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IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA

Os peptideos sao moléculas que apresentam um amplo espectro de ag¢do. Devido a essa
caracteristica e a possibilidade de editar suas sequéncias para aprimorar a atividade frente a
alvos especificos, eles tém despertado crescente interesse nas industrias farmacéutica e
cosmética. Este trabalho teve como objetivo desenvolver novos peptideos com agdo cosmética
voltada para a redugdo da producao de sebo e do aparecimento de rugas, além de empregar
estratégias de quimica verde em sua obtencdo, visando minimizar o uso de solventes nocivos

ao meio ambiente e reduzir a geragdo de poluentes durante o processo de produgao.

POTENTIAL IMPACT OF THIS RESEARCH

Peptides are molecules with a broad spectrum of biological activity. Their modifiable sequences
allow for targeted enhancements, making them increasingly appealing to both the
pharmaceutical and cosmetic industries. This study aimed to develop novel peptides with
cosmetic potential, specifically targeting the reduction of sebum production and wrinkle
formation. Additionally, green chemistry strategies were employed to minimize the use of
environmentally harmful solvents and reduce pollutant generation throughout the synthesis

process.
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RESUMO

A indutstria cosmética tem apresentado um crescimento expressivo na busca por
moléculas mais eficientes aliadas a processos mais sustentaveis. Diante desse cenario, ¢ notavel
o aumento do uso de peptideos, uma vez que podem ser modulados a um alvo especifico e
possuem uma alta eficicia a concentragdes mais baixas, para tratamentos dermocosméticos. Os
peptideos, em sua grande maioria, sao produzidos pela sintese de peptideos em fase solida
(SPES) tradicional, que utiliza solventes e reagentes controversos, como dimetilformamida
(DMF) e piperidina, que podem ser nocivos e toxicos ao ser humano e ao meio ambiente. Em
luz disso, o objetivo dessa tese foi desenvolver novos peptideos para aplicagdo cosmética, como
o Tripeptideo-85 (EVF) e o Tetrapeptideo-111 (PWKW), utilizando processos sintéticos mais
sustentaveis. Observamos que os processos sintéticos mais sustentdveis mostraram rendimentos
e purezas semelhantes aos protocolos tradicionais. Para tanto, avaliamos bases e solventes
alternativos, sendo que para as bases os derivados de amino-alcoois, como monoetanolamina
(MEA) e 2-amino-2-metil-1-propanol (AMP), mostraram-se eficientes no processo remog¢ao do
grupo (Fmoc), indicando uma alternativa mais segura e sustentdvel do que a controversa
piperidina. J& em relacdo ao uso de solventes sustentdveis, o 2-MeTHF e a mistura de
IPA/DMSO (4:6) se mostraram mais robustos para sintese do EVF e do PWKW,
respectivamente. O solvente etanol/DMSO também foi testado com resultado positivo para o
PWKW. Posteriormente, os peptideos foram avaliados em testes in-vitro e em testes clinicos,
sendo que o EVF apresentou eficdcia na reducdo da producdo de sebo e de poros na pele e o
PWKW “Botox-like” apresentou eficacia na reducao da contragdo muscular, levando a redugdo
das rugas e linhas de expressdo na pele, em baixas concentragdes de uso, desta forma,
apresentando-se como um potente ativo anti-idade. Os resultados obtidos demonstram que para
a sintese dos peptideos a utilizacdo de novos protocolos utilizando de solventes verdes nao
prejudicou a sua obten¢ao. Nos ensaios biologicos ambos os peptideos demonstraram que tem

potencial de inibicao para os seus alvos tornando-se assim potenciais ativos para cosméticos.

Palavras-chave: Peptideos; cosméticos, quimica verde.



ABSTRACT

The cosmetics industry has experienced significant growth driven by the pursuit of more
efficient molecules combined with environmentally sustainable processes. Within this context,
peptides have gained prominence due to their ability to be tailored to specific targets and their
high efficacy at low concentrations in dermocosmetic applications. Most peptides are produced
via traditional solid-phase peptide synthesis (SPPS), which involves controversial reagents and
solvents such as dimethylformamide (DMF) and piperidine—substances known for their
potential toxicity to humans and the environment. Accordingly, this thesis aimed to develop
novel peptides for cosmetic applications, specifically Tripeptide-85 (EVF) and Tetrapeptide-
111 (PWKW), using more sustainable synthetic protocols. These alternative methods yielded
results comparable in purity and yield to those obtained through conventional synthesis. To
achieve this, we investigated the use of alternative bases and solvents. Amino alcohol
derivatives—such as monoethanolamine (MEA) and 2-amino-2-methyl-1-propanol (AMP)—
proved effective for FMOC group removal, offering a safer and more environmentally friendly
substitute for piperidine. In terms of solvents, 2-MeTHF and an IPA/DMSO mixture (4:6)
demonstrated robustness for the synthesis of EVF and PWKW, respectively. Ethanol/DMSO
also showed positive outcomes for PWKW. These peptides were subsequently subjected to in
vitro and clinical evaluations. EVF showed efficacy in reducing sebum production and pore
size, while PWKW—a "Botox-like" peptide—effectively reduced muscle contraction, leading
to a visible reduction in wrinkles and expression lines, even at low concentrations. These
findings reinforce the viability of greener peptide synthesis protocols and confirm the biological

activity of both peptides, highlighting their potential as innovative cosmetic active ingredients.

Keywords: Peptides, cosmetics, green chemistry.
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1 INTRODUCAO

1.1 COSMETICOS DURANTE A HISTORIA

A utilizacdo de cosméticos esteve sempre presente na historia da humanidade,
representando um papel importante na vida dos seres humanos. Esses foram utilizados em
tratamentos de satde em geral, em praticas religiosas, para aumentar as chances de sucesso
social, no amor e na guerra, sempre visando o aumento da autoestima (Diana Draelos, 2000;
Gonzalez-Minero; Bravo-Diaz, 2018; Mcmullen; Dell’acqua, 2023). Com o desenvolvimento
da humanidade, os cosméticos também evoluiram em eficéacia, seguranca e qualidade (Singh et
al., 2022). Entende-se que, por definicdo, os cosméticos sdo aplicados externamente em
mucosas da cavidade oral, corpo humano e dentes, com a finalidade de protecdo, limpeza,
perfumagdo, corre¢do de odores e alteragdo da aparéncia (Zhang and Falla, 2009).

A utilizacdo de cosméticos nas ultimas décadas se tornou um fendmeno em massa,
gracas as influéncias das redes sociais, cinema e televisdo. No entanto, estes produtos ndo tém
sO a inten¢do de manter uma aparéncia mais bonita, como também serem saudaveis e seguros
(Gonzalez-Minero et al., 2020). A industria cosmética no ano de 2023 representou uma
industria econdmica ativa, com taxa de crescimento de aproximadamente 8%. Esse valor se
deve ao aumento do uso de cosméticos mundialmente, devido as suas propriedades higiénicas,
corretivas e decorativas, se tornando essencial na rotina diaria, principalmente de mulheres
(Aguilar-Toala et al., 2019; L'orEAl 2023; L'orEAl, 2024). O crescimento do mercado
cosmético tem feito com que a demanda pelo desenvolvimento de novas formulacdes
cosméticas aumente, surgindo novos produtos a base de proteinas, peptideos, antioxidantes e

fatores de crescimento (Ngoc ef al., 2023).

1.2 FISIOLOGIA DA PELE

A pele possui diversas fungdes fisioldgicas importantes para o organismo humano
(Wang, L. et al., 2024), e com uma area superficial de cerca de 1 a 2 m?, ela é o maior 6rgio do
corpo humano (Ledwon et al., 2021). Além de influenciar na homeostase do corpo humano ela
também influéncia nas relagdes interpessoais, na imagem corporal e no estado psicoldgico das
pessoas (Wang, L. ef al., 2024). A sua principal fungdo ¢ revestir o corpo, desempenhando
conjuntamente outras funcdes, como a elasticidade, participando da sintese de vitamina D, e

protecdo a fatores externos, uma vez que os protege da umidade, bactérias, produtos quimicos,
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calor e frio. Ela também possui a fungdo de transmitir fendmenos sensoriais que ocorrem no
ambiente humano. Sendo assim, a pele ¢ um elemento béasico do corpo humano, o qual,
determina grande parte de sua satide (Mcknight et al., 2022; Rostkowska et al., 2023).

A pele ¢ constituida de trés camadas sendo elas a epiderme, derme e hipoderme (Figura
1), dentre as quais sdo encontrados apéndices (glandulas sebaceas e sudoriparas, foliculo piloso,
unhas), bem como nervos e vasos sanguineos (Zhang; Falla, 2009; Rostkowska et al., 2023). A
separacao das camadas de epiderme e derme ¢ feita por uma membrana basal que € rica em
proteinas da matriz extracelular (MEC), a qual incluem colageno, proteoglicanos, sulfato de

heparina, elastina, epiligrina, nidogénio, laminina e fibronectina (Zhang; Falla, 2009).

Figura 1: Estrutura da pele humana.
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Colageno
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Derme
Hipoderme

Adaptado de: Siqueira Andrade ef al., 2024.

A epiderme ¢ a camada externa da pele a qual possui a fun¢ado de ser uma barreira contra

riscos ambientais. Ela constituida basicamente de queratindcitos, os quais sdo responsaveis pela
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producdo de queratina, uma proteina que fornece integridade estrutural a pele. Além dos
queratindcitos, ¢ na epiderme que se ¢ produzida a melanina, responsavel pela prote¢do aos
raios UV e pigmentagao da pele (Siqueira Andrade et al., 2024).

A derme, camada encontrada abaixo da epiderme, € constituida principalmente de MEC
e de fibroblastos. A constitui¢do da MEC ¢ basicamente de fibras de elastina, coldgeno e alguns
glicosaminoglicanos, como por exemplo o 4cido hialuronico. S3o estas estruturas encontradas
na MEC que sao responsaveis pela flexibilidade, elasticidade e for¢a da pele. Também sdo
encontrados na derme, nervos, vasos sanguineos, glandulas sebaceas, glandulas sudoriparas,
foliculos capilares e células imunolédgicas (Siqueira Andrade et al., 2024).

A tltima camada constituinte da pele humana ¢ a hipoderme ou gordura subcutanea,
sendo ela a mais profunda. Ela basicamente ¢ composta pelo tecido conjuntivo e por células de
gordura, como os pré-adipdcitos e adipdcitos. Esta camada ndo possui a fungdo de protegdo
primaria da pele, como as duas outras camadas citadas anteriormente, mas ela possui fungdes
como armazenamento de gordura, responsavel pelo armazenamento de energia do corpo e
amortecimento, controlando a temperatura corporal e conectando a derme ao musculo e ao 0sso
(Siqueira Andrade et al., 2024).

Entender sobre a fisiologia e estrutura da pele € importante para o desafio de criar uma
pele saudével para pacientes de todas as cores e idades. Sendo que, com o passar do tempo, o
que ¢ considerdvel como beleza da pele acaba desaparecendo, uma vez que o envelhecimento
¢ um estdgio natural. No entanto, alguns fatores podem fazer com que esse processo ocorra de

uma forma mais rdpida como estresse, doencas, cicatrizes e fumo (Draelos, 2011).

1.3 PROBLEMAS DE PELE

Problemas cutaneos estdo classificados em 4° lugar entre as principais causas de
doencas nao fatais. Eles geram altos impactos na qualidade de vida e sdo considerados como
um fardo para o sistema de satide (Wang, L. ef al., 2024). As doencas e os distarbios da pele
tém um complexo conjunto de processos responsaveis pelo seu inicio, que podem variar entre
fatores ambientais e genéticos, sendo cada fator diferente para cada doenga (Lee ef al., 2024).
Dentre os principais problemas de pele encontrados estdo a formacdo de queloide, ferimentos,
fibroses, diminui¢do da angiogénese, disturbios de hiperpigmentagao, rugas, sebogénese € acne

(figura 2) (Alencar-Silva et al., 2018).
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Figura 2: Principais problemas de pele.
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Adaptado de: Alencar-Silva et al., 2018.

Dentre os principais problemas de pele encontrados, dois foram escolhidos como alvo

deste estudo, a hiperproducdo de sebo ou sebogénese, e surgimento de rugas na pele.

1.3.1 Sebogénse

A oleosidade da pele ¢ uma condi¢do comum que afeta 35% da populacdo mundial entre
homens e mulheres, tendo o seu inicio para muitos, um pouco antes da puberdade. Embora esta
condi¢do ndo cause grandes impactos fisiolodgicos na pele, a hiperproducgdo de sebo pode causar
desconfortos em pessoas com esta condi¢ao (Segot-Chicq et al., 2007; Sakuma and Maibach,
2012). Sendo assim, esta condi¢do pode ser prejudicial as interagdes sociais e levar a uma
autopercepcao negativa, baixa autoestima, angustia e depressao (Segot-Chicq et al., 2007; Wu
etal.,2013). A oleosidade facial da pele causa problemas como poros dilatados, brilho intenso,
mas também pode ser fonte de doencas de pele comuns como a dermatite seborreica e a acne

vulgar (Rizer, 1999; Wu et al., 2013). Uma pele oleosa geralmente estd associada a uma
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condicao facial caracterizada pela dilatacdo dos poros, uma sensacao de oleosidade e aparéncia
brilhante devido a uma produgao excessiva de sebo (Wu et al., 2013).

As glandulas sebaceas sdo estruturas multilobulares associadas aos foliculos pilosos, os
quais constituem as unidades pilocefallicas da pele, tendo como a principal fun¢do a produgao
de sebo (figura 3) (ToTh et al., 2011; LovaSzi et al., 2017; Szoll6si et al., 2017). O sebo ¢
constituido pelo conteudo total do citoplasma dos sebocitos, que apds uma etapa de maturacao
e de diferenciagdo passam a sintetizar e acumular substancias lipidicas (Fischer e al., 2017). A
secre¢do do sebo ocorre por meio da desintegracdo das células glandulares na por¢do superior
dos foliculos pilosos, que entdo ¢ distribuida na pele (Shi et al, 2015). Em condigdes
fisiolégicas normais estes contribuem nos processos inflamatorios, possuem atividade
antimicrobiana inata, atuam na integridade da pele e transportam compostos antioxidantes para

a superficie da pele (Eisinger et al., 2011).

Figura 3: Esquematizacdo do foliculo piloso e glandulas sebaceas.

Glandula sebacea

—— Pélo
Superficie da pele

Fonte: Chemyunion.

Alteragdes fisiologicas das glandulas sebaceas podem causar processos patologicos

como a seborreia, o qual consiste na producio excessiva de sebo devido a hiperatividade das
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glandulas sebaceas. Isto também afeta a composi¢ao do sebo e demonstra que ele pode ser um
marcador de doengas e que apresenta um papel significativo em sua patogénese (Lovaszi et al.,
2017; Cong et al., 2019; Kirsten et al., 2021). O excesso de sua producdo pode favorecer o
desenvolvimento de outras doengas como a acne, rosacea, psoriase, dermatite atopica, além de
favorecer a formagdo de biofilme, interromper a funcdo da barreira folicular, induzir a
comedogénese e promover a inflamagao subsequente (Valente Duarte De Sousa, 2014; Lovaszi
etal.,2017; Cong et al., 2019).

Alguns tratamentos para a produgdo excessiva de sebo podem ser encontrados, dentre
eles a utilizagdo de cosméticos contendo acido salicilico e acido glicolico, que tem como
objetivo a descamacdo suave, e queratindcitos esfoliantes. Outro tratamento utilizado ¢ a
espironolactona e os contraceptivos orais que atuam na inibigdo dos sebdcitos. Porém o
tratamento mais utilizado ¢ a isotretinoina que atua na diminui¢ao do tamanho e na secregao
das glandulas sebaceas, além de causar a apoptose dos sebocitos e de ter agdo anti-inflamatéria
(Hong et al., 2020). Porém, a utilizacdo da isotretinoina pode causar muitos efeitos colaterais,
sendo os mais comuns: mucosas secas, pele seca, sangramento nasal e secura ocular (Brzezinski
et al., 2017; Rho; Gil, 2021). Dentre os efeitos mais graves apresentados, temos a idealiza¢ao
suicida, pancreatites, hepatites, cataratas e distirbios menstruais, entre outros (Brzezinski et al.,
2017). Desta forma, a busca de novos compostos que atuem nesta condi¢do, reduzindo os
efeitos colaterais e aumentando o efeito desejado, € necessaria.

Os receptores de melacortina (MCRs) pertencem a familia dos receptores com sete
dominios membranares associados as proteinas Gs (GPCRs) (Hruby et al., 2011; Xu et al.,
2020; Ji et al., 2022). Estes receptores podem ter funcdes no organismo devido ao papel
fundamental em varios processos, os quais incluem homeostase energética, pigmentacdo da
pele, hemodindmica, secre¢do exocrina, fungdo sexual e imunomodulagdo (Rodrigues ef al.,
2013; Xu et al., 2020). Dentre os cinco receptores encontrados, dois deles podem atuar em
sebocitos humanos, o receptor de melocotina-1 (MCR1) e o receptor de melacortina-5 (MCRS).
O primeiro desempenha um papel importante na regulamentacdo da pigmentacao da pele e do
cabelo, além de atuar na homeostase da pele; ja o segundo tem sido associado a diferenciagdo
de sebocitos e a producdo de sebo (Zhang et al., 2011; Valente Duarte De Sousa, 2014).

O receptor MCRS5 ¢ encontrado de forma abundante em musculos esqueléticos e nos
tecidos da pele, particularmente nas glandulas sebaceas (Xu et al., 2020). O primeiro estudo
que demonstrou que o MCRS esté ligado a sebogénese foi apresentado por (Chen et al., 1997),
que utilizou o fenodtipo de camundongo deficiente em MCRS. A deficiéncia deste receptor levou

a redugdo da producdo da secre¢dao de lipideos sebaceos, como os ésteres de esterol, o que
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acabou resultando em graves defeitos de termorregulacao e repulsdo de agua (Zhang et al.,

2011). A sua inibi¢do pode ser um alvo para a reducio sebogénica.

1.3.2 Envelhecimento da pele

A medida que o tempo passa, algumas mudangas podem ser observadas na pele, elas
podem ser influenciadas por fatores intrinsecos e extrinsecos. O envelhecimento da pele ¢ o
sinal de mudancga mais visivel, incluindo o surgimento de manchas, ressecamento, flacidez da
pele, perda de gordura e o aparecimento de rugas; todos estes fatores contribuem para que a
pele perca a sua suavidade natural (Shanbhag et al.). Dentre estes fatores, dois sdo reconhecidos
por conta de sua caracteristica mais proeminentes, sendo eles, a flacidez e as rugas faciais
(Imokawa; Ishida, 2015).

O envelhecimento da pele possui mecanismos relativamente complexos, sendo
divididos em intrinsecos e extrinsecos. O envelhecimento intrinseco pode ocorrer por conta de
mudangas no metabolismo celular, processos metabodlicos € hormoénios, o que resulta na
diminui¢cdo do conteudo de coldgeno, elastina, fibroblastos, &cido hialurdnico e outras
substancias (Zhao et al., 2021). J4 o envelhecimento extrinseco ¢ provocado por uma sequéncia
de fatores externos ao corpo humano como dieta, polui¢do, tabagismo, consumo de alcool,
exposicao a luz ultravioleta (UV), movimentos musculares repetitivos, entre outros (Veiga et
al.,2023).

De acordo com o seu surgimento, as rugas podem ser divididas em quatro tipos sendo o
primeiro os ritides enrugados atroficos, que sao linhas finas quase paralelas umas as outras.
Este tipo de ruga pode ser encontrado em diferentes partes do corpo e do rosto, mas a sua
tendéncia de surgimento se dd quando a pele ¢ esticada transversalmente. Este tipo de ruga esta
relacionado a perda de coldgeno (elasticidade). O segundo tipo de ruga encontrada sdo os vincos
elasticos permanentes, eles sdo constituidos por vincos na pele que com o passar do tempo e
exposicao ao sol, se tornam permanentes. Eles sdo encontrados de forma mais proeminentes em
regides como a base do pescogo, bochechas e ldbio superior. O terceiro tipo sdo as linhas de
expressdo dindmicas, que sdo rugas causadas por conta dos movimentos faciais. O seu
surgimento pode ser causado por conta dos movimentos involuntarios dos musculos. Neste caso
o formato da ruga ¢ perpendicular ao longo do eixo do musculo. O quarto tipo de ruga sao as
dobras gravitacionais, linhas encontradas na pele devido aos efeitos da gravidade e que se
tornam mais visiveis a medida que a pele comeca a ceder e dobrar. O local onde elas podem ser

encontradas esté relacionada a espessura da pele (Dragomirescu et al., 2014).
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O inicio do processo de formagdo de rugas ocorre na jun¢do neuromuscular, onde ha a
liberagdo de acetilcolina, a qual é catalisada por um potencial de acdo. E a partir deste evento
que ¢ desencadeado a abertura de canais de célcio dependente de voltagem, estimulando a
liberacao de acetilcolina na fenda sindptica, que ¢ estimulada pelo influxo de calcio facilitado
pela abertura dos canais (Nguyen et al., 2024). Apos a liberagdo da acetilcolina, hd uma
despolarizagdo na membrana devido a entrada dos ions de sodio (Na*) na fibra muscular € a
saida de ions de potassio (K") pela fenda sinaptica (Hotyfska-Iwan; Szewczyk-Golec, 2020;
Catterall, 2023; Nguyen et al., 2024). A liberagao de célcio do reticulo sarcoplasmatico dentro
da fibra muscular ¢ aumentada devido a despolarizacao nos receptores nicotinicos (Rossi et al.,
2022). A exposig@o dos filamentos de actina ocorre devido o deslocamento de tropomiosina,
uma vez que o célcio liberado se liga a troponina (Nguyen ef al., 2024).

Uma descri¢ao da contragdo muscular ¢ realizada pela teoria dos filamentos deslizantes,
onde os filamentos de actina e miosina sdo puxados para dentro pelas cabecas de miosinas
energizadas pela hidrolise do trifosfato de adenosina (Squire, 2019). Apods este processo as
contracdes musculares irdo puxar as fibras do tecido conjuntivo na pele, formando assim fibras
temporarias, que ao longo do tempo serdo submetidas a um estresse mecanico, o que leva a uma
reorganizacdo das fibras de colageno (Gillies; Lieber, 2011; Campos ef al., 2023). Esse estresse
continuo nas fibras musculares da pele pode fazer que o coldgeno seja degradado ou
desalinhado, enquanto isso os fibroblastos podem depositar colageno novo de forma
desordenada, aprofundando permanentemente a produgdo de dobras (Nguyen et al., 2024).
Todo este processo de ativagdo neuromuscular até o surgimento das rugas esta exemplificado
na figura 4.

O tratamento mais comumente utilizado para a preven¢do ou diminui¢do de rugas € a
aplicagdo de inje¢des de toxina botulinica (Botox), j& que em ensaios clinicos, 100% dos
usuarios observaram melhorias significativas nas rugas (Nguyen et al., 2024). O Botox ¢ um
medicamento que € obtido através da toxina produzida pela bactéria Clostridium botulinum. Ele
tem sido usado desde a década de 70 no campo da oftalmologia para o tratamento de estrabismo
e, nos ultimos 20 anos teve a expansao de seu uso para varios campos da saude, especialmente

a dermatologia (Wright ef al., 2018; Satriyasa, 2019).
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Figura 4: Ativa¢do neuromuscular sequencial e seu papel no desenvolvimento de rugas.
Liberagao de acetilcolina desencadeando a contracdo muscular (A); mediacdo da contragdo
muscular por célcio levando a deformagao da pele (B); contragcdes musculares persistentes (C);
formagdo de rugas estaticas com o relaxamento do musculo e reabsor¢ao de calcio no reticulo
sarcoplasmatico (D).
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Adaptado de: Nguyen ef al., 2024.

Tem-se como meio de agdo do Botox, o impedimento da fun¢do nervosa parassimpatica
e motora por meio da diminuicdo da producdo de acetilcolina; além disso ele evita que os
anticorpos neutralizantes ajam rapidamente (Nguyen et al., 2024). As toxinas do botox sdo
metaloproteases que clivam especialmente proteinas sindpticas essenciais para a exocitose
neuronal regulada, especialmente a VAMP (Proteina de Membrana Associada a Vesicula), e as
proteinas de membrana sintaxina € SNAP-25 (Proteina Associada ao Sinaptossomo) (figura 5)
(Johnson, 1999; Nguyen et al., 2024). A juncao destas proteinas formam um complexo proteico
SNARE (receptor de proteina de ligacdo ao fator sensivel a N-etilmaleimida soluvel), que ¢
desestabilizado pela acdo da neurotoxina, impedindo a fusdo da vesicula com a membrana
plasmatica e, consequentemente, anulando a exocitose desencadeada pelo Ca®" (Chen; Scheller,

2001).
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Figura 5: Representagdo esquematica do mecanismo de acdo da toxina botulinica.
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Adaptado de: Gazerani, 2022.

Por mais que seja uma das alternativas mais utilizada na prevencao de rugas, a utilizagao
do Botox acarreta diversos efeitos colaterais como inchago, sangramento, eritema e dores nos
locais da injecdo. Além disso também pode causar dores de cabega ap0s a sua inje¢ao, podendo
permanecer entre 2 e 4 semanas. Outros efeitos como ndusea e mal-estar também podem ser
encontrados. Somado a isto, quando o botox ¢ aplicado para tratamento dos chamados “pés de
galinha", esta aplicagcdo pode causar estrabismo (Satriyasa, 2019). Devido a todos estes efeitos
colaterais se faz necessario que a industria cosmética comece a busca por novas moléculas

cosméticas inovadoras semelhantes ao botox (Dragomirescu ef al., 2014).

1.4 PEPTIDEOS COSMETICOS

Devido ao crescimento da procura de novas moléculas cosméticas, os peptideos tém se

tornado uma alternativa, por conta de suas propriedades bioativas, tamanho da molécula,



40

capacidade de interagir com células por meio de diversos mecanismos, e sua alta atividade em
baixa dosagem (Ferreira et al., 2020; Ledwon et al., 2021). A comercializagdo de peptideos tem
aumentado mais do que a comercializacdo de pequenas moléculas, sendo 10% das vendas
farmacéuticas, equivalendo a US$ 25 bilhdes (Lima; Pedriali Moraes, 2018). Somente no
mercado norte americano sdo encontrados cerca de 25 peptideos diferentes em diversos
produtos para o cuidado com a pele. Porém, muitos outros se encontram em fase de
desenvolvimento ao redor do mundo, o que ndo so6 ird expandir a diversidade de aplicacao de
peptideos, mas também aumentara o nimero de ingredientes peptidicos (Huang et al., 2023).

Os peptideos sdo compostos bioldgicos com importantes fungdes nos organismos vivos,
contendo de 2 a 50 aminoacidos e podendo apresentar alta seletividade, devido as interagdes
especificas com os seus alvos (Negahdaripour ef al., 2019; Apostolopoulos et al., 2021; Ngoc
et al., 2023). As moléculas peptidicas apresentam algumas vantagens em comparacdo a
moléculas pequenas, sendo as principais vantagens: segurancga, alta afinidade com o alvo e
baixa toxicidade (Negahdaripour et al., 2019).

Inicialmente, os peptideos eram obtidos a partir de fontes naturais, como plantas e
venenos de animais. No entanto, com o avango da engenharia de peptideos, da bioinformatica
estrutural, das tecnologias de sequenciamento e das avalia¢des analiticas, abriu-se caminho para
o design racional de moléculas, possibilitando a criacao de peptideos de forma mais eficiente e
direcionada (Negahdaripour et al., 2019).

Nos cuidados da pele os peptideos sdo muito importantes em processos naturais
relevantes como a angiogénese, melanogénese, migragdo celular, proliferacdo celular,
inflamacao, sintese e regulacao de proteinas (Kluczyk ef al., 2021). Por isso, e devido ao amplo
potencial de agdo, a industria cosmética recentemente tem incorporado peptideos em suas
formulagdes, como por exemplo em produtos antirrugas e antienvelhecimento, ja que os
peptideos reduzem a quantidade de rugas e tornam a pele mais firme e lisa (Zhou et al., 2011).

Atualmente, existem diversos peptideos como ingredientes cosméticos, e eles podem
exercer diferentes fungdes biologicas, sendo classificados em quatro categorias diferentes de
acordo com o seu mecanismo de agdo: peptideos sinalizadores, carreadores, neurotransmissores
e inibidores de enzimas (Ferreira ef al., 2020; Ngoc et al., 2023).

Os peptideos sinalizadores estimulam a produ¢do de proteinas da matriz extracelular
(MEC), como o colageno, elastina, glicosaminoglicano, fibrolectina e proteoglicano. Isso
ocorre por meio do estimulo do fibroblasto e pode causar a modulacao da melanogénese e a
proliferagdo celular, entre outras fun¢des metabolicas (Lima; Pedriali Moraes, 2018; Ferreira et

al., 2020; Ngoc et al., 2023). Outros peptideos sdo capazes de estabilizar e transportar
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oligoelementos, como o cobre e o manganés, este grupo de peptideos sdo chamados de
peptideos carreadores. Estes oligoelementos que sdo transportados por este grupo de peptideos
sao importantes para neutralizacdo de radicais livres e cicatrizacao de feridas (Lupo; Cole,
2007; Prokopowicz and Rozycki, 2017). Os peptideos inibidores de neurotransmissores foram
desenvolvidos para ter mecanismos semelhantes a toxina botulinica, bloqueando desta maneira
a liberagdo de acetilcolina jun¢ao neuromuscular (Husein El Hadmed; Castillo, 2016). Algumas
sequéncias de peptideos foram desenvolvidas com sequéncias semelhantes as das proteinas
SNAP-25, que podem competir pelos sitios de ligagao dos complexos SNARE, o que leva a
uma instabilidade estrutural e a inibicdo de ACh na jun¢ao neuromuscular, induzindo assim o
relaxamento muscular (Ngoc et al., 2023). Peptideos inibidores de enzimas sdo estruturas
capazes de inibir direta ou indiretamente esses catalisadores que quebram proteinas e colagenos,
interferindo neste processo, como por exemplo, a superoxido dismutase que estimula a
hialuronano sintase-2 e outras proteinases (Ngoc et al., 2023; Pintea et al., 2025). Diversos
peptideos inibidores de enzimas como peptideos derivados de arroz, oligopeptideos de soja e
peptideos de fibroina da seda, tém sido usados como ingredientes em produtos de cuidados com

a pele (Ngoc et al., 2023; Pintea ef al., 2025).

1.4.1 Peptideos Inibidores da Produgdo de Sebo

Embora a industria cosmética venha lancando sempre novos produtos de cuidados
faciais para controle de oleosidade, a maioria dos ativos encontrados no mercado com esta
finalidade atua por meio da inibicdo da enzima Sa-redutase, que converte a testosterona em
diidrotestosterona, hormonios androgenos que regulam a sebogénese (Thody ef al., 1976). No
entanto, estudos demonstraram que os inibidores da enzima So-redutase podem nao diminuir
de forma significativa a producao de sebo (Leyden et al., 2004; Seiffert et al., 2007). Por isso
os receptores de melacortina tem sido estudados ja que estudos indicam que eles tem efeito no
controle da producgdo de sebo (Eisinger et al., 2011).

Dois compostos que atuam nos receptores MCR1 e MCRS encontram-se com testes
de fase dois completos. O 2,3-bis(2-methoxyphenyl)-N-phenyl-1,2,4-thiadiazol-5-imine
(JNJ10229570) ¢ um antagonista do MCRS e diminui o tamanho da glandula sebacea e reduz a
producdo de lipideos sebaceos, podendo assim ser utilizado no tratamento da Acne vulgaris

(Montero-Melendez, Boesen, Jonassen, 2022; Valente Duarte De Sousa, 2019). Outra molécula
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que também se encontra em fase de estudo e que atua em ambos os receptores ¢ a PL-9643 que
atua na doenca do olho seco (Montero-Melendez et al., 2022).

Devido ao potencial de se utilizar inibidores de MCRS para redugdo da producao de
sebo, (Katekawa, 2018) desenvolveu uma molécula peptidica através de programas de
modelagem molecular e que teria a capacidade de inibira MCRS5, o Tripeptideo-85 de sequéncia
EVF (figura 6), mostrando-se uma promissora molécula para composicdo de produtos

cosméticos para reducao da oleosidade da pele.

Figura 6: Tripeptideo-85 (representado pelas esferas amarelas) posicionado no sitio ativo do
receptor de melanocortina 5 (estrutura vermelha).
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Fonte: Chemyunion.

Em virtude do seu potencial na reducao da producdo de sebo (Katekawa, 2018), o
peptideo EVF foi selecionado para estudos clinicos a fim de confirmar o seu potencial na
inibi¢ao de sebo na pele. A sintese em condi¢des menos agressivas ao meio ambiente também

foi avaliada.

1.4.2 Peptideos Botox-like

Os peptideos estdo a frente quando se fala de cosméticos de efeitos antienvelhecimento
ndo invasivos, principalmente aqueles que inibem a liberagdo de neutotransmissores, os quais
oferecem efeitos semelhantes ao Botox. Essas cadeias peptidicas podem fazer com que haja
relaxamento dos musculos faciais sem que haja a necessidade de injecdes (Nguyen et al., 2024).

No grupo de moléculas ativas do tipo botox, ha dois peptideos que sdo considerados
principais, o pentapeptideo-3 (Leuphasyl) e o acetil hexapeptideo-3 (Agireline) (Dragomirescu

et al., 2014). O Leuphasyl inibe as sinapses neuromusculares nos musculos mimicos, agindo
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como as encefalinas visando a jun¢dao neuromuscular ¢ modulando a liberagdo de acetilcolina
(Dragomirescu et al., 2014; Nguyen et al., 2024), o que resulta no relaxamento muscular e na
redugdo das rugas dindmicas. Ele atua inibindo o fluxo de calcio nas terminagdes nervosas,
diminuindo a liberacao de acetilcolina e contragdes musculares, ou seja, ele tem um mecanismo
semelhante ao do botox porém, age por vias metabolicas diferentes (Nguyen et al., 2024).

O Agireline ¢ um peptideo derivado da por¢cdo N-terminal da proteina SNAP-2
(fragmento 12-17), o qual exibe uma permeacao cutanea significativa. Estudos demonstraram
que ele pode dificultar a formagao de um complexo de fusdo vesicular necessario para conduzir
a exocitose dependente de ions de cdlcio, inibindo assim a forma¢ao do complexo SNARE.
Sendo assim, o peptideo Agireline inibe a contragdo repetitiva dos musculos intrinsecos da
expressdo facial e portanto, reduz as linhas faciais hipercinéticas (Kluczyk et al., 2021).

Devido a grande relevancia deste tema, uma molécula alternativa as citadas acima e
encontradas no mercado foi avaliada. A partir da modelagem molecular realizada pela
Chemyunion por meio do pesquisador Edson Katekawa, 4 sequéncias foram selecionadas
inicialmente, sendo o peptideo que apresentou o melhor desempenho na suavizagdo de rugas
foi o escolhido. O tetrapeptideo sintético PWKW (Tetrapeptideo-111 denominado de “Botox-
like”) foi projetado para modular a contragdo muscular ao interagir com os sitios ativos alfa do
receptor nicotinico colinérgico, competindo com o neurotransmissor acetilcolina e atuando

como um antagonista para o processo de contragdo muscular.

1.4.3 Sintese de Peptideos em Fase Solida Verde

A grande maioria dos peptideos hoje comercializados sdo produzidos por métodos
quimicos, mais frequentemente por sintese de peptideos em fase solida (SPFS) (Lopez et al.,
2018). Esta metodologia foi descrita inicialmente por Merrifield em 1963, sendo o método mais
utilizado para a sintese de peptideos, tanto na industria farmacéutica em larga escala, quanto na
pesquisa académica (Merrifield, 1963; Martin et al., 2021). A SPFS tem como principio a
montagem gradual da sequéncia peptidica utilizando-se de aminoécidos que irdo ser ancorados
a um suporte solido, crescendo da por¢do C-terminal do peptideo para a N-terminal, por uma

série de ciclos de acoplamento, desprotecdo e lavagem (figura 7) (Martin et al., 2021).
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Figura 7: Ciclo de Sintese de Peptideos em Fase Sélida.
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Embora a SPFS seja efetiva na obtencdo dos peptideos, essa apresenta um desafio do
ponto de vista ecologico, ja que ela ainda utiliza grandes quantidades de solventes como o
diclorometano (DCM), N,N-dimetilformamida (DMF) e N-metilpirrolidona (NMP),
produzindo um alto volume de residuos perigosos (Wegner ef al., 2021; Lopez et al., 2022).
Estes reagentes comumente utilizados na sintese de peptideos sdo considerados como
substancias ambientalmente problematicas pela Agéncia Europeia de Produtos Quimicos
(ECHA) sob o regulamento de Registro, Avaliacdo, Autorizacdo e Restricdo de Produtos
Quimicos (REACH) (Martin et al., 2020).

A utilizagdo destes solventes gera varias preocupagdes em relacdo a satde humana e aos
danos ambientais, pois todos sdo reprotoxicos, além de o DCM ser carcinogénico, fazendo com
que a sua utilizagdo ndo seja recomendada ou ainda esteja em fase de banimento (Europa) (Al
Musaimi et al., 2020). Além do DCM, o DMF também ¢ um solvente considerado um grande
causador de danos a satide, uma vez que, em mulheres gravidas, pode causar danos ao feto, tem
uma toxicidade aguda, é¢ nocivo em contato com a pele ou se inalado, e pode causar irritagao
ocular grave (Wegner et al., 2021). Devido a estes motivos, desde dezembro de 2023 o seu uso
foi restringido pela Unido Europeia, fazendo com que as indUstrias cumpram limites mais
rigorosos em relag@o a exposi¢do deste solvente, instigando a comunidade cientifica a encontrar
solventes alternativos (Sherwood et al., 2024). Na tabela 1 podemos observar um resumo dos

solventes polares aproticos que sdo utilizados na SPFS.
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Tabela 1: Tabela de periculosidade de solventes comumente utilizados na SPFS. Os codigos
representam a designacao na comunicacao de perigos quimicos.

Solventes Declaracio de periculosidade

N,N-dimetilformamida H360D Pode causar danos ao feto.
(DMF) H332 Toxicidade aguda

H312 Nocivo em contato com a pele ou se
inalado

I-metil-2-pirrolidona (NMP) H360D A toxicidade reprodutiva pode causar
danos ao feto
H319 Irritagdo ocular grave
H31S5 Causa irritacdo na pele
H335 Toxicidade para 6rgaos-alvo especificos —
exposicdo Unica, pode causar irritagdo
respiratoria

Diclorometano (DCM) H351 Suspeito de causar cancer

Fonte: Wegner et al., 2021.

Os solventes sdo os principais constituintes da mistura de uma reagao, representando
80-90% das massas ndo aquosas (Ferrazzano et al., 2019). No entanto, os solventes citados
anteriormente sdo classificados como materiais perigosos por varios guias de selegdo da
quimica verde. Sendo assim, se faz necessaria uma busca por novos solventes, para substituir
os que sdo utilizados no momento na SPFS, e que sejam menos agressivos a saide humana e
ao meio ambiente (Jad, Acosta, Khattab, ef al., 2016). Além disso, a pressdo para encontrar
substancias menos perigosas e mais “benignas” tem crescido, e isso se da pelo trabalho do
Instituto de Quimica Verde da ACS, que vem chamando a atencdo para a busca de processos
mais ecologicos para a sintese de peptideos (Vivenzio et al., 2023).

Devido a necessidade da diminuicao da utilizacao de solventes considerados perigosos,
tanto pela industria quimica quanto pela comunidade cientifica, visando diminuir o impacto dos
solventes no meio ambiente, alternativas tém sido avaliadas. As perdas de solventes durante o
processo representam uma parcela importante deste problema, e grande parte do consumo de
energia do processo se da pela sua remocgdo, fazendo com que, o custo geral de fabricagao
aumente (Wegner et al., 2021).

Por isso, € necessario entender o que ¢ quimica verde e quais sdo 0s seus principios,

visando escolher os solventes adequados ecologicamente e que atendam as necessidades da
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SPFS. A defini¢ao encontrada para quimica verde foi dada por Paul Anastas em 1991, e consiste
no design de produtos e processos quimicos que reduzem ou eliminam o uso e a geragdo de
substancias perigosas (Kumar et al., 2022). Para delimitar o que se segue, na metodologia de
quimica verde foram apresentados doze principios, o qual consiste em evitar o desperdicio,
economia do 4tomo, sinteses menos perigosas, design de produtos quimicos benignos, solventes
benignos e auxiliares, projetos de matérias primas renovaveis, design para eficiéncia energética,
reducgdo de derivativos, catalises, design para degradagao, analise em tempo real para prevengao
da poluicao e por fim, quimica inerentemente benigna para prevengao de acidentes (Schaub,
2021).

Levando em conta a busca por uma sintese de peptideos mais proxima aos principios
apresentados anteriormente, alguns fatores devem ser analisados para que um solvente possa
ser escolhido para a SPFS, como dissolver os aminoacidos protegidos com o grupamento
fluorenilmetiloxicarbonila (Fmoc) — a metodologia mais usada atualmente, deve ter capacidade
de inchar/solvatar o suporte polimérico utilizado, ndo ter uma alta viscosidade e ser inerte nas
condicdes da sintese. A alta viscosidade dificulta a difusdo dos reagentes dentro do suporte
polimérico, impedindo-os de atingir os sitios reativos, produzindo assim baixos rendimentos e
muitas cadeias peptidicas com dele¢do de um ou mais aminoacidos (Cilli ef al., 1999; Al
Musaimi et al., 2020).

Tendo em vista essa problematica, um exemplo de solvente que vem sendo estudado
para a substituicdo dos solventes tradicionais ¢ o 2-metiltetrahidrofurano (2-MeTHF), o qual
em diversos estudos, demonstrou uma boa capacidade de solvatacdo nos diferentes tipos de
resinas utilizadas na SPFS (Jad, Acosta, Govender, et al., 2016; Jad, Acosta, Khattab, ef al.,
2016; Al Musaimi et al., 2018; Jad et al., 2019; Wegner et al., 2021). Ele ¢ um solvente
considerado ecoldgico, cujo origem ¢ de recursos renovaveis, ja que ele ¢ um subproduto do
processo de produgdo do alcool furfurilico a partir do furfural, derivado do bagago ou de espigas
de milho. Ele também pode ser obtido através da via de hidrogenacao/desidratacao do acido
levulinico, que ¢ derivado da degradacao da celulose (Jad et al., 2016). Este solvente demonstra
estabilidade em condigdes acida e € facilmente degradado mediante exposicdo solar e ao ar, o
que pode ser considerado uma vantagem caso ocorra acidentes, como o derramamento (Al
Musaimi et al., 2018).

O solvente Cyrene (Cyr) tem sido apontado em diversos estudos como uma alternativa
verde ao DMF e ao NMP, devido as suas propriedades fisico-quimicas semelhantes. Além

disso, ¢ uma substancia biorrenovavel, biodegradavel, ndo mutagénica e nio reprotdxica, o que
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0 torna uma op¢ao mais segura e sustentavel para aplicacdes quimicas (Stini et al., 2022). No
entanto, a sua alta viscosidade se torna uma barreira para o seu uso na SPFS.

Diversos estudos tém apresentado nao somente estes dois solventes como potenciais
para a substituicdo do DMF na SPFS, como também apresentaram como alternativas
promissoras como o dietilcarbonato (DEC), acetato de etila (EtOAc), isopropanol (IPA),
dimetilsulfoxido (DMSO) e o etanol (EtOH) (Al Musaimi et al., 2020). Porém para estes serem
considerados uma boa alternativa para a SPFS as suas caracteristicas fisicas devem ser avaliadas

(tabela 2) bem como as caracteristicas que os tornam uma alternativa mais verde a SPFS (tabela

3).

Tabela 2: Propriedades fisico-quimicas dos solventes utilizados na SPFS e dos solventes verdes
propostos como alternativa.

Peso molecular Ponto de Densidade  Viscosidade
Solventes Estrutura
(g/mol) ebulicao (°C) (g/mL) (mPas)
@]
DMF HJ\N'CHa 73,095 153 0,948 0,92
CHs
2-MeTHF O\CH 86,13 80 0,86 0,576
0) 3
0
Cyreno @ 128,13 227 1,25 10,5
(o]
DEC HSC/\O)LO/\CH: 118,13 128 0,975 0,837
0
EtOAc MG )LO = 88,106 77,1 0,902 0,45
Q
DMSO _S. 78,13 189 1,1004 2,14
HsC CHj3
OH
IPA 60,10 82 0,785 2,2
H;C CHs
A
EtOH L 46,07 78,3 0,789 1,2
H H

Fonte: Martin ef al., 2021; Pacini et al., 2024.



Tabela 3: Solventes verdes e suas caracteristicas verdes.

Caracteristicas verdes

Derivado de recursos

Solvente Nao irritante da pele
Biodegradavel Nao carcinogénico Nao mutagénico de biomassa Outros
ou sensibilizante
/renovaveis
2-MeTHF
Cyr
DEC
Nao fototoxico ou
EtOAc ;
fotoalergénico.
Nao causa
IPA : .
efeitos teratogénicos.
DMSO Nao toxico
EtOH

Fonte: Al Musaimi et al., 2020; European Chemical Agency, 2025.
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No entanto, encontrar um solvente que possui a capacidade de fornecer simultaneamente
resultados 6timos durante todas as etapas de sintese ¢ um desafio, que faz com que muitos
solventes acabem sendo desconsiderados durante o processo de busca, uma vez que suas
caracteristicas fisico-quimicas (Tabela 2) podem ser um fator limitante. Por isso, a combinagao
de solventes para a utilizagdo na SPFS se mostra uma alternativa valida, uma vez que as
caracteristicas fisico-quimicas das misturas de solventes podem ser mais adequadas e eficientes.
Como por exemplo a alta viscosidade de um solvente pode ter efeitos negativos nas taxas de
reacao e na transferéncia de massas, portanto o uso de uma mistura de solventes pode diminuir
esta desvantagem (Ferrazzano et al., 2019).

Um exemplo de mistura de solventes que vém sendo estudada na SPFS ¢ a mistura de
Cyr e dietilcarbonato (DEC) (3:7), que ¢ utilizada para a solvatagdo da resina e na etapa de
acoplamento dos Fmoc-aminoécidos (Ferrazzano et al., 2019). Outras misturas como DMSO e
EtOAc também tém sido estudadas. Esta mistura apresentou uma boa capacidade de solvatacao
da resina, além de dissolver os Fmoc-aminoacidos ¢ ndo diminuir a eficiéncia de desprote¢ao
da piperidina, ¢ quando utilizada no protocolo da sintese do peptideo Bivalirudin o peptideo
obteve uma pureza de 73% (Jadhav et al., 2021).

Outro fator extremamente importante que deve ser analisado ¢ a eficiéncia destes
solventes e misturas em solvatar a resina. Um bom inchamento de resina garante com que as
etapas de acoplamento e desprotecao ocorram de forma eficiente, uma vez que facilita a ligagao
dos aminoécidos aos linkers da resina (Al Musaimi ef al., 2020). Diversos estudos tém analisado
a capacidade de novos solventes verdes de solvatar a resina de poliestireno, a mais usada
atualmente na SPFS, e os resultados obtidos nestes estudos podem ser observados na tabela 4
(Al Musaimi et al., 2018; Lopez et al., 2018; Martin et al., 2021). Observando os dados
apresentados, poucos solventes possuem boa capacidade de solvatagdo da resina, porém aqueles
que ndo apresentaram bons resultados ainda podem ser utilizados, porém na forma de misturas,

visando o aumento do inchamento da resina.
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Tabela 4: Capacidade de solvatagdo dos solventes em diferentes tipos de resina.

Solvente Resina de poliestireno (PS) PS-PEG ChemMatrix
DMF Bom Bom Bom
2-MeTHF Bom Moderado Bom
Cyreno _ Moderado  Bom
DEC Moderado Moderado  Bom
EtOAc Moderado Moderado Bom
DMSO NA Bom

IPA

EtOH Moderado ~ Moderado
Cyreno/DEC (3:7) Moderado Moderado _
DMSO (EtOAc) (1:9) Bom NA NA

Bom (verde) - bom inchaco > 4 mL/g e mais; Moderado (amarelo) - inchaco toleravel de 2 a 4 mL/g; Ruim
(vermelho) - inchago ruim < 2 mL/g; e NA (cinza) - ndo avaliado.

Fonte: Al Musaimi et al., 2020.

Além da necessidade da mudanga dos solventes utilizados nas etapas solvatacao e de
acoplamento, etapa considerada uma das rea¢des mais exigente no processo da SPFS, também
¢ necessario se atentar a etapa de desprotecdo do grupamento 9-fluorenilmetiloxicarbonil
(Fmoc) do a-aminoécido, uma vez que ela também ¢ etapa crucial para a sintese da cadeia
peptidica. Uma baixa eficiéncia na etapa de desprote¢ao resultara na diminui¢do do rendimento
e da qualidade do processo, ja que pode causar a delecdo de aminoacidos, resultando em
purificacdes mais dificeis (Luna et al., 2016; Petropavlovskaya et al., 2024). O grupamento
Fmoc ¢ um protetor temporario que ¢ rapidamente removido por tratamentos com uma
variedade de aminas primdrias ou secundarias. Geralmente, a utilizagdo de um solvente
relativamente polar e um excesso de base na solugdo seriam eficientes para a remog¢ao do Fmoc
(Mthembu et al., 2023).

A base de mais comumente utilizada para o processo de remocao do grupamento Fmoc
da SPFS ¢ a piperidina. Porém, este reagente ¢ envolvido na fabricagdo de
fenilciclohexilpiperidina (PCP), também conhecida como “p6 de anjo”, que ¢ um poderoso
alucinégeno (Rodriguez ef al., 2020; Martelli et al., 2021). Em paises como a Colémbia e o
Brasil os derivados de piperidina sdo rigorosamente controlados e monitorados, aumentando os

custos e dificultando a sua aquisicdo. Além do problema da utilizacdo na fabricagdo de
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narcoticos, a piperidina ¢ muito prejudicial a saide humana e ao meio ambiente (Rodriguez et
al., 2020).

Uma alternativa apresentada para substituir a piperidina e evitar os problemas com a
fabricagdo de entorpecentes ¢ utilizar a 4-metilpiperidina que apresenta eficiéncia idéntica na
remo¢dao do grupamento Fmoc. No entanto, como a piperidina, a 4-metilpiperidina ¢ um
reagente altamente toxico e nocivo ao meio ambiente e a saude (Rodriguez ef al., 2020).

Desde o comego da utilizacdo da metodologia de SPFS Fmoc/tBu diversas bases
desprotetoras ja foram utilizadas e estudadas dentre elas a piperidina no inicio dos anos 80, o
1,8-diazabiciclo[5,4,0]Jundec-7-eno em 1991, a morfolina em 1999, a piperazina em 2000, a 4-
metilpiperazine e metilpiperidinas 2006, hidroxido de s6dio (NaOH) em 2019, a terc-butil-
amina (TBA) em 2020, e o tetrametilguanidina (TMG) e 3-(dietilamino)propilamina (DEAPA)
em 2021 (Martelli et al., 2021).

A morfolina é uma base considerada verde que vem utilizada até o momento como
uma alternativa para a substituicdo da piperidina e da 4-metilpiperidina. A sua utilizagdo na
etapa de remog¢ao do Fmoc ¢ acompanhada de menos reagdes colaterais. No entanto, a sua
utilizagdo requer um tempo de reagcdo mais longo em compara¢do com outras aminas ciclicas
(Mthembu et al., 2023).

Alguns estudos ja vém sendo realizados para a descoberta de novas bases com
capacidade de remocdo do Fmoc e de sua utilizacdo conjuntamente com os solventes
considerados verdes, visando reduzir a utilizacdo de solventes e reagentes que causem danos ao
meio ambiente e a saide humana (Al Musaimi et al., 2020; Wegner et al., 2021). Na tabela 5
podemos observar alternativas parcialmente ou totalmente verdes para a etapa de remocao do
Fmoc.

A tabela 5 demonstra que a piperidina preparada em uma solu¢do com 2-MeTHF ¢
uma boa escolha para substituir o DMF nas resinas de poliestireno e chemmatrix. Quando
testada a 4-metilpiperidina em solugdes como DMSO:EtOAc ou somente no DMSO foi
demonstrado que, além de uma opgao para substituicio o DMF, também foi encontrada uma
opcao para substituir a piperidina (Al Musaimi et al., 2020). Além da 4-metilpiperidina que ¢
derivada da piperidina, diferentes bases de desprotecdo também foram testadas, como a
morfolina em 2-MeTHF; o 1,8 diazabiciclo [5,4,0] undec-7-eno (DBU) em 2-MeTHF e o NaOH
em 2-MeTHF:MeOH utilizando-se como resina a Rink amida em poliestireno. Todas estas
solucdes se apresentaram como potenciais alternativas mais ecoldgicas ao uso de piperidina e

ao DMF (Pilbylka et al., 2019).
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Tabela 5: Alternativas verdes para a remo¢ao do Fmoc.

Suporte polimérico
Solvente

Poliestireno ChemMatrix

Piperidina/2-MeTHF Bom Bom

Piperidina/Cyreno:DEC (3:7) NA
4-metilpiperidina/EtOAc NA
4-metilpiperidina/2-MeTHF NA
4-metilpiperidina/DMSO Bom NA
4-metilpiperidina/DMSO:EtOAc (1:9) Bom NA
50% morfolina/2-MeTHF Bom NA
0,5% DBU/2-MeTHF Bom NA
0,1 M NaOH/2-MeTHF:MeOH (1:1) Bom NA

Bom (verde) - remog¢ao completa de Fmoc; Ruim (vermelho) - remogéo incompleta de Fmoc; e NP (cinza) - néo
realizado.

Fonte: Al Musaimi et al., 2020.

Outro fator importante na SPFS ¢ a reagdo de acoplamento dos aminoacidos, este
processo ocorre pela ligagdo de um grupo amino de um aminoacido ao acido carboxilico de um
outro aminoacido, formando uma ligagdo amida ou peptidica (Al Musaimi et al., 2020). O
processo de combinar dois residuos de aminoacidos ¢ chamado acoplamento (El-Faham and
Albericio, 2011).

Diversos reagentes podem ser utilizados para esta finalidade. As carbodiimidas sdo os
reagentes mais amplamente utilizados, incluindo a N,N-diisopropilcarbodimida (DIC) a mais
utilizada na SPFS atualmente. A reagdo deste reagente com os aminodcidos pode dar origem a
diversas reagdes colaterais indesejaveis. Para que isso seja evitado, a ativagdo € realizada na
presenca de reagentes os quais contém N-OH, que produzem ésteres ativos mais adequados

(figura 8) (Al Musaimi et al., 2020).
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Figura 8: Mecanismo de formacao de ligagdo peptidica a partir de uma reagao mediada por
carbodiimida.
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Adaptado de: El-Faham and Albericio, 2011.

Os aditivos correspondentes aos ésteres ativos, como os derivado de N-hidroxila
(HOXt) sao menos reativos que a O-acilureia. Porém, ao adicionar estes aditivos a eficiéncia
das rea¢des mediadas por carbodiimidas aumenta. Isso ocorre devido a supressao de formagao
de N-acilureia e a capacidade do HOXt protonar a O-acilureia, impedindo que ocorra reagao
intramolecular, diminuindo o grau de racemizagao da rea¢do (El-Faham; Albericio, 2011).

O aditivo mais amplamente utilizados nas reagdes de acoplamento de aminoacidos ¢ o
1-hidroxibenzotriazol (HOBt), o qual provavelmente ¢ o reagente mais comumente utilizado na
sintese de peptideos, sendo este o primeiro a ser desenvolvido na década de 1970.
Posteriormente, um aditivo mais potente, o 1-hidroxi-7-azabenzotriazol (HOAt) foi
desenvolvido (Subiros-Funosas et al., 2009). Diversos outros aditivos de acoplamento com
estruturas triazolicas e tetrazélicas também foram avaliados conjuntamente com o DIC para o
uso na SPFS utilizando o protocolo Fmoc. Apesar da eficiéncia no processo de acoplamento
estes reagentes apresentam uma desvantagem, eles sdo altamente explosivos devido ao seu

baixo peso molecular e a presenca de trés ou quatro atomos de nitrogénio consecutivos, fazendo
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com que eles fossem recategorizados na categoria de Classe 1 (explosivos), dificultando o
transporte destes reagentes (El-Faham; Albericio, 2011; Manne et al., 2022).

Em vista disso, o etil-2-ciano2-(hidroxiimino)-acetato (Oxima) foi desenvolvido como
um inibidor racémico relativamente seguro, o qual ¢ utilizado atualmente na sintese com
carbodiimida na obten¢do de liraglutida, segmentos de proteina ubiquitina, e cadeias de
poliubiquitina (Chen et al., 2022).

Comparando a Oxima com o HOBY, ela exibe uma maior eficiéncia de acoplamento e
menor taxa de racemizacao durante a sintese, além de menor risco de explosao. Somado a isto,
a mistura de acoplamento DIC/Oxima demonstrou ser compativel com a SPFS por micro-ondas
reduzindo a racemizag@o em alta temperatura de 70°C a 90°C, sendo eficiente tanto em sinteses
automatizadas quanto na manual (Chen ef al., 2022).

Tendo em vista a busca por uma sintese de peptideos que gerem residuos menos
prejudiciais a saide e a0 meio ambiente, bem como manter a sua eficiéncia nas etapas de
solvatagdo, acoplamento e desprotecdo, faz-se necessario novos protocolos que sigam os

principios da quimica verde.
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5 CONCLUSAO

A busca por novos solventes e bases para a sintese de peptideos em fase solida verde de
peptideos cosméticos foi realizada.

Por meio deste estudo foi possivel identificar potenciais substituintes para as bases
utilizadas na desprotecdo do grupamento Fmoc, como o aminoetanol € o 2-amino-2-metil-1-
propanol. A morfolina, ja descrita como alternativa a piperidina, também foi avaliada e validada
para os peptideos testados.

Os solventes e as misturas utilizadas neste estudo se mostraram eficientes para a
solvatacdo da resina de poliestireno Wang, com exce¢do do Cyreno que s6 demonstrou
capacidade de solvatacdo da resina quando em uma mistura com o DEC. O solvente verde que
melhor apresentou resultados foi o 2-MeTHF para o peptideo EVF, ja para o peptideo PWKW
a solugao IPA/DMSO (4:6) e etanol/DMSO apresentaram os melhores resultados, com sintese
com alto grau de pureza e poucos contaminantes. Estes dados mostram que o solvente a ser
utilizado ¢ sequéncia-dependente. Para entender as reagdes de sintese que aconteceram e o que
seriam os contaminantes encontrados, mais analises serdo necessarias.

Quanta a clivagem do peptideo EVF, a reducao do volume da solugdo de clivagem se
mostrou eficiente e sem prejuizos para o rendimento e pureza do peptideo, mostrando um ganho
real, devido ao alto custo do TFA. No entanto, para o peptideo PWKW a diminuicao do volume
foi prejudicial, apresentando uma redu¢@o na massa material bruto obtido. Estes dados mostram
que a clivagem ¢ sequéncia/dependente.

O Tripeptideo-85 (EVF) apresentou um potencial redutor da producdo de sebo nas
analises in vivo devido a inibi¢do da enzima MCRS, demonstrando assim que ele ¢ um potencial
agente que pode atuar em casos de dermatite seborréica e acne, se tornando um promissor
componente de cosméticos.

O peptideo PWKW apresentou uma atividade potencial com o mesmo mecanismo de
acdo que a toxina botulinica. Desta forma, este peptideo ¢ um promissor composto no

desenvolvimento de um peptideo Botox-like.
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