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RESUMO

Julia B. M. Sintese de peptideos e proteinas em microrreatores. 2025. 45 f.
Trabalho de Conclusdo de Curso de Farmacia-Bioquimica — Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas — Universidade de S&o Paulo, Sao Paulo, 2025.

Palavras-chave: microrreatores, quimica verde, peptideos, proteinas.

Este Trabalho de Conclusdo de Curso teve como foco a investigacdo da sintese
de peptideos e proteinas em fluxo continuo por meio de microrreatores,
considerando os avancos tecnoldgicos e os principios da Quimica Verde. A
relevancia do tema se sustenta na demanda crescente por métodos de sintese
maus eficientes, sustentaveis e com maior aplicabilidade na industria
farmacéutica. Peptideos e proteinas sao biomoléculas essenciais, formadas por
aminodcidos, com fungdes estruturais, regulatérias e terapéuticas no organismo.
A sintese destas moléculas permite aplicagcbes amplas, como a producao de
diversos insumos farmacéuticos ativos e farmacos especificos para diversas
doencas. Foram analisados estudos de sintese de peptideos e proteinas em
microrreatores, dispositivos estes que possuem grande potencial em termos de
producao, além de terem aspectos alinhados aos principios da quimica verde.
Entre as sinteses analisadas temos a sinteses dipeptideos, alguns polipeptideos
e também a sintese de proteinas, que se mostratam com bom rendimento e

eficiéncia de producéo.



ABSTRACT

This Final Project focused on the investigation of continuous-flow synthesis of peptides
and proteins using microreactors, considering technological advances and the
principles of Green Chemistry. The relevance of the topic lies in the growing demand
for more efficient and sustainable synthesis methods with greater applicability in the
pharmaceutical industry. Peptides and proteins are essential biomolecules, formed by
amino acids, with structural, regulatory, and therapeutic functions in the body. The
synthesis of these molecules allows for a wide range of applications, such as the
production of various active pharmaceutical ingredients and specific drugs for different
diseases. Studies on the synthesis of peptides and proteins in microreactors were
analyzed. Microreactors are devices that have great potential in terms of production
and present characteristics aligned with the principles of Green Chemistry. Among the
syntheses analyzed are dipeptides, some polypeptides, and proteins, all of which

demonstrated good yield and production efficiency



1. INTRODUCAO

Proteinas sdo moléculas que compde a base da matéria organica. Estas
biomoléculas e seus componentes, peptideos e aminoacidos, sdo intrinsecos a
diversas células, tecidos e seres vivos. As proteinas controlam praticamente
todos 0s processos que ocorrem em uma célula e apresentam uma variedade
guase infinita de fungbes (NELSON; COX, 2022). Gragas a isto, o0 estudo dessas
substancias vem sendo um tépico de interesse dentro da ciéncia, muito ja foi
descoberto, desde os principios basicos até a aplicacdes variadas.

As proteinas e 0s peptideos possuem em sua composicao um material
em comum, os aminoacidos. Esta unidade basica € uma estrutura molecular que,
em sua grande maioria, € composta por um grupo carboxila e um grupo amino
ligados ao mesmo carbono. Os aminoacidos diferem-se uns dos outros em suas
cadeias laterais, ou grupos R, que variam em estrutura e tamanho (NELSON;
COX, 2014). Os aminoécidos ligam entre si utilizando a ligacdo peptidica, que
corresponde a uma condensacdo entre a carboxila e o grupo amino e, como
resultado, a formacdo de uma molécula de agua (NELSON; COX, 2022).

Embora algumas vezes se use peptideo e proteina como sinbnimos, as
moléculas chamadas de polipeptideos tém massas moleculares abaixo de
10.000, ao passo que as chamadas de proteinas tém massas moleculares mais
elevadas (NELSON; COX, 2022). Como anteriormente dito, as proteinas séo
moléculas de grande carga molecular e sua estrutura possui diferentes niveis: a
estrutura primaria, a estrutura secundaria a terciaria e a quaternaria; todas serao
explicadas mais detalhadamente no decorrer deste trabalho de concluséo de
curso (Nelson; Cox, 2014).

A sintese de peptideos, bem como de proteinas, de forma quimica,
possibilita que as moléculas tenham maior aplicabilidade nos campos
farmacéutico, terapéutico, imunolégico, alimentar, & producao de vacinas ou,
ainda, como blocos construtivos de outras moléculas com agéo biolégica (DONG
et al., 2024; MACHADO et al., 2004).

Com énfase no segmento farmacéutico, existem uma série de farmacos
com base nessas classes de moléculas, como Forteo® (trata osteoporose),
Abarelix (trata cancer de prostata), Exenatina e Lyxumia (tratam diabetes mellitus

tipo 2), Kyprolis® (trata mieloma multiplo) e Centerdenite (trata insuficiéncia
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cardiaca) (WANG et al.,, 2022). Também, existem estudos nas areas para
producao insulinas, hormonios de crescimento, entre outros (MELO; CUNHA
JUNIOR; FIALHO, 2012). Entretanto, a complexidade e diversidade dos
processos de sintese exigem métodos mais inovadores. O processo de sintese
dessas substancias pode ser de forma variada, contudo, € de suma importancia
um aprofundamento na sintese quimica, tendo em vista a versatilidade que este
tipo de procedimento oferece.

Atualmente, um dos pontos a ser considerado ao desenvolver um
processo de sintese é a aplicacdo da quimica verde, green chemistry, que traz
um conceito sobre sintese quimica sustentavel, possuindo 12 principios, sendo
alguns destes: trabalhar com baixas quantidades de reagentes, a diminui¢do da
quantidade de residuos e rotas sintéticas mais sustentaveis (GALUSZKA;
MIGASZEWSKI; NAMIESNIK, 2013; IVANKOVIC et al., 2017). Um equipamento
gue obedece a estes principios consiste no microrreator, que possibilita a busca
por novas condicdes operacionais maximizem o rendimento e a seletividade das
reacOes de sintese, diminuindo a geracédo de subprodutos (BAUMANN et al.,
2020).

Dessa forma, torna-se necessario investigar as vantagens da sintese de
peptideos e proteinas em microrreatores, pois, tais resultados podem ensejar em
uma producdo mais eficiente e sustentavel, trazer economia em energia e em
material e apresentar melhorias em pontos de otimizacdo em aplicacbes

industriais, este é o ponto de interesse e de pesquisa do presente trabalho.

2. OBJETIVOS

O objetivo deste Trabalho de Conclusdo de Curso, consistiu em revisar,
de forma literaria, artigos cientificos que estejam dentro do escopo de sintese de
peptideos e proteinas em microrreatores em fluxo continuo. Para que este
trabalho fosse concluido, houve a coleta e leitura de trabalhos cientificos (artigos,
revisdes de literatura, teses e monografias) relevantes a este projeto. No mais,
dentre os objetivos especificos temos:

(1) Mapeamento e coleta de artigos cientificos recentes dentro
do tema de interesse para este Trabalho de Concluséao de Curso;

(2) Analise dos panoramas estipulados nos textos cientificos
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identificados;

(3) Analise do cenério geral sobre sintese quimica de peptideos
e proteinas;

(4) Revisdo bibliografica sobre a quimica verde e sua
aplicabilidade na producéo industrial;

(5) Revisao bibliogréafica do processo de sintese de peptideos e

proteinas em fluxo em microrreatores.

3. METODOLOGIA DE REVISAO BIBLIOGRAFICA

Este trabalho se caracteriza como uma revisao literaria com abordagem
gualitativa. Reforca-se que a pesquisa literaria teve como objetivo reunir, analisar
e interpretar informacdes que estejam dentro do escopo de sintese de peptideos
e proteinas em microrreatores em fluxo continuo.

A metodologia adotada consistiu-se na coleta, leitura e analise de
trabalhos cientificos, incluindo artigos e revisdes de literatura, redigidos em
portugués e inglés; a selecdo dos materiais foi orientada pela relevancia ou
atualidade ao tema deste trabalho.

A busca por artigos foi realizada na internet, utilizando-se de ferramentas
de busca e sites sem cunho cientifico, entretanto, o foco principal da pesquisa foi
realizada em bases de dados cientificas como: Science Direct, PubMed, Scopus,
Web of Science e Mendley. Foram utilizados termos chaves especificos
relacionados ao tema do trabalho, tanto em portugués quanto em inglés, para se

reunir os artigos de interesse.

4. MICRORREATORES

Microrreatores sao estruturas em tamanho miniatura, com canais de
reacdo na ordem de micrometros, mas que apresenta grande potencial na area
farmacéutica. Este tipo de dispositivo vem ganhando bastante destaque gracas a
suas vantagens e pode ser considerada uma nova forma de inovacao na sintese
quimica industrial (DOMINGUEZ et al., 2021). Como mencionado acima,
microrreatores sao pequenos dispositivos que possuem a mesma funcdo de
reatores quimicos comuns, eles sdo equipamentos projetados para conduzir

reacdes quimicas de forma controlada e eficiente (ZHANG et al., 2023).
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Reatores quimicos usuais, como o0s reatores em batelada, apesar de
grandemente empregados na industria, apresentam algumas dificuldades ou
obstaculos para a industria quimica, pois, 0 aumento na escala de producéo pode
comprometer a reprodutibilidade, inclusive torna dificili o controle de
caracteristicas como pH e temperatura. Assim, é nitida a necessidade de
empregar uma tecnologia segura e eficiente, bem como que maximize o resultado
pretendido (ZHANG et al., 2025).

Ao analisar as limitacbes de reatores comuns, em termos de
escalonamento do processo, vemos que 0s microrreatores apresentam vantagens
em diversos aspectos, assim, Zhang et al. (2025. pl) as descreve de forma

concisa;

“Ao contrario dos reatores tradicionais, os sistemas micro fluidicos se
destacam por oferecer rapida transferéncia de calor e massa, permitindo
a obtencdo rapida das condi¢cdes de reacdo desejadas e o controle
preciso dos paradmetros de reacdo, gracas ao volume das rea¢gBes em
escala micrométrica. Adicionalmente microrreatores incentivam a
sintese continua e aumentam a produtividade; além disso, o rendimento
garante alta reprodutibilidade em véarias execugBes e oferece
escalabilidade e integracao”.

N&o € uma surpresa o potencial que os microrreatores apresentam e sua
aplicabilidade na industria se torna evidente. E possivel destacar algumas
implementacdes desta tecnologia em nivel industrial, como analise de células e
de proteinas, estudos de cinética e mecanismos de reacao e, também, andlises
de alto rendimento em quimica analitica (SANDEL; WEBER; TRAPP, 2012; TU
et al., 2010; Yl et al., 2014).

4.1. MATERIAIS UTILIZADOS NA PRODUCAO DE MICRORREATORES

A confeccé@o de um microrreator deve ser cuidadosamente selecionada e
planejada, pois o material empregado deve possuir uma série de propriedades
gue tornam viavel a funcionalidade do equipamento, de modo a garantir:
durabilidade, resisténcia mecanica, boa tolerancia térmica, elétrica, e,
principalmente, o tornar quimicamente inerte para as reacfes a serem realizadas
(DOMINGUEZ et al., 2021). A seguir, serdo apresentados 0s materiais mais

comuns na fabricacdo desses dispositivos: vidro, metal e polimeros.
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4.1.1. Vidro

Vidros sao frequentemente utilizados em equipamentos industriais,
ademais, este tipo de material possui aspectos que o tornam um bom candidato
para a producdo de microrreatores, tais como a suas boas propriedades
quimicas e grande estabilidade estrutural (TOMASIC; JOVIC, 2006). Atualmente
para construgcdo de microrreatores, vidros com borossilicato sdo os mais
utilizados, mas também sdo usados vidros com silica fundida (FRANK, 2008).

Apesar da sua empregabilidade, vidros apresentam uma certa fragilidade
guando submetidos a uma determinada presséo causando quebra na estrutura,
isto acaba reduzindo os procedimentos possiveis na producdo de
microrreatores. Quanto as técnicas de corte, emprega-se 0 meio automatizado
com geometria indefinida para producdo, como a lapidacao, o jato de areia e o
polimento (FRANK, 2008).

4.1.2. Metal

Metais e ligas metélicas sdo também eficientes alternativas para a
producao de microrreatores, principalmente para reacdes em fase gasosa, gracas
a sua alta resisténcia térmica e mecanica (SANZ et al., 2013; WILES; WATTS,
2014). Contudo deve-se escolher muito bem a reacdo na qual se pretende, pois
tais materiais apresentam grande reatividade e expansao térmica, que
compromete a integridade da estrutura e a performance reacional, prejudicando a
maximizacg&o dos resultados (DOMINGUEZ et al., 2021)

4.1.3. Polimeros

Polimeros possuem grande aplicabilidade na fabricacdo dos
microrreatores, em razao do baixo custo, propiciando a producdo em massa
desses dispositivos, com foco na impressdo 3D (DOMINGUEZ et al., 2021;
CASTEDO et al.,, 2016, 2017). H& relatos na literatura da producdo de
dispositivos de silicone usando a polimerizacao de polidimetilsiloxano.

Em contrapartida, mesmo com a producdo em grande escala, seja por

impressao 3D ou nao, polimeros podem ndo ser melhor op¢do devido a sua
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incompatibilidade com certos solventes e a sua baixa resisténcia a altas
temperaturas e altas pressées (DOMINGUEZ et al., 2021).

4.2. PRODUCAO DE MICRORREATORES

A tecnologia que envolve a produgdo de um microrreator pode se
apresentar como um obstaculo ou um aliado. Por um lado, temos a estrutura
interna do microrreator, que dependendo da sua complexidade pode inibir ou
dificultar a fabricacdo do equipamento. Existem novas tecnologias e inovacdes
gue trazem um novo panorama sobre a producao desse tipo de dispositivo, tais

como a producao por corte mecanico e por impressao 3D.

4.2.1. Producéo por corte mecanico

A producao de um microrreator por corte mecanico envolve técnicas que,
como o préprio nome revela, envolvem a corte do material base do microrreator
por meio de maquinario, onde, entre as técnicas tipicas temos microfresagem,
microtorneamento, microperfuracdo e micro retificacdo (DOMINGUEZ et al.,
2021).

O tamanho do canal é muito relevante, dependendo do seu tamanho e
complexidade do dispositivo, a preciséo pode ser mantida ou reduzida. Quando o
tamanho dos microcanais se reduzem, questdes como a geometria da ferramenta
de corte, tornam-se cruciais para a precisao e integridade e qualidade do elemento
produzido. No geral a producdo por cortes mecéanicos dos equipamentos
abordados neste trabalho apresentam um bom nivel de precisdo e pode ser
aplicado em materiais de diversos aspectos: metais, vidros, ceramicas ou
polimeros (DOMINGUEZ et al., 2021).

4.2.2. Produgé&o por impressao 3D

A impressdo 3D oferece um novo meio de producédo para diversos
equipamentos e estruturas, inclusive para microrreatores. Esta técnica consiste
na montagem “de camada por camada” para criagdo dos objetos (PARRA-
CABRERA et al., 2018). O objeto 3D € desenhado e planejado com o auxilio de
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softwares computacionais; dentro ramo de impressao 3D ha algumas formas de
se produzir microrreatores, dentre delas abordaremos 3 tipos: modelagem por

deposicao fundida, fusdo seletiva a laser e estereolitografia.

4.2.1.1. Modelagem por Deposigao fundida

A modelagem por deposicdo fundida constitui-se pela deposicdo de
termoplasticos camada por camada. No momento de insercdo, o material base do
microrreator € aquecido até o estado na qual ele se encontra como semiderretido,
a partir disso, o material é injetado na estrutura a ser construida, se resfria e
endurece sobre a camada anteriormente depositada na estrutura em construcao.
De acordo com Dominguez et al. (2021), a modelagem por deposicao fundida
possui a desvantagem de poder aplicar-se somente a polimeros do tipo
termoplastico, mas este tipo producao é a mais acessivel por ndo ser uma técnica

tdo cara.

4.2.2.2. Fusao Seletiva a Laser

A producao por fusédo seletiva a laser se compde como uma técnica na
gual um raio laser, de grande magnitude, é incidido sobre o p6 metalico para fundi-
lo com um conjunto de camadas sobrepostas. Assim, cada camada é derretida e
fundida de acordo com dados computadorizados (DOMINGUEZ et al., 2021).
Neste tipo de técnica o material utilizado geralmente séo ligas metalicas com
titdnio, aluminio, cobalto, cromo, molibdénio, entre outros (HURT et al., 2017).

Por fim, Dominguez et al. (2021) relataram que a aplicacdo do raio laser
de alta temperatura inviabiliza o uso de materiais como polimeros e que a técnica

em si € mais cara, tomando-a menos acessivel como outros meios de fabricacao.

4.2.2.3. Estereolitografia

7z

Estereolitografia € uma técnica que utiliza luz UV (ultravioleta) para
solidificar resinas fotopoliméricas. O presente método usa dispositivos digitais de

microespelhos (DMD) para criar fotomascaras dinamicas e formar estruturas 3D

16



complexas por fotopolimerizacdo em camadas, utilizando misturas de epoxis e
acrilatos com fotoiniciadores (GOU et al., 2014; PARRA-CABRERA et al., 2018).

4.3. REVESTIMENTO DE MICRORREATORES

No processo de produgdo de microrreatores h4 uma etapa tdo crucial
guanto a de producdo: o procedimento de revestimento do microrreator. O
revestimento é crucial, pois, € nessa etapa que o catalisador utilizado para reacao
guimica é depositado na parede do microrreator. Como 0s microrreatores podem
ser fabricados a partir de diferentes tipos de materiais, a escolha do método para
o revestimento dependera da compatibilidade quimica e a resisténcia térmica do
material usado (DOMINGUEZ et al., 2021).

Temos diversos tipos de revestimento, Dominguez et al. (2021) relata
métodos como revestimento por spray, deposicdo de vapor quimico, deposicéo
eletroforética, entre outros. Aqui nés relataremos uma das técnicas mais usadas:
revestimento sol-gel.

O revestimento sol-gel é uma técnica composta pela deposicdo da
solucéo ou sistema coloidal sobre a face do equipamento (MEILLE, 2006). Por ser
um meétodo relativamente simples ele possui grande aplicabilidade, justificando a
sua popularidade como escolha para o processo de revestimento. Além disso,
uma das suas maiores vantagens € o fato de que uma grande variedade de
solugbes/sistemas coloidais com diferentes composi¢cdes podem ser utilizadas.
Em suma, o método sol-gel pode ser aplicado na producao de materiais porosos,
em massa para catélise e revestimentos de filmes densos com baixa porosidade
em vidros (HAAS-SANTO; FICHTNER; SCHUBERT, 2001).

5. QUIMICA VERDE

Quimica Verde nada mais € do que um guia, um conjunto de diretrizes
gue visam a sustentabilidade na producdo quimica e farmacéutica, ela tem sido
amplamente adotada por industrias cosméticas, farmacéuticas, energéticas e
agricolas (ANASTAS; EGHBALI, 2010). A seguir discorreremos mais sobre 0s
principios da quimica verde, sua aplicacdo e importadncia na induastria

farmacéutica.
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5.1 IMPORTANCIAS E PRINCIPIOS

Como j& mencionado acima, a quimica verde tem como meta geral a
sustentabilidade, obtida, em suma, com a reducao de gastos de energia, residuos,
uso de catalisadores, entre outros aspectos. Um ponto importante da quimica
verde consiste no planejamento e esquematizacdo, ndo s6 do processo de
producdo, mas também do proprio produto que se almeja alcancar com a
producao (ANASTAS; EGHBALI, 2010).

Em realidade, a questdo do design se entende para toda a etapa no ciclo
de vida do produto final, inclusive o momento de degradacédo. Assim, 0 objetivo
da quimica verde é reduzir riscos ao longo de todo o ciclo de vida do produto, de
modo a demonstrar-se economicamente rentavel, impactando a pesquisa, a
educacao e politicas governamentais (ANASTAS; EGHBALI, 2010).

Nesse sentido, Ivankovi¢ (2017) relata os 12 principios da quimica verde,
sendo estes: prevencao, economia atbmica, sintese quimica com reducao de
riscos, design de produtos quimicos mais seguros, solventes e auxiliares mais
seguros, eficiéncia energética, uso de matérias-primas renovaveis, reducao de
derivados, catalise, design para degradacdo, andlise em tempo real para
prevencéao da poluicdo e quimica intrinsecamente mais segura para prevencao de

acidentes.

5.1.1. Prevencédo, economia atémica, sintese quimica com reducao de riscos e
design de produtos mais seguros

A prevencao, o primeiro principio da quimica verde, seria 0 ato de evitar
ou se prevenir do desperdicio, seja o desperdicio de residuos, energia ou outros
componentes de uma produc&o industrial (IVANKOVIC, 2017)

A economia atdbmica envolve a sintese quimica com a meta de que o
produto final contenha o maior numero possivel de atomos dos reagentes. Este
conceito foi introduzido por Barry Trost em 1990 e seu valor tem como significado
avaliar o quéo eficiente uma reacdo sera (ANASTAS; EGHBALI, 2010).

A reducao de riscos envolve o desenho de uma metodologia de sintese
guimica para criacdo de compostos que apresentem pouca ou nenhuma

toxicidade tanto para 0 homem quanto para o meio ambiente (IVANKOVIC, 2017)
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O design de produtos quimicos mais seguros, determina que estes
mantenham o seu propdsito funcional, mas com sua toxicidade reduzida
(ANASTAS; EGHBALI, 2010).

5.1.2. Solventes e Auxiliares Mais Seguros

Os solventes apresentam um dos maiores desafios para a quimica verde,
pois eles sdo responsaveis pela maioria do desperdicio de massa em sinteses e
processos. Além disso, sua volatilidade e solubilidade contribuem para a poluigédo
do ar, agua e exposicdo desnecessaria para colaboradores (ANASTAS;
EGHBALI, 2010; CURZONS et al.,, 2001). Assim, a quimica verde envolve o
esquadrinhar de uma reacdo de uma forma que haja reducéo ou a dispensacao
do uso de solventes. Uma segunda alternativa seria 0 uso de solventes mais

sustentaveis como a agua, fluidos supercriticos, entre outros (IVANKOVIC, 2017).
5.1.3. Eficiéncia Energética

Tendo como objetivo a eficiéncia, evitar o desperdicio de energia, em
suma, isto poderia ser alcancado, por exemplo, ao se empregar a sintese de
reacdes sob temperaturas e pressdes ambientes. Além da eficiéncia energética,
Anastas e Eghbali (2010) discorreram, também, sobre a aplicacdo de energia

renovavel na sintese quimica para aumentar a sustentabilidade do procedimento.

5.1.4. Uso de Matérias-Primas Renovaveis

O presente principio propde uso de matérias-primas renovaveis na
sintese quimica, em vez de recursos ndo renovaveis, sempre gue tecnicamente e
economicamente viavel. Entre os materiais ndo renovaveis, temos matérias-
primas oriundas de petréleo ou gas natural, fontes estas que possuem limitacdes,
entretanto, nas matérias denominadas como biomassa, das quais se originam de
organismos vivos, apresentam a possibilidade de renovacdo, sendo uma
alternativa no quesito sustentabilidade (ANASTAS; EGHBALI, 2010).
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5.1.5. Reducéo de Derivados

Este principio sugere a reducdo da derivatizagdo durante a sintese
guimica. Usualmente o uso da derivatizacdo exige o uso adicional de solvente,
energia ou etapas na sintese quimica para a sua retirada. Um dos pontos-chave
para propiciar essa reducao, é a arquitetura de uma sintese quimica, de modo que
os derivados sejam retirados com maior facilidade, ocasionando em um menor

desperdicio de insumos ou etapas adicionais (IVANKOVIC, 2017).

5.1.6. Catalise

O nono fundamento da quimica verde ressalta o uso de catalisadores,
pois, otimizam a eficiéncia da reagdo quimica ao dispensar o uso de quantias
estequiométricas, além de reduzir a energia de ativacdo e aumentar a seletividade
(ANASTAS; EGHBALI, 2010). O uso de catalisadores auxilia, além das vantagens
mencionadas acima, em outros principios jA abordados neste capitulo, como a
eficiéncia energética e a reducao do uso de solventes.

E substancial destacar que a sintese quimica em microrreatores se utiliza
muito deste fundamento da quimica verde, pois a sua estrutura revestida de
catalisadores auxilia numa sintese quimica mais sustentavel e com maior

eficiéncia energética.

5.1.7. Design para Degradacgao

O presente principio destaca a importancia de se pensar também nas
etapas finais do produto almejado com a sintese quimica. A geracdo de um
produto cuja degradacao crie substancias téxicas, ou enseje na poluicdo do meio
ambiente, € prejudicial para a quimica verde. Portanto, propde-se o uso de
produtos quimicos que possibilitem a degradacdo ou biodegradacado inofensiva
(IVANKOVIC, 2017).

5.1.8. Analise em Tempo Real para Prevencao da Poluicao

O décimo primeiro principio da Quimica Verde enfatiza a importancia de

desenvolver e utilizar métodos analiticos que possibilitem ndo s6 o monitoramento
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continuo dos processos quimicos em tempo real, mas também a analise sem o
gasto adicional de solventes ou desperdicio de reagentes. O controle de qualidade
na producao industrial é etapa uma crucial e intrinseca, sendo extremamente
necessaria para a garantia da qualidade do produto almejado. Infelizmente a
analise em tempo real ndo é sistematica, pois muitas metodologias ainda exigem
0 pré-tratamento da amostra, causando gasto de residuos nos procedimentos de
caracterizacao e quantificacdo (ANASTAS; EGHBALI, 2010).

5.1.9. Quimica Intrinsecamente Mais Segura para Prevencao de Acidentes

O ultimo principio da quimica verde propde que a escolha dos reagentes,
até a forma em que sdo manuseados, seja feita com o intuito de minimizar os
riscos de acidentes quimico. Dessa forma, promove-se o desenvolvimento de
processos intrinsecamente seguros, com baixo risco de polui¢cdo, contaminagao e
letalidade, em todas as etapas do processo (IVANKOVIC, 2017).

5.1.10. Breve sintese da Aplicacéo e Relevancia na industria farmacéutica

Em suma a implementagdo dos principios da Quimica Verde na industria
farmacéutica ndo s6 aumenta os ganhos ambientais e de seguranca, mas também
impulsiona inovacgdes que resultam em processos mais eficientes, sustentaveis e
lucrativos.

A aplicacdo dos principios da Quimica Verde na industria farmacéutica é
essencial para otimizar a sintese de farmacos de maneira sustentavel, reduzindo
a geracao de residuos, o0 uso de reagentes e solventes, além da utilizacdo de
catalisadores que aumentem a eficiéncia dos processos. Essa abordagem nao so
minimiza os impactos ambientais, como também resulta em processos mais

econdmicos e com maior rendimento.

6. PEPTIDEOS

Peptideos, como ja mencionados neste trabalho (vide introducao), estédo
presentes na base da matéria organica e do organismo humano, sendo assim o
seu estudo pode nos angariar novas descobertas e solu¢cdes para diversas areas,

inclusive médica e farmacéutica; adiante nés discorreremos sobre este composto.
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6.1. DEFINICAO E ESTRUTURA

Peptideos sdo moléculas criadas a partir de aminoacidos, que se ligam
utilizando a ligacdo peptidica; eles podem conter de dois a dezenas de residuos
de aminoacidos unidos entre si através de ligacdes peptidicas (MACHADO et al.,
2004).

A estrutura dos peptideos pode variar de pequenas cadeias com apenas
dois aminoacidos (dipeptideos) até cadeias mais longas. Embora algumas vezes
se use peptideo e proteina como sindnimos, ha que se fazer uma distincéo, pois,
os (poli)peptideos tém massas moleculares abaixo de 10.000, ao passo que as
proteinas tém massas moleculares mais elevadas (NELSON; COX, 2014).

A Figura 1 demonstra, de forma conceitual, a condensagdo de dois

aminoéacidos para formar um dipeptideo.

Figura 1 - Condensacéo de dois aminoacidos para formar um dipeptideo.
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Fonte: NELSON; COX, 2014.

6.2. FORMAS DE SINTESE

A Sintese de peptideos € de grande interesse académico e industrial. Ao
longo dos anos foram criadas algumas metodologias que possibilitam a producéo
dessas substancias, das quais destacamos trés: a sintese via DNA (acido

desoxirribonucleico), a sintese enzimatica e a sintese quimica.



6.2.1. Sintese via DNA recombinante

A sintese peptidica via DNA utiliza microrganismos modificados,
aproveitando métodos modernos de clonagem e expressao génica que podem
produzir peptideos recombinantes de forma simultanea (MACHADO et al., 2004).

A expressao “génica”, que dita a producéao de peptideos deve ser alterada
a fim de obtermos a finalidade desejada, portanto, usa-se bactérias como sistema
de expressédo e producdo. A modificacdo génica de bactérias é feita a partir da
insercao de plasmideos contendo a sequéncia de DNA de interesse. Ressalta-se
gue plasmideos sdo moléculas de DNA circulares, consideravelmente menores
gue o cromossomo bacteriano e, além disso, eles se replicam independentemente
do cromossomo bacteriano, sendo facilmente separados  deste
(WENGENMAYER, 1983).

6.2.2. Sintese Enzimatica

A sintese enzimatica é composta pela producéo de peptideos néo a partir
de um reagente quimico, mas sim de uma enzima em sua forma livre ou
imobilizada (MACHADO et al., 2004).

Na sintese enzimatica h& trés principais tipos de producao: a inversdo da
hidrolise, a transpeptidagdo e a amindlise de ésteres. A seguir discorreremos
brevemente sobre elas.

A inversdo da  hidrélise e a transpeptidacdo sdo ambas
termodinamicamente controladas, em que a reacdo é conduzida no sentido da
sintese por meio do deslocamento do equilibrio quimico a partir da manipulacéo
do cenério reacional, como ajustes de pH, uso de solventes organicos e excesso
de reagentes (MACHADO et al., 2004). Ja a amindlise de ésteres é um mecanismo
cineticamente controlado e geralmente mais rapido quando comparado com as
reagOes termodinamicamente controladas (MACHADO et al., 2004).

Em suma a sintese enzimatica possui desvantagens e vantagens.
Machado et al. (2004) relataram que este tipo de sintese traz como vantagens a
alta estéreo e regiosseletividade, evita racemizacdo e permite a producdo em

larga escala, porém, em sentido contrario, ha fatores que influenciam de forma
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relevante o rendimento destas reagdes como o tipo de enzima empregada, 0 Uso

excessivo de reagentes e 0 uso de solventes organicos.

6.3. SINTESE QUIMICA

A sintese quimica de peptideos envolve ligagdo dos aminoacidos com o
auxilio de um reagente quimico. Em suma, um reagente quimico ativa o grupo
acido carboxilico (-COOH) de um aminoacido, tornando-o mais reativo e
facilitando a ligacdo com grupo amina livre (-NH2) de outro aminoé&cido, nés temos
a representacao geral exemplificada na Figura 2 abaixo.

Machado et al. (2004) relataram que na sintese de peptideos ha trés
formas de ocorrer o acoplamento (termo usado para a ligacdo entre dois
aminoacidos ou fragmentos peptidicos): (1) ativando o componente carboxilico e
0 expor ao componente aminico; (2) amindlise do componente carboxilico ativado
apos a sua purificacdo; (3) a formacdo do componente carboxilico em meio
reacional na presenca do componente aminico, pela adicdo de um reagente

ativador ou acoplador.

Figura 2 - Representacédo geral da formacédo de uma ligacdo amida.
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Fonte: MACHADO et al., 2004.

Na sintese quimica de peptideos ha muitos detalhes relevantes que
influenciam o tipo de peptideo sintetizado, bem como o rendimento da reacéo. Na
reacao descrita acima, os grupos funcionais reativos que nédo estao diretamente
envolvidos na formacao da ligacdo peptidica, devem ser previamente protegidos
ou bloqueados, dessa forma, se tem um maior controle sobre a formacédo de
subprodutos (MACHADO et al., 2004).

Ha duas metodologias para se realizar a sintese quimica de peptideos, e,
pode se empregar duas estratégias para proteger 0s grupos reativos dos

aminoéacidos envolvidos na sintese, a seguir discutiremos cada uma delas.
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6.3.1. SPFS e sintese classica

As duas metodologias maiormente aplicadas sdo a sintese classica, ou
também chamada de sintese em solucdo ou SPS, e a sintese de peptideos em
fase solida (SPFS ou SPPS). A primeira ocorre em solucéo e, geralmente, a a-
carboxila do componente aminico é esterificada ou amidada, enquanto na SPFS
0 componente aminico ou grupo peptidico é ancorado por uma ligacdo covalente
ao suporte polimérico ou resina. Assim, este grupo liga-se covalentemente ao
suporte polimérico (Machado et al., 2004). A seguir nés temos a Figura 3, que

exemplifica de forma geral a SPS e a SPFS:

Figura 3 - Representacédo geral das sinteses SPPS e SPS.
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Fonte: CHANDRUDU; SIMERSKA; TOTH, 2013.

6.3.1.1. Estratégia Boc

A estratégia Boc usa um grupo protetor (t-butiloxicarbonila), que pode ser
removido com &cido trifluoroacético (TFA) para proteger o grupo a-amino. As
cadeias laterais dos aminoacidos doadores sao protegidas por grupos que
resistem ao TFA, mas que podem ser removidos com acidos fortes ou por
hidrogenolis (MACHADO et al., 2004).

Na sintese classica, as carboxilas terminais dos aminoacidos receptores
sdo transformadas em ésteres ou amidas, que resistem & base e sdo removidas
com TFA, enquanto na SPFS ha suportes que estabelecem com a sequéncia
peptidica ligacbes estaveis a exposicdo ao TFA e labeis a acidos
inorganicos(MACHADO et al., 2004).

25



6.3.1.2. Estratégia Fmoc

A estratégia Fmoc usa o grupo 9-fluorenilmetoxicarbonila para proteger o
grupo a-amino dos aminoacidos, este grupo € resistente ao acido TFA, mas pode
ser removido com bases organicas. As cadeias laterais dos aminoacidos sao
protegidas com grupos que sao resistentes as bases, mas sao removidos pelo
TFA (MACHADO et al., 2004).

Na sintese classica, as extremidades carboxilicas dos aminoacidos sé&o
modificadas (por esterificacdo ou amidificacdo) para resistirem as bases e serem
removidas pelo TFA. Na SPFS, a estratégia Fmoc usa suportes com que ligam o
peptideo de forma estavel a bases, mas que se rompem com TFA (MACHADO et
al., 2004).

6.4. BREVE EXPOSICAO DOS PEPTIDEOS NA AREA FARMACEUTICA

A presenca de peptideos na vida cotidiana pode ser muita das vezes
invisiveis, mas sempre presentes: estas biomoléculas tém ganhado destaque na
area farmacéutica e atualmente, séo utilizados no tratamento de diversas
condigbes; muitos peptideos atuam como horménios, neurotransmissores,
toxinas, e inclusive adocantes. (Machado et al., 2004). Podemos citar alguns
exemplos notaveis: um dos primeiros exemplos seria a producéo recombinante de
insulina, ha também casos de producdo de analogos de hormdnios, como a
liraglutida, teduglutida e semaglutida. (HAMAD et al., 2021; MACHADO et al.,
2004; WANG et al., 2022).

7. PROTEINAS

Além dos peptideos, as proteinas também sédo compostos base de diversos
materiais organicos, inclusive do organismo humano; tornando o seu estudo
crucial para o entendimento e aprimoramento de diversas areas. A seguir

discorreremos sobre esta molécula.
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7.1. DEFINIGAO E ESTRUTURA

Proteinas sdo moléculas compostas por mondmeros de aminoacidos

ligados por ligacdes peptidicas. As proteinas de cada organismo, partindo das

bactérias aos seres humanos, sdo construidas a partir do mesmo conjunto

onipresente de 20 aminoacidos (NELSON; COX, 2014). A estrutura das proteinas

pode ser organizada em quatro niveis: estrutura primaria, secundaria, terciaria ou

quaternéria. Segundo Nelson e Cox (2014):

A estrutura priméria é basicamente a sequéncia de aminoacidos
presente na ligacao peptidica;

A estrutura secundaria se refere a arranjos espacial estaveis de
residuos de aminoécidos, algo que usualmente da origem a padrbes
estruturais recorrentes;

A estrutura terciaria descreve o enovelamento tridimensional de um
polipeptideo;

A estrutura quaternaria se refere ao arranjo espacial das
subunidades polipeptidicas de uma proteina. (NELSON; COX,
2014).

Na Figura 4, temos uma esquematizacdo dos niveis de estrutura da

proteina:

Figura 4 - Niveis de estrutura nas proteinas.
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O conhecimento das propriedades das proteinas é essencial para uma
melhor eficiéncia na sintese de proteinas, além disso, conforme Agouridas et al.
(2017), a sintese quimica de proteinas, depende diretamente do conhecimento
profundo das propriedades estruturais das proteinas, sendo possivel modular ou
mimetizar tais estruturas por meio da selecédo criteriosa de segmentos peptidicos
e estratégias de ligacdo. Assim, a definicdo e estrutura das proteinas constituem
a base para o entendimento das fungdes moleculares das proteinas e, também,

para o desenvolvimento de metodologias de sintese.

7.2. FORMAS DE SINTESE

A sintese de proteinas pode ocorrer de diversas formas, mas aqui
discorreremos sobre as mais utilizadas: a sintese de proteinas livre de células e a

sintese quimica de proteinas.

7.2.1. Sintese de proteinas livre de células (Cell-Free Protein Synthesis CFPS)

Existem dois tipos principais de CFPS: o primeiro tipo possui extrato
celular purificado e 0 segundo é constituido por uma matriz contendo compostos
individualmente purificados, ambos os sistemas contém os elementos necessarios
para produzir proteinas como ribossomos, aminoacil-tRNA sintetases e fatores de
traducdo. Estes sistemas podem ser extraidos das mais diversas fontes
organicas, entretanto, o extrato celular da E.Coli é o extrato mais popular, devido
a possibilidade de modificacdo genética do extrato, como também seu custo-
beneficio em termos de cultivacdo (ROLF; ROSENTHAL; LUTZ, 2019).

Em suma o extrato celular é utilizado para se produzir proteinas,
utilizando-se dos componentes ribossomais e realizando a tradugéo e transcrigao.

A Figura 5, buscou ilustrar a sintese livre de células:
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Figura 5 - Esquema geral da sintese proteica livre de células.
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Fonte: ROLF; ROSENTHAL: LUTZ, 2019.

A CFPS tem se consolidado como uma das metodologias mais utilizadas
para a obtencdo de polipeptideos complexos e proteinas. A sua popularidade se
da gracas a algumas vantagens como a producdo de proteinas em alta
concentracdo em poucas horas, a possibilidade de se produzir proteinas com
aminoacidos ndo usuais ou de se adicionar chaperorinas a fim de se obter o
dobramento correto da proteina, entre muitas outras (ROLF; ROSENTHAL; LUTZ,
2019).



7.2.2. Sintese quimica de proteinas
7.2.2.1. Native Chemical ligation (NCL)

A NCL se caracteriza como uma ligagcéo quimioseletiva de dois segmentos
peptidicos ndo protegidos. De acordo com Dawson et al. (1994) esta ligacao
guimioseletiva ocorre entre um peptideo sintético sem protecdo, contendo um
grupo tioéster e outro peptideo, também nédo protegido, que possui uma cisteina
na extremidade N-terminal, formando inicialmente um intermediario instavel, que
rapidamente se rearranja internamente, criando uma ligacédo peptidica estavel. A

Figura 6 demonstra o esquema geral da ligacao acima descrita.

Figura 6 - Native Chemical ligation (NLC).
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Fonte: DAWSON et al., 1994.

7.2.2.2. Técnicas Alternativas a NCL

A NCL apresenta alguns obstaculos de sintese quimica, por exemplo, o fato
de que proteinas recombinantes ndo podem ser convertidas diretamente em tio
ésteres de proteinas. Gracas a isto, foram desenvolvidas sinteses alternativas a
NCL, como a ligacéo de proteinas expressas (EPL, expressed protein ligation) e
a ligacao de Staudinger (CHANDRUDU; SIMERSKA; TOTH, 2013).

Chandrudu et al. (2013) descreveram as vias alternativas a NCL, sendo

gue a EPL (Expressed protein ligation ou ligacdo de proteina expressa) € uma
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semissintese de proteinas, uma metodologia que se baseia no processo de
splicing de proteinas. No EPL, ocorre uma troca interna (N-S) envolvendo um
residuo de cisteina na extremidade N-terminal, formando um tioéster, seguido por
um rearranjo com um residuo de asparagina na extremidade C-terminal. Ja a
ligacdo de Staudinger se baseia na reacdo com o mesmo nome na qual um
fosfano reage com uma azida, formando uma substancia intermediaria, que
depois se rearranja para produzir um sal de amidofosfonio, a hidrolise deste sal
gera o produto de interesse, uma amida, e 6xido de fosfina como subproduto, a
seguir temos as Figuras 7 e 8, que demonstram a sintese EPL e a ligacdo de

Straudinger, respectivamente.
Figura 7 - Representacéo geral da EPL.
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Fonte: BUTTS; CHU, 2022.

Figura 8 - Ligacdo de Staudinger.
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7.3. BREVE EXPOSICAO DAS PROTEINAS NA AREA FARMACEUTICA

As proteinas possuem grande aplicabilidade na industria farmacéutica; a
sua presenca na area € marcada por inimeros proteicos, inclusive insumos
farmacéuticos ativos (IFAs) gue mudaram o tratamento de diversos pacientes ao
redor do mundo.

A insulina humana foi a primeira proteina terapéutica criada a partir do
resultado da tecnologia do DNA recombinante (CARTER, 2011). O tratamento de
diabetes recebeu ao passar dos anos outros IFAs de natureza proteica como
semaglutida e afins. Ndo s6 a area metabdlica ganhou novos tratamentos feitos a
partir de proteinas como também a area oncoldgica, a producéo e o crescimento
da sintese de anticorpos monoclonais tornou possivel o tratamento oncolégico de
diversos tipos de canceres, exemplo seria o betadinituximabe (Qarziba®),
anticorpo monoclonal quimérico humano/murino de tipo IgG1, produzido numa
linha celular de mamifero através de tecnologia de DNA recombinante (CARTER,
2011; RECORDATI, [s.d.]).

8. SINTESE DE PEPTIDEOS EM MICRORREATORES

A sintese de peptideos em microrreatores apresenta uma abordagem
promissora academicamente e industrialmente falando, ha diversas metodologias
gue podem ser empregadas neste ramo, mas aqui destacamos que a sintese em
fluxo proporciona vantagens ja discutidas neste trabalho. Além disso, ha exemplos
de que a implementacdo de fluxo continuo pode melhorar aspectos como a
eficiéncia, a economia de reagentes e solventes da sintese e, a velocidade da
reacdo (GORDON, 2018).

A sequir discorremos alguns exemplos de sintese de peptideos presentes

na literatura e seus resultados
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8.1. SINTESE DO DIPEPTIDEO B3HOMOFENILALANINA-B*HOMOFENILALANINA

O primeiro exemplo aqui destacado é o dipeptideo formado pela ligagéo
entre dois residuos de beta fenilalanina (B3*-HPhe). A sintese em fluxo em
microrreatores descrita por Flégel et al. (2006), utilizou como reagentes fluoreto
de 9-fluorenilmetoxicarbonila com beta fenilalanina Fmoc-B*hPhe-F (Estrutura 1

representada na Figura 9) e a beta fenilalanina H-B*hPhe-OBn (Estrutura 2 na



Figura 9). O sistema utilizou N-metilmorfolina (NMM) como base. Ademais, optou
por escolher acidos de fluoreto, devido ao fato de que estes compostos séo
agentes de acilagdo muito eficientes, tornando o acoplamento dos aminoacidos
mais facil. A andlise da reacdo foi feita por cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas (LC-MS). Quanto aos parametros reacionais, foi
constatado que o tempo de residéncia e temperatura ideais para a formacao do
produto (Estrutura 3 representada na Figura 9) foram de 3 minutos e 90 °C,

respectivamente, com rendimento de 92%.

Figura 9 - Sintese do dipeptideo homofenilalanina.
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Fonte: FLOGEL et al., 2006.

8.2SINTESE DO TETRAPEPTIDEO B

Flogel et al. (2006), também sintetizaram um tetrapeptideo utilizando o
sistema mencionado acima. Este polipeptideo foi produzido para se testar a
capacidade do microrreator de construir sequéncias peptidicas maiores e mais
complexas.

A sintese do peptideo foi iniciada com a formagéo da ligacéo (B3*—33),
usando as condic¢des do dipeptideo B*homofenilalanina—2homo homofenilalanina
(vide item 8.1, tempo de residéncia de 3 min a 90 °C). A reacao produziu o
dipeptideo protegido com Boc, com 91% de rendimento ap0s purificacao.

A segunda etapa da reacao, Flogel et al. (2006), relataram ser mais dificil
devido as ligacOes, temperaturas mais altas e maior tempo de residéncia (120°C
e 5 min). Nesta etapa obtevieram 93% de rendimento. A terceira e Ultima etapa foi
feita a 120 °C, sendo que o acoplamento foi concluido apés 1,5 min, gerando o

polipeptideo abaixo (Figura 10):
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Figura 10 - Tetrapeptideo sintetiza por Flogel et al. (2006).
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Fonte: FLOGEL et al., 2006.

8.3 SINTESE DO DIPEPTIDEO DE BETA-ALANINA

WATTS et al. (2001) descreveram a producéao de um dipeptideo da beta-
alanina em fluxo continuo em microrreatores. Inicialmente, o beta-aminoéacido foi
protegido com Fmoc, para assim reagir com o aminoacido (4) (demonstrado na
Figura 11) preparado a partir de um Boc-beta-alanina comercialmente disponivel.
O Boc-beta-alanina foi convertido em um éster Dmab (4-{N-[1-(4,4-Dimetil-2,6-
dioxociclohexilideno)-3-metilbutil]-amino}benzil) com o auxilio de EDCI ( [1-(3-
dimetilaminopropil)-cloridrato  de  3-etilcarbodiimida]) e DMAP  (4-
Dimetilaminopiridina), obtendo-se um rendimento de 92%. Este éster foi tratado
com TFA (&cido trifluoroacético) para gerar a amina desejada, que entdo sofreu
acoplamento com peptideo Fmoc-beta-alanina, formando o peptideo desejado
com 93% de rendimento (Estrutura (5) representada na Figura 11). A Figura 11

apresenta o processo de sintese do peptideo (5), nomeado assim pelo autor.
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Figura 11 - Esquema geral sobre a sintese realizada por Watts et al. (2001).
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Fonte: WATTS et al., 2001.

9. SINTESE DE PROTEINAS EM MICRORREATORES

A sintese de proteinas apresenta uma abordagem promissora no meio
académico e na industria. Existem diversas metodologias que podem ser
empregadas nessa area, mas aqui destacamos o0 uso de microrreatores, cujas
vantagens ja foram discutidas neste trabalho. A seguir, apresentamos alguns
exemplos de sintese em fluxo de proteinas descritos na literatura e seus

respectivos resultados.

9.1. PROTEINA FLUORESCENTE VERDE APRIMORADA

XIAO et al. (2018) produziram uma proteina baseada na Enhanced Green
Fluorescent Protein (Proteina Fluorescente Verde Aprimorada) (EGFP). A EGFP
€ uma proteina aprimorada da proteina verde fluorescente (GFP), sendo que esta
primeira emite 35 vezes mais fluorescéncia do que a proteina original (CARSON;
MILLER; WITHEROW, 2012). A EGFP foi escolhida para uso devido a
possibilidade de quantificacdo de sua florescéncia.

XIAO et al. (2018) propuseram a integracdo da sintese e purificacdo em
um Unico microrreator, utilizando a técnica de sintese livre de células (cell-free
protein synthesis - CFPS). A sintese foi realizada em um microrreator criado pela
equipe, sendo este composto por vidro e possuindo dois canais, um canal central,
gue possuia duas pingas: uma com granulos de agarose modificadas com DNA
da EGFP para a sintese e o canal auxiliar com esferas modificadas com ions

niquel, utilizados para a purificacao.

35



Os autores relataram que a mistura de reagentes com o extrato celular,
aminoéacidos e enzimas de transcrigcao/traducédo € introduzida no canal principal,
sendo a proteina é sintetizada. Logo em seguida, se liga aos granulos de niquel
na regiao de purificagdo situados no canal auxiliar. Posteriormente, se inicia o
processo de “limpeza” do microrreator: um tampéao de lavagem remove compostos
gue néo estao ligados as esferas de niquel e um tampéao de eluicdo € usado para
se extrair a proteina purificada, que é coletada na saida do microrreator. O sistema
produziu cerca de 70 pL de EGFP a 144,3 pg/mL, totalizando aproximadamente
10,1 g por operacdo. A proteina foi detectada por fluorescéncia e confirmada por
SDS-PAGE, apresentando pureza significativa que nao foi quantificada pelo autor
mas gque se apresenta significativa devido a presenca de uma Unica banda visivel
no SDS-PAGE, algo que pode ser comprovado com a Figura 12 do SDS-Page
realizado pelo autor: na faixa 1 nés temos o marcador, na faixa 2 nos temos a
adicao de esferas de agarose ndao modificadas ao CFPS, na faixa 3 nds temos a
adicao de adicao de esferas de agarose modificadas com DNA molde ao CFPS,
e na faixa 4 solucdo de proteina coletada do chip integrado, ou seja, proteina
purificada a partir do tampéao de eluigao.

Figura 12 - SDS-PAGE da Proteina EGFP.

4

w— <— EGFP

Fonte: XIAO et al., 2018.
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9.2. PROTEINA SUPERFOLDER GREEN FLUORESCENT (SFGFP)

Timm et al. (2016) sintetizaram a proteina verde fluorescente superfolder
(Superfolder Green Fluorescent - sfGFP) com intuito de se testar a eficiéncia de
microrreatores com membranas de nanoporos. A sintese nestes dispositivos foi
feita com a aplicacdo da técnica de sintese livre de células (cell-free protein
synthesis - CFPS).

Os autores relatam o uso de extratos celulares de E.coli e sistema de
regeneracao de energia PANOx-SP, DNA plasmidial contendo o gene da proteina-
alvo e uma mistura de metabdlitos essenciais para a transcricao e traducdo. A
producdao proteica foi realizada em um microrreator com canais microfluidicos, que
foram integrados com membranas porosas de diferentes tamanhos para troca
continua de nutrientes e remocéao de inibidores.

O uso de membranas de poro médio garantiu maior retencdo de produto
(92%) e produziu até 2 mg/mL de sfGFP, valor superior ao obtido em batelada ou
reatores comerciais. No mais, a sintese foi mantida por até 8 h com alta

estabilidade.
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9.3. PROTEINA FLUORESCENTE VERDE (GFP) E PROTEINA FLUORESCENTE

AZUL (BFP)

Yamamoto, Nojima e Fujii (2002), sintetizaram duas proteinas, a GFP
(proteina fluorescente verde ou green fluorescent protein) e a BFP (proteina
fluorescente azul ou blue fluorescente protein), em uma série de microrreatores
contendo camaras de sistemas integrados de controle de temperatura.

O microrreator utilizado consistiu em um modelo hibrido feito de
polidimetilsiloxano construido pela prépria equipe. A sintese foi realizada partir de
extratos celulares de E. coli, combinados com DNA molde de GFP/BFP e os
reagentes necessarios para transcricdo e tradugdo. Estes componentes foram
misturados com as concentracfes desejadas e introduzidos nos canais do
microrreator, sendo que a temperatura foi controlada com preciséo, em torno de
37 °C, ideal para a atividade enzimatica, gragcas ao auxilio do sistema integrado
de controle de temperatura. Com esse ambiente otimizado, as proteinas de

interesse sao sintetizadas in vitro, sem a necessidade de cultivo celular.



A fluorescéncia emitida por GFP e BFP foi usada como indicador de
sucesso da sintese. Ambos os produtos (GFP e BFP) foram coletados nos
reservatérios de saida para aumentar a intensidade da fluorescéncia. Apds a
reacdo, o chip com as camaras de reacao foi separado do sistema integrado de
controle de temperatura e submetido a irradiagao de luz UV com o intuito de ativar
a fluorescéncia do GFP e BFP. Com a deteccdo de ambas as fluorescéncias, foi
possivel concluir que as proteinas GFP e BFP foram, de fato, produzidas nas
camaras.

Os autores também descreveram o0 aumento da intensidade da
fluorescéncia, comprovacédo da sintese das proteinas, a partir de 30 minutos de
reacdo e argumentam que isso acontece pois o0 GFP leva cerca de 30 minutos
para atingir sua forma ativa, provavelmente devido a processos pos-traducionais,
sendo que a intensidade atinge o maximo apos cerca de duas horas. A Figura 13

demonstra a fluorescéncia gerada pela sintese nos microrreatores.
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Figura 13 - Fluorescéncia de BFP/GFP na matriz dos microrreatores de oito canais apés a

reacao de sintese de proteinas.
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Fonte: YAMAMOTO; NOJIMA; FUJII, 2002.



10. CONCLUSAO

O presente Trabalho de Conclusao de Curso teve como objetivo efetuar
uma revisao critica sobre a literatura cientifica acerca da sintese de peptideos e
proteinas em fluxo em microrreatores. Ao longo do desenvolvimento do trabalho,
foi possivel evidenciar a relevancia e o potencial que estas biomoléculas
possuem, principalmente na aplicabilidade terapéutica e funcional. Além da
importancia das biomoléculas, foi possivel vislumbrar o potencial e a
aplicabilidade dos microrreatores na area académica.

Os métodos de sintese de peptideos e proteinas tém passado por
significantes avancos ao longo das Ultimas décadas, migrando de processos
tradicionais, muita das vezes limitantes e retidos em si, para estratégias
inovadoras e mais eficientes. Nesse contexto, a introdugcdo dos microrreatores
representa um marco promissor na otimizacdo e inovagdo dos processos de
sintese, promovendo ndo s6é uma maior eficiéncia reacional, como também maior
sustentabilidade e reprodutibilidade.

A sintese de proteinas e peptideos em microrreatores vai de encontro com
as demandas de sustentabilidade nas areas da industria e académica, além de
obedecer, ndo todos, mas alguns pontos da quimica verde ao propor a
minimizacao de solventes, 0 uso racional de reagentes e reacfes/sinteses mais
rapidas. Temos um cenario que favorece a sustentabilidade, os microrreatores,
por sua vez, apresentam vantagens frente aos reatores convencionais, como o
aumento da produtividade, o oferecimento de escalabilidade e integracéo.

A andlise dos exemplos presentes na literatura evidenciou a possibilidade
da sintese em microescala de biomoléculas complexas, com alto rendimento e
pureza, consolidando assim os microrreatores como ferramentas versateis e
eficazes tanto com contextos académicos quanto industriais. Apesar das
limitagbes presentes no contexto dos microrreatores, como os limites, custos da
producdo e os materiais empregados, 0s avangos recentes nos aspectos de
fabricacdo, revestimento e a possibilidade de producdo por impressao 3D
sinalizam um futuro promissor para a superacao destas limitacoes.

Conclui-se, portanto, que a sintese de peptideos e proteinas em
microrreatores constitui uma estratégia inovadora, alinhada aos principios e

tendéncias da sustentabilidade e da eficiéncia tecnologica. Diante do exposto,
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recomenda-se a investigacdo mais aprofundada nessa area, especialmente na
otimizacdo de sistemas integrados de sintese e purificacdo, como também a
adaptacdo a escalabilidade, um aspecto crucial para a demanda industrial,
visando ampliar a aplicabilidade dessa tecnologia nos diversos cenarios que

demandam uma producao eficiéncia e sustentavel dos peptideos e proteinas.
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