou de 72 horas (Figura 28 B), enquanto que a do peptídeo IV demorou 96 horas 

(Figuras 24 e 25). Por esta razão, utilizamos K3Fe(CN)6 como reagente oxidante e, a oxidação 

das sulfidrilas dos resíduos de cisteína se deu em apenas duas horas. Também foi tentado 

para o peptídeo IV uma reação de oxidação a 37°C e a 50°C. Todos os meios reacionais 

foram, ao final das tentativas, juntados e rotaevaporados para obtenção de solução 

concentrada do material bruto (Esquema 7). Independentemente do método, tentamos garantir 

que a reação de oxidação seja intramolecular e náo intermolecular, utilizando-se solução de 

peptídeo bruto bastante diluída (0,2 a 0,3 mmoles de peptídeo). O grande volume da mesma 

geralmente dificulta o processo de rotaevaporação e/ou liofilização. A Figura 25 mostra os 



Sumika Kiyota Peptídeos Sintéticos derivados do hFGF-1 (Sítio 2) Resultados e Discussão 
 
 

 59

perfis de RP-HPLC do peptídeo VII antes e após purificação. 

Como pode ser visto na Tabela 14, os rendimentos finais na obtenção dos peptídeos 

IV, V e VII foram inferiores a 2%: várias foram as fontes de perdas às quais os produtos 

desejados foram expostos.  
 

ESQUEMA 7: Protocolo experimental da ciclização do peptídeo IV 
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pH ~ 8,0

10% HAc / H2O
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Peptídeo cíclico
 bruto

HF/anisol/DMS

pH 4

Peptidil-Resina
m=352,8 mg

K3Fe(CN)6  0,01M
2 h

100 mL 600 mL

pH~8

O2K3Fe(CN)6O2

Peptídeo
cíclico
 bruto

Peptídeo
cíclico
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* Temperatura Ambiente
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Tempo (min) 

 
Figura 24: Perfis de RP-HPLC do peptídeo IV bruto no início (A) e final da ciclização por de O2 do ar (B). 
 Condições experimentais: coluna: Vydac C-4; solvente A: 0,1% TFA; solvente B: 40% ACN/0,09% 

TFA em H2O; fluxo: 1ml/min; λλ: 220 nm; gradiente linear: 5-95% de B em 30 min.  
 (Abs = absorbância) 
 
 

 

 

Tempo (min) 

 
Figura 25: Perfis de RP-HPLC do peptídeo IV no início da ciclização (A), após 2 h de oxidação por K3Fe(CN)6 

(B), após purificação (C). 
 Condições experimentais: coluna: Vydac C-4; solvente A: 0,1% TFA; solvente B: 60% ACN/0,09% 

TFA em H2O; fluxo: 1ml/min; λλ: 220 nm; gradiente 5-95% de B em 30 min (solução de ciclização), 
25-45% de B em 30 min (purificado). (Abs = absorbância) 

 

[Abs]220 nm 

[Abs]220 nm 
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Tempo (min) 

 
Figura 26: Perfis de RP-HPLC dos peptídeos IV e V. 
 Condições experimentais: coluna: Vydac C-18, fluxo: 1ml/min; solvente A: TEAP, solvente B: 60% 

ACN/TEAP; gradiente: 20% a 40% de B em 20 min. A = peptídeo purificado em sistema TFA; B = 
peptídeo V repurificado segundo o Esquema 5 (sistema TEAP); C = peptídeo IV repurificado 
segundo o mesmo esquema. (Abs = absorbância) 

 

 

Tempo (min) 

 
Figura 27: Análise comparativa por RP-HPLC do peptídeo IV repurificado. 
 Condições experimentais: coluna: Vydac C-18, fluxo: 1ml/min; Peptídeo IV purificado: A) solvente 

A: 0,1% TFA, solvente B: 60% ACN/0,09% TFA em H2O; gradiente: 30% a 50% de B em 20 min. B) 
solvente A: TEAP, solvente B: 60% ACN/TEAP; gradiente: 25% a 45% de B em 20 min. . (Abs = 
absorbância) 

 

[Abs]210 nm 

[Abs]210 nm 
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Figura 28: Perfis de RP-HPLC do peptídeo VII. 
 A = bruto no início da ciclização; B = no final da ciclização em presença de K3Fe(CN)6 0,01 M; 

C = peptídeo purificado. 
 Condições experimentais: coluna: C-4 Vydac, fluxo: 1ml/min; λλ: 220 nm; solvente A: 0,01% TFA, 

solvente B: 60% ACN/0,09% TFA em H2O; gradiente: 5 - 95% de B em 30 min (A, B) e 30 - 60% de B 
em 30 min (C). (Abs = absorbância) 

 

• Ac-SKKHA-NH2 (VI) 

Alguns problemas foram encontrados durante a análise e purificação deste peptídeo, 

que se mostrou bastante hidrofílico. A análise do extrato bruto por RP-HPLC mostrou a 

presença de dois componentes, sendo o principal eluido muito prematuramente em diferentes 

condições experimentais. Durante a purificação foi obtida uma fração principal que não forma 

produto sólido após a liofilização e 3,06 mg do componente correspondente ao pico 

secundário. A análise da composição de aminoácidos deste último, entretanto, revelou ser a 

aquela do peptídeo desejado.  

 

• Ciclo(5-14)[Ac-SKKHEEKNWFVGLKK-NH2] (VIII)  

O Esquema 8 sumariza os passos executados para a ciclização da peptidil-resina 

correspondente ao peptídeo VIII. Devido à complexidade do peptídeo cíclico bruto evidenciada 

pelo cromatograma da Figura 29.A, tentamos isolar os componentes majoritários deste 

peptídeo por RP-HPLC empregando dois sistemas de solventes e as seguintes condições 

experimentais: coluna C-18 Vydac; fluxo: 10 mL/min; λ: 220 nm. Inicialmente, foi empregado o 

sistema 1 de solventes: solvente A: TEAP (pH~2,05); solvente B: 60% ACN/TEAP; gradiente 

linear 25-45% de B em 60 min, tendo sido obtidas três frações (1, 2 e 3). Em seguida, as 

mesmas foram dessalinizadas separadamente variando o sistema de solventes: solvente A: 

0,1% TFA; solvente B: 60 % ACN/0,09% TFA em H2O; gradiente linear: 30-70% de B em 80 

min) e liofilizadas. Quando se analisou novamente cada uma das frações por RP-HPLC, 

observou-se que as mesmas apresentavam ainda, um baixo grau de pureza. Mesmo assim, 

estas foram submetidas a análises de suas composições molares de aminoácidos e por

[Abs]210 nm 
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 espectrometria de massas (EM) com o intuito de se identificar qual delas continha o peptídeo 

desejado (PM 1881,4). Nestas frações foram identificados pelo menos cinco componentes. 

Dois deles com pesos moleculares de 1968,9 e 1838,8 foram detectados na fração 1. A fração 

2, continha um componente de massa molecular de 2065,1. O cíclico desejado foi encontrado 

na fração 3 e esta se constituía ainda de uma mistura de componentes (massas moleculares 

2066,1 e 1881,4) com tempos de retenção em RP-HPLC muito próximos. 

Para tentar obter material de melhor qualidade, tentamos aumentar a eficiência da 

reação de ciclização realizando-a a partir do restante da peptidil-resina (~100 mg) em alta 

temperatura (60°C). O solvente empregado desta vez foi a mistura 25% DMSO/tolueno, sendo 

o pH aparente mantido em ~9,0 até que o teste de ninidrina fosse negativo. O peptídeo cíclico 

bruto obtido após desproteção total, clivagem da resina e liofilização, foi analisado por RP-

HPLC. O cromatograma obtido mostrou que a eficiência da ciclização não foi significativamente 

superior em relação àquela realizada a 37°C (Figura 29.B).  

Estes resultados e dados obtidos por espectrometria de massas e análise da 

composição molar de aminoácidos de frações obtidas na tentativa de purificação destas 

misturas sugeriram que a formação de pequena quantidade do peptídeo desejado pode ter 

ocorrido devido: 1) à remoção incompleta do Fmoc das cadeias laterais de Glu5 ou Lys14; 2) ao 

impedimento estérico dos grupos funcionais para a formação da lactama, visto tratar-se de um 

peptídeo relativamente longo ligado a uma resina com grau muito elevado de substituição; 3) à 

desproteção incompleta das cadeias laterais dos resíduos do peptídeo por HF pode não ter 

sido total devido a impedimento estérico; 4) à ocorrência de deleção em alguns dos resíduos 

de Lys e/ou Asn. 

Os resultados das análises realizadas estão mostrados abaixo:  

Fração 1: não determinado  

Fração 2: Asp/Asn: 0,54 (1,0); Ser: 0,77 (1,0); Glu/Gln: 2,01 (2,0); Gly: 1,1 (1,0); Val: 0,99 

(1,0); Leu: 1,0 (1,0); Phe: 0,95 (1,0); His: 0,93 (1,0); Lys: 4,28 (5,0). 

Fração 3: Asp/Asn: 0,49 (1,0); Ser: 0,7 (1,0); Glu/Gln: 1,78 (2,0); Gly: 1,1 (1,0); Val: 0,92 (1,0); 

Leu: 1,0 (1,0); Phe: 0,91 (1,0); His: 0,87 (1,0); Lys: 3,67 (5,0). 

Fração 1: m/z observado = 1968,9 e 1838,8 (esperado: 1881,4) 

Fração 2: m/z observado = 2065,1 (esperado: 1881,4) 

Fração 3: m/z observados = 2066,1 e 1881,0 (esperado: 1881,4).  

 Estes dados indicaram que o peptídeo desejado VIII estava contido na fração 3. 

Entretanto, não fomos capazes de isolá-lo com qualidade superior a 60%. 
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ESQUEMA 8: Esquema da ciclização do peptídeo VIII 
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Tempo (min) 

 
Figura 29: Perfis de RP-HPLC do peptídeo VIII bruto obtido após ciclização a 37°°C (A) e após ciclização a 

60°°C (B). 
 Condições experimentais: coluna: Vydac C-18; fluxo: 1ml/min; solvente A: 0,1% TFA/H2O, solvente 

B: 60% ACN/0,09% TFA em H2O; gradiente: 5-95% de B em 30 min. 

 

 

• [ciclo(1-5)Ac-DKKHDbuEKNWF-NH2 ] (IX) 

Este peptídeo foi sintetizado, empregando-se uma resina MBHA com grau de 

substituição menor (0,42 mmoles/g) do que aquela utilizada para o peptídeo VIII (0,69-0,77 

mmoles/g). O objetivo era minimizar as interações intercadeias peptídicas durante a formação 

da ponte lactama entre os resíduos Asp1 e Dbu5 da peptidil-resina e talvez, melhorar a 

qualidade do peptídeo cíclico bruto .  
Os acoplamentos entre os aminoácidos foram feitos com o reagente acoplador DIC em 

presença de HOBT, empregando-se DCM, DMF ou mistura de DCM:DMF (em diferentes 

proporções) como solventes. Mesmo aumentando-se o tempo de reação, estes acoplamentos 

foram bastante difíceis de serem completados, havendo a necessidade de realizar pelo menos 

dois reacoplamentos para cada um dos resíduos. Nestes casos, o solvente utlizado foi o NMP.  

Conforme mostrado no Esquema 9, a massa total desta peptidil-resina obtida foi 

submetida à desproteção do Fmoc das cadeias laterais de Asp1 e Dbu5 com piperidina 

20%/DMF. Dois têrços da massa de peptidil-resina obtidos (cerca de 1,2 g) foram ciclizados 

com TBTU/DMF e em um pH aparente ao redor de 9,0 resultante da adição de algumas gôtas 

de DIPEA ao meio reacional. O restante da peptidil-resina, já parcialmente desprotegida, foi 

guardada para a obtenção do seu par linear correspondente. A formação da lactama ocorreu 

somente após três reações consecutivas de 90, 150 min e 24 h, quando o resultado do teste de 

ninidrina tornou-se negativo. Parte da peptidil-resina (0,7 g) foi então submetida à clivagem da 

MBHA e desproteção total. A análise por RP-HPLC do peptídeo bruto mostrou que o mesmo 

continha dois componentes majoritários com tempos de retenção muito próximos (Figura 30).

[Abs]210 nm 
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ESQUEMA 9: Representação esquemática da ciclização do peptídeo IX. 
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Purificamos por RP-HPLC, de acordo com o Esquema 5, os dois componentes empregando o 

Sistema 1 de solventes: A: TEAP e B: 60%ACN/TEAP; gradiente linear: 15-45% de B em 60 

min; fluxo: 10 mL/min e λ: 220 nm. Cada um desses componentes foi dessalinizado nas 

mesmas condições de gradiente no Sistema 2 de solventes (A: 0,1% TFA e B: 60% ACN/0,09% 

TFA em H2O) e utilizando o gradiente 30 a 40 % de B em 20 min. A Figura 30 B mostra o perfil 

cromatográfico do contaminante contido no peptídeo bruto que também foi purificado e 

caracterizado demonstrando ser um análogo que apresenta deleção de uma asparagina. As 

frações contendo o peptídeo desejado foram juntadas e liofilizadas, sendo obtidos 5,3 mg do 

mesmo com 97% de pureza (Figura 30.C).  

 

Tempo (min) 
 
Figura 30: Perfis de RP-HPLC do peptídeo IX bruto ciclizado (A) e purificado (B). (C) refere-se ao 

contaminante de tR = 15,34 min purificado.  
 Condições experimentais: coluna: Vydac C-18; fluxo: 1ml/min; solvente A: TEAP; solvente B: 60% 

ACN/TEAP; gradientes lineares: 5- 95% de B em 30 min (A); 15-35% de B em 20 min (B); 15-35% de 
B em 20 min (C). 

 

 

 

• Ac-WFVGLPSKR-NH2 (XI) 

Os resultados obtidos durante a síntese e caracterização deste peptídeo estão 

descritos na Tabela 14. Os perfis cromatográficos correspondentes aos peptídeos bruto e 

purificado estão mostrados na Figura 31. 

 

[Abs]220 nm 
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Tempo (min) 
 
Figura 31: Perfis de RP-HPLC do peptídeo XI bruto ciclizado (A) e purificado (B). 
 Condições experimentais: coluna: C-18 Vydac; fluxo: 1ml/min solvente A: TEAP, solvente B: 60% 

ACN/TEAP; gradientes lineares: 5-95% de B em 30 min (A); 45-65% de B em 30 min (B). 
(Abs = absorbância). 

 

 

• ciclo(4-7)[Ac-WFVCLPCKR-NH2] (XII), ciclo(5-7)[Ac-WFCGLPCKR-NH2] (XIII) e ciclo(4-
13)[Ac-WFCGLPSKRGPRC-NH2 (XV) 

Estes peptídeos foram sintetizados simultaneamente. Durante a oxidação do peptídeo 

XII na presença de K3Fe(CN)6 houve a formação de precipitado na mistura reacional (Esquema 

10). Terminada a reação, parte do precipitado formado foi solubilizado com 90%ACN/H2O e 

juntado à solução de peptídeo bruto. A mistura foi concentrada por rotaevaporação e liofilizada. 

Durante a liofilização, o material mostrou-se aderente ao frasco. Foi tentada a sua solubilização 

em diferentes solventes. A fração solúvel em 50% ACN foi analisada por RP-HPLC, tendo 

demonstrado conter vários componentes (Figura 32.A). A purificação foi realizada nas 

condições que se seguem: coluna Vydac C-18 2,2 cm x 25,0 cm, 5µ, 300 Å; solvente A: 0,1% 

TFA/ H2O; solvente B: 90%ACN/0,09%TFA em H2O; gradiente linear: 50-70%B em 60 min: 

fluxo: 10mL/min: λ: 210 nm. Uma análise por espectrometria indicou que a fração 1 continha o 

peptídeo desejado, apesar de impura (Figura 32.B).  

A análise de aminoácidos de seu hidrolisado apresentou os picos correspondentes aos 

aminoácidos esperados (Tabela 14). Mesmo após purificação, dois componentes com tempos 

de retenção muito próximos foram detectados por RP-HPLC (Figura 32.B). A análise por 

espectrometria de massas (MALDI-TOF) confirmou que um deles era o peptídeo cíclico 

desejado (Tabela 14).  
 

[Abs]220 nm 
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ESQUEMA 10 : Protocolo experimental para a ciclização dos peptídeos XII, XIII e XV. 
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Figura 32: Perfis de RP-HPLC do peptídeo XII bruto ciclizado (A) e após purificação (B). 
 Condições experimentais: coluna: C-18 Vydac; fluxo: 1ml/min; solvente A: 0,1% TFA/ H2O, 

solvente B: 90% ACN/0,09% TFA em H2O; gradientes lineares: 5-95% de B em 30 min (A); 50-70% 
de B em 20 min (B). (Abs = absorbância). 

 

O peptídeo XIII bruto teve suas sulfidrilas oxidadas pelo oxigênio do ar (Esquema 10). 

Por se tratar de uma oxidação mais branda e lenta, o tempo de reação foi de 120 horas. Por 

outro lado, não se observou a formação de nenhum precipitado no meio reacional, o que 

facilitou o monitoramento e a purificação do produto por RP-HPLC, nas seguintes condições 

experimentais: coluna Vydac C-18 preparativa (2,2 cm x 25,0 cm, 5µ, 300 Å); sistema de 

solventes: 0,1% TFA/H2O (A) e 60% ACN/0,09% TFA em H2O (B); fluxo: 10 mL/min: λ: 220 nm; 

gradiente linear: 25-65% de B em 60 min.  

Os perfis cromatográficos estão mostrados na Figura 33. 

 

 

• Ac-WFVGLPSKRGPRT-NH2 (XIV) 
O baixo rendimento observado na Tabela 14 para o peptídeo XIV decorreu de perdas 

acidentais de resina durante os passos de acoplamento e de clivagem do peptídeo-resina com 

HF. O peptideo bruto obtido foi purificado empregando-se o sistema de solventes contendo 

TFA (coluna: C-18 Vydac 2,2cm x 25,0 cm, 5µ, 300 Å; solvente A: 0,1%TFA/H2O; solvente B: 

60%ACN/0,09%TFA, gradiente linear: 45-65% de B em 20 min, fluxo:1ml/min; λ: 210 nm). A 

Figura 34 mostra os perfis cromatográficos do material bruto e purificado. Este peptídeo foi 

ressintetizado e purificado (Figura 35). 

 

[Abs]210 nm 
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Tempo (min) 

 
Figura 33: Perfis de RP-HPLC do peptídeo XIII bruto antes (A), após a ciclização (B) e purificado (C). 

Condições experimentais: coluna: Vydac C-18, fluxo: 1ml/min; solvente A: 0,1% TFA/ H2O, solvente 
B: 60% ACN/0,09% TFA em H2O; gradientes lineares: 5-95% de B em 30 min. Para (C) foi utilizado o 
sistema TEAP: solvente A: TEAP; solvente B: 60% ACN/TEAP; gradiente linear: 25-65% de B em 30 
min (C). (Abs = absorbância) 

 

 

 

 
 

Tempo (min) 

 
Figura 34: Perfis de RP-HPLC do peptídeo XIV bruto (A) e purificado (B). 
 Condições experimentais: coluna: Vydac C-18, fluxo: 1ml/min; solvente A: 0,1% TFA/H2O, solvente 

B: 90% ACN/0,09% TFA em H2O; gradientes lineares: 5-95% de B em 30 min (A), 40-60% de B em 
20 min (B).  (Abs = absorbância) 

 

[Abs]210 nm 

[Abs]220nm 
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Figura 35: Perfis de RP-HPLC do peptídeo XIV bruto (A) e purificado (B). 
 Condições experimentais: coluna: Vydac C-18, fluxo: 1ml/min; solvente A: 0,1% TFA/H2O, solvente 

B: 60% ACN/0,09% TFA em H2O; gradientes lineares: 5-95% de B em 30 min (A), 45-65% de B em 
30 min (B).  (Abs = absorbância) 

 

 

A desproteção total e clivagem da resina seguidas de ciclização de XV foram 

realizadas da mesma maneira que para o peptídeo XII conforme mostrado no Esquema 10. 

Neste meio reacional, observou-se também a formação de precipitado após a adição da 

solução de K3Fe(CN)6 0,01 M (Figura 36.A). Neste caso, esperou-se o final da reação de 

ciclização e decantação do precipitado formado, sendo este liofilizado separadamente do seu 

sobrenadante. A Figura 36.A-B mostra os perfis cromatográficos obtidos na análise por RP-

HPLC do material bruto (A) e do sobrenadante (B), respectivamente. 

A purificação feita em escala preparativa (solvente A: 0,1% TFA/H2O; solvente B: 60% 

ACN/ 0,09% TFA em H2O; gradiente: 45-65% de solvente B em 60 min; fluxo: 10 mL/min e λ: 

220 nm) forneceu o peptídeo purificado (Figura 36.C) e uma fração secundária.  

A análise de seus hidrolisados (Tabela 14) confirmou que o purificado era, de fato, o 

peptídeo XV e que a fração secundária era um contaminante que apresentava deleção de um 

resíduo de lisina: Fração secundária: Ser: 0,85 (1,0); Pro: 1,91 (2,0); cistina: 0,73 (1,0); Gly: 

2,20 (2,0); Leu:1,0 (1,0); Phe:0,92 (1,0); Arg: 1,67 (2,0); Lys: 0,42 (1,0). 

Os dados de espectrometria de massas (MALDI-TOF) mostrados a seguir, confirmou este 

resultado: Fração Secundária: m/z observado = 1418,4* e 1390,2 (esperado: 1546,1; sendo 

1418,4 correspondente à massa do peptídeo com deleção de uma Lys). 

 

[Abs]210 nm 
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Tempo (min) 

 
Figura 36: Perfis de RP-HPLC do peptídeo XV bruto (A), sobrenadante da solução ciclização (B) E do 

peptídeo XV purificado (C). 
 Condições experimentais: coluna: C-18 Vydac, fluxo: 1ml/min; solvente A: 0,1% TFA/H2O, solvente 

B: 60% ACN/0,09% TFA em H2O; gradiente: 5-95% de B em 30 min (A e B). O gradiente usado para 
(C) foi: 40 - 60% de B em 30 min.  (Abs = absorbância) 

 

 

• Ac-WFVGLKANGSSKRGPRT-NH2 (XVI) e Ac-WFVGLAKNGSSKRGPRT-NH2 (XVII) 

As Figuras 37 e 38 mostram os perfis cromatográficos obtidos na análise por RP-

HPLC destes peptídeos em suas formas brutas e após purificação nas seguintes condições 

experimentais: coluna Vydac C-18 2,2cm x 25,0 cm, 5µ, 300 Å; solvente A: 0,1% TFA/H2O; 

solvente B: 60%ACN/0,09%TFA em H2O; gradientes lineares: 5-95% de B em 30 min (XVI), 25-

55% de B em 30 min (XVII); fluxo: 10mL/min: λ: 210 nm. As condições de análise destes 

peptídeos foram as seguintes: coluna C-8 Vydac, 0,45cm x 25,0 cm, 5 µ, 300 Å; solvente A: 

0,1% TFA/ H2O; solvente B: 90%ACN/0,09%TFA; gradientes lineares: 40-60% de B em 20 min 

(XVI e XVII); fluxo: 1mL/min; λ: 210 nm. 

 

• Ac-NTTDKENEVLH-NH2 (XVIII) 
O perfil cromatográfico do peptídeo bruto está mostrado na Figura 39 A. 140,4 mg 

deste peptídeo bruto foram purificados por RPHPLC, em coluna Vydac C-18 semi-preparativa, 

nas seguintes condições: solventes A: 0,1% TFA/H2O, solvente B: 60%ACN/TFA em H2O; 

gradiente linear: 15-45% B em 60 min. Foram obtidos 48,48 mg de peptídeo purificado (Figura 

39 B) . 

 

• Ac-SLAGNSIGLSH-NH2 (XIX) 

A Figura 40.A mostra o perfil cromatográfico do material bruto obtido. 100 mg deste 

foram purificados por RP-HPLC nas mesmas condições citadas para o peptídeo XVIII, 

gradiente linear: 20-50%B em 60 min. Obtivemos 61,69 mg de peptídeo purificado que foi 

[Abs]210 nm 
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analisado por RP-HPLC empregando-se o mesmo sistema de solventes contendo TFA (Figura 

40.B).  

 

Tempo (min) 

 
Figura 37: Perfis de RP-HPLC do peptídeo XVI bruto (A) e purificado (B). 
 Condições experimentais: coluna: Vydac C-18, fluxo: 1ml/min; solvente A: 0,1% TFA/H2O, solvente 

B: 60% ACN/0,09% TFA em H2O; gradientes lineares: 5-95% de B em 30 min (A), 40-60% de B em 
20 min (B). (Abs = absorbância) 

 
 
 

 
Tempo (min) 

 
Figura 38: Perfis de RP-HPLC do peptídeo XVII bruto (A) e purificado (B). 
 Condições experimentais: coluna: Vydac C-18, fluxo: 1ml/min; solvente A: 0,1% TFA/H2O, solvente 

B: 60% ACN/0,09% TFA em H2O; gradientes lineares: 5-95% de B em 30 min (A), 40 - 60% de B em 
20 min (B). (Abs = absorbância) 

[Abs]210 nm  

[Abs]210 nm  



Sumika Kiyota Peptídeos Sintéticos derivados do hFGF-1 (Sítio 2) Resultados e Discussão 
 
 

 75

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tempo (min) 
 
Figura 39: Perfis de RP-HPLC do peptídeo XVIII bruto (A) e purificado (B). 
 Condições experimentais: coluna: Vydac C-18, fluxo: 1ml/min; solvente A: 0,1% TFA/H2O, solvente 

B: 60% ACN/0,09% TFA em H2O; gradientes lineares: 5-95% de B em 30 min (A), 20-40% de B em 
20 min (B). (Abs = absorbância) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tempo (min) 
 
Figura 40: Perfis de RP-HPLC do peptídeo XIX bruto (A) e purificado (B). 
 Condições experimentais: coluna: Vydac C-18, fluxo: 1ml/min; solvente A: 0,1% TFA/H2O, solvente 

B: 60% ACN/0,09% TFA em H2O; gradientes lineares: 5-95% de B em 30 min (A), 20-40% de B em 
20 min (B). (Abs = absorbância) 

 
 
4.3.2. Comentários importantes 

 

a) Deleção em síntese de peptídeos em fase sólida 

A formação de peptídeos que apresentam deleções de resíduos de aminoácidos 

[Abs]210 nm 

[Abs]210 nm 
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durante SPPS ocorre quando uma reação de acoplamento não se completa, o que leva à 

presença de mais de um grupo amina livre para reagir quando na próxima etapa de 

acoplamento. Na reação de acoplamento subsequente, esses grupos amina podem ser 

acilados, levando ao elongamento das cadeias peptídicas, de forma que uma delas apresenta 

deleção de um resíduo e a outra é a desejada, como ocorreu com o Peptídeo X.  

Isto acontece muito frequentemente na síntese em fase sólida (Stewart & Young, 

1984). Quanto maior e mais complexo for a seqüência do peptídeo a ser obtido, maior a 

probabilidade de que tais problemas ocorram. Na tentativa de se evitar a formação de 

subprodutos que apresentam deleções de resíduos tem sido investigadas várias possibilidades 

experimentais de maximizar a eficiência dos acoplamentos. Dentre elas pode-se citar a troca 

de solvente de reação, a troca do reagente acoplante e o aumento de temperatura (Varanda & 

Miranda, 1997). Frequentemente, o procedimento adotado nos casos em que os testes de 

ninidrina continuam indicando reação de acoplamento incompleta, mesmo após duas tentativas 

de reacoplamento, tem sido realizada a terminação de cadeias em crescimento através da 

acetilação. Este procedimento deve ser empregado com cautela. No caso de peptídeos longos, 

repetidas acetilações podem levar ao ponto em que nenhuma das cadeias peptídicas ligadas à 

resina possam mais ser elongadas (Stewart & Young, 1984; Bodanszky, 1993). 

Em geral, os peptídeos que apresentam deleção de apenas um resíduo são quase 

impossíveis de serem separados devido à sua enorme similaridade em termos de 

comportamento cromatográfico. Em nosso caso, fomos bem sucedidos em alguns casos 

possivelmente por tratar-se de um peptídeo de tamanho médio e pelo fato de adotarmos um 

procedimento de purificação extremamente criterioso, mesmo se comparado aos geralmente 

empregados em laboratórios de síntese de peptídeos. Por exemplo, desenhamos os gradientes 

a serem empregados, considerando não apenas o componente majoritário, mas também 

levando em conta aqueles contaminantes de comportamentos próximos ao dele. Além disso, 

fizemos cortes manuais ao invés de utilizar coletores de fração, o que torna a purificação muito 

mais eficiente. O resultado foi a separação eficiente de produtos de comportamento 

cromatográfico quase que idêntico.  
 
b) Ciclização de peptídeos através da formação de pontes dissulfeto 

Como já citado na Introdução, existem diversos procedimentos de ciclização de 

peptídeos sintéticos. Obviamente que a sua escolha determina a estratégia a ser empregada 

para a construção de cadeia peptídica a ser ciclizada, Optamos inicialmente, pela ciclização 

por oxidação de grupos sulfidrilas de cisteínas pelo oxigênio do ar (Rivier et al., 1978) ou por 

K3Fe(CN)6 (Misicka & Hruby, 1994). 

A ligação dissulfeto é um elemento estrutural natural presente em um grande número 

de proteínas e peptídeos nativos. Este tipo de ligação posiciona os carbonos alfa dos resíduos 

de cisteína a uma distância de aproximadamente 6,5 Å (medida obtida por modelagem 

molecular). Esta distância parece favorecer as interações intramoleculares características de 

estruturas beta entre as cadeias laterais dos resíduos de aminoácidos vizinhos, sendo portanto, 

um elemento de restrição da conformação dessas moléculas (Creigthon, 1992). 

O método de oxidação dos grupos sulfidrilas de cisteínas escolhido inicialmente foi 
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aquele em que a reação ocorre em presença do oxigênio do ar. Como já citado, tal oxidação se 

caracteriza pela sua simplicidade e por ocorrer em condições muito brandas, próximas às 

fisiológicas. Quando necessário, é possível aumentar a velocidade desta reação através do 

aumento da temperatura da solução de peptídeo para 40 - 60°C por algumas horas.  

Em presença de ferricianeto de potássio, que é um oxidante mais forte que o O2 do ar, 

a reação de oxidação se completa em menos de 2 horas, o que se constitui na principal 

vantagem deste procedimento. Entretanto, esta não é recomendada para a ciclização de 

peptídeos que possuam triptofano ou metionina em suas estruturas  primárias devido à 

possibilidade de oxidação de suas cadeias laterais (Misicka & Hruby, 1994). Além disso, este 

método requer ainda uma etapa adicional de passagem de ~1L da solução de peptídeo por 

uma coluna de troca iônica para a remoção dos íons Fe2+, processo este, às vezes, trabalhoso 

e demorado. 

A eficiência das reações de oxidação por nós realizadas mostrou ser mais dependente 

da sequência de cada peptídeo do que propriamente do método de ciclização empregado. 

Alguns peptídeos foram eficientemente oxidados por O2 do ar, enquanto que para outros o 

rendimento de ciclização por K3Fe(CN)6 foi bastante superior. Em termos de qualidade, 

observou-se que a pureza do peptídeo bruto obtida pela oxidação por O2 do ar foi superior 

àquela obtida por oxidação com K3Fe(CN)6. Por esta razão, testamos condições experimentais 

alternativas que pudessem levar a melhores rendimentos, ao aumento da qualidade dos 

peptídeos cíclicos obtidos ou, ainda, à recuperação do peptídeo por reoxidação das sulfidrilas 

Wandelan et al., 1989). 

É importante esclarecer que embora os peptídeos cíclicos contendo ligação dissulfeto 

sejam bastante estáveis, os mesmos estão sujeitos a possível degradação por proteases 

quando em condições fisiológicas, o que não ocorre com aqueles que possuem ligação 

covalente do tipo lactama (Chorev et al., 1991). Por este motivo, empregamos este tipo de 

ciclização para os peptídeos VIII e IX. Esta ciclização é feita com o peptídeo ainda ligado à 

resina e monitorada por um rápido teste de ninidrina. A mesma dispensa a etapa de 

concentração por rota-evaporação de grandes volumes de soluções contendo os peptídeos 

cíclicos brutos (Felix et al.,1988), que pode levar a perdas e contaminações. 

 

c) Separação entre os dois componentes ainda presentes no peptídeo IV purificado 

Como já descrito, o peptídeo IV havia sido obtido e purificado por RP-HPLC até a 

homogeneidade em sistema TFA. A análise deste por espectrometria de massas, entretanto, 

evidenciou a presença de um contaminante residual de massa molecular de 1.249, que 

corresponderia a um peptídeo apresentando deleção do resíduo de asparagina. Da mesma 

forma, a análise da composição de aminoácidos do hidrolisado do peptídeo IV purificado 

mostrou que um valor observado para o resíduo de asparagina foi muito mais baixo do que o 

esperado. Duas estruturas distintas foram também detectadas na análise preliminar do 

peptídeo IV por 1H-RMN, confirmando a presença de dois componentes distintos no material 

purificado. Diante destes resultados, passamos a determinar novas condições de RP-HPLC 

que possibilitassem a separação entre o peptídeo correto e este contaminante. Após diversas 
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tentativas, fomos bem sucedidos encontrando as seguintes condições para a separação dos 

mesmos a partir de cêrca de 4,0 mg de material: 

Solventes: Sistema 1 - Solvente A: TEAP (H3PO4 7,73 mL/L; TEA 6,27 mL/L; pH ~2,05 

préviamente purificada por passagem cromatográfica em uma coluna Vydac C18; Solvente B: 

60% ACN/TEAP. Sistema 2 - Solvente A: 0,1% TFA; Solvente B: 60% ACN/0,09% TFA em 

H2O. 

Gradientes: 15 a 45% de solvente B em 30 min (Sistema 1) e de 30 a 55% de solvente B em 20 

min (Sistema 2). 

Coluna: Vydac C18 semi preparativa, fluxo de 3 mL/min e comprimento de onda de 220 nm.  

Os dois componentes foram separados e analisados individualmente por RP-HPLC 

(Esquema 5; Figura 21).  

Os dados da composição de aminoácidos estão mostrados na Tabela 16 e 

demonstraram que o contaminante V era o peptídeo desejado IV e que apresentava deleção de 

um resíduo de asparagina. 

Mesmo nestas condições, devido à pequena quantidade de peptídeo disponível, não 

foi possível obter o peptídeo V com grau de pureza superior a 86,0%. IV e V foram testados 

separados e em conjunto quanto às atividades mitogênicas.  

 
        Tabela 16: Composição de aminoácidos nos peptídeos V e IV 

Peptídeo V: Asn/Asp: 0,00 (1,0); Glu: 1,00 (1,0); Phe:0,76 

(1,0); His: 1.07 (1,0); Lys: 2,55 (3,0); Cistina: 0,54 (1,0). 

Peptídeo IV: Asn/Asp: 0,56 (1,0); Glu: 1,00 (1,0); Phe:0,61 

(1,0); His: 0,97 (1,0); Lys:2,72 (3,0); Cistina: 0,4 (1,0). 
Os valores obtidos foram normalizados em relação ao valor encontrado para o 
resíduo mais estável da sequência (nestes casos, Glu, presente em todos os 
peptídeos analisados). 

 

d) Análise de aminoácidos  

Os valores muito inferiores ao esperado para o resíduo de lisina, particularmente em 

frações provenientes da purificação dos peptídeos XV (fração secundária) e VIII (frações 2 e 3), 

nos levaram a suspeitar que poderia ter ocorrido deleções deste resíduo nos peptídeos, o que 

foi confirmado posteriormente por espectrometria de massas. 

Os resultados da análise de V e IV, separados por RP-HPLC, comprovam que os 

valores extremamente baixos obtidos anteriormente para o resíduo de asparagina no peptídeo 

IV eram devidos à contaminação com V, que não possui este resíduo em sua sequência 

(Tabela 16). Os valores encontrados para este resíduo no peptídeo IV, mesmo após o 

processo de separação, ainda continuaram mais baixos do que o esperado, o que deve ser 

devido ao fato de que o mesmo ainda contém o seu contaminante. 

Como pode ser observado nos resultados das análises da composição molar de 

aminoácidos nos peptídeos mostrados acima, de maneira geral os resíduos Glu/Gln, Asn/Asp e 

Lys apresentaram valores baixos em relação aos esperados.  

A hidrólise ácida com HCl 6N degrada os resíduos de Met, Cys e Trp e, por isso, foram 

obtidos baixos valores para Met e Cys e não foi detectado o Trp. Nas condições experimentais 
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empregadas também ocorrem perdas parciais de Tyr e Ser. 

Cientes dessas limitações do método empregado, também caracterizamos os 

compostos obtidos por espectrometria de massas.  

 

e) Espectrometria de massas 

A interpretação dos resultados de espectrometria de massas requer alguns 

conhecimentos anteriores sôbre as caracteristicas da amostra analisada e söbre o método 

empregado para a análise. A presença de mais de um pico do íon molecular em um espectro 

de um peptídeo cíclico bruto pode indicar a presença não somente de monômeros cíclicos, 

mas também de monômeros lineares, dímeros, oligômeros e de contaminantes de outra 

natureza. A presença de vários picos em um espectro de um peptídeo cromatograficamente 

homogêneo (pelo menos em dois sistemas de solventes diferentes) pode, por outro lado, ser 

decorrente de diferentes ionizações do mesmo composto: M+, M++H+, M++2H+, M++nH+, 

M++Na+, M++2Na+, etc. É o que ocorre quando se utiliza espectrometria de massas por 

eletrospray (ESI-MS; Siuzdak, 1996).  

De posse destes conhecimentos e por análise das diferenças de massas entre dois 

picos, identificamos os produtos desejados e boa parte de seus contaminantes. 

Em relação aos peptídeos acima, no caso específico da fração secundária do peptídeo 

XV, a diferença entre a massa esperada (1546,1) e a observada (1418,4) corresponde 

exatamente à massa de um resíduo de lisina ( 146 - 1 H do N alfa - 1OH do C alfa= 128). Os 

picos íon moleculares dos peptídeos determinados por espectrometria de massa foram os 

seguintes: Peptídeo V: 1249,0 (1249,0), Peptídeo IV: 1361,2 (1361,0) e Peptídeo IX: 1352,0 

(1355,5). O espectro do peptídeo V mostra o íon molecular correspondente a ele e evidencia a 

presença de um componente único e isolado da mistura. O íon molecular correspondente ao IV 

mostra que este é o componente majoritário, pois o seu contaminante aparece em uma 

proporção bem menor do que aquela detectada. 
 
 
4.4. CARACTERIZAÇÃO BIOLÓGICA DOS PEPTÍDEOS SINTÉTICOS 
 
4.4.1. Atividade mitogênica dos peptídeos sintéticos 

Os ensaios de atividade mitogênica são de longa duração (~7 dias), bastante 

complexos e de difícil controle. Por esta razão, os resultados podem apresentar uma grande 

variablidade. A simples mudança do lote de soro bovino fetal ou de algum reagente ou mesmo 

o uso de diferentes alíquotas de células leva a variações na resposta celular.  

Para controlar tal variabilidade, utilizamos diversos controles para cada experimento e 

estabelecemos procedimentos rígidos de cultivo, manutenção, repique e utlização de culturas 

provenientes de uma mesma alíquota de células (no máximo por 2 meses consecutivos). Além 

disso, durante os ensaios, tivemos o cuidado de adicionar às células cada uma das soluções 

de peptídeo, em concentrações variáveis e em duplicata ou triplicata. 

A variabilidade observada entre os resultados dessas duplicatas ou triplicatas, em 

cada um dos ensaios, foi de ~20%, mesmo quando as condições experimentais foram 
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totalmente controladas. Os resultados obtidos em cada ensaio foram analisados 

separadamente, sem cálculos estatísticos. O conjunto de dados obtidos nas repetições dos 

testes forneceu uma tendência de comportamento de um peptídeo quanto à sua atividade 

(inibição, ativação ou nenhum efeito) em relação aos fibroblastos empregados. Por esta razão, 

a atividade mitogênica observada para um peptídeo (ou grupo de peptídeos sintéticos) estão 

apresentadas na forma de gráficos que mostram a curva de dose versus resposta obtida em 

um único experimento representativo do conjunto de testes realizados (sem quaisquer cálculos 

do grau de dispersão de cada ponto).  

Um panorama geral dos resultados das atividades biológicas dos peptídeos sintéticos 

testados está mostrado na Tabela 17. Os detalhes e comentários sobre os resultados são 

apresentados a seguir. 

 
Tabela 17: Resumo dos resultados dos ensaios de atividade mitogênica (A) e da medida das capacidades de 
ligação à resina de HEP-Sepharose (B) e de inibição da ligação de 125I–hFGF-1 e 125I–hFGF-2 aos receptores 
celulares (C). 

 
Peptídeo 

 
Seqüência 

A 
(ED50 uM) 

B 
[NaCl ] (M) 

C 
ID50 (uM) 

II            Ac-HAEKNWF-NH2  inativo (>200) ND >1000 
III         Ac-SKKHAEKNWF-NH2 inativo (>200) 0,41 >1000 
IV  c(1-5)[Ac-CKKHCEKNWF-NH2] ativo (50) 0,39 ~30  
V  c(1-5)[Ac-CKKHCEKWF-NH2] ativo (<100) ND ND 
VI         Ac-SKKHA-NH2 inativo (>200) ND ND 
VII  c(1-5)[Ac-CKKHC-NH2] inativo (>200) ND ND 
VIII c(6-14)[Ac-SKKHAEKNWFVGLKK-NH2 ND ND ND 
IX  c(1-5)[Ac-DKKHXEKNWF-NH2  inativo (>200) ND ND 
I        Ac-WFVGLKKNGSSKRGPRT-NH2   ativo (60) 0,73 ~30 
X        Ac-WFVGLK-NGSSKRGPRT-NH2   ativo (<100) 0,64 ~15 

XVI        Ac-WFVGLKANGSSKRGPRT-NH2  ativo (60) ND ND 
XVII        Ac-WFVGLAKNGSSKRGPRT-NH2  ativo (60) ND ND 
XI        Ac-WFVGLPSKR-NH2  inativo (>200) 0,51 >1000 
XII C(4-7)[Ac-WFVCLPCKR-NH2 ativo (30) ND ND 
XIII c(3-7)[Ac-WFCGLPCKR-NH2 inativo (>200) ND ND 
XIV        Ac-WFVGLPSKRGPRT-NH2  inativo (>200) 0,41 >1000 
XV c(3-13[Ac-WFCGLPSKRGPRC-NH2 ativo (120) ND ND 

XVIII1 Ac-NTTDKENEVLH-NH2  inativo; inibe FGF-22 ND >100 
XIX1 Ac-SLAGNSIGLSH-NH2 inativo (>1000)2 ND >100 

 
Os valores de ED50 foram determinados a partir de curvas dose versus resposta da incorporação de timidina tritiada no DNA de 
fibroblastos Balb/c 3T3, clone A-31, estimulados com diferentes concentrações de cada peptídeo (segundo protocolo descrito por 
Armelin e col, 1973). Os peptídeos XVIII e XIX  foram pré-incubados com FGF-1 ou FGF-2 (2 ng/mL) (Oyama et al., 1999). A 
capacidade de ligação à heparina-Sepharose está expressa em termos de concentração de NaCl necessária para eluir o 
peptídeo da coluna (1,5 M NaCl para eluir 2 ng de FGF-1). Os valores de ID50 foram determinados a partir dos ensaios de 
inibição da ligação de I125 [FGF-1] (Kan e col., 1991).1 - peptídeos derivados do FGFR ; 2 - atividade mitogênica determinada pela 
adição dos peptídeos sozinhos ou pré-incubados com hFGF-1 ou hFGF-2 à cultura de células; ND – não determinado. 

 
 

a) Atividade mitogênica dos peptídeos sintéticos derivados do sítio 2 do hFGF-1 

 

Peptídeos II e III:  

Os peptídeos Ac-HAEKNWF-NH2 (II) e Ac-SKKHAEKNWF-NH2 (III) foram testados 

repetidas vezes quanto às suas atividades, utilizando-se as mesmas preparações de peptídeos 

diluídos em PBS na presença ou ausência de albumina e descongelando-se lotes diferentes da 

mesma célula. A realização destes ensaios repetidas vezes permitiu constatar que, de fato, 
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existe uma variabilidade inerente à própria célula relacionada com o tempo de cultura, ainda 

que elas sejam mantidas nas mesmas condições e utilizando-se o mesmo protocolo. Assim, o 

conjunto de resultados foi analisado, como mencionado acima, sem cálculos estatísticos, e 

forneceu uma tendência média de comportamento quanto à atividade mitogênica desses 

peptídeos. Conforme mostrado na Tabela 17, os resultados obtidos nesses ensaios 

demonstraram que esses peptídeos não são mitogenicamente ativos e não inibem a atividade 

do FGF-1 na faixa de concentração empregada (0-200µM).  

 

Peptídeos I e X: 

Os experimentos com os peptídeos Ac-WVFGLKKNGSSKRGPRT-NH2 (I) e Ac-

WFVGLKNGSSKRSKRGPRT-NH2 (X), que foram testados numa faixa de concentração de 0 a 

200 ug/mL, estão mostrados na Figura 41. 

A resposta mitogênica do peptídeo I atingiu 19% quando este foi adicionado à cultura 

de células na concentração de 200 ug/ml (correspondentes a 102,4 µM do peptídeo). O hFGF-

1 usado como controle, na concentação de 10 ng/mL (correspondentes a 6 x 10-4 µM de FGF-

1), exibiu uma porcentagem de resposta de 9,7%. Concluímos, portanto, que este peptídeo era 

de fato ativo, confirmando o resultado descrito anteriormente (Oyama et. al.,1996). Exibindo um 

ED50 de aproximadamente 60 µM, este peptídeo I passou a ser uma referência nos ensaios de 

atividade mitogênica que se seguiram (Tabela 17). 

O peptídeo X, um análogo que apresenta deleção de uma lisina em relação ao 

peptídeo I, mostrou ser também capaz de induzir a síntese de DNA em cultura de fibroblastos 

em níveis comparáveis àqueles exibidos por I: uma resposta de 12,4% quando a concentração 

foi de 100 ug/mL (correspondentes a 55 µM do peptídeo X). O peptídeo X alcançou um platô de 

atividade máxima a partir desta concentração, sendo a amplitude de resposta mitogênica, 

porém, muito menor do que a exibida pelo peptídeo I (Tabela 17). Este resultado é bastante 

interessante, pois indica que apenas um dos resíduos de Lys presentes é suficiente para a 

atividade, possibilitando o envolvimento de um desses resíduos nas ciclizações. 

Tendo em vista que o peptídeo I foi capaz de ligar-se à coluna de heparina-Sepharose 

(Oyama et al., 1996) mas não teve sua atividade mitogênica potenciada por heparina, 

resolvemos testar a atividade mitogênica do seu análogo, o peptídeo X, em presença de 

heparina 10 µg/mL. Os resultados deste teste estão mostrados na Figura 42. Estes sugerem 

que a heparina potencia a atividade mitogênica exibida pelo peptídeo X em concentrações 

menores do que 30 µg/mL do mesmo. Na mesma faixa de concentrações de peptídeo, a 

atividade de I não é potenciada significativamente. Essa diferença pode ser devida ao fato de 

que o peptídeo X (des [Lys]-Pep I) não apresenta uma das lisinas da sequência [...LKKN..] 

presente no peptídeo I. No FGF-1 este resíduo é descrito como envolvido na ligação à heparina 

(Thompson et al. 1994). 
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Figura 41: Curva dose versus resposta da 
atividade mitogênica dos peptídeos I e X sôbre 
fibroblastos Balb/C 3T3, clone A31. Os valores 
são expressos em % R e correspondem à 
atividade mitogênica dos peptídeos em relação 
àquela observada com FCS 10% (100 de %R). O 
FGF1 usado como controle apresentou uma 
atividade de 10,3 de % R na concentração 
utilizada (10 ng/mL). 

 

Figura 42: Curva dose versus resposta da atividade 
mitogênica dos peptídeos I e X sôbre fibroblastos 
Balb/C 3T3, clone A31, na presença de 10 µg/mL de 
heparina. Os valores são expressos em % R e 
correspondem à atividade mitogênica dos peptídeos 
em relação àquela observada com FCS 10% (100 de 
%R). O FGF1 usado como controle apresentou uma 
atividade de 10,3 de % R na concentração utilizada 
(10 ng/mL). 

 

Peptídeos I, III, IV, X, XI e XIV: 

Os resultados dos ensaios de atividade mitogênica dos peptídeos I, III, IV, X, XI e XIV 

estão representados em conjunto no gráfico da Figura 43. Podemos observar que, na faixa de 

0-200µM, o peptídeo c(1-5)[Ac-CKKHCEKNWF-NH2] (IV) apresentou uma atividade mitogênica 

similar (ED50 ~60 µM) a do peptídeo I de referência. Na mesma faixa de concentrações, o seu 

análogo linear peptídeo Ac-SKKHAEKNWF-NH2 (III), mostrou ser totalmente inativo. Tais 

resultados se mostraram bastante intrigantes, pois os peptídeos III e IV apresentam uma 

similaridade estrutural entre si no que diz respeito ao “core” hidrofóbico WF[V] (considerado 

como essencial para a atividade do peptídeo I; Oyama et al., 1996). A análise conformacional 

teórica do peptídeo III mostrou que este era mais flexível que o cíclico (IV), o que poderia 

explicar o fato de o mesmo não ser ativo. Por outro lado, as conformações preferenciais 

adotadas pelo peptídeo cíclico IV nas simulações feitas por modelagem molecular, foram muito 

semelhantes àquela assumida pelo fragmento correspondente na proteína nativa. A restrição 

conformacional imposta pela ciclização deste peptídeo parece ter sido eficiente no 

posionamento correto do par de lisinas (KK) em relação ao “core” hidrofóbico (WF) o que, 

provavelmente, é importante também para a ligação com os receptores celulares.  

Podemos observar ainda que a atividade do peptídeo X (que não possui um resíduo 

de Lys) foi bem menor, demonstrando que as duas lisinas adjacentes (KK) são essenciais para 

a atividade do peptídeo de referência (peptídeo I).  

A Tabela 17 e a Figura 43 mostram que os peptídeos Ac-WFVGLPSKR-NH2 (XI) e Ac-

WFVGLPSKRGPRT-NH2 (XIV) são essencialmente inativos. A deleção do fragmento KKNGS e 

simultânea substituição deste por um resíduo de prolina que, sob o ponto de vista teórico, 

posicionam, adequadamente, os resíduos K12R13 próximos ao “core” hidrofóbico, não foram na 

prática bem sucedidos. 
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Em resumo, estes resultados sugerem que: 1) o par de resíduos de lisina (K6K7) não é 

mimetizado por outro de mesma carga K12R13; 2) o fragmento KKNGS, presente nos peptídeos 

I e X, tem uma função estrutural que não é mimetizada pela prolina, 3) que não só a presença 

do “core” hidrofóbico WF(V), mas também o seu posicionamento espacial é importante para a 

atividade mitogênica de peptídeos da Região 2 do hFGF-1. 
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Figura 43. Curvas dose versus resposta da atividade 

mitogênica dos peptídeos I, III, IV, X, XI e XIV 
sôbre fibroblastos Balb/C, clone A-31. Os 
valores são expressos em %R e correspondem 
à atividade mitogênica dos peptídeos em 
relação àquela observada com FCS 10% 
(100% R). 

 

Os resultados representados na Figura 44 indicaram que as atividades mitogênicas 

dos peptídeos Ac-WFVGLKKNGSSKRGPRT-NH2 (I) e c(1-5)[Ac-CKKHCEKNWF-NH2] (IV) são 

semelhantes entre si, sendo estas parcialmente somadas quando estes compostos são 

adicionados simultâneamente às células. Portanto, o peptídeo I e IV devem ser agonistas do 

FGF-1 humano capazes de induzir a incorporação de timidina no DNA das células empregadas 

provavelmente, através da ligação aos mesmos receptores celulares.  

Finalmente, a Figura 45 mostra os resultados de atividade mitogênica obtidos para os 

dois componentes separados que coexistiam no material purificado em ACN/TFA referente ao 

peptídeo IV (descrito em síntese dos peptídeos em fase sólida da seção anterior). Fica claro 

que a atividade mitogênica descrita para este material era devida ao componente cíclico com a 

sequência primária correta. Como se pode observar, o componente que apresenta deleção de 

um resíduo de asparagina, o peptídeo c(1-5)[Ac-CKKHCEKWF-NH2]  (V), não exibe sózinho 

uma atividade mitogênica significativa sobre as células. Estes resultados: a) demonstram que o 

resíduo de asparagina é essencial para a atividade mitogênica do peptídeo IV; b) sugerem que 

a presença deste resíduo pode auxiliar na manutenção do distanciamento correto do par de 

lisinas (KK) a uma distância apropriada do “core” hidrofóbico constituído pelos resíduos de 

triptofano e fenilalanina (WF) como foi sugerido anteriormente por nós (Kiyota et al., 1997): a 

alteração do passo da cadeia peptídica provocada pela ausência da aparagina leva a uma 
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alteração do posicionamento das cadeias laterais dos resíduos essenciais para a atividade 

mitogênica.  
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Figura 44. Curvas dose versus resposta da 
incorporação de timidina tritiada (cpm) no DNA 
de fibroblastos Balb/c 3T3, clone A-31, 
estimulados com diferentes concentrações dos 
peptídeos I e IV separadamente e com a 
mistura de ambos em concentrações iguais. 

Figura 45. Curvas dose versus resposta da 
incorporação de timidina triciada (cpm) no DNA 
de fibroblastos Balb/c 3T3, clone A-31, 
estimulados com diferentes concentrações dos 
peptídeo IV e seu contaminante V, adicionados 
separada ou simultaneamente na proporção de 
1:1 à cultura de células. FGF-1 (1,0 ng/mL, 
7251cpm) e PBS (2229 cpm). 

 

 

Peptídeos XI, XII e XIII: 

Os peptídeos cíclicos c(4-7) Ac-WFVCLPCKR-NH2 (XII) e (3-7)Ac-WFCGLPCKR-NH2 

(XIII) foram testados em comparação com o análogo linear Ac-WFVGLPSKR-NH2 (XI) (Figura 

46). Podemos observar que apenas o cíclico XII mostrou ser mitogênico (ED50 ~30 µM, Tabela 

17). Se comparada a sua atividade com as aquelas dos outros peptídeos ativos obtidos por nós 

(I e IV), pode-se dizer que este é um agonista do hFGF-1 ligeiramente mais potente. 

Provavelmente, o posicionamento dos resíduos WF em relação a KR parece ser também 

adequado para a ativação de uma resposta celular.  

 

Peptídeos XIV e XV: 

A Figura 47 mostra os resultados de atividade mitogênica obtidos para o peptídeo 

cíclico c(3-12) Ac-WFCGLPSKRGPRC-NH2 (XV) em comparação com o seu análogo linear Ac-

WFVGLPSKRGPRT-NH2 (XIV). O peptídeo XV mostrou ser mitogênico em concentrações 

superiores a 50 µM. A atividade exibida por este peptídeo foi crescente na faixa de 50 a 200 

µM, apesar de baixa (ED50 120 µM, Tabela 17). Por outro lado, o análogo linear (peptídeo XIV) 

se mostrou essencialmente inativo. Estes resultados sugeriram que a orientação do anel 

formado em uma ciclização possa também ser fundamental para o posicionamento correto dos 

resíduos essenciais para a atividade. Provavelmente, como era desejado e ocorreu com o 

peptídeo XII, a ciclização do peptídeo XV restringiu a conformação de modo a melhor 

posicionar os resíduos essenciais à expressão da atividade mitogênica em termos de distância 

e orientação relativas.  
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Peptídeos IX e III: 

Os resultados dos ensaios de atividade mitogênica realizados com o componente 

isolado e caracterizado por espectrometria de massas como sendo o peptídeo c(1-5)Ac-

DKKHdbuEKNWF-NH2 (IX) desejado foram reprodutíveis e demostraram que este e o seu 

análogo linear correspondente Ac-SKKHAEKNWF-NH2 (III) não eram ativos na faixa de 

concentração testada (Tabela 17). Foram obtidos valores basais de contagem de 

radioatividade e, por isso, não mostramos a curva dose-resposta obtida. Como já descrito, o 

peptídeo IX foi concebido como um análogo de IV que deste diferia apenas quanto ao tipo de 

restrição conformacional introduzida: uma ligação lactama que o tornaria quimicamente mais 

estável do que o IV.  
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Figura 46. Curvas dose versus resposta da 

incorporação de timidina tritiada (cpm) no DNA de 
fibroblastos Balb/c 3T3, clone A-31, estimulados com 
diferentes concentrações dos peptídeos XII, XIII e XI. 
FGF-1 (1,0 ng/mL- 9389 cpm). PBS - ( 1990 cpm).  

Figura 47. Curvas dose versus resposta da 
incorporação de timidina tritiada (cpm) no DNA de 
fibroblastos Balb/c 3T3, clone A-31, estimulados com 
diferentes concentrações dos peptídeos XV e XIV . 
FGF-1 (1,0 ng/mL- 7251 cpm) . PBS ( 2229 cpm).  

 

 

Peptídeos XVI e XVII: 

Os peptídeos Ac-WFVGLKANGSSKRGPRT-NH2 (XVI) e Ac-

WFVGLAKNGSSKRGPRT-NH2 (XVII) foram sintetizados como análogos do peptídeo I e 

apresentam substituição de uma das lisinas adjacentes (K6K7) por alanina. Os ensaios de 

atividade mitogênica com estes peptídeos poderiam fornecer novos esclarecimentos sobre os 

requisitos estruturais necessários para esta atividade em peptídeos derivados dessa região da 

proteína. Os testes de atividade mitogênica realizados mostraram que estes compostos exibem 

atividades comparáveis àquela exibida por I (ED50 ~60 µM, Tabela 17 e Figura 48). Estas 

atividades foram maiores do que a exibida pelo peptídeo X, que apresenta deleção de uma das 

lisinas. Estes resultados sugerem que, mantida a orientação relativa dos outros resíduos na 

sequência (passo da sequência peptídica) apenas uma das lisinas adjacentes do peptídeo I é 

essencial para a sua atividade mitogênica. 
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Figura 48. Curvas dose versus resposta da incorporação de 
timidina tritiada (cpm) no DNA de fibroblastos Balb/c 3T3, 
clone A-31, estimulados com diferentes concentrações dos 
peptídeos XVI e XVII. FGF-1 (1,0 ng/mL- 7251 cpm) .  
PBS ( 2229 cpm).  

 

 
b) Determinação da atividade dos peptídeos derivados da seqüência primária do domínio 
DIII do FGFR1-ββ 

Os ensaios de atividade mitogênica dos peptídeos Ac-NTTDKENEVLH-NH2 (XVIII) e 

Ac-SLAGNSIGLSH-NH2 (XIX), que possuem sequências derivadas do domínio extracelular DIII 

da isoforma 1β do FGF (FGFR-1β), foram realizados na ausência e em presença de hFGF-1 (2 

ng/mL) utilizando culturas de fibroblastos Balb/c 3T3, clone A31, semi-confluentes. Sozinhos, 

estes peptídeos não foram capazes de induzir a incorporação de timidina triciada no DNA de 

fibroblastos A31 sub-confluentes. As contagens de radioatividade obtidas para concentrações 

de peptídeo que variaram de 0 a 100 uM foram muito próximas àquela obtida pelo controle 

negativo (PBS). Esses resultados demonstraram que os mesmos não são mitogênicos no 

intervalo de concentrações testado. Por isto, não são apresentados gráficos dose-resposta.  

Variações no protocolo experimental de determinação da atividade mitogênica foram 

também testadas (Oyama et al., 1999). Inicialmente, adicionamos cada um destes peptídeos e 

o hFGF-1 à cultura de células simultaneamente. Os resultados obtidos mostraram que, ainda 

assim exibiram atividades mitogênicas muito pouco significativas. Devido a este fato e à 

conhecida alta afinidade do hFGF-1 pelos seus receptores celulares, concluímos que o efeito 

inibitório esperado não foi verificado por causa da adição simultânea hFGF-1 e peptídeo à 

cultura de células. Sendo assim, pré-incubamos estes peptídeos em diferentes concentrações 

com os hFGF-1 e hFGF-2 (2,0 ng/mL), por 15 min a 37°C antes de suas adições à cultura de 

fibroblastos. A Figura 49 mostra um claro efeito inibitório do peptídeo XVIII nas atividades 

mitogênicas tanto do FGF-1 quanto do FGF-2, com discreta preferência pelo segundo. Nas 

mesmas condições, o peptídeo XIX não apresentou qualquer efeito inibitório na atividade das 

duas proteínas (Figura 50).  
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Figura 49. Curvas dose versus resposta da 
incorporação de timidina tritiada no DNA de 
fibroblastos Balb/c 3T3, clone A-31, estimulados com 
diferentes concentrações do peptídeo XVIII pré-
incubado) com FGF-1 (2 ng/mL-34820 cpm) ou com 
FGF-2 (2 ng/mL- 48241 cpm). 

Figura 50. Curvas dose versus resposta da 
incorporação de timidina tritiada no DNA de 
fibroblastos Balb/c 3T3, clone A-31, estimulados com 
diferentes concentrações do peptídeo  XIX pré-
incubado com FGF-1 (2 ng/mL-22012 cpm) ou com 
FGF-2 (2 ng/mL- 20187 cpm). 

 
 
4.4.2. Ensaios de incorporação de BrDU com os peptídeos I e IV 

As atividades mitogênicas exibidas por I e IV foram corroboradas por resultados de 

ensaios de incorporação de BrDU no DNA dos fibroblastos. Como já descrito, a quantificação 

desta incorporação foi conseguida através da análise das células tratadas com os peptídeos, 

em microscópio de fluorescência, o que nos possibilitou determinar a percentagem de células 

marcadas com anti-BrdU-FITC. 

Podemos observar pelos resultados da Tabela 18, que os peptídeos I e IV (200 

µg/mL) foram capazes de estimular células sub-confluentes carenciadas a entrarem na fase S 

do ciclo celular com incorporação de BrDU em seus DNAs. As células que foram estimuladas 

pelos peptídeos foram reveladas após o tratamento com anti-BrdU-FITC e contadas. Os 

resultados de atividade mitogênica estão expressos em porcentagens das células que entraram 

em fase S após cada tratamento e a potência dos mesmos em relação ao controle não tratado 

com peptídeo e lavado com PBS.  

 

 
Tabela 18: Incorporação de BrdU no DNA de fibroblastos A-31 estimulados 
com os peptídeos III e VI: Imunofluorescência indireta 

Tratamento % de núcleos 
marcados* 

Tratado/ 
Controle lavado 

I 6,5 4,3 
IV 9,8 6,5 

FGF-1 8,0 5,3 
FCS 10% 76,7 51,1 

Controle lavado 1,5 - 
* Cerca de 1000 células foram observadas para cada tratamento, escolhendo-se campos 
microscópicos ao acaso. 
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4.4.3. Ensaios de inibição da ligação do 125I-HFGF-1 aos seus receptores celulares em 
presença dos peptídeos sintéticos 
 
a) Peptídeos derivados da sequência primária do hFGF-1: 

A capacidade dos peptídeos I, III, IV, X, XI e XIV  de inibir a  ligação dos 125I-hFGF-1 e 
125I-hFGF-2 aos receptores presentes nos fibroblastos 3T3 de camundongos Balb/C, clone A-

31, foi também determinada. A atividade específica do 125I-FGF-1 obtido pela iodinação do 

FGF-1 humano recombinante ficou entre 39.000-53.000 cpm/ng e a dose desta proteína a ser 

empregada nos ensaios foi determinada previamente, conforme descrito na seção de Materiais 

e Métodos. As doses sub-saturantes de 125I-FGF-1 determinadas em cultura de fibroblastos 

variaram em torno de 18 a 20 ng/mL.  

Os resultados obtidos nestes ensaios estão mostrados na Tabela 17 (coluna C). Como 

se pode observar, o peptídeo IV foi capaz de inibir a ligação do 125I-FGF-1 aos receptores 

celulares presentes nos fibroblastos. Assim como o peptídeo I de referência, este apresentou 

um ID50 de ~30 µM. O mesmo não ocorreu com os peptídeos III, XI e XIV, corroborando o dado 

de que eles não são mitogênicos.  

O peptídeo X, por outro lado, embora apresentando uma atividade mitogênica muito 

baixa, foi capaz de também inibir, de forma significativa, a ligação do 125 I-FGF-1 aos seus 

receptores celulares (ID50 ~15 µM). Como foi dito anteriormente, a única diferença estrutural 

deste análogo em relação ao peptídeo de referência (I) é a ausência de uma lisina (K7).  

Apesar de resultantes de medidas indiretas, os dados acima sugeriram que I, IV e X 

podem estar competindo com os FGF-1 e –2 humanos pela ligação aos FGFR-1β presentes 

nos fibroblastos empregados. 

 
b) Peptideos XVIII e XIX derivados do domínio DIII do receptor FGFR-1ββ 

Investigamos também se os peptídeos XVIII e XIX eram capazes de inibir a ligação do 

hFGF-1 e hFGF-2 aos receptores celulares presentes nos fibroblastos 3T3 de camundongos 

Balb/C, clone A-31. Esta investigação era dispensável, mas decidimos fazê-la apenas para 

confirmar os resultados descritos no item 4.4.1.b. 

As atividades específicas dos 125I -FGF-1 e 125I -FGF-2 obtidos pela iodinação dos 

FGF-1 e FGF-2 humanos recombinantes foram de ~39.000 cpm/ng e ~13.000 cpm/ng, 

respectivamente. As doses sub-saturantes destas proteínas marcadas foram determinadas 

previamente em culturas das mesmas células tal como descrito em Materiais e Métodos. A 

dose sub-saturante do 125I -FGF-1 assim obtida foi de 18,0 ng/mL, enquanto que a do 125I -FGF-

2 foi de 17,8 ng/mL. Como controle, as ligações inespecíficas foram também determinadas 

incubando-se 125I-FGF-1 (18,0 ng/mL) em presença de 2 µg/mL de FGF-1 não marcado e, da 

mesma forma, incubando-se 125I-FGF-2 (17,8 ng/mL) em presença de 2 µg/mL de FGF-2 não 

marcado. O valor obtido foi subtraído de todos os encontrados nos ensaios de competição.  

Como esperado, os resultados de ID50 obtidos nesses ensaios foram sempre 

superiores a 100 µM (Tabela 17).  

Comparando-se os resultados obtidos com estes dois peptídeos e os dados descritos 

na literatura a respeito dos domínios de cada um dos componentes envolvidos na interação 

entre FGF-FGFR-HEP (Oyama et al., 1997; Digabriele et al., 1998; Venkataraman et al., 1999; 
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Wang et al., 1999) e tendo em vista: 1) o fato de que as sequências primárias destes peptídeos 

se originam de regiões distintas do domínio DIII do receptor FGFR-1 β (XVIII e XIX possuem 

sequências primárias relacionadas às das alças DE e FG do receptor, respectivamente); 2) o 

fato de que estas alças foram sugeridas como os prováveis domínios do receptor que ligam o 

sítio 2 dos FGF (Gray et al., 1993, Bottaro et al., 1993; Kan et al., 1996; Oyama et al., 1999); 3) 

apesar de o sítio 2 ser um sítio secundário de ligação ao receptor e, portanto, possuindo muito 

menor afinidade pelo receptor do que o sítio primário (Sítio 1, cuja afinidade foi 250 x maior do 

que a sítio 2, Springer et al., 1994), este sítio 2 parece estar envolvido com as especificidades 

dos diferentes FGFs em ligar, específica e seletivamente, determinada isoforma de FGFR 

(Blaber et al., 1996); de outro lado, o domínio das diferentes isoformas de FGFR que ligam 

especificamente determinados FGFs parece estar localizado no DIII (Gray, 1993, Bottaro, 1993; 

Kan et al., 1996). Estes fatos poderiam explicar a baixa capacidade inibitória do peptídeo XVIII 

e sua baixa afinidade pelos FGF-1 e 2. Já o fato de que o peptídeo XIX é inativo enquanto o 

XVIII inibe mais especificamente o FGF-2 parece ser indicativo de que a interação entre esta 

proteína e o receptor poderia estar ocorrendo em uma orientação espacial que envolve o loop 

DE do FGFR como no modelo de interação recentemente proposto para o FGF-2 e o seu 

receptor (Venkataraman et al., 1999).  

 
4.4.4. Ensaio de ligação dos peptídeos I, III, IV, X, XI E XIV a coluna de heparina-
sepharose 

Como foi dito anteriormente, os FGFs apresentam uma grande afinidade à heparina. 

Essa propriedade tem sido utilizada para a purificação dos mesmos em colunas de HEP-

Sepharose (Shing et al., 1984). Os domínios de ligação do hFGF-1 à heparina estariam 

localizados na região que contém o Sítio 2 desta proteína (Pantoliano et al., 1994, Imamura et 

al., 1995, Sieber & Moe, 1996). Assim, alguns dos peptídeos derivados dessa região da 

proteína sintetizados neste projeto foram testados quanto às suas afinidades pela heparina 

através de medidas da capacidade de ligação a colunas de HEP-Sepharose. 

Os peptídeos testados foram: Ac-WFVGLKKNGSSKRGPRT-NH2 (I), Ac-

SKKHAEKNWF-NH2 (III), ciclo(1-5)[Ac-CKKHCEKNWF-NH2] (IV), des-Lys-[I] (X), Ac-

WFVGLPSKR-NH2 (XI) e Ac-WFVGLPSKRGPRT-NH2 (XIV). As concentrações de NaCl 

necessárias para a eluição desses peptídeos foram determinadas a partir da curva padrão de 

NaCl e os resultados estão mostrados na Tabela 17.  

Foi observado que 1 ml da resina heparina-Sepharose inchada é capaz de ligar cerca 

de 2 mg de hFGF-1, sendo este eluído da coluna somente quando se emprega soluções de 

NaCl/Tampão fosfato 10 mM, pH 7,2, contendo NaCl em concentrações superiores a 1,5 M. Já 

os peptídeos testados são eluídos com solução de concentrações de NaCl inferiores a 1 M. Em 

outras palavras, os resultados demonstraram que I, III, IV, X , XI e XIV possuem uma certa 

afinidade por heparina que, entretanto, é menor que a do hFGF-1.  

Esta baixa afinidade pode ser explicada pelo fato de que os mesmos possuem 

resíduos básicos, mas não possuem todos os resíduos importantes para a ligação com tal 

poliânion. 

É interessante notar que os peptídeos I e X tem afinidade maior pela resina quando
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 comparada aos demais peptídeos. A afinidade ligeiramente maior demonstrada pelo peptídeo 

XI em relação ao XIV, evidencia uma importância relativa menor do resíduo R13, ausente no 

peptídeo XI. Ao contrário, quando comparamos suas afinidades com as dos peptídeos I e X, 

fica evidente que o resíduo K12 presente nestes peptídeos tem participação importante nesta 

ligação, assim, como a tem na proteína (K118). É interessante observar também que I e X 

apresentaram a mesma afinidade de ligação à HEP-Sepharose. Entretanto, apenas X teve sua 

atividade mitogênica em cultura de fibroblastos 3T3 de camundongos Balb/C, clone A-31, 

potenciada por heparina exógena. 

 
4.5. ESTUDO CONFORMACIONAL DE PEPTÍDEOS SINTÉTICOS EM SOLUÇÃO 

 
4.5.1. Peptídeos Ac-SKKHAEKNWF-NH2 (III) e c(1-5) Ac-CKKHCEKNWF-NH2 (IV) 

 
a) Medidas de dicroísmo circular e ressonância magnética nuclear dos peptídeos III e IV 

Com o intuito de encontrar possíveis diferenças estruturais que pudessem ser 

correlacionadas com a não atividade de III e a atividade mitogênica exibida por IV (item 4.4.1.), 

decidimos fazer uma análise conformacional destes peptídeos em solução. Essa análise foi 

realizada empregando-se as técnicas de CD e 1H-RMN no laboratório do Dr. Alberto Spisni, 

Universidade de Parma, Itália. Parte dela foi feita durante um estágio de dois meses no referido 

laboratório.  

Tendo em vista que a conformação ativa de um peptídeo deve ser induzida durante a 

sua interação com o receptor, vários experimentos foram realizados no sentido de se 

determinar as condições experimentais que pudessem revelar as capacidades intrínsecas dos 

peptídeos em adotarem estruturas ordenadas em solução.   

Como era esperado para peptídeos curtos, os espectros de CD dos dois peptídeos em 

soluções aquosas tamponadas em diferentes pHs e a 20°C (Figura 51), não revelaram a 

presença de estruturas secundárias ordenadas estáveis. Estes resultados se mostraram 

independente da concentração do peptídeo em análise, o que nos permitiu descartar a 

possibilidade de ocorrência de agregação. 

Para a obtenção dos espectros de CD mostrados na Figura 52 adicionamos 

quantidades crescentes de MeOH às soluções de ambos os peptídeos. Como descrito 

anteriormente, este solvente é conhecido como um estabilizador de dobras (Liu & Deber, 

1998). Povavelmente por isto, a sua adição promoveu um deslocamento da banda com 

elipticidade molar negativa de 198 nm para comprimentos de onda maiores e o aparecimento 

de um “ombro” em comprimento de onda próximo de 220 nm. Estes resultados sugeriram a 

presença de elementos de estruturas secundárias em III e IV, que incluem conformações 

helicoidais e/ou dobras (turns) mal definidos em curtos trechos das seqüências peptídicas. 

Por esta razão, a mistura CD3OH 50%/solução tampão fosfato foi também empregada 

na análise de III e IV por 1H-RMN. 
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Figura 51: Espectros de CD de III (A) e IV (B) em função do pH. 
 Condições experiementais: 0,01M de peptídeo en solução de tampão fosfato 5mM a 20°°C. 
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Figura 52: Espectros de CD de III (A) e IV (B) em função da variação da porcentagem de MeOH). 
 Condições experiementais: 0,01M de peptídeo em solução de tampão fosfato 5mM, pH 6,0 a 20°°C. 
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Os valores dos deslocamentos químicos dos prótons NH e CH determinados por 1H-

RMN dos peptídeos III e IV dissolvidos em uma mistura de solução tampão fosfato 5 

mM:CD3OH (1:1, v/v), pH~6,0 a 25 ºC estão mostrados a seguir nas Tabelas 19 e 20.  

 As estruturas derivadas dos dados de RMN revelaram algumas peculiaridades 

estruturais significativas que diferenciam III de IV. Ambos apresentaram uma dobra em suas 

porções N-terminal, sendo esta muito melhor definida no peptídeo mitogênico IV (Figura 53). 

Esta dobra, entretanto, não se enquadra entre os tipos convencionais de dobra β, como pode 

ser indicado pela ausência de NOEs típicos que caracterizam os tipos conhecidos de dobras β 

ou ainda pela análise dos ângulos diedros φ e ψ.  

Outras diferenças significativas entre III e IV foram encontradas nas porções C-

terminal destes peptídeos. Tal porção do peptídeo III não mostrou nenhuma preferência 

conformacional (Figura 53.A). As várias estruturas do peptídeo IV, por outro lado, se 

agruparam em famílias com determinantes estruturais distintos. Muitas das estruturas 

selecionadas exibiram uma dobra γ na região His4-Glu6 (Figura 53.B). Outras exibiram uma 

dobra β do tipo II que se estende desde o Glu6 até o Trp9 (Figura 54.A). Também, foi detectada 

a presença de dobras helicoidais com diferentes orientações em relação à dobra N-terminal 

formada pela ponte dissulfeto (de E6 a W9). Um exemplo deste motivo helicoidal observado na 

porção C-terminal da estrutura do peptídeo IV está mostrado na Figura 54.B. 

Para verificar se a presença deste motivo helicoidal observado estaria refletindo uma 

preferência estrutural intrínseca deste peptídeo, estudamos os efeitos da exposição de III e IV 

ao TFE (Sönnichsen et al., 1992; Shiraki et al., 1995). Os espectros de CD obtidos pela 

titulação das soluções de III e IV em tampão fosfato com o TFE (Figura 55) foram consistentes 

com uma helicidade aparente maior no peptídeo III, embora as bandas negativas 

características deste tipo de estruturas estivessem deslocadas para o azul. Tal observação 

sugere que a conformação estendida ainda predomina. Surpreendentemente, o peptídeo IV 

apresentou comportamento similar àquele observado em presença de MeOH. As estruturas 

tridimensionais derivadas de RMN do peptídeo mitogênico em presença de TFE foram, da 

mesma forma, bastante semelhantes às obtidas em presença de MeOH. Várias famílias de 

estruturas que obedecem as restrições de RMN foram identificadas.  

A Figura 56.A mostra a presença de uma dobra na porção N-terminal do peptídeo IV 

sendo esta muito parecida com aquela observada em presença de MeOH. Dependendo das 

estruturas selecionadas, foi ainda observada uma preferência local do trecho His4-Glu6 ou 

Cys5-Lys7 do peptídeo em adotar conformações em dobra.  
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Tabela 19: Deslocamentos químicos (δδ em ppm)a dos prótons NH e CH contidos no peptídeo 
               Ac-SKKHAEKNWF-NH2 (III) determinados nos espectros de 1H-RMN.  

 

Resíduo δδNH δδHαα  δδH ββ  δδHγγ  δδoutros 

Ac - - - - δCH3 1,90 

Ser1 8,22 4,35 3,85-3,77 - - 

Lys2 8,38 4,32 1,84-1,84 - Hδ 1,67; Hε 2,95 

Lys3 8,09 4,20 1,72-1,72 1,35 Hδ 1,65; Hε 2,93 

His4 8,33 4,65 3,24-3,12 - H2 8,60; H4 7,28 

Ala5 8,32 4,29 1,36 - - 

Glu6 8,23 4,35 1,91-2,06 2,40 - 

Lys7 8,21 4,19 1,61-1,61 1,25 Hδ 1,51; Hε 2,82; εNH 7,60 

Asn8 8,25 4,63 2,65-2,65 - γNH2 6,83-7,51 

Trp9 7,91 4,47 3,06-3,06 -  H2 7,08; H4 7,51; H5 7,08; H6 

7,14; H7 7,41; N1H 10,16 

Phe10 7,71 4,45 2,81-2,94 - Hδ 7,10; Hε 7,27; Hζ 7,27;  

NH2-term 6,69 
O peptídeo foi dissolvido em uma mistura de tampão fosfato 5 mM:CD3OH (1:1, v/v), pH~6,0 a 25ºC. 
a –valores de deslocamentos químicos em relação à ressonância da água (δ= 4,81ppm).  

 

 

 
Tabela 20: Deslocamentos químicos (δδ em ppm)a dos prótons NH e CH contidos no peptídeo 

               c(1-5) Ac-CKKHCEKNWF-NH2 (IV) determinados nos espectros de 1H-RMN.  
 

Resíduo δδNH δδHαα  δδH ββ  δδHγγ  δδoutros 

Ac - - - - δCH3 1,97 

Cys1 8,30 4,31 2,98; 3,13 - - 

Lys2 8,86 4,35 1,74-1,85 - Hδ 1,67; Hε 2,95 

Lys3 7,93 4,27 1,72-1,72 1,35 Hδ 1,65; Hε 2,93 

His4 8,76 4,48 3,24-3,12 - H2 8,60; H4 7,28 

Cys5 8,29 4,57 1,36 - - 

Glu6 8,28 4,19 1,91-2,06 2,40 - 

Lys7 8,23 4,15 1,61-1,61 1,25 Hδ 1,51; Hε 2,82; εNH 7,60 

Asn8 8,20 4,58 2,65-2,65 - γNH2 6,83-7,51 

Trp9 7,90 4,44 3,06-3,06 -  H2 7,08; H4 7,51; H5 7,08; H6 

7,14; H7 7,41; N1H 10,16 

Phe10 7,69 4,43 2,81-2,94 - Hδ 7,10; Hε 7,27; Hζ 7,27;  

NH2-term 6,69 
O peptídeo foi dissolvido em uma mistura de tampão fosfato 5 mM:CD3OH (1:1, v/v), pH~6,0 a 25ºC.  
a –valores de deslocamentos químicos em relação à ressonância da água (δ= 4,81ppm).  
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Figura 53: Estruturas tridimensionais dos peptídeos III (A) e IV (B) derivadas dos dados obtidos por 2D-1H-

RMN  em tampão fosfato 5 mM, pH 6,0/CD3OH (1:1, v/v) a 25°°C. A superposição das estruturas foi 
feita nos trechos: K2-H4 com RMSD de 0,91±±0,25 Å para o peptídeo linear III; e K2-E6 com RMSD 
de 0,53 ±±0,15 Å para o peptídeo cíclico IV. No caso do cíclico a ponte dissulfeto entre C1-C5 está 
mostrada em apenas uma das estruturas (em amarelo). 
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Figura 54:Estruturas tridimensionais do peptídeo IV derivadas dos dados obtidos por 2D-1H-RMN em tampão 

fosfato 5 mM, pH 6,0/CD3OH (1:1, v/v) a 25°°C. A superposição dos átomos do esqueleto perptídico 
foi feita nos seguintes domínios: C5-F10 com RMSD 0,33±±0,12 Å (A); K2-F10 com RMSD 0,77±±0,25 
Å (B). Em B, a fita foi desenhada para melhor representar a conformação do esqueleto peptídico. A 
ponte dissulfeto entre C1-C5 está mostrada em apenas uma das estruturas (em amarelo). 
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Figura 55: Espectros de CD dos peptídeos III (A) e IV (B) em função da variação da porcentagem de TFE. 
 Condições experiementais: 0,01M de peptídeo em solução de tampão fosfato 5mM, pH 6,0 a 20°°C. 
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Em termos de flexibilidade total, entretanto, este peptídeo se mostrou mais flexível em 

tampão/TFE do que em tampão/MeOH (Figura 54.B). De fato, dentre as estruturas 

tridimensionais do peptídeo IV em TFE/tampão fosfato obtidas a paritr dos dados RMN, não foi 

detectado nenhum grupo de estruturas cujas cadeias peptídicas fossem superponíveis em uma 

extensão maior do que quatro ou cinco resíduos de aminoácidos (Figura 56.B), indicando que 

o peptídeo é mais flexível neste solvente do que em MeOH/tampão fosfato. Os resultados 

obtidos em TFE/tampão fosfato demonstram que o peptídeo IV não possui uma tendência real 

em assumir conformações helicoidais estáveis. 

É interessante notar que as dobras locais observadas para o peptídeo IV tanto na 

presença de MeOH quanto de TFE se mostraram razoavelmente superponíveis àquela do 

fragmento correspondente na estrutura cristalina do FGF-1 (Blaber et al., 1996, Ogura et al., 

1999) (Figura 57.A, B e C). 

O comportamento conformacional dos peptídeos foi ainda analisado em presença de 

dodecil-sulfato de sódio (SDS). Em baixas concentrações de SDS, ambos exibiram 

conformações estendidas desordenadas. Em concentrações crescentes de SDS, entretanto, 

foram observadas diferenças conformacionais interessantes: somente o peptídeo cíclico sofreu 

transições conformacionais complexas que incluem o dobramento em uma estrutura 

intermediária do tipo β (Figura 58).  

Os resultados descritos e discutidos acima mostraram que, em soluções aquosas, o 

peptídeo mitogênico IV poderia ser encontrado em um equilíbrio dinâmico rápido de estados 

não ordenados (unfolded). Em condições experimentais apropriadas este poderia ser induzido 

a adquirir estruturas locais ordenadas diretamente relacionadas com a sua conformação ativa. 

Os efeitos da adição de co-solventes, in vitro, poderiam estar refletindo aquilo que ocorre 

durante a interação deste peptídeo com os receptores dos FGFs (FGFR) in vivo. Esta hipótese 

se suporta na grande semelhança observada entre as estruturas secundárias de determinados 

domínios do peptídeo isolado com àquela adotada pelo fragmento correpondente na estrutura 

cristalina da molécula de FGF-1 (Figura 57). Além disso, tendo em vista que o SDS possui 

propriedades que podem mimetizar a superfície polar do receptor (Ruzza et al., 1995), a 

complexa transição conformacional observada do peptídeo em sua presença revelou uma 

capacidade intrínseca  de  IV em adotar uma estrutura do tipo β (Figura 58). 
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Figura 56: Estruturas tridimensionais do peptídeo IV derivadas dos dados obtidos por 2D-1H-RMN em 

tampão fosfato 5 mM, pH 6,0/TFE-d3 (1:1 v/v) a 25°°C. A superposição dos átomos do esqueleto 
perptídico foi feita nos seguintes domínios: K2-E6 com RMSD 0,91±±0,29 Å (A); E6-F10 com RMSD 
0,50±±0,21Å (B). Em B, a fita foi desenhada para melhor representar a conformação do esqueleto 
peptídico. A ponte dissulfeto entre C1-C5 está mostrada em apenas uma das estruturas (em 
amarelo). 
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Figura 57: Superposição de uma estrutura tridimensional representativa do peptídeo IV (em vermelho) 

derivada dos dados obtidos por 2D-1H-RMN em tampão fosfato 5 mM, pH 6,0/CD3OH (1:1, v/v) a 
25°°C com o fragmento correspondente da estrutura do cristal do FGF-1 (em azul). A 
superposição dos átomos do esqueleto perptídico foi feita nos seguintes trechos: C1-H4 com 
RMSD 0,65 Å (A); H4-E6 com RMSD 0,09Å (B); C1-N8 com RMSD 2,2 Å. Na mistura tampão 
fosfato/TFE-d3, foram obtidos resultados de RMSD semelhantes para os mesmos trechos 0,51 Å 
(A) e 0,11 Å (B), não tendo sido possível superpor as estruturas do peptídeo com a seqüência do 
FGF-1 correpondente por uma extensão maior do que esses mostrados.  
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Figura 58:  Espectros de CD de III (A) e IV (B) em função da variação da porcentagem de SDS.  
 Condições experimentais: 0,01M de peptídeo em solução de tampão fosfato 5 mM, 

pH 6,0 a 20°°C. 
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4.5.2. Peptídeo Ac-NTTDKENEVLH-NH2 (XVIII) derivado do FGFR-1ββ (domínio DIII-loop 
DE)   

Como descrito no ítem 4.4.1.b, o peptídeo XVIII que possui a seqüência derivada da 

alça DE do domínio III do FGFR-1β exibiu uma atividade inibitória das atividades mitogênicas 

dos FGF-1 e FGF-2, tendo sido ela mais específica para o FGF-2.  

Esta atividade mostrou ser seqüência-dependente, já que outro peptídeo derivado da 

alça FG (Ac-SLAGNSIGLSH-NH2, XIX) do mesmo domínio foi completamente inativo, não 

tendo nenhum efeito sobre as atividades mitogênicas de ambos os FGFs testados.  

Embora a afinidade do peptídeo XVIII pelos dois FGFs fosse bastante baixa, os 

resultados obtidos sugeriram que a alça DE contenha resíduos de aminoácidos essenciais para 

a ligação da molécula de FGF-2 ao FGFR-1. Essa alça havia sido sugerida através de estudos 

de mutagênese sítio-dirigida como constituindo uma provavel região que conferia 

especificidade ao receptor para a ligação dos diferentes FGFs (Wang et al., 1995, Gray et al., 

1995). De fato, no modelo de interação entre o FGF-2 e o seu receptor recentemente proposto, 

a posiçao da alça DE do FGFR-1 coincide com a região de contato entre este receptor e o sitio 

2 da proteína (Venkataraman et al., 1999). Estes dados corroboram os resultados por nós 

obtidos com o peptídeo XVIII. 

Com vistas a especular sobre tal interação e devido ao nosso interesse em desenhar 

novos peptídeos desta região com atividade inibitória dos FGFs superior, demos início à 

investigação do comportamento conformacional do peptídeo ativo. Assim, o peptídeo foi 

analisado também no laboratório do Dr. Alberto Spisni da Universidade de Parma, Itália, quanto 

à sua capacidade em adotar algum tipo de estrutura secundária estável em solução. 

Os espectros de CD obtidos pela titulação da solução tamponada do peptídeo XVIII 

com TFE está mostrado na Figura 59. É possivel observar que em baixas proporções deste 

solvente orgânico, o peptídeo não adota qualquer estrutura ordenada estável. Em 

concentrações mais altas, por outro lado, verificou-se a presença de um ponto isodicróico em 

203 nm, o que indica uma transição clara para conformações α-helicoidais bem definidas.  

As estruturas derivadas dos dados obtidos por 1H-RMN deste peptídeo em TFE 

corroboram os resultados de CD mostrados acima, atestando a tendência exibida pelo 

peptídeo XVIII em adotar uma conformação helicoidal (Figura 60).  
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Figura 59:  Espectros de CD do peptídeo XVIII em função da  adição de quantidades crescentes 

de TFE (%, v/v) . 
Condições experimentais: 0,01M em solução tampão fosfato 5mM, pH 6,0 a 20°°C.  

 

 

 
Figura 60: Estruturas tridimensionais selecionadas do peptídeo XVIII derivadas dos 

dados obtidos por 1H-RMN e após uma superposição dos átomos do 
esqueleto peptídico do trecho Asp4-Leu10.  

 Condições experimentais: TFE/d3/tampão fosfato pH 6,0 (70:30, v/v) a 
25°°C. 
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5. DISCUSSÃO GERAL E CONCLUSÕES 
O uso de peptídeos sintéticos biologicamente ativos e o desenho racional de outros 

deles derivados aliados aos estudos estruturais destes compostos, em solução ou na forma 

cristalina, tem trazido importantes contribuições para o entendimento dos mecanismos de 

interação ligante-receptor, para a elucidação das conformações ativas e para o desenvolvimento 

de novos agonistas, antagonistas e inibidores das atividades biológicas de importantes 

hormônios peptídicos e proteínas. 

Como já citado, muitos outros autores descreveram alguns peptídeos sintéticos 

biologicamente ativos relacionados aos FGFs (item 1.4. da seção de Introdução). Apesar de se 

tratarem de peptídeos  curtos e lineares, e provavelmente muito flexíveis, esses compostos tem 

sido muito úteis para a identificação dos sítios ativos nos domínios funcionais da proteína nativa.  

Em contraste, peptídeos sintéticos de conformação restrita relacionados aos FGFs 

nunca foram descritos anteriormente. Os resultados obtidos no presente trabalho e os dados 

descritos na literatura demonstram que estes tipos de compostos podem fornecer informações 

mais precisas sobre os requisitos estruturais necessários para a expressão das atividades 

biológicas da proteína do que os peptídeos lineares. 

No FGF-2, a região onde se localiza o Sítio 2 foi sugerida como uma parte da molécula 

que contem resíduos importantes para a expressão da atividade mitogênica (Springer et al., 

1994). No hFGF-1, essa região se constituirira de resíduos de aminoácidos do fragmento 
101KHAEKNWF132 e foi sugerida como sendo um sítio que confere à proteína especificidades de 

ligação aos diferentes FGFRs presentes na superfície celular (Springer et al., 1994; Seddon et 

al., 1995; Blaber et al., 1996).  

Como mostrados acima, os peptídeos Ac-HAEKNWF-NH2 (II), Ac-SKKHAEKNWF-NH2 

(III), c(1-5)[Ac-CKKHCEKNWF-NH2] (IV), c(1-5)[Ac-CKKHCEKWF-NH2] (V) e Ac-SKKHA-

NH2  (VI); c(1-5)[Ac-CKKHC-NH2] (VII) que correspondem a fragmentos do sítio 2 do hFGF-1,  

foram propostos com a finalidade de verificar a hipótese de que não somente a presença, mas a 

orientação adequada das cadeias laterais dos aminoácidos W107 e F108 era requerida para a 

expressão da atividade mitogênica de peptídeos derivados deste Sítio 2 da proteína (Oyama et 

al., 1996). Quando testados em culturas de fibroblastos de camundongos Balb/c 3T3, os 

peptídeos II, III, VI e IV mostraram-se essencialmente inativos. Já o peptídeo cíclico IV, que 

contem uma ligação dissulfeto intramolecular nas posições 1 e 5, foi mitogênico e capaz de inibir 

a atividade mitogênica do hFGF-1 em culturas de fibroblastos de camundongos Balb/c 3T3 (ED50 

~50 µM, ID50 ~60µM). Este teve a atividade mitogênica diminuída quando a N8 foi subtraída de 

sua seqüência como mostrado pelo seu análogo cíclico V. Embora as atividades mitogênicas 

tivessem sido 104 menor que a da proteína nativa, esses resultados demonstram que de fato 

existe uma correlação entre a capacidade de agonistas peptídicos do hFGF-1 em adotar 

conformações preferenciais e exibir uma atividade mitogênica.  

Devido à similaridade em suas seqüências primárias e diferenças nas atividades 

mitogênicas exibidas por III e IV, estes peptídeos foram analisados por técnicas de CD e 1H-

NMR com o objetivo de determinar suas conformações em solução (Kiyota et al., 1999). A 

comparação entre os resultados obtidos por simulações de Dinâmica Molecular sugeriram que 

o peptídeo IV poderia adotar conformações preferenciais melhor definidas do que III. Além
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 disso, suas conformações eram semelhantes àquela assumida pelo fragmento correspondente 

na proteina nativa. Os dados obtidos por CD indicaram que, mesmo estando na forma 

estendida em meio aquoso, estes peptídeos poderiam adotar conformações de estrutura 

secundária em condições experimentais apropriadas. Como descrito acima, as diferenças nos 

comportamentos conformacionais de III e IV foram observadas na presença de SDS, que 

possui propriedades que podem mimetizar a superfície polar do receptor (Ruzza et al., 1995). 

Na presença deste, o peptídeo IV revelou uma capacidade intrínseca em adotar uma estrutura 

do tipo β.  

Predições estruturais sugeriram a presença de uma dobra como tendo uma possível 

relevância para a atividade biológica deste segmento do FGF (Blaber et al., 1996, 1997; Pineda-

Lucena et al., 1996). As dobras em geral (β- ou γ- turns) são sugeridas funcionarem como sítios 

de nucleação em processos de enovelamento de proteínas e de reconhecimento em complexos 

imunológicos, metabólicos e mecanismos regulatórios endocrinológicos (Xie et al., 1995). As 

dobras β especificamente envolvem quatro resíduos de aminoácidos e podem ter uma geometria 

bastante variada (tipos I, II, III, I’, II’ e III’) em comparação com as outras conformações α-hélices 

ou folhas β encontradas em fragmentos peptídicos (Xie et al., 1995). Assim, investigamos as 

conformações dos peptídeos III e IV em 50% MeOH que é um solvente orgânico conhecido 

como estabilizador de dobras (Zhong & Johnson, 1992; Segawa et al., 1990).  As estruturas de 

III derivadas de RMN revelaram a presença de uma dobra entre os resíduos S1 - A5 e uma 

porção C-terminal bastante flexível. Por outro lado, as estruturas de  IV se caracterizaram pela 

presença de uma dobra no trecho C1 - C5, de um motivo helicoidal no trecho E6- W9 e de um γ 
turn no trecho  H4 - E6. Além disso, foi possível se obter uma boa superposição do γ-turn deste 

trecho do peptídeo com o fragmento correspondente na estrutura cristalina do hFGF-1 (Blaber et 

al., 1996; Ogura et al., 1999). Os resultados indicaram que a restrição conformacional presente 

no peptídeo IV induziu uma conformação mais definida em sua porção N-terminal e uma maior 

mobilidade da outra porção C-terminal favorecendo o posicionamento adequado das cadeias 

laterais dos resíduos hidrofóbicos W9 e F10 e também o resíduo N8, sugeridos anteriormente 

como sendo essenciais para a atividade mitogênica do FGF-1 (Kiyota et al., 1999).  

Os FGFs são proteínas ligantes de heparina (Kan et al., 1993; 1996; McKeehan et al., 

1999; Venkataraman et al., 1999). Como se sabe, a atividade mitogênica do hFGF-1 é 

potenciada pela HEP exógena. É descrito também que a HEP parece se ligar ao hFGF-1 por 

interação iônica com alguns resíduos de aminoácidos básicos contidos na região do sítio 2 da 

proteína (Digabriele et al., 1998). O resíduo K118 junto com um ou dois dentre os resíduos K112, 

K113,  R122 e  K128 dessa região da proteína foram sugeridos como sendo essenciais para a 

ligação de HEP e formação de um dímero biologicamente ativo do hFGF-1 (Thompson et al. 

1994; DiGabrielle et al., 1998). O peptídeo I foi capaz de se ligar à HEP-Sepharose (Oyama et 

al., 1996), mas ao contrário do hFGF-1, não teve sua atividade mitogênica potenciada por HEP 

quando esta foi adicionada simultanente à cultura de fibroblastos Balb/c 3T3. Como mostrado 

acima, a HEP teve um efeito diferente sobre a atividade mitogênica do análogo de I, o peptídeo 

Ac-WFVGLKNGSSKRGPRT-NH2 (X), que não apresenta uma das lisinas da sequência 

[...LKKN..] presente em I. Isto indicou que apenas uma delas era suficiente para a atividade
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 mitogênica de I e sugeriu a possibilidade do envolvimento de um desses resíduos para 

ciclizações. A comprovação da alta flexibilidade de I em solução e os resultados obtidos com 

este análogo X nos levou a averiguar sobre requisitos estruturais determinantes da  atividade 

mitogênica exibida pelo peptídeo I e buscar análogos mais ativos ou ainda com efeito 

antagônico ou inibitório do hFGF-1. Diversas seqüências peptídicas estruturalmente 

modificadas derivadas de I foram desenhadas com a finalidade de avaliar a contribuição dos 

resíduos sugeridos com sendo essenciais para a atividade mitogênica da proteína e os efeitos 

de uma restrição conformacional sobre a atividade mitogênica de I. Os análogos cíclicos c(4-

7)[Ac-WFVCLPCKR-NH2] (XII) e c(3-13)[Ac-WFCGLPSKRGPRC-NH2] (XV) que apresentam 

substituição do segmento 112KKNGS116 por uma prolina e deleção de  120GPRT123 (XII)  ou 

apenas de 120GPRT123 (XV), exibiram atividades comparáveis a do I. Ao contrário, os análogos 

lineares Ac-WFVGLPSKR-NH2 (XI) e Ac-WFVGLPSKRGPRT-NH2 (XIV) e o cíclico c(3-7)[Ac-

WFCGLPCKR-NH2] (XIII) correspondentes foram inativos. Os resultados obtidos com estes 

peptídeos  foram indicativos de que apenas uma das lisinas (112K ou 113K) era essencial para a 

atividade mitogênica do peptídeo I. A manutenção do posicionamento da cadeia lateral de um 

destes resíduos em relação a de outros resíduos contidos na seqüência parece ser importante 

a, pois a substituição do segmento 112KKNGS116 por uma prolina e/ou deleção de  120GPRT123 

(peptídeos XI e XIV) podem abolir a atividade mitogênica do peptídeo mitogênico. Uma 

restrição conformacional que mantem a distância e as orientações relativas entre os resíduos 

WF e KR (considerados essenciais para a atividade) na seqüência parece ser suficiente para a 

expressão da atividade mitogênica.   

Os dados experimentais obtidos com os peptídeos acima serviram de base para o 

desenho de novos análogos de c(1-5)[Ac-CKKHCEKNWF-NH2] (IV), os peptídeos c(5-14)[Ac-

SKKHEEKNWFVGLKK-NH2] (VIII) e c(1-5)[Ac-DKKHDbuEKNWF-NH2  (IX). Estes poderiam 

fornecer informações adicionais valiosas sobre os determinantes estruturais da atividade 

mitogênica de peptídeos derivados dessa região da proteína e poderiam auxiliar na busca de 

agonistas mais potentes ou estáveis da mesma. Apesar de a ligação lactama presente em IX 
ser quimicamente mais estável do que a ponte dissulfeto presente em IV (mitogênico), o 

peptídeo IX foi inativo quando testado em cultura de fibroblastos Balb/c 3T3. Isto sugeriu que a 

distância da ligação covalente formada em IV foi mais apropriada para induzir uma 

conformação mais parecida com a do fragmento na proteína nativa. Também foram assim 

desenhados os novos análogos do peptídeo I, Ac-WFVGLKANGSSKRGPRT-NH2 (XVI) e Ac-

WFVGLAKNGSSKRGPRT-NH2 (XVII) que apresentam substituições de uma das lisinas 112 ou 

113 por uma alanina. Estes exibiram atividades mitogênicas comparáveis à de I e maiores do 

que a de X.  

Como descrito anteriormente, o FGF-1 pode se ligar a todas as isoformas de FGFR 

(Ornitz et al., 1996; Blaber et al., 1996). Os peptídeos mitogênicos foram capazes de competir 

com hFGF-1 marcado pela ligação aos FGFR-1 presentes nos fibroblastos de camundongo 

Balb/c 3T3, entretanto, não temos uma evidência experimental direta para sugerir que os 

mesmos expressam sua mitogenicidade através de uma ligação específica aos domínios 

extracelulares dos FGFRs. Outros receptores estão também presentes nas superfícies celulares 
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como, por exemplo, o HS que liga os FGFs e parece ter um papel importante na formação de 

complexos FGF:FGFR:HS biologicamente ativos (Pantoliano et al., 1994; Faham et al. 1996; 

DiGabrielle et al., 1998; Venkataraman et al., 1999).  

Paralelamente a estes estudos, foi desenvolvido um modelo teórico dos domínios 

extracelulares DII e DIII do FGFR-1β. A partir do posicionamento gráfico das moléculas de 

hFGF-1 e de um hexassacarídeo de heparina junto a este modelo, foram desenhados os 

peptídeos Ac-170NTTDKENEVLH180-NH2 (XVIII) e Ac-194SLAGNSIGLSH204-NH2 (XIX) (Oyama et 

al., 1997). Como mostrado na seção anterior, a atividade inibitória específica para o FGF-2 

exibida pelo peptídeo XVIII parece ser um indicativo de que a alça DE do domínio DIII do 

receptor pode estar envolvido na ligação a esta proteína. Os resultados obtidos pela análise 

conformacional do peptídeo XVIII por CD e 1H-RMN indicaram que este peptídeo exibe uma 

forte tendência em assumir uma estrutura helicoidal em solução aquosa contendo 50% MeOH 

deuterado. Os resultados obtidos com este peptídeo foram concordantes com os obtidos por 

Gray e colaboradores (1995) e corroboram o modelo do complexo FGF-2/FGFR-1 proposto por 

Venkataraman e colaboradores (1999).  

O conjunto dos resultados obtidos neste trabalho nos permite concluir que: 1) a 

presença de W107 e F108 é, de fato, essencial para a expressão da atividade mitogênica de 

peptídeos derivados do sítio 2 do hFGF-1; 2) a presença de N106 adjacente ao core hidrofóbico 

constituído pelos resíduos W 107F108 é importante; 3) a ciclização do peptídeo IV foi decisiva 

para a expressão de sua atividade, indicando que, não apenas a presença, mas o 

posicionamento adequado das cadeias laterais de N106, W107 e F108 são determinantes; 4) 

apenas uma das lisinas (K112 ou K113) é essencial para a atividade mitogênica (X, XVI e XVII); 

5) o importante parece ser a manutenção do posicionamento das cadeias laterais em relação 

aos dos outros resíduos contidos na seqüência, uma vez que, a substituição do segmento 
112KKNGS116 por uma prolina e/ou deleção de 120GPRT123 (peptídeos XI e XIV) abolem a 

atividade mitogênica do peptídeo; 6) uma ciclização que mantem a distância e as orientações 

relativas entre WF e KR (considerados essenciais para a atividade) na seqüência (XII e XV) 

leva à recuperação da atividade; 7) a atividade inibitória específica para o FGF-2 exibida pelo 

peptídeo XVIII parece ser um indicativo de que a alça DE do domínio DIII do receptor pode 

estar envolvido na ligação a esta proteína. 

Estas conclusões são relevantes e essenciais para: 1) o entendimento dos requisitos 

estruturais necessários para a expressão da atividade mitogênica dos peptídeos estudados e, 

como reflexo, do hFGF-1; 2) o desenho de novos agonistas, antagonistas ou inibidores do 

sistema FGF. 
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ABSTRACT 
In our search for small potent agonists or inhibitors related to hFGF-1(97-132), we first 

investigated the preferred conformation in solution of Ac-WFVGLKKNGSSKRGPRT-NH2 (I), by 
1H-NMR. This compound has been described as a weak agonist of the mitogenic activity of this 
growth factor able to inhibit the binding of 125I-hFGF-1 to their cellular receptors, and to heparin-

Sepharose columns (Oyama et al., 1996). We found that this peptide is in a random coil 
configuration, which could explain its low activity (104 times less potent than the native protein).  

On the basis on these results and on several data available in the literature (Harper & 

Lobb 1988; Burgess et al., 1991; Pantoliano et al., 1994, Springer et al., 1994; Thompson et al., 
1994; Imamura et al., 1995; Ornitz et al., 1996; Blaber et al., 1996; Zhu et al., 1991, 1995; 1997; 
Schwizer, 1995; Sieber & Moe, 1996; Rizo et al., 1996), we designed seventeen peptides 

related to the Site 2 (97-132)[hFGF-1] listed on the Table 1: some were linear and some were 
cyclic. 

Table 1: Peptides related to hFGF-1 Site 2 which were studied in the present work 
                     97     110                                           120 132
Síte 2 [hFGF-1] Y I S K K H A E K N W F V G L K K N G S C K R G P R T  H Y G Q K A I L F 

I Ac- W F V G L K K N G S S K R G P R T -NH2 
II Ac-H A E K N W F -NH2  

III Ac-S K K H A E K N W F -NH2   
IV c(1-5)[Ac-C K K H C E K N W F -NH2]  
V    c(1-5)[Ac-C K K H C E K  - W F -NH2]  
VI               Ac-S K K H A -NH2     
VII   c(1-5)[Ac-C K K H C-NH2]    
VIII c(5-14)[Ac-S K K H E E K N W F V G L K K-NH2]  
IX c(1-5)[Ac-D K K H X E K N W F -NH2       

X Ac- W F V G L K  -  N G S S K R G P R T -NH2 

XI Ac- W F V G L  -  -  P  -  -  S K R - NH2  
XII c(4-7)[Ac- W F V C L  -  -  P  -  -  C K R - NH2]  
XIII c(3-7)[Ac- W F C G L  -  -  P  -  -  C K R - NH2]  
XIV Ac- W F V G L  -  -  P  -  -  S K R G P R T -NH2 

XV c(3-13)[Ac- W F C G L  -  -  P  -  -  S K R G P R C -NH2] 
XVI Ac- W F V G L K A N G S S K R G P R T -NH2 

XVII Ac- W F V G L A K N G S S K R G P R T  -NH2 

(X) =  diaminobutiric acid;  ( – ) =  deletion of amino acid residue; c = cyclo 

 
They were synthesized manually using the solid phase method, purified by RP-HPLC, 

and chemically characterized by RP-HPLC, amino acid analysis and mass spectrometry. 
Conformational constraints of certain peptides were achieved by cyclization. Intramolecular 

dissulfide bonds were formed by the oxidation of the thiol groups of two cysteins residues with 
air oxigen and/or K2Fe(CN)6. Lactama bonds were formed between the functional side chain 
group of acidic and basic residue.  

The synthetic peptides were tested in of their ability to inducing mitogenic response on 
Balb/c 3T3, A-31 clone fibroblasts cultures. The results obtained were the following: 1) peptides 
II, III, VI-IX were essentially inactive on Balb/c 3T3 fibroblasts in the range of concentrations 

used (up to 200 µM), 2) in the same range of concentration, peptide IV showed an ED50 ∼60µM 
(similar to that found for peptide I) while its correspondent linear analog (III) was inactive; 3) V, 
analog of IV, that  has Asn deleted, exibihited mitogenic activity lower than IV; 4) X showed a 

mitogenic activity on Balb/c fibroblasts lower than I, 5) cyclic peptides XII and XV showed 
mitogenic activities similar to that of I, while their correspondent linear (XI and XIV) and cyclic 
(XIII) analogs were inactive; 6) XVI and XVII showed mitogenic activities similar to that  found 

for I.   
In parallel, two peptides [Ac-170NTTDKENEVLH180-NH2 (XVIII) and Ac-
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194SLAGNSIGLSH204-NH2 (XIX)], derived from DIII FGFR-1β and designed as putative ligands of 
Site2 hFGF-1, were synthesized and tested. In the range of concentration used (up to 200 µM), 
XIX was inactive and exhibited no inhibitory effect on FGF-1 and FGF-2 mitogenic activities. 

Nevertheless, XVIII inhibited the mitogenic activity of both proteins, being this effect clearly 
more significant for the FGF-2 (Kiyota et al., 1998).Some of synthetic peptides have been 
spectroscopically analyzed in order to disclose the structural features that characterize the 

active (Kiyota et al., 1999). 
A detailed analysis was undertaken with peptides III and IV using circular dichroism 

(CD) and 1H-NMR. Although the similarities in their primary sequences, III has shown inactive 

when tested on Balb/c 3T3 fibroblasts culture while IV was mitogenic with ED50 values around 
50 µM. I was also not capable of inhibiting the binding of hFGF-1 to its cellular receptors, I was 
inactive while II inhibits it with ID50 values of about 30 µM. Circular dichroism study showed that 

while at increasing SDS concentrations the spectra of III suggested the presence of an 
equilibrium among partially structured states, those of IV indicated that this peptide exists in 
unordered extended conformation, folds into a β-conformation and, finally, assumes a helix rich 

structure. 1H-NMR analysis revealed the existence of a well defined γ-turn encompassing 
residues 4-6 that nicely fits with that present in the same portion of the crystallized hFGF-1. 
Superposition of the final structures of III and IV over the entire sequence revealed that only the 

C-terminal portion of III has the tendency to fold into a regular structure. Together these data 
indicate that the turn existence in IV allowed it to acquire the structural determinants for the 
expression of mitogenicity probably through a more appropriate arrangement of residues 8-10. 

More importantly, they demonstrate that we have found a short agonist of hFGF-1 able to 
structurally mimic its corresponding stretch. 

Conformational analysis of XVIII in solution was undertaken also by using CD e 1H-

RMN. The results obtained indicated that it has a strong tendency to assume helicoidal 
configuration in aqueous solution containing 50% CD3OH.  

Altogether these data led us to conclude that: 1) the presence of Asn106 adjacent to 

hydrophobic core constituted by W107F108 is essential for the mitogenic activity of IV; 2) 
conformation constraint by cyclization was efficient for the correct N106, W107 and F108 side 
chains orientation in peptide IV for an effective cellular receptors binding; 3) peptides related to 

hFGF-1 (114-123) seem to be promising mitogenic agonists; 4) the only one lysine between 
L126 and N129 is enough for the mitogenic activity expression (X, XVI and XVII); 5) deletions of 
residues, replacement of deleted fragment by Pro followed by restriction of peptide 

conformation might keep the frame of the residues considered essential for the mitogenic 
activity along the peptides backbones; 6)The inhibitory effect on the FGF-2 mitogenic activity 
observed in peptide XVIII was indicative that the loop DE of DIII FGFRs seems to be involved in 

the binding of this protein.These conclusions are very relevant in terms of the knowledge of the 
structural requirements for the mitogenic activity of studied peptides and, as a reflex, of the 
hFGF-1. Furthermore, they constitute additional guidelines for designing new constrained 

peptides derived from this segment of FGF-1, which may result in more potent agonists, 
antagonists or inhibitors of such important target. 
 
 
 
 


