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Orientac0es para o design de seu peptideo

A composicdo da sequéncia de aminodacidos e o comprimento do peptideo irdo determinar se a sua sintese
é possivel, além de determinar aspectos como a solubilidade do peptideo. O conteldo a seguir traz alguns pontos
qgue devem ser considerados ao realizar a construcdo do seu peptideo.

Visao Geral

1. Sequéncia peptidica

Os peptideos podem ser construidos de novo, porém a maioria dos peptideos de interesse bioldgico é
geralmente derivada das porg¢des C-terminal, N-terminal ou de por¢Ges internas de uma proteina nativa. Ha
diversas razoes pelas quais sequéncias nativas algumas vezes precisam ser alteradas para serem sintetizadas
como, por exemplo, para modificar a solubilidade, estabilidade, para producdo de antissoro e conjugacdo com
ligantes (cromoforos, etc).

Uma estratégia comum para a producdo de novos peptideos a partir de peptideos nativos é alterar residuos
de aminodacidos que ndo sdo essenciais para o peptideo em questdo. Sequéncias peptidicas, mesmo que
pequenas, possuem residuos de aminoacidos essenciais e outros ndo tdo importantes, os quais podem ser
alterados. Porém, apesar de comum e aparentemente simples, determinar quais aminodcidos ndo sdo essenciais
nem sempre é uma tarefa facil.

Além desta, algumas outras estratégias para producdo de um peptideo sdo comuns, como a protecdo de uma
ou ambas as extremidades para peptideos derivados de sequéncias internas, a fim de evitar a introducdo de uma
carga onde ndo haveria nenhuma na sequéncia nativa, além da introdu¢do de um espacador quando ha a intengao
de conjugacao do peptideo com ligantes, a fim de minimizar a influéncia do ligante na dobra do peptideo.

2. Comprimento da sequéncia
A pureza de um peptideo bruto geralmente diminui a medida que o comprimento aumenta.

» <5 residuos: podem apresentar problemas durante os processos de clivagem e purificacdo. E recomendado
gue essas sequéncias ndo possuam residuos hidrofébicos mas apresentem alguma modificagdo que contribua
para a natureza hidrofébica como Flc, Dansyl, Dabsyl, Btn, Lissamina, etc.

= Até 15 ou 30 residuos: geralmente possuem uma produgao simples e com rendimento satisfatoério.

= > 30 residuos: podem ter o acoplamento comprometido, o que gera um maior niumero de sequéncias
deletérias e resulta na diminuicdo da pureza do peptideo bruto, tornando mais custosa sua purificacao.
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. Solubilidade

A solubilidade de um peptideo é fortemente influenciada pela composi¢do de aminoacidos em sua sequéncia.
Peptideos com alto teor de residuos hidrofébicos, como Leu, Val, lle, Met, Phe e Trp, terdo solubilidade limitada
em solugdo aquosa ou serdo completamente insollveis. Nestas condi¢Ges, sera dificil utilizar o peptideo em
experimentos e pode ser dificil purifica-lo, se necessario.

Recomendacgdes:

=  Manter o conteddo de aminodcidos hidrofébicos abaixo de 50%

=  Garantir que haja pelo menos um residuo carregado (Asp, Glu, Lys e Arg) para cada cinco aminoacidos acidos.

= Uma Unica substituicdo conservadora, como substituir Ala por Gly ou adicionar um conjunto de residuos
polares nas extremidades N ou C, pode também melhorar a solubilidade.



4., Aminodacidos dificeis

Peptideos contendo muito residuos de Cys, Met ou Trp também sao dificeis de obter em pureza elevada, em
parte por serem susceptiveis a oxidacdo e/ou reac¢des laterais. Uma alternativa é a substituicdo conservadora para
alguns destes residuos. Por exemplo:

= Norleucina pode ser utilizada como substituto para Met
= Serina pode ser utilizado algumas vezes como substituto menos reativo para Cys

5. Estrutura secundaria

A formacao de folhas-B também é um ponto a ser considerado ao fazer o design de seu peptideo. Durante a
sintese, a formacgdo de folhas-B interfere na solvatacdo do peptideo em crescimento, resultando em um alto grau
de sequéncias deletérias no produto final. Este problema pode ser evitado ao optar por sequéncias que nao
contenham residuos multiplos ou adjacentes de Val, lle, Tyr, Phe, Trp, Leu, GIn e Thr. Se isso nao for possivel, uma
alternativa é gerar uma quebra por meio da insercdo de um Gly ou Pro a cada trés residuos, substituindo GIn por
Asn ou substituindo Thr por Ser.

Analisando sua sequéncia

Residuos com carga positiva K, R, H, N-terminal

Residuos com carga negativa D, E, C-terminal

Residuos hidrofdébicos sem carga FLLLM,V,WeY

Residuos sem carga G,AS,TUC N,P, Q, acetil, amida
1. N-terminal

Caso a extremidade N-terminal possua:

a. Glutamina (Q): a glutamina cicliza para piroglutamato quando exposta as condi¢des acidas da clivagem.
Recomendacdes: sintetizar com piroglutamato ao invés de Q, remover Q, substituir Q por outro aminodcido ou
acetilar a extremidade N-terminal. Todas as recomendagdes resultam em um peptideo com maior qualidade.

b. Asparagina (N): a asparagina possui um grupo protetor que pode ser de dificil remogao.
Recomendacgbes: remover ou substitui N por outro aminodacido.

2. C-terminal
Caso a extremidade C-terminal possua:

a. Aminodcido ndo padrao, incluindo D-aminodcidos: o peptideo deve ser amidado.
b. Modificagdo (fluoresceina, biotina, etc.): a modificagdo deve ser anexada através da cadeia lateral de uma
lisina e o peptideo também deve ser amidado.

3. Sequéncia:

Além do comprimento, a composi¢do de aminodcidos em uma sequéncia também é determinante em sua
producdo e pureza.

= Prolinas (P) multiplas: podem sofrer isomerizagdo cis/trans, resultando em um produto com menor pureza;

= Serinas (S) adjacentes: frequentemente resultam em produtos com baixa pureza e/ou com muitas dele¢es;

= Muito acido aspartico (D): frequentemente resultam na formacdo de adutos de aspartimida, gerando um
produto de menor pureza;

=  Multiplas modificagdes: geralmente resultam em um produto com baixo rendimento e/ou pureza;

= Multiplas glicinas (G) consecutivas (4 ou mais): tendem a sofrer ligacdo de hidrogénio (formagdo de gel) no
esqueleto peptidico, o que pode dificultar na purificacdo e dissolucao do peptideo.

= Fosfo-aminodcidos: a eficiéncia do acoplamento é bastante comprometida apds um fosfo-aminoacido
(formados pela fosforilacdo da hidroxila da serina e treonina ou do grupo fendlico da tirosina). Assim,
sequéncias contendo fosfo-aminoacidos devem conter ndgo mais que 10 acoplamentos apds este aminoacido.



