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RESUMO

Freire, T. S. Solvolise da Ligacdo Peptidil-Resina Mediada por lons Metélicos
Divalentes: Método Alternativo de Obter Peptideos Modificados no C-Terminal.
2012. Dissertacdo — Programa de PoOs-Graduacdo em Bioquimica. Instituto de
Quimica, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo.

Este estudo enfocou a mediacéo por ions metélicos divalentes da solvolise da
ligacdo éster formada entre peptideos e resinas, método desenvolvido por nés para
a preparacao de peptideos C-modificados. Os objetivos foram: i) adapta-lo para a
estratégia Fmoc de sintese, ii) buscar resinas adequadas para tal propoésito, iii)
verificar qual ion metalico € mais eficiente para mediar tal reacdo; iv) investigar o
possivel mecanismo pelo qual os ions metélicos mediam as reacfes estudadas.
Para isso, foram testadas as resinas derivadas do acido p-hidroximetilbenzdico
(HMBA-AM, HMBA-PEGA, HMBA-TG) e do alcool p-benziloxibenzilico (Wang), os
mediadores metalicos Ca®" e Zn**, condicdes reacionais determinadas em estudos
anteriores do nosso grupo de pesquisa (50% nucledfilo/ DMF) e os solventes
nucleodfilos metanol, etanol, propan-1-ol, propan-2-ol, butan-1-ol, alcool benzilico,
butilamina e hexilamina. O desligamento de aminoacidos e peptideos esterificados
das resinas ocorreu com altos rendimentos (72 — 98%). A resina HMBA-AM e o ion
Zn?* demonstraram ser a combinacdo mais eficiente. Andlises de espectroscopia de
infravermelho na presenca e auséncia do ion metélico indicaram um mecanismo de
reacdo no qual a coordenacdo do fon Zn?* com o &lcool facilita a formac&o do fon
alcoxido, o qual é um nucledfilo melhor que o alcool e com capacidade de atacar o

carbono da carbonila da ligacéo éster entre o peptideo e a resina.



Palavras chave: Resina HMBA, alcodlise, Zn**, aminoéacido esterificado, peptideo

esterificado.



ABSTRACT

Freire, T. S. Solvolysis of Peptidyl-Resin Linkage Promoted by Divalent Metal lons:
Alternative Method to obtain C-terminal Modified Peptides. 2012. Dissertation -
Graduate Program in Biochemistry. Instituto de Quimica, Universidade de Sao Paulo,
S&o Paulo.

The present study was focused on divalent metal ions-mediated solvolysis of
the ester linkage formed between peptides and resins, a method developed by us for
the preparation of C-modified peptides. The aims were: i) to adapt it for the Fmoc
synthesis strategy; ii) to search resins suitable for such purpose; iii) to determine
which divalent metal ion is the most efficient reaction mediator; iv) to investigate the
mechanism by which the metal ion mediates the solvolysis reactions studied.
Therefore, we employed the resins p-hydroxymethylbenzoic acid (HMBA-AM, HMBA-
PEGA, HMBA-TG) and p-benzyloxybenzyl (Wang) alcohol, the metal ions Ca?* and
Zn**, the optimized solvolysis conditions found in our previous studies (50%
nucleophile/DMF) and the nucleophilic solvents methanol, ethanol, propan-1-ol,
propan-2-ol, butan-1-ol, benzyl alcohol, butylamine and cyclohexylamine.

Detachment of esterified amino acids or peptides from resins gave high yields
(72-98%). HMBA-AM resin and Zn** ion showed to be the most effective combination
of resin and metal ion. Infrared spectroscopy analysis of the peptide-resins in
absence and presence of such metal ion suggested a mechanism of reaction where
the coordination of Zn?" ion with the alcohol promotes its deprotonation to give the
alkoxide ion, which is a better nucleophile and can attack the carbonyl carbon of the

ester linkage formed between the amino acid and the resin.



Keywords: Resin HMBA, alcoholysis, Zn**, esterified amino acid, esterified peptide.



Lista de abreviacOes
As abreviacdes utilizadas estdo de acordo com as recomendacdes da IUPAC

(International Union of Pure and Applied Chemistry) e da IUBMB (International Union
of Biochemistry and Molecular Biology) disponiveis no site
http://www.chem.gmul.ac.uk/iupac/

Codigo de trés letras para os vinte aminoacidos usuais

Ala: alanina His: histidina Ser: serina
Arg: arginina lle: isoleucina Thr: treonina
Asn: asparagina Leu: leucina Trp: triptofano
Asp: 4cido aspartico Lys: lisina Tyr: tirosina
Cys: cisteina Met: metionina Val: valina
Glu: &cido glutamico Phe: fenilalanina

Gly: glicina Pro: prolina

Ac: acetil

ACN: acetonitrila

Boc: t-butiloxicarbonil

But: butil

Bzl: benzil

DBF: dibenzofulveno

DBU: 1,8-diazabiciclo[5.4.0Jundeca-7-eno
DCM: diclorometano

DIPEA: N,N’"- diisopropiletilamina
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DMF: N,N’-dimetilformamida

DMSO: dimetilsulfoxido

ESI: ionizacao por eletrospray

Et: etil

EtOH: etanol

Fmoc: 9-fluorenilmetoxicarbonil

For: formil

GA: grau de aminoacilacao

HBTU: hexafluorofosfato de 2-(1-H-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametilurénio
HMBA: resina acido p-hidroximetilbenzoico

HOBt: N-hidroxibenzotriazol

IV: espectroscopia de infravermelho

KOR: resina oxima de Kaiser (resina p-nitrobenzofenona oxima)
LC/ESI-MS: cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas com
ionizagao por eletrospray

Me: metil

MeOH: metanol

RP-HPLC: cromatografia liquida de alta eficiéncia de fase reversa

RMN: ressonancia magnética nuclear

SPFS: sintese de peptideos em fase soélida

TBTU: tetrafluorborato de N-(1H-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametilurénio
TFA: &cido trifluoroacetico

TFMSA: 4cido trifluorometanosulfonico

Wang: resina alcool p-benziloxibenzil



INDICE

1. INTRODUGAO. ... .ottt ettt ettt e e aens 15
0 R =T 1 0 =T o L TP T PPPTT 15
1.2. Métodos de sintese de peptideons.........ccuvevieeiiiiiiiieiie e 15
1.3. Importancia dos a-ésteres de aminoacidos e peptideos.............cccuvueee... 18
1.4. Sintese de peptideos esterificados C-terminal............cccccooviiiiiiieeennnnee. 24
1.5. Solvdlise da ligacéo peptidil-resina mediada por ions de calcio............. 27
2 O ] = 8 1 I Y 1 TP 31
3. MATERIAIS E METODOS.......ciititieeieieiirie sttt seses e sesssssenenens 32
3.1. Materiais UtIHZadOs. ...........uuuuiiiiiiiiiiiiiieeee e 32
3.2. Aminoacilacdo das resinas HMBA-AM, HMBA-PEGA e HMBA-TG....... 32
3.3. Alongamento da cadeia peptidica.............coevviirriiiiiiiiiiicce e 33
3.4. Andlise de amiNOACIHOS. ..........uuiiiiiiiiiiiiiie e 33
3.5. Determinacao do grau de aminoacilacdo das resinas...............ccccccvvveene 33
3.6. Reacdo de solvdlise da ligacdo peptidil-resina............cccceeeeeevvviieeeeninnnnnns 34
4, RESULTADOS E DISCUSSAO.......coociiieeieeeeeeeeeeeeese e 36

4.1. Ocorréncia de alcoolise da ligacédo entre Fmoc-Gly e Resinas Wang,
OU HMBA-AM . ettt e e et e e e e anaa s 36
4.2. Alcodlise da ligacdo Fmoc-Ala-resina: Estudo comparativo envolvendo
diferentes resinas compativeis com a estratégia FmocC.............ccccovvvvvvviciieeen e, 38
4.3. Alcoodlise da ligagcdo Fmoc-lle-Ser(But)-Asp(OBut)-HMBA-AM: Estudo

comparativo entre o efeito do ion metalico e do nucledfilo.................ccooviiiiiiinnnnn, 39



4.4. Investigando a remoGao do grupo FMOC........ccceevvviviiiiiiiii e, 42

4.5. Alcodlise da ligacédo Ac-lle-Ser(But)-Asp(OBut)-HMBA-AM.............. 46
4.6. Sintese do tripeptideo Ac-Met-Leu-Phe-OMe...........cccovvviviviviiieinnnnn. 48
4.7. Transesterificac8do de Ac-lle-Ser-Asp-OMe..........covvveiiiiiiiiiieiieeeeeeee, 50
4.8. Estudo do mecanismo de metanoOlise.........ccccccveiiiiiiiiiin e 52
4.9. Aminolise da ligacdo Ac-Met-Leu-Phe-HMBA-AM.........ccccccvvvvieeennn. 59

5. MONITORAMENTO DAS REACOES ESTUDADAS COM VISTAS A

CARACTERIZAR OS PRODUTOS FORMADOS. ......ooe oo eeeeeeeeeee e 61
B. CONGCLUSOES. ...ttt ettt ettt ee e e e e 78
7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. ... oooeeeeeeeeeeee ettt eeee e 80

CURRICULUM VITAE. ... e 85



15

1. INTRODUCAO

1.1 Peptideos

Os peptideos compdem um grupo de biomoléculas que apresentam uma
ampla gama de fungbes, tais como hormonal, antimicrobiana, liberadora de
hormonios e analgésica (Sewald e col., 2008). A natureza € rica nestes compostos,
mas as quantidades disponiveis provenientes de fontes naturais nem sempre séo
suficientes para uso ou estudo desses compostos. Portanto, uma vez isolado e
caracterizado o peptideo de interesse, opta-se por sua sintese em quantidade

suficiente para estudo e diferentes aplicacoes.
1.2 Métodos de sintese de peptideos

Sintese quimica em solugéo: se baseia na sintese organica convencional na qual,

em todas as inUmeras etapas do processo 0s reagentes estdo dissolvidos (ou em
solucéo). Utiliza-se um agente quimico para ativar a carboxila a de um aminoéacido
(o doador de acila) que reagira com o grupamento amino a de outro (o aceptor de
acila) para formar a ligacdo peptidica (Tsuda e col., 2011). Esta metodologia exige
protecdo das cadeias laterais reativas dos aminoacidos, a separacgéo, a purificacdo e
caracterizacdo quimica de todos os produtos intermediarios do processo sintético

(Esquema 1).

NH

RN—=—NR 5
OH - - NH OX
RH\H/ RfJ\WOYNR R-TK( -

0 O  NHR OR, O

Esquema 1. Formacao da ligacdo peptidica via método quimico. X;: grupo protetor do N-
terminal, X: grupo protetor do C-terminal, R: ciclohexil, diisopropil, R;, R,: cadeias laterais
dos aminoacidos.
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Sintese quimica em fase sdlida: € uma metodologia alternativa na qual, o aceptor

de acila esta preso a um suporte polimérico (resina insoltvel no meio reacional), o
que facilita as etapas de separacdo do peptideo-resina do meio reacional apds a
adicdo de cada aminoacido a cadeia peptidica em crescimento (Machado e col.,
2004., Miranda e col., 2011).

A sintese quimica em fase solida pode ser realizada por duas estratégias
quimicas:
1. A estratégia Boc, que utiliza t-butiloxicarbonil como protetor do grupo amina a de
aminoacidos que serdo adicionados a cadeia peptidica em crescimento. Nesta
estratégia, os protetores das cadeias laterais sdo derivados do benzil, de forma que
enquanto o grupo Boc é removido com acido trifluoroacético (TFA), os protetores
das cadeias laterais sdo removidos apenas com &cidos mais fortes [fluoreto de
hidrogénio (HF), &cido trifluorometanosulfénico (TFMSA), entre outros].
2. A estratégia Fmoc, que utiliza 9-fluorenilmetoxicarbonil como protetor do grupo
amino a dos aminoacidos. Os protetores das cadeias laterais sdo derivados do t-
butil, de forma que enquanto o grupo Fmoc é removido com bases organicas, 0s
protetores das cadeias laterais sdo removidos com TFA. Assim, quando se realiza
uma etapa de desprotecdo parcial para adicdo de um aminoacido a cadeia
crescente, garante-se que 0s protetores das cadeias laterais ndo sejam removidos
(Merrifiled, 1963; Sheppard e col.,1989; Machado e col., 2004; Carganico e col.,
2011; Esquema 2).

A sintese quimica € uma boa ferramenta para geracao dos peptideos originais
em guantidades adequadas e também torna possivel a geracdo de peptideos com
modificacdes dirigidas e ndo usuais (analogos). O emprego de peptideos como

agentes terapéuticos, aditivos alimentares, cosméticos e ferramentas de pesquisa
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aumentou muito a necessidade de vias sintéticas que permitam a introducédo de
modificacdes quimicas nestes compostos. Por exemplo, a esterificacdo da carboxila
terminal de peptideos é uma abordagem usada para melhorar a permeabilidade das
membranas celulares a eles; a hidrélise do éster catalisada por esterases

intracelulares restaurara a carboxila original (Liederer e col., 2006).

Estratégia Boc Estratégia Fmoc
+Z)_"$'_<O H)(—. }‘_'H” "x_.

Reagente acoplador
Reagente acoplador

+ONHO Or~>H_<o—
Y bl

@ °
l OQQ

(o]

Piperidina

—
—
A e e :
o0 = 2
HoN x—.
Boc-aminoéacido
Reagente acoplador
Fmoc-aminodcido
Reagente acoplador
Q
?—NH 0
- _‘&NH H X’—. Q
o _
: CHAn s )4
% A OYNH\LNH x—.
[}

TFA

=N o] o N

E’im“k‘\i >_4 S.'f( i o] 4
. NH, > Z
HaN NH  XH "HaN \/U\‘NH XH

Esquema 2. Etapas da SPFS. (Esfera azul = Resina, XH = HO- ou H,N-).
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1.3 Importancia dos a-ésteres de aminoacidos e peptideos

Esses compostos apresentam uma ampla gama de aplicacdes, tais como:
- Inibidores enzimaticos (Richard e col., 2009). Hertel e colaboradores, por exemplo,
estudaram o feito de sete inibidores de protease do virus HIV (Figura 1) na reducéo
da atividade da enzima 2-deoxiglicose (Hertel e col., 2004) e a partir da andlise das
estruturas desses inibidores foram sintetizados dipeptideos e tripeptideos que

mimetizassem as regifes hidrofébicas presentes nas estruturas dos inibidores.

Figura 1. Caracteristicas estruturais de inibidores de protease do HIV: A, amprenavir; B,
indinavir; C, ritonavir; D, lopinavir (adaptado de Hertel e col., 2004).

Os resultados mostraram que quando esterificados no C-terminal tais peptideos
foram inibidores mais eficientes da enzima 2-deoxiglicose (Figura 2).

- Ligantes de receptores de membranas (Richard e col., 2009). Mullen e
colaboradores, por exemplo, descreveram a sintese do fator-a, um éster metilico de
dodecapeptideo modificado de Saccharomyces cerevisiae. O peptideo sintético liga-

se a receptores acoplados a proteina G e portanto, serve como um sistema simples
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para o estudo das interacdes entre o peptideo e seu receptor (Mullen e col. 2011;

Figura 3).

z-Phe-Phe-OH
z-Phe-Pro-OH
H-Phe-Tyr-OH
H-Phe-Tyr-NH,
z-Phe-Gly-OH
z-Pne-Gly-NHE
z-Ala-Phe-Me
z-His-Phe-Trp-Et -
z-His-Phe-Phe-Et - *
z-His-Phe-Tyr-Et [NNGEGE- +
z-Ala-Tyr-Me
z-Ala-Phe-Me I
z-Phe-Tyr-Ald [N -
H-Phe-Pro-OH [N
z-val-Phe-ve [N

z-Val-Trp-Me

0 02 04 08 08 10 12
Atividade relativa

Figura 2. Inibicdo da absorcao de 2-deoxiglicose por peptideos aromaticos em adipécitos de

ratos (z = benziloxicarbonil; extraido de Hertel e col., 2004).

- Doadores de acila em condensacfes enzimaticas entre fragmentos peptidicos

parcialmente protegidos (Getun e col., 2001; Fite e col.,2002). Nesta abordagem, o

fragmento peptidico esterificado no C terminal (Fragmento 1) reage com uma

enzima (que apresenta funcdo de esterase) formando o intermediario acil-enzima,

gue é capaz de reagir com outro fragmento peptidico que possui o0 grupo amino livre

(Fragmento 2) para formar um peptideo maior (Sekizaki e col., 1996; Esquema 3).

@)
YIIKGVFWDPA—H\)L

~

OCHj

S
AN AN AN

Figura 3. Fator-a de Saccharomyces cerevisiae (extraida de Mullen e col. 2010).
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Esquema 3. Condensacdo enzimatica entre fragmentos peptidicos (R; = protetor do grupo
amina; R, e R; = grupo alquila; Sekizaki e col., 1996).

- Como fragmentos peptidicos totalmente desprotegidos na condensacdo quimica
entre fragmentos via “Native Chemical Ligation” (Dawson e col., 1994; Danishefsky e
col.,2004). Nesse método o fragmento peptidico 1 (Peptideo;) apresenta o C-
terminal esterificado e um grupo sulfidrila na posi¢cao B protegido através de ligacéo
de enxofre. A adicdo de tiofenol e o ajuste de pH (6,5) remove a ligagcédo de enxofre e
libera o grupo sulfidrila. A proximidade entre o grupo —SH e a ligacdo éster no C
terminal do fragmento peptidico 1 torna possivel a reagdo de transtioesterificacdo
intramolecular. O fragmento peptidico 1 tioesterificado pode reagir com outro

fragmento peptidico (Peptideo,) para formar um peptideo maior (Esquema 4).
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- Como reagentes (aminoacidos e peptideos esterificados no C-terminal) na sintese
guimioenzimatica de peptideos (Liria e col., 2001; Huang e col., 2006; Timo e col.,

2010).

HS
JS—{\ SH
S S
X i
—_—
Peptideo]; O NH, )l\o NH;

Peptideo]
H=6,5
0o P 0
HS
HS H-N Peptideo,
0O
Peptideo%kNH Peptideo, =«

Esquema 4. Reacdo de condensacgdo entre fragmentos peptidicos via “Native Chemical
Ligation” (Danishefsky e col.,2004).

Essa estratégia de sintese de peptideos consiste na formacédo da ligacao peptidica
catalisada pela alcalase (uma serino-endopeptidase). Tal enzima catalisa a reacao
entre um éster alquilico de aminoacido com o grupo amina protegido e um terc-butil
éster de aminoacido formando um éster terc-butilico de dipeptideo com o grupo
amina protegido. A adicdo de um alcool (metanol) converte o dipeptideo a um éster
metilico que pode reagir com outro éster terc-butilico de aminoacido promovendo o
crescimento da cadeia peptidica no sentido N — C (Esquema 5).

- Como formadores de canais ionicos (Ferdani e col., 2006; Gokel e col., 2007).
Natasha e colaboradores, por exemplo, estudaram cinco derivados do
heptapeptideo formador de canal de cloreto, [CH3(CH2)17]NCO-CH,OCH,CO-Gly-
Gly-Gly-Pro-Gly-Gly-Gly-OR (R = etil, 2-propil, heptil, benzil e ciclohexilmetil). Neste
estudo foi observado que o transporte de anions cloreto através de bicamadas

fosfolipidicas variava significativamente em funcéo do grupo R. Quando ele era etil e
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isopropil o composto era inativo; quando R era cicloexilmetil e n-heptil, o
heptapeptideo apresentava grande atividade no transporte de CI, permitindo a
conclusdo que o grupo R serve como uma ancora que auxilia na interacdo do

peptideo formador de canal idbnico com a membrana (Natasha e col., 2003; Figura

4).
2
Y
i HNJ\(O NH LT
_NH R 7< - J\WO
X HJ\O a X \[)LNH
v —_— Y, 0
Alcalase
R-OH
Alcalase
2 &r 7<
NH >< ~NH
Y, Alcalase

Esquema 5. Sintese quimioenzimatica de peptideos (X = protetor do grupo N; Y = cadeia
lateral do aminoéacido; R = grupo alquila; Adaptado de Timo e col.,2010).

H37018

) 7(\O/\rNH\)Lr\”_(\WNH

NH

$:o
/\\/\/\/O HN

O” r

Figura 4. Heptapeptideo formador de canal ibnico (extraido de Natasha e col., 2003).

Q

- Como antiinflamatdérios (Spinasil e col., 2006). O derivado do tripeptideo For-Met-
Leu-Phe-OMe, por exemplo, € um analogo de For-Met-Leu-Phe-OH, subproduto do

metabolismo bacteriano, que interage com receptores especificos de membrana de
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neutrofilos e ativa uma cascata complexa de sinais que induzem a producao de
anion e a secrecdo de enzimas lisossomais que levam a morte do neutrofilo
(Cavicchionia e col., 2005).

- Como pro-droga (Hamel e col., 2003; Santos e col., 2005). Santos e colaboradores
estudaram a estabilidade quimica, citotoxicidade e atividade antiviral de dipeptideos
esterificados ao antiviral aciclovir. O estudo revelou que o composto Phe-Gly-
aciclovir possui alta atividade contra cepas Herpes Simplex 1 (Figura 5 ; Santos e

col., 2009).

o R
HoN O AN\ o
2, NH 0 NW
R O NH
N=(
NH,

Figura 5. Pré-droga Phe-Gly-Aciclovir (R> = CH,C¢Hs; R* = H; adaptado de Santos e
col.,2009).

- Como analgésicos (Gentilucci, 2004; Janecka e col., 2010). Goldberg estudou a
possibilidade de utilizar peptideos opiodides esterificados no C-terminal como uma
nova classe de analgésicos, tendo demonstrado que no desenvolvimento de
peptideos opidédes para serem aplicados como analgésicos apresenta dificuldades,
tais como a identificacdo de compostos ativos (peptideos que apresentam funcéo
analgésica), a sua sintese, a sua biodisponibilidade, a sua estabilidade no plasma
frente a peptidases e esterases, a necessidade de atravessar a barreira
hematoencefélica, entre outras, sendo a esterificacgdo no C-terminal capaz de
aumentar a estabilidade plasmatica e a passagem através da barreira
hematoencefalica (Goldberg, 2011). Exemplo é o éster etilico do dipeptideo opidide

Tyr-Pro que tem estrutura similar a do agente anestésico, Etamidato (Figura 6).
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Q 0
HO
Q—(fo\o/\ w \ o™
\N \‘ H,N N

Etomidato Tyr-Pro-OEt

Figura 6. Similaridades estruturais do analgésico Etomidato e do dipeptideo Tyr-Pro-OEt
(adaptado de Goldberg, 2011).

Portanto, devido ao grande numero de aplicagcbes que o0s peptideos
esterificados no C-terminal apresentam, a sua sintese é de grande interesse

cientifico.

1.4 Sintese de peptideos esterificados no C-terminal

O método mais antigo conhecido de sintese de peptideos estericados emprega
MeOH ou EtOH para transesterificacdo da ligacao peptidil-resina sob condicdes
basicas e requer tempos reacionais de 2 a 24 h (Halpern e col., 1968). Outra
metodologia emprega cianeto de potdssio para promover a transesterificacdo da
ligacdo peptideo-resina de Merrifield com alcool benzilico em altas temperaturas
(Moore, e Kwok, 1980). Também é possivel empregar a resina 4-Fmoc-
hidrazinobenzoil, que forma com a cadeia peptidica gerada pela estratégia Boc ou
Fmoc, uma ligacdo estavel a acidos e bases; nesta abordagem a sua alcodlise é
realizada na presenca de acetato de cobre ou N-bromosuccinimida (oxidante),
piridina e do alcool de interesse (Peters e Waldmann, 2003; Esquema 6). Outro
procedimento descreve a esterificacdo de peptideos com carboxila livre em solucao
mediada por um polimero funcionalizado (PASP - “polymer-assisted solution

phase”), que é realizada em duas etapas: a primeira é a funcionalizagado da resina
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de Merrifield com um alquiltriazeno, a segunda € a esterificacdo do peptideo

mediada por esse polimero (Smerdka e col., 2004; Esquema 7).

o]
| Oxidante 0
Resina -
(0] Resina
NH\ @]
NH peptideo-PG N

:\‘\“N)Lpeptideo-PG
R—OH

0
|

R—0 peptideo-PG -

Esquema 6. Formacao de peptideo C-terminal esterificado via oxidag&o do linker hidrazida
(Oxidante = acetato de cobre ou N-bromosuccinimida; PG = protetor de grupo amina; R =
grupo alquila; Peters e Waldmann, 2003).

N
QA

R-OH

o)
> HQN—pepﬂdeAOR

0 .
H'L polimero
HoN—peptide OH

Esquema 7. Alcodlise mediada pelo polimero PASP (R = grupo alquila; Smerdka e col.,
2004).

Weber e Lokey descreveram um método efetivo de converter peptideos ligados
a resina 2-clorotritii ou Wang aos seus ésteres metilico, etilico, isopropilico, n-
butilico, ciclopentilico e benzilico correspondentes: apds o alongamento do peptideo
na resina pelo meétodo convencional em fase soélida pela estratégia Fmoc, é
realizado tratamento com HCI (0,2 — 3 mol.L™) e o &lcool de interesse (Weber e

Lokey, 2010; Esquema 8).
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A
Q ROH/HCI (Anidro, 0,2 -3 mol.L ™) 0

> R
temperatura ambiente, 2 -6 h peptideo o’

_resina
peptideo o]

Esquema 8. Alcodlise mediada por solu¢cdo HCI anidro (R = metil, etil, isopropil, n-butil,
ciclopentil,benzil; Weber e Lokey, 2010).

Recentemente, Distefano e colaboradores descreveram um novo método de
sintese de peptideos contendo cisteina C-terminal metil esterificada. Este método
consiste na ligacéo (através do grupo —SH da cadeia lateral) de Fmoc-Cys-OCH3 a
resina 2-CITrt-Cl ou Trt-Cl, seguida da sintese do peptideo desejado usando a

estratégia Fmoc e desligamento do peptideo da resina (Distefano e col., 2012;

Esquema 9).
o DIEA, DCM i
FmocHN \;)LOCHg ! p FmocHN \;).LDCH:;
;\“SH & =ME; .
O
J
RIRTAC G
chcl
SPPS
o TFA i
Peptide-HN \i)tDCHg, - Peptide-HN \;)LDCHs
-\SH _\‘8

Esquema 9. Sintese de peptideos contendo cisteina C-terminal metil esterificado (extraido
de Distefano e col., 2012).

Apesar da grande diversidade de métodos sintéticos para geracdo de

peptideos C-terminal esterificados, a maioria requer tempos longos de reacéo e/ou
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condicBes reacionais drasticas o que gera a necessidade de novas abordagens

sintéticas.

1.5 Solvdlise da ligacao peptidil-resina mediada por ions calcio

O nosso grupo foi o primeiro a observar que durante a recristalizacdo de um
tripeptideo etil éster (Moz-Asn-Leu-Gly-OEt) em MeOH contendo Ca** ocorria a sua
transesterificacdo formando o correspondente éster metilico (Moz-Asn-Leu-Gly-
OMe) (Miranda e col., 1991 a; Esquema 10). Posteriormente, foram estudadas a
transesterificacdo de outras sequéncias peptidicas (Tabela 1), demonstrando que o
método poderia ser aplicado a peptideos etil e benzil (mas néo terc-butil, ver Tabela
1) ésteres com rendimentos de 12-100% em 24 horas.

Dados conformacionais obtidos por *H-RMN de alta resolucdo sugeriram um
modelo no qual o ion metalico auxilia a metandlise por se coordenar com atomos de
oxigénio da molécula, tornando o carbono carbonilico do éster etilico mais eletrofilico

e, portanto, mais suscetivel ao ataque de nucledfilos (Figura 7).

Moz 0 Moz 0
] /- \
NH 0O O ﬂ NH O O /—<
0 ¢ S—NH o H3C-OH Q NH 0O
NH A R > \ NH \
HoN Ca H2N
Moz-Asn-Leu-Gly-OEt Moz-Asn-Leu-Gly-OMe

Esquema 10. Transesterificacdo em solucéo do tripeptideo, Moz-Asn-Leu-Gly-OEt, mediada
por Ca** (Moz = metoxibenziloxicarbonil, OEt = etoxi).
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Tabela 1. Transesterificacdo de ésteres de peptideos protegidos em metanol/CaAc,
(adaptado de Miranda e col., 1991).

Peptideo protegido Transesterificacao (%)

6h 24h
Z-Asn-Leu-OEt 5 13
Z-Asn-Phe-OEt 1 73
Boc-Leu-Gly-OEt 21 56
Z-Asn-Leu-OBzl 1) 41
Z-Asn-Phe-OBzl 20 67
Boc-lIle-Gly-OBzl 45 92
Z-Asn-Cys(Bzl)-OtBu 0 0
Z-Cys(Bzl)-Tyr-OtBu 0 0
Moz-Asn-Leu-Gly-OEt 36 72
Boc-Asn-Leu-Gly-OEt 28 64
Z-Asn-Leu-Gly-OEt 36 75
Moz-Asn-Leu-Ala-OEt 4 12
Moz-Asn-lle-Gly-OEt 44 67
Moz-Gln-Leu-Gly-OEt 26 60
Z-Pro-Leu-Gly-OEt 17 49
Moz-Asn-Leu-Gly-OBzl 63 98
Moz-Asn-Ile-Gly-OBzl 68 100
Moz-Asn-Leu-Gly-OtBu 0 0
Z-Cys(Bzl)-Tyr-1le-OtBu 0 0

g : M E\NH-CH c??
CHso@CHz'O' -NH-?H-C-NH-C' \ 2 \’IO_CHZ_CHa
/

)
Ha 9:2 Y ;
/C \0 /c N L ,’
H2N \\53C CH3 \\ ,l
‘\ \ ]

’
/

TR 2+

Figura 7. Modelo proposto de interacdo entre o Ca** e o O da carbonila da ligacdo éster
(adaptado de Miranda e col.,1991).

Diante destes resultados e como o peptideo pode formar ligacdo éster com a
resina empregada na sintese em fase sélida, a mediacdo por Ca?* foi empregada
com sucesso em transesterificacdes das ligacdes peptidil-resina de Merrifield
(Miranda e col., 1991b) e peptidil-KOR (Moraes e col., 2000, Moraes e col., 2001;

Esquema 11).
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Os resultados da metandlise da ligacdo Ac-Ala-Gly-X-Kaiser (onde X = Gly, Ala,
Phe ou Lys) apresentaram rendimentos de 72-100% em 72 horas (Tabela 2).
Estudos posteriores demonstraram que nosso método poderia ser empregado para
geracado de peptideos C-terminal tioesterificados com rendimentos superiores a 90%
como exemplificados na Tabela 3 (Proti e col., 2008; Esquema 12).
Nosso método de solvélise mediada por Ca®** para geracdo de peptideos
modificados no C-terminal apresenta diversas vantagens em relacdo aos demais
métodos descritos na literatura, pois emprega condi¢cdes reacionais brandas,
dispensa o0 uso de acidos e bases e ocorre em uma Unica etapa. Contudo, até o
inicio do presente trabalho seu uso estava restrito a estratégia Boc de sintese que
devido a necessidade da utilizacdo de HF na etapa de clivagem e desprotecéo total
dos peptideos, tem sido progressivamente substituida pela estratégia Fmoc de

sintese, que dispensa o HF.

0
H-oN—peptideo %
R-OH 0
0 . Vs
/ - HQN—peptldeo~<
N 2+
. Ca 0
/s
R

NO,

Esquema 11. Transesterificacdo da ligacdo entre o peptideo e a resina KOR assistida por
Ca®* (Esfera azul = resina; R = grupo alquila; Proti e col., 2007).
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Tabela 2. Metandlise da ligacao Ac-Ala-Gly-X-Resina oxima de Kaiser (adaptado de Moraes
e col., 2000).

Tempo de solvolise (h)

6 48 72
X Rendimento de clivagem (%)
Lys(2-Ci-2) 9 68 72
Gly 46 89 100
Ala 30 85 92
Phe 10 78 81

Tabela 3. Reacao de desligamento do peptideo da resina KOR através da tidlise da ligagéo
éster de oxima com etil-3-mercaptopropionato por 2 h (adaptado de Proti e col., 2008).

Mediador Sistema de solventes (V/V) T (°C) Desligamento do peptideo (%)

— 20% Tiol/DMF 60 28

Ca?* 20% Tiol/DMF 60 93

— 50% Tiol/IDMF 50 53

Ca’* 50% Tiol/DMF 50 92
Ac-lle-Ser(Bzl)-Asp(OcHx)-KOR Ac-lle-Ser(Bzl)-Asp(OcHx)-SR KOR

O jt“f
@ " o

DMF / R-SH \/Kf Ny
N\
~ e )
o w o

R = -(CH;),COOCH,CHj 5

Esquema 12. Transtioesterificag@o da ligacao entre o peptideo e a resina KOR assistida por
Ca”". (Esfera azul = resina; Proti e col., 2008).
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2. OBJETIVOS

Diante do exposto anteriormente, este trabalho teve o objetivo de estudar a
possibilidade de adequacdo do método de solvolise da ligagdo peptidil-resina
mediada por ions metélicos divalentes a estratégia Fmoc de sintese, que é a mais
utilizada atualmente. Neste contexto, buscou-se:

1) Investigar quais resinas compativeis com tal estratégia Fmoc de sintese seriam
as mais adequadas.

2)  Verificar qual o ion metalico seria 0 mais eficiente.

3) Tentar empregar o método para geracdo de aminoacidos e peptideos
esterificados no C-terminal.

4) Estudar o emprego de diferentes alcodis com o objetivo de obter ésteres de
diferentes naturezas.

5) Investigar qual seria o possivel mecanismo pelo qual os ions metalicos

assistem as reacdes de solvolise em questao.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Materiais utilizados

Foram utilizados para a sintese das aminoacil-resinas e peptidil-resinas, a
resina HMBA-AM (0,8 mmol/g, Novabiochem), HMBA-PEGA (0,40 mmol/g, Merck) e
NovaSyn TG HMBA (0,22mmol/g, Merk), os derivados de aminoacidos Fmoc-Gly-
OH, Fmoc-Asp(OBut)-OH, Fmoc-lle-OH, Fmoc-Ser(But)-OH, Fmoc-Met-OH, Fmoc-
Leu-OH, Fmoc-Phe-OH e Fmoc-Ala-OH (Bachem), os acopladores HBTU e TBTU
(Sigma), as bases organicas DMAP e DIPEA (Applied Bioystems), os solventes
DMF (Vetec), MeOH (Merk), EtOH 96% (Vetec), EtSH (Adrich Chemical) e Etil-3-
mercaptopropionato (Aldrich Chemical), de grau analitico agua MilliQ, bem como
ACN (Vetec) e TFA (Sigma) de grau espectroscopico.

As aminoacil-resinas Fmoc-lle-Ser(But)-Asp(OBut)-HMBA 0,40mmol/g, Fmoc-
Gly-Wang 0,61 mmol/g, Fmoc-lle-Ser(But)-Asp(OBut)-Wang 0,21 mmol/g, e o
peptideo esterificado Ac-lle-Ser-Asp-OCHgs, que ja se encontravam disponiveis em

nosso laboratério.

3.2.  Aminoacilagcdo das resinas HMBA-AM, HMBA - PEGA e

NovaSyn TG HMBA

A resina foi deixada em repouso em DMF por 30 minutos. Apos este periodo, o
solvente foi drenado e foram adicionados 3 eq. de Fmoc-aminoacido, 2,5 eq. de
HBTU, 0,1 eq. de DMAP, 3 eq. de DIPEA e DMF (5 mL). A mistura foi agitada por
24 horas. Ao término das 24 horas, o solvente foi drenado, a resina lavada

alternadamente com DCM e MeOH por trés vezes cada e seca (Proti., 2007).



33

3.3. Alongamento da cadeia peptidica (vVaranda e Miranda, 1997).

Apés a aminoacilacdo da resina, a incorporacdo dos demais aminoacidos foi
feita usando 2,5 eq. de Fmoc-aminoacido protegido-OH, 2,5 eq. de TBTU e 2,5 eq.
de DIPEA. As etapas foram as seguintes: 1) remoc¢éo do grupo Fmoc com solugao
20% piperidina/DMF (v/v) por 7 minutos, sob agitacdo a 60°C; 2) lavagens
alternadas com DMF e MeOH; 3) formacdo da ligagcdo peptidica usando
TBTU/DIPEA em DMF por 30 minutos com agitacdo a 60°C; 4) lavagens alternadas

com DMF e MeOH.

3.4. Analise de aminoacidos

A aminoacil-resina ou peptidil-resina foi seca em dessecador a vacuo.
Amostras de 1mg cada foram pesadas e a elas acrescentados 600 pL de solucéo
50% HCl/4cido propiénico (v/v). A mistura foi matinda a 130°C por 24 horas. O
hidrolisado obtido foi diluido em 1mL de agua MilliQ e entdo analisado por HPLC
(coluna de troca ibnica) com deteccdo amperométrica pulsada em analisador
automatico Dionex BioLC® Chromatography System (Dionex, EUA) acoplado a um

computador com o programa Chromeleon para aquisigéo e tratamento dos dados

3.5. Determinacao do grau de aminocilagao das resinas

a) Curva padrao usando DBF

Foram preparadas solucdes de concentracdes conhecidas de Fmoc-Gly-OH
em 20% piperidina/DMF. Elas foram agitadas por 20 minutos a temperatura
ambiente. Em seguida, foram feitas as leituras espectrofotométricas em 300 nm
(comprimento de onda de absorcdo caracteristico de DBF formado), usando

espectrofotometro da Shimadzu, modelo UV - Visible Spectrophotometer (UV — 1601
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PC). A partir dessas medidas foi construida a curva padrdo que abaixo relaciona
guantidade em mols de Fmoc-aminoacido com a absorbancia da solucdo contendo
DBF.
b) Amostras

Uma quantidade de aproximadamente 4 mg de aminoacil-resina foi suspensa
em 5 mL de solugcdo 20% piperidina em DMF e agitada por 20 minutos a
temperatura ambiente. Ao final deste periodo, foi feita a leitura de absorbancia da
solucdo sobrenadante. Usando a equacdo da curva padrdo foi determinada a

guantidade em mols do Fmoc-aminoacido acoplado a resina.

3.6. Reacéo de solvolise daligacéo peptidil-resina (Proti e col., 2007).

Aminoacil-resina ou peptidil-resina foi suspensa em solugdo composta por
DMF, o nucledfilo de interesse (&lcool ou amina) e o sal do ion metalico divalente
(Ca** ou Zn*") nas formas de acetato ou cloreto (as quantidades est&o indicadas nas
tabelas de resultados). As misturas foram agitadas a 300 rpm. Aliquotas do meio
reacional foram retiradas em determinados intervalos de tempo definidos, diluidas
com ACN 2x e analisadas por RP-HPLC em sistema LDC composto por um detector
modelo SpectroMonitor 3100, bombas ConstaMetric (3200 e 3500) e um injetor
Rheodyne 7125. A coluna utilizada é uma Vydac Cig analitica (0,45 cm x 25,0 cm,
5um e 300 A). Os produtos formados foram caracterizados por LC/ESI-MS em um
sistema de RP-HPLC da Shimadzu Corporation (Kyoto, Japan, fluxo 0,2ml/min)
composto por um degaseificador modelo DGU-20A3, duas bombas modelo LC-
20AD, um injetor Rheodyne 8125, um forno de coluna modelo CTO-20A, uma pre-
coluna Cig (5 x 2 mm, 4,6 mm) Shim-pack GVP-ODS e uma coluna Cig (150 x 2 mm,

4,6 mm) Shim-pack VP-ODS acoplada a um espectrometro de massas AmaZon X da
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Bruker Daltonics (Fahrenheitstrasse, Germany) com fonte de ionizacao do tipo

electrospray, modo ESI positivo e com analisador do tipo lon trap.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Ocorréncia de alcéolise da ligacdo entre Fmoc-Gly e Resinas

Wang, ou HMBA-AM

O estudo da solvdlise da ligacdo aminoacido-resina mediada por ions
metalicos divalentes foi iniciado empregando este modelo simplificado, foram
escolhidas as resinas HMBA e Wang por serem capazes de formar ligacdo éster
com o aminoacido ou peptideo ligado (Figura 8). O objetivo era testar se 0 nosso
meétodo poderia ser aplicado a resinas compativeis com a estratégia Fmoc como as
escolhidas, cujas estruturas sdo mostradas na Figura 8. Para isso, foram
empregadas condicbes reacionais que se mostraram apropriadas em estudos
anteriores do nosso grupo (Moraes e col., 2000 e 2001; Proti e col., 2007).

A Tabela 4 resume as condi¢cdes experimentais e o0s resultados obtidos (as
analises de LC/ESI-MS dos aminoécidos esterificados obtidos encontram-se no item
5). Eles mostram que o método foi aplicado com sucesso para geracdo do produto
desejado (Fmoc-Gly-OR;). Entretanto, também foi formado no meio reacional H,N-

Gly-OR;, decorrente da perda do grupo Fmoc (Esquema 13).

. HO/\Q
NH

O
HO

HMBA Wang

Figura 8. Estruturas dos linkers das resinas empregadas no presente estudo (Esfera azul =
resina).
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A partir desses resultados preliminares é possivel concluir que a alcoolise
mediada por fons metalicos Ca** e Zn** pode ser aplicada para a geracéo de Fmoc-
glicina esterificada a partir de Fmoc-Gly-resinas HMBA-AM e Wang. A reacédo
colateral de remocdo do grupo Fmoc sera discutida em maiores detalhes no item

“4.4. Investigando a remocao do grupo Fmoc”.

Tabela 4. Resultados do estudo da alcodlise da ligacdo Fmoc-Gly-resina
Entrada AA-Resina Solvente Aditivo T (°C) t(h) Deslig. (%)’ Produto Subproduto

1 A 20% MeOH/DMF  Ca®* 60 48 96 C DBF
2 A 20% EtOH/DMF ~ CaZ* 60 48 2 - DBF
3 A 50% EtOH/DMF ~ Ca’* 60 48 48 D DBF
4 A 50% EtOH/DMF  Zn%* 60 48 98 D DBF
5 A 50% Propan-1-ol  Zn** 60 48 97 E DBF
8 A 50% Propan-2-ol  Zn** 60 48 98 F DBF
7 B 50% MeOH/DMF ~ Ca®* 60 48 39 c DBF
8 B 50% EtOH/DMF ~ Ca’' 60 48 2 - DBF
9 B 50% EtOH/DMF ~ Zn?* 60 48 94 D DBF

'Desligamento do aminoacido da resina

Anélise nio foi realizada por n3o apresentar formac&o de produto desejado
A = Fmoc-Gly-HMBA-AM (0,58mmol/g)

B = Fmoc-Gly-Wang (0,61mmol/g)

C = Fmoc-Gly-OMe

D = Fmoc-Gly-OEt

E = Fmoc-Gly-O(CH),CH3;

F = Fmoc-Gly-OCH(CHzs)»

Os resultados para alcéolise da ligacdo Fmoc-Gly-resina mostraram que MeOH
foi o nucledfilo mais efetivo quando comparado ao EtOH, 96 e 48% de desligamento
do aminoacido da resina respectivamente (Entradas 1 e 3; Tabela 4). fons Zn®*
foram mais eficientes do que os fons Ca**, 98 e 48% respectivamente (Entradas 3 e
4 ;Tabela 4). E a resina HMBA-AM forneceu melhores resultados (96 e 98%,
Entradas 1 e 4; Tabela 4) dos que foram obtidos quando empregada a resina Wang
(39 e 94% , Entradas 7 e 9; Tabela 4). Esses resultados preliminares foram
estudados mais detalhadamente e mostraram estar de acordo para alcdolise da

ligacé@o peptidil-resina, como sera visto nos itens mais adiante.
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O Fmoc-Gly-HMBA
. Fmoc-Gly-OR
CL

o
SR SCLACH s
0

R-OH / DMF

(0]
<
H,N-Gly-OR DBF

Esquema 13. Reacgles observadas na tentativa de alcoodlise da ligacdo aminoacido-Resina
de Fmoc-Gly-Resina mediada por ions metalicos divalentes.

4.2. Alcoodlise da ligacdo entre Fmoc-Ala e Resina: Estudo
comparativo entre diferentes resinas compativeis com a estratégia

Fmoc

Com o objetivo de verificar qual resina dentre as escolhidas era a mais
adequada (fornecia maior rendimento) para o método de solvélise mediada por ions
metalicos divalentes, foram realizadas a metandlise da ligacdo Fmoc-Ala-resina
(resinas HMBA-AM, HMBA-PEGA, HMBA-TG e Wang) empregando-se uma
condicdo reacional que se mostrou satisfatéria no estudo prévio envolvendo a
alcoolise da ligacdo Fmoc-Gly-resina (Esquema 14). A Tabela 5 resume as
condicbes reacionais empregadas e o0s resultados obtidos. A partir desses
resultados € possivel concluir que todas as resinas foram compativeis com o método
de solvdlise, sendo a resina HMBA-AM a que forneceu os melhores resultados
(rendimentos maiores em relacdo as demais resinas). Esse resultado est4 de acordo
com uma tendéncia que ja era observada no estudo prévio envolvendo a alcodlise

da ligacdo Fmoc-Gly-resina, na qual a resina HMBA-AM forneceu resultados
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superiores de metandlise e etandlise (96 e 98% respectivamente) em relacdo aos
obtidos quando empregada a resina Wang (39 e 94% respectivamente).
A partir desse resultado poderemos avancar nosso estudo para a alcéolise da

ligacdo de peptidil-resinas para a geracao de peptideos C-terminal esterificados.

D‘O Fmoc-Ala-Resina O Fmoc-Ala-OCH 4
O e
0o 0]

O)\NNO }*WO“
o] (0]
\. MeOH / DMF

2+
Ca

0
o §
e (G
H,N-Ala-OCH; DBF

Esquema 14. Reacéo de alcodlise da ligacdo Fmoc-Ala-Resina mediada por ions Ca?".

Tabela 5. Metandlise da ligacdo Fmoc-Ala-resina.

Entrada AA-Resina Solvente Aditivo T (°C) t(h) Deslig. (%)1 Produto Subproduto

1 A 50% MeOH/DMF ~ Ca® 60 8 88 E DBF
2 B 50% MeOH/DMF ~ Ca” 60 8 25 E DBF
3 C 50% MeOH/DMF ~ Ca®™* 60 8 73 E DBF
4 D 50% MeOH/DMF  Ca’' 60 8 70 E DBF

'Desligamento do aminoacido da resina
A = Fmoc-Ala-HMBA-AM (0,66 mmol/g)

B = Fmoc-Ala-HMBA-TG (0,30 mmol/g)

C = Fmoc-Ala-HMBA-PEGA (0,11 mmol/g)
D = Fmoc-Ala-Wang (0,61 mmol/g)

E = Fmoc-Ala-OMe

4.3. Alcodlise da ligacdo Fmoc-lle-Ser(But)-Asp(OBut)-HMBA-AM:
Estudo comparativo entre o efeito do ion metalico e do nucleéfilo

Dispondo da informagcdo de que a resina HMBA-AM fornece os melhores
resultados, foi iniciado um estudo com o tripeptideo-Resina, Fmoc-lle-Ser(But)-

Asp(OBut)-HMBA-AM, com o objetivo de verificar a viabilidade do método de
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solvélise mediada por ions metalicos divalentes para geracdo de peptideos
esterificados no terminal C (Esquema 15).

Esse peptideo modelo apresenta aminoacidos com cadeia lateral protegida
(Serina e Aspartato) sendo, portanto, uma oportunidade para verificar se o método
de solvolise poderia causar transesterificacdo dos grupos protetores das cadeias
laterais, uma reacdo plausivel de acontecer visto que 0S grupos protetores estao
ligados as cadeias laterais através de ligacdes ésteres.

Estudos anteriores em nosso laboratério demonstraram que fons de Ca®* sdo
0os melhores mediadores nas reacfes de solvélise da ligacéo peptidil-KOR (Moraes e
col.,, 2001). Contudo, os experimentos prévios (etanolise da ligacdo Fmoc-Gly-
HMBA-AM mediada por Ca** e Zn* tiveram rendimentos de 48 e 98%
respectivamente) indicaram que fons Zn®* sdo mediadores mais eficientes quando
se emprega resinas compativeis com a estratégia Fmoc. A Tabela 6 resume as
condicbes reacionais e o0s resultados obtidos (as analises dos peptideos
esterificados obtidos encontram-se no item 5). Esses resultados mostram que o
meétodo de solvolise mediada por ions metalicos divalentes pode ser empregado na
geracado de peptideos esterificados no terminal C. Nao ocorre transesterificacdo dos
grupos protetores das cadeias laterais dos aminoacidos. fons Zn?* foram mais
eficientes do que fons Ca* em todas as reacdes testadas, apenas a metandlise
ocorre na auséncia de ions metalicos. Como havia sido discutido acima, esses
resultados estdo de acordo com o esperado e confirmam a hipétese de que ions
Zn** sdo os melhores mediadores na solvélise da ligacdo peptidil-resina compativel
com a estratégia Fmoc.

Em termos de rendimentos de desligamento do peptideo da resina (72-91%, média

84+ 7%) os resultados estdo de acordo com os encontrados por Proti em um estudo
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preliminar no qual investigou-se apenas a metandlise da ligacdo Fmoc-Ille-Ser(But)-
Asp(OBut)-HMBA-AM obtendo-se 83+ 1% de desligamento do peptideo da resina
quando eram empregados fons Zn?* (Proti e col.,2007) .
Uma observacao importante feita durante esse estudo foi de que a velocidade
de alcoolise segue a seguinte ordem:
MeOH > EtOH ~ Propan-1-ol ~ Butan-1-ol > Propan-2-ol
Essa relacdo parece estar relacionada com o pK, do alcool e sera melhor

discutida no item Estudo do mecanismo de metandlise.

Fmoc-lle-Ser(But)-Asp(OBut)-HMBA-AM

ﬁﬁ»

]

Fmoc-lle-Ser(But)-Asp(OBut)-OR HoN-lle-Ser(But)-Asp(OBut)-OR

Esquema 15. Alcodlise da ligacao Fmoc-lle-Ser(But)-Asp(OBu)-HMBA-AM.
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Tabela 6. Alcodlise da ligacdo Fmoc-lle-Ser(But)-Asp(OBut)-HMBA-AM.

Entrada Solvente Aditivo T (°C) t(h) Deslig. (%)1 Produto Subproduto
1 50% MeOH/DMF - 60 48 8 AeB DBF
2 50% MeQOH/DMF Ca” 60 48 68 AeB DBF
3 50% MeOH/DMF Zn* 60 48 87 AeB DBF
4 50% EtOH/DMF - 60 48 0 - DBF
5 50% EtOH/DMF ca® 60 48 19 CeD DBF
6 50% EtOH/DMF Zn* 60 48 82 CeD DBF
7 50% Propan-1-ol/DMF - 60 48 0 - DBF
8 50% Propan-1-ol/DMF Ca”™ 60 48 0 - DBF
9 50% Propan-1-ol/DMF Zn** 60 48 72 EeF DBF
10 50% Propan-2-ol/DMF - 60 48 0 - DBF
11 50% Propan-2-ol/DMF Ca** 60 48 0 - DBF
12 50% Propan-2-ol/DMF Zn*™ 60 48 34 GeH DBF
13 50% Butan-1-ol/DMF Zn* 60 48 91 led DBF
14 50% Alcool Benzilico/DMF zn** 60 48 86 LeM DBF

1Desligamento do peptideo daresina

A = Fmoc-lle-Ser(But)-Asp(OBut)-OMe

B = HzN-lle-Ser(But)-Asp(OBut)-OMe

C = Fmoc-lle-Ser(But)-Asp(OBut)-OEt

D = HzN-lle-Ser(But)-Asp(OBut)-OEt

E = Fmoc-lle-Ser(But)-Asp(OBut)-O(CHz),CHs
F = HoN-lle-Ser(But)-Asp(OBut)-O(CHz).CHj3
G = Fmoc-lle-Ser(But)-Asp(OBut)-OCH(CHs)2
H = HzN-lle-Ser(But)-Asp(OBut)-OCH(CHs)2

| = Fmoc-lle-Ser(But)-Asp(OBut)-O(CH,)sCHs
J = HaN-lle-Ser(But)-Asp(OBut)-O(CHz)sCHs
L = Fmoc-lle-Ser(But)-Asp(OBut)-OBzI

M = HzN-lle-Ser(But)-Asp(OBut)-OBzI

4.4. Investigando a remocéao do grupo Fmoc

Durante todas as reacodes estudadas foi observada a ocorréncia da remocéao do
grupo Fmoc que gera o subproduto DBF. Essa reacéo colateral transforma, ap6s
longos periodos de reacgéo, o produto esterificado protegido no grupo amino (Fmoc-
aminoacido-OR ou Fmoc-peptideo-OR) em produto esterificado com o grupo amino
desprotegido (H;N-aminoacido-OR ou H;N-peptideo-OR). Apesar da ocorréncia
dessa reacgdo indesejada, ela ndo torna o método de solvélise mediada por ions
metalicos divalentes menos eficiente dado que € possivel substituir o grupo Fmoc
por outro grupo protetor que ndo € removido nas condi¢cfes reacionais empregadas
(como sera discutido mais adiante no item 4.5) e por ser aplicavel a geracdo dos

aminoacidos e peptideos com o grupo amino desprotegido que, como foi discutido
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na Introducdo, sdo importantes reagentes na sintese enzimatica de peptideos
(Timo e col., 2010).

Mesmo que reacdo de remocédo do grupo Fmoc, ndo fosse aqui uma reacao
colateral expressiva, seria interessante investigar por qual possivel mecanismo ela
estaria ocorrendo e encontrar condicdes nas quais essa reacao colateral se torna
menos pronunciada. Analisando os resultados obtidos, foi feita uma observacéao
importante: as reacfes que empregaram CaAc, como aditivo tiveram a remocao do
grupo Fmoc ocorrendo mais rapidamente do que aquelas em que se empregaram
ZnCl,. Essa observacao ja tinha sido feita por Proti e colaboradores em um estudo
preliminar, na qual foi concluido que fons de Ca** eram os responsaveis por
promover a remoc¢ao mais rapida do grupo Fmoc (Proti e col., 2007). Contudo, sabe-
se gue, geralmente, a remoc¢ao do grupo Fmoc é catalisada por base como mostra o
Esquema 16. Assim, foi levantada a hipétese de que o ion acetato poderia agir
como catalisador basico e acelerar a remocao do grupo Fmoc. Para testa-la foram
realizadas trés reacdes empregando como aditivos CaAc,, CaCl, e NaAc, as quais
foram comparadas para verificar em qual delas ocorreria formacdo de DBF mais

rapidamente (Esquema 17).

O R

A ,
OjkNHJ\n/Peptldeo O -
o} Q Peptideo
o e H e

7 °
C,:Base DBF

Esquema 16 . Reacao de remocao do grupo Fmaoc.
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Com base nos perfis cromatogréaficos € possivel perceber que a formacao de
DBF inicia apos 2 horas de reacdo quando foi empregado acetato (de célcio ou
sbédio como aditivo), mas somente apos 24 horas de reacdo na que empregou CacCl,.
Esses resultados confirmam a hipotese de que a presenca do anion acetato € capaz
de acelerar a reacdo de remocao do grupo Fmoc. Contudo, mesmo na auséncia do
anion acetato, a reacao também ocorre, sugerindo que outra espécie presente nas
reacoes de solvolise mediada por ions metalicos divalentes também é capaz de

promover a formacéo de DBF. Essa questdo sera levantada novamente no item 4.8.

Q Fmoc-Ala-Wang

o

o
T 0~

50%MeOH / DMF 50%MeOH / DMF

CaCly CaAc, ou NaAc

() O |
Sy 5

Fmoc-Ala-OMe (A) DBF (B)

Esquema 17 . Metandlise de Fmoc-Ala-Wang.
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Abs 210 nm

Resina AA-Resina Solvente Aditivo T °C)
Wang (1) Fmoc-Ala (0,62mmol/g) 50%MeOH/DMF | Ca(OAc): 60
n Oh 24h
DMF DMF

I T
0

Tempo (min)

Figura 9. Andlise por HPLC da metandlise da ligacdo Fmoc-Ala-Wang mediada por acetato
de calcio. Condi¢des analiticas: Vydac Cg (coluna); H,O/TFA 0,1% (solvente A); ACN
90%/H,O/TFA 0,09% (solvente B); 210 nm (A); 1ml/min (fluxo); 5-95 B em 30 min (gradiente
linear); Produto desejado (A) : Fmoc-Ala-OMe; Subproduto (B): DBF.

Experimento com cloreto de célcio

Tempo (min)

Resina AA-Resina Solvente Aditivo [T °C)
Wang (2) Fmoc-Ala (0,62mmol/g) 50%MeOH/DMF | CaCl, 60
M
Oh 24 h 48 h !
y
£ B
c DMF
o
-
(o]
7]
el
< A
= L
r T T 1 r T T 1
0 10 20 30 0 10 20 30

Figura 10. Analise por HPLC da metandlise da ligacdo Fmoc-Ala-Wang mediada por cloreto
de calcio. Condi¢des analiticas: Vydac Cig (coluna); H,O/TFA 0,1% (solvente A); ACN
90%/H,O/TFA 0,09% (solvente B); 210 nm (A); 1ml/min (fluxo); 5-95 B em 30 min (gradiente
linear); Produto desejado (A) : Fmoc-Ala-OMe; Subproduto (B): DBF.
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Resina AA-Resina Solvente Aditivo T (°C)
Wang (3) Fmoc-Ala (0,62mmol/g) 50%MeOH/DMF | NaOAc 60
Oh ~‘ 2h 24h
£
c| ||DMF DMF DMF
o
—
~ B
3 8
<
g E
-l - — i
I I 1 1 1 I I 1 | 1 1 1 I 1 1 1
0 10 20 30 0 10 20 30 0 10 20 30 0 10 20 30

Tempo (min)

Figura 11. Andlise por HPLC da metandlise da ligacdo Fmoc-Ala-Wang mediada por acetato
de sodio. Condi¢des analiticas: Vydac Cig (coluna); H,O/TFA 0,1% (solvente A); ACN
90%/H,O/TFA 0,09% (solvente B); 210 nm (A); 1ml/min (fluxo); 5-95 B em 30 min (gradiente
linear); Produto desejado (A) : Fmoc-Ala-OMe; Subproduto (B): DBF.

4.5. Alcodlise da ligacdo Ac-lle-Ser(But)-Asp(OBut)-HMBA-AM
medida por fons Zn**

Com o objetivo de estudar tal reacdo sem a interferéncia da reacdo de remocéao
do grupo Fmoc foi realizado um estudo substituindo o protetor do grupo amino do
tripeptideo modelo de Fmoc para Ac (grupo acetila). Dessa forma, esperava-se obter
um unico produto de reacdo: o éster desejado (Esquema 18). Para esse estudo
foram empregados fons Zn?* por fornecer melhores resultados que fons Ca* como
foi observado em todos os experimentos anteriores.

Os resultados mostram que o método de solvolise foi aplicado com sucesso
para geracdo de peptideos esterificados no C terminal, os percentuais de
desligamentos do peptideo (87,5+9,9%) foram semelhantes aos do estudo

envolvendo Fmoc-lle-Ser(But)-Asp(OBut)-HMBA-AM (83,6 + 7,2 %), indicando que a
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reacdo de remocao do grupo Fmoc nao interferiu nos rendimentos das reacdes de
alcoolise que foram realizadas anteriormente. Como havia sido previsto ndo foi

observada a ocorréncia de reagfes colaterais e subprodutos. A Tabela 7 resume

as condi¢cbes reacionais empregadas e os resultados obtidos (as analises de

LC/ESI-MS dos produtos obtidos encontram-se no item 5).

i
\/[:(LNH/\‘@*
O\O ’ o O R
" NHJ)\NH ) SO%R-02H+KDMF " NH))‘LNH
/goo 0”0 Zn /& 0 0”0

0 _ o
+ ’\” 60°C o @ /\,
300 rpm ’Jfl
Ac-lle-Ser(But)-Asp(OBut)-HMBA-AM Ac-lle-Ser(But)-Asp(OBut)-OR

Esquema 18. Alcodlise da ligacao Ac-lle-Ser(But)-Asp(OBu)-HMBA-AM.

Tabela 7. Alcodlise da ligacdo Ac-lle-Ser(But)-Asp(OBut)-HMBA-AM.

Entrada Solvente Aditivo T (°C) t(h) Deslig. (%)' Produto
1 50% MeOH/DMF Zn** 60 48 95 A
2 50% EtOH/DMF Zn*" 60 48 92 B
3 50% Propan-2-ol/DMF Zn** 60 48 20 C
4 50% Butan-1-ol/DMF Zn** 60 48 90 D
5 50% Alcool Benzilico/ DMF ~ Zn** 60 48 73 E

1Desligamento do peptideo daresina

A = Ac-lle-Ser(But)-Asp(OBut)-OMe

B = Ac-lle-Ser(But)-Asp(OBut)-OEt

C = Ac-lle-Ser(But)-Asp(OBut)-OCH(CHz).
D = Ac-lle-Ser(But)-Asp(OBut)-O(CH;)sCHs
E = Ac-lle-Ser(But)-Asp(OBut)-OBzI
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4.6. Sintese do tripeptideo Ac-Met-Leu-Phe-OMe

Com o objetivo de verificar se 0 método de alcodlise mediada por fons Zn**

poderia ser aplicado na sintese em larga escala de peptideos esterificados no
terminal C, foi sintetizado o tripeptideo-resina, Ac-Met-Leu-Phe-HMBA-AM. A
sequéncia peptidica do peptideo antiinflamatorio (For-Met-Leu-Phe-OMe,
Cavicchionia e col.,, 2005), para a sintese do analogo Ac-Met-Leu-Phe-OMe
(Esquema 19). A Tabela 8 resume as condi¢gdes reacionais empregadas e 0s

resultados obtidos.

Ac-Met-Leu-Phe-HMBA-AM Ac-Met-Leu-Phe-OMe
S/ 5/
50%MeOH / DMF
O 2+ 0]
NH k Zn -
0 300 rpm 0
HN Cc)) C1> HN. O
@]
O\

Esquema 19. Metandlise da ligacdo peptideo-resina de Ac-Met-Leu-Phe-HMBA-AM.

Tabela 8. Metandlise da ligacao Ac-Met-Leu-Phe-HMBA-AM.

Tripeptideo-HMBA-AM Solvente Aditivo T (°C) t (h) Deslig. (%)’ Pureza
Ac-Met-Leu-Phe 50% MeQH / DMF Zn** 60 48 93,5 83

1Desligamento do peptideo da resina determinado por analise de aminoacidos

Abaixo estd a andlise por LC/ESI-MS do meio reacional contendo o peptideo
esterificado Ac-Met-Leu-Phe-OMe (A). O perfil de RP-HPLC mostra que o produto
desejado (Ac-Met-Leu-Phe-OMe) foi formado como Unico produto da reagcédo. Assim
sendo, o rendimento de sua formacdo deve ser prOximo a porcentagem de

desligamento do peptideo da resina, comprovando a eficiéncia do nosso método.
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Massa = 465,6
Intens. {
[mAU] ] .
2500 Perfil de RP-HPLC A
20004
1500
1000 DMF
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0] A ~
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[— Ac-Met-Leu-Phe-OMe_-1_01_534.d: UV Chromatogram, 210 nm |
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x10° J e .
1o, Cromatograma de ions totais
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0.6
0.4+
0.2+
0.0 T T T T T T
0 5 10 15 20 25 Time [min]
[—— Ac-Met-Leu-Phe-OMe_-1_01_534.d: TIC +All MS |
lntelnosi i +MS, 21.6min #1930
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Figura 12. Andlise por LC/ESI-MS da metandlise da ligacdo Ac-Met-Leu-Phe-HMBA.
Condi¢des analiticas: Vydac Cyg (coluna); H,O/TFA 0,1% (solvente A); ACN 90%/H,O/TFA
0,09% (solvente B); 210 nm (A); 1ml/min (fluxo); 5-95 B em 30 min (gradiente linear); ES*
(modo de ionizacdo). Produto desejado A: Ac-Met-Leu-Phe-OMe — LC-ESI/MS [MH]": 466,2

(encontrado), 466,6 (tedrico); [MNa]*: 488,3 (encontrado), 488,6 (tedrico).
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4.7. Transesterificacdo de Ac-lle-Ser-Asp-OMe

Nosso grupo ja havia demonstrado que era possivel realizar transesterificacao
de peptideos etil ésteres & ésteres metilicos mediada por Ca** (Miranda e col. 1991
a). Diante dos bons resultados que foram obtidos empregando fons Zn®** para
promover a metandlise da ligacdo peptidil-resina foi decidido investigar a
possibilidade de converter peptideos metil ésteres em ésteres alquilicos mais

complexos via transesterificacdo em solucdo mediada por fons Zn?** (Esquema 20).

Ac-lle-Ser-Asp-OMe Ac-lle-Ser-Asp-OR
0 0
L —
NH 50% R-OH / DMF NH
HO NH Zn2+ HO NH i\
Lo @]
@ 300 rpm (9]
HN 0] 60°C HN 0
0 (@]
> o— » 0-R
HO HO

Esquema 20. Transesterificacdo em solucéo de Ac-lle-Ser-Asp-OMe.

Se possivel, essa abordagem tornaria 0 nosso método de geracdo de
peptideos esterificados mais geral, visto que possibilitaria produzir ésteres com
grupos alquilas mais complexos a partir de peptideos metil esterificados. A geracao
de peptideos esterificados com grupos alquilas complexos é muito importante para a
obtencdo de peptideos que atuam interagindo com lipideos de membranas, por
exemplo, a esterificacdo do terminal C com grupos alquilas altamente hidrofobicos
(por exemplo, butil e benzil) serve como ancora, aumentado a afinidade do peptideo
a membrana (Natasha e col., 2003). A Tabela 9 resume as condi¢cbes reacionais
empregadas e os resultados obtidos. Os resultados obtidos mostram que o método

de solvélise mediada por ions Zn?* pode ser aplicado na conversdo de peptideos



51

metil ésteres a etil, isopropil, n-butil e benzil ésteres com bons rendimentos (30 —
85% exceto para propan-2-ol, média 65+ 24%), sendo que o melhor resultado ocorre
quando é empregado EtOH (Figura 13). Esses resultados sdo semelhantes aos
encontrados por Miranda na transesterificacdo de peptideos esterificados em
metanol contendo CaAc,, onde foram observados rendimentos altos de 12 — 100%
em 24h de reacdo (média 63+ 26%; ver Tabela, Miranda e col., 1991), sendo que 0s

melhores resultados sdo obtidos quando empregado peptideos benzil ésteres (41 —

100%).
Tabela 9. Transesterificacdo de Ac-lle-Ser-Asp-OMe mediada por jons Zn%".
Entrada Solvente Aditivo T (°C) t(h) rendimento (%) Produto
1 50% EtOH/DMF Zn* 60 24 85 A
2 50% Propan-2-o0l/DMF zZn* 60 24 30 B
3 50% Butan-1-o/DMF Zn* 60 24 73 C
4 50% Alcool Benzilico/DMF ~ Zn” 60 24 70 D

A = Ac-lle-Ser-Asp-OEt

B = Ac-lle-Ser-Asp-OCH(CHs)2
C = Ac-lle-Ser-Asp-O(CH3)sCHs
D = Ac-lle-Ser-Asp-OBzI|

o Ac-lle-Ser-Asp-OMe iten ]
4000
H4C NH O o) o OH ]
2000
NH NH '
o] A
H.C CH ]
3 °  Ho I
0~ "0—CH, 1000
Massa = 389.4 0+
; — 5 '_ ' 10
Tempo (min)
Intens. | +MS, 9.8min #8373
%107 A 3301
204
1.5+
1.0+
0.5+
3230
Y e
0.0 -Lo—ay USRI N T k. et
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Figura 13. Transesterificacdo de Ac-lle-Ser-Asp-OMe. Condi¢des analiticas: Vydac Cig
(coluna); H,O/TFA 0,1% (solvente A); ACN 90%/H,O/TFA 0,09% (solvente B); 210 nm (A);
Iml/min (fluxo); 5-95 B em 30 min (gradiente linear); Produto partida (A) :Ac-lle-Ser-Asp-
OMe — LC-ESI/MS [MH]": 390,1 (encontrado), 390,4 (tedrico); Produto de transesterificagdo
(B): Ac-lle-Ser-Asp-OEt — LC-ESI/MS [MH]": 404,1 (encontrado), 404,4 (tedrico).

4.8. Estudo do mecanismo de metandlise

Durante o presente estudo da solvolise da ligacdo peptidil-resina mediada por
ions metdlicos divalentes foram obtidos resultados que forneceram indicios de qual
seria 0 possivel mecanismo pelo qual os ions metalicos poderiam catalisar as
reacOes de alcoodlise. Por exemplo, a relacdo entre a velocidade de alcodlise e o
alcool empregado: MeOH > EtOH ~ Propan-1-ol ~ Butan-1-ol > Propan-2-ol.

Essa relacédo parece estar associada ao valor de pK; do alcool, MeOH (15,5);
EtOH (15,9); propan-1-ol (16,0); butan-1-ol (~16,0); propan-2-ol (16,5) e parece
indicar que o nucledfilo (o alcool empregado) deve estar desprotonado para fazer o
ataque nucleofilico ao carbono da carbonila da ligacdo éster entre o peptideo e a

resina.
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Com base nessa observacéo foi levantada a hipotese de que se o ion alcoxido
fosse o nucledfilo na reacdo em questdo, a adicdo de pequena quantidade de acido
poderia causar uma diminuicdo na velocidade de reacgao por diminuir a concentracao
de ions alcéxidos no meio reacional (Esquema 21). Para testar esta hipotese foi
realizada a metanolise da ligacdo Fmoc-Ala-HMBA-AM na presenca de HOAc, ZnCl,

e HOAc / ZnCl,.

0.0 Fmoc-Ala-HMBA

50% MeOH / DMF

24 2+
Zn HOAc Zn~ /HOAc

Y Y

Formacdao rapida de A Nao forma A Formacdo lenta de A

Y

O Fmoc-Ala-OMe (A)
O, v e

0
»NH O—
e

Esquema 21. Resultados previstos para a metandlise de Fmoc-Ala-HMBA.
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Metandlise da ligacdo Fmoc-Ala-HMBA-AM em presenca de HOAC

Resina

AA-Resina

Solvente

Aditivo

T(°C)

HMBA-AM

Fmoc-Ala (0,66mmol/g)

50%MeOH/DMF

HOACc

60

|

0h

-

8h

o

24h

DMF DMF DMF

Abs 210 nm

T T 1
10 20 30

Tempo (min)

J |
1 I
0 0 10 20 30

Figura 14. Andlise por HPLC da metandlise da ligagdo Fmoc-Ala-HMBA mediada por HOAc.
Condicdes analiticas: Vydac Cyg (coluna); H,O/TFA 0,1% (solvente A); ACN 90%/H,O/TFA
0,09% (solvente B); 210 nm (A); 1ml/min (fluxo); 5-95 B em 30 min (gradiente linear);
Produto desejado (A) : Fmoc-Ala-OMe; Subproduto (B): DBF.

Metanolise da ligagcdo Fmoc-Ala-HMBA-AM com ZnCl,

Resina AA-Resina Solvente Aditivo [T (°C)
HMBA-AM |Fmoc-Ala (0,66mmol/g) 50%MeOH/DMF | ZnCl, 60
) |
Oh 2h 5h
A
£
c
=| 1|omrF
DMF A
™ DMF
a2
< B
LA :
i 4 ~ _}
- ——
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
0 10 20 30 0 10 20 30 0 10 20 30

Tempo (min)

Figura 15. Andlise por HPLC da metandlise da ligagdo Fmoc-Ala-HMBA mediada por ZnCl,.
Condicdes analiticas: Vydac Cig (coluna); H,O/TFA 0,1% (solvente A); ACN 90%/H,O/TFA
0,09% (solvente B); 210 nm (A); 1ml/min (fluxo); 5-95 B em 30 min (gradiente linear);
Produto desejado (A) : Fmoc-Ala-OMe; Subproduto (B): DBF.
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Metandlise da ligacdo Fmoc-Ala-HMBA-AM com ZnCl, e HOAc

Resina AA-Resina Solvente Aditivo T (°C)
HMBA-AM Fmoc-Ala (0,66mmol/g) 50%MeOH/DMF | HOAc /ZnCl, 60
| 5h |
; Oh : 24 h
£ \
Q
~
w| ||DMF DMF DMF A
<
B
1 |
\W_——_*
J ~ »
I T T 1 T T T 1 T T T 1
0 10 20 30 0 10 20 30 0 10 20 30

Tempo (min)

Figura 16. Andlise por HPLC da metandlise da ligacdo Fmoc-Ala-HMBA mediada por ZnCl,
e HOAc . Condi¢Bes analiticas: Vydac Cig (coluna); H,O/TFA 0,1% (solvente A); ACN
90%/H,0O/TFA 0,09% (solvente B); 210 nm (A); 1ml/min (fluxo); 5-95 B em 30 min (gradiente
linear); Produto desejado (A) : Fmoc-Ala-OMe; Subproduto (B): DBF.

Os perfis cromatograficos mostram que a reacdo que empregou apenas O
acido gerou apenas DBF produto resultante da remocao do grupo Fmoc, mostrando
gue o acido ndo apresenta acao catalitica na formacdo do produto desejado Fmoc-
Ala-OMe. J4 a reacédo realizada na presenca de apenas ZnCl, gerou o produto
desejado (96% de desligamento do aminoacido da resina) em 5 horas. No entanto,
na reacdo que empregou ZnCl, e HOAc ocorreu a formacéo de produto e de DBF
apenas apos 24 horas de reacao.

Esses resultados estdo de acordo com o esperado, de que a adigdo de acido
diminuiria a velocidade de formag&o de produto por dificultar a formagédo do

nucledfilo desprotonado, confirmando a hipotese de que a concentracdo de ions

alcoxidos deve ser um fator importante para a velocidade de reacéo de alcoolise.
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Outra observacao importante que foi feita durante o presente estudo era de que
a mistura de solventes empregada na reagdo de solvllise apresentava pHap
(aparente) de 6 antes da adicdo do ion metalico e pH,, de 5 apos a adi¢éo de Zn*".
Sabendo que a velocidade de reacédo de alcodlise parece estar relacionada com o
pKa do nucleéfilo (como foi discutido acima), essa observacéo sugere que fons Zn?*
poderiam mediar as reacfes de alcodlise por serem capazes de promover a
diminuicao do pKj, do nucledfilo (o alcool empregado).

E conhecido que enzimas que apresentam zinco no seu centro catalitico
podem atuar pelo mecanismo Zn-hidroxido (Esquema 22), nesse mecanismo o
atomo de zinco se coordena com o oxigénio da molécula de agua tornando o seu
pKa menor, promovendo a formacdo do ion hidréxido (um nucledfilo melhor que a
agua) que pode atacar o atomo de C da carbolina, um exemplo de enzima que

apresenta este mecanismo € a anidrase carbonica (Shiver & Atikins, 2008).

HN—
()
(o) HO— Zn+mi

Esquema 22. Mecanismo Zn-hidroxido (extraido de Shiver & Atikins, 2008).

Se, de fato, fons Zn?** se coordenam com os atomos de oxigénio do &lcool, é
possivel levantar a hipétese de que essa interacdo cause uma diminuicdo na energia
de ligacdo O-H tornando-a mais fraca (ou seja, aumentando o comprimento da
ligagéo), o que facilitaria a formacéo do ion alcoxido. Para testa-la foram analisados

por espectroscopia de infravermelho MeOH e uma solugcéo de MeOH e ZnCl,.
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A frequéncia de vibracdes moleculares é calculada usando a seguinte equacao:

1 |k

vV, =—
2\ 1

onde p é a massa reduzida dos &tomos envolvidos na ligacdo e k é a constante de
forca da ligacdo quimica, que € uma medida da sua rigidez (Skoog D. A., Holler F.
J., Nieman T. A., 2002). Com base nela espera-se observar na solucdo de
MeOH/ZnCl, que ocorra o deslocamentos para frequéncias menores de picos que
correspondam a ligacdo O-H, indicando uma diminuigdo na constante de forga, o

que confirmaria a hipotese levantada.
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Figura 17. Espectros de infravermelho (regiio de 1250 - 500 cm™) de metanol puro e
solugéo de metanol com Zn?*.
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De fato, é possivel verificar que ocorreram muitas modificagcdes nos espectros
de IR, sendo as mais marcantes as que ocorreram no intervalo de frequéncias entre
1000 e 500 cm™, regido que corresponde as ligagcdes C-O-H. No espectro de IR de
metanol puro é possivel observar dois picos (952 e 683cm™) que correspondem as
ligacbes C-O-H. No espectro de IR de ZnCl, em MeOH, esses dois picos foram

deslocados para frequéncias menores (842 e 621cm™; Figura 17).

QOL R M
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R O-R \o____g % 7
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Esquema 23. Possivel mecanismo de alcodlise da ligacao peptideo-resina mediada por ions
Zn** (Observacgdes: A interacdo de Zn** com o R-OH causa diminuicdo da ligagcdo O-H aqui
representada pelo aumento no comprimento dessa ligacdo. Em enzimas Zn?* apresenta-se
tetracoordenado).
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Esses resultados estdo de acordo com a hipotese de que a interacao de ions
Zn?* com o alcool causa o enfraquecimento da ligacédo O-H e, portanto, sugerem um
mecanismo no qual, fons Zn** sdo capazes de coordenar com o oxigénio das
moléculas do alcool diminuido a energia da ligacdo O-H (aumentando seu
comprimento) dessa forma favorecendo sua desprotonacéo e, portanto, aumentando
a velocidade da reacédo de alcodlise por facilitar a formacao de ions alcoxidos nas

proximidades da ligacéo éster entre o peptideo e a resina (Esquema 23).

4.9. Aminolise daligacdo Ac-Met-Leu-Phe-HMBA-AM

Peptideos amidados no terminal C estdo ganhando atencdo nés Ultimos anos
devido as suas propriedades biologicas. Por exemplo, peptideos etilamidados
apresentam estabilidade aumentada frente a peptidases (Tamamura e col., 2003).
Também podem apresentar afinidade aumentada para alvos biolégicos especificos
(Li e col., 2000). A alquilacdo do terminal C de peptideos pode aumentar a sua
lipofilicidade o que facilita a sua penetracdo em membranas bioldgicas (Conradi e
col., 1992). Por isso, foi investigada a possibilidade de sua a sintese através da

amindlise da ligacdo peptidil-resina mediada por Zn?* (Esquema 24; Tabela 10).

Ac-Met-Leu-Phe-HMBA-AM Ac-Met-Leu-Phe-NH-R
S/ 3/
35\ H-N-R / DMF S
2IN- \
NH_~~N{ zn”* NH, NH)\
o .
HN SO ? 300 rpm an” S0 O
60°C
O NH_
R

Esquema 24. Reacdo de amindlise da ligagdo Ac-Met-Leu-Phe-HMBA-AM.
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Tabela 10. Amindlise da ligacdo Ac-Met-Leu-Phe-HMBA-AM.

Entrada Solvente Aditivo T (°C) t(h) Deslig. (%)' Produto
1 20% Butilamina/DMF - 60 24 95 A
2 20% Butilamina/DMF Zn** 60 24 91 A
3 20% Hexilamina/DMF - 60 24 94 B
4 20% Hexilamina/DMF Zn** 60 24 92 B

1Desligamento do peptideo da resina
A = Ac-Met-Leu-Phe-NH(CH2)sCH;3
B = Ac-Met-Leu-Phe-NH(CH;)sCHs

Os resultados preliminares mostraram que tanto as condi¢cdes que empregaram
Zn®*, quanto aquelas que ndo empregaram o fon, foram efetivas na geracéo do
peptideo amidado (os rendimentos das amindlises da ligacao peptidil-resina com e
sem fons Zn?* foram superiores a 90%). Esses resultados eram esperados, ja que
aminas primarias sdo nucleodfilos superiores aos alcodis e geram produtos
termodinamicamente mais estaveis.

Uma possivel explicacdo para falta de atividade catalitica dos fons Zn®* nas
reacoes de amindlise é o fato de aminas primarias apresentarem pK, por volta de 35
(Vollhard e Schore, 2003). Por isso, as suas desprotonacfes ocorrem apenas na
presenca de bases fortes. Com base no modelo de mediacdo proposto para
metandlise da ligacdo aminoacido-resina mediada por fons Zn?*, esperava-se que
ndo houvesse mesmo influéncia de ions metalicos na velocidade da amindlise
estudada. Contudo, os bons resultados obtidos tornam essa abordagem interessante
e mais estudos devem ser feitos com o objetivo de determinar quais condicdes

seriam melhores para geracéo de peptideos amidados no terminal C.
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5. Monitoramento das reacbes estudadas com vistas a caracterizar

os produtos formados

1) Fmoc-Gly-OMe
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Figura 19. Andlise por LC/ESI-MS da metandlise da ligacdo Fmoc-Gly-HMBA. Condic8es analiticas:
Vydac C,g (coluna); H,O/TFA 0,1% (solvente A); ACN 75%/H,O/TFA 0,09% (solvente B); 210 nm (A);
1ml/min (fluxo); 5-95 B em 30 min (gradiente linear); ES™ (modo de ionizacdo). Produto desejado A:
Fmoc-Gly-OMe — LC-ESI/MS [MH]": 312,0 (encontrado), 312,3 (tedrico); [MNa]": 334,1 (encontrado),
334,3 (tedrico) [2MH]+: 623,0 (encontrado), 623,4 (tedrico); [2MNa]™: 644,6(encontrado), 645,0

(tedrico).
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2) Fmoc-Gly-OEt
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Figura 20. Andlise por LC/ESI-MS da Etandlise da ligacdo Fmoc-Gly-HMBA. Condig6es analiticas:
Vydac C,g (coluna); H,O/TFA 0,1% (solvente A); ACN 75%/H,O/TFA 0,09% (solvente B); 210 nm (A);
1ml/min (fluxo); 5-95 B em 30 min (gradiente linear); ES™ (modo de ionizac&o). Produto desejado A:
Fmoc-Gly-OEt — LC-ESI/MS [MH]": 326,1 (encontrado), 326,4 (tedrico); [MNa]™: 348,2 (encontrado),
348,4 (tedrico) [MK]": 364,1 (encontrado), 364,4 (tedrico).



3) Fmoc-Gly-O-CH,-CH,-CH3

Massa = 339,4
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Figura 21. Analise por LC/ESI-MS da propandlise (com propan-1-ol) da ligacdo Fmoc-Gly-HM
Condig6es analiticas: Vydac Cig (coluna); H,O/TFA 0,1% (solvente A); ACN 75%/H,O/TFA 0,09%
(solvente B); 210 nm (A); 1ml/min (fluxo); 5-95 B em 30 min (gradiente linear); ES™ (modo de
ionizac&o). Produto desejado A: Fmoc-Gly-OCH,CH,CH; — LC-ESI/MS [MH]": 340,1 (encontrado),
340,4 (tedrico); [MNa]": 362,1 (encontrado), 362,4 (tedrico); [2MH]": 679,2 (encontrado), 679,8
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4) Fmoc-Gly-O-CH(CHs),
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Figura 22. Analise por LC/ESI-MS da propandlise (com propan-2-ol) da ligacdo Fmoc-Gly-HMBA.
Condig6es analiticas: Vydac Cig (coluna); H,O/TFA 0,1% (solvente A); ACN 75%/H,O/TFA 0,09%
(solvente B); 210 nm (A\); 1ml/min (fluxo); 5-95 B em 30 min (gradiente linear); ES™ (modo de
ionizac&o). Produto desejado A: Fmoc-Gly-OCH(CH,), — LC-ESI/MS [MH]": 340,1 (encontrado), 340,4
(tedrico); [MNa]": 362,1 (encontrado), 362,4 (tedrico); 2MH]+: 679,2 (encontrado), 679,8 (tedrico); |

2MNa]+: 701,1 (encontrado), 701,8 (tedrico).



4) Fmoc-Ala-OMe
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Figura 23. Andlise por LC/ESI-MS da metandlise da ligacdo Fmoc-Ala-HMBA. Condi¢c8es analiticas:
Vydac C,g (coluna); H,O/TFA 0,1% (solvente A); ACN 75%/H,O/TFA 0,09% (solvente B); 210 nm (A);
1ml/min (fluxo); 5-95 B em 30 min (gradiente linear); ES™ (modo de ionizac&o). Produto desejado A:
Fmoc-Ala-OMe — LC-ESI/MS [MH]": 326,1 (encontrado), 326,4 (tedrico); [MNa]": 348,1 (encontrado),
348,4 (tedrico) [2MH]+: 650,7 (encontrado), 651,8 (tedrico); [2MNa]+: 672,7(encontrado), 673,8
(tedrico).




6) Fmoc-lle-Ser(But)-Asp(OBut)-OMe
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Figura 24. Andlise por LC/ESI-MS da metandlise da ligacdo Fmoc-lle-Ser(But)-Asp(OBut)-HMBA.
Condig6es analiticas: Vydac Cig (coluna); H,O/TFA 0,1% (solvente A); ACN 90%/H,O/TFA 0,09%
(solvente B); 210 nm (A); 1ml/min (fluxo); 5-95 B em 30 min (gradiente linear); ES® (modo de
ionizacdo). Produto desejado A: Fmoc-lle-Ser(But)-Asp(OBut)-OMe — LC-ESI/MS [MH]": 682,3
(encontrado), 682,8 (tedrico); [MNa]": 704,4 (encontrado), 704,8 (tedrico). Subproduto B: H-lle-
Ser(But)-Asp(OBut)-OMe — LC-ESI/MS [MH]": 460,3 (encontrado),460,6 (tedrico); [MNa]": 482,3
(encontrado), 482,6 (tedrico).

7) Fmoc-lle-Ser(But)-Asp(OBut)-OEt
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Figura 25. Andlise por LC/ESI-MS da etandlise da ligacdo Fmoc-lle-Ser(But)-Asp(OBut)-HMBA.
Condicdes analiticas: Vydac Cg (coluna); H,O/TFA 0,1% (solvente A); ACN 90%/H,O/TFA 0,09%
(solvente B); 210 nm (A); 1ml/min (fluxo); 5-95 B em 30 min (gradiente linear); ES" (modo de
ionizacdo). Produto desejado A: Fmoc-lle-Ser(But)-Asp(OBut)-OEt — LC-ESI/MS [MH]": 696,3
(encontrado), 696,8 (tedrico); [MNa]": 718,4 (encontrado), 718,8 (tedrico). Subproduto B: H-lle-
Ser(But)-Asp(OBut)-OEt — LC-ESI/MS [MH]": 474,3 (encontrado),474,6 (tedrico); [MNa]": 496,4
(encontrado), 496,6 (tedrico).
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8) Fmoc-lle-Ser(But)-Asp(OBut)-O-CH,-CH,-CHg
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9) Fmoc-lle-Ser(But)-Asp(OBut)-OCH(CHj3),
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Figura 26. Analise por LC/ESI-MS da propandlise (com propan-1-ol) da ligacdo Fmoc-lle-Ser(But)-
Asp(OBut)-HMBA. Condi¢6es analiticas: Vydac Cig (coluna); H,O/TFA 0,1% (solvente A); ACN
90%/H,O/TFA 0,09% (solvente B); 210 nm (A); 1ml/min (fluxo); 5-95 B em 30 min (gradiente linear);
ES’ (modo de ionizag&o). Produto desejado A: Fmoc-lle-Ser(But)-Asp(OBut)-OCH,CH,CH; — LC-
ESI/MS [MH]": 710,3 (encontrado), 710,8 (tedrico); [MNa]: 732,4 (encontrado), 732,8 (tedrico).
Subproduto B: H-lle-Ser(But)-Asp(OBut)-OCH,CH,CH; — LC-ESI/MS [MH]": 488,3 (encontrado),488,6
(tedrico); [MNa]™: 510,4 (encontrado), 510,6 (tedrico).
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Figura 27. Analise por LC/ESI-MS da propandlise (com propan-2-ol) da ligacdo Fmoc-lle-Ser(But)-
Asp(OBut)-HMBA. Condi¢6es analiticas: Vydac Cig (coluna); H,O/TFA 0,1% (solvente A); ACN
90%/H,O/TFA 0,09% (solvente B); 210 nm (A); 1ml/min (fluxo); 5-95 B em 30 min (gradiente linear);
ES" (modo de ionizacdo). Produto desejado A: Fmoc-lle-Ser(But)-Asp(OBut)-OCH(CH3), — LC-
ESI/MS [MH]": 710,3 (encontrado), 710,8 (te6rico); [MNa]": 732,5 (encontrado), 732,8 (tedrico).
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Figura 28. Andlise por LC/ESI-MS da metandlise da ligacdo Ac-lle-Ser(But)-Asp(OBut)-HMBA.
Condig6es analiticas: Vydac Cig (coluna); H,O/TFA 0,1% (solvente A); ACN 90%/H,O/TFA 0,09%
(solvente B); 210 nm (A); 1ml/min (fluxo); 5-95 B em 30 min (gradiente linear); ES® (modo de
ionizacdo). Produto desejado A: Ac-lle-Ser(But)-Asp(OBut)-OMe - LC-ESI/MS [MH]": 502,2

(encontrado), 502,6 (tedrico); [MNa]": 524,3 (encontrado), 524,6 (tedrico).

.
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Figura 29. Andlise por LC/ESI-MS da etandlise da ligacdo Ac-lle-Ser(But)-Asp(OBut)- HMBA

Condig6es analiticas: Vydac Cig (coluna); H,O/TFA 0,1% (solvente A); ACN 90%/H,O/TFA 0,09%
(solvente B); 210 nm (A); 1ml/min (fluxo); 5-95 B em 30 min (gradiente linear); ES® (modo de
ionizacdo). Produto desejado A: Ac-lle-Ser(But)-Asp(OBut)-OEt — LC-ESI/MS [MH]": 516,2
(encontrado), 516,6 (tedrico).

12) Ac-lle-Ser(But)-Asp(OBut)-CH(CHj3).
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Figura 30. Analise por LC/ESI-MS da propandlise (com propan-2-ol) da ligacdo Ac-lle-Ser(But)-
Asp(OBut)-HMBA. Condi¢6es analiticas: Vydac Cig (coluna); H,O/TFA 0,1% (solvente A); ACN
90%/H,O/TFA 0,09% (solvente B); 210 nm (A); 1ml/min (fluxo); 5-95 B em 30 min (gradiente linear);
ES’ (modo de ionizac&o). Produto desejado A: Ac-lle-Ser(But)-Asp(OBut)-OCH(CH3), — LC-ESI/MS
[MH]": 530,2 (encontrado), 530,6 (tedrico); [MNa]": 552,3 (encontrado), 552,6 (tedrico).
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Intens. i +MS, 26.1min #2347
x108

1.0 544.2
0" Espectro de massas de A
0.6

0.4+

0.2+
432.2

589.4
ASf 1 566.3 L
0.0 T — T T e T T = T
300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 mz

Figura 31. Analise por LC/ESI-MS da butandlise (com butan-1-ol) da ligacdo Ac-lle-Ser(But)-
Asp(OBut)-HMBA. Condi¢cGes analiticas: Vydac Cig (coluna); H,O/TFA 0,1% (solvente A); ACN
90%/H,O/TFA 0,09% (solvente B); 210 nm (A); 1ml/min (fluxo); 5-95 B em 30 min (gradiente linear);
ES" (modo de ionizacdo). Produto desejado A: Ac-lle-Ser(But)-Asp(OBut)-OCH,CH,CH,CH; — LC-
ESI/MS [MH]": 544,2 (encontrado), 544,6 (te6rico); [MNa]": 566,3 (encontrado), 566,6 (tedrico).
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+MS, 25.9min #2331
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Figura 32. Andlise por LC/ESI-MS da benzandlise da ligacdo Ac-lle-Ser(But)-Asp(OBut)-HMBA.
Condig6es analiticas: Vydac Cig (coluna); H,O/TFA 0,1% (solvente A); ACN 90%/H,O/TFA 0,09%
(solvente B); 280 nm (A); 1ml/min (fluxo); 5-95 B em 30 min (gradiente linear); ES® (modo de
ionizacdo). Produto desejado A: Ac-lle-Ser(But)-Asp(OBut)-OBzl — LC-ESI/MS [MH]": 578,2
(encontrado), 578,7 (tedrico); [MNa]": 600,4 (encontrado), 600,7 (tedrico).
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Figura 33. Analise por LC/ESI-MS da Amindlise (com butilamina) da ligacdo Ac-Met-Leu-Phe-HMBA.
Condig6es analiticas: Vydac Cig (coluna); H,O/TFA 0,1% (solvente A); ACN 90%/H,O/TFA 0,09%
(solvente B); 280 nm (A); 1ml/min (fluxo); 5-95 B em 30 min (gradiente linear); ES™ (modo de
ionizacdo). Produto desejado A: Ac-Met-Leu-Phe-NH(CH,);CH; — LC-ESI/MS [MH]": 507,2

(encontrado), 507,7 (tedrico).
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Figura 34. Andlise por LC/ESI-MS da Amindlise (com hexilamina) da ligacdo Ac-Met-Leu-Phe-HMBA.
Condig6es analiticas: Vydac Cig (coluna); H,O/TFA 0,1% (solvente A); ACN 90%/H,O/TFA 0,09%
(solvente B); 280 nm (A); 1ml/min (fluxo); 5-95 B em 30 min (gradiente linear); ES® (modo de
ionizacdo). Produto desejado A: Ac-Met-Leu-Phe-NH(CH,)sCH; — LC-ESI/MS [MH]": 536,3
(encontrado), 536,7 (tedrico).

6. CONCLUSOES

- O método de solvilise da ligacdo aminoacido-resina e peptidil-resina mediada por
Ca’* e zZn** mostrou-se eficiente para a geracdo de aminoacidos e peptideos
esterificados.

- Dentre essas resinas, compativeis com a estratégia Fmoc, a resina HMBA-AM foi a
mais adequada fornecendo os melhores rendimentos de desligamento do
aminoacido ou peptideo a partir da resina.

- Os fons Zn?* foram os mediadores mais eficientes das alcodlises estudadas.

- Os resultados indicam que elas ocorreram por um mecanismo no qual a interagéo
do fon Zn** com o &lcool favorece a geracdo de alcoxido um nucleéfilo melhor que
pode atacar o atomo de C da carbonila da ligacdo éster entre o peptideo e a resina
compativel com a estratégia Fmoc.

- Nas reacdes estudadas e condi¢cdes empregadas nao ocorreu transesterificacao
dos grupos protetores das cadeias laterais.

- Reacdes que empregaram sais acetato (Na,Ac e CaAc) levaram a formacéo de
DBF e, portanto, remoc¢ao do grupo Fmoc mais rapida indicando que o ion acetato

pode agir como catalisador basico. Contudo, mesmo na sua auséncia a formacéo de
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DBF é observada, o que esta de acordo com o modelo proposto de mediacéo pelo
fon zn*, visto que o fon alcoxido (nucledfilo formado) também pode agir como
catalisador basico.

- A utilizacdo do grupo Ac como protetor do terminal N fornece o produto desejado
com 0 grupo amina protegido.

- O método pode ser aplicado a transesterificacdo de ésteres metilicos de peptideos
para a geracao de outros ésteres alquilicos

- O método estudado apresenta diversas vantagens sobre os demais métodos de
sintese (ver item 1.4), tais como simplicidade a esterificacdo (reacdo ocorre em
apenas uma unica etapa), condi¢des reacionais brandas (ndo requer uso de acidos
e bases), bons rendimentos de desligamento do aminoacido ou peptideo da resina e

baixa agressividade ao meio ambiente.
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QBQ 2463 — Bioquimica Experimental — para alunos do curso de Bacharelado em

Quimica (IQ-USP)

DISCIPLINAS CURSADAS

Nocdes Basicas de Seguranca em Laboratorio de Pesquisa em Quimica e
Bioquimica: 10/08/2010 — 20/08/2010

Biologia Molecular do Gene: 04/08/2010 — 27/10/2010

Topicos de Avancados de Bioquimica e Biologia Molecular 1: 19/08/2010 -
02/12/2010

Bioquimica Avancada: 15/03/2011 — 09/06/2011

Topicos de Avancados de Bioquimica e Biologia Molecular II: 17/03/2011 -
30/06/2011

Pratica de Ensino de Quimica e Bioquimica: 15/08/2011 — 30/11/2011



