
Universidade de São Paulo 

Instituto de Quimica 

Síntese enzimática de peptideos contendo asparaQina e 

transesterificação em metanol de ésteres de peptídeos na 

presença de Ca(II). 

Maria Terêsa Machini de Miranda 

Tese apresentada ao Instituto de Química 

da Universidade de São Paulo para a 

obtenção do título de Doutor. 

19S9 



Tese preparada no Departamento de 

Bioquímica do Instituto de Química da 

Universidade de Sâo Paulo. 

Orientador: Profa.Dra. Mineko Tominaga 

,I.f .... ( ' ~ . .. k''' ' •. I '~ r : 



D'3dico esta t'3S'3 

ao Antonio, meu '3SpOSO e ami ';lO, qU'3 

com incentivo e apOlO sempre me au-

xiliou, 

ao meu filhinho João, que torna meus 

dias mais f~lizes 

aos meus pais, D'31ício e Th'3rezinha, 

que com '3sforço e incentivo possibi-

taram a minha formação. 



Aqra~eço à Profa.Dra. Mineko Tominaga 

pela oportunidade, ensinamentos, in

centivo e pela amizade a mim d edicada. 



Ag radeço 

Aos Profs.Drs. Antonio C.M. Paiva, Henrique E. Toma, 

Liliana Marzoratti, Luiz Juliano, Laerte de Oliveira , Massayoshi 
/ 

Yoshida e Iolanda M. Cuccovia pelas valiosas opiniões dadas. 

À Elisabeth Cheng, companheira de Mestrado e Doutorado, 

pelas discussões, ajuda e amizade no decorrer destes anos. 

À Francesca C. Theobaldo por sua eficiente colaboraçâo 

na análise e acompanhamento cinético das reações por HPLC, pela 

amizade e incentivo. 

À Elisabete Lil-a, pelo apoio técnico, paciente ajuda 

no levantamento bibliográfico realizado e por sua amizade. 

Ao Marcelo P. Bemquerer pelo auxilio na correçâo 

datilográfica desta tese. 

Aos Drs. Yoshio Okada e Hiroshi Morita pela obtenção dos 

espectros de ressonânCIa magnética protônica a 400 MHz. 

Aos Profs.Drs. Elisabeth de Oliveira, Keichi Tanaka e K. 

Min pelas análises por absorção atômica realizadas. 

Raman . 

Ao Prof.Dr. Yoshio Kawano pela realização dos espectros 

À Profa.Dra. 

À Profa.Dra. 

Aldelaide Faljoni pela determinação de~ . 
D 

Dulcinéia S.P. Abdalla pelas leituras por 

densitometria . 

Ao Prof.Dr. José Muradian pelo auxílio na atribuição dos 

espectros de ressonância magnética protônica . 

Ao Departamento de Bi o física da Escola Paulista de 

Medicina pela realizaçâo das análises de aminoácidos. por al g uns 

peptídeos cedidos e pela o port unidade de preparação de pept i dil-

resinas. 



as an~lises elementares. 

Ao Roque da Central Analítica pela obtenção dos espectros 

de ressonância magnética protônica a 200 MHz. 

À Aninha pelo paciente e cuidadoso serviço 

datilográfico. 

A todos que comigo conviveram nestes anos e que tenham de 

alguma forma auxiliado na execução deste trabalho. 

Ao CNPq e FAPESP pelas bolsas concedidas. 



-- ~ .. -

Abrev~a~02S Usadas 

Os resíduos de aminoácidos e as sequências peptídicas 

foram abreviados de acordo com as normas de IUPAC-IUB Comission 

on Biochemical Nomenclature 

255-57, 1967) . 

Ac- = acetil 

AcOEt acetato de etila 

Boc- terc-butiloxicarbonil 

(,J a 
D· 1 ,-.IO~_ 

Boc-aa = terc-butilixocarbonil-aminoácido 

Chsm _ :' 242: 

Boc-ON Z-t-butiloxicarbonilaxiimino-2-fenilacetonitrila 

Boc-SDP = tiorcarbonato t-butil-S-4,6-dimetil-2-pirimidina 

Bzh = benzidril 

-Bzl = benzil 

Ca(Ac) = acetato de cálcio 
2 

CaCl cloreto de cálcio 
2 

CCD = cromatografia em camada delgada 

CCl = tetracloreto de carbono 
4 

DCC = diciclohexilcarbodiimida 

DCM = diclorometano 

Deu = N,N'-dicic1ohexiluréia 

DMF = dimetilformamida 

DMSO-d = dimetilsulfóxido deuteraco 
6 

EDTA = sal dissódico do ácido etilenodinitrilotetra-acético 

EE = éter etílico 

EP éter de petróleo 

EQ = equivalente 

EtOH etanol 



~G 'lar i ação de ~n~r~ia 
híd 

.6G variação d~ ~ner'Jia 
ion 

.HCl = cloridrato 

HCl ácido clorídrico 

H O = água 
2 

HOBt = l-hidroxibenzotriazol 

~ .'~. ~.'._- ~ 

1 i 'lr~ d~ Gibbs d~ hidr0lis~ 

livre de Gibbs e ionização 

HPLC = cromatografia líquida de alta eficiência 

K constante de catálise 
cat 

K constante de hidrólise 
hid 

K constant~ da ionização 
lon 

K constant~ de afinidade 
m 

K constante de sínt~se 
sint 

Li t. = literatura 

MeOH metanol 

MHz megahertz 

m/m massa/massa 

Moz- p-metoxibenziloxicarbonil 

Moz-SDP Z-tiocarbonato de p-metoxibenzil-S-4,6-dimetil-

pirimidina 

m/v = massa/volume 

NaAc acetato de sódio 

NaOH = hidróxido de sódio 

n-Bu = n-butanol 

n " 30Su n-hidroxisuccinimida 

-NH = amida 
2 

-NHCH = metilamida 
3 

Obs. = obser'lado 
t 

-OBu és ter terc-butílico 

-OBzl éster benzílico 

-OEt éster etílico 
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-OMe éstel- metílico 

-ONp éster p-nitrofenílico 

PF ponto de fusão 

ppm partes/milhão 

-Res resina de Merrifield (polímero de poliestireno e 

dlvinilbenzeno) 
1 

RM H ressonância magnética protônica 

TEA trietilamina 

TFA ácido trifluoroacético 

THF = tetrahidrofurano 

TMS tetrametilsilano 

.Tos tosilato 

tr = tempo de retenção 

Tris/HCl solução tampão de cloridrato de tris-hidroximetil-

amino-metano e ácido clorídrico 

v/v = volume/volume 

z- benziloxicarbonil 
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1. 

I - L-!TR eDUCA0 

1. Síntese de peptídeos 

Nos últimos anos a síntese de peptídeos tem se tornado 

indispensável para o desenvolvimento de pesquisa em diversas 

áreas da biologia. Esta afirmação se baseia no fato desta 

metodologia possibilitar ô. obtenção de: ~ - peptídeos 

biologicamente ativos em grande quantidade para uso acadêmico, 

clínico e terapêutico; b- de substratos peptídicos necessários 

para o estudo de especificidade e mecanismo de ação enzimática de 

proteases; c- de análogos e homólogos de hormônios peptídicos 

para o estudo da relação estrutura-atividade biológica dos 

mesmos; d- de sequências peptídicas imunogênicas para 

diagnósticos de determinadas doenças e produção de vacinas. 

A primeira síntese total de um peptídeo biologicamente 

ativo foi realizada por Bodanszky e du Vigneau (1959). Nos anos 

seguintes, inúmeros grupos protetores de aminogrupo, carboxila e 

outros grupos reativos das cadeias laterais dos aminoácidos 

foram desenvolvidos e vários métodos químicos de ativação, 

acoplamento e desproteção foram estudados. Corno consequência, o 

método químico de síntese (que utiliza reagentes químicos para a 

formação de ligação peptídica) se tornou usual para a obtenção de 

peptídeos em laboratório, culminando com a a~tomação do mesmo em 

1963 (Merrifield, 1963). Esta metodologia, entretanto, apresenta 

alguns problemas inerentes ao método (Bodanszky, 1984). Por essa 

razão, o método enzimático de síntese (que utiliza proteases para 

a formação de ligação peptídica) tem se desenvolvido como alter-

nativa à obtenção destes compostos (Jakubke, 1987; Morihara, 

1987) . 



o processo de síntese de um peptideo, 

2 . 

independentemente 

do método usado, consiste das seguintes etapas: 1. Proteção dos 

grupos funcionais dos aminoácidos que não participam da reação de 

formação da ligação peptídica. Esta proteção é necessária para a 

obtenção de sequências inequívocas; 2. Ativação da carboxila do 

componente carboxílico e ligação peptídica entre os componentes 

amínico e carboxílico (esquema 1, página 3 ) ; 3. Desproteção 

parcial para a elongação desejada. 4. Adição do novo resíduo de 

aminoácido ou fragmento peptídico protegido a ser acoplado. Estas 

etapas são repetidas até ser completada a sequência desejada, 

quando o peptídeo é totalmente desprotegido, purificado e 

analisado (Bodanszky, 1984). 

Atualmente, através da utilização dos métodos qUímIco 

(em solução ou em fase sólida) e enzimático de síntese é possível 

obter peptídeos de peso molecular elevado com razoável grau de 

pureza (Kullmann, 1987; Bodanszky, 1984; Baramy e col., 1987). 

2. Síntese enzimática de peptídeos 

2 . 1. Introdução 

Apesar de o método de síntese enzimática de ligações 

peptídicas ter se tornado conhecido apenas recentemente, desde o 

início do século se investig2va a possibilidade de proteases 

catalisarem a condensação entre dois aminoácidos. As primeiras 

comprovações experimentais foram apresentadas em 1937 e 1938 por 

Bergmann e Fraenkel-Conrat (1937, 1938) , que descreveram a 

condensação de No< -acil-L-aminoácidos com anilldas de 

L-aminoácidos catalisada por papaina e d.. -quimotripsina. Em 

seguida, vários derivados de aminoácidos e peptídeos foram 



Esquema 1. Formação de ligação peptídica 

R-~I+- CHR -COOH + H N - CHR 
1 2 2 3 

- COOR 
4 

(componente carboxílico) (componente amínico) 

R 
1 

R·I'll1- CHR 
1 2 

p ,t 

- CO - NH - CHR 
3 

(peptídeo) 

= protetor de o/... -aminogrupo, R 
2 

e R 
3 

- COOR 
4 

+ H O 
2 

= cadeias 

R.À 
----) 

I 

laterais 

~ 

R-tlCHR - COOX 
1 2 

(componente carboxílico ativado) 

de aminoácidos, R4 = protetor 

de o(-carboxila, X grupo captor eletrônico, P protease, R.A. = reagente acoplador. 

w 



sintetizados mediante catálise por proteases 

-

4. 
(Fruton, 1949). o 

objetivo destes estudos era esclarecer o mecanismo de biossíntese 

de proteínas, o qual foi elucidado no início da década de 1950. 

Em consequência, apenas um número reduzido de pesquisadores deu 

continuidade a estudos nesta área (Fruton e col., 1951; Milne e 

Carpenter, 1968) . Na década de 1970, entretanto, ressurgiu o 

interesse pela síntese enzimática de peptídeos (Ingalls e col., 

1975; Morihara e Oka, 1977; Isowa e col., !978j. Cesde entâo, o 

número de trabalhos descritos na literatura tem aumentado e a 

metodologia tem se desenvolvido rapidamente (Kullmann, 1987) 

A síntese de ligaçâo peptídica mediante catálise por 

proteases é possível através de: 1. Inversâo da reaçâo hidrólise; 

2. Aminólise de ésteres; 3. Aminólise de amidas (Widmer e 

Johansen, 1985). 

2.2. Inversâo da reaçâo da hidrólise 

De uma forma geral, a reaçâo de hidrólise de uma liqaçâo 

peptídica por uma protease em soluçâo aquosa pode ser 

esquematizada da seguinte maneira: 

R 
1 

- co - NH - R 
2 

+ H.O 
2 

p 

R 
1 

-COO 
+ 

+ NH 
3 

R 
2 

onde R e R sâo ~~~ ~ cadeias peptídicas e P é a 
1 2 

protease. 

Este processo reversível, entretanto, consiste de duas 

etapas distintas: 

K 
hid 

R - CO- NH- R + H O ;:::::== 
122 

K 
ion - + 

R - COOH+ NH - R < • R - COO + H N- R 
122 1 3 2 

sendo que a etapa de hidrólise da ligaçâo peptídica resultando em 
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produtos não ionizados é uma reação endergônica ~G > O) e a 
hid 

etapa de ionização destes produtos é exergônica (àG < O) 
ion 

(Petkov, 1982; Carpenter, 1960). Como AG >D.G o 
ion hid 

processo é termodinamicamente favorecido no sentido de hidrólise 

da ligação peptídica (D. G < O) . 
hid 

A síntese de uma ligação peptídica em solução aquosa, por 

outro lado, é desfavorecida termodinamicamente (D. G > O). De 
sini: 

fato em 1952 Linderstron-Lang(Linderstron-Lang, 1952) encontrou 

valores de óG entre 3,11 e 4,09 kcal/mol para a formação de 
sint 

dipeptídeos a partir de aminoácidos e em 1985 Jakubke e colo 

relataram que a constante de equilíbrio para 
-5 -5 

entre eles era inferior a 10 (K < 10 ) 

1985) . 

Como o valor de AG 
hid 

sint 

(e portanto 

o acoplamento 

(Jakubke e col., 

de D. G ) ó 

sint 
aproximadamente igual para ligações peptídicas típicas, para que 

a reação de síntese enzimática de um peptídeo se torne 

termodinamicamente favorável em solução aquosa, é necessário 

contornar a barreira correspondente à etapa de ionização dos 

componentes de partida (Carpenter, 1960) ou acoplar o processo á 

urna reação fortemente el(ergônica (Fruton, 1982) . Isto é 

conseguido através de: 1- diminuição do valor de ~G , de forma 
ion 

que se torne D. G 
hid 

meio reaciona1. 

1. Diminuição do ÃG 
ion 

> 6G 2- remoção 
ion 

A diminuição do valor de D.G 

do produto formado do 

e consequentemente 
ion 

a inversão da reação de hidr61ise para a síntese pode ser 

conseguida através de duas abordagens: 1- introdução de grupos 

protetores nos aminoácidos de partida; 2- adição de solvente 

orgânico miscível ou imiscível ao meio de reação. 



Para um determinado pH, o 6G 
6 . 

está diretamente 
ion 

relacionado aos valores de pKa dos componentes carboxilico e 

amínico através da ~quação: 

CiG 
lon 

pH-pK 
1 

= - RT In K (1 + 10 

pk2 -pH pk2-pk
1 

+ 10 +10 

onde R é a constante dos gases, T a temperatura absoluta, pK ,0 

1 
pKa da carboxila do componente carboxílico e pK o pKa do 

2 
aminogrupo do componente aminico (Petkov, 1982). Através da 

aproximação dos valores de pK 
1 

diminuir o valor de II G 
ion 

e PK 
2 

, portanto, é possível 

O trabalho clássico de Perrin demonstra que a 

introdução de grupos protetores nos aminoácidos ou peptideos 

leva à alteração de seus pKa. Os valores de pKa de carboxila 

de aminoácidos aumentam de urna unidade após a acilação do 

aminogrupo e os de pKa do aminogrupo diminuem mais de urna 

unidade após o bloqueamento da carboxila (Perrin, 1965). De fato, 
o 

os pK 
1 

e pK de Gly em solução aquosa a 25 C são 2,3 e 
2 

9,6 

o pK de Ac-Gly-OH é 3,6 e o 
1 

e col., 1985). 

A adição de 

pK de H-Gly-NH 
2 2 

é 8,2 (Jakubke, 

solventes orgânicos miscíveis ou 

imiscíveis ao meio de reação também leva à aproximação entre os 

valores de pKa dos compostos de partida através do aumento do 

valor de PK (Jakubke e col., 1985). Isto ocorre devido à 
1 

redução da constante dielétrica do meio reacional , que provoca 

urna diminuição da hidratacão das formas iônicas (Kullman, 1987). 

Homandberg e seus colaboradores (1978) estudaram a influência 

de solventes orgânicos sobre o pKa dos componentes carboxílicos 

Z-Trp-OH e aminico H-Gly-NH 
2 

e observaram que o valor de pK 
1 

de 

Z-Trp-OH varia com a mudança de solvente, enquanto que o pK de 
2 

~ 
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H-Gly-NH permanece inalterado. Co mo consequência desta 
2 

aproximação, encontraram os seguintes valores 

formação do dipeptídeo Z-Trp-Gly-NH a partir 
2 

de K 

de 
-1 

para a 
sint 
Z-Trp-OH e H-

Gly-NH catalisada por~-quimotripsina: 0.45 M para solução 
2 -1 

aquosa, pH 6,7; 2,1 M para solução aquosa pH 6,7 contendo 
-1 

glicerol (60%) e 3,6 M para solução aquosa pH 6,7 contendo 1,4 

butanodiol (85%). 

Além de pOEsit~lltar a dimi~uição do valor do 

~Gion, a aproximação entre os pKa favorece a síntese de ligações 

peptídicas pela lei de ação das massas, pois propicia o aumento 

da concentração das formas não iônicas no meio de reação. 

2. Remoção do produto formado do meio reacional 

o processo endergônico de síntese enzimática 

de ligações peptídicas em solução aquosa pode se tornar 

termodinamicamente favorecido através do seu acoplamento a um 

processo exergônico, tal como a remoção do produto formado do 

meio reacional (Fruton, 1982). Esta remoção também favorece o 

deslocamento do equilíbrio da reação para o sentido de síntese 

pela lei de ação das massas. 

A precipitação do peptídeo é a técnica mais 

simples e antiga de favorecer a sua síntese por catálise 

enzimática em solução aquosa. Em 1938, Bergmann e Fruton 

sintetizaram Bz-Tyr-Gly-NH mediante catál i ae por~-quimotripsina 
.... 
"" a partir de Bz-Tyr-OH e H-Gly-NH (Bergmann e Fruton, 1938), 

2 
sendo o sucesso desta síntese atribuído à insolubilidade do 

dipeptídeo na solução aquosa utilizada (Petkov, 1982) . Tal 

atribuição foi baseada no trabalho de Kozlov e c o l (1966 ) que 

encontraram um valor de 0.49 kcal / mol para a variação de 

energia livre de hidr6lise deste dipeptídeo a compostos iônicos 



8 . 
A precipitação é conseguida através da utilização de grupos 

protetores hidrofóbicos (Isowa e Ichikawa, 1979), do aumento da 

concentração dos reagentes no meio reacional (Morihara e Oka, 

1982) ou ainda pelo aumento da força iônica do meio de reação. 

Este último está diretamente associado à adição de saIs 

inorgânicos ao meio de reação ou à utilização de soluções aquosas 

salinas de concentração elevada (Machini de Miranda, 1985; Cheng 

e col, 1988). 

A remoção do produto do meio de reação também 

é realizada através da utilização de sistema bifásico de reação 

constituído por mistura de solução aquosa e solvente orgânico 

imiscível. Nestes sistemas, a enzima está disscNida na fase 

aquosa e os substratos se particionam entre as fases aquosa e 

orgânica, reagem e formam o peptídeo, que é removido para a 

fase orgânica por difusão. Os rendimntos de reação encontrados 

são geralmente superiores aos obtidos em solução aquosa (Kuhl, 

1987; Nakanishi e col., 
I . 

1986; Khmelnltzky e col., 1984; Martinek 

e co I ., 1981). 

O uso de complexantes específicos tem sido 

descrito como forma de remover o produto do meio em reações 

particulares. Um exemplo clássico é a síntese do fragmento 1-15 

da ribonuc1ease S em que a ribonuclease S foi adicionada à reação 

para agir como complexante do fragmento sintetizado (Homandberg e 

col., 1982). 

2.3. Aminólise de ésteres 

Em 1966, Kozlov e colaboradores obtiveram um valor de 

dG de -6,0 kcal/mol para a reação de hidrólise de Ac-Phe-OMe a 
hid 

pH· 7 (Kozlov e col., 1966). Este dado sUÇJeriu que reações 

similares à de síntese de Ac-Phe-Tyr-OEt a partir de Ac-Phe-OMe e 



H-Tyr-OEt catalisada 

exergônicas (Fruton, 

por o/... -quimotripsina eram 

9. 

f o rtemente 

1982) . Vários trabalhos posteriores 

descreveram diversas sínteses enzimáticas de peptídeos bem 

sucedidas utilizando componentes carboxílicos esterificados 

(Kullmann, 1987). Atualmente, este tipo de reação é amplamente 

empregado na obtenção de peptídeos mediante catálise por 

proteases, sendo denominado de "síntese controlada cineticamente" 
5 

(Bratanova col., 1988; Jakubke e col . , 1981 ; Morihara, 1987). Tal 

denominação deriva do fato de que a reação é interrompida antes 

que o equilíbrio seja atingido, de forma que os pr o dutos 

acumulados são aqueles produzidos mais rapidamente ( Esquema 2, 

página 100 . Como mostrado neste esquema, a enzima EH reage com o 

componente carboxílico esterificado R-COX e forma o intermediário 

acil-enzima [R-CO]E. Este sofre o ataque nucleofílico da água ou 

do componente amínico, resultando na hidr6lise do éster do 

componente carboxílico ~COOH) ou na formação do peptídeo mCONHR) 

dependendo das velocidades relativas das duas reações. Em 19 73, 

Fastrez e Ferhst encontraram velocidades de síntese de 

Ac-Phe-Gly-NH 
2 

e Ac-Phe-Ala-NH por ~-quimotripsina, partindo-se 

de Ac-Phe-OMe e H-Gly-NH 
2 

superiores à de hidr6lise 

(Fastrez e Ferhst, 1973). 

2 
(1 M) ou H-Ala-NH 

2 
(1 M) 11 e 44 

do éster de AC-Phe-OMe ( [H O] 
2 

vezes 

= 55 ) M 

Posteriormente, Schellenger e Jakubke 

demonstraram que a deacilação de maleil-Phe-quimotripsina por 

H-Leu-NH 
2 

era mais rápida 

(Schellenger e Jakubke, 1986). 

que p;:;ra H-Val-NH 
2 

ou H-AIa-NH 
2 

Estas considerações evidenciam que o sucesso da "síntese 

controlada cineticamente" é dependente da nucleofilicidade e da 



Esquema 2. Amin61ise e hidr61ise enzimática de substratos 

EH + RCO-X 

esterificados (Kullman, 1987) 

K 
·+1 

K 
-1 

NH R' 
2 

K 
+2 

[R -CO) E + H-X... > 

K 
-2 

K-31b 
H20 

RCOOH + EH 

RCO -NHR' + EH 

onde EH protease (serino-protease), R e R' = <}-F-l::ff!t) ~r ~ 

cadeia peptídica, X OMe ou OEt. 

I:-' 
o 
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c oncentração dos componentes amínicos empregad o s . 

É importante salientar que: 1- as velocidades destas 

sínteses são bastantes elevadas; 2- as concentrações de enzima 

utilizadas são muito inferiores às empregadas nas reações de 

inversão da hidr61ise (Morihara, 1987) 3- evidentemente apenas 

as enzimas que apresentam atividades esterásica e amidásica 

(serino e tiol proteases) podem ser utilizadas neste tipo de 

reação, o que consiste em uma desvantagem deste tipo d e s í nt e se 

(Widmer e Johansen, 1985). 

2.4. Amin61ise de amidas ou transpeptidação 

De forma similar à de ésteres, a amin61ise de amidas é um 

processo fortemente exergônico (Fruton, 1982) . Já em 1937, 

Bergman e Fraenkel-Conrat descreveram a síntese de Bz-Gly-NHPh a 

partir de Bz-Gly-NH e anilina mediante catálise p o r papalna 
2 

(Bergmann e Fraenkel-Conrat, 1937). Em 1950, Fruton denominou 

esta troca direta da amida pela anilina de "reação de 

transamidação outranspeptidação" (Fruton, 1950 ) . Atualmente este 

tipo de reação também é considerada como "síntese controlada 
5 

cineticamente" (Jakubke e col., 1981 ), sendo vál idas para elas as 

etapas descritas no esquema 2, página 10 ,com a mudança de 

X para NH ou NH-R n (R" é uma cadeia peptídica ou aminoáci-
2 

do). Também são válidas as outras considerações feitas no ítem 

anterior refe ::'entes à nucleofilicidade e concentração dos 

componentes amínicos, velocidade de reação, concentração e tipo 

de proteases utilizadas. Uma das aplicações mais bem sucedidas de 

transpeptidação é a conversão direta da insulina s uina em 

insulina humana (Breddam e c o l., 198 1; Breddam e J o hansen , 198 4; 

MOl-ihara e Oka, 198 3; Rose e col., 19 8 4 ) . 
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2.5. ,... . c.nZlmas 

o uso de enzimas corno catalisadores na síntese de 

peptideos possibilita a obtenção de produtos opticamente puros 

em condições suaves de reação, usando a mínima proteção 

necessária nos grupos reativos das cadeias laterais dos 

aminoácidos (Kullmann, 1987). 

Dentre as proteases empregadas estão as serino-proteases 

~-quimotripsina (Bizzozero e col., 1988), tripsina (Konnecke e 

col. , 1983) e carboxipeptidase Y (Konopinska e Muzalewisky, 

1983) , a tiol-protease papaina (Barbas ~ Wong, 1987) e a 

metaloprotease termolisina (Adisson e col., 1988) Também tem 

sido utilizadas a subtilisina BPN', a elastase, a pepsina e a 

quimopapaina. 

A escolha da protease a ser empregada corno catalis?dor de 

urna determinada reação de acoplamento é baseada na sua 

especificidade primária (tabela 1, página 1.3 ). Desta forma, para 

obter o dipeptídeo Z-Phe-Gly-OMe a partir de Z-Phe-OH e 

H-Gly-OMe é necessário escolher uma protease específica para 

Z-Phe-OH, por exemplo, a ~-quimotripsina. Para a realização de 

acoplamentos entre fragmentos, entretanto, é necessário 

considerar também a especificidade secundária das proteases como 

forma de assegurar uma maior interação entre os substratos e a 

enzima e a não ocorrênci~ de reações de hidrólise secundária 

(Kullmann, 1987) 

Em síntese de peptideos, as enzimas tem sido usadas na 

forma livre (S akina e col., 1988), solubilizadas em micelas 

reversas (Luthi e Luisi, 1984) ou imobilizadas (No ritomi e Kise, 
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Tabela 1. Especificidade primária de algumas proteases utilizadas 

nas sínteses de peptídeos (Widmer e Johansen, 1985 ) . 

PROTEASE 

quimotripsina 
termolisina 
tripsina 
elastase 
carboxipeptidase Y 
papaina 

ESPECIFICIDADE PRIMÁRIA 

Trp, Tyr, Phe, Leu, Met (P1) , 
Leu,Ile, VaI, Phe (P1) 
Lys, Arg (P 1) 
pequenos resíduos hidrof6bicos (P

1
) 

não específica 
resíduos hidrof6bicos (P ) 

2 

P , P' e P referem-se à posição 
112 

dos resíduos de aminoácidos 

indicados (Schecheter ~ Berger, 1967). 

1987). O uso de enzimas na forma livre pode levar à perda parcial 

de sua atividade durante as reações. De fato, vários trabalhos 

descreveram a diminuição da atividade de diversas proteases em 

reações de acoplamento catalisadas pelas mesmas (West e Wong , 

1986). Este decréscimo, entretanto, depende da natureza e 

quantidade do solvente orgânico contido no meio reacional, do 

tempo de reação e temperatura empregados (Kise e Shirato, 1985) . 

A imobilização da protease propicia um aumento da sua 

estabilidade nos meios de reação, permitindo a reutilização da 
3 

mesma (Konnecke e col., 198! ). O uso de micelas reversas leva à 

proteção parcial da protease devido à sua compartimentalização. 

Recentemente, foram descritas sínteses de peptídeos 

utilizando lipases. Tais reações ocorreram nos seguintes 

solventes orgânicos puros: tolueno, tetrahidrofurano (Margolin ~ 

Klibanov, 1987), álcool terc-amílico (Margolin e col., 1987) e 

acetato de etila (West e Wong, 1987). Os rendimentos encontrados 

foram, em geral, superiores a 60%. 

O desenvolvimento futuro da metodologia de síntese 

enzimática de peptídeos está diretamente assoc iado à descoberta, 



14. 

isolamento e produção em larga escala de novas enzimas com 

diferentes especificidades e à possibilidade de alteração da 

especificidade e estabilidade 

(Widmer ~ Johansen, 

1988) 

1985; West 

das já existentes comercialmente 

e col., 1988; Zaks ~ Klibanov, 

3. Síntese de peptídeos contendo asparagina 

3.1. Incorporação de N~ -acil-asparagina a derivados de 

aminoácidos e peptídeos pelo método químico. 

A reação de incorporação de N~ -acil-asparagina a 

derivados de aminoácidos e peptídeos é uma das reações de 

acoplamento consideradas problemáticas 

peptídeos. 

em síntese química de 

Vários estudos descritos na literatura demonstram que 

durante a ativação da N~ -acil-L-asparagina por reagentes 

acopladores tais como N,N'-diciclohexilcarbodiimida, anidridos 

mistos e pirofosfito ocorre a desidratação de sua cadeia lateral 

carboxamida (Gish e col., 1956; Ressler, 1956; Bodanszky e du 

Vigneau, 1959; Ress1er e Ratzkin, 1961; Kisfaludy e col., 1975). 

Como resultado da ocorrência desta reação secundária, o 

asparaginil-peptídeo é obtido juntamente com 0fl-cianoalanil-

peptídeo. 

portanto, 

Este subproduto é de 

a necessidade de 

difícil separação havendo, 

realizar recrista1izações 

sucessivas do produto para a obtenção do asparaginil-peptídeo 

puro. Como consequência destes fatores, os rendimentos destas 

reações são baixos. 

o mecanismo pelo qual ocorre esta desidratação foi 

bastante estudado, sendo que em 1961 Stammer sugeriu a formação 

de uma isoimida intermediária através da interação intramolecular 
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do grupo carboxamida e a carboxila ativada de Z-Asn-OH. O 

mecanismo por ele proposto (Mecanismo A do Esquema 3, página 16) 

teria corno primeiro passo, a ligação da carboxila de Z-Asn-OH (1) 

e a carbodiimida para dar o composto 2a. Em seguida, o oxigênio 

da amida atacaria a carboxila ativada de 2a, formando urna 

isoimida cíclica 4a e a diciclo-hexiluréia (3) 

posterior de 4a com a base produziria a nitrila (5) 

A reação 

(stammer, 

1961) . Um mecanismo alternativo, proposto por Liberek (1962) 

sugeria a formação de um composto cíclico 2b a partir de 

Z-Asn-OH na presença de base. Este seria, em seguida, atacad o 

pela N,N' diciclo-hexilcarbodiimida protonada resultando num 

intermediário reativo 3b , o qual desidrataria atrav és da 

formação de uma isoimida cíclica (4a) e diciclo-hexiluréia (3). A 

perda do próton de 4a resultaria na formação de nitrila (5), 

conforme mostra o Mecanismo B do Esquema 3, página 

Estudos posteriores (Kashelikar e Ressler 1964; Paul e 

Kende, 1964) permitiram concluir que a reação de formação de 

nitrila se processa preferencialmente pelo mecanismo A. 

Concomitantemente I B ou outro mecanismo diferente de A e B pode 

ocorrer, porém em pequena extensão. 

Para contornar o problema exposto, os acoplamentos de N~

acil-L-asparagina tem sido realizados através do método do éster 

ativo (Bodanzky ~ du Vigneau, 

total de síntese, entretanto, E:i 

exigem longos períodos de tempo 

1959). O rendimento do processo 

insatisfatório e as reações 

(Mojsove col., 1980). Outros 

métodos alternativos têm sido estudados tais corno a realização 

dos acoplamentos via óxid o -redução (Mukaiyama e col. , 196 8) ou 

anidridos simétri c os (Hemmasi ~ Bayer, 19 74 ) e a adição de 

1-hidroxibenzotr iazol juntamente com a N,N'-diciclohexilcarbodii

mida (Konig ~ Geiger, 1970a). Todos estes métodos, entretanto, 
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Esquema 3. Mecanismos propostos por Stammer (1961) e Liberek 

(1962) para a formação de nitri1a a partir de 

N,N'-dicic1ohexilcarbodiimida. 
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não conseguem eliminar totalmente a ocorrência da desidratação 

(Mojsove col., 1980). A proteção da função amida da asparagina 

com o grupo 4,4'-dimetoxibenzidril (Mbh) descrita por Konig e 

Geiger, (1970b) tem se mostrado bastante efetiva na prevenção da 

formação de nitrila. Esta proteção, porém, nem sempre propicia 

altos rendimentos de acoplamento, além de requerer mais uma etapa 

na preparação do aminoácido protegido (Mojsov e col., 1980). Urna 

for~a ~lLerIlativa de proteção da função amida descrita por 

Liberek (1961) é a sua transformação total em nitrila, que é 

então utilizada nas reações de acoplamento. Obtido o fo-ciano

alanil- peptídeo, a nitrila pode ser reidratada na presença de 

brometo de hidrogênio/ ácido acético glacial ou de carbonato de 

sódio/per6xido de hidrogênio. Esta reidratação, entretanto, não é 

quantitativa (Liberek, 1961). 

3.2. Termolisina corno catalisador de síntese de di- e 

tripeptídeos contendo asparagina 

A não ocorrência de reações secundárias envolvendo os 

grupos funcionais das cadeias laterais dos aminoácidos durante a 

formação de ligação peptídica é uma das vantagens da metodologia 

de síntese enzimática de peptídeos. 

Com base neste fato e no conhecimento do problema acima 

di3cutido sobre a ir.corporação química de N~-acil-asparagina a 

derivados de aminoácidos e peptídeos, estudamos 

a síntese enzimática vários di- e tripeptídeos contendo 

asparagina (Machini de Miranda, 1985; Machini de Miranda e col., 

1986). 

A protease escolhida foi a termolisina que é urna 

metaloendopeptidase, termoestável e de peso molecular 37 500, 
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isolada do Bacillus thermoproteolyticus (Ohta e col., 1966). Esta 

protease contém Zn(II) no sítio ativo e sua termoestabilidade 

depende da presença de quatro íons Ca(II), os quais se situam em 

três sítios distintos localizados na superfície da enz i ma (Latt e 

col . , 1969; Feder e col., 1971; Dalhquist e col., 1976). O seu 

mecanismo de açâo envolve a participaçâo dos resíduos Glu 143 e 

His 231 e do Zn(II) (Kester e Mathews, 1977; Hangauer e co I . , 

1984), mas a sequência de açâo desta enzi lüa é ainda discutível 

(Holden e Mathews, 1988). No que se refere à especificidade, a 

termolisina hidrolisa preferencialmente ligações peptídicas onde 

P é um resíduo de aminoácido hidrof6bico (tabela 1, página l~ e 
1 

esta preferência é acentuada pela presença de um resíduo 

hidrof6bico em P (Morihará, 1974). Esta protease nâo apresenta 
1 :r lO g. vJ "'- -t. -G- Ir .Q. . I '1 f-- i? 

esterásica ou amidásica, ("fCa-rl <'Jhll en=e- ~.R=r=l~P§ ), atividade 

sendo que Isowa e col. (1977) e Isowa e I c hik awa (1979) já haviam 

utilizado a mesma como catalisador na síntese de Z-Asn-Phe-Phe
t 

OBu e Z-Asn-Ile-OMe,respectivamente, com sucesso . 

O estudo realizado por n6s para a elaboraçâo da 

Dissertaçâo de Mestrado consistiu inicialmente em determinar as 

condições 6timas de síntese do dipeptídeo Boc-Asn-Ile-OBzl, 

através da análise da influência do pH, tempo de reaçâo, 

concentraçâo de enzima, concentraçâo e volume da soluçâo de 

acetato de s6dio (que foi utilizada como solvente), da variaçâo 

da proporçâo entre os componentes carboxílico e amínico e da 

temperatura sobr e sua extensâo de síntese. A 
-2 

encontrada foi a seguinte: Boc-Asn-OH: 9,5 x 10 
-2 -7 

4,7 x 10 M; termolisina: 1, 3 x 10 M; solvente: 

0,2 M, pH 6, contendo acetato de cálcio 5,0 x 10 
o 

reaçâo: 48 horas; temperatura: 38 C. Tal 

melhor condiçâo 

M; H-Ile-OBzl: 

ac e tato de s6dio 
-2 
M; tempo de 

estudo forneceu 

conhecimentos te6ricos e técnicos valiosos para a obtençâo dos 
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di- e tripeptídeos mostrados na tabela 2, 
19. 

página 20 .Para cada 

um destes peptídeos, foram estudadas diversas condições de 

síntese. As que forneceram melhores resultados estão mostradas na 

tabela 2, página Os resultados obtidos no desenvolvimento 

deste trabalho nos possibilitaram concluir que: 

1. N~ -acil-L-asparagina pode ser incorporada a derivados de 

L-aminoácidos e a peptídeos mediante catálise por termolisina 

com bons rendimentos, sendo os produtos obtidos isentos CP 

contaminação por nitrilas ou quaisquer outros subprodutos. 

2. Os excelentes rendimentos conseguidos se deviam à 

precipitação dos produtos nos meios de reação, pois a mesma 

favorece a formação de ligação peptídica termodinâmica e 

cineticamente (Fruton, 1982). 

3. O valor do pH ótimo de síntese encontrado para as reações 

catalisadas por termolisina estava de acordo com o mecanismo 

de ação da mesma (Kester ~ Matthews, 1977). 

4. Entre os grupos protetores Boc-, Z-, e Moz- utilizado~ z- e 

Moz- permitiram a obtenção de dipeptídeos com excelentes 

rendimentos, provavelmente devido à menor so 1 ubi 1 i dade dos 

produtos formados nos meio de reação e maior interação do 

grupo protetor com o subsítio S da termolisina. 
2 

5. Os tripeptídeos requereram para sua síntese menores 

concentrações de enzima e tempo de reação em relação aos 

dioeptídeos. 

6. No método enzimático de formação de ligação peptídica as 

características estruturais dos reagentes e prodptos tem 

importância relevante, motivo pelo qual as condições ótimas de 

síntese diferiram de um peptídeo para outro. 

7. Uma vez estabelecido, o método enzimático de incorporação de 

N~ -acil-L-asparagina a resíduos de aminoácidos e a peptídeos 



Tabela 2. Resumo das melhores condições encontradas para a síntese enzimática de peptídeos estud~dos 

Peptídeo 

Boc-Asn-Ile-OBzl 

Z-Asn-Ile-OBzl 

Moz-Asn-Ile-OBzl 

Boc-Asn-Leu-OBzl 

Z-Asn-Leu-OBzl 

Z-Asn-Leu-OEt 

Moz-Asn-Leu-OBzl 

Boc-Asn-Phe-OBzl 

Z-Asn-Phe-OBzl 

Z-Asn-Phe-OEt 

Moz-Asn-Phe-OBzl 

Z-AtIO-Va 1-0Bz 1 

Moz-Aan-Val-OBzl 

Moz-Asn-Ile-Gly-OBzl 

Moz-Asn-Ile-Ala-OEt 

Moz-Asn-Ile-Leu-OBzl 

Moz-Asn-11 e-OBz 1 

a 

Comp. carboxílico 
amínico 
-3 

(.10 moI) 

2:1 

2: 1 

2:1 

2:1 

1:1 

1:1 

2:1 

1:1 

1: 1 

1:1 

1:1 

2:1 

2:1 

1:1 

1:1 

1:1 

1:1 

-2 
A SOlUÇa0 contém Ca(Ac) 5 x 10 M. 

2 

b 

SOIVldos em uma mistura constituída por 

Concentraçao 
de enzimas 

-5 
(.10 11) 

2,54 

2,54 

2,54 

2.54 

2,54 

2,42 

2,54 

0,76 

1,52 

2,40 

1.52 

3,81 

2,54 

0,56 

1,33 

0,56 

0,56 

a 
Volume de SOlUÇa0 
de acetato de s6-
dio 0.2M. pH 6.0 

(ml) 

20,0 

20,0 

20,0 

20,0 

20,0 
b 

10,0 

20,0 

35,0 

35,0 
b 

10,0 

35,0 
c 

20,0 

20,0 

20,0 

20,0 

20,0 

SOlUÇa0 de 
NaOH 1M 

-) 

(.10 moI) 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

Tempo,de 
reaçao 

(h) 

48 

48 

48 

48 

48 

24 

48 

72 

72 

24 

72 

72 

48 

5 

6 

5 

5 

Rendimento 

(i) 

83 

96 

95 

34 

79 

62 

94 

64 

78 

80 

95 

49 

91 

88 

95 

88 

89 

---------------------------------------------------------------------------

c 
À mistura de reaçao foram adicionados 2,0 de (NH ) SO Os reaQentes foram dis-

4 2 4 -2 
10,5 ml de SOlUÇa0 tampao Tris/HCl 0,2 M, pH 8, contendo C:a (Ac)2 5,0 x 10 11 , 

o 
2 1111 de MeOH e 1,5 1111 de DMF. Todos os acoplamentos foram realizados a 38 C sob aQitaçao, com .e~c,;ção 

o 
de Z-Asn-Leu-

OEt e Z-Asn-Phe-OEt Que foram realizados a 48 C. 

N 
O 
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pode se tornar valioso na obtenção de cadeias peptídicas 

contendo este aminoácido. 

4. Complexação de Ca(II) a peptídeos 

A ligação de Ca(II) a biomoléculas tem sido amplamente 

estudada devido ao fato deste íon estar envolvido em diversos 

processos biológicos essenciais à vida. Sua complexação a um 

grande número de peptídeos e proteínas parece estar diretamente 

associada ao seu transporte e armazenamento no organismo ou à 

estabilização da estrutura destas moléculas (Laurie, 1987). 

A natureza dos sítios de ligação de Ca(II) a estes 

compostos vem sendo estudada através da realização de estudos de 

análise conformacional de diversos peptídeos cíclicos e lineares 

em vários solventes contendo sais de cálcio. Os - mesmos 

possibilitam também a determinação do efeito causado na 

molécula em decorrência desta ligação. 

Campbell e colaboradores (1986) sintetizaram alguns 

peptídeos bicíclicos com o intuito de obter modelos que 

possibilitassem estudar suas estruturas tridimensionais e suas 

interações com cátions, mimetizando proteínas nativas dependentes 

de Ca(II) e outros íons. Kimura e Imanishi (1983) estudaram a 

complexação d~~~e-pro) e [Lys(Z)-Pro] a metais alcalino-: ~~~n~ 4 4 

t~rrosos em soluções alcoólicaE e acetonitrila, visando 

determinar a interação destes íons a ionóforos naturais. As 

conformações dos pept í deos .c.. ~ dQ ' (G I y-Pro-G I y-D-Al a -Pro) , 

(D-Phe-Pro-Gly-D-Ala-Pro) e (Ala-Pro-Gly-D-Phe-Pro) foram 

estudadas por Yenale col (1983) na presença de percloratos de 

cálcio e na ausência deles. Da mesma forma, as conformações de 
v -

.:, d~ - (L-Pr.o-GlY)3 (Kartha e col, 1982) :y?<Phe-prO)4 (Leu-Pro)4 e 
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(Lys (Z) -Pro) (Ki mura e Imanishi, 1981 ~ t--v (.t,J Gly-L-Cys (Bzl (Ot1e) -Sar 
4 

L-Pro ] (Shimizu e col., 1982) e (Gly-Gly- VaI-Pro ) (Urry e col., 
3 

1973) foram estudados. Usando técnicas espectroscópicas de 

dicroísmo circular, Raman, ressonância magnética protônica e 

cristalografia de raio-X, estes pesquisadores constataram 

alterações conformacionais destes peptídeos na presença de 

Ca(II) . 

No que se refere à peptídeos lineares, um número menor 

deles em relação aos cíclicos tem sido estudados em sua interação 

com Ca(II). Anathanarayanan e Shastri (1987) relataram a 

importância da existência de uma dobra na estrutura secundária 

de proteínas que ligam este íon, após realizarem estudos 

conformacionais de Pro-Gly-Ala-NHCH , Boc-Pro-Pro-Gly-Pro-NHCH 
3 3 

Boc-Pro-Pro-Ala-Pro-OH e Boc-Leu-Pro-Tyr-Ala-NHCH . O tetrapeptí-
3 

deo Ac-Asp-Ala-OH foi estudado como modelo da ligação de C~(II) a 

determinadas proteínas tais como parvalbumina de carpa, 

termolisina e calmodulina por Asso e colaboradores (1985). Em 

1985, Hollosi e colaboradores sugeriram que o pentapeptídeo 

Met-encefalina (Tyr-Gly-Gly-Phe-Met) forma complexos com este íon 

(Hollosi e col., 1985) e baseados nos dados destes autores 

Siemion e colaboradores (1985) sugeriram um modelo desta ligação. 

Em 1988, alguns oligopeptídeos do tipo Boc-Leu(Leu-Gln) - OBzl (n 
n 

= 1,3,5) foram analisados por espectroscopia nas regiões de 

ultra-violet i1 e infravermelho e por dicroismo circular na 

presença de Ca(II) por D'alagni e Manigrasso. Os resultados 

obtidos por estes autores demonstraram que os hepta_ e 

undecapeptídeos sofreram mudanças conformacionais em misturas de 

trifluoroetanol e água causadas por sua complexação a Ca (II). Tal 

ligação leva à uma dobra na molécula destes peptídeos (D'alagni e 

Manigrasso, 1988). 

\ 
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Os resultados obtidos nos estudos acima citados, 

indicaram que em peptídeos o Ca(II) se coordena preferencialmente 

aos oxigênios provenientes de grupos carboxila e carbonila 

presentes em suas estruturas. Alguns modelos destes complexos 

foram propostas Asso e col. , 1985; Siemion e col, 1985; Kartha e 

col., 1982. 

5. Hidr6lise de és teres de aminoácidos e de peptídeos catalisada 

por íons metálicos 

Desde a década de 1950 é conhecida a habilidade de vários 

íons metálicos catalisarem a hidr6lise de ésteres de 

determinados aminoácidos, peptídeos e seus derivados 

Bender e Turnquest (1957) estudaram a hidr6lise do éster 

etílico de glicina e D,L- fenilalanina em solução aquosa pH 7,3 

na presença de Cu(II) e sugeriram que nas condições utilizadas 

ocorria um aumento da velocidade de hidr6lise em relação à 

hidr6lise básica. Assumiram que este íon ativava o éster pela 

coordenação à sua carbonila. Posteriormente, Angelici e Leach 

(1967, 1968) descreveram que metais de transição promoviam a 

hidr6lise de ésteres de aminoácidos e seus derivados. 

Paralelamente, foi descri to que Cd (II), Ni (11), Mn CII), Co (11) , 

Fe(II), Zn(II), La(II), Cu(II), Pd(II), Nd(II), Gd(II), Sm(III), 

Dy ( I I I), E r (I I I), Y d (I I I ) e LuCIII) catalisavam a hidr6lise 

de ésteres etílicos de N,N'-diacetato de alanina em água e 

proposto um mecanismo de reação no qual o hidr6xido atacava o 

carbono carbonílico do éster coordenado ao íon metálico (Leach e 

Angelici, 1968). Mecanismos similares foram propostos por Hay e 

Nolan (1974) para a hidr6lise de ésteres de glicil-glicina, 

glicil - alanina e glicil-Ieucina catalisada por Cu(II) e por 
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Hay e Pujari (1986) para a hidr61ise de ésteres metílicos de 

glicil-leucina, glicil-alanina e alanil-glicina catalisada por 

Pd (I I) . Estes trabalhos demonstraram claramente que a capacidade 

destes íons catalisarem tais reações está diretamente relacionada 

à sua coordenação ao carbono carbonílico dos ésteres, o que leva 

à ativação dos mesmos. 

Não estão descritos na literatura entretanto, reações de 

hidr61ise ou de transesterificação de ésteres de peptídeos e de 

aminoácidos catalisadas por íons metálicos do grupo dos 

alcal ino-terrosos tais como Ca (II), Ba (II) e Mg (II), apesar de 

conhecida a habilidade de complexação deste íons a tais compostos 

(ítem anterior, página 21 ). 
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25. 
11 - OB,JETI')OS 

Inicialmente, este trabalho tinha o objetivo de dar 

continuidade ao estudo da incorporação de NJ-acil-L-asparagina 

a derivados de L-aminoácidos e a peptídeos mediante catálise por 

termolisina (Machini de Miranda e col., 1986), através da síntese 
t t 

de Z-Asn-Cys(S-BzI)-OBu Moz-Asn-Cys(S-Bzl)-OBu e Moz-Asn-

Cys(S-BzI)-Pro-Leu-Gly-NH Estes peptídeos for~m escolhidos por 
2 

serem necessários para a continuação do projeto de síntese 

enzimática de ocitocina em desenvolvimento em nosso laboratório 

(Tominaga e col., 1983; Pinheiro da Silva, 1984; Cheng e col., 

198 ) . 

Durante o decorrer do trabalho experimental, entretanto, 

foram feitas observações inéditas sobre reações de transesterifi-

cação na presença de Ca(II), que nos levaram a ampliar nosso 

objetivo. Por essa razão, nos dedicamos também a estudar: 

1. a síntese de Moz-Asn-Leu-Gly-OEt, Z-Asn-Leu-Gly-OEt, Boc-Asn
t 

Leu-Gly-OEt, Moz-Asn-Leu-Gly-OBzl, Moz-Asn-Leu-Gly-OBu , Moz-Gln-

Leu-Gly-OEt, Moz-Asn-Ile-Gly-OEt e Moz-Asn-Leu-Ala-OEt mediante 

catálise por termolisina; 

2. a transesterificação destes ésteres de peptídeos em metanol 

.e de ésteres de diversos outros peptídeos em soluções metanólicas 

contendo Ca (II) ; 

3. a transesterificação de Boc-aminoacil- e peptidil-resina de 

Merrifield em soluções metanólicas contendo Ca(II); 

4. a conformação preferencial de Moz-Asn-Leu-Gly-OEt através de 

montagem de modelo, ressonância magnética de prótons e 

espectrosocopia Raman. 



- -~_..........----- -_.~ -
_.~ __ . __ ,' ___ '_' ---..;... __ ._.~ ______ ._' __ ~ ____ ,"'-c._~_-

26. 
111 - MATER IAIS E MÉTODOS 

1. Reagentes e solventes 

Foram empregados reagentes de diversas procedências: 

L-aminoácidos (Ajinomoto do Brasil S/A); Z-Asn-OH, H-Cys(S-Bzl)-

OH, Boc-Val-Res, Boc-Gly-Res, Boc-Ala-Res e Z-Cys(S-Bzl)-Tyr-Ile
t 

OBu (Departamento de Biofísica da EFcola Paulista de Med i ~ina) 

t t 
Boc-Pro-OH, H-Gly-OEt.HCl, H-Gly-OBu Z-Cys(S-Bzl)-Tyr-OBu 

Z-Pro-Leu-Gly-OBzl e Z-Pro-Leu-Gly-OEt (sintetizados em nosso 

laboratório) Z-Asn-Leu-OEt, Z-Asn-Leu-OBzl, Z-Asn-Phe-OEt, 

Z-Asn-Phe-OBzl e Moz-Asn-Ile-Gly-OBzl (sintetizados no trabalho 

de Mestrado; Machini de Miranda e colo 1986) Boc-SDP, Moz-SDP e 

termolisina (Protein Research Foundation) e o-fenantrolina 

(Laboratório de Química Inorgânica, Instituto de Química da 

Universidade de São Paulo). Os demais reagentes e solventes 

utilizados foram adquiridos da Merck, Reagen, Grupo Química , 

Inlab e Riedel. 

A termolisina foi utilizada sem purificação prévia e 
-1 

apresentou a atividade específica de 9.000 - 10.000 PU. mg A 

mesma contém acetato de cálcio 20% (m/m) . 

O metanol saturado de amônia foi preparado em nosso 

laboratório. 

2 ~ Métodos analíticos 

2.1. Cromatografia em camada delgada 

As cromatografias em camada delgada realizadas para o 

acompanhamento das reações em estudo e determinação do valor de 

i' 
! 

i 
I 
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Rf dos produtos sIntetizados foram feitas em placas de sílica-gel 

G-60 (Merck) de 0,25 mm de espessura preparadas em nosso 

laborat6rio. 

Nas cromatografias realizadas para posterior leitura em 

densitômetro foram empregadas placas de celulose microcristalina 

0.1 mm (Polygram Cel 400, Macherey-Nagel ~ Co - Duren) 

Os sistemas de solventes empregados foram: 

clorof6rmio/metanol (v/v) : 98:2 (A) ; 95:5 (8) , 70:30 (C) : 

clorof6rmio/metanol/ ácido acético (v/v/v) 95: 5: 3 (D), 85:10:5 

(E) , 70: 20: 10 (F); acetona/ água (v/v): 70: 30 (G); clorof6rmio / 

metanol hidr6xido de amônio 17%, 30:30:15 (v/v/v) e fenol/ água, 

75: 25, (m/v) (I). 

As cromatografias em camada delgada realizadas foram 

indicadas como CCD , CCD , CCD , CCD , CCD , CCD , CCD ,CCD e 
A B C D E F G H 

CCD 
I 

os valores de Rf determinados para os compostos 

sintetizados foram indicados como Rf , Rf , Rf , Rf , Rf , Rf , 
A B C O E F 

Rf , Rf e Rf , sendo os índices correspondentes aos sistemas de 
G H I 

solventes acima descritos. 

2.2. Ponto de fusão. 

Os pontos de fusão dos derivados de aminoácidos e dos 

peptídeos sintetizados foram determinados em um aparelho da 

Àrthur H. Thomas Company, sem correção das temperatur3s de fusão 

observadas. 

2.3. Análise elementar 

Às quantidades percentuais de carbono, hidrogênio e 

nitrogênio foram determinadas em um microanalisador do tipo 
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CHN, modelo 240 da Perkin-Elmer, na Central Analítica do 

Instituto de Química da Universidade de São Paulo. 

2.4. Análise de aminoácidos 

As hidrólises dos peptídeos foram realizadas usando cerca 

de 1,0 mg de material na presença de ácido clorídrico 6 N a 
o 

110 C por 72 horas. As amostras hidrolisadas foram secas em um 

evaporador rotatório, diluídas em 2 ml de tampão citrato de 

sódio, pH 2,2 (0,2 M) e analisadas pelo método de Moore e Stein 

(1954) modificado por Moore (1968), em um analisador Beckman, 

modelo 120 e, provido de válvulas injetoras de amostras de 0,25 

ml. A estimativa da relação molar dos aminoácidos no hidrolisado 

foi feita considerando-se unitária a concentração do aminoácido 

mais próximo da média para todos os resíduos. Estas análises 

foram realizadas no Departamento de Biofísica da Escola Paulista 

de Medicina. 

2.5. eromatografia líquida de alta eficiência 

Foi utilizado um cromatógrafo da Waters composto por 

bomba M-45, injetor universal U-6K, módulo de compressão radial 

ReM-I0Q, espectrofotômetro Lambda-Max, modelo 481, registrador 

LKB-2210 e uma coluna de compressão radial do tipo Novapak e-18, 

4. u, 8 x 100 mm (sílica de fase reversa) . 

Foram utilizados metanol de grau cromatográfico (Merck) e 

água (Milli-Q) para a preparação das misturas eluentes 

utilizadas. 

As condiç6es de análise empregadas foram diversas estando 

descritas no item 3, seção de materiais e métodos. 
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2.6. Poder rotatório especifico 

As medidas de rotação específica foram feitas em um 

espectrofotômetro Cary 60. O solvente utilizado para a dissolução 

das amostras foi dimetilformamida. 

2.7. Ressonância magnética protõnica 

Os espectros de ressonância magnética protônica 

apresentados foram obtidos em espectrofotômetros Bruker AM 200 e 

AM 400,tendo sido realizados na Central Analítica do Instituto de 

Química da Universidade de São Paulo e nas Faculty of 

Pharmaceutical Science, (Kobe-Gakuin University, Kobe) e Tokyo 

College of Pharmacy, ( Tóquio). 

O solvente utilizado foi dimetilsulfóxido 

(DMSO-d ) 
6 

2.8. Espectrometria de massas 

deuterado 

Os espectros de massa foram realizados na Central 

Analítica do Instituto de Química da Universidade de São Paulo e 

na Tokyo College of Pharmacy, ( Tóquio, Japão) , tendo sido 

obtidos nos aparelhos Hewlett-Packard 5988 A e Hitachi M-80, 

respectivamente. 

2.9. Espectroscopia Raman 

Os espectros Raman foram feitos no I a b o r a t Ó 1- i o de 

Físico-Química do Departamento de Química Fundamental, Instituto 

de Química, Universidade de São Paulo, usando as amostras na 

forma sólida. O aparelho utilizado foi um espectrofotômetro 
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Jarel-Ash modelo 25-300, laser íon argônio, Ã= 514,5 nm. 

2.10. Densitometria 

As leituras de densitometria foram feitas em um aparelho 

Quick Quant II-Scan Fluor Vis, Helena Laboratories no laboratório 

de Bioquímica Clínica da Faculdade de Ciências Farmacêuticas, 

Univer~idade je São Paulo. 

2.11. Espectroscopia de absorção atômica 

As determinações do conteúdo de Ca(II) das amostras 

peptídicas por absorção atômica foram realizadas no Departamento 

de Química Fundamental do Instituto de Química da Universidade de 

São Paulo (utilizando o espectrômetro 403 de Perkin-Elmer) e na 

Faculty of Nutrition, Kobe-Gakuin University, Japão. 

As amostras a serem analisadas foram dissolvidas em 

metanol, metanol/ ácido clorídrico ou em dimetilformamida. Também 

foram feitas dosagens das mesmas após sua hidr6lise total com 
o 

ácido clorídrico 6 N por 18 horas a 110 C, remoção do ácido, 

secagem à vácuo sob pastilhas de hidróxido de sódio e dissolução 

do resíduo hidrolisado em água acidificada. 

3. Métodos preparativos 

3.1 . Síntese de derivados de aminoácidos e de peptídeos por 

método químico 

3.1.1. Moz-Asn-OH (Nagasawa e col., 1973) 

• 
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-1 
À uma solução contendo 1,0 x 10 moI (13,2 g) 

de L-asparagina, 55 ml de água e 21 ml de trietilamina foi 
-1 

adicionado 1,2 x 10 moI (33,4 g) de 2-tiocarbonato de p-metoxi-

benzil-S-4,6-dimetil-pirimidina (Moz-SDP) dissolvido em 55 ml de 

dioxano. A mistura resultante foi mantida à temperatura ambiente 

por tempo variável (20-24 horas) e o desenvolvimento da reação 

foi acompanhado por CCD . Após o seu término, a mistura foi 
F 

diluída com 150 ml de água, sendo o Moz-SDP que não reagiu 

extraído com 200 ml (2 x 100 ml) de acetato de etila. A fração 
o 

aquosa, resfriada a O C e acidificada com ácido clorídrico 5 N 

até pH 2, foi deixada na geladeira por urna noite para a 

cristalização do produto. Após filtração, lavagem com água 

gelada e secagem à vácuo na presença de pent6xido de fósforo, o 

produto foi analisado e mostrou-se cromatrograficamente puro. O 

rendimento da reação e os valores de ponto de fusão e de ·Rf do 
F 

produto estão expressos na tabela 4, página 70 , seção de 

resultados. 

3.1.2. Moz-Gln-OH (Nagasawa e col., 1973) 

Este composto foi sintetizado de acordo com o 

método descrito no ítem 
-1 

3.1.1. , página 30, partindo-se de 

1,0 x 10 moI (14, 6g) 

trietilamina, 1,2 x 

de L-glutamina, 55 
-1 

10 moI (32,6g) de 

ml de água, 21 ml de 

Moz-SDP e 55 ml de 

dioxano. O produto foi cristalizado e recristalizado no sistema 

de solventes metanol/ água e mostrou-se cromatograficamente puro 

(CCD ). O rendimento da reação e os valores de ponto de fusão e 
D 
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Rf do produto estão mostrados na tabela 4 , página 70 seção de 
D 

resultados. 

3.1.3. Boc-Asn-OH (Nagasawa e col . , 1973) 

Este derivado de L-asparagina foi obtido através 

do método descrito no ítem 3.1.1., 
-1 

página 30, partindo-se de 

1,0 x 10 moI (13,2g) de L-asparagina, 55 ml de água, 21 ml de 
-1 

trieti1amina, 1,1 x 10 moI (26,4 g) de tiocarbonato de t-butil-

S-4,S-dimetil-2-pirimidina (Boc-SDP) e 55 ml de dioxano. o 

produto cristalizado foi filtrado, lavado com etanol gelado, 

recristalizado em etanol, filtrado e seco à vácuo. O rendimento 

da reação e os valores de ponto de fusão e Rf do produto obtido, 
F 

o qual se mostrou cromatograficamente puro, estão descritos na 

tabela 4, página 70, seção de resultados. 

3.1.4. Boc-Leu-OH.H O (Nagasawa e col., 1973) 
2 

-1 
5,0 x 10 ml (120 g) 

adicionados à uma solução contendo 4,0 x 

de Boc-SDP 
-1 

10 mo 1 (52, 5 

foram 

g) de 

L-leucina , 84 ml de trietilamina, 220 ml de água destilada e 220 

ml de dioxano. A mistura resultante foi mantida a temperatura 

ambiente sob agitação por 24 horas e o desenvolvimento da reação 

foi acompanhado por CCD 
D 

Após o seu término, a mistura foi 

diluída com 500 ml de água destilada e o Boc-SDP que não reagiu 

extraído com 200 ml (2 x 100 ml) de acetato de etila. A fração 
o 

aquosa foi resfriada a O C, seu pH ajustado para 2 pela 

adição de ácido clorídrico 5 N e o produto extraído com 750 ml de 

acetato de etlla (1 x 150 ml, 2 x 300 ml). As frações acetálicas 

foram reunidas, lavadas com ácido clorídrico 1 N (2 x 150 ml), 
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solução saturada de cloreto de s6dio (1 x 100 ml) e seca sobre 
o 

sulfato de s6dio anidro por uma noite a 4 C. Ap6s filtração, o 

solvente foi eliminado à pressão reduzida e o resíduo obtido foi 

cristalizado e recristalizado no sistema metanol/ água, filtrado 

e seco à vácuo. O rendimento da reação e dados de ponto de fusão 

e Rf do produto puro obtido estão expressos na tabela 4, 
D 

página 70, seção de resultados. 

3.1.5. Boc-Ile-OH (Nagasawa e col., 1973) 

Este composto foi sintetizado segundo o método 
-1 

descrito no item 3.1.4., página 3~ a partir de 1,0 x 10 moI 

C23,2 g) de L-isoleucina, 55 ml de água, 21 ml de trietilamina, 
-1 

1,1 x 10 moI C26,4 g) de Boc-SDP e 55 ml de dioxano. Após o 

término da reação, detectado por CCD , o produto foi extraído da 
A 

fração aquosa ácida, com 300 ml (2 x 150 ml) de acetato de 

etila. A fração acetálica foi lavada como descrito no item 

anterior com 100 ml de solução ácida e 100 ml de solução saturada 

de cloreto de s6dio. O produto cristalizado após eliminação de 

parte do acetato de etila foi recristalizado com acetato de 

etila/ éter de petr6leo, filtrado e seco à vácuo. Quando 

analisado, mostrou-se cromatograficamente puro (CCD ). O 
A 

rendimento da reação e os valores de ponto de fusão e Rf do 
D 

produto '"7(\ 
, ... I de tabela seção estão descritos 4, página na 

resultados. 

3.1.6. Boc-CysCS-Bzl)-OH (Itoh e col., 1975) 

-2 
À uma solução contendo 1,0 x 10 moI (2,1 g) 

de H-Cys(S-BzI)-OH, 8 ml de água, 2 ml de trietilamina e 6 ml de 

"-
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-2 
dioxano, foi adicionado 1,0 x 10 moI (2,7 g) de 2-t-butiloxi-

carboniloxiimino-2-fenilacetonitrila (Boc-ON) . A mistura 

resultante foi deixada à temperatura ambiente sob agitação e o 

desenvolvimento da reação acompanhado por CCD. Completada a 
D 

reação, o dioxano foi eliminado por evaporação à pressão reduzida 

e após a adição de 15 ml de água à mistura, o Boc-ON residual foi 

extraido com 15 ml de acetato de etila. A fração aquosa foi então 
o 

resfriada a O C, o pH ajustado para 2 e o produto extraído com 

40 ml (2 x 20 ml) de acetato de etila. A fração acetálica foi 

lavada com 20 ml (2 x 10 ml) de água e seca sobre sulfato de 

sódio anidro. Após filtração, o acetato de etila foi eliminado em 

evaporador rotatório e o produto foi cristalizado e 

recristalizado em éter anidrol éter de petróleo, filtrado e 

seco à vácuo. Sua pureza foi confirmada por CCD . Alguns dados de 
D 

sua caracterização e o rendimento obtido estão expressos na 

tabela 4, página 70, seção de resultados e discussão. 

3.1.7. Boc-Cys(S-Bzl)-ONp (Beyerman e col., 1968) 

Em 60 ml de acetato de etila foram dissolvidos 
-2 -2 

3,0 x 10 moI (9,3 g) de Boc-Cys(Bzl)-OH e 6,0 x 10 mal (8,3 g) 

de p-nitrofenol. Após o resfriamento em banho de gelo seco e 
-2 

etanol, foram adicionados à mistura 3,3 x 10 mal (6,9 g) de N, 

N'-diciclohexil-carbodiimida (DCC) e a reação foi deixada por 30 

mino no mesmo banho e em seguida à temperatura ambiente por uma 

noite. Após análise 

diciclohexiluréia (DCU) 

do meio reacional por 

formada foi filtrada e o 

CCD a 
D 

solvente 

eliminado em evaporador rotatório. O resíduo oleoso resultante 

foi cristalizado no sistema etanol/ éter de petróleo. Os cristaIs 

obtidos foram recristalizados no mesmo sistema até se 
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apresentarem puros em CCO . O rendimento da reação e os valores 
O 

de ponto de fusão e Rf do produto estão na tabela 4, página 70 
O 

seção de resultados. 

3.1.8. H-Ala-OEt.HCI (Goodman e McGahren, 1967) 

-2 
A suspensão de 5,0 x 10 moI (4,4 g) de L-alanina 

em 100 ml de etanol saturado com cloreto de hidrogênio anidro foi 

agitada até a dissolução total do aminoácido. O desenvolvimento 

da reação foi acompanhado por CCD . Terminada a reação, o etanol 
C 

e o cloreto de hidrogênio foram eliminados à pressão reduzida. O 

resíduo obtido foi seco à vácuo e analisado por CCD , mostrando
C 

se puro. O rendimento da reação e alguns dados de caracterização 

do produto estão mostrados na tabela 4, página 70, seção de 

resultados. 

3.1.9. H-Gly-OBzl.Tos (Cipera e Nicholls, 1955) 

Em um balão de 500 ml contendo 50 ml de álcool 
-1 

benzílico e 100 ml de benzeno foram colocados 
-1 

1,0 x 10 moI 

7,5 g) de glicina e 1,2 x 10 moI (32,8 g) de ácido p-tolueno-

sulfônico monohidratado. Este balão foi adaptado ao aparelho de 
o 

Oean - Stark e aquecido em banho de óleo mantido a 100-110 C. O 

desenvolvimento da reação foi acompanhada por CCD e apó8 o seu 
E 

término, foram adicionados ao meio reacional 160 ml de éter 

etílico e 160 ml de éter de petróleo para a cristalização do 

produto. Este foi filtrado, recristalizado no sistema metanol! 

éter etílico, seco à vácuo e sua pureza confirmada por CCD . O 
E 

rendimento obtido e os dados de ponto de fusão e Rf do produto 
E 

estão expressos na tabela 4 , página 70, seção de resultados. 

-
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t 
3.1.10. H-CysCS-BzI)-OBu (Roeske, 1963) 

o isobutileno necessário para a preparação do 

éster butílico da S-benzil-L-cisteína foi obtido conforme o 

método de Senderens (1912) , gotejando-se álcool terc-butílico 

sobre ácido sulfúrico 20% contido em um balão de três bocas e 
o 

mantendo-se a temperatura entre 95 e 100 C com o uso de manta 

aquecedora. o isobutileno gasoso gerado passou através de um 

condensador de um metro de altura montado para refluxo e por um 
o 

frasco lavador contendo sulfato de cálcio anidro mantido a O C. 

Foi então coletado em um balão de 250 ml mergulhado em banho de 

gelo seco e acetona. 85 ml deste isobutileno líquido foram 

transferidos para um balão contendo urna mistura de 75 ml de 

dioxano destilado (seco sobre fio de sódio), 7,5 ml de ácido 
-2 

sulfúrico concentrado e 5,0 x 10 moI (10,5 g) de S-benzil-L-

cisteína. o balão contendo esta mistura foi fechado 

hermeticamente e deixado à temperatura ambiente por urna noite, 

sob agitação. Após resfriamento em banho de gelo seco e acetona, 

foram adicionados à mistura 500 ml de éter etílico juntamente com 

350 ml de hidróxido de sódio 1 N. A fase etérea foi separada da 

fase aquosa, que foi lavada com mais 300 ml (2 x 150 ml) de éter 

etílico. Todas as fases orgânicas foram então reunidas e secas 

sobre sulfato de sódio anidro. Após filtração do sal, o 

filtrado foi submetido à evapo!:"ação à pressão reduzida, 

resultando em um produto oleoso. O mesmo foi dissolvido em etanol 

e transformado em cloridrato pela adição de solução de ácido 

clorídrico 3 N à solução etanólica. Os cristais assim obtidos 

mostraram-se puros em CCD . O rendimento da reação e os valores 
D 

do ponto de fusão e Rf do produto estão descritos na tabela 4. 
D 

página 70 , seção de resultados. 
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3.1.11. Boc-Leu-Gly-OEt (K~nig 
37. 

e Geiger, 1970) 

-2 
5,5 x 10 moI (5,3 g) de H-Gly-OEt.HCI foram 

dissolvidos em 100 ml de diclorometano gelado (em banho de gelo 

seco e acetona) e neutralizado com trietilamina. À solução 
-2 

resultante foram adicionados 
-2 

5,0 x 10 moI (11,6 g) de Boc-Leu-

OH.H O, 5,0 
2 

x 10 
-2 

x 10 

moI (10,3 g) de N,N'diciclohexil-carbodiimida 

(DCC) e 5, O moI (6,8 g) de 1-hidroxibenzotriazol (HOBt) . 

A reação foi deixada em banho de gelo seco e acetona por 30 

minutos e posteriormente à temperatura ambiente, sendo seu 

desenvolvimento acompanhado por CCO . Seu pH foi verificado em 
D 

intervalos de tempo regulares. Terminada a reação, a 

diciclohexiluréia (DCU) formada foi filtrada e o solvente 

eliminado à pressão reduzida. O resíduo obtido foi dissolvido em 

acetato de etila, lavado com ácido clorídrico 1 N, água, 

bicarbonato de sódio 5% (m/v) e água e seco sobre sulfato de 

sódio anidro. Após filtração e eliminação parcial do acetato de 

etila, o produto foi cristalizado no sistema acetato de 

etila/ éter de petróleo, recristalizado no mesmo sistema de 

solventes e seco à vácuo. Sua pureza foi confirmada por CCO . O 
D 

rendimento obtido, bem como alguns dados de caracterização do 

mesmo estão mostrados na tabela 5, página 71 seção de 

resultados. 

3.1.12. Boc-Leu-Gly-OBzl (Konig e Geiger, 1970) 

Este peptídeo foi sintetizado segundo o metodo 
-3 

descrito no item 3.1.11., página 37, a partir de 7,0 x 10 moI 
-3 

(1,62 g) de Boc-Leu-OH.H O, 
-3 1-

7,2 x 10 

Tos, 7,0 x 10 moI (114 g) de DCC, 

mo I (1,2 g) 
-3 

7,0 x 10 moI 

de H-Gly-OBzl. 

(1,0 g) de 
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ROBt e 40 ml de diclorometano. A fração acetálica foi lavada 

até ser constatada a pureza do peptídeo nela contido através de 

tco . Ap6s eliminação total do acetato de etila, o resíduo oleoso 
O o 

foi seco à vácuo e estocado a 4 C. O rendimento da reação e o Rf 
O 

do produto estão mostrados na tabela 5, página 71, seção de 

resultados. 

t 
3.1.13. Boc-Leu-Gly-OBu (K~nig e Geiger, 1970) 

~ 

Este peptídeo foi obtido de acordo com o método 
-3 

descrito no item 3.1.11., página 37, partindo-se de 6,5 x 10 
-3 

moI 
t 

de H-Gly-OBu , (1,5 g) de Boc-Leu-OH.H O, 7,0 x 10 
-3 2 

7,0 x 10 moI (1,4 g) de DCC, 

moI (1,0 g) 
-3 

7,0 x 10 moI (1, O o) de 

HOBt, 40 ml de diclorometano e 1 ml de dimetilformamida . A 

fração acetálica foi lavada até a constatação por CCO da pureza 
D 

do produto nela contido. Ap6s a eliminação total do acetato 

de etila e secagem à vácuo, o mesmo foi estocado na forma 

de 61eo. O renáimento da reação e o Rf de dipept!deo obtido 
O 

estão expressos na tabela 5, páoina 71, seção de resultados. 

3.1.14. Boc-Ile-Gly-OEt (K~niq e Geioer, 1970) 

Boc-Ile-Gly-OEt foi sintetizado segundo o 

descrito no ítem 3.L11. , páoina 37, a partir de 5,0 x 10 
-3 

método 
-3 

moI 

(1,2 O) de Boc-Ile-OH, 5,0 
-3 

x 10 moI (0,5 O) 
-3 

DCC, 5,0 x 10 moI 

de 'H-GI y-OEt. HCl, 

5,0 x 10 moI (1,0 O) de (O 17 O) de HOBt, 

50 ml de diclorometano e 2 ml de dimetiformamida. Durante a 

eliminação parcial do acetatq de etila em evaporador rotat6rio, 

Ocorreu a cristalização do produto. O mesmo foi recristalizado no 

Sistema acetato de etila/ éter de petr6leo, seco ~ vácuo e 
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mostrou-se puro quando analisado por CCD . O rendimento da reação 
D 

e alguns dados de caracterização do peptídeo obtido estão 

descritos na tabela 5, página 71 , seção de resultados. 

3.1.15. Boc-Leu-Ala-OEt (Konig e Geiger, 1970) 

Este composto foi obtido segundo o método 
-3 

descrito no item 3.1.11, página 37 , partindo-se de 5,0 x 10 moI 
-3 

(1,2 g) 

5,0 x 10 

de Boc-Leu-OH, 5,0 x 10 
-3 

moI (0,7 g) 

-3 
moI (1,0 g) de DCC, 5,0 x 10 moI 

de H-Ala-OEt.HCI, 

(0,7 g) de HOBt, 

55 ml de diclorometano e 2 ml de dimetilformamida. A fração 

acetálica foi lavada até ser constatada por CCD a pureza do 
D 

produto nela contido. O acetato de etila foi eliminado e o 

resíduo oleoso seco à vácuo. O rendimento da reação e o Rf 
D 

do produto estão expressos na tabela 5, página 71, seção de 

resultados. 

3.1.16. Remoção do grupo Boc- com ácido trifluoroacético 

(Schnabel e col., 1968) 

O composto contendo o grupo Boc- como protetor de 

~-aminogrupo foi suspenso em diclorometano e resfriado em banho 

de gelo seco e acetona. À suspensão resultante foi adicionado o 
o 

ácido trifluoroacético. Após 10 minutos a -70 C, a reação foi 

deixada à temperatura ambiente sob agitação. O desenvolvimento 

da reação foi acompanhado por CCD e ap6s o seu término, o 
O 

solvente e o ácido trifluoroacético foram eliminados à pressão 

reduzida em evaporador rotatório. Ao resíduo obtido fOI 

adicionado éter etílico anidro, que foi em seguIda eliminado da 

mesma maneira. Esta operação foi repetida por três vezes. Nos 
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casos em que ocorreu precipitação do produto em éter etílico, 

este foi filtrado e seco à vácuo. Quando não houve precipitação, 

o óleo resultante da evaporação do éter etílico foi seco à vácuo 

na presença de hidróxido de potássio por uma noite. 

3.1.17. Boc-Pro-Leu-Gly-OEt (Konig e Geiger, 1970) 

Este peptiàeo foi sintetizado de acordo com o 

método descrito 
-2 

no item 3.1.11., página 37 , partindo-se 

2,6 x 10 moI 
-2 

de Boc-Pro-OH, 2,6 x 10 (5,6 g) 

-2 
HOBt, 2,6 x 10 moI (5,4 g) de oee e do 

-2 
produto 

moI (3,5 g) 

resultante 

de 

de 

da 

desproteção de 3,6 x 10 moI (8,3 g) de Boc-Leu-Gly-OEt 

(conforme o ítem 3.1.16, página 39 dissolvidos em 120 ml de 

diclorometano e 5 ml de dimetilformamida. O produto foi 

cristalizado e recristalizado no sistema acetato de etila/ éter 

de petróleo até se mostrar cromatograficamente puro em eCD . O 
D 

rendimento da reação e os valores de ponto de fusão e Rf do 
O 

produto estão expressos na tabela 5, página 71 seção de 

resultados. 

3.1.18. Boc-Pro-Leu-Gly-NH (Ressler e du Vigneau, 1954) 
2 

-2 
2,3 x 10 moI (9,6 g) de Boc-Pro-Leu-Gly-OEt 

foram dissolvidos em 150 ml de metanol saturado de amônia gelado 

em um balão de paredes reforçadas. Àpós vedação adequada, a 

reação foi deixada a ocorrer em repouso por 48 horas à 

temperatura ambiente. Constatada a transformação total em amida 

através de eco, 
E 

a mistura foi então resfriada em banho de 

gelo seco e açetona. O solvente foi eliminado à pressão reduzida. 

Ào resíduo resultante foi adicionado acetato de etila e a mistura 

1 
J 
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foi deixada em geladeira para a cristalização do produto, o qual 

mostrou-se cromatograficamente puro. O rendimento da reação e 

alguns dados da caracterização do peptídeo amonolisado estão 

mostrados na tabela 5, página 71 , seção de resul tados. 

3.1.19. Z-Pro-Leu-Gly-NH (Ressler e du Vigneau, 1954) 
2 

-3 
7 ,9 x 10 mo I ( 3 , 5 g) de Z-Pro-Leu-Gly-OEt foram 

o 
dissolvidos em 200 ml de metanol saturado de amônia a O C. Após 

vedação adequada, a mistura foi deixada em repouso à temperatura 

ambiente por 72 horas. O solvente foi eliminado por evaporação à 

pressão reduzida e ao resíduo resultante foi adicionado acetato 

de etila para cristalização. O produto obtido, recristalizado no 

mesmo solvente e seco à vácuo, mostrou-se cromatograficamente 

puro (CCD ). O rendimento da reação e o Rf do mesmo estão 
E E 

expressos na tabela 5 , página 71 , seção de resul tados. 

3.1.20. Moz-Asn-Leu-Gly-NH (Ressler e du Vigneau, 1954) 
2 

Este composto foi preparado segundo 
6 

o método 
-3 

descrito no ítem 3.1.1/., página 40 , a partir de 1,0 x 10 moI 

(0,5 g) de Moz-Asn-Leu-Gly-OEt e 50 ml de metanol saturado de 

amônia. O rendimento da reação e os dados de caracterização do 

produto obtido estão expressos no item 2.3., seção de resultados. 

3.1.21. H-Pro-Leu-Gly-NH 
2 

-3 
A 7, 3 x 10 mo 1 (3. 1 g) de Z-Pro-Leu-Gly-NH 

2 
dissolvidos em 50 ml de metanol, foi adicionado carvão paladiado 

10% umedecido. A mistura foi deixada à temperatura ambiente, sob 



aÇJitação, a 60 psi (4 a tm) 
42. 

de H em uma bomba Parr. 
2 

o 

desenvolvimento da reação foi acompanhado por CCD . Completada a 
D 

hidrogenação, o carvão foi filtrado em camada de celulose 

microcristalina umedecida e o etanol foi eliminado por 

evaporação à pressão reduzida. O resíduo obtido foi utilizado sem 

cristalização prévia. 

Método 

3.1.22. Boc-Cys(S-Bzl) - Pro-Leu-Gly-NH 
2 

i (Weygand e co 1 ., 1966) 

o tetrapeptídeo Boc-Cys(S-Bzl)-Pro-Leu-Gly-NH 
2 

foi obtido segundo o método descrito no item 3.1 . 11, página 37 
-3 

modificado, partindo-se de 7, 3 x 10 
-3 

moI (2,3 g) de Boc-Cys
-3 

(S-BzI)-OH, 7,3 x 10 moI (1,5 g) de DCC, 7,3 x 10 moI de 

n-hidroxisuccinimida (HOSu) e de H-Pro-Leu-Gly-NH (resultante da 
2 

hidrogenação catalítica, ítem 3.1.21., página 41 ) dissolvidos em 

10 ml de dimetilformamida. Após a filtração da DCU e sua lavagem 

com metanol, este solvente foi eliminado à pressão reduzida. O 

meio reacional foi deixado em geladeira por uma noite na presença 

de 20 ml de acetato de etila e 20 ml de éter de petróleo para 

cristalização do produto. O produto precipitado foi 

recristalizado em metanol/ água. O rendimento obtido bem como os 

valores de ponto de fusão e Rf estão expressos na tabel~ S, 
E 

página 71 , seção de resultados. 

Método 2 (Bodanszky, 1955) 

A solução contendo o produto resultante da 
-3 

desproteção de 2,2 x 10 moI (0,9 g) de Boc-Pro-Leu-Gly-NH 
2 
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(ítem 3.1.16, páÇJIna 39 ) e 4 ml de dimetilformamida, foi 
-2 

resfriada em banho de gelo-seco e acetona, 2,0 x 10 moI 

(0,9 g) de Boc-Cys(S-Bzl)-ONp e N-metilmorfolina até pH 7,8 

foi em seguida adicionado à mistura sendo a reação deixada à 

temperatura ambiente, sob agitação. o desenvolvimento de reação 

foi acompanhado por CCD e o pH verificado em intervalos de 
E 

tempo regulares. Completada a reação, o produto foi precipitado 

pela adição da mistura acetato de etil~! éter de petr6!eo ( , , 
\, ..1... ..J... I 

v/v). Após filtração, o produto foi recristalizado no sistema 

me tano I / á (] ua e seco à vácuo. O rend imen to da reação e a I guns 

dados de caracterização do produto estão mostrad os na tabela 5 

página 71, seção de resultados. 

3.1.23. Moz-Asn-Cys (S -Bzl)-Pro-Leu-Gly-NH (Konig e 
2 

Geiqer, 1970) 

Este pentapeptideo foi sintetizado segundo o 

método descrito no 
-4 

item 3.1.11., página 37 , a partir de 
-4 

mg) de Moz-Asn-OH, 5,2 x 10 moI (70 mg) 2 , 6 x 10 mo I ( 7 O 
-4 

de HOBt, 5,2 x 10 moI (l07 mg) de DCC e do produto resul tante da 
-4 

desproteção de 2,5 x 10 moI (147 mÇJ) de Boc-Cys (S-Bzl)-Pro-

Leu-Gly-NH 
2 

ítem 3.1.16., página 39) dissolvidos em 4 ml de 

diclorometano e 2 ml de dimetilformamida. Após a filtração da 

DCU e da elimininação do diclorometano à pressão r aduzi da, foram 

adicionados ao meio reacional 40 ml de acetato de etila. Após uma 

noite em geladeira, o produto cristalino obtido foi filtrado, 

recristalizado no sistema metanol / éter etílico e seco à vácuo. O 

rendimento da reação e os valores de ponto de fusão e Rf do 
f 

produto estão expressos na tabela 5 e item 1. 2. , páginas 71 e 

e 69 , seção de resultados. 
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3.1.24. Boc-Leu-Gly-Res (Mer-rifield, 1969; ste'.vart e 

Young, 1969 e 1984) 

Este Boc-dipeptidil-resina foi obtido pelo método 

de síntese em fase sólida partindo-se de 0,46 g de Boc-Gly-Res 

(Res Polímero de poliestireno e divinilbenzeno). ÀS etapas de 

síntese e as operações realizadas estão enumeradas no esquema 4, 

página 45. 

Inicialmente o Boc-aminoacil-resina é suspenso em 

diclorometano e lavado (operação 1) para posterior desproteção 

com ácido trifluoroacético 30% em diclor ometano (oper ação 2-4) e 

neutralização com trietilamina 10% em diclorometano (operação 

3-7). Em seguida é realizado o acoplamento do Boc-aminoácido 

desejado ao aminoacil-Res utilizando um excesso de 2,5 vezes do 

primeiro e de DCC dissolvidos em diclorometano (operação 8). O 

desenvolvimento da reação é monitorado segundo o método de Kaiser 

(Kaiser e col., 1970), o qual permite detectar a quantidade de 

aminogrupos livres. Em geral este monitoramento é realizado após 

2 horas de reação 

(desenvolvimento 

(operação 9). Caso o r~sultado seja positivo 

de coloração azul na 

aminoacil-Resina ou peptidil-Resina é lavado 

suspensão) , 

(operação 10) 

o 

e 

subtmetido ao reacoplamento nas mesmas condições já descritas na 

operação 8. Se o teste é negativo (suspensão levemente amarela), 

prossegue-se a síntese (operações 10-13). Estas etapas são 

repetidas para a elongação da cadeia peptídica até a obtenção do 

Boc-peptidil-Resina desejado, 

(operações 14-15) 

que é seco à vácuo e analisado 

O rendimento da reação e os resultados da análise 

de aminoácidos real i zada estão descri t o s no ítem 1. 2.2. , páqlna 

72. 



ETAPAS ESQUEMA OPERAÇOES 

------------------,-------------
Oeap["oteç&o doCH 

] 
CH 

] 

.,(-amlnO\l["Upo 

Neut["alização 

do .,(-amlnO\lrUpo 

Acoplamento 

H C - C - O-CO - NH - CH - COO - Rea --) CH c C + CO + F C - coo 
3 2 2] 

CH 
] 

F C - COO 
3 

CH 
I ] 

R 
1 

+ 
H N - CH - COO - Res --) 

3 I 

R 
1 

CH 
] 

H N - CH - COO - Res 
2 

R 
1 

H C - C - O - CO - NH - CH - COOH + H N - CH - COO - Res 
] I I 2 

CH 
3 

R 
2 

CH 
I 3 

R 
1 / 

+ H N - CH - COO - Res 
] 

R 
1 

H C - C - O - CO - NH - CH - CO - NH - CH - COO - Rea 
3 

Isolamento e 

Caracterização 

CH 
3 

R 
2 

R 
1 

1. DCM por 2' 
(3 vezes) 

2. TFAlDCM ]01 
por 1,5' 

] . TFAlDCM ]01 
por 3D' 

4. lavaQem com 
DCM por 2 ' 
(6 vezes) 

5. TEA/DCM 10l 
por 1.5 ' 

6 . TEA/DCM 10& 
por lO' 

7. lava\lem com 
OCM por 2 ' 
(6 vezes) 

8. Boc-aa + DCC 
(2,5 EQ) em 
DCM 

9. monitoramen-
to da reação 

10. lava\lem com 
DCM por 2 ' 
(6 vezes) 

11. lava\lem com 
DCM/EtOH 
(501) (2 ve-
zes) 

12. lavaQem com 
EtOH 
(3 vezes) 

13. lavaQem com 
EtOH/DCM 
(501) (2 ve-
zes) 

14. secaQem à 
vácuo 

15. análise de 
aminoácidos 

Esquema 4 . Etapas de síntese em fase sólida de Boc-peptldll-resina de Merrifield. R 
1 

e R 
2 

referem-se às cadeias 

laterais doa aminoácidos. 

oi':> 
V1 
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3.1.25. Moz-Asn-Leu-Gly-Res 

Moz-Asn-Leu-Gly-Res foi sintetizado de acordo com 

o método descrito no ítem 3.1.24., página 44, a partir de 1,17 g 

de Boc-Leu-Gly-Res . o rendimento da reação e os result3dos da 

análise de aminoácidos realizada estão descritos no ítem 1.2.2., 

página 72. 

3.2. Síntese enzimática de peptideoscontendo asparagina 

3.2.1. Método geral empregado na formação de liqações 

peptídicas 

a. Reação em sistemas homogêneos 

Os componentes carboxílicos e amínico foram 

dissolvidos em tampão ou solução salina de pH e concentração 

conhecidos ou em misturas dos mesmos com solventes orgânicos 

miscíveis. Após a dissolução completa ou parcial destes 

reagentes, quantidade estequiométrica de solução de hidróxido de 

sódio I M foi adicionada ao meio de reação para neutralização do 

componente amínico, que se encontrava em forma de cloridrato ou 

de trifluoroacetato. A enzima foi então adicionada e a mistura 

reacional incubada à tempera~ura definida por intervalo de tempo 

definido, sob agitação moderada. O desenvolvimento da reação foi 

acompanhado por CCD. 
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b. Reações em sistemas heterogêneos 

A enzima foi dissolvida no tampão ou em 

solução salina de pH e concentração conhecidos. Após suave 

agitação, necessária para a hidratação da mesma, foram 

adicionados à mistura os componentes carboxílico e amínico, 

quantidade estequiométrica a do componente amínico de solução 

de hidróxido de sódio 1 M e volume conhecido de solvente orqânic0 

imiscível. A mistura reacional foi incubada à temperatura 

definida por intervalo de tempo definido, sob vigorosa agitação. 

o desenvolvimento da reação foi acompanhado por eCD. 

Em ambos os sistemas de reação, quando a 

enzima utilizada foi termolisina, as soluções salinas continham 
-2 

acetato de cálcio 5,0 x 10 M. Quando se usou papafna, foi 

borbulhado N na mistura e adicionado ~-mercaptoetanol ao meio de 
2 

reação antes da adição da mesma. 

Nos casos em que ocorreu precipitação do 

produto no meio reacional, o mesmo foi filtrado (em funil de 

placa porosa previamente tarado), lavado com ácido clorídrico 

1 M, água, solução de bicarbonato de sódio e água (m/v) e seco a 

vácuo na presença de pentóxido de fósforo até peso constante. O 

rendimento da reação foi determinado por gravimetria. 

Nos casos em que o produto formado era solúvel 

no meio reacional, o rendimento foi determinado por HPLC através 

da injeção de quantidades conhecidas das misturas de reação 

diluídas e comparação das áreas de picos obtidos às de curva-

padrões feita com padrões autênticos. 

t 
3.2.2. Z-Asn-Cys(S-Bzl)- OBu 

A síntese deste composto mediante cacálise por 
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termolisina foi estudada nas condições experimentais mostradas. na 

tabela 6, do ítem 2.1., página 73 , segundo o método descrito no 

ítem 3.2.1., página 46. 

A presença (+) ou ausência (-) do produto desejado 

nos meios reacionais, detectada por CCD 
D 

estão indicadas na 

mesma tabela. 

Este dipeptídeo foi também sintetizado utilizando 
-4. 

papaína na seguinte condição experimental: 5,0 x 10 
-4. 

mal (150 mg) 
t 

de Z-Asn-OH, 5,0 x 10 mal (14.0 mg) de H-Cys(S-BzI)-OBu .HCI, 

ml de tampão fosfato 0,2 M (pH 5,5), 2,8 ml de etanol, 
-6 

6 

2,3 x 10 mal (4.8 mg) de papaína e 2 gotas de {3 -mercaptoetanoL 
o 

72 horas, 38 C. O produto precipitado obtido foi isolado como 

descrito no ítem 3.2.1., página 46 e recristalizado em etanol, 

sendo utilizado como padrão nas reações de síntese com termolisi-

na. O rendimento da reação e os dados de caracterização do mesmo 

estão expressos no item 2.1., página 72, seção de resultados. 

t 
3.2.3. Moz-Asn-Cys(S-Bzl)-OBu 

Sua síntese catalisada por termolisina foi 

estudada nas condições experimentais descritas na tabela 6, 

do ítem 2.2., página 74 , segundo o método geral de formação de 

ligações peptídicas ( ítem 3.2.1., página 46). A presença (+) ou 

ausência (-) do produto desejado nos meios reacionais, detectada 

por CCD , estão indicadas na mesma tabela. 
D 

Este composto também foi sintetizado mediante 

catálise 
-4. 

5,0 x 10 

por papaína na seguinte condição 
-4 

mal (150 mg) de Moz-Asn-OH, 5,1 x 10 
t 

experimental: 

mal (14.0 mg) de 

H-Cys{S-BzI)-OBu .HCI, 6 ml de tampão fosfato 0,2 M (pH 5,5), 
-6 

2,8 ml de etanol, 1,0 x 10 mal (21 mg) de papaina e 2 gotas de 
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~ -mercaptoetanol, 90 horas, 38 C. O produto precipitado obtido 

foi isolado como descrito no ítem página 46 e 

recristalizado em etanol. O rendimento da reação e os dados de 

caracterização do dipeptídeo, o qual foi usado como padrão na 

reação de síntese do mesmo com termolisina, estão mostrados no 

ítem 2.1., página 72. 

3.2.4. Moz-Asn-Cys(S-Bzl)-Pro-Leu-Gly-NH 
2 

Sua síntese utilizando termolisina como 

catalisador foi estudada nas condições experimentais mostradas na 

tabela 3, página 50 , de acordo com o método descrito no item 

3.2.1., página 4& A presença (+) ou a ausência (-) do produto 

foi detectada por HPLC, em condições adequadas analisando-se os 

meios reacionais estudados ap6s sua filtração em membranas 

Durapore GVWP de 0,22 u da Millipore. 

As condições de análise foram determinadas 

previamente através de um estudo da separação entre os reagentes 

Moz-Asn-OH e H-Cys(S-Bzl)-Pro-Leu-Gly-NH .TFA e o produto 
2 

Moz-Asn-Cys(S-Bzl)-Pro-Leu-Gly-NH dissolvidos em metanol 
2 

(2,5 

mg/ml), usando como eluentes as misturas metanol/ água 8:2, 7:3 e 

6:4 (v/v), fluxo = 1,0 ml/min, detecção = 254 nm, sensibilidade 

= 0,2, registro = 0,1 mm/seg. Os resultados obtidos estio 

descritos no ítem 2 . 3., página 74 seção de resultados. Nos 

casos em que foi confirmada a presença de produto solúvel na 

reação, foi feita a quantificação do mesmo como descrito no ítem 

3.2.1. ,página 46 

o precipitado obtido na síntese C, foi filtrado, 

lavado e seco à vácuo na presença de pent6xido de fósforo como 

descrito no ítem 3.2.1., página 46 , e em seguida o hidrolisado 



Tabela 3 . Síntese de Hoz-ABn - Cya(S-Bzl)-Pro-Leu- Gly-NH cataliBada por termolísína 
2 

Rea ção 

A 

B 

C 

O 

E 

F 

G 

11 

J 

K 

L 

M 

N 

O 

p 

Q 

a 

Moz - .Asn-OH 
~4 

(.10 mo i) 

2.5 

2.5 

2.5 

2.5 

2.5 

2,5 

2.5 

2.5 

2.5 

2.5 

2.5 

2.5 

2.5 

2.5 

2,5 

2,5 

2.5. 

H-CysIS-Bzl)-Pro- le u - Gly-NH .TiA 
-4 2 

.TFA (.10 mo L) 

2.6 

2.6 

2.5 

2.5 

2.5 

2.5 

2.5 

2,5 

2.5 

2.5 

2.5 

2' ,5 

2.5 

2.5 

2.5 

2.5 

2,5 

b,c.d 

,,. 
NaAc. 0.2 M AcOEt 

pH 6 (ml) 

Iml) 

2.50 3.75 

1.25 3.75 

2.50 7.50 

5.00 5.90 
a 

0.45 5.00 
a b 

3.50 
a c 

0.40 
a d 

1.90 

1.00 9 .00 
a 

9.00 

1. 00 5.00 

1.00 5.00 

1.00 5.00 
e 

4.50 
e 

4,50 

9.00 l,OU 

7.50 2.50 

FOI utilizado tamplo Tris/HCI. 0.2 M. pH 8. Foram utilizados 0.75 ruI de DMF e 
e 

Termoliaina 
-7 

Tempo 

I . 10 moi) (h) 

1.1 48 

1.1 48 

1.1 48 

1.1 48 

1.1 48 

1.1 48 

1.1 48 

1.1 48 

1.1 48 

1.1 48 

1.1 48 

1.1 4.5 

1.1 4.5 

1.1 24, 

1.1 24 

1.1 48 

1.1 24 

---- - -- - - - ------------- -

1.2 ~l de MeOH. 0,6 rui de THF. 

3.8 rui de EtOH re~pectivamente. Foram usados 2.0 e 4.~ ml de 1.4-butanodiol respe c tivamente . Todas as incubações 
ú 

foram feitas a 48 C. sob aoitaçIo. sendo qu e o t rifluoroacetato do componente amínico foi n~utralizado com n~metil-
f . ,. 

rnorfolina ou NaOH 1 M. 
-2 

Estas reações n i o foram analisadas por HPLC. A soluçio c o ntinha acetato de cálcio 5.0 x 

10 M. 

Ul 
O 
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o 

comáçido c.lorfdr::i:co 6 N por 60 hora$a. IV): C. Após a eliminação 

do Acido por evaporaçâo à pressio reduzida, o produto hidrOlisado 

foi chSSê>l vidoem ,2 rrtl de áqua dest U. ad aesl,lbmet i doà 

C!'omatogr.afiaoidimenslonal emc.amada del<;1ada nos sistemas de 

siolventes He. I ;)untame.nté com uma mistura padrão. dos aminoácidos 

A~Pt prof Leu e Gly, 

(} meio r.eaclon.al e. o precip.itado obtúlo na síntese 

Rforarn anal is.ados por: HPLCe eCD juntamente com soluções-"padrio 
F 

deMoz ~Asn ""CV$ (S~B z I} - PrO- Leu-G,l y - NH2 s iRt e t lZ ade quimIcamente, 

talo-moI isioa, Moz-Asn""OH e H-Çys (S-S.zl} -Pro-Leu-Gly-NH2' T,FA. Eel .e 

precipitado foi subme.tiçlo à, determio2),ção:. de Rf e poqtO de fusã.o, 

anãl iS,e elementar e de, aminoácid9S. espetrometr.i a de massa e 
1 

RM IL 

Ôe precipitados obtidos nas sínteses I, J,~. , t e' 1'1, 

(fi 1 traQOS esecos)forarti an.alisados por eCD : I , •. J, L: o\.Jp<.,>,r HPLC: 
F 

!,Jf,K,L e M tctmdições descrita.s no ítem 3" •. 2'.4.,. p·âqina 49: ). 

'Os precipitados L e M obtí,dos foram pesados para 

çãlculo de rendirtiento das ;reaçõeS. 

Os reSUltadoS' destes estudos estãodese:ritos no 

Eet'e tr i pept ídeofoisintet i z,ado dé.act)rdo :com o 

mé.to:do geral de fOirmação· de li ga.ção PePtídica em ~i $temas 

homo<Jlêneos de l:"eação (i te.m 3,:2. L a, P;3ÇJ íoa 46 ) nas cond i\;ões. 

experimentais des.cri ta.s na tabela 8/ págIna 82 Os produtos. 

1'qé.'àmo f tem e i(31J!a J!.)Ureza conf i rroa.ç1 .a piOr eCD • Os mesmoS3 s.erão Cha
O 

madoli:! de brutoS: C~) .. O$rend imentoª óbtidos. es.tão IDos.trados na 
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me~ma tabela. Os dados da caract~rizaçâo do produto precipitado 

bruto 3B estâo ).lIQstrados no ítem 2.4, página 80 
1 

o mesmo foi 

analisado por RM H e por espectrometria de massa, sendo que os 

espectros obtidos estâo mostrados nas figuras 5 e 6, páginas 84 e 

85 , seçâo de resultados. 

3.2.6. Síntese de Z-Asn-Leu-Gly-OEt, Boc-~sn-Leu-Gly

t 
OEt, Moz-Asn-Leu-Gly-03z1. Moz-Asn-Leu-Gly-OBu 

Moz-Gln-Leu-Gly-OEt, Moz-Asn-Leu-Ala-OEt e Moz-

Asn-Ile-Gly-OEt 

Todos estes tripeptídeos foram obtidos segundo o 

métodQ descrito (no ítem 3.2.1.a, página 46 ) par-a siste).llas 

homogêneoS na.s condições experimentais expressas na t.abel a 9, 

página 86 , seção de resultados. Os produtos precipitados foram 

isolados, lavados e secos, segundo descrito no mesmo ítem e sua 

pureza comprovada por CCD e HPLC. Os ).lIesmos serâo chamadOs de 
D 

brutos. Os r-endi).llentos de reação estão mostrados na mesma tabela. 

Os dados de caracterizaçâo destes pr-odutos recristalizados em 

etanoll água estâo expressos no ítem 2.5. e tabela 10, páginas 

83 e 87 

4. Transesterificação de Moz-Asn-LeU-Gly-OEt em mstanol 

4.1. Transesterificaçâo de Moz-Asn-Leu-Gly-OEt bruto 

4.1.1. Recristalizaçâo de Moz-Asn-Leu-Gly-OEt 3B em meta-

noll água 

O tripeptídeo bruto 3B (tabela a, página 82 
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o 

~Ç) ~ dí.~â:Q'1~hjD 'eItttP'e.tanél :a~u~cc:l.a'Q ~t;e.l"çã detlO ~ ~ ~~ ~egU1:~a! â 

S o, li u!;ão r'~ª,u;l t"an;t afo i . :f 11 ~f il'J~.íl, ê ... m ~Eqp;.e:.1. .~ q lii J.:.~~d ia:à t .'Smik' et"~ tU:lr ~ 

1ifji\ld::~'''~~t e~arare s~~". ant:~'ott!(j ie ~ .:6 í a ~~' i:lql ~:ruI~à: água d:~~t11,a.d;À. á t~ 

'Çfu:e q,. íl\.~~:m~. 'liltêi tiQ'1'" na:S':s~ tU'Ni1 , &f.d s uma m..J:l i t~ em ~ 1 aôe 1 r~ , ~ 

.titf ~·~i.i ~,ltad o fo l!"l'n:a4 o lf::~ ~ f II t; r'ado , :s~ ~:<J)i li!!' .ana I .. i s EJd:Oi P~\t ti J:'t:t.~; 

(!iQ:ncBnt.:ral; 1iQ! i;I e a.m.o str la C;;:' l ., a ]tJq·/:m.1,1 :é lU:ênt'e :=~t q:íU~'1! ~ijUa! 7':' l 

~vlvl ir f'hJ~;Q ~ l*~' ml/1J\~i~'" d-êtec1i;tã,o=' 4~4 t.liltt .. S;'e.na'ibilid~:çii~ ~ 

0\ ~. 1 .. Z ~ Istud<:l d à::$. t::~:nd l,~'6e a ds, s~~a lt a~â.o ~o r RP L<:! ~h t;lre 

~~~ ~hS;h -:r..e.u""~l }t.~~ t ~.& e: o pr ad.:tlrt Q .Q b t l: d óa.pó s 

e.luqt~ ro:et.anoil á.~ua n$;# S~qJ4S.~téaprop.or:!;fle'S r"'1Il/1.: 90 Ll)O (1' ~. 

:a:~: a;~ t~J i 71) ::; ]0 ~Jl ;~ ~i !! 3~(4~i 6(1 =",0 CSJ i.!$Q : .5'0 ~61 ~ t '~'1JJ~iQ ;;; 

"" ~5 4: nXtJ, s e.nai h~. ~ 'j, tlg;<! li!!' ;::: 4). r. 2 ." t" ~ foi ~ ~t t,.t' •. ~. ~. Oi .1. mml a ~ g; '. 'f)S 

r ~sul itad,Q$í ~ ti t ~ d Q la eatã:a de.s ~k.i.t ~ .• $' 1.0 rt em J. 1 ~ .• ~ , .t ~â Iii k Sit!. à g! 
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correspondentes ao peptídeo original Moz-Asn-Leu-Gly-OEt (X) e 

ao peptídeo transformado (Y) presentes nos cromatogramas. A 

somatória de suas alturas (W) refere-se a 100% de peptídeo e as 
100 x X 

porcentagens relativas de cada um correspondem a --------- % e 
100 x Y W 

W 

bruto 3B 

% de X e Y respectivamente. 

4.1.4. Cinética da transformação de Moz-Asn-Leu-Gly-OEt 

3B dissolvido em metanol 

-6 
6,0 x 10 moI (3,0 mg) de Moz-Asn-Leu-Gly-OEt 

(tabela 8, página 82) foram dissolvidos em 1 ml de 
o 

metanol e a solução resultante mantida a 28 C por 24 horas em 

repouso num banho termostatizado. O desenvolvimento da reação 

foi acompanhado por HPLC (eluente = metanol/ água 7:3 (v/v) , 

fluxo = 1,0 ml/min, detecção 254 nm, sensibilidade = 0,2, 

registro = 0,1 mm/seg) através da injeção da solução incubada 

em tempos diferentes (O, 2, 4, 6 e 24 horas de reação). Os 

resultados encontrados estão expressos no ítem 3.1.3., página 88, 

e figura 8, página 91, seção de resultados. 

4.1.5. Transformação total de Moz-Asn-Leu-Gly-OEt 3B 

dissolvido em metanol e identificação do produto 

bruto 

-4 
6,0 x 10 moI 

bruto 3B (tabela 8, página 91 

(0,3 g) de Moz-Asn-Leu-Gly-OEt 

foram dissolvidos em 100 ml de 
o 

metanol e a solução resultante foi mantida a 28 C por 69 horas, 

sob agitação. O desenvolvimento da reação foi acompanhado por 

CCD e após o seu término, o metanol foi eliminado por evaporação 
D 

à vácuo. O produto obtido foi analisado por determinação de Rf, 
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determinação do ponto de fúsão, análiBe de aminoácidos, análise 

1 
elementar, espectroscopia d .e infravermelho e de massa e por RM H -

Os resultados obtidos estão descritos no ítem 3.1.4. i página 92, 

e nas figuras 9 e 10, ~áGinas 94 e 9~ seção de resultados. 

4.1.6. Cinética de transest.erificaç:ão dos Moz-Ãsn-Leu-

GlY-OEt brutos 3B f 4B. 5B, 6B e 7B 

-6 
6,Q x 10 moI (3,0 mg) de Moz-Asn-Leu- Gly - Oit 

brutos 3B, 4B, 59, 6B .e 713 (t.abela 8 ,página 8.2) foram 

dissolvidoS em 1 ml de metan01 e a solução resultante mantida a 
O· 

38 C num banho termostatizado em repOUSO por 24 horas. O 

desenvolvimento da reação fOi acompanhado por HPLC (i tem 4.1.4., 

página 54) através da injeção da soluçãÇ) metanólica contendo o 

peptídeo em t .empos determinados (0,2,4,6,8 e 24 horas de 

reação)· . Os resulta.oós obtidos estão express·os na tal;H~la 12, do 

ítem 3 .. 1.5., página 93 , .s .eção de resul tados. 

Paralelament·e, foram feitas várias det~rtlÜnações 

da concentração de Ca (IJ;) nos Moz-.Asn-Leu-Glv-OEt. 38-78 através 

de absorção atômica nas condições descritas na tabela 13, página 

. Os resu! tado:s obt idos estão descr i tos 'na mesma. 

4..1.7. Homogeneizaçãooos Moz-Asn-Leú-Gly-OEt brutos 

As amostras peptidicas foram colocadas e I .. 
! 

almorariz de ágata e hbmOg'eneizadas com pistilo do mesmo matel'"ial 

até que o só 1 ido se tornasse u.m pó extremamente fino. O 

almofariz eo pistilo foram previame.nte lavados çom água Mil1i-Q. 

4.1.8. Cinét i ca de transeí3teri f i cação dos 'lar ias Mo z-Asn-

Leu-Gly-OEt brutos homogeneizados 
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E.ste estudo foi realizado Como descrito no ítem: 

4.1.6., página 55 partindo-se dos tripeptideos 3B-I08 

(ta.bela S, páQina 82 J. Às porc:entagens relativas de transeste-

rificação encontradas nos diferentes tempOs de i ncubaçãQ testados 

estão descritas na tabela 14, do ítem 3.1.6., página 98, seção 

de resul tado,s. 

Diferentes amostragens de 5B, 7B é 8B foram 

analisadas porabsorç·ã,o atômica para determinação do seu teor de 

Ca(II). Os resultados encontrados estão descritos na figura lI, 

página 99, seção de rêsultados. 

4.1.9. Estudo da influência da temperatura no processo 

de transasterificação de Mo~-Asn-Leu-Gly~OEt 5B-

homogeneizado 

-6 
6,0 x 10 moI (3,0 mg) de Moz-Àsn-Leu-Gly-OEt 5B 

(tabela 8, página 82 foram dissolvidos em 1 ml de metanol e 
o o o 

incuba~os a. 28 C, 38 ç ., e 48 c. O desenVOlvimento das n~aç:ões foi 

acompanhado por HPLC atr.avés da injeção dos meios reaciQnais nos 

tempos O, 2, 4 e 6 horas de reação nas condições descritas no 

íLem 4.1.4." página 54 . ÀS porcentagens relativas de. transeste-

rificação encontradas estão eXpressas na figura 12, p~ÇJina 101, 

seçãO ~e resultados. 

4.1.10 , Estudo do efeito de diluição de MQz-Àsn-Leu-Gly-

OEt SB - bomogeneizado no processo de sua 

transesterif icação 

1 rol de uma solução metan6 1 ica de M02-Asn-Leu~ 

Gly-OEt 5B (tabela 8, páqina 82 ) de concentração 4,5 mg/rol (A) 
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foi diluído com metanol para 2 ml (B), 5 rol CC}, 10 ml (O) e 20 

rol CE). As soluções resultantes A,B,C,O e E foram em seguida 
o 

incubadas a 38 C. O desenvolvimento da rea.ção fOI acompanhado por 

HPLC ( item 4.1.4., página 54) através da injeção de alíquotas 

das soluções nos tempos O, 2, 4, 6, 8, 24 e 48 horas de reação. 

Os resultados estão expressos na figura 13, página 102 , seção de 

4 _1.11. Transesterificação de Moz-Asn-Leu-Gly-OEt 5B-

homogeneizado na presença de o-fenantrolina 

-6 5 
6.1 x 10 moI (3 J O mQ) do tripeptídeo bruto iB 

(tabela 8, página 82) foram dissolvidos em: (Al 1 ml de uma 
~3 -6 

solução metanólica 10 x 10 M (1,0 x 10 moI) de o-fenantrolina; 
o 

(B) 1 ml de metanol. Ambas as soluções foram incubadas a 38 C. O 

desenvolvimento da reação foi acompanhada CCD nos tempos 0, 24 
O 

e 48 horas de reação. Também foi realizada uma cromatoqrafia em 

camada delgada em placa de celulose microcristalina 
t' 

C 1 tem 

2.1.
t
página 26 ) no sistema de solventes O, para pQsterior leitu-

ta em densitômetro nos tempos O e 48 horas de reação. Os resulta-

dos obtidos nestas análises estão descritos no ítem 3.1.10., 

página 100 e figura 15, página 104, seção de resultados. 

'.1.12. Transesterificação de Moz-Asn-Leu-Gly-OEt bruto 

5B-homogeneizado na presença de EDTA 

-6 
6,1 x 10 moI (3,0 mg) do tripeptídeo bruto 5:B 

(tabela 8, página 82 ) foram dissolvidos em: CA) 0,7 ml de 

metanol e 0,3 ml de água (B); 0,7 ml de metanol e 0,3 ml de 
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-(5 
soluç~o aquosa de Na EDTA 2H O 4,0 x 10 M (6,1 x 10 moI). As 

2 2 o 
soluções foram incubadas a 38 C, e alíquotas das mesmas foram 

analisadas por HPLC nos tempos 0,4,8,24 e 48 horas de reação nas 

condições descritas no ítem 4.1.4., página 54, Os resultados 

obtidos estão mostrados na tabela 15, página 105, seção de 

resultados. 

4.1.13. Estudo da influência da concentração de EDTA na 

transesterificaçâo de Moz-Asn-Leu-Gly-OEt 58-

homogeneizado 

-6 
6,1 x 10 moI (3,0 mg) do tripeptídeo bruto dB) 

(tabela 8, página 82) foram dissolvidos em: (A) 0,7 ml de 

metanol e 0,3 ml de água; (B) 0,7 ml de metanol, 0,28 ml de água 
-6 

e 15 uI de solução de Na EDTA: 2H O C6,0 x 10 moI); (C) '0,7 ml 
2 2 

de metanol, 0,15 ml de água e 0,15 ml de soluçâo de Na ~DTA.2 H O 
-3 -7 2 2 

4 x 10 M (6,0 x lO moI) ; (D) 0,7 ml de metanol e 0,3 ml de 
-3 -6 

solução de Na EDTA. 2H O 2 x 10 M (6,0 x 10 moI). As soluções 
2 o 2 

foram incubadas a 38 C e analisadas por HPLC (condições descritas 

no ítem, 4.1.4., página 54 ) nos tempos O, 2, 4, 6, 8, 24 e 48 

horas de reação. As porcentagenS relativas de transesterificação 

do tripeptídeo obtidas estão mostradas na figura 16, páQina 107 

seção de resultados. 

4.2. Transesterificação de Moz-Asn-Leu-Gly-OEt-recristalizado 

4.2.1. Recristalização de Moz-Asn-Leu-Gly-OEt 38 e 102 em 

etanol/ água 

t-1oz-Àsn-Leu-GI y-OEt brutos 3B e 103 (tabela 8, 
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foram suspensos em etano I e as susp,ensõés ác.tlJe.cidas 

at~ que as mesmas se tornassem soluções turva$. ApóS filtraçâo e 

resfriamento lento, foi adiciona.di aá<;1ua Milli-Q a estas soluções 

e a.s mesmas f oram mant idas em gel ade il-a por uma no i te. Os 

precipitados obtidos foram filtrados é secos em desseca.Qor' à 

váCUQ na presença d .e pentó~iào d.e f6sforo. Os MOZ-à,sI1-,Lel.l-Gly-OEt 

recristaU, za·dos 3R e lOR foram analisaijosi por deter.minação de Rf 

;;;nâl,is.e elementar e de 
1 

espectrometria ~e massa e de RM H. Os reSUltados dbtidos para 3R 

estâo mostrados no ttem J.2.1. J página ·81 > seção d~ resultados. 
1 

O espectro de EM H está mostrªdo na figura 18, página 110, da 

mesma seção. 

4.2.2. Incubação em metanol deMoz-Asn-Leu~Gly-OEt-

recristalizado 

-6 
lO moI ç3.,0 mg} 

r-esultt1ntes da d .escri ta no item 4..:2 .1 .. , 

página 58, DRe 10R) foram dLssolviôos em 1 ml d·e metanol. As 

soluçÕesresul tante's foram incubadas e ana,I isadaSElor HPLC como 

descrito na ítem 4.1.4, página 54 , noS tempos O, 2, 4, 6, a, 24 

e 4.8 horas de reação .Os ,resultados obtidos e as cQrtQiçÕes de 

análise estão e'({Pl."'eSSQS no item 3.2.2., página 41 s 'eçãode 

resulta.-dos. 

4. . ;2.3 . .ci n.ét ica de t,.lia:n~~~tér i fi cação. em metano 1 de Mo~-

-6 
J, O x l:Omol n, 5 mIJ) de Moz-Asn-r..e'u-(:ny~OEt 7B 
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-6 

(A) e 10R (8) e 3,0 x 10 moI (1,5 mg) de Moz-Asn-Leu-Gly-OEt 

58 foram dissolvidos em 1 ml de metanol. As soluções resultantes 
o 

foram mantidas a 38 C por 48 horas. Nos tempos O, 2, 4, 6, 8, 24 

e 48 horas de reação, alíquotas das mesmas foram injetadas em 

HPLC para análise nas condições descritas no ítem 4.1.4., página 

o mesmo estudo foi realizado com 10R na presença de 88. Os 

resultados obtidos estão mostrados na tabela 16, página 112 , 

seção de resultados. 

Tamb4m foi realizado o estudo da influência da 

variação da concentração de 58 na transesterificação de 78 em 
-2 

metanol: 0,01, 0,2, 0,3 e 0,5 ml de uma solução 1,0 x 10 M de 

58 foram adicionados a 1, 0,84, 0,67, 
-3 

0,51 e 0,18 ml de uma 

solução 6,1 x 10 M de 78, respectivamente. Estas misturas foram 

em seguida diluídas para o volume de 1 ml com metanol. Alíquotas 
o 

das soluções resultantes, incubadas a 38 C, foram injetadas e 

analisadas em HPLC nos tempos O, 2, 4, 6, 8, 24 e 48 horas nas 

condições descritas no ítem 4.1.4., página 54 . As porcentagens 

relativas de transesterificação encontradas estão mostradas na 

figura 19 , página 113, seção de resultados. 

4.2.4. Cinética de transesterificação de Moz-Asn-Leu-Gly-

OEt 78 em soluções metanólicas de diferentes 

concentrações de acetato de cálcio 

-6 
6,1 x 10 moI (3, O mg) do tripeptídeo 

78 (tabela 8, página 82 ) foram dissolvidos em: (A) 1 ml de 

metanol, (B) I ml de metanol e 6,1 uI de solução metan6lica 
-3 

de acetato de cálcio 1,0 x 10 M, (C) 1 ml de metanol e 61 uI de 
-3 

solução metanólica de acetato de cálcio 1,0 x 10 M, (D) 1 m1 de 

metanol e 61 uI de solução metanólica de acetato de cálcio 1,0 x 
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10 M, (E) 0,7 ml de metanol e 0,3 ml de solução 
-2 

metanólica de 

acetato de cálcio 1 x 10 M, CF) 0,4 ml de metanol e 0,6 ml de 
-2 

solução metanólica de acetato de cálcio 1 x 10 M, (G) 1 ml de 
-2 

solução metanóli~a de acetato de cálcio 3 x 10 M. As soluções 
o 

A,B,C,D,E,F e G foram incubadas a 38 C, e analisadas por HPLC 

C ítem 4 . 1 . 4 . , página 54 nos tempos O, 2, 4, 6, 8, 24 e 48 

horas de reação. Os resultados obtidos estão descritos na 

figura 21, página , seção de resultados. 

A incubação F foi realizada em maior escala 

paralelamente ao estudo acima. Após transesterificação total, ° 
produto foi isolado, recristalizado em etanol/ água e analisado 

por determinação de Rf, tempos de retenção, ponto de fusão, 
1 

análise elementar, espectrometria de massa e RM H. Os resultados 

estão mostrados no ítem 3.2.4., página 111, seção de resultados. 

Ca(Ac) 
2 

4.2.5. Cinética de transesterificação em soluções metanó-

licas de acetato de cálcio de Moz-Asn-Leu-Gly-OEt 

10R em diferentes concentrações 

Misturas contendo 6,1 ml de solução metanólica de 
-2 

1 x 10 M, 3,9 ml de metanol e 10 ml de solução 

metan6lica de Moz-Asn-Leu-Gly-OEt 10R nas concentrações: a- 3 ffig/ 

ml, b- 1,5 mg/ml, c- 0,6 mg/ml, d- 0,3 mg/ml e e- 0,15 mg/ml, 
o 

roram incubadas a 38 c. O desenvolvimento da reação foi 

acompanhado por HPLC injetando-se alíquotas de a,b,c e d nos 

tempos 0, 2, 4, Ó, 8, 24 e 48 horas nas condições descritas no 

ítem 4:.1.4. , página 54 As porcentagens relativas de 

transesterificação observadas estão expressas na figura 24, 

página 119, seção de resultados. 

Acrescentar. a frase:. A mes
m~ incubação também foi re~ 
lizada na presenç~ de quan~ 
·tidade equimolar a de pept,!. 
deo de EDTA. 
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Cinética de transesterificaçâo de Moz-Asn-Leu-Gly-

OEt 7B em soluções metanólicas de cloreto de cál-

cio, acetato de sódio e cloreto de sódio 

-6 
6,1 x 10 moI (3,0 mg) de Moz-Asn-Leu-Gly-OEt 

o 
7B (tabela 8, página 82 ) , foram incubados a 38 C em 0.4 ml de 

metanol e O,6 ml de solução me!an61ica de cloreto de cálcIO 
-2 -2 -2 

10 M, acetato de sódio 1 x la M, e cloreto de sódio 1 x 10 M. 

o desenvolvimento da reação foi acompanh~do por HPLC ( ítem 4.1,4 

pagina 54) através da injeção de alíquotas das soluções A,B e C 

nos tempos O. 2, 4, 6, 8, 24 e 48 horas de reação. As porcent~-

gens de transesterificação rel~tivas observadas estão descritas 

na tabela 17, página 122, seção de resultados. 

4.2.7. Cinética de transesterificação de Moz-Asn-Leu-Gly-

OEt 7B em soluções metanólicas de cloreto de 

cálcio/acetato de sódio 

-6 
6,0 x la moI (3,0 ffi9) de Moz-Asn-Leu-Gly-OEt 78 

(tabe I a 8, página 82 foram dissolvidos em 0,4 ml de metanol e 
-2 

0,6 ml de solução metanólica de: a- CaCI 1 x la M, b- CaCl 
-2 -2 2 -2 2 

1 x 10 M contendo NaAc 1 x 10 M. c- CaCI 1 .x 10 M conten-
-2 2 o 

do NaAc 5 x 10 M. As misturas foram incubad.:ts a 38 C, por 48 

horas e o desenvolvimento d~ reação foi acompanhado por HPLC 

(item 4.1.4, página 54 ) através da injeção de alíquotas das 

soluções a,b e c nos tempos 0,2,4,6,8,24 e 48 horas de rea-

ção. Os resultados obtidos estão mostrados na tabela 17, pá0ina 

122 • seção de resultados. 
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4.3. Estudo cónfQrmacional de Moz-Asn-Leu-Gly-OEt 3B, 88 e 3R 

Amostras de Moz-Asn-Leu-Gly-OEt brutos 38 e 8B e de 3R 

foram dissolvidas em: dimetilsulf6xido deuterado (38, 88 e 3R) ou 

mistura de dimetilsulfóxido deuterado/cloreto de cálcio (1 moI de 
1 

JR/1 mal de sal) e analisadas por RM H bidimensional, 

unidimensional com dupla irradiação e .diferencial, a 400 MHZ, 

para determinação (je NÓE (Nuclear Overh;:'user Effect) entre 

diferentes prótons da molécula. Os espectroS obtidns, eiS 

frequências utilizadas, as atribuições dos picos e as 

porcenta~ens de NOE encontradas estão mostradas no item 4, página 

120 , seção de resultados. 

Também foram realizados espectros Raman de 3B, 8B 

e 3R em pastilhas de RBr. 

S. Transesterificação de 2-Asn-Leu-Gly-OEt (A), Boc-Asn-Leu-Gly
t 

OEt (B), Moz-Asn-Leu-Gly-OBzI CC), Moz-Asn-Leu-Gly-OBu (D), 

Moz-Gln-Leu-Gly-OEt (E). Moz-Asn-Ile-Cly-OEt CF) e Moz-Asn-

Leu-Ala-OEt (G) e.ID metanol 

5.1. Incubação em metanol de A,B,C,D,E,F e G brutos 

3,0 m9 de A,B,C,D,E,F' e. G brutos (homoÇjeneizados em 

almofariz de ágata) foram dissolvidos em 1 ml (A,D,E e G) ou 2 ml 

(B,C e F) de metanol. As soluções resultantes f.oram filtradas em 

membranas Durapore GVWP de 0,22 u da Millipore e incubadas a 
o 

38 C. Q desenvolvimento das reações foi acompanhado pela análise 

Por H'PLC de alíquotas A,8,C,D,.E,fe G coletadas nós tempos 

0, 2, 4, 6, 8, 24 e 4.8 horas de incubação. As porcentagens 

relativas de transesterificação encontram-se na tabela 19, página 
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131 , seção de resultados, Jlmtame:n te com as cono i ço'es dea,nál i se 

ut i li. ~adas, 

5.2. Cinét .ica q~ transe·g·terificação de B,C,D,F e G brutos em 

soluções metan61icas de acetato de CálciO 

3,0 mg de B~C,D,P e G brutos foram dissolvidos em illIstura 

de metanol (1) e soll1Çã.o metan6Iica de acetato de cálcIo (2) 
-2 

1 x 10 M na.s sequ.intes proporções: B, 1,3 rol de (1) e 0,7 ml de 

(2); Cf. 1,47 ml de (U e 0,53 rol de (2); D, 0,43 ml de (1) e 0,57 

de (2); P e c, 1~4 ml de fI) e 0,6 rol de (2). AS misturas foram 

filtradas em membranas Durapore GVWP de 0,22 u da Millipote e 

o 
incubadas a 38 C. o desenvolvimento da reação foi acompanhado por 

HPLC atravês da anã I iS.e nas condições descri tas no ítem 5.1. I 

página 63. , de aI íquQ.tas de B,e. D, P eG coletadas nos tempOS 

o I 2, 4, 6, 8, 24 e 48 horas de incubação. Os resul tados obtidos. 

estão mostrados na tabela 20, página 132 • seção d~ resultados. 

As r;.lQréenti1:gens de transesterific::aç,ã .o de~,l3,E.Ii~ e C 

f Oram cal cul adas de acordo com o método d.esc::t i to no .i te:m 4 .. 1.3., 

página Para C, entretanto, as mesmas foram calculadas pela 

medida da diminuição da altura do pico cotresPondente a ele em 

função do tempo. Por tal método, a altura (X) medida no início da 

reação c~rresponde a 100% do p~ptídeo original e a porcentagem de 
100~Y 

transesterificação cotresPOndenteà ~~----- %, sendo y a 
x 

di·ierença e.ntte Xe a aI tura do pico correspondente ao peptídeo 

original no momente da análise. Nestes casos foram realizados 

tres incubações simultâneas para que fosse- tir'ada a .média das 

J9o::çent ag ensc3 e t ran.sester it i taçãoobt i'Slas . 
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5.3. Recristalizaçâo de A,B~CrD,E.F e G brutas 

Estes tripeptídeos f'o(am recristalizados de acoí-dQ com o 

m,étode deSé!r i ta no ítem 4:.2. L, pág ina 58' _ Os produtos secos 

foram analisados por eCD e por HPLC (~on~ições experimen-
A,.a e E 

tais descritas na tabela 2; '{) ,p.âgínaS7 l. Os produtos obtidos 
'1. 

apr.es!en.taram as c~ra.cterístic.as descritas na tabela 10 ,página 

seçio de resultados_ 

5.4.. Cinética de trapl3'esteJ;ificação e.m s.oluçoes metanóliças de 

acetato de cálcio de A,B,C,D,E,F e G ret:ristalizados 

Este estudO foi re.aI i. zado segundo o método descri to no 

{tem 5.2, página. 64 A,B .,C,D] !E,F e G 

recriatal izados. Às potcentagens relativas de tré?-hsestexi.ficaçâo 

obse);vada.s (calculadas .s .e9undo descrito no mesmo 
/' 

itero e as 

páginal.35,Sieção deresul taOO:;!. 

6. T"ransesterificaçâo deéstetes de vários peptídeos em soluçõeB 

metan61icas de acetato de cálcio 

6.1. Método geral 

O peptídeo foi suspenso em solução metanólicade aêet .ato 

de CáltÜb (LOl M (quantidadee<Iuimolâr' a de peptídeo) e a! 

suspensão re.sultante fo,i ád.iciónado metanol. ÂPÓ$ diss:o.1ução 

COITiPJ.et·a dó peptídeo, a .s..o.luçãe. fO .i filt .radaem membrana Du,r'apote 

GVTtJp oe 0,22 u da Millipore e umaalfquot.a ro'i imedlat~mente 

anal i sad~ pó.r HPLC em condis;ões deànál iseadequadas. A sol uç~o 
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Q 

foi incubada a 38 C, sem alJitação. o desenvolvimento da reação 

foi acompanhado por HPLC através da análise de alíquotas das 

soluções coletadas em tempos diversos. 

Nos casOs em qu~ não era adicionado acetato de cálcio ao 

meio reacional, o peptídeo foi dis .. sol\'lido em metan.ol. 

6.2'. 'Estudo qual i tativ.o 

o éstudo quali tativo da transest.erifica.çãó dos esteces 

de peptídeOs Z-Asn-Leu-OEt, Z-Asn-Phe-OEt, Boc-Leu-Gly-OEt, 

Z-Pro-Leu-Gly-OEt, Z .... Asn-Leu-OBzl, Z-Asn-Phe-OBzl, Boc-Ile-Gly-

OBzl, Moz-Asn-Ilé-Gly-OBzl, Z-Pro-Leu-Gly-OBzl, Z-Asn-Cys(S-!jzl)-
t t t 

QBu , Z-Cys (8-Bz1) -Tyr-OBu e Z"'CyS (S. -l~z 1) -tyr-I 1 e-bBu na pl-esenc;'a 

e ausência de acetato de cálcio foi realizado de acordo com o 

método desCrito no ítem 6.1, página 65, nas condições experin'len.-

tais descritas na tabela 22, páqina 136. As condições analíticas 

utilizadas gara HP~C e os resultados obtidos neste estudo estio 

mostrados nas mesmas tabelas. 

6.3. Estudo quantitativo 

o estudo quantitativo da transesterificação dos estereE 

de peptídeosdescr i tos no ítem 6.2' .. , página 66 , em 9.01 uçõe S 

'metan6licas de acetat.0 de cálcio, foi realizado de acordo com o 

métó.do geral (i tem 6. L, página 65), nas condiçõesexperiínentais 

e de análise por HPLC descritos na tabela 23, página 138 , seção 

de re.sul tadoS. 

Também foi realizado um estudo comparativo da 

tr ansest-=r i! i caçãu em sol uçõe.s .metanô 1 i cas de acetato de cá 1 c l o 

de todos os éstere$ de peptídéOS utilizados no trabalho (o acima 
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descrito e dos obtidos enzimaticamente recristalizados ( ítem 

5.3.. pâg i na 65 nas condições experimentais descritas n~ tabela 

24 , página 139 . As condições usadas para análise em RPLe e as 

porcentagens de transesterificação encontradas estão expressas na 

mesma tabela. 

Em ambos os estudos as porcentagens de transesterificaçâo 

detectadas foram calculadas cnmo descrito no item 5.2., páqina64. 

6.4. Transesterificaçâo total de Z-Asn-Leu-Gly-OEt (A), Bo,--

Leu-Gly-OEt (B) e Boc-Ile-Gly-OEt (C) e caracterizaçâo 

dos produtos obtidos 

-4 -4 
2,9 x 10 moI 

-4 
(90 mg) de A, 1,6 x 10 moI (60 mg) de 

B e 1,9 x 10 moI (90 mg) de e foram dissolvidos em 36 ml. 16 ml. 

19 ml de solução de acetato de cálcio 0,01 M, e 4 ml. 4 ml e 11 

ml de metanol, respectivamente. Após a transformação total, com-

provada por eCD e RPte, o solvente foi evaporado e os resíduos 
D 

obtidos foram recristalizados em etanol/ água CA) ou acetato de 

etila/ éter de petrÓleo (B e e) e Secos à vácuo para posteriores 

análises (determinação de ponto de fusão e Rf, análises elementar 
1 

e de aminoácidos e RM H ). Os resultados obtidos estão mostrados 

no ítem 6.3, página . 66 
~. ~ 

) figuras 34, 35 e 36, pág i nas 

142, 143 e 145. 

7. Transesterificação de Boc-Gly-Res (1), Boc-Ala-Re~ (2), 80c-

Val-Res (3), Boc-Leu-Gly-ees (4) e Moz-Asn-Leu-Gly-Res (5) em 

soluções metanólicas de acetato de cálcio 

7.1. Estudo qualitativo 

1, 2, 3, 4 e 5 foram suspensos em m:sturas constltuídas 
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por metanol e diclorometano ou por metanol, solução metanólica de 

-2 
acetato de cálcio 1 x 10 M e diclorometano nas quantidades ex-

pressas na tabela 25, página 146 _ As suspensões resultantes foram 
o 

incubadas a 38 C, sem agitação e o desenvolvimento da reação foi 

acompanhado por CCD por 48 horas. Os resultados encontrados 
D 

~na mesma tabela, na seção de resultados. 

7.2. Estudo quantitativo 

360 mg de 4 e 230 mg de 5 (grau de substituição: 0,277 

mmoljg) foram suspensos em: 6,2 ml de solução metanólica de 
-2 

acetato de cálcio 1 x 10 M, 56,4 ml de metanol, 15,6 ml de 

diclorometano (4) e la ml de solução metanólica de acetato de 
-2 

cálcio 1 x la M, 88 ml de metanol, 24,S ml de diclorometano (5) 
o 

As suspensões resultantes foram incubadas a 38 C. Após 48 horas 

de incubação, as reações foram interrompidas, o solvente 

evaporado a vácuo e os resíduos obtidos foram dissolvidos em ace-

tato de etila. Após lavagem com água, as frações acetálicas foram 

secas sobre sulfato de sódio, filtradas, o solvente evaporado e 

os resíduos secos à vácuo na presença de pentóxido de fósforo. Em 

seguida. estas amostras foram dissolvidas em metanol e analisadas 

por HPLC, juntamente com padrões de Boc-Leu-Gly-OMe e Moz-Asn-

Leu-Gly-OMe. O metanol foi evaporado e os resíduos secos em 

Abder-Halden. 

7.3. Caracterização dos produtos obtidos 

Os produtos obtidos no estudo quantitativo descrito no 

item 7.2, página 68 , foram analisados por determinação de Rf, 

tempo de retençâo e ponto de fusâo, análises elementar e de 
1 

aminoácidos espectrometria de massa e RM H .ítem 7.2., página 

68 e fiÇJuras 37 e 38, páÇJina 148 e 149). 
:l ! 
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Tabela 4. Síntese química de derivados de L-amino~cidos 

-------------------------------~:------------------------------------------------------------------------~--------------

Composto Rendimento 
O) 

Moz-Asn-OH 75 

Moz-Gln- OH 70 

Boc-Asn-OH 70 

Boc-Leu-OH.H O 85 
2 

Boc-Ile-OH 67 

Boc-Cys(S-Bzl)-OIl 35 

Boc-Cys(S- Bzl)-ONp 63 
~ 

H-Ala-OEt.HCl 50 

II-Gly-OBzl.Tos 87 
t 

H-Cys(S-BzI)-OBu .Hel 80 

Solvente de 
t"ecr i sta I i zação 

MeOH/H O 
2 

EtOH 

MeOH/H O 
2 

EP 

EE/EP 

EtOH/EE 

MeOH/EE 

EtOH 

Ponto de fusão 
o 

Obs. 

158-160 

145-148 

174-176 

59-61 

68-70 

89-91 

92-94 

133-135 
9 

197-196 

( C) 
Rf 

Li t. 

a F 
160-163 0,69 

a D 
146-147 0,64 

a D 
175-177 0,65 

a D 
67-74 0,52 

a D 
68-71 0,72 

a D 
66-68 0,66 

b D 
95-96 0,76 

c F 
62 0,41 

d E 
132-134 0,37 

e C 
195-196 0,71 

a 
Os índices C,D,E e F referem-se aos sistemas de solventes empregados nas cromatografias em camada delgada. Nagasawa 

b c d e 
e col, 1973; Bergerman e col . , 1968; Aldrich Chemical Company Ltd; Greenstein e Winitz, 1961; Tashner e col . . 1961. 

H-Ala-OEt.HCL foi obtido na forma de 61eo. 

-~_ .~- _. -- -- - -_. -

-J 
o 



Tabela 5 . Síntese química de peptídeos 

Peptídeos Rendimento 
(I) 

Boc-Leu-Gly- OEt 70 

Boc- Leu- Gly - OBzl 46 
t 

Boc-Leu- Gly-OBu 43 

Boc-Ile - Gly-OEt 30 

Boc-Leu- Ala- OEt 57 

Boc-Pro- Leu-Gly-OEt 89 

Boc- Pro-Leu- Gly - NH 77 
2 

-r- Pro-Leu- GI y - NH 93 
2 

Boc-Cys(S-D z l)-Pro- Leu-Gly-NH 78 
2 

Moz-Asn-Cys(S-B z l)-Pro-Leu-Gly-NH 35 
2 

Solvente de 
Recr-istalização 

AcOEt/EP 

AcOEt/EP 

AcOEt 

AcOEt 

AcOEt 

MeOH/H O 
2 

MeOH/H O 
2 

Rf 
Obs 

D 
0.76 

D 
0.78 

D 
0.76 

B 
0.74 

D 
0.65 

D 
0.72 

E 
0.65 

D 
0.32 

E 
0.72 

F 
0.62 

Ponto de fusão 
o 

( C) 

Obs . 

79-81 

106-107 

101-103 

122-124 

173- 175 

200-202 

Li t. 

80-82 

b 
104 

a 

c 
82-84 

d 
95-97 

e 
150-151 

f 
163- 163.5 

<:J 
172-173 

a 
Os índice s B.D.E e F referem-se aos sistemas de solventes empregados para cromatografia em camada delgada. Woodman e 

b c d e,<:J f 
col .• 1973; Kim e col . • 1985; Sato e col .• 1983; Zaoral e Kirchnàk. 1977; Dutta e Morley, 1971; Furtner, 1982. Os 

compostos c ujos pontos de fusão o bser-vados não estão indi c ados foram obtidos na forma de óleo. Os compostos cujos pontos 

de fusão da lit e ratura não e stá:> descritos não ~ORO.m. e"\'\,o~ht~dos · 

--_ ._"~~-~ .. _" .. _.~--~~--~~.~~------------=---~~======~~~===~~~~~--~-

-J 
I-' 
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Elementar (%) Calculado: C 57,13; N 12,95; H 6,66 

Observado: C 56,26; N 12,73; H 6,52 

Aminoácidos: Asp 1,05, Pro 1,02, Leu 0,97, Cys(S-Bzl) 0,94, 

Gly 1,03 

1.2.2. Síntese em fase s6lida. 

Boc-Leu-Gly-Res e Moz-Asn-Leu-Gly-Res obtidos 

segundo o método descrito nos itens 3.1.24 e 3.1.25, páginas 44 

e 46 apresentaram os seguintes resultados de análise de 

aminoácidos: Boc-Leu-Gly-Res: Leu 0,97, Gly 1,03; Moz-Asn-Leu-

Gly-Res: Asp 1,03, Leu 0,99, Gly 0,98. Foram obtidas 1,15 g de 

Boc-Leu-Gly-Res e 1,20 g de Moz-Asn-Leu-Gly-Res, o que correspon-

de a 95,8 e 82,8% de rendimento respectivamente (calculado a 
~~ - ~~-~ 

par t i r da -B-o--c-Res empregada). 

2. Síntese enzimática de peptídeos. 

t 
2.1. Z-Asn-Cys(S-Bzl)-OBu . 

Este composto foi obtido mediante catálise por papaína 

nas condições descritas no item 3.2.2., página 47 , com 29% de 

rendimento. Ap6s recristalização em etanol, o mesmo se mostrou 

cromatograficamente 

características: 
o 

P.F. = 131-133 C (Lit 

puro e apresentou as seguintes 

o 
110-112 C; Pinheiro da Silva, 1984) 

CCD : Rf = 0,50; 
B 

Rf = 0,68; Rf = 0,71. 
D E 

Análise elementar (%) = Calculado: C 60,59; N 8,15; H 6,45 

Observado: C 59,67; N 8,82; H 6,33 

Análise de aminoácidos Asp 1,06, Cys(S-Bzl) 0,94 

'.' 
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Tabela 6. Síntese enzimática de Moz-Asn-Cys(S-Bzll - OBu e Z- Asn-Cys(S-Bzl)-OBu medi a nte catálise por termoliaina 

a 
H-Cya(S- Bzl)- NaAc a Preaença 

Z- Asn - OH Moz-Aan-OH t b Tri a/HCl de pro-
- 4 -4 OBu . HCl O,2M, pH 6 duto em 

( . 10 UIO l) ( . 10 mol) -4 O,2M, pH 8 EtOH AcOEt Termoliaina Tempo CCD 
( . 10 moI) (mL) (ml) (ml) (ml) (mg) (h) 

- --- ----
c d 

2 ,5 2.5 4,0 2,5 10.0 48 + 
d 

5 ,0 .5.0 10,0 4,0 10,0 48 

2, 0 2.5 4,0 0 , 1 4,0 48 + 
d 

5,0 5.0 10,0 4,0 10,0 48 
c 

5 ,0 5,0 7,5 3,5 5,0 24 

2,5 2.5 1,0 1,0 2,5 24 + 

2 ,0 2.5 1,0 1,0 2,0 24 + 

2, 0 2,5 1,4 0,6 2,0 50 

2 ,0 2.5 1,4 0 , 6 2,0 50 + 

2 ,0 2,5 6 . 0 4,0 48 

2,5 3.0 1,0 1,0 2,5 5 + 
e 

2,5 3,0 1,0 2,5 24 
f 

2,5 3,0 1,0 2,5 1 
<l 

2 ,5 3.0 1.0 2.5 24 
c 

4,5 5,0 7,5 3,5 5,0 24 + 

2,0 2,5 6,0 4,0 48 + 

2 , 0 2.5 4,0 0,5 4 , 0 48 + 

2,0 2,5 1,7 3,5 1, 7 2,0 3 + 

2.0 2,5 1,7 1,7 2 , 0 30 -J 
W 

10,0 10,0 30,0 10,0 72 
- --- - -- - -- ------ - --------- - -------------- ------------- - - --- - --- -- ------------- - --- - --- --- --------
a -2 

As soluç ões de NaÀc 0.2M, pH 6 e o tampão Tris/HCl O, 2M, pH 8 continham Ca(Àc) 5,0 x 10 Mó O cloridrato foi 
2 

cfoi adicionado ao meio rea-neut r alizado pela adição de Quantidade eQuimolar de s o lução de NaOH 1M ao meio de rea çã o; 
. o e , f,\! 

ci on a l 1 <l de (NH ) S () ó dReações realiz a das a 38 C; Rea ç ões realizadas na p re s e nça de 1,0 ml de CCl , DCM e n-Bu 
4 2 -4 4 

re spec tivamente . Todas as incubações for a m realizadas sob açitação. 
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Os resultados encontrados no estudo da síntese deste 

dipeptídeo mediante catálise por termolisina estão mostrados na 

tabela 6, página 73 juntamente com as condições experimentais 

utilizadas. 

t 
2.2. Moz-Asn-Cys(S-Bzl)-OBu . 

O rendimento obtido na síntese deste dipeptídeo 

catalisada por papaína, nas condições descritas no item 3.2.3., 

página 48, foi de 12%. Após recristalização em metanol/ água, o 

produto se mostrou cromatograficamente puro e apresentou as 

seguintes características: 
o 

P.F. = 155 - 157 C 

CCD: Rf = O , 5 O; Rf = O, 85; Rf = O, 82 
B D E 

Análise elementar (%) = Calculado: C 59,43; N 7,70; H 6,46 " 

Observado: C 59,73; N 8,02; H 6,41 

Análise de aminoácidos Asp 0,98, Cys(S-Bzl) 1,02 

t 
O estudo da síntese de Moz-Asn-Cys(S-Bzl)-OBu mediante 

catálise por termolisina forneceu os resultados mostrados na 

tabela 6, página 75 . 

2.3. Moz-Asn-Cys(S-Bzl)-Pro-Leu-Gly-NH 
2 

A figura 1, página 75, mostra o perfil cromatográfico 

obtido por HPLC da mistura-padrão contendo Moz-Asn-OH, H-Cys 

(S-BzI)-Pro-Leu-Gly-NH .TFA e Moz-Asn-Cys(S-Bzl)-Pro-Leu-Gly-NH 
? ~ _ L 

quando foi utilizado o sistema eluente metanol/ água, 7:3 (v/v) . 

Este sistema foi escolhido para o monitoramento das reações de 

síntese enzimática do pentapeptídeo descritas na tabela 7, 
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1 

2 

o 4 8 12 16 
tempo (min) 

Figura 1. Perfil cromatográfico da mistura contendo Moz-Ãsn-OH 

(1), H-Cys(S-Bzlj-Pro-Leu-Gly-NH .TFÃ (2) e Moz-Ãsn-Cys(S-Bzl)-
2 

Pro-Leu-Gly-NH (3) . Condições de análise por HPLC: eluente 
2 

MeOH/H O, 7:3 (v/v), detecçâo = 254 nm, fluxo = 0,5 ml~in;sensi-
2 

bilidade = 0,2, registro = 0,1 mm / seg. Tempos de retençâo: (1) 

2,2 min; (2) 4,8 min; (3) 6,9 mino 



·Ta-b.el~ 7 1
_ cS:ínt:eBed'e Hoz-Asn-CYB (s~8z I) -Pro-Leu~Gl y-NH usando termolisina 

2 
- - - ----

* 
Rea ç ão Moz-Asn-OH H-Cys(S-Bzl)-Pro-Leu- NaAc, 0,2 M AcOEt Termolislna Tempo Pl:esença 

-4 -7 de pl:oduto 
( .10 11101 ) Gly-NH .TFA 1'11 6 (ml) ( . 10 moi) (h) por HPLC 

2 
-4 (ml) 

(.10 1R01) 
---- - ---

f 
A 2,5 2.6 2,50 3,75 1.1 48 

f 
B 2,5 2,6 1,25 3,75 1,1 48 

C 2.5 2.5 2,50 7,50 1,1 48 + 

O 2.5 2,5 5,00 5,00 1,1 48 + 
a 

E 2,5 2,5 0,45 5,00 1,1 48 + 
a b 

F 2.5 2.5 3,50 1 , 1 48 + 
c 

G 2.5 2,5 0,40 1.1 48 + 
a d 

H 2,5 2,5 1,90 1.1 48 + 

I 2,5 2,5 1,00 9,00 1,1 48 + 
a 

J 2.5 2.5 9,00 1,1 48 + 

K 2.5 2.5 1,00 5,00 1,1 48 + 

L 2,5 2,5 1,00 5,00 1,1 4,5 + 

ti 2,5 2.5 1 , 00 5,00 1,1 4,5 + 
e 

N 2,5 2,5 4,50 1.1 24 + 
e 

O 2,5 2.5 4 , 50 1,1 24 + 

P 2,5 2.5 9,00 1,00 1.1 48 + 

Q 2,5 2,5 7,50 2,50 1,1 24 + 

------- -------- - ----- - ------- - - - ----------- -- ----------
a b,c,d 

Foi utilizado talllpao Tl:is/HCl. 0.2 M. pll 8. FOl:am utilizados 0.75 ml de DMF e 1,2 ml de MeOH. 0,6 ml de THF. ~ 

e 0"\ 

3,8 ml de EtOH I:cspectivamente. Foram usados 2,0 e 4,0 rnl de 1.4- butanodiol I:espectivalllente. Todos as incubações 
o 

f O I: a 111 feitas a 18 C, sob aQitaçao. sendo Que o tl:iflul:oacetato do componente amínico foi neutl:alizado com n-~etilmorfo ll 
f * -2 

na ou solução de NaOH 1 M. Estas reações não fOl:am anal isadas pOI: CCD . A solução continh~ Ca(Ac) 5,0 x 10 M. 
2 
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página 76. Nos casos em que foi detectada a presença de Moz-Asn-

Cys(S-Bzl)-Pro-Leu-Gly-NH, foram realizadas diversas inJeções 
2 

dos meios reacionais para a quantificação do mesmo através da 

curva-padrão feita com o peptídeo obtido na síntese descrita 

no ítem 3.1.23., página 43. Para todas as reações analisadas foram 

encontrados rendimentos de 1-2%. 

A cromatografia bidimensional em camada delgada do 
o 

precipl"Cado C (P.F. = 193 - 200 C) hidrolisado demonstrou a 

presença de cinco manchas de Rf correspondentes aos de Asp, 

Cys(S-Bzl), Pro, Leu e Gly, sendo as correspondentes a Asp, Leu e 

Gly mais intensas. 

A análise do meio reacional K por CCD não demonstrou a 
H 

presença da mancha correspondente a H-Cys(S-Bzl)-Pro-Leu-Gly-NH , 
2 

mas revelou a de um composto de Rf superior ao de Moz-Asn-OH e 

inferior ao do pentapeptídeo desejado. A figura 2, página 78 

mostra os perfis cromatográficos obtidos por HPLC deste meio e do 

precipitado nele formado após 48 horas de reação. 

precipitado apresentou as seguintes características: 
o 

P.F = 210-212 C 

CCD : Rf = 0,17; Rf = 0,26; Rf = 0,86 
D E F G 

HPLC: t = 3,5 min (MeOH/H O, 7:3 (v Iv) ; 1,0 ml/min) 
R 2 

Análise de aminoácidos: Asp 1, 05 ; Leu 1,04; Gly 1,02. 

Análise elementar (%): Observado: C 54,28; N 6,99; H 14,87 
1 

Este 

O espectro de RM H obtido está mostrado na figura 3, 

página 

A análise por CCD e HPLC dos meios reacionais I,J,L e M 
H 

demonstrou: 1. presença de duas manchas adicionais às de Rf 

correspondentes aos dos padrões Moz-Asn-OH, H-Cys(S-Bzl)-Pro-Leu-

Gly-NH 
2 

.TFA e Moz-Asn-Cys(S-Bzl)-Pro-Leu-Gly-NH ; 2. presença de 
2 

dois picos adicionais aos de tempo de retenção correspondentes à 
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Figura 2_ Perfil crumatográfico da mistura reacional (A) e do 
~ ~~ 

precipitado na síntese K (B) (tabela;r , página .ft~ ) _ Condições 

de análise por HPLC: vide ítem 4_1_4., página ~4 Tempos de 

retenção: AI 1,9 min, A2 = 2,5 min, A3 3 , 3 min, A4 4,3 min, 

AS ~ 5,2 min; Bl 1,8 min, B2 3}5 min_ 
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Moz-Asn-OH e H-Cys(S-BzI)-Pro-Leu-Gly- NH . 

2 
Já a análise por 

HPLC dos precipitados I,J,L e M forneceu os perfis cromatográ-

ficos mostrados na figura 4, pá9ina 81 

Foram obtidas 30 e 60 mg dos precipitados L e M 

respectivamente (condições de síntese e isolamento descritas na 
1; jJ }, 1.-9-

tabela)5, página fi e ítem 3.2.4., página 49 ). 

2.4. Moz-Asn-Leu-Gly-OEt 

Os rendimentos obtidos e as condições experimentais 

utilizadas no estudo da síntese de Moz-Asn-Leu-Gly-OEt mediante 

catálise por termolisina estão descritos na tabela 8 , página 62. 

Os produtos obtidos na forma de precipitado, isolados e secos de 

acordo com o método descri to no ítem 3.2.1., página 46 , (1B-I0B, 

sendo B = bruto) mostraram-se cromatograficamente puros em CCD e 
D 

HPLC (eluente = metanol/ água, 7:3 (v/v), fluxo = 1,0 ml/min, 

detecção 254 nm, sensibilidade 0,2, registro 0,1 mm/seg) 

e apresentaram 

min) . 

os mesmos valores de Rf 
D 

(0,22-0,26) e de t 
R 

(4,8 

O tripeptídeo 3B apresentou as seguintes características: 
o 

P.F. = 179-183 C 

CCD: Rf = 0,24: Rf 
D E 

= 0,33: Rf = 0,68 
F 

Análise elementar (%): Calculado: C 55,86: N 11,34: H 6,94 

Observado: C 55,71: N 11,68: H 6,88 

Análise de aminoácidos: Asp 0,97: Leu 1,02: Gly 1,01 

o( = 12, 6 (DMF, 1 % ) 
D 1 

Quando analisado por espectrometria de massas e por RM H, 

tal composto apresentou: 

E.M. = pico íon molecular = 494 
1 

RM H (400 MHz, DMSO-d , TMS) 
6 

~ , , 
I'" 

! 

,A 

1 
~ 

,~ 
:' ' 

'~ I~ :tJ 
~ 

~ ~ 
, ) 

; 

"~ 
~I 

I 

~ , 
f~ 

't,,! 

I ~ 

;J 

i
~","? , , 

~ 
;,;ti 

"' 
" 

~f . 

~ 



b a 

b 
b a 

1 2 3 

-- a 

I I I I 
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igura 4. Perfil Cl-omal.ográfico de HPLC dos precipitados I (1), J (2), L (3), M (4) obtidos nas sínteses I,J,L e M 

tabela 3 ,página ). Tempos de retençâo: la 2.0 min, Ib 3.6 min, 2a 1.6 min, 2b 3.0 min, 3a 2.0 min, 3b 

.6 min, 4a 2 . 0 min, 4b 3.7 mino Condições de análise por HPLC: vide ítem 4 . 1.4., página 



Tabela 8. SínteBe de Moz-ABn-Leu-Gly-OEt mediante catálise por termoliBina 

a 
Sínte:3e Moz-Asn- OH H-Leu-Gly-OEt.TFA NaAc, O,2M, Termolisina Tempo Rendimento 

-3 -3 . -7 
(No . ) ( .10 moI) ( . 10 11101 ) pH 6 ( . 10 moI) (h) (I) 

(ml) 

1 3,0 3,0 60 8,0 21 44 

2 2,0 2.0 30 5.0 24 62 

3 5.7 5,5 50 14.0 65 70 

4 11.0 11.0 95 26,0 65 52 

5 5.7 5.6 52 13,0 65 66 

6 1.0 1.0 8 2.7 72 57 
b 

7 1.0 1,0 8 2.7 72 55 
c 

8 3.0 3.0 30 8.6 24 65 
b d 

9 5.0 5,0 50 14,2 64 16 
b 

10 3.1 3, O' 30 8,6 24 19 

a -2 b c 
A Bolueão continha Ca(Ac) 5,0 x 10 M. A solueão de NaAc não continha Ca(Ac) . Foi utilizada uma solueão de Ca(Ac) 

d 2 o 2 2 
0.25 M. EBta reaeão fui realizada a 48 C. O componente amínico. Que se encontrava na forma de trifluroacetato. foi 

neutralizado pela adição de quantidades equimolares de NaOH ao meio de reação. Todas as incuba~ões foram feitaB a 
o 

38 C , Bob aoi taeão. (X) 

N 
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o O O O 

CH o-I()\ - CH -O-~-NH-CH-~-NH-CH-g-NH-CH -~-O-CH -CH 
3 ~ 2 223 

CH CH 

I 2 I 2 

C 
/ ~O 

CH 
/ 'CH 

H N CH 3 
2 3 

(ppm) (a) : 0,82 (d, 3H) (h) : 4,10 (q, 2H) 

(b) : 0,90 (d, 3H) (i) : 4,95 (s, 2H) 

(c) : 1,19 (t, 3H) ( j) : 6,90 (d, 2H, J 8,8 Hz) 

(d) : 1, 48 (m, 2H) (k) : 6,93 (d, 2H, J 8,0 Hz ) 

(e) : 1,63 (m, iH) (l) : 7,29 (d, 2H, J = 8,8 Hz) 

(f) : 2,40 (d, 2H) (m) : 7,40 (m, lH) 

(g) : 3,75 (s, 3H) (n) : 8,30 (d, iH) 

(o) : 8,35 (t, lH) 

Os espectros estão mostrados nas figuras 5 e 6, páginas 

84 e 85 , respectivamente. 

2.5. Z-Asn-Leu-Gly-OEt, Boc-Asn-Leu-Gly-OEt, Moz-Asn-Leu-Gly-
t 

OBzl, Moz-Asn-Leu-Gly-OBu , Moz-Gln-Leu-Gly-OEt, Moz-Asn-

Ile-Gly-OEt e Moz-Asn-Leu-Ala-OEt. 

A tabela 9, página 86 , descreve os rendimentos obtidos 

e as condições experimentais utilizadas na síntese destes 

tripeptídeos catalisada por termolisina. Após recristalização em 

etanol/ água, os mesmos se mostraram cromatograficamente puros e 

apresentaram os valores de Rf , tempo de retenção, ponto de 
B,D,E 

fusão e os dados de análise elementar e de aminoácidos descritos 

na tabela 10, página 87 
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( FigUra 5. Espectro de massa de Moz-Asn-Leu-Gly-OEt bruto 38 
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6 

co 
U1 



Tabela 9 . Síntese enzimática de tripeptideoa mediante catálise por termolisina 

Peptideo 

I 
Z- Asn-Leu-Gly-OEt 

I Boc-Asn- Leu-Gly-OEt 

I Moz - Asn-Leu-Gly-OBzl 

I 
Moz-Asn-Leu-Gly-OBu 

t 

I 
Moz -Gln -Leu-Gly-OEt 

I 
Moz -Asn-Ile-Gly-OEt 

I 
Moz-Asn-Leu-Ala-OEt 

Componente 

carboxílico 
-4 

(.10 moI) 

50,0 

60,0 

25,0 

27,0 

10,0 

5,1 

10,0 

Componente 

amínico 
-4 

(.10 moI) 

55,0 

30,0 

27,0 

27. O 

10,0 

5,2 

11, O 

a 
NaAc, O,2M, 

a 

pU 6 
(ml) 

25 
b 

15 

30 

27 

10 

50 

55 

TermollSlna 
-7 

( . 10 moI) 

13,3 

8,0 

8,0 

7,2 

2,7 

1,3 

2,7 

lindica a liQação peptídica formada nas condições deacritas. A solução continha Ca(Ac) O,05M . 
2 

Tempo Rendimento 

(h) (I) 

24 65 

65 25 

62 50 

48 22 

24 80 

24 51 

24 67 

b 
Após 24 horas de reação 

foram adlcionados 2Q de (NU) SO ao meio reacional. Os componentes amínicos Que se encontravam na forma de trifluoroa-
424 

cetato foram neutralizados pela adição de Quantidades equimolares de NaOU ao meio de reação . Todas as incubações foram 
o 

fel tas a 38 C, sob aQitação. 

ro 
0"1 

-



Tabela 10. Ca~acte~ização dos t~ipeptídeos sintetizados enzimaticamente 

No . Peptídeo 

1 Z-Asn-Leu-Gly-OEt 

2 Boc-Asn-Leu-G1y-OEt 

3 Moz-Asn-Leu-Gly-OSzl 

t 
4 Moz - Asn-Leu-Gly-OSu 

5 Moz-Gln-Leu-Gly-OEt 

Rf 
obs. 

S D E 

0,22 0,33 0,68 

0,21 0,30 0,66 

0,24 0.45 0,75 

0,24 0,44 0,78 

0,20 0,35 0,71 

t a 

R 

5,2 

5,0 

5,3 

4,8 

3,3 

Ponto de 
fusão 

°e 

198-200 

171-174 

202-204 

183-187 

207-209 

Análise Elementd~ 
Obs. 

C H N C 
Teo~. 

H 

56,68 7,07 12,27 56,89 6. 94 

47.79 7,45 10.97 53.01 7.06 

60.70 6.49 10.01 60.42 6.52 

60.22 7.83 10,51 57.46 7. ]) 

52.24 6.42 10.06 56,67 7.13 

N 

12.06 

13.0 

10.07 

10,73 

11,01 

Análise 
de ami
noácidos 

Asp 0,98 
Leu 1,01 
Gly 1,01 

Asp 1. 01 
Leu 1,00 
Gly 0,99 

Asp 0.96 
Leu 1.05 
Gly 0,99 

Asp 0.98 
Leu 1,00 
Gly 1,02 

Glu 0,99 
Leu 1,01 
Gly 1,00 

-----------------~------------------------------------ - -----------------------------------------------------------------

Asp 1.03 
6 Moz-Asn-Leu-Ala-OEt 0,22 0,26 0,61 5,5 209-212 55.69 6.88 10.48 56.67 7,13 11. 01 Leu 0.97 

Ala 0,99 

- - - --- -
Asn 1. 00 

7 Moz-Asn-Ile-Gly-OEt 0,19 0,33 0,71 5,0 208-211 55.33 6.91 10,43 55,86 6.93 11.33 Ile 1.03 
Gly 0,97 

B,D e E ~efe~em-fle aos sistemas de solventes utilzados pa~a CCD. Os compostos cujos pontos de fusão espe~ados não estão 
a 

mostrados. não foram encont~ados na literatu~a. Todos eles fo~am recristalizados em EtOH/H O. Condições 
2 

eluente : MeOH/H O. 7:3 (v/v). sensibilidade: 254 nm (1,3,4.5.6.7) e 260 nm (2). fluxo: 0.1 ml/min (1.2.6), 
2 

(3.4,5) e 2.0 ml/min (7). reQistro - 0,1 mm/seQ. 

experimentais: 

1.5 m1/mln 

Q:) 

-.j 
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3. Transesterificação de Moz-Asn-Leu-Gly-OEt em metanol. 

3.1. Transesterificação de Moz-Asn-Leu-Gly-OEt bruto. 

3.1.1. Recristalização 

metanol/ água. 

de Moz-Asn-Leu-Gly-OEt 3B em 

A figura 7, página 89, mostra o perfil cromato

gráfico em HPLC do tripeptídeo bruto 3B antes da recristalização 

(A) e após a recristalização no sistema metanol/ água (B). Os 

tempos de retenção observados foram A 4,8 min, Bl 4,5 min e 

B2 5,3 min, quando se utilizou como eluente o sistema 

metanol/ água, 7:3 (v/v) e fluxo de 1,0 ml/min. 

3.1.2. Estudo das condições de separação por HPLC entre 

Moz-Asn-Leu-Gly-OEt 3B e o produto obtido após 

sua recristalização em metanol/ água 

O sistema eluente escolhido para ser utilizado nos 

estudos de transformação deste tripeptídeo bruto foi metanol/ 

água 7:3 (v/v), o qual se mostrou mais adequado à separação 

desejada dentre os vários testados ( (tem 4.1.2., página 53 ). 

3.1.3. Cinética de transformação de Moz-Asn-Leu-Gly-OEt 

3B dissolvido em metanol. 

As porcentagens relativas de Moz-Asn-Leu-Gly-OEt 

(X) e do produto de transformação do mesmo em metanol (Y) (calcu-

ladas de acordo com o método descrito no ítem 4.1.3., páqina 

53 ), encontrada,s no estudo cinético realizado com o tripeptídeo 
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o 4 

B 

8 O 
tempo (min) 

89. 
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2 

4 8 

Fig.1. Perfi] cromatoçráfico de Moz-Asn-Leu-Gly-OEt 3B (A) e do 

prod1~to obtido após transformação parcial em metanol (B). Tempcs 

de retenção observados: A 5,0 min, Bl 4,5 min, B2 5,3 mino 

Condições de análise por HPLC: vide ítem 4.1.4., página 3B 

refere-se ao Moz-Asn-Leu-Gly-OEt bruto obtido na síntese 3 

(tabela 8 , página 82 ). 
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bruto 3B estâo expressas na tabela abaixo e figura 8 

página 91 

Tabela 11. Cinética de transformação de Moz-Asn-Leu-Gly-OEt 3B 

Tempo 

(h) 

o 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

24 

dissolvido em metanol. 

Moz-Asn-Leu-Gly-OEt 

" '?- ~I 
\ ';) ./ 

100 

77 

66 

68 

52 

48 

44 

42 

39 

18 

Produto de transformação 

( %) 

O 

23 

34 

32 

48 

" . ..., .JL 

56 

58 

61 

82 

3B refere-se ao Moz-Asn-Leu-Gly-OEt bruto obtido na síntese 3 
-6 

(tabela e , página 82 ). Condições experimentais: 6,0 x 10 moI 
o 

de Moz-Asn-Leu-Gly-OEt, 1,0 ml de metanol, 28 C. Condições de 

análise por HPLC: ver ítem 4.1.4., página 53 . As porcentagens de 

Moz-Asn-Leu-Gly-OEt e do produto de transformação foram 

calculados corno descrito no ítem 4.1. 3., página 54. 
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Figura 8. Cinética de transformação de Moz-Asn-Leu-Gly-OEt 3BDem 
-6 

metanol. Condições experimentais: 6,0 x 10 moI de Moz-Asn-Leu
o 

Gly-OEt, 1,0 ml de metanol; 28 C. Condições de análise por HPLC: 

vide ítem 4.1.4., página 54 As porcentagens de transesterifi-

cação foram calculaJas corno descrito no item 4.1.3., página 53 

3B refere-se ao Moz-Asn-Leu-Gly-OEt bruto obtido na síntese 3 

(tabela 8 , pág ina 82 ) .• : t rto..nsf o RyY\ Q..,dc . 



92. 
3.1.4. Identificação do produto obtido na transformação 

total de Moz-Asn-Leu-Gly-OEt 38 dissolvido em 

metanol 

o produto obtido na transformação total do 

tripeptídeo 3B em metanol (descrita no ítem 4.1.5., página 54 

mostrou-se cromatograficamente puro e apresentou as seguintes 

características: 
8 

PF : 170-174 C 

CCD: Rf = 0,18; Rf = 0,30; Rf = 0,65 
8 D E 

HPLC: t = 4,5 min (MeOH/H O, 7:3 (v/v), 1,0 ml/min) 
R 2 

Análise elementar (%) = Calculado: C 54,99; N 11,66; H 6,71 

Observado: C 53,92; N 11,68; H 6,53 

Análise de aminoácidos = Asp 1,02; Leu 0,99; Gly 0,99 

oi. = 18, 8 (DMF, 1 % ) 
D 

EM: pico íon molecular = 480 
1 

RM H (400 MHZ, DMSO-d , TMS) ~ 
6 

O O O O 

11 " 11 ;/ 
CH -O-C-NH-CH-C-NH-CH-C-NH-CH -C 

2 I I 2 \ 

CH
3
0-@-

CH CH O-CH 
I 2 I 2 3 

C~ CH 
/ O / "-

H N CH CH 
2 3 3 

(a) : 0,83 (d, 3H) (h) : 3,80 (d, 2H) 

(b) : 0,88 (d, 3H) (i): 4,95 (s, 2H) 

(c) : 1,48 (m, 2H) (j): 6,90 (d, 2H, J 

(d) : 1,63 (m, IH) (k) : 6,93 (s, 1 H) 

8,8 Hz) 

(e) : 2,35 (d, 2H) (l) : 7 , 30 (d, 2H, J = 8,0 Hz) 

(f) : 3,63 (s, 3H) (m) : 7,38 (l, m, 2H) 

(g) : 3,75 (s, 3H) (n) : 8,0 (d, lH) 

(o) : 8,35 (t, 1 H) 

. I '·~ 

~~ 
,~~ 

.'; 



93. 
Os espectros estão mostrados nas fiquras 9 elO, 

páginas 94 e 95, respect i vamente. 

3.1.5. Cinética de transesterificação dos vários Moz-Asn-

Leu-Gly-OEt brutos 38, 48, 58, 68 e 78 

A tabela 12, página 96 , mostra as porcentaqens 

relativas de transesterificação em metanol dos Moz-Asn-Leu-Gly-

OEt brutos 38, 48, 58 e 68. 

3.1.6. Cinética de transesterificação em metanol dos 

vários Moz-Asn-Leu-Gly-OEt brutos homogeneizados. 

Os resultados comparativos da incubação em metanol 

dos Moz-Asn-Leu-Gly-OEt 38-108 homogeneizados (ítem 4.1.8., 

página 55) estão expressos na tabela 11, página 91 . 
8 ~ 

3.1.7. Determinação do conteúdo de íons Ca(II) nos vários 

Moz-Asn-Leu-Gly-OEt. 

~ 
A tabela 1ft, página 

-;f!. 
9)S, expressa as concentrações 

de Ca(II) nas diferentes amostragens dos tripeptídeos brutos 

38-78 determinados por absorção atômica. As mesmas foram 

preparadas de acordo com o descri to no ítem 2.11., página 30. 

A figura 11, página 99 , mostra o espectro de 

absorção obtido para diferentes amostras dos peptíde0s brutos 58, 

78 e 88. As concentrações de Ca(II) encontrada, para cada um 

deles estão expressas na mesma figura. 

3.1.8. Estudo da influência da temperatura no processo de 

transesterificação de Moz-Asn-Leu-Gly-OEt 58-

homogeneizado. 

Ir: 

~~ 

ÍI' 
~ 

ti 

:" 
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Figura 9. Espectro de massas do produto obtido na transformação 

total de Moz-Asn-Leu-Gly-OEt 38 (tabela 8 página 82 em 

metanol. M = pico do íon molecular. 
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400 MHz. 38 refere-se ao Moz-Àsn-Leu-Gly-OEt bruto obtido na síntese 3 (tabela 8 , página Bl ) . 

\D 
VI 

em metanol, 



Tabela 12. Transesterificaçâo dos Moz-Asn-Leu-Gly-OEt 38. 48. 58. 68 e 78 em metanol 

Transesterificaçâo (I) 

TEMPO (h) 3B 4B 5B 6B 7B 

o O O O O O 

2 34 9 28 O O 

4 48 14 45 O O 

6 56 19 55 O O 

8 61 22 62 O O 

--24 82 36 82 2 O 

48 44 3 O 

38. 48. 58. 6B e 7B referem-se aos Moz-Asn-Leu- Gly-OEt brutos obtidos nas sínteses 3.4.5.6 e 7 (tabela 8 • página 82 ) . 
-6 o 1.0 

Condições experimentais: 6.1 x 10 mal de peptídeo. 1 ml de metanol. 38 C. Condições de análise por HPLC: vid e ítem m 

4 . 1.4 .. página 54 . As porcentagens de transesterificaçâo foram calculadas como descrito no ítem 4.1.3 .• página 53. 



Tabela 1~· . Dete~minação da concent~ação de íons Cal!!) nos Moz-Asn-Leu-Gly-OEt b~utos 38, 48, 58, 68 e 78 

. ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------

Amostras 

38 

48 

58 

68 

78 

a,b.c.e 

a 
1 

3.4 

2.7 

4.1 

b 
2 

11 

38 

32 

c 
3 

0.6 

0.6 

0,6 

0.3 

0,1 

As amost~as foram dissolvtdas em DMF. 

Quantidade (Ull Call /mll peptídeo) 

d 
4 

0.03 

0.03 

0,03 

0,08 

o 

e 
5 

o 

f 
6 

o 

o 

1 

0.1 

O 

0,08 

o 

d,f 9 

Il 
7 

2 

0.03 

0.1 

0,04 

1 

21.99 

1.84 

1.44 

3,24 

5,62 

h 
8 

2 

2,54 

2,02 

0,88 

A amost~a foi dissolvida em MeOH. Foi utilizada a m~stu~a 
h 

MeOH/HCI 

6N para a dissolução das amost~as (5 mll/ 4.6 ml MeOH + 0.4 ml HCI 6N). A amost~a fOl hid~olisada com HCL 6N e o 

hid~olisado dissolvido em állua deionizada. 1 e 2 ~efe~em-se aos vaIo~es encont~ados pa~a duas determinações diferentes 

r~allzadas. 3B. 4B. 5B. 6B e 78 ~eferem-se aos Moz-Asn-Leu-Gly-OEt brutos obtidos nas sínteses 3.4.5.6. e 7 (tabela 8 

pállina 81 ). 

~ 

-.J 
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Tabela 14 . Transesterificação em ~etanol dos vários Moz-Asn-Leu-Gly-OEt homoQeneizados 

Transesterificação (l) 
Tempo 

(h) 3B 4B 5B 6B 7B 8S 9B 10B 

o O O O O O O O O 

2 4 2 16 O O 27 2 2 

4 7 3 32 O O 46 4 3 

6 11 4 40 1 O 57 6 4 

8 14 5 46 2 O 64 7 5 

24 36 14 79 2 O 89 17 12 

48 64 29 89 6 O 93 28 19 

38. 48. 5B. 6B. 78. 8B. 98 e i08 referem-se aos Moz-Asn-Leu-Gly-OEt brutos obtidos nõs sínteses 3.4.5.6.7.8.9 e 10 
-6 o 

(tabela 8 páQina 82 ). Condições experimentais: 6.1 x 10 moI (3 mQ) de peptídeo. 1 ml de metanol. 38 C. Condições 

de análise por HPLC: vide ítem 4.1.4 . • páQlna 5~ . As porcentaQens de transesterificação foram calculadas como descrito 

no ítem 4.1 . 3 .• pÁ~ina ;} 
~ 
co 

\t;..;;& ~".'; .~ ' 
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Figura 11. Determinação da porcentagem de íons Ca(II) presente em 

diferentes amostragens dos peptídeos brutos 5B,7B e 8B. 5B: 5= 

0,0735%, 4 = 0,0501%, 3 = 0,0653%, 2 = 0,121%, 1 = 0,0635%; 7B: 

2 = 0,935%, 1 = 0,130%; 8B: 5 = 0,0864%, 4 = 0,386%, 3 = 0,165%, 

2 = 0,131%, 1 = 0,308%. Estas porcentagens foram determinadas por 

comparação êl padrões cujas concentrações de Ca(II) são 

conhecidas. 5B,7B e 8B referem-se aos Moz-Asn-Leu-Gly-OEt brutos 

obtidos nas síntese 5,7 e 8 (tabela 8 , página 82 ). 



100. 

A figura 12, página 101, mostra os resultados 

obtidos neste estudo, o qual foi realizado de acordo com o método 

descrito no ítem 4.1.9., página 56. 

3.1.9. Estudo do efeito da diluição de Moz-Asn-Leu-Gly-

OEt SB - homogeneizado no processo de sua 

transesterificação 

Os resultados encontrados neste estudo realizado 

de acordo com o método descrito no ítem 4.1.10., página 56, estão 

mostrados na figura 13, página 102. O efeito da concentração de 

peptídeo sobre a velocidade de sua transesterificação está 

mostrado na figura 14, página 103 . 

3.1.10. Transesterificação de Moz-Asn-Leu-Gly-OEt SB-

homogeneizado na presença de o-fenantrolina. 

Os resultados obtidos neste estudo realizado de 

acordo com o método descri to no ítem 4.1.11., página 57 , foram 

os seguintes: 

a- A CCD de A e B realizada nos tempos O e 48 horas de incubação 
D 

demonstraram a presença de manchas de Rf correspondentes à 
D 

Moz-Asn-Leu-Gly-OEt e Moz-Asn-Leu-Gly-OMe. 

b- A análise por densitcmetrla das CCD realizadas forneceu as 

porcentagens relativas de transesterif~cação de~ e ~\ para 

as incubações de Moz-Asn-Leu-Gly-OEt em soluções metanólicas 

de o-fenantrolina e em metanol respectivamente. 

página 104 . 
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(figura 15 
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Figura 12. Cinética de transesterificação em metanol de Moz-Asn-

Leu-Gly-OEt bruto 5B-homogeneizado em diferentes temperaturas. 
-6 

Condições experimentais: 6,0 x 10 moI (3,0 mg) de peptídeo, 1 ml 

de metanol. Condições de análise por HPLC: vide ítem 4.1.4., 

pág i na SLJ . As porcentagens de transesterificação foram 

calculadas como descrito no ítem 4.1.3., página 53 . 5B refere-se 

ao Moz-Asn-Leu-Gly-OEt bruto obtido na síntese 5 (tabela 8 

página 82. ). 
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Figura 13. Cinética de transesterificação em metanol de Moz-Asn-

Leu-Gly-OEt 5B - homogeneizado em diferentes concentrações_ 

Condições experimentais: ítem 4.1.10., página 56 Condições rie 

análise por HPLC: vide ítem 4.1.4_. página 54 As porcentagens 

de transesterificação foram calculadas como descrito no ítem 

4.1. 3 .• página S3. 5B refere-se à Moz-Asn-Leu-Gly-OEt bruto 

obtido na síntese 5 (tabela 5 • página 82. ). 
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Figura 14. Efeito da concentração de Moz-Asn-Leu-G1y-OEt 58-

homogeneizado sobre a velocidade de sua transesterificação em 

metanol. Condições experimentais: ítem 4.1.4., página 54 

Condições de análise por HPLC: vide ítem 4.1.4., página 5~ As 

velocidades de transesterificação foram calculadas a partir das 

porcentagens de transesterificação obtidas em 6 horas de reação o 

58 refere-se à Moz-Asn-Leu-Gly-OEt bruto obtido na síntese 5 

(tabela 8 , página B2 ) . 
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Figura 15. Perfil obtido por densitometria da transesterificação 

de Moz-Asn-Leu-Gly-OEt 5B-homogeneizado em metanol na ausência 

(A) e presença de o-fenantrolina (B). 1 = Moz-Asn-Leu-Gly-OEt, 2 
-6 

= Moz-Asn-Leu-Gly-OMe. Condições experimentais: 6,1 x 10 moI (3 

mg) de Moz-Asn-Leu-Gly-OEt, 1 ml de metanol (A) ou solução 
-3 o 

metan6lica de o-fenantrolina 1 x 10 M (B), 38 C. As porcentagens 

de Moz-Asn-Leu-Gly-OEt e Moz-Asn-Leu-Gly-OMe referem-se às 

porcentagens relativas calculadas através da integração dos picos 

c ) : ..2 A o," S ~ '1'0 t ..,.2 '"'B :;; G f r%, 

-., 



105. 
3.1.11. Transesterificação de Moz-Asn-Leu-Gly-OEt 5B-

homogeneizado na presença de EDTA. 

As incubações do tripeptídeo em metanol na ausên-

cia e presença de EDTA, realizadas conforme descrito no ítem 

4.1.12. , página 57 e analisadas por HPLC, forneceram os valores 

de porcentagens relativas de transesterificação descritos na 

tabela abaixo: 

Tabela 15. Transesterificação de Moz-Asn-Leu-Gly-OEt 5B- homoge-

neizado na presença de EDTA 

TRANSESTERIFICAÇÃO (%) 

TEMPO DE REAÇÃO 

(h) 

o 

4 

8 

24 

48 

a 
MeOH 

o 

15 

24 

39 

48 

b 
MeOH + EDTA 

o 

o 

o 

o 

o 

5B refere-se ao Moz-Asn-Leu-Gly-OEt bruto obtido na síntese 5 
-6 

(tabela e , página 82). Condições experimentais: 6,1 x 10 moI 

de Moz-Asn-Leu-Gly-OEt 5B, 0,7 ml de 

deionizada (a) ou 0,3 ml de solução 
o 

metanol e 0,3 ml de água 
-2 

aquosa de EDTA 4,0 x la M 

(b) , 38 C. Condições de análise por HPLC: vide ítem 4.1.4., 

página 54. As porcentagens de transesterificação foram calculadas 

como descrito no ítem 4.1.3., página 53 

No caso em que o EDTA estava presente no melO 

reacional foi observado o aparecimento de um precipitado 

branco após 8 horas de reação. 
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106. 
3.1.12. Influência da concentração de EDTA na transeste-

rificação de Moz-Asn-Leu-Gly-OEt 5B homogeneizado 

A figura 16, página 107, mostra as porcentagens 

relativas de transesterificação observadas para as misturas 

reacionais A, B, C e D nos tempos O, 2, 4, 6, 8, 24 e 48 horas de 

reação ( ítem 4.1.13., página 58) . 

A influência da c071CEn t :c ilÇão de EDTA na 

velocidade de reação está mostrada na figura 17, página 108 . 

3.2. Transesterificação de Moz-Asn-Leu-Gly-OEt-recristalizado. 

3.2.1. Caracterização de Moz-Asn-Leu-Gly-OEt- recristali-

zado 3R. 

o peptídeo 3R obtido após recristalização de 3B no 

sistema de solvente etanol/ água, apresentou as seguintes 

características: 
o 

PF = 193-196 C 

HPLC: t = 4.8 min (MeOH/H O, 7:3 (v/v); 1,0 ml/min) 
R 2 

CCD: Rf = 0,22; Rf = 0,51; Rf 0,71 
B D E 

Análise elementar: Calculado: C 55,86; N 11,34; H 6,94 

o(. = (DMF, 1 % ) 
D 

1 

Observado: C 55,45; N 10,73; H 7,02 

RM H (200 MHz, DMSO-d , TMS): 
6 

~ 
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Figura 16. Cinética de transesterificação em metanol de Moz-Asn-

i .. 

Leu-Gly-OEt 5B-homogeneizado na presença de EDTA. Condições 
-6 

experimentais: 6,1 x 10 moI (3,0 mg) de Moz-Asn-Leu-Gly-OEt; 0,7 

ml de metanol e <O) 0,3 ml de água, <+) 0,28 ml de água e 15 
-3 

uI de EDTA 4 x 10 M, <O) 0,15 ml de água e 0,15 ml de EDTA 
-3 -3 o 

4,Ox 10 M, ('\7 ) 0,3 ml de EDTA 4,0 x 10 M; 38 C. Condições de 

análise: vide ítem 4.1.4 . , página 54 As porcentagens de 

transesterificação foram calculadas como descrito no ítem 4.1.3., 

página 53. 5B refere-se ao Moz-Asn-Leu-Gly-OEt bruto obtido na 

síntese 5 (tabela 8 , página B2 ) . 

:I 

" 
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Figura 17. Influência da concentr~ção de EDTÀ na velocidade de 

transesterificação em metanol de Moz-Àsn-Leu-Gly-OEt SB-homoge-

neizado. Condições experimentais: vide figura anterior, 

página !01. Condições de análise por HPLC: vide ítem 4.1.4., 

página 51L ÀS velocidades foram calculadas a partir das 

porcentagens de transesterificação encontradas em 6 horas de 

reação. 
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109. 
o O O O 

CH 0- () -CH -O-C-NH-CH-C-NH-CH-C-NH-CH -c @ " 11 /I " 
3 2 I I 2" 

(a): 0,82 

(b): 0,87 

(c) : 1, 18 

(d): 1,4.8 

(e) : 1,62 

(f) : 2,38 

(g): 3,72 

CH CH 

I 2 I 2 

c 
/ ~O 

H N 
2 

(d, 3H) 

(d, 3H) 

(t, 3H) 

(m, 2H) 

(m, IH) 

(d, 2H) 

(s, 3H) 

CH 

/ " CH CH 
3 3 

(h) : 3,77 

(i): 4.,07 

( j): 4., 94. 

(k): 6,94. 

(1) : 7,38 

(m) : 7,31 

(n) : 8,00 

(o): 8,30 

O-CH -CH 
2 3 

(d, 2H) 

(q, 2H) 

(s, 2H) 

(d, 2H, J = 8,8 Hz) 

(d, 2H, J 8,8 Hz) 

(s, IH) 

(d, lH) 

(t, IH) 

o espectro obtido está mostrado na figura 18, 

página 110 . . 

Os peptídeos 4.R, 5R e 10R, obtidos após a 
~ 

recristalização de 4.B, 5B e 101 em etanol/ água, apresentaram 

características idênticas às acima descritas para 3R. 

3.2.2. Cinética de transesterificação em metanol de Moz-

Àsn-Leu-Gly-OEt-recristalizado 

Os peptídeos 3R, 4.R, 5R e 10R não sofreram 

transesterificação quando incubados em metanol nas condições 

descritas no ítem 4..2.2., página 59 

f, 
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0-7C , NH ;' CtI e 
m 2 CH3CH 3 
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c 

Figura 18. Espectro de RM1H de Moz-Asn-Leu-Gly-OEt 3R em DMSO-d
6

, 200MHz. 3R refere-se ao 

Moz-Asn-Leu-Gly-OEt recristalizado em EtOH/H
2

0 

I 
O 



111. 

3.2.3. Cinética de transesterificação em metanol de Moz-

Asn-Leu-Gly-OEt 7B e 10R na presença de Moz-Asn-

Leu-Gly-OEt 5B e 8B. 

Os resultados obtidos no estudo comparativo da 

transesterificação de 5B ou 8B em metanol, de 7B e 10R em 

soluções metan6licas de 5B e de 8B realizado corno descrito no 

ítem 4.2.3., página 59 , estão expressos na tabela 16 , página 

112 . 

As figuras 19 e 20, páginas 113 e 114, mostram os 

resultados da cinética de transesterificação de 7B na presença de 

diferentes concentrações de 5B e a influência da concentração do 

peptídeo 5B na velocidade de transesterificação de 7B em metanol 

respectivamente. 

3.2.4. Cinética de transesterificação de Moz-Asn-Leu-Gly-

OEt 7B em soluções metanólicas de diferentes 

concentrações de acetato de cálcio e 

caracterização do produto obtido nestas reações. 

A figura 21, página 11" expressa os resultados da 

cinética de transesterificação do tripeptídeo encontradas no 

estudo realizado de acordo com o método descrito no ítem 

4.2.4., página 60 . O produto obtido na incubação F apresentou as 

seguites características após recristalização em etanol/ água: 
o 

PF = 199-201 C 

HPLC: t = 4.,2 min (MeOH/H O, 7:3 (v/v) , 1,0 ml/min) 
R 2 

CCD: Rf = 0,17; Rf = 0,40; Rf 0,67 
B D E 

Análise elementar: Calculado: C 54,99; N 11,66; H 6,71 

Observado: C 51,08; N 10,56; H 6,20 



Tabela 16 . Transesterificação de Hoz-Asn-Leu-Gly-OEt 78 e 10R na presença de Hoz-Asn-Leu-Gly-OEt 58 e 88. 

Tempo 

(h) 

o 

2 

4 

6 

6 

24 

48 

a 
78 

O 

O 

O 

O 

O 

O 

O 

a 
10R 

O 

O 

O 

O 

O 

O 

O 

a 
58 

O 

16 

32 

4.0 

4.6 

79 

89 

a 
6B 

O 

22 

36 

4.5 

51 

77 

87 

b 
78 + 58 

O 

5 

11 

16 

21 

50 

73 

b 
10R + 58 

O 

7 

11 

14. 

20 

4.4. 

60 

b 
10R + 88 

O 

14 

23 

29 

35 

64. 

81 

5B, 7B e 8B referem-se aos Hoz-Asn-Leu-Gly- OEt brutos obtidos nas sínteses 5,7,6 (tabela 8 páQina~2). 10R refere-se 
a -6 

a Moz-Asn-Leu-Gly-OEt 10B recristàlizado em EtOH/H O. Condições experimentais: 6,0 x 10 moI (3,0 mQ) de Moz-Asn-Leu-
o b -6 2 -6 

Gly-OEt bruto, 1 ml de metanol, 38 C. 3,0 x 10 moI 0,5 mQ) de Moz-Asn-Leu-Gly-OEt 78 ou 10R, 3,0 x 10 moI (1,5 mQ) 
o 

de Moz-Asn-Leu-Gly-OEt 58 ou 88, 1 ml de metanol, 38 C . Condições de análise por HPLC: vide ítem 4.1.4., páQina 54 . ÀS 

porcentaQene de transesterificação foram calculadas como descrito no ítem 4.1.3., página 5~ . Para 58 e 6B foram usadas 

as médias das porcentaQens obtidas em duas incubações simultâneas em metanol. 
I--' 
I--' 
N 
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Figura 19. Cinética de transesterificação de Moz-Asn-Leu-Gly-OEt 

7B em metanol 

experimentais: 
-6 

1,0.10 mal 5B 
-6 

na presença de 
-6 

Moz-Asn-Leu-Gly-OEt 5B. Condições 
-6 

6,1.10 mal 

); 4,1.10 

de 10R 
-6 

( ),5,1.10 
-6 

mal de 10R e 

mal de lOR e 2,0.10 mal de 5B ( ), 
-6 -6 

3,1.10 mal de 10R e 3,0.10 mal de 5B ( ); 1,0.10 mal de 10R 
-6 -6 

e 4,0 x 10 moI de 5B ( ); 6,1.10 mal de 5B ( volume total 
o 

= 1 ml, metanol 38 C. Condições de análise por HPLC: vide ítem 

4.1.4., página 5~ As porcentagens de transesterificações foram 

calculdas corno descrito no ítem 4.1.3., página 53 . 5B refere-se 

à Moz-Asn-Leu-Gly-OEt bruto obtido na síntese 5 (tabela 8 

página 82). 10R refere-se ao 10B recristalizado em EtOH/H o. 
2 
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Figura 20. Efeito da concentração de 5B sobre a velocidade de 

transesterificação de Moz-Asn~Leu-Gly-OEt 7B em metano 1 . 

Condições experimentais: vide figura anterior, página 113. 

Condições: vide ítem 4.1.4., página 54 As velocidades foram 

calculadas a partir das porcentagens de transesterificação 

encontradas em 6 horas de reação. 
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Figura 21. Cinética de transesterificaçâo de Moz-Asn-Leu-Gly-OEt 
--I e, 
~ em soluções metan6licas de diferentes concentrações de 

-6 
Ca(Ac) . Condições experimentais: 6,1 x 10 moI (3 mg) de peptí-

2 
deo e 1 ml de solução metan6lica 

quantidades: 6.1 x 
-7 

-9 
10 moI (e); 

-6 

contendo Ca(Ac)~ nas seguintes 
-8 

C~ ) J 6,1 x 10 mo I ; C+) , 6,1 x 
-6 

10 mo I; (Â.), 3, O x 10 mo I ; (~), 6,0 x 10 moI; ev), 3,0 x 
-·5 o 

10 moI de 38 C. Condições de análise por HPLC: vide ítem 4.1.4., 

página 54. As porcentagens de transesterificaçâo foram calculadas 

como descrito no ítem 4.1.3., página 53. 10R refere-se a Moz-Asn-

Leu-Gly-OEt 10B (tabela e 

EtOH/H o. 
2 

página 82 recritalizado em 



~~------------~ 

1 116. 
RM H (200 MH z , DMSO-d , TMS): 

6 

O O O O 

1\ 11 U li 
CH O~CH - O - C - NH - CH - C - NH - CH - C - NH - CH - C 

3 2 I I 2 \ 
CH CH O-CH 
I 2 I 2 3 

C CH 
/ ~O / ...... CH 

NH CH 3 
2 3 

(a) : 0,88 (d, 3H) (h) : 3,87 (d , 2H) 

(b) : 0,93 (d , 3H) (i): 5,00 (s, 2H ) 

(c) : 1, 54 (m, 2H) (j): 6,97 (d, 2H, J 8,8 Hz) 

(d) : 1,70 (m, IH) (k) : 7,02 (s, 1 H) 

(e) : 2,50 (d, 2H) (l) : 7,35 (d, 2H, J = 8,8 Hz) 

(f) : 3,68 (s, 3H) (m) : 7,45 (s, IH) 

(g) : 3,81 (s, 3H) (n) : 8,06 (d, IH) 

(o): 8,45 (t, IH) 

o espectro obtido está mostrado na figura 22, 

página 117 

A figura 23 , página 118 , mostra o efeito da 

concentração de acetato de cálcio na velocidade da reação de 

transesterificação em metanol do tripeptídeo 7B. 

3.2.5. Cinética de transesterificação em soluções 

metanólicas de acetato de cálcio de Moz-Asn-Leu-

Gly-OEt 10R em diferentes c oncentrações 

A figura 24, página 119, mostra os resultados 

obtidos no estudo da influência da concentração de Moz-Asn- Leu-
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iÇJura 22 . Espectro de RM H em DMSO-d ' de Moz-Àsn-Leu-Gly-OMe resultante na transesterificação de Moz-Àsn-Leu-Gly-OEt 7B 

6 
m solução metan6l ica de Ca (Àc) } 400 MHz . 

2 
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Figura 23. Influência da concentração de Ca(Ac) na velocidade de 
L 2 1~ . 

transesterificação em metn~l de Moz-Asn-Leu-Gly-OEt rfrR. Condl-

ções experimentais: vide tabela anterior, página 112. Condições 

de análise por HPLC: vide ítem 4 . 1 . 4 . , página 54 . As velocidades 

foram calculadas a partir das porcentagens de transesterificação 

encontradas em 6 horas de reação. 
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Figura 24. Cinética de transesterificação de Moz-Asn-Leu-Gly-OEt 

10R em diferentes concentrações na presença de Ca(Ac) . Condições 

experimentais: (e) 6,1 
-6 

mg) , (O) 6,1 x 10 moI 
-6 

peptídeo, 6,1 x 10 moI 

-6 2 - 6 
xlO moI (3mg), (/j,) 3,Ox10 moI (1,5 

-6 
(0,6 mg), (A) 3, O x 10 mo I (0,3 mg) de 

-2 
(0,61 rol de solução metan6lica 1 x 10 

o 
M) 

de Ca(Ac) , 3,4 moI de MeOH (volume total = 20 ~l), 38 C. Con-
2 

dições de análise por HPLC: vide ítem 4.1.4., página 54. As 

porcentagens de transesterificação foram calculad s como descrito 

no ítem 4.1.3., página 53. 10R refere-se ao Moz-Asn-Leu-Gly-OEt 

10B (tabela 8 , página 82 recristalizado em EtOH/H O água. 
2 
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120. lo fj/ 
Gly-oEt\(na porcentagem de sua transesterificação em metanol, 

realizado segundo o método descrito no ítem 4.2.5., página 61. O 

gráfico em função da velocidade de reação está mostrado na figura 

25, página 14 

3.2.6 . Cinética de transesterificação de Moz-Àsn-Leu-Gly-

OEt 7B em soluções metanólicas de cloreto de 

cálcio, acetato de sódio e cloreto de sódio. 

Os resultados obtidos no estudo da transesterifi-

cação de Moz-Àsn-Leu-Gly-OEt 7B na presença destes sais na 

proporção peptídeo:sal 1:1 (moI/moI), realizado conforme descrito 

no ítem 4.2.6., página 6~ estão mostrados na tabela 17, página 

122 

3.2.7. Cinética de transesterificação de Moz-Àsn-Leu-Gly-

OEt 7B em soluções metanólicas da mistura cloreto 

de cálcio/ acetato de sódio. 

ÀS porcentagens relativas de Moz-Àsn-Leu-Gly-OMe 

formado a partir da transesterificação de Moz-Àsn-Leu-Gly-OEt 7B, 

realizada nas condições descritas no ítem 4.2 . 7., página 62 

encontram-se expressas na tabela 17, página 122. 

4. Estudo conformacional de Moz-Àsn-Leu-Gly-OEt 3B, 8B e 3R 

1 
Os espectros de RM H, (400 MHz) em DMSO-d de Moz-Àsn-

6 
Leu-Gly-OEt 3B e 8B- homogeneizados e recristalizado 3R estão 

mostrados nas figuras 26, 27, 28, 29, 30 e 31 , páginas 123 ,124 

125 126 127 e 128 ÀS porcentagens de "Nuclear 

· 
'r' 

.~ 
~': 

.. 
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Figura 25. Efeito da concentração de Moz-Àsn-Leu-Gly-OEt 10R na 

sua transesterificação em soluções metan6licas de Ca(rlc) Condi-
2 

ções experimentais: vide tabela anterior, página 112 . Condições 

de análise por HPLC: vide ítem 4.1.3., página 53. ÀS velocidades 

foram calculadas a partir das porcentage~s de transesterificação 

encontradas em 6 horas de reação. 



~ô 
Tabela 17 . T~anseste~ificação em metanol de Moz-Asn-Leu - Gly-OEt ~na p~esença de dive~sos sais: 

T~anseste~ificação (I) 

Tempo 

(h) 78 Ca(Ac) CaCI 
2 2 

° O O ° 

2 O 12 O 

4 O 22 ° 

6 O 31 1 

8 O 36 1 

24 O 64 2 

48 O 83 5 

NaAc NaCl 

O O 

O O 

2 O 

4 O 

5 O 

11 O 

28 1 

CaCI /NaAc 
2. 

1/0,5 

O 

7 

13 

18 

22 

42 

61 

1/1 

O 

10 

17 

22 

25 

49 

64 

1/2 

O 

10 

18 

24 

28 

50 

65 

------------------------------------
-6 

Condições expe~imentais: 6,0 x 10 mal (3 mQ) de peptídeo, 0,6 de solução metan6lica de Ca(Ac) 
. 2 

NaCI 0,01 M e 0,4 ml de metanol ou 0,6 ml de solução metan6lica de CaCl /NaAc (°,01 M)/0 , 005 Hó 
o 2 

CaCl. 
2 

NaAc 

0,01 H/O,OOl 

ou 

Ho 

0,01 M 10,02 M) e 0,4 ml de metanol. 38 C. As po~centaQens de t~anBesterificação indicadas ~eferem-se às porcentaQens 

relativas de Hoz-Asn-Leu-Gly-OHe, detectadas nos meios reacionais por HPLC. 78 refe~e-se ao peptídeo obtido na síntese 

7 (tabela 8 • páQina 82 ). 
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N 
N 
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Figura 26. Espectro bidimensional de RMH em DMSO-d de Moz-Asn-

6 
Leu-Gly-OEt 3B-homogeneizado, 400 MHz (NOESY) . 3B refere-se ao 

Moz-Asn-Leu-G 1 y-OEt bruto na síntese 3 (tabe 1 a e , pág ina 82 ). 
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Figura 27. Espectro bidimensional de RMH em DMSO-d de Moz-Asn-

6 
Leu-Gly-OEt 3B-homogeneizado, 400 MHz CNOESY). 3B refere-se ao 

Moz-Asn-Leu-Gly-OEt bruto na síntese 3 (tabela 8 , página 82). 
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Figura ~ 8_ Espectro diferencial de RMH em DMSO-d de Moz-Asn-Leu-

6 
Gly-OEt 3B-homogeneizado, 400 MHz (NOESY) _ 3B refere-se ao Móz-

Asn-Leu-Gly-OEt bruto obtido na síntese 3 (tabela B , página 82)_ 

I-' 
N 
lJl 





c 

-

é . o. ~ 7 . 5 7 . G 6. L. O ;. 
'r - '----.--.----.--~~~ 

5. 0 i,.5 4 . 0 3. ; 3 . O 2. 5 
, --. - --. -- " T T ' ' -Y-'- -1 

2 .0 1. 5 1. 0 

ppm 

1 
Figura 30. Espectro diferenci a l de RMH em DMSO- d ' de 8B-homogeneizado. 400 MHz (NOESY) .8B refere-se ao 

6 
Gly- OEt bruto obtido na síntese 8 (tabela 8 • página 82 ) . 
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Figura 31. Espectro diferencial de RMH em DMSO-d de Moz-Asn-Ceu-Gly-OEt 3R na presença de CaCI 3R refere-se ao 
6 2 

Moz-Asn-Leu-Gly-OEt bruto obtido na síntes~ 3 (tabela 8 • página 81 ) recristalizado em EtOH/H o. 
2 



Overhauser Effect" (NOE) detectadas estão 
129. 

mostrados 

respectivos espectros juntamente com as atribuições dos picos. 

nos 

Os espectros Raman realizados não foram apresentados, 

sendo que urna explicação adequada pode ser encontrada na 

discussão dos resultados, página 175 
1 

Os resultados obtidos nos espectros RM H a (4.00 MHz) 

OMSO-d contendo cloreto de cálcio do tripeptídeo recristalizado 
6 

3R realizados ítem 4..3., página 63 estão mostrados na 

tabela 18 , página 130 

5. Transesterificação de Z-Àsn-Leu-Gly-OEt (A), Boc-Àsn-Leu-Gly
t 

OEt (B), Moz-Asn-Leu-Gly-OBzl (C), Moz-Asn-Leu-Gly-OBu (O) , 

Moz-Gln-Leu-Gly-OEt (E), Moz-Asn-Ile-Gly-OEt (F) e Moz-Asn-

Leu-Ala-OEt (G) em metanol. 

5.1. Transesterificação de A,B,C,O,E,F e G brutos. 

As porcentagens relativas de transesterificação 

encontradas no estudo realizado segundo o método descrito no ítem 
63 lj~ 

5.1., página~, estão expressas na tabela 19, página ~ 

juntamente com as condições utilizadas para análise por HPLC. 

5.2. Transesterificação de B,C,D,F e G brutos em soluções 

metanólicas de acetato de cálcio. 

A tabela 20, página 13~ mostra os resultados obtidos no 

estudo da transesterificação dos peptídeos brutos B,C,O,F e G em 

soluções metanólicas de acetato de cálcio (condições descritas 

no ítem 5.2., página 64 ). Também estão expressas as condições 

de análise por HPLC utilizadas. 



Tabela 16. Porcentage~ de NOE detectadas entre dife rentes prótons de Hoz-Asn-Leu-Gly-OEt 

Peptídeo Pr6ton irradiado Próton acoplado NOE (t) 

a 

36 

86 

3R + CaC1 2 

a 
-NH , 

a 
-NH 

I 

a 
-NH 

I 

a 
-NH 

I 

b 
- NH . 

-CH (j) 
3 

-CH-(e) 
2 

a 
-NH 

I 

-CH - (e) 
2 

-CH (j) 
3 

Refere-se a um dos pr6tons do NH da a mida 
. 2 . 

NH da . asparallina e os prótons do ane l aromático 
2 1 

espectro de RM H de Moz-Asn-Leu-Gl y-OEt . 313 

-CH - (e) 
2 

-CH (j) 

3 

-CH - (Gly) 
2 

-CH - (e) 
2 

-CH ( j) 

3 

-CH - (e) 
2 

-CH (j) 
3 

- CH - (e) 
2 

a 
NH 

b 
NH 

-CH (j) 
3 

-CH - (e) 
2 

-CH (j) 
3 

a 
NH 

-CH ( j) 

3 

a 
NH 

-CH - (e) 
2 

1,2 

5,8 

1,0 

4,9 

3,9 

34,7 

42,4 

26,8 

24,1 

40,0 

42,4 

-38,5 

-39,5 

-7,7 

-5,8 

-41,5 

-42,1 

b 
da asparallina (7,4 ppm). Re fere-se a um dos prótons do 

e, J 
do Moz (6,9 ppm) . Referem-se aos p i cos e e j do 

I-' 
W 
O 



Td~ela 19 . Tranaeoterificaçao de tripeptideos bruto~ em metanol. 

Transesterificação (I) 
Tempo 

(h) À B c o E F G 

o O O O O O O O 

2 9 O O O la 1 O 

4 16 O O O 20 o O 

6 29 o O o 26 2 o 

6 39 O O o 34 O 

24 44 O O O 63 1 o 

4B 73 O O O 60 2 o 

A,B,C,O,E,F e G referem-ae à Z~Àsn-Leu~Gly-OEt (A), Soc-Asn- Leu-Gly-OEt (S), Hoz - Aso - Leu-Gly - OSzl (C), Hoz-Asn-Leu-Gly
t 

OBu (O), Hoz - Gln- Leu-Gly-OEt (E), Hoz - Asn-Ile-Oly- OEt (F) e Hoz-Asn-Leu-Ala-OEt (G) respectivamente. Condições experi
o 

me ntais: 3 mg de peptídeo bruto, 1 ml (A,D,E,F,G) ou 2 ml (8,C) de metanol, 36 C. Condições de an~lise por HPLC: eluente 

- HeOH/U O, 7:3 (v/v), detecçlo - 254 nm (8 - 206 nm), fluxo - 1,0 ml/min (A,F,G) ou 1,5 ml/min 
2 

(8,0) ou 2 ml/min 

(C,E), sensibilidade x 0,1 (C,E,F,G) ou 0,2 (A,D) ou 0,5 (8), volume injetado A la uI, registro - 0,1 mm/seg). As 

po rcentagens de trans.sterificação foram calculadas como descrito no ítem 4 . 1~1P~glna 54 . 



Tabela 20. TranseBterltieaçao de tripeptídeos brutos em soluções metanólieas de Ca(Ae) 

(h) 

o 

2 

6 

e 

48 

a 
A B 

o 

5 

9 

10 

43 

c 

o 

16 

31 

45 

63 

91 

100 

o 

o 

o 

o 

o 

O 

o 

o 

Tranaesterifieação 

a 
E F 

o 

1 

1 

o 

2 

7 

13 

G 

o 

7 

13 

9 

23 

49 

71 

2 

t 
A,U,C,D,E,F e G referem-se ~ Z-Aap-Leu-Gly - OEt. Boe-Aan - Leu-Glv-OEt. Ho~-Aan- Leu-Gly-OB~l, Moz-Asn-Leu-Gly- OBu • Ho~-

Gln- Leu - Gly-OEt, Ho~-Aan- Ile-Glv-OEt e Ho~-Asn-Leu - Ala-OEt I respectivamente. Condições 
-2 

experimentais: 3 Dl,\! de 

tripeptídeo (Bl, 0,7 ml solução de Ca(Ac) 1 x 10 H (B, 0,7 mli C, 0)53 Dlli O, 0,57 ml; F, 0,61 mli G. 0,59 ml) e 
2 o 

lIIelionol pal' a completar 1 ml (Dl ou 2 ml (B,C,F,Gli 38 C . Condições de análiseporHPLC: eluente a MeOH/H 0,7:3 (v/v). 
2 

det~cção a 254 nm (B - 206 ~m), fluxo ; 1,0 ml/min (A,F e G) ou 1,5 ml (B,O) ou 2,0 ml/min (C,E), sensibilidade u 0,1 

(C.I::,F e G) ou 0,2 (A.O) ou 0.5 (B); volume injetado 10 uI, reQistro 0.1 mw/seQ . As porcentaQens de 
a 

tran~euterificaçao foram calculadas como descrito no ítem ~ . 1.4 .• páQina5~ Estes peptídeos nAo foram incubados na 

p..-etlença de Ca(Ac) (1:1), pois os me SIDOS transeuteriticdlll em metanol na ausência deste sal. 
2 

I--' 
W 
N 



133. 
A figura 32, página134, mostra o perfil cromatográfico 

de Moz-Asn-Leu-Gly-OBzl em solução metanólica de acetato de 

cálcio (condições descritas no ítem 5.2., página 64 ) em O e 6 
o 

horas de incubação a 38 C. 

5.3. Transesterificação em soluções metanólicas de acetato de 

cálcio de A,B,C,D,E,F e G recristalizados. 

Os resultados encontrados no estudo cinético da incubação 

de A,B,C,D,E,F e G recristalizados em soluções metanólicas de 

acetato de cálcio (peptídeo/Ca (11), 1: 1 (moI/moI» nas condições 

descritas no ítem 5.4., página 65 , estão mostrados na tabela 

21 , página 135 Na mesma tabela estão expressas as condições 

utilizadas para análise por HPLC. 

6. Transesterificação de ésteres de peptídeos em soluções 

metanólicas de acetato de cálcio. 

6.1. Estudo qualitativo 

A tabela 22, página 136, mostra as condições 

experimentais utilizadas e os resultados obtidos no estudo 

preliminar qualitativo da incubação em solúcões metanólicas de 

acetato de cálcio dos peptídeos Z-Asn-Leu-OEt, Z-Asn-Phe-OBzl, 

Boc-Leu-Gly-OEt, Z-Pro-Leu-Gly-OEt, Boc-Ile-Gly-OBzl, Z-Asn-Leu-

OBzl, Z-Asn-Phe-OEt, 
t 

Z-Asn-Cys(S-Bzl)-OBu , 
t 

Moz-Asn-Ile-Gly-OBzl, Z-Pro-Leu-Gly-OBzl, 
t 

Z-Cys(S-BzI)-Tyr-OBu e Z-Cys(S-BzI)Tyr-

Ile-OBu , o qual foi realizado segundo o método geral descrito no 

ítem 6.1., página 65. 

A figura 33, página 137 , mostra o perfil cromatográfico 



\34 o 

b 

a .. \c 
I 

1 'L 2 

I I I I I I I I 
O 2 4 6 O 2 4 6 

tempo l min) 

Figura 32. Perfil cromatográfico de Moz-Asn-Leu-Gly-OBzl imedia-

tamentG após sua dissolução em solução metanólica de Ca(Ac) 1 x 
-2 o 2 

10 M (1) e após 6 horas de incubação a 38 C (2) Condições de aná-

lise: eluente = MeOH/H O, 7:3 (v/v), fluxo = 2 ml/min, detec-
2 

ção = 254 nm, sensibilidade = 0,1, registro = 0,1 mm/sego Tempos 

de retenção: 2a 1,5 min, 2b = 2,2 min, 2c = 4,0 mino 



Tabela 21. T~anseste~ificaçao de t~ipeptídeos 

Peptídeo 

A) ~ -ABn-Leu-Glv-OEt 

S) Boc-Àan-Leu-Gly-OEt 

C) Ho~-ABn-Leu-Gly-OB~l 

t 
1) Mo~ -ABn-Leu-Glv-OBu 

EI Ho~ -Gln-Leu-Qly-Ort 

~. I Hoz-Asn-Ile-Gly-OEt 

OI Ho~-ABn-Leu-Àl~-OEt 

-6 
COndl\;Õea expe~illlentais: 6,1 x 10 

T~ansesterificação (lI 

Tempo (hl 

6 

36 

28 

63 

O 

26 

44 

4 

11101 de peptídeo, 2,4 ml de Ca(Ac) 
2 

24 

75 

64 

98 

o 

60 

67 

12 

o 
0 , 01 M, 1,6 ml de MeO", 6 ho~as, 38 C. CondiçÕes 

de análise po~ HPLC: eluente - MeOH/" O, 7:3 (v/v), detecção - 254 nm e 206 (8), fluxo· 1 ml/min (A,F,G) ou 1.5 ml 
2 

(B,D) ou 2 ml/min (C.E), sensibilidade - 0,1 (C,E,F.OI ou 0,2 (A,D) ou 0,5 (8). volume injetado - 10 fl, ~egist~o - 0,1 

mU\/eeg. Ao po~centagenB de transeste~iflcação fo~am calculadas como descrita no ítem 5.2 .• página 6~ . 

...... 
W 
Ul 



t'ep[lOeo Quantlllalle de 

pept(deo 
-6 

(.10 IDol) 
- --- -- --------------- - ------ - - -----------

a 
1) Z- Asn- Leu- Oly-OEt 6,5 

2) 1l 0 c - Leu-Gly-OEt 9,5 

9,5 

9,5 

3) 2 - Asn- leu - OEt 7,4 

4) Z- Aan-Phe-OEt 6,6 

5) Z-P r o - Leu-Gly-OEt 6,7 

6) Z- Aan- Leu-OBzl 6,4 

7) Z- A .. n - Phe - OBzl 6,0 . 

8) Boc- I 1 e-OI y-OB q. l 7,9 

9) Z- Pr o - Leu-Olv- OBzl 5,6 

10) Hoz-A .. n-Ile-Glv-OBzl 5,4 
t 

11) Z- Asn- Cvs(S-Bzl) - OBu 5,6 

5,6 
t 

1 2 ) Z- Cva(S-Bzl)-Tvr-OBu 5,3 

5,3 
t 

13) Z- Cya(S-Bzl)-Ty ..- - Ile-OBu 4,5 

Sol.metanólíca de 

Ca(Ac) 0,001 M 
2 

(1111) 

0,10 
b 

O ,la 

0.74 

0,68 

0,37 

0,64 

0,60 

0.80 

0,58 

0,54 

0,58 
b 

0,58 

0.53 
b 

0.53 
b 

0,45 
--- - ---- -- ----------- ------------- ------ -- -----------

Metanol Tempo de 

(ml) incuba",ão 

(h) 

1,00 24 

1. 00 24 

0,90 Jl 

0,90 163 

0,26 72 

0,32 47 

0,33 26 

0,36 47 

0,40 47 

0,20 24 

0,42 24 

0 , 46 24 

0,42 72 

0,42 74 

0,47 26 

0,47 74 

0,55 73 

Temperatur'a 
o 

( C) 

26 

26 

36 

36 

36 

38 

38 

38 

38 

38 

36 

3B 

38 

38 

38 

38 

38 

Ta-anaeate
rifica",ão 
detectada 
par I-IPLC 

+ + + 

+ 

+ + + 

+ 

+ 

+ 

+ + 

+ 

+ + + 

+ + + 

+ 

+ 

-- - ---- - - -- ----- - ------------- - ---
o 

Oa peptídeos utilizaodoa toram previamente recristalizadoa e Quando incubadoe em metano l a 38 C não eotreram traneeete-a 
b rlti ciA ção. O Z-Aan-Leu-Olv-OEt utilizado toi obtido enzlwaticamente e a-ecrietalizado e m etanol/ dQua . Foi ueada uma 

aoluçã o metanólica de Ca(Ac) 0,01 H. Condlçõea de andltee por HPLC: eluente - MeOH/H O, 7:3 (v/v) i detecção _ 254 nlll 
2 2 

e 206 nlll, (2 e 8)i fluxo - 1 ml/lllin (3 : 1.5 ml/min)i IH' nslbilidade ~ 0,1 (3,5),0,2 (1,4,6,7,9,10,11,13). 0,5 (12) e 1 

(2,8); volume injetada - 10)l1 (1,2,8,13), 20 1.11 (3,5,7. 9 ,10,11.12), 15)-11 (4,6) i reQi s tro ~ 0, 1 IIIIII/ee<;l. +++, ++, + e _ 

Indlc a w de porcenta<;lena aproxillladae de transeeteriticação (+++ - superior a 50t, ++ 25 - 501 , + _ interior a 25 %, __ 

não tr a neesterificou) 

,. ' ....... '- -. -~ . ....;; ' ..... o:;: '':'?~ \"f:.=; -:1IItr- .;. 

t--' 
W 
m 

-""'';~:._ ... /~it!.. ~.~~ __ :.,:~l. 
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1 

2 
a b 

o 2 4 6 8 O 2 
tempo (min) 

4 6 8 

'igura 33. Perfil cromatográfico de HPLC de Boc-Ile-Gly-OBzl 

mediatamente após a dissoluçâo em solução metanólica de Ca(Ac) 
o 2 

a) e após 3 horas (b) a 38 C. Tempos de retençâo observados: a = 

i, 8 min; b 1,7; b·= 2,7 e b = 5,8 mino Condições de análise: 
123 

~luente = MeOH / H O, 7:3 (v/v); fluxo = 1 ml / min, detecçâo = 206 
2 

1m , se n s i b i I i da de: 1, vo 1 um e i n j e t a do = 1 O uI, r e g i 3 t r o = O, 1 

Im/ seg. 

- -=--- --

'; 
~ , ,. 
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138. 

obtido imediatamente após a dissolução de Boc-Ile-Gly-OBzl em 

solução metanólica de acetato de cálcio e após 3 horas de 
o 

incubação a 38 C. 

6.2. Estudo quantitativo 

o estudo quantitativo realizado segundo o item 6.3., 

página 66, fOl-neceu as porceIll:agens de transestecificação 

descritas na tabela abaixo para 72 horas de incubação: 

Tabela 23 . Transesterificação de diversos peptideos em metanol 

na presença de Ca(Ac) 
2 

Peptideo 

Z-Asn-Leu-OEt 

Z-Asn-Phe-OEt 

Boc-Leu-Gly-OEt 

Z-Pro-Leu-Gly-OEt 

Z-Asn-Leu-OBzI 

Z-Asn-Phe-OBzl 

Boc-Ile-Gly-OBzl 

Moz-Asn-Ile-Gly-OBzl 

o 

Transesterificação 
(%) 

26 

36 

90 

81 

73 

91 

100 

53 

Às incubações foram realizadas a 38 C por 72 horas. Condições de 
análise por HPLC: vide tabela anterior, página 136. Às porcenta
gens de transesterlficação foram calculadas corno des~rito no item 
5.2., página 64. 

A tabela 24., páÇJina 139, mostra as porcentaÇJens de 

transesterificação dos peptídeos acima descritos encontrados no 

estudo compal-ativo de sua transesterificação em soluções 

metanólicas de acetato de cálcio hYl ~v~r' ~y(. ,-. ,~, ," , <. c,(, ~2,,,T , ~,,,, , ,, . 



T4D~,4 ~~. Tr~oaea~erl~lc~çao oe 01veraoa peptldeoa em aoluçõea metandlicaa de Ca(Ac) 
2 

Tranaeaterificaçâo (I) 

Peplfdeo -------6--h------ - -- --- -- ----- - --- -------;~- ~~~~~----------------------------------------------
oraa 

(1) Z-Aan-Leu-OEt 5 13 

(2 ) Z-Aan-Phe-OEt 11 73 

(3) Boc-Leu- Gly-OEt 2l 56 

(4) Z- Aan-Leu-OBzl 7 41 

(5) Z- Atm- Phe-OB.:I 20 67 

(6) Ooc-lle - Gly-OOz1 45 92 

(7) Ho.:-Aan-Leu-GI~-OEt 36 72 

(8) Boc-Aun-Leu-Glv-OEt 20 64 

(9) Z-Aan-Leu-Oly-OEt 36 75 

(lO) HOól-Aan-Leu-Ala-OEt 4 12 

(l1 ) HOól-Aan-Ile-Gly-OEt 44 67 

(12) Ho.:-Gln-Leu - Gly-OEt 26 60 

(13) Z-Pro - Leu-Gly-OEt 17 49 

(14) HOól-Aan-Leu-Gly-0Ból1 63 98 

( 15) Hoz-Aan-Ile-Gly-OB.:l 68 100 
t 

(16) Hoz-Aan-Leu-Gly-OOu O O 

o -6 
Condlçõea experimentaia: 6.1 x 10 mal de peptídeo, 2 . 4 101 de aoluçâo de Ca(Ac) 0.01 H, 1.6 101 de metano1, 38 C. Condi-

2 
çõea de an~li6e por HPLC: e1uente - MeOU/U O. 7:3 (v/v) i detecçâo - 254 nm (206 nm: (Boc-Leu-Gly-OEt e 

2 
Boc-Aan-Leu-

Gly - OEt) i aeoaibilidade - 0.05 (9,13,4,5.6.15). 0,1 (1.2.7.10,11.14,15, 16). 0.2 (12). 0.5 (3) e 1,0 (6), fluxo - 1, O 

ml/Wln (3.7,6.9.10.11), 1.2 ml/min (1.2), 1,5 1D1/min (12.1~,16). 2.0 ml/min (4,5.6.14,15). volume injetado - 10 uI, 

reQiatro - 0.1 w~/aeQ. A6 porcentaQena de tranaeateriflcaçâo foram calculadaa cowo deBcrito nos ttelD 4.1.3., p~uina 5~.e 

5.2 .. páQina b~ . 

~ 

w 
~ 



140. 

6.3. Caracterização dos produtos obtidos na transesterificação 

total de Z-Asn-Leu-Gly-OEt (A), Boc-Leu-Gly-OEt (B) e 

Boc-Ile-Gly-OBzl (C) 

Os produtos obtidos na transesterificação dos peptídeos 

A,B e C em metanol realizada de acordo com o método descrito no 

ítem 6.4., página 67 , apresentaram as seguintes caracterís-

rísticas: 

PE'pt{deo A~ 

Análise elementar (~): Calculado: C 55,99; N 12, 44; H 6,71 

Encontrado: C 46,06; N 15,67; H 6,70 
o 

P.F. ~ 189-191 C 

HPLC: t ~ 4,8 min (MeOH/H O, 7:3 (v/v); 1,0 ml/min) 
R 2 

CCO: Rf ~ 0,17; Rf = 0,40; Rf = 0,69 
1 B O E 

RM H: (400 MHz, OMSO-d 1 TMS): 
6 

O 

(;:;\ 1/ 0-CH 2 - O - C - NH - CH -
I 
CH 

2 

C 
/ ~ 

O NH 
2 

(ppm): (a): 0 , 81 (d, 3H) 

(b): 0,87 (d, 3H) 

(c): 1,45 (t, 2H) 

(d): 1,65 (m, IH) 

(e): 2,42 (d, 2H) 

(f): 3,32 (s, 3H) 

(g): 3,80 (d, 2H) 

O 
/1 

O 
II 

C - NH - CH - C - NH - CH -
I 2 
CH

2 
I 

_ CH-CH 
CH 3 

3 

(h): 4,30-4,35 (m, 2H) 

(i): 5,02 (m, 2H) 

(j): 6,95 (s, 2H) 

(1 ) : 7,34 ( s, 4H) 

(m ): 7,40 ( s, IH ) 

(n ) : 7,50 (d, IH) 

(o): 8,05 (t, IH) 

(p): 8,40 (t, lH) 

O 
# 

C 
\ 

O - CH 
3 
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o espectro de RM H está mostrado na fi gura 34 , 

página 142 

PEpt ídEO 8 :: 

Análise elementar: Calculado: C 55,61; N 9,26; H 8,67 

Encontrado: C 54,09; N 8,82; H 8,75 
o o 

P.F. = 134-135 C (Lit = 104-105 C, Dutta e Morley, 1971) 

HPLC: t = 5,2 min (MeOH/H O, 7:3 (v / v); 1,0 ml / min) 
R 2 

CCD: Rf = 0,60; Rf = 0,67; Rf = 0,86 
B D E 

1 
RM H = (400 MHz, DMSO-d , TMS): 

6 
CH O O 
I 3 li n 

O 

CH - C - O - C - NH - CH - C - NH - CH - C 
/ 

3 f I 2 \ CH CH O - CH 
3 I 2 ~ 

.... CH 
CH ...... CH 

3 3 

(ppm) : (a) : 0,83 (d, 3H) (f) : 3,60 (s, 

(b) : 0,86 (d, 3H) (g) : 3,70-3,90 

(c) : 1,38 (s, 3H) (h) : 3,95-4,05 

(d) : 1, 43 (d, 2H) (i) : 6,88 (d, 

(e) : 1,56-1,63 (m, IH) (j) : 8,20 (t, 

1 

3H) 

(dq, 

(m, 

IH) 

IH) 

IH) 

2H) 

O espectro RM H obtido está mostrado na figura 35, 

Página. 143. 

PEPtídEO c : 

Ànálise elementar (%) : Calculado: C 55,61; N 9, 26 ; H 8 ,6 7 

Encontrado: C 52,38; N 11,19; H 6 ,3 7 
o o 

P . F. = 83-85 C (Lit = 83-84 C; Niedrich, 1967 ) 

HPLC: t = 2.9 min (MeOH / H O, 7:3 ( v /v ); 2,0 ml / min) 
R 2 
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Figura 35 . Espectro de RM H de Boc-Leu-Gly-OMe resllltante da transesterificaç ão de Boc-Leu-Gly-OEt em solução metan61icd 

de Ca(Ac) • 400 Mllz . 
2 
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144. 
CCD: Rf = 0,67; Rf = 0,70; Rf = 0,65 

A B D 
1 

RM H (400 MHz, DMSO-d , TMS): 
6 

CH O O O 
:1 

I 3 11 11 li 
CH - C - O - C - NH - CH - C - NH - CH - C 

3 I I 2 \ 
CH CH - CH O - CH 

3 I 3 3 
CH 
I 2 
CH 

3 

(ppm) : (a) : 0,80 (m, 3H) (e) : 1, 72 (s, 2H) 

(b) : 0,83 (m, 3H) (f) : 3,61 (s, 3H) 

(c) : 1,10-1,20 (m, IH) (g) 3,75-3,95 (m, 3H) 

(d) : 1,37 (s, 3H) (h) : 8,30 (t, IH) 

1 
O espectro de RM H está mostrado na figura 36, 

página 145. 

7. Transesterificação de Boc-Gly-Res (1), Boc-Ala-Res (2), Boc-

Val-Res (3), Boc-Leu-Gly-Res (4) e Moz-Asn-Leu-Gly-Res (5) na 

presença de acetato de cálcio. 

7.1. Estudo qualitativo 

Este estudo r.ealizado conforme o método descrito no ítem 

7.1., página 67 nas condições experimentais expressas na 

tabela 25, página 14~ forneceu os resultados mostrados na mesma 

tabela. 

7.2. Estudo quantitativo e caracterização dos produtos obtidos 





Tabela 25 . Tranaeater~fkcaçlo de Boc-amlooackl e peptld~l-Res em soluções metan61~cab de Ca(Ac) 
2 

COU'PObtO Ou.mt idade do 

composto 

(1110) 

1) (ioc - Gly-Res 50 

3 

2) Doc-Ala-Rea 50 

3 

3) Boc-Val-Res 50 

3 

4) Boc- leu-Gly-Res 50 

3 

Sol. metanóllca 

de Ca(Ac) 0.01 11 
2 

(ml) 

0.52 
a 

0.31 

1.8 
a 

0.11 

OCI1 MeOIl 

(1111 ) (Ali ) 

3.4 13 .1 

0.2 0.49 

3.4 11.8 

0.2 0.69 

--------------------------------

2.0 3.4 11.6 
a 

0.11 0.2 0.68 

1.4 3.4 12.2 

0.8 0.2 

D o 

Transesterificação 

detectada pOr CCO 
O 

+ 

+ 

+ 

+ 

refere-se ao sistema de solventes utklizado . Todaa aa kncubações foram feitaa a 38 C por 48 horas utilizando Boc-Gly-

Rea (0.104 mlll(l/o) Boc-Ala-Res (0.37 mmoI/Q). Boc-Val-Rea (0.401 mmol/O). Boc-leu - Gly-Rea e Moz-Asn-leu-Gly-Res (0.277 
a b 

mwol/o). Foi utilizada soluçlo metanólica de Ca(Ac) 0.001 M. A presença de produto tranaeaterificado foi confirmada 
2 

por IIPlC por comparação a padrões. 

...... 
,p. 
0'1 
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Foram obtidos 9,8 mg e 75,0 mg dos produt o s da 

~ ransesterificação de 4 e 5 em soluções metanólicas de acetato de 

:álcio (ítem 7.2, página 68 ). Todos eles se mostraram 

:romatograficamente puros e apresentaram as seguintes 

:aracterísiticas: 

;)rodl.lto 4 ~ 

~nálise elementar (~): Calculado: C 55,61; N 9,26; H 8,67 

Encontrado: C 55, 9 7.; N 8,65; H 8,78 

~nálise de aminoácidos: Leu 0,9 7 ; Leu 1,03 
o o 

P.F. = 131-132 C (Lit = 104-105 C, Dutta e Morley, 1971). 

HPLC: t = 5.3 min 
R 

(MeOH/H O, 7:3 (v / v), 1 ,0 ml / min) 
2 

CCD: Rf = 0,61; Rf 
B D 

1 

0,68; Rf = 0,72 
E 

RM H (200 MHz, DMSO-d , TMS): 
6 

CH O O 
I 3 11 1/ 

O 

CH - C - O - C - NH - CH - C - NH - CH - C 
1/ 

3 I I 2 \ 
CH CH O - CH 

3 I 2 3 
CH 

/ '\ 
CH CH 

3 3 

(ppm) : (a) : 0,83 (d, 3H) (f) : 3,60 (s, 3H) 

(b) : 0,86 (d, 3H) (g) : 3,77-3,91 (dq, 

(c) : 1, 40 (s, 3H) (h) : 3,93-4 , 00 (m, 

(d) : 1,43 (d, 2H) (i) : 6,88 (d, IH) 

(e) : 1,57-1,63 (m, IH) (j) : 8,22 (t, IH) 

1 

IH) 

2H) 

O espectro de RM H está mostrado na figura 37, 

Página 1 4g 

P r o d 1.1 t o 5 ~ 

Ànálise elementar n) Calculado: C 55,22; N 11,66; H 6 ,71 

Encontrado: C 54,99; N 11,93; H 7 ,03 

1 
j 

! 
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Figura 37. Espectro de RM H em DMSO-d de Boc-Leu-Gly-OMe resultante da transesterificaçâo de Boc-Leu-Gly-Res em soluçâo 
6 

metan61ica de Ca{Ac) • 200 MHz. 
2 
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Figura 38. Espectro de RM H em DMSO-d de Moz-Asn-Leu-Gly-OMe resultante da transesterificaçâo de Moz-Asn-Leu-Gly-Res em 
6 

soluçâo rnetan61ica de Ca(Ac) • 200 MHz. 
2 
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P.F. ::: 202-203 C 

150. 

HPLC: t = 4.,2 rnin (MeOH/H O, 7: 3 (v/v), 
2 

1,0 ml/min) 
R 

CCD: Rf == 
B 

1 

0,18; Rf == 0,24.; Rf = 0,63 
D E 

RM H (200 MHz, DMSO-d , TMS): 
6 

O O O O 

® 11 .. II II li 
CH 0- O -CH -O-C-NH-CH-C-NH-CH-C-NH-CH-C 

3 2 I : 2 \ 
CH CH O-CH 
I 21 2 3. 

F~ /C" 
H N CH CH 
233 

(pprn) : (a) : 8,4.5 (t, 1H) (g) : 3,87 (d, 

(b) : 8,06 (d. IH) (h) : 3,68 (s, 

(c) : 7,4.5 (m, 2H) (i) : 3,68 (s, 

(d) : 6,97 (d. 3H) (j) : 1,70 (m, 

(e) : 7,35 (d, 3H) (l) : 1,54. (t, 

(f) : 5,00 (s. 2H) (m) : 0,94 (d, 

(n) : 0,88 (d, 

1 
O espectro e RM H está mostrado 

página 149 

2H) 

3H) 

3H) 

1H) 

2H) 

3H) 

3H) 

na figura 38. 
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1. Análise e discussão dos resultados 

1.1. Síntese química de derivados de aminoácidos e peptídeos 

Os derivados de aminoácidos descritos na tabela 4, 

página 70 , foram sintetizados com o objetivo de utilizá-los como 

reagentes na preparação química de peptídeos ( ítem 3.1., página 

30 ), com exceção de Moz-Gln-OH, Moz-Asn-OH, Boc-Asn-OH e H
t 

Cys(S-Bzl)-OBu .HCI que foram usados como substratos em reações 

enzimáticas ( ítem 3.2., página 46 ). Os peptídeos mostrados na 

tabela 5, página l{ foram utilizados como substratos em 

sínteses enzimáticas ítem 3.2., página 46 ) ou como padrões 

autênticos durante o desenvolvimento do trabalho. 

Como se pode observar nestas tabelas, todos estes 

compostos foram caracterizados por determinação de ponto de fusão 

e de Rf em sistemas de solventes adequados, exceto H-Ala-OEt.HCI, 
t 

Boc-Leu-Gly-OBzl, Boc-Leu-Gly-OBu , Boc-Leu-Ala-OEt e Z-Pro-Leu-

Gly-NH , os quais foram obtidos na forma de óleo e analisados 
2 

apenas por determinação de Rf. Os peptídeos Moz-Asn-Cys(S-Bzl)-

Pro-Leu-Gly-NH e Moz-Asn-Leu-Gly-NH foram submetidos à análise 
2 2 

elementar e de aminoácidos ( ítem 1.2.1. e 2.3., páginas 69 e 

74 ~ as quais forneceram resultados bastante próximos dos 

esperados. Tal cuidado se justifica pelo fato de os mesmos não 

estarem descritos na literatura e terem sido sintetizados para 

servirem de padrões autênticos nas reações de síntese enzimática 

descritas no ítem 3.2.4., página 49 . 

De um modo geral, os compostos cristalinos apresentaram 

valores de ponto de fusão bastante próximos dos esperados, com 
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exceção de Boc-Leu-OH.H O, Boc-Cys(S-Bzl)-OH e 
2 

Boc-Pro-Leu-Gly-

NH . Tal diferença pode ser explicada pela utilização de sistemas 
2 

de recristalização diferentes dos descritos na literatura ou 

ainda pelos diferentes graus de pureza dos compostos sintetizados 

por nós e os nela descritos. Os compostos cujos pontos de fusão 

esperados não estão descritos nas tabelas apresentadas, não foram 

encontrados na literatura. 

Síntese de Boc-Leu-Gly-Res e Moz-Asn-Leu-Gly-Res 

Como descrito no ítem 1.2.2 . , pá<Jina 72 , os peptidil-

resina Boc-Leu-Gly-Res e Moz-Asn-Leu-Gly-Res foram obtidos com 

95,8 e 82,8% de rendimento respectivamente, calculando-se a 

partir da Boc-Gly-Res empregada. cujo grau de substituição era 

0.277 mmol/g. Já o rendimento da reação de síntese do tripepti-

dil-resina a partir de Boc-Leu-Gly-Res foi de 96.7%. Estes 

compostos foram analisados em sua composição de aminoácidos e os 

resultados encontrados ítem 1.2.2 .• página 72 revelaram a 

proporção esperada, o que confirma a sua obtenção. Os 

mesmos foram sintetizados para serem usados nas reações de 

transesterificação descritas no ítem 7, página 67 

1.2. Síntese enzimática de peptídeos 

t t 
1.2.1. Z-Asn-Cys(S-Bzl)-OBu e Moz-Asn-Cys(S-Bz1)-OBu 

O estudo da síntese destes dipeptídeos mediante catálise 

por termo1isina foi realizado com o objetivo de verificar a 

viabilidade desta protease catalisar os acoplamentos entre 
t 

Z-Asn-OH ou Moz-Asn-OH e H-Cys(S-BzI)-OBu .HCI. Além disso como 
/ 

-
~~~--~ 
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descrito no ítem II, página 25 , a obtenção deste peptídeo 

acrescentaria dados ao estudo da síntese enzimática de ocitocina 

em desenvolvimento no nosso laboratório. 

À escolha da proteção da cadeia lateral do componente 

amínico foi feita baseando-se no fato de que a termolisina é uma 

endopeptidase que requer resíduos de aminoácidos hidrofóbicos 

como doadores de aminogrupos tanto para hidrólise, como para a 

síntese de ligações peptídicas (Morihara, 1974). À presença do 

grupo benzil na cisteína mimetiza este caráter. 

ÀS condições de síntese testadas (tabela 6, página 73 

foram escolhidas com base na solubilidade dos reagentes e 

produtos nos meios reacionais, bem corno em sínteses de diversos 

peptídeos contendo asparagina já descritas na literatura (Machini 

de Miranda e col., 1986; Isowa e col., 1977; Isowa e Ichikawa, 

1979). ÀS mesmas, entretanto, não tiveram objetivos de comparar 

os rendimentos de reação em função de um determinado fator 

(concentração de reagentes, enzima ou tampões experimental 

utilizados, tempo de reação, proporção entre 08 componentes 

carboxílicos e amínicos ou volume de solvente orgânico 

adicionado) e por este motivo em muitas reações realizadas 

ocorreu variação simultânea de dois ou mais fatores. Todos os 

testes foram realizados em pequena escala e os produtos formados 

foram detectados por cromatografia em camada delgada através da 

comparação com os padrões autênticos obtidos por catálise de 

papaína. Como se pode observar nesta tabela, em vários meios 

reacionais testados ocorreu a formação do produto desejado. Em 

nenhum deles, 

significativas 

quantificados. 

entretanto, 

para que 

as quantidades 

os mesmos 

de produto eram 

fossem isolados e 

Estes resultados su~eriram que o componente amínico H-Cys 
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t 
(S-BzI)-OBu .HCI fosse inadequado corno 
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substrato para a 

termolisina (apesar de seu caráter hidrofóbico adquirido pela 

proteção) , já que Z-Asn-OH e Moz-Asn-OH se mostraram excelentes 

componentes carboxílicos em reações catalisadas por esta enzima 

(Machini de l'1iranda e col., 1986). Tal inadequação não pode ser 

atribuída à presença do átomo de enxofre da sulfidrila, pois 

I~0W'a e Ichikawa (1979) obtiveram os dipeptídeos 

Moz-Glu(O-Bzl)-Met-NH , Moz-Met-Met-NH e 
2 2 

Moz-Leu-Met-NH com 
2 

rendimentos superIores a 80%. Também não pode ser atribuída à 

presença do 0rupo benzílico corno protetor da sulfidrila, POlS os 

derlvados .je L-fenilalanina tem se mostrado ótimos substratos 

para esta prctease (Isowa e Ichikawa, 1979 e Isowa e col., 1979). 

o grupo terc-butil usado corno protetor da carboxila também não 

deve ser o responsável pelo fato deste componente amínico não R~r 

um substrato adequado para esta protease, 
t 

Já que Oka e Morihara 

(1980) obtiveram Z-Phe-Leu-OBu com 86% de rendimento mediante 

catálise por termolisina. Por outro lado, é sabido que o subsítio 

S' do sítio ativo desta enzima consiste em uma 
1 

cavidade 

hidrof6bica restrita, incapaz de acomodar a cadeia lateral do 

triptofano (Holden e Matthews, 1988). De fato. Morihara e Tsuzuki 

(1970) mostraram que a relação K 
-1 -1 cat 

IR 
M 

para a hidrólise de Z-Gly-

Leu-NH é 2,7 seg 
2 

x mM , enquanto que para Z-Gly-Trp-NH 
2 

este valor é negligível. 
t 

H-CysCS-BzI)-OBu demonstrou 

A análise do modelo Courtaulô de 

que a presença simult~nea do átomo 

de enxofre e do grupo benzil torna a cadeia lateral da cisteína 

mais volumosa em relação à de fenilalanina e metionina. 

Provavelmente, tal volume excede o tamanho aceitável para a 

interação ao subsítio S' da termolisina 
1 

(de forma similar à 

cadeia lateral do triptofano), tornando este substrato inadequado 

a ela. 
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t 
Os padrões autênticos de Z-Àsn-Cys(S-BzI)-OBu e Moz-Àsn

t 
Cys(S-BzI)-OBu utilizados foram obtidos com rendimentos 29 8 12% 

respectivamente, através da catálise por papaína nas condições 

experimentais empregadas ítens 3. 2 . 2 . , 3 . 2 . 3 ., 2. 1 . e 2.2., 

páginas 47, 48, 72e 74). Tais sínteses foram realizadas com 

base no trabalho de Pinheiro da Silva 
t 

(1984) que obteve Z-Àsn-

Cys(S-BzI)-OBu usando esta tiol-protease. 

1.2.2. Moz-Àsn-Cys(S-Bzl)-Pro-Leu-Gly-NH 
2 

Apesar de Matsubara e colaboradores (Matsubara e col., 

1969) já terem descrito que a termolisina não hidrolisa ligações 

peptídicas do tipo X!Y-Z onde Z é um resíduo de prolina, 

decidimos estudar a síntese de Moz-Àsn-Cy,s(S-Bzl)-Pro-Leu-Gly-NH 
2 

a partir de Moz-Àsn-OH e H-Cys(S-BzII)-Pro-Leu-Gly-NH usando 
2 

termolisina como catalisador. Esta tentativa se justifica 

pelas razões descritas no ítem lI, página 25 e pelo nosso 

conhecimento de trabalhos da literatura que mostram dados 

controversos acerca da capacidade de certas enzimas hidrolisar e 

sintetizar determinadas ligações peptídicas. Em 1968, por exem-

pIo, Morihara e colaboradores descreveram que a hidr6lise de Z-

Pro-Leu-NH por termolisina era insignificante (Morihara e col., 
2 

1968) . Entretanto, em 1970 Morihara e Tsuzuki demonstraram que 

41% de Z-G1y-Pro-Leu-Gly-OH era hidrolisado na ligação Pro-Leu 

por esta enzima (Morihara e Tsuzuki, 1970) e em 1979 Isowa e 

Ichikawa obtiveram o dipeptídeo Z-Pro-Leu-NH com 53% 
2 

de 

rendimento usando termolisina como catalisador (Isowa e Ichikawa, 

1979). Estes mesmos dados, por outro lado, também sugeriram que 

paralelamente à síntese de Moz-Àsn-Cys(S-Bzl)-Pro-Leu-Gly-NH 
2 

pudesse ocorrer a hidr6lise secundária da ligação Pro-Leu do 



componente amínico H-Cys(S-Bzl)-Pro-Leu-Gly-NH. 
2 

_~''''" .IE!3 . 
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Este tipo de 

hidrólise secundária, entretanto, é comum em síntese enzimática 

de fragmentos peptídicos e depende das condições experimentais 

empregadas, sendo possível minimizá-la e obter o produto desejado 

com bom rendimento optimizando as condições de reação (Nakanishi 

e col., 1986). 

Como se observa na tabela 7, páGina 16, furam testados 

vários meios reacionais diferentes. À maioria deles são sistemas 

bifásicos formados de soluções salinas ou tampão e acetato de 

etila. Nestes sistemas, os reagentes e produtos são mais solúveis 

na fase orgânica em relação à aquosa, o que diminui a exposição 

dos mesmos à enzima que permanece dissolvida na fase aquosa 

(Nakanishi e col., 1986) . Em nenhuma delas a quantidade de 

pentapeptídeo formado, detectada pela análise dos meios reacioais 

por HPLC, foi superior a 2%. Em várias, entretanto, ocorreu a 

formação de um precipitado (C,I,J,K,L,M) que foi isolado por 

filtração, lavado e seco ( ítem 3.2.1., páGina 46). 

Conforme descrito no ítem 2.3., páGina 74 , os resulta-

dos obtidos na análise por CCD do precipitado C hidrolisado 

sugeriram que o pentapeptídeo pudesse ser obtido como precipitado 

nas condições experimentais da reação C. À intensidade das 

manchas correspondentes a ÀSP, Leu e Gly, entretanto, era 

visivelment~ maior em relação às correspondentes à Pro e 

Cys(S-Bzl). À análise do meio reacional K por CCD não demonstrou 
H 

a presença da mancha correspondente a H-Cys(S-Bzl)-Pro-Leu-Gly-

NH , mas revelou a presença de um composto de Rf superior ao de 
2 

Moz-Àsn-OH e inferior ao do pentapeptídeo desejado. Foi observado 

por HPLC, como mostrado na figura 2, páGina 78,a presença do pico 

À-3 de tempo de retenção igual ao do precipitado K obtido (B-2) , 

superior ao de Moz-Asn-OH (A-l e B-l) e inferior ao do pentapep-



157. 

tídeo, além de A-2. Os perfis cromatográficos obtidos em CCD e 

HPLC dos meios reacionais r,J, K,L e M e dos precipitados neles 
8 ~ 

obtidos (Figura 4, página~y) forneceram resultados idênticos aos 

encontrados para a síntese K. 

Estes resultados sugeriram que nestas reações, ocorreu a 

hidrólise da ligação Pro-Leu do componente amínico H-Cys(S-BzI)-

Pro-Leu-Gly-NH e formação do 
2 

tripeptídeo Moz-Asn-Leu-Gly-NH , 
2 

resultante da reação entre Moz-Asn-OH e o H-Leu-Gly-NH . Por ser 
2 

pouco solúvel nos sistemas de solventes utilizados, o tripeptídeo 

precipitou. 

Para comprovar tal hipótese, foram realizadas: 1- síntese 

de um padrão autêntico de Moz-Asn-Leu-Gly-NH através do 
2 

acoplamento entre Moz-Asn-OH e H-Leu-Gly-OEt catalisado por 

termolisina (tabela 8, página 82 ) e amonólise do produto obtido 

(ítem 3.1 . 2.0., página 41); 2- as análises simultâneas do .mesmo e 

do precipitado obtido na síntese K mostrado no ítem 2.3 . , página 

74 . A análise cromatográfica do padrão (P) e precipitado K (K) 

forneceu valores similares de Rf (P: 0,82; K: 0,84) e t (P: 3, 3 
R 

mini K: 3,5 min). As porcentagens do conteúdo de carbono, 

nitrogênio e hidrogênio observadas para o precipitado K (C 

54,87, N = 14,87 e H = 6,99) foram próximas às teóricas previstas 

para Moz-Asn-Leu-Gly-NH (C = 54,18; N = 15,04; H 6,71) e as 
2 

observadas para o padrão (C = 54,31; N = 14,87; 
1 

espectros de RM H e os resultados da análise 

H = 6,86). Os 

de am:'noácidos 

(figura 3 e ítem 2.3., páginas 79 e 74) confirmaram que o 

precipitado K era o tripeptídeo Moz-Asn-Leu- Gly-NH . 
2 

Apenas os precipitados J e M foram pesados devido ao 

fato de terem se mostrado razoavelmente puros em HPLC (Figura 4, 

página 81 ). Os rendimentos brutos foram de 24 e 32t 

respectivamente. 

,. 



158. 

~ importante salientar que as reações M e N foram 

realizadas na presença de 1,4 butanodiol. Este solvente tem sido 

utilizado em reações enzimáticas de semi-síntese de insulina com 

o objetivo de proteger a insulina de hidr6lise secundária (Rose e 

co 1 . , 1983). Os resultados obtidos mostraram que nestas reações 

também ocorreu a hidr6lise secundária de componente amínico e 

subsequente formação de Moz-Asn-Leu-Gly-NH (precipitado) , .., 
l.. 

indicando que não houve a proteção de H-Cys(S-Bzl)-Pro-Leu-Gly-

NH Isto pode ser explicado pela maior especificidade do 
2 

subsítio S' pelo resíduo de leucina em relação ao de cisteína 
1 

protegida com o grupo benzil. 

1.2.3. Moz-Asn-Leu-Gly-OEt 

Este tripeptídeo foi sintetizado com o intuito de 

obter o padrão Moz-Asn-Leu-Gly-NH (ítem anterior, página 
2 

155 ) 

através de sua amon6lise. Para tanto, foi realizado o acoplamento 

entre Moz-Asn-OH e H-Leu-Gly-OEt via catálise por termolisina. O 

mesmo havia sido previamente realizado com Dce e HOBt com 

rendimento bruto de 20~ (escala de síntese = 1 mmol), sendo a 

quantidade de tripeptídeo obtida muito pequena para submeter à 

purificação e amon6lise. 

A síntese No. 1 realizada nas condições descritas 

na tabela 8, páQina 82 , forneceu o produto desejado com 44% 

de rendimento. Suas análises confirmaram a sua natureza química 

e a ausência quaisquer de contaminantes orgânicos. Entretanto, 

como precaução, o mesmo foi submetido à recristalização em 

metanol/ água para posterior amon6lise. Durante sua dissolução em 

metanol, ocorreu transfo~mação parcial do tripeptídeo evidenciada 

por eCD e HPLe (~~~"':~ l'á~'i!!s n". O subproduto formado 
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ligeiramente menores (Rf = 0,65; t 4,5 min) 
R 

que os observados para o peptídeo original (Rf = 0,68, 
F 

t 4,8 
R 

min) . Por essa razão, foi realizada a síntese No. 2 que forneceu 

o tripeptídeo puro com 621 de rendimento. O mesmo foi amonolisado 

após a lavagem e secagem à vácuo, para a obtenção do padrão 

autêntico de Moz-Asn-Leu-Gly-NH necessário 
2 

ítem 2.3.), página 

74 Os rendimentos encontrados nestas sínteses mostram que o 

método enzImático demonstrou ser mais adequado à obtenção de Moz-

Asn-Leu-Gly-OEt que o químico, o que confirma nossos dados 

anteriores de síntese enzImática de outros tripeptídeos de 

estrutura semelhante contendo asparagina (Machini de Miranda e 

col.,1986). 

As outras sínteses descritas (tabela 8, página 82) 

foram feitas em condições similares e em escalas diversas com o 

intuito de obter várias partidas de Moz-Asn-Leu-Gly-OEt, que nos 

possibitassem estudar mais detalhadamente a transformação 

observada em metanol. Como se observa no ítem 2.4., página 80 

todos eles apresentaram os mesmos valores de Rf e t do Moz-Asn-
3 ~e R 

Leu-Gly-OEt obtido na síntese~ (~) e por essa razão não foram 

submetidos à outras análises. 

A síntese de Moz-Asn-Leu-Gly-OEt não está descrita 

na literatura e por isso o ponto de fusão esperado não foi 

apresentado. 

1.2.4. Z-Asn-Leu-Gly-OEt, Boc-Asn-Leu-Gly-OEt, 
t 

Moz-Asn-

Leu-Gly-OBzl, Moz-Asn-Leu-Gly-OBu , Moz-Gln-Leu-

Gly-OEt, Moz-Asn-Ile-Gly-OEt e Moz-Asn-Leu-Ala-

OEt. 

Estes tripeptídeos foram sintetizados enzimatica-
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mente nas condições descritas na tabela 9, página 86 e os 

rendimentos obtidos foram superiores a 50%, com exceção de 
t 

Boc-Asn-Leu-Gly-OEt (25 %) e Moz-Asn-Leu-Gly-OBu (22%) . Estes 

rendimentos são slgnlficativamente menores que os encontrados por 

nós na síntese de Moz-Asn-Ile-Gly-OBzl (88%), Moz-Asn-Ile-Ala-

OBzl (95%), Moz-Asn-Ile-Leu-OBzl (88%) e Moz-Asn-Ile-Phe-OBzl 

(89%) em condições de reação similares (Machini de Miranda e 

col., 1986). Esta diferença pode ser atribuída ao fato de não ter 

sido realizado um estudo metodológico para a determinação das 

condições ótImas de síntese destes tripeptídeos. Tal estudo não 

foi realizado porque o nosso Interesse era obter estes compostos 

apenas em quantidades suficientes para sua utilização como 

reagentes nos estudos descritos no ítem 5, página 63 , cujos 

resultados serão discutidos no ítem 1.5 .. página 176 , desta 

seção. Evidentemente, também nos interessava tes-tar a 

possibilidade de obtenção destes compostos via catálise por 

termolisina para dar continuidade ao estudo de incorporação de 

N~-acil-L-asparagina a peptídeos pelo método enzimático. 

Na tabela 10, página 87 são encontrados os 

valores de Rf , tempo de retenção, ponto de fusão, conteúdo 
B,D,F 

de aminoácidos e porcentagens de carbono, hidrogênio e nitrogênio 

dos tripeptídeos sintetizados recristalizados em etanol! água. 

Estes resultados demonstraram que os produtos obtidos são 

realmente os peptídeos desejados. ~ possível, entretanto, 

observar nesta tabela algumas diferenças entre os valores do 

conteúdo de carbono, hidrogênio e nitrogêno teóricos e 

encontrados para os peptídeos Boc-Asn-Leu-Gly-OEt, Moz-Asn-Leu
t 

Gly-OBu e Moz-Asn-Ile-Gly-OEt. Estes compostos, como já foi 

citado acima, se mostraram cromatograficamente puros em CCD e 

HPLC, faixa estreita de fusão e composição de aminoácidos 

, 
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esperados, o que nos impossibilita explicar tais diferenças. 

Devido ao fato das reações de síntese terem sido 

realizadas em condições experimentais similares mas não idênticas 

e em escalas diferentes, não nos foi possível comparar os 

rendimentos obtidos. Entretanto, pudemos concluir que: 

1. Boc-Asn-Leu-Gly-OEt foi obtido com menor rendimento em relação 

à 2-Asn-Leu-Gly-OEt e Moz-Asn-Leu-Gly-OEt provavelmente 

devido à dois fatores: a- maior solubilidade no meio 

reacional. a qual foi confirmada pela necessidade de adição de 

(NH 
4 

) SO à reação para 
2 4 

sua precipitação; b- menor interação 

do grupo Boc- com o subsítio S da termolisina. 
2 

Esta última 

hipótese é baseada no trabalho de Fruton que determinou que o 
-1 -1 

valor de K /K (mln .mM) na síntese de Boc-Phe-Leu-
cat m 

NHPh é 49:t 3 e de 2-Phe-Leu-NHPh é 73± 5 (Fruton, 1983). 
t 

2. H-Leu-Gly-OBu se mostrou quase insolúvel no meio de reação, 

3. 

o que provavelmente acarretou uma menor extensão de síntese de 
t 

Moz-Asn-Leu-Gly-OBu em relação a Moz-Asn-Leu-Gly-OEt e Moz-

Asn-Leu-Gly-OBzl. 

Em geral nas condições experimentais utilizadas, foram 

necessários tempos de reação mais longos que os usados na 

síntese dos tripeptídeos Moz-Asn-Ile-Gly-OBzl, Moz-Asn-Ile-

Ala-OBzl, Moz-Asn-Ile-Leu-OBzl e Moz-Asn-Ile-Phe-OBzl por nós 

anteiormente sintetizados (Machini de Miranda e col., 1986) , 

provavelmente porque as condições empregadas não eram as 

condições ótimas de síntese destes compostos. 

4. Através de catálise por termolisina é possível obter os 

tripeptídeos em discussão, os quais precipitam no meio de 

reação e após lavagem e secagem são cromatograficamente puros. 

Tais compostos não estão descritos na literatura e por 

essa razão não foram apresentados os valores esperados de ponto 

.. 
1 
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de fusão. 

1.3. Transesterificação de Moz-Asn-Leu-Gly-OEt em metanol 

Como descrito no ítem 1.2.3 .• página 158. o tripeptídeo 

bruto 1B (tabela 8. página82) foi submetido à recristalização 

no sistema metanol/ água e durante a dissolução em metanol. o 

mesmo foi parcialmente transformado (:fi-yt:tFa=-f,-' --p~;g-) Esta 

transformação nos pareceu interessante pelas seguintes razões: 

1- o tripeptídeo a ser recristalizado mostrou-se cromatográfica-

mente puro; 2- o metanol utilizado era de grau analítico; 3- o pH 

aparente do mesmo e da solução metan6lica do peptídeo era 

neutro (6-7) ; 4- a dissolução foi realizada à temperatura 

ambiente; 5- nas condições experimentais em que foi realizada a 

dissolução não era possível ocorrer a quebra do grupo protetor 

Moz-. 

Com o intuito de comprovar a ocorrência desta 

transformação realizamos a síntese No. 3 (tabela 8, página 82 ) 

e com o peptídeo bruto 3B obtido foram feitos o estudo 

descrito no ítem 4.1.4., página 54 que consistiu em 

dissolver o peptídeo 3B em metanol e acompanhar a cinética de 

sua transformação por HPLC. Os resultados encontrados (tabela 11 

e figura 8, páginas 90 e 1~~' mostraram que a transformação era 
o 

bastante rápida d 28 C. Como pode ser observado, 52% do produto 

original foi transformado em 5 horas de incubação e ap6s 24 horas 

apenas 28% do peptídeo original foi detectado. Estes dados 

sugeriram que em tempos longos a transformação poderia ser total, 

o que facilitaria o isolamento do produto formado para sua 

identificação como descrito no ítem 4.1.5., página 54.De fato. 
o 

após 169 horas de incubação em metanol a 28 C todo o 
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Moz-Asn-Leu-Gly-OEt foi transformado. A análise do mesmo através 
1 \~~--r""'''-'''' ~ Lf .c- "}5 

de espectrometria de massas e RM H (figuras 9 e 101 ,análises 

elementar e de aminoácidos ( ítem 3.1.4., página 92 indicaram 

que o composto resultante era Moz-Asn-Leu-Gly-OMe e, portanto, a 

reação de transformação observada era uma reação de 

transesterificação. 

Diante desta evidência passamos a investigar a razão da 

ocorrência desta reação. A possibilidade de catálise da 

transesterIficação pela termolisina foi descartada, pois a mesma 
_ . . -s.~Q., .fi. '~') 1~1 a , 

nao POSSUI a.tIvIdade esteráslca CPt3:'f'lQeelIne -- ' \Jal:!!'i-l-, "" ~S::.) 

e nem c0ntamInantes com tal atividade. A presença de 

contaminantes de natureza orgânica no peptídeo com tal capacidade 

também foi descartada, já com base nos resultados das 

análises realizadas. Trabalhos da literatura, entretanto, mostram 

que alguns íons metálicos tais como Cu (II) e Pd (II), são 

capazes de promover a hidrólise de ésteres de peptídeos (Hay e 

Pujari, 1986; Hay e Nolan, 1974) em solução aquosa. Também é 

descrito que Ca(II) se complexa a peptídeos e proteínas 

conferindo a eles maior estabilidade estrutural CAsso e col., 

1985; Dahlquist e col., 1976). 

Com base nestes dados foram levantadas as seguintes 

hipóteses para explicar a reação de transesterificação observada: 

1. Presença de íons metálicos no peptídeo ou no metanol que 

promoveriam a reação, a exemplo da hidrólise de ésteres de 

peptídeos; 2. Complexação do peptídeo com Ca(II) durante o 

processo de síntese e ocorrência da reação de transesterificação 

devido à sua presença; 

reacional, pois este 

o Ca(II) seria 

contém Ca(Ac) 5,0 
2 

proveniente do meio 
-2 

x 10 M necessário à 

estabilização da termolisina (tabela 8, página 82. Cabe salientar 

que nos pareceu inviável que o Ca(Ac) tivesse sido apenas 
2 
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arrastado com o peptídeo durante a sua precipitação, pois este 

sal é extremamente solúv~l no meio reacional e além disso, o 

peptídeo precipitado foi lavado várias vezes com soluções aquosas 

após sua f i 1 tração ( ítem }. 2 .1 .. página 46). 

Visando comprovar. as hipóteses acima realizamos os 

seguintes experimentos: 

- Recristalização de Moz-Asn-Leu-Gly-OEt 3B em EtOH/H O. 

dissolução e incubação do recristalizado em 
2 o 

metanol a 38 C 

(ítens 4.2.1. e 4.2.2 .. páginas 58 e 59). 

- Incubação do trlpeptídeo bruto 3B em soluções metan6licas de 0-

fenantrolina ou de EDTA ( ítens 4.1.11. e 4.1.12., páginas 57 

e 58 ). 

- Dosagem do conteúdo de Ca(II) no tripeptídeo 3B. 

A hipótese 1 foi invalidada pelos resultados descritos no 

ítem 3.1.10. e figura 15, páginas 100e 104 , que mostram que o 

tripeptídeo 3B é transesterificado em metanol na presença de 
o 

o-fenantrolina (67~ em 48 horas a 38 C). Na ausência da mesma foi 

observado 54.6% de transesterificação. 

A recristalização do tripeptídeo 3B em etanol/ á~ua não 

provocou mudanças estruturais no mesmo, pois as características 

do recristalizado 3R são idênticas às observadas para 3B (fi~ura 

18, página 110. Apenas o valor do ponto de fusão foi superior 
o o 

(193-196 C) ao encontrado para o peptídeo 3B (179-183 C), o que é 

compreensível já que o composto foi submetido à recrisCalização. 

A incubação de 3R em metanol ( ítens 4.2.2. e 3.2.2., páginas 59 

e 109) demonstrou que o mesmo não sofria transesterificação por 
o 

48 horas a 38 C, o que indicou a perda do "fator catalítico da 

reação" durante a recristalização. Segundo a hipótese 2 este 

fator estaria associado à presença de Ca(II) em 3B. 

A incubação de 3B em solução metanólica de EDTA ( ítens 

NOTA: Os experimentos descri
tos nos Itens 4.1.11. e 4.1.12, , , 
paglnas 57 e 58. tiIDlbem ·foram 
real1~ados com 3a. 

---~~--~---~-~-----
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4.1.12., e 4.1.13, páginas 57 e 58 forneceu os resultados 

mostrados na tabela 15, página 105 e figura 16, página 107 . Fi-

ca evidente que na presença deste quelante (proporção molar pep-

tídeo/EDTÀ, I: 1) não ocorreu a transesterificação de Moz-Àsn-

Leu-Gly-OEt. Este resultado sugeriu que o EDTÀ tenha se 

complexado ao ncatalisadorn (provavelmente Ca(II) presente em 3B) 

evitando que o fenômeno ocorresse. O aparecimento de precipitado 

no meio reacional confirmou tal complexação. À determinação do 

conteúdo de Ca(II) em 3B por absorção atômica (tabela 13, página 

9 7 - comprovou a presença deste íon no mesmo. Estes resultados 

confirmaram a hipótese 2 por nos levantada, lndicando que o 

Ca(II) está diretamente envolvido no processo de 

transesterificação de 3B em metanol. 

Com o objetivo de obter maiores ~nformações e compreender 

melhor o processo de transesterificação e o envolvimento do 

Ca(II) no mesmo, realizamos os seguintes estudos: 

1- Novas sínteses de Moz-Àsn-Leu-Gly-OEt em condições similares 

ás empregada para a obtenção de 3B, determinação do conteúdo 

de Ca(II) nos peptídeos resultantes de cada urna das síntese e 
o 

sua incubação em metanol a 38 C ítens 3.2.5. e 4.1.6., 

páginas 51 e 55 ). 

Nas condições expressas na tabela 8, página 82 foram sin 

sintetizados os Moz-Àsn-Leu-Gly-OEt 4B,5B,6B,7B,8B,9B e 10B. Como 

descri to no ítem 2.4., página 80, todos foram obtidos na forma 

cromatograficamente pura e apresentaram caracterísitcas idênticas 

a 3B. À síntese 4 foi realizada com o objertico de dispormos de 

maior quantidade de tripeptídeo bruto para dar continuidade 

aos nossos estudos. O mesmo (4B) foi obtido com 52% de rendimento 
o 

e quando incubado em metanol a 38 C ( ítem 4.1.6., página 55 ), 
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apresentou diferenças de velocidade de transesterificação em 

relação a 3B (tabela 13, página 97 Realizamos então as 

sínteses 5 e 6 usando a escala utilizada na síntese No. 3 (5) e a 

escala de 1 mmol (6). Os produtos 5B e 6B apresentaram velocidade 

de transesterificação em metanol diferentes das obtidas nas 

incubações de 3B e 4.B (tabela 13, página 97). Tais dados 

sugeriram que estes tripeptídeos contivessem diferentes conteúdos 

de Ca (II) (provavelmente em decorrência da escala de síntese 

usada) e que por essa razão transesterificavam com velocidades 

diferentes nas mesmas condições experimentais. Para confirmar esta 

suspeita, foi realizada a dosagem de Ca(II) dos Moz-Asn-Leu-Gly-

OEt 4.B,58 e 68 por absorção atômica. Foram encontrados conteúdos 

diversos de Ca(II) em diferentes amostragens de cada um dos 

Moz-Asn-Leu-Gly-OEt analisados (tabela 14., página 98 ), o que n08 

levou a realizar a homogeneização cuidadosa dos mesmos descrita 

no ítem 4..1.7., página 55 Iseguida de sua incubação em metanol a 
o 

38 C para acompanhamento cinético. Paralelamente, a estes estudos 

foram realizadas as sínteses 7,8,9 e 10 (8 foi sintetizado em 
-1 

,solução contendo Ca(Ac) 2,5 x 10 M e e 7,9 e 10 em solução 
2 

isenta deste sal) em diferentes escalas de síntese. Os 

tripeptídeos 7B,8B,9B e 10B foram submetidos aos mesmos estudos e 

homogeneização realizados para 3B,4.B,5B e 6B ítens 4..1.6. e 

4..1.7., páginas 55 e 55 e os resultados apresentados 

mostraram que: 1. 7B não sofreu transesterificação em 4.8 horas a 
o 

38 C apesar de conter Ca (11) (tabela 13, página 97 ); 2. 9B e 

10B foram transesterificados em 28 e 19% respectivamente após 48 

horas; 3. a transesterificação de 8B em metanol é mais rápida que 

para os outros Moz-Asn-Leu-Gly-OEt. 

~ interessante notar que 7B.9B e 10B foram sintetizados 

em solução de acetato de sódio isenta de acetato de cálcio e por 
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isso era esperado que estes peptídeos não contivessem Ca(II) e 

portanto não transesterificassem quando incubados em metanol. 

Entretanto, como citado acima, 9B e 10B transesterificam 

lentamente neste solvente. Além disso, a figura 11, página 99 

mostra que 7B (que não transesterifica) contém Ca(II). Como as 

reações de síntese destes compostos foram realizadas em escala 

diferentes, usando uma amostra de termolisina que contém 20% de 

acetato de cálcio, levantamos a hipótese de formação de dois ou 

mais tipos de complexos entre Ca(II) e as moléculas de peptídeos, 

dependendo da disponIbilidade de Ca(II) no meio e das condições 

de síntese. Um deles levaria à transesterificação. 

Como é possível observar. também não obtivemos valores 

reprodutíveis do conteúdo de Ca(II) dos Moz-Asn-Leu-Gly-OEt 

sintetizados 58.78 e 88 (figura 11. página 99 ). Seguramente. as 

variações encontradas se devem à natureza das amostras. pois. as 

análises de padrões realizadas paralelamente forneceram 

resultados reprodutíveis. Nossa suposição é a de que o Ca(II) nas 

amostras não esteja sendo liberado total e igualmente em todas as 

análises, o que certamente forneceria resultados variados. Por 

essas razões, adotamos os valores médios das diferentes 

determinações realizadas como sendo o conteúdo real de Ca(II) dos 

Moz-Asn-Leu-Gly-OEt 58. 7B e 8B: 0.08%, 0.50% e 0.22%, 

respectivamente. Não é correto adotar tais valores para os 

outros Moz-Asn-Leu-Gly-OEt, pois as várias dosagens foram feitas 

em condições diversas. 

A comparação entre a transesterificação de Moz-Asn-Leu-

Gly-OEt 38-108 homogeneizados forneceu as porcentagens de 

transesterificação em metanol descritas na tabela 13, página 97. 

De uma forma geral, as velocidades de transesterificação 

encontradas foram inferiores às obtidos antes da homogeneização 

• 
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(tabela 12, página 96 . Nos parece que a única explicação 

plausível para o fato é a de que o processo de trituração induz à 

uma perda parcial da capacidade de transesterificação dos mesmos, 

provavelmente devido à destruição do complexo Ca(II)-peptídeo 

envolvido no processo. 

o fato de que os Moz-Àsn-Leu-Gly-OEt brutos obtidos nas 

diferentes sínteses transesterificarem com velocidade divers~s 

não pode ser explicado por seus conteúdos de Ca(II), como 

havíamos suposto anteriormente devido as razões acima discutidas. 

Acreditamos que o mais importante seja a maneira como o Ca(II) se 

liga ao peptídeo no momento de sua precipitação no meio 

reacional, o que dependeria não s6 de das condições experimentais 

empregadas mas também da escala na qual a síntese é realizada. 

Como sugerldo acima , mais de um tipo de complexo Ca(II)-peptídeo 

poderia estar se formando e apenas um deles levaria à 

transesterificação. 

2- Estudo da influência da temperatura, da concentração de 

peptídeo e da concentração de EDTA na transesterificação de 

Moz-Asn-Leu-Gly-OEt bruto 5B ( ítens 4.1.9., 4.1.10. e 4.1.12, 

páQinas 56 e 57). 

Às fiQuras 12 e 14 , páginas 101 e 103, demonstram que a 

velocidade de transesterificação aumenta com o aumento da 

temperatura e da concentração de tripeptídeo. 

A influência da concentração de EDTA sobre a velocidade 

de transesterificação de Moz-Asn-Leu-Gly-OEt foi analisada 

através da variação da sua quantidade no meio reacional contendo 
~ 

o tripeptídeo /1B e metanol ( ítem 4.1.12. e figura 16, páginas 

57 e 107 ) . Como se observa na figura 17, página i08 , a 

QI 
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velocidade da reação diminui com o aumento da concentração de 

EDTA, sendo . necessário uma concentração equimolar à de peptídeo 

para interromper a reação. Como as dosagens do conteúdo de Ca (II) 
-6 

presente em 5B mostraram que em 6,0 x 10 moI do mesmo contém 
-8 

apenas 6,0 x. 10 moles deste íon, fica evidente que nestas 

condições ocorre competição do EDTA pelo Ca(II) fortemente ligado 

ao peptídeo. 

]- Estudo da viabilidade de transesterificação do Moz-Asn-Leu-

Gly-OEt 18 e LOR em soluç6es metan61icas do tripeptídeo 5B ou 
~ B 

acetato de cálclO 

Diante da constatação de que os tripeptídeos 7B e 10R 

não sofrem transesterificação quando incubados em metanol ítem 

3.2.2., paglna 109) e de que 5B e 8B transesterificam rapidamente 

nas mesmas condições experimentais realizamos os estudos 

descritos nos ítens 4.2.3. e 4.2.4., páginas59 e 60. 

Os resultados apresentados na tabela 16 , página 112, 

mostram que na presença de quantidades equimolares de SB ou de 8B 

os tripeptídeos 7B e 10R são transesterificados em metanol. Em 24 
o 

horas de incubação a 38 C, 50, 44 e 64% de Moz-Asn-Leu-Gly-OMe 

foram detectados nos meios reacionais contendo 7B + 5B, 10R + 5B 

e 10R + 8B r~8pectivamente. Se 7B e 10R não tivessem sido 

transesterificados estas porcentagens seriam inferiores, pois 

segundo a figura 13, página 102 a porcentagem de 

transesterificação é dependente da concentração do peptídeo bruto 

que nestas reações estava reduzida pela metade. Quando se 

analisou o efeito da variação da concentração de 5B em um meio 

constituído por 7B, sendo concentração total de peptídeo fixa 

(figura 20, página 114 ), foi observado que ocorre o aumento da 
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velocidade de transesterificação com o aumento da concentração de 

SE. 

A incubação de 7B em soluções metanólicas de acetato de 

cálcio (figura 21, páginaU5,demonstrou que este tripeptídeo sofre 

transesterIficação quando em presença deste sal e que a 

velocidade da reação aumenta com o aumento de sua concentração no 

meio reacioncü (fig'~ra 23, página 118 ): a mesma é diretamente 
-4. 

proporcIonal à concentração de acetato de cálcio até 6,0 x 10 M 

e acima desta concentração tende a um patamar. Apesar da 

ocorrênCIa da transesterificação ter sido detectada por HPLC, o 

produto da incubação F (realizada em maior. escala), em que a 

transformação foi total, foi isolado e identificado como sendo 

Moz-Asn-Leu-Gly-OMe através das 

3.2.4.., página!.,H, e do espectro 

páginal17) 

de 

análises 
1 

RM H 

o fato de o tripeptídeo 7B 

descritas no ítem 

obtido (fiIJura 22, 

não ter sofrido 

transesterificação quando incubado solução metanólica de acetato 

de cálcio (proporção peptídeo: Ca(II): 1:1) na presença de EDTA 

..:z. " , I' 
(ítem 3).yi. página -±-e%j demonstra o envolvimento do íon Ca(II) 

no processo. Entretanto, é imprescindível ressaltar que enquanto 

30% de 5B (ECa (lI)] = 0.08%) é transesterificado em metanol em 6 

horas de incubação, 35% de 7B se transforma em Moz-Asn-Leu-Gly-
U % 

OMe em soluções metanólic~s de acetato de cálcio (ECa(II)] =~) 

no mesmo tempo, o que sugere diferenças mecanísticas entre os 

processos. 

Estes experimentos nos permitiram concluir que Moz-Asn-

Leu-Gly-OEt bruto 5B e 8B e acetato de cálcio são capazes de 

promover a reação de transesterificação de Moz-Asn-Leu-Gly-OEt 

7B em metanol, porém com velocidades diferentes. 
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4- Estudo de transesterif_icação em soluções metanólica de 

acetato de cálcio de Moz-Asn-Leu-Gly-OEt lOR em dife~tes 

concentrações ( ítem 4.2.5., página 61 

Este estudo foi realizado com o objetivo de determinar a 

influência da concentração de peptídeo na velocidade da reação de 

transesterificação do mesmo em soluções metanólicas de 

concentração fixa de acetato de cálcio. A figura 25, página 121 

mostra a dependêncIa encontrada: com a diluição do peptídeo 

ocorre urna diminuição da velocidade de transesterificação. 

5- Incubação de Moz-Asn-Leu-Gly-OEt 7B em soluções metanólicas de 

acetato de cálcio, acetato de sódio, cloreto de sódio e 

misturas de cloreto de cálcio/acetato de sódio 

Diante da constatação de que o acetato de cálcio era 

capaz de catalisar a transesterificação de Moz-Asn-Leu-Gly-OEt 7B 

em metanol, investigamos se o acetato estaria ou não envolvido no 

processo. Para tanto realizamos as cinéticas descritas nos ítens 

4.2.6. e 4.2.7., página 62 Os resultados obtidos estão 

sumarizados na tabela 17, página 122 , mostraram a ocorrência de 

transesterificação em pequena extensão na presença de CaCl ou 
2 

de NaAc. Já em soluções metanólicas das misturas caCl
2

/ 

NaAc foi encontrado que o tripeptídeo Moz-Asn-Leu-Gly-OEt 7B 

era transesterificado em maior extensão. Além disso, o aumento da 

concentração de NaAc na mistura provoca o aumento da velocidade 

de reação até a proporção CaCl : NaCl, 1: 1 (mol/mol). Acima 
2 

desta proporção não ocorreu variação. Como se observa, na tabela 
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17, página 122, 

tripeptídeo foi 

em 48 horas de incubação 
172. 

apenas 28% 

transesterificado em presença de NaAc, mas 

quando a mistura CaCl /NaAc (1:2, moI/moI) foi utilizada 65% 
2 

de 

sofreu transesterificação. Embora, com eficiência inferior tal 

mistura mimetiza o efeito de Ca(Ac)2na reação (83% em 48 horas 

de incubação). Tais resultados sugerem que o acetato é importante 

no processo, possivelmente como contra- íon do Ca(II) no complexo 

formado entre ele e as moléculas de peptídeo. Também foi 

realizada a incubação de 7B em solução de NaCl com o objetivo 

de descartar a possibilidade de envolvimento do íon s6dio no 

processo. De fato não ocorreu transesterificação como esperado 

(tabela 17, página 121) 

1.4. Estudo conformacional de 3B,3R e 8B 

Este estudo foi realizado com o intuito de obter 

informações que nos possibilitassem determinar a conformação 

preferencial de Moz-Asn-Leu-Gly-OEt 3B,3R e 8B e consequentemente 

compreender melhor a sua ligação com o Ca(II) e a 

transesterificação dos mesmos em metanol. 

Inicialmente, foi feita a montagem do modelo Courtauld de 

Moz-Àsn-Leu-Gly-OEt, o qual evidenciou uma proximidade entre o 

anel aromático do grupo protetor Moz- e a cadeia lateral da 

leucina. Como consequência, os grupos carboxamida da asparagina e 

o etila do éster etílico tenderam a se aproxim3r, formando urna 

cavidade adequada ao alojamento do Ca(II). 

Para evidenciar experimentalmente a possível aproximação 

entre estes grupos, l-ea I i zamos a análise conformacional através 
1 

de RM H de Moz-Asn-Leu-Gly-OEt 3B,3R e 8B mostrada no ítem 4 

página 120 , da seção de resultados. 

Os espectros bidimensionais de 3B (figuras 26 e 27, 
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páginas 123 e 124 obtidos usando a técnica de NOESY, através da 

qual o efeito NOE entre diferentes prótons da molécula pode ser 

detectado (Derome, 1987), demonstraram a existência de NOE apenas 

entre: 1- os prótons da metoxila e os prótons da posição orto do 

anel aromático do grupo protetor; 2- entre os prótons da posição 

orto e meta deste anel aromático; 3- entre os prótons dos grupos 

-CH - e -CH do és ter etllico; 4- entrE C~ prótons da p~sição 

2 3 
meta do anel aromático do grupo protetor e os do grupo -CH - a 

2 
ele ligado. Não foi possível, entretanto. detectar NOE entre os 

outros pr6t o ns da molécula. Devido à limitação do aparelho 

utilizado. apenas NOE intensos são detectados para compostos de 

massas moleculares lnferiores a 500 daltons usando esta técnica 

(Hiroshi Morl ta. informação pessoal). 

Por essa razão, 
1 

foram feitos os espectros de RM H 

unidimensionais diferenciais de 3B (figura 28 • página 125 ) , 

utilizando um programa denominado NOE DIFF da Brucker. De acordo 

com esta técnica. o espectro diferencial é resultado da diferença 
1 

entre um espectro normal de RM H do composto e um espectro 

realizado com desacoplamento parcial do próton escolhido como 

referência. sendo que somente os prótons a ele acoplados (que 

apresentam NOE) aparecem no espectro. O próton escolhido por nós 

como referência foi um dos prótons do grupo -NH da carboxamida da 
2 

asparagina (7)4 ppm) . Como se pode observar, foi possível 

evidenciar a existência de NOE entre este próton e: os prótons da 

etila do éster etílico Ca e b), os prótons do grupo -CH - da 
2 

glicina Cc) e os prótons do grupo -CH - da isopropila da leucina 
3 

(d). Os outros prótons da molécula não estão acoplados a ele. 

Para calcular as porcentagens de NOE observados. foram feitos 

espectros unidimensionais com dupla irradiação. Foram encontrados 

os valores de porcentagens de NOE descritos na tabela 18, página~30: 

"" 
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1.2% (próton de referência e os prótons do -CH do éster 
2 

etílico),S.8% (próton de referência e os prótons do -CH do éster 
3 

etílico) e 1.04% (próton de referência e os prótons do -CH - da 
2 

glicina) . 

o espectro similar de 88 (figura 30, página 127 

apresentou os picos a,b,c e d e portanto a existência de NOE 

entre os prótons descritos para 38. Para determlnar as 

porcentagens dos NOE observados também foram feitos os espectros 

unidimensionais de dupla irradiação, cujos resultados podem ser 

analisados na tabela 18, página 130. Como é possível observar, as 

porcentagens detectadas em 88 entre os prótons do NH da 
2 

carboxamida da asparagina e os prótons da etila do éster são 

superiores às observadas para 3B. As outras porcentagens obtidas 

para 88 não foram determinadas para 3B, não sendo possível por 

isso compará-las. Os valores obtidos. entretanto variam na faixa 

de 20-45%. A diferença de porcentagem de NOE observada entre os 
a 

prótons -NH e -CH (j) 
3 

a 
quando NH foi irradiado (3.9%) ou 

quando os prótons -CH (j) 
3 

foram irradiados (24.1%) pode ser 

devida à natureza dos átomos que sustentam os prótons irradiados 

(N e C) . 

Como a existência de NOE entre prótons está associada à 

proximidade espacial entre eles, ficou evidente que Moz-An-Leu-

Gly-OEt 3B e 8B pode assumir em DMSO-d uma conformação 
6 

preferencial na qual um dos prótons da amida da caceia lateral 

está próximo aos prótons da etila do éster etílico, dos prótons 

do -CH - da glicina 
2 

e dos prótons dos grupos -CH da isopropila 
3 

da leucina. Além disso, foi observada em 8B a aproximação entre 

os prótons do anel aromático do Moz- e os prótons da etila 

do éster (-CH 
3 

,34,7%; -CH-, 42,4%). 
2 

Como mostrado no espectro 31, pàgina 128 , também foi 

.. , 

J 
...a 
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deuterado 

contendo cloreto de cálcio a existência de NOE entre o próton 

de referência e os prótons da etila do éster (a e b) e entre 

ele e um dos prótons dos CH da isopropila da leucina (c). As 
3 

porcentagens calculadas (tabela 18, página 130 ) , entretanto, 

são numericamente comparáveis às observadas para 8B mas de sinal 

contrário, o que sugere diferenças na maneira de . ( ' 

'xr~"YYl"·~ 
t-r.-&n se s t e-F4-f:.,.i,c.à..ç.â.g.·· do efeito NOE entre os prótons analisados em 

~ 
relação a 3B e sj? 

Já o espectro unidimensional diferencial de 3R (fi<;lura 

30, página 1 27 ), demonstrou a ausência dos picos a, b, c, e d 

observados para 3B e portanto a inexistência de NOE entre os 

prótons estudados para 3B. 

Estes resultados sugerem que o peptídeo recristalizado 3R 

apresenta uma conformação preferencial distinta de 3B e 8B na 

qual não existe a aproximação espacial entre os prótons 

estudados. Ao adicionar cloreto de cálcio ao meio, entretanto, 3R 

tende a assumir uma a conformação preferencial onde tal 

aproximação ocorre. 

~ importante salientar que DMSO-d foi utilizado para 
6 

estes estudos por que Moz-Asn-Leu-Gly-OEt é bastante solúvel 

apenas em DMF, DMSO e MeOH. Este último não foi usado porque 

ocorria transesterificação de 3B e 8B durante os experimentos. 

Para I e lamente, rea 1 i zamos um estudo de 3B, 8B e 3R por 

espectroscopia Raman. Esta técnica foi escolhida por ser 

amplamente empregada em estudos conformacionais de peptídeos e 

proteínas (Carey, 1982; Tu, 1982) e por possibilitar a 

visualização de ligações metal-quelante em diversos compostos 

contendo íons metálicos (Adams, 1967). Foram feitos espectros dos 

peptídeos sólidos 3B,8B e 3R e dissolvidos em DMSO. Todos eles, 



176. 

entretanto. não demonstraram bandas que evidenciassem a ligação 

com Ca (11) . Estes resultados sugeriram que tal técnica fosse 

inadequada à obtenção das informações desejadas. provavelmente 

devido à natureza de nossas amostras (baixo conteúdo de Ca(II)) 

Por essa razão. os espectros Raman não foram apresentados. 

1.5. Transesterificação de Z-Asn-Leu-Gly-OEt. Boc-Asn-lcu-Gly
t 

OEt. Moz-Asn-Leu-Gly-OBzl. Moz-Asn-Leu-Gly-OBu . Moz-Gln-

Leu-Gly-OEt. Moz-Asn-Ile-Gly-OEt e Moz-Asn-Leu-Ala-OEt 

em metanol 

Tendo comprovado que Moz-Asn-Leu-Gly-OEt bruto sofre 

transesterificação quando dissolvido em metanol e de posse dos 

resultados encontrados no estudo conformacional deste peptídeo. 

nos perguntamos: 1- se peptídeos de estrutura semelhante à de 

Moz-Asn-Leu-Gly-OEt poderiam ser sintetizados com sucesso pelo 

método enzimático. em condições experimentais similares às já 

utilizadas; 2- se uma vez obtidos. estes peptídeos brutos 

sofreriam transesterificação em metanol; 3- caso esta 

transesterificação não ocorresse, se na presença de acetato de 

cálcio tal reação ocorreria. 

Com o intuito de responder as perguntas acima, foram 

realizados os experimentos descritos nos ítens 3 . 2.6 .• 5.1 e 

5.2., páginas 52 , 63 e 64 Os resultados da tabela 19, 

página 131 • mostram que Z-Asn-Leu-Gly-OEt e Moz-Gln-Leu-Gly-OEt 

brutos foram transesterificados quando dissolvidos em metanol nas 

condições experimentais utilizadas. Moz-Asn-Ile-Gly-OEt também 

sofreu transesterificação porém em pequeníssima extensão e os 

outros peptídeos brutos sintetizados não foram transesterificados 

na mesmas condições. Entretanto, todos eles sofreram 
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transesterificação ao serem incubados em soluções metanólicas de 

acetato ~ de cálcio (tabela 20, página 132), com exceção de 
V " t 

MOZ-AS,~GI y-OBu 

Não nos foi possível estabelecar uma comparação entre as 

diferentes velocidades de reação observada para os diferentes 

peptídeos brutos testados, pois foram usadas concentrações 

diversas dos mesmos, devido à suas solubilidades em MeOH serem 

diferentes. 

Os resultados obtidos, porém, nos sugeriram que 

provavelmente os peptídeos que sofrem transesterificação 

continham Ca(II) complexado de forma similar a Moz-Asn-Leu-Gly-

OEt bruto, enquanto que os outros não, havendo por lSS0 a 

necessidade de adicioná-lo para que a reação ocorresse. 

Todos os tripeptídeos brutos foram recristalizados e 

incubados em metanol ou em soluções metanrilicas de acetato de 

cálcio nas mesmas condições experimentais (tabela 21, página 05). 

Nenhum deles sofreu transesterificação em metanol na ausência de 

acetato de cálcio. Na sua presença, entretanto com excessão de 
t 

Moz-Asn-Leu-Gly-OBu todos os peptídeos sofreram 

transesterificação. 

Apesar do produto obtido não ter sido isolado para 

caracterização, a ocorrência de transesterificação de Moz-Asn-

Leu-Gly-OBzl em soluções metanólicas de acetato de cálcio foi 

evidenciada pelo cromatograma mostrado na figura 32, página 134 , 

onde a corresponde ao Moz-Asn-Leu-Gly-OMe, b ao 

álcool benzílico e c ao produto original. 

1.6. Transesterificação de ésteres de peptfdeos em soluções 

metanólicas de acetato de cálcio 

Uma vez confirmada a possibilidade de ocorrência de 
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transesterificação em soluções metan6licas de acetato de cálcio 

de ésteres etílIcoS e benzílicos de peptídeos de estrutura 

semelhante à Moz-Àsn-Leu-Gly-OEt, passamos a estudar a 

possibilidade de transesterificação de ésteres de outros 

peptídeos de estruturas diversas . 

Com este intuito, foi realizado o experimento descrito no 

ítem 6.2., página 66 , cujos resultados (tabela 22, página 136) 

indicaram que 'Jários dos peptídeos testados poderiam ser 

transesterificados em soluções metanólicas de acetato de cálcio. 

Os. ésteres terc-butílicos não sofreram transesterificação nas 
t 

condições utilizadas, da mesma foram que Moz-Asn-Leu-Gly-OBu 

Estes resultados preliminares serviram para demonstrar quais eram 

as melhores condições a serem utilizadas para o acompanhamento 

cinético da reação por HPLC, as diferenças de solubilidades dos 

diversos peptídeos nas soluções metanólicas usadas · e as 

diferenças de velocidade de transesterificação entre eles. Os 

tempos de acompanhamento mostrados na~la ~. página 138 , 

referem-se aos tempos necessários para detectar com segurança a 

ocorrência da reação, sendo 24 horas a tempo mínimo. Com base 

nestes resultados e com o intuito de obter dados que nos 

p::lssibilitassem estabelecer a relação entre estrutura e velocidade 

de transesterificação, realizamos a incubação destes peptídeos e 

dos outros descritos no ítem 5.2. • página 64 em soluções 

metd.n6licas de acetato de cálcio nas mesmas condições 

experimentais. Os resultados (tabela 24, página 139 encontrados 

em 6 e 24 horas de incubação mostraram diferenças de velocidade 

de reação. Como se observa, a ordem crescente de velocidade é a 

seguinte para 6 horas de incubação: Moz-Àsn-Leu-Àla-OEtv 

Z-Àsn-Leu-OEt ~ Z-Àsn-Leu-OBzl < Z-Asn-Phe-OEt < Z-Pro-Leu-Gly-

OEt < Z-Àsn-Phe-OBzl ~ Boc-Leu-Gly-OEt < Moz-Gln-Leu-Gly-OEt 
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Boc-Asn-Leu-G1y-OEt < Z-Asn-Leu-G1y-OEt N Moz-Asn-Leu-Gly-OEt < 

Moz-Asn-Ile-Gly-OEt ,...; Boc-Ile-Gly-OBzl < Moz-Asn-Leu-Gly-OBzl tV 

Moz-Asn-Ile-Gly-OBzl. 

A análise das características descritas no ítem 6.3., 

página 66 e das figuras 34,35 e 36. páginas 142, 143 e 145 

demonstra que os compostos analisados são Z-Asn-Leu-Gly-Oe. Boc-

Leu-Gly-OMe e Boc-Ile-Gly-OMe, o que torna inequívoca a 

ocorrência de transesterificação de Z-Asn-Leu-Gly-OEt, Boc-Leu-

Gly-OEt e Boc-Ile-Gly-OEt em soluções metan6licas de acetato de 

cálcio. 

1.7. Transesterificação de Boc-aminoacil e peptidil-resinas 

em metanol na presença de acetato de cálcio. 

Diante da evidência de transesterificação de vários 

és teres benzilílicos de peptídeos em soluções metan6licas de 

acetato de cálcio e do conhecimento de que N~ -acil-aminoácidos e 

peptídeos se ligam à resina de Merrifield através de um éster 

benzílico (stewart e Young, 1984; Bodanszky, 1984), nos pareceu 

l6gico investigar a possibilidade de ocorrência de 

transesterificação destes ésteres em soluções metan61icas de 

acetato de cálcio. Tal reação resultaria no desligamento do N -o< 

acil-L- aminoácido ou peptídeo da resina, através da formação dos 

seus ésteres ~etílicos. 

Para tanto, Boc-Gly-Res, Soc-Ala-Res, Boc-Val-Res, Soc-

Leu-Gly-Res e Moz-Asn-Leu-Gly-Res foram incubados em metanol e 

em soluções metan6licas de acetato de cálcio nas condições 

experimentais descritas no ítem 7.1., página 6~ Como mostrado na 

tabela 25, páginai~6, não foi detectada a presença de produto de 

transesterificação por CCD ou HPLC na ausência de acetato de 

"" 

• 
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cálcio. Na sua presença, entretanto, Boc-Gly-OMe, Boc-Ala-OMe, 

Boc-Val-OMe, Boc-Leu-Gly-OMe e Moz-Asn-Leu-Gly-OMe foram 

detectados após 48 horas de incubação. 

Visando isolar o produto transesterificado para comprovar 

a ocorrência da reação foi realizado o estudo descrito no ítem 

7.2., página GB para Boc-Leu-Gly-Res e Moz-Asn-Leu-Gly-Res. 

Apesar de não ter sido possível determinar o rendimento da 

transesterificação, as análises realizadas dos compostos obtidos 

forneceram os resultados (Figuras 37 e 38, páginas 148 e 149 

esperados para Moz-Asn-Leu-Gly-OMe e Boc-Leu-Gly-OMe, tornando 

indiscutível o desligamento dos peptídeos da resina de Merrifield 

através de transesterificação. 
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181. 
2. Discussão Geral 

Os resultados encontrados no desenvolvimento deste 

trabalho confirmaram nossa constatação anterior (Machi ni de 

Miranda e col., 1986) de que o método de incorporação de N~-acil-

asparagina a derivados de aminoácidos e peptídeos mediante 

catálise por termolisina é adequado para a síntese de peptídeos 

contendo asparagIna a partir de componentes amínicos, onde P' 
1 

corresponde a um aminoácido hidrof6bico (Leu, Phe, Ile, VaI). Os 

rendimentos de reação são bons, não há necessidade de uso de 

excesso de reagentes e os produtos obtldos são isentos de 

contaminação por subprodutos. Este fato, torna a metodologia 

extremamente valiosa para a obtenção de dIversos peptídeos 

contendo este aminoácido. Entretanto, foi observado por n6s que 

quando a reação envolve a utilização de um componente amínico 

contendo Cys(S-Bzl) em P', 
1 

a extensão da incorporação se torna 

dependente da natureza da proteção de sua carboxila ou da 

sequência da cadeia peptídica da qual o resíduo faz parte. Se a 

proteção foi realizada na forma de um és ter terc-butí1ico, a 

reação de incorporação 
t 

H-Cys(S-Bzl)-OBu ocorrerá 

de 

em 

N~-acil-asparagina ao derivado 

pequeníssima extensão. Se a 

sequência da cadeia peptídica ligada a Cys(S-Bzl) contiver um 

resíduo de aminoácido hidrof6bico, a enzima exibirá pronunciada 

preferência em clivar a ligação peptídica que envolve este 

aminoácido e provavelmente incorporará o fragmento resultante à 

~-acil-asparagina)formando um peptídeo não desejado. Isto se deve 

à especificidade restrita de termolisina em soluções aquosas na 

presença ou ausência de solventes orgânicos (Morihara e Tsuzuki, 

1980) em que estas reações foram realizadas. Tais fatos sugeriram 

que o método de incorporação é inadequado para componentes 
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amínicos contendo aminoácidos não específicos em P' . 
1 

182. 

O desenvolvimento de estudos de síntese enzimática em 

solventes orgânicos, entretanto, tem demonstrado que a 

especificidade das proteases pode ser alterada na presença de 

alguns destes (Zaks e Klibanov, 1988). Esta alteração também pode 

ser conseguida através de modificações estruturais das enzimas 

(West e cols., 1988). Estas possibilidades abrem perspectivas de 

que a metodologia de incorporação de N~ -acll-asparagina a 

derivados de aminoácidos e a peptídeos usando termolisina venha 

se tornar adequada também para componentes amínicos contendo 

aminoácidos conslderados não específicos em P'. 
1 

A síntese de Moz-Asn-Leu-G1y-OEt mediante catálise por 

termolislna, além de servir aos prop6sitos deseJados nos 

possibilitou evidenciar a transesterificação de seu éster em 

metanol catalisada por Ca(II). Os dados por n6s obtidos indicam 

que este peptídeo se complexa a Ca(II) proveniente do Ca(Ac) 
2 

presente no meio reacional no momento de sua síntese. Tal 

complexação parece depender das condições experimentais e escala 

de síntese, sendo possível que ocorra a formação de mais de um 

tipo de complexo. Um deles, deve ser o responsável pela 

ocorrência de transesterificação de Moz-Asn-Leu- Gly-OEt bruto em 

metanol, pois alguns Moz-Asn-Leu-Gly-OEt brutos obtidos não 

transesterificam apesar de conter Ca(II). Quando o peptídeo 

bruto é recristalizado em EtOH/H O, 
2 

possivelmente a estrutura 

deste complexo se desfaz, já que o tripeptídeo recristalizado não 

sofre transesterificação em metanol. Apesar de não dispormos de 

dados cinéticos, com base nos dados conformacionas obtidos por 
1 

RM H e em dados da literatura sobre proposta de complexação 

entre Ca(II) e peptídeos (ver ítem 4, página 21 ), sugerimos os 

seguintes modelos da ligação de Ca(II) ao Moz-Asn-Leu-Gly-OEt 

~I 
"'!', 

/H 



• ~ __ · : - .,., __ -",".c.·~ .~_. 

183. 
bruto e da sequençia da reação ~e transesterificação do mesmo em 

metanol: 

1- durante o processo de síntese e precipitação. Q tripeptídeo 

formado se c o mplexa a Ca(II). sendo que esta complexação se dá 

através de sua coordenação às carbonilas da carboxamida da 

asparagina. da carboxila esterificada e da carbonila da 1 . _eUClna. 

levando à uma aproxlmação entre ~s pr6tons dos grupos -NH da 
2 

carboxamida. -CH -CH do éster. -CH- da qlicina e -CH da leucína 
2 3 2 3 

(~squema 5, [,'ágina 184) 2- uma vez que o 'l:onteüdo ,je Ca (lI) do 

tripeptideo e muito baixo e que o complexo peptídeo-Ca(II) ~ue 

leva ~ transester~ficação é bastante estável em metanol. nos 

parece vijvel que apenas estas moléculas complexadas catalisem a 

transesterificação das outras moléculas de peptídeo da seguinte 

maneira: o peptideo a ser traneesterificado se apro~ima de 

complexo catalítíco. se liga a ele através da çoordena~ão ao 

Ca(I1) e sofre transesterificação resultante da ativação dQ 

carbono carbonílico do éster pela coordenação ao Ca(I1) e ataque 

nucleofílico dQ metanol. 

A adição de acetato de cálcio ao Moz-Asn-Leu-Gly-OEt 

recristalizado (ou mesmo ao 7B que tem comportamento similar a 

ele) resulta na sua transesterificação em metanol provavelmente , 
por um mecanismo diferente do proposto para Moz-Asn-Leu-Gly-OEt 

bruto, pois a disponibilidade de Ca(II) no meio reacional é maior 

(1 mal de peptídeo: 1 moI de Ca(II)) e a velocidade da reação 

menor item3.2.4,. ,página 111 ). Tal hipótese se baseia também no 

estudo conformacional realizado. Sugerimos a seguinte sequência 

de reação para Moz-Asn-Leu-Gly- OEt-recristalizado: 1- o peptídeo 

se complexa a Ca(II) de maneira distinta à proposta para Moz-Asn-

Leu-Gly-OEt bruto envolvendo, entretanto, sua coordenação ao 

,-/ 
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184. 
Esquema S . Modelos da li gaçâo entre Ca(II) e o peptídeo 

originando o complexo catalítico (a) e da sequência de reação da 

transesterificaçâo em metanol de Moz-Asn-Leu-Gly-OEt bruto (b). 

(a) 

o O O O 
CH O o CH -O-C-NH-CH-C-NH-CH-C-+NH-CH -c 0- 11 11 U\ -P/ 

3 2 I I \ 2 ~ 
CH CH \ / O-CH -CH 
I 2 I 2 \ ! 12 3 C ICH \ ! 

/ ~ "-
H 2N 0 .... ~~c CH 3 \ ;' 

t ________ ~_~t~~~--l _~______ _ __ J 
~ \ I 

, ~Ca(lI) 

(b) Moz-Asn-Le-u-Gl ~-OEt -Ca ( I I ) + Moz-Asn-Leu-GI y-OEt --- ) 
MeOH 

[Moz-Asn-Leu-Gly-OEt-Ca (11)] Moz-Asn-Leu-Gly-OEt --- ) 

Moz-Asn-L21.l-Gl~-OEt-Ca(II) + Moz-Asn-Leu-Gly-OMe + 

EtOH. 

carbono carbonílico da carboxila esterificada e a participação do 

acetato como contra- íon; 2- o carbono carbonílico ativado pela 

coordenaçâo ao Ca(II) sofre o ataque nucleofílico do metanol 

(esquema 6, página~5). A etapa lenta da reaçâo é possivelmente a 

complexaçâo do Ca(II) ao peptídeo. 
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A formação de um complexo similar ao proposto para Moz-

Asn-Leu-Gly-OEt bruto e Ca(II) também pode ocorer no momento da 

síntese de outros peptídeos de estrutura semelhante a ele. Tal 

complexação, entretanto, parece depender da estrutura do 

peptídeo, já que foram sintetizados sete análogos de Moz-Asn-Leu-

Esquema 6. Modelo da reação de transesterificação de Moz-Asn-Leu

Gly-OEt recristalizado em soluções metanólicas de acetato de 

cálcio. 

Moz-Asn-Leu-Gly-OEt + Ca(Ac) -----) [Moz-Asn-Leu-Gly-OEt-Ca(II)-
MeOH 2 

Ac ] -------) Moz-Asn-Leu-Gly-OMe ou [Moz-Asn-Leu-Gly-OMe-Ca(II)-

Ac ] + EtOH. 

Gly-OEt em condições similares às empregadas na síntese do mesmo 

e apenas Z-Asn-Leu-Gly-OEt, Moz-Gln-Leu-Gly-OEt e Moz-Asn-Ile-

Gly-OEt brutos foram transesterificados ao serem dissolvidos em 

metanol. Para a ocorrência desta complexação em solução aquosa 

de acetato de cálcio, portanto, deve ser essencial na estrutura 

do peptídeo a presença simultânea de: um grupo aromático no 

protetor de aminogrupo, uma etila no éster, carboxamida no 

resíduo P e do resíduo de glicina como doador da carboxila 
1 

esterificada. Estes grupos provavelmente determinam a conformação 

destes compostos propiciando a formação de tal complexo. 

Já a complexação de Ca(II) a peptídeos em soluções 

metanólicas de acetato de cálcio, que leva à transesterificação 

""i 
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de seus és teres se mostrou menos específica em relação a 

caracterísiticas estruturais, pois com exceção dos ésteres 

terc-butílicos todos os ésteres etílicos e benzílicos testados 

foram transesterificados. Entretanto, os resultados obtidos no 

estudo comparativo de transesterificação realizados nos 

possibilitaram concluir que: 

1- A benzila é melhor grupo deixante que a etila e provavelmente 

por essa razão os ésteres benzílicos de trlpeptídeos apresentaram 

velocidades de transesterificação superiores às observadas para 

os ésteres etílicos. 

2- A presença do resíduo de glicina como doador da carboxila 

esterificada se mostrou importante para a transesterificação 

dos és teres de tripeptídeos, pois a sua troca por alanina levou à 

uma diminuição acentuada da velocidade de reação. 

3- A troca do resíduo de leucina por isoleucina não alterou a 

velocidade de 

tripeptídeos. 

transesterificação dos ésteres etílicos de 

4- A mudança do resíduo de aspara~ina por glutamina não levou à 

alteração da velocidade de transesterificação do éster etílico de 

tripeptídeos, o que não ocorreu com a troca do mesmo por prolina 

que, pela ausência da carboxamida oule pela rigidez ao anel, 

provocou uma diminuição relevante da mesma. 

5- A troca do grupo Moz- por Z- ou Boc- não influiu no processo. 

6- As velocidades iniciais de transesterificação dos ésteres de 

dipeptídeos são, em geral, menores que as dos tripeptídeos 

indicando que a formação do complexo Ca(II)-dipeptídeo é mais 

lenta. 

7- Da mesma forma que para os tripeptídeos, 

dipeptídeos contendo glicina como doador 

os ésteres de 

da carboxila 

esterificada foram transesterificados rapidamente. A presença de 
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fenilalanina na mesma posição favoreceu a transesterificação dos 

ésteres estudados, o que não ocorreu com a leucina. 

8- O Boc-Ile-Gly-OBzl parece reunir características estruturais 

adequadas à formação rápida do complexo dipeptídeo-Ca(II). 

Os ésteres terc-butílicos de di- e tripeptídeos testados 

não sofreram transesterificação provavelmente devido ao fato de 

terc-butila ser um grupo volumoso, desfavorecendo a complexação 

do CacrI) ao peptídeo através de impedimento estérico. ~ 

importante salientar que os peptídeos estudados não apresentam 

características estruturais muito variadas, o que limita nossas 

conclusões a di- e tripeptídeos de estrutura semelhante a eles. 

A utilização de ésteres benzílicos como protetores de 

carboxila de componentes amínicos em reações enzimáticas do tipo 

inversão de hidr6lise é comum devido à diminuição da solubilidade 

dos produtos formados no meio reacional. Dependendo da estratégia 

de síntese utilizada, tais produtos podem ser usados como 

componentes carboxílicos para o acoplamento enzimático a outros 

fragmentos peptidicos em reações de amin6lise de ésteres. Nestes 

casos, a possibilidade de transformação dos mesmos em ésteres 

metilicos na presença de Ca(II) se mostra extremamente valiosa. 

O fato de Moz-Asn-Leu-Gly-Res e Boc-Leu-Gly-Res terem 

sido transesterificados em soluções metan6licas de acetato de 

cálcio demonstra que este método pode ser particularmen~e 

interessante para a obtenção de fragmentos peptidicos protegidos 

a partir de peptidil-resinas. Tais fragmentos podem ser 

utilizados como reagentes em síntese química ou enzimática de 

peptídeos maiores. 
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t 
1. H-Cys(S-Bzl)-OBu se mostrou um substrato inadequado à 

t 
termolisina durante o estudo da síntese de Z-Àsn-Cys(S-Bzl)-OBu 

t 
e Moz-Àsn-Cys(S-Bzl)-OBu provavelmente devido à presença 

simultânea do enxofre e do grupo benzila na molécula. 

2. Não nos foi possível obter o pentapeptídeo Moz-Àsn-

Cys(S-Bzl)-Pro-Leu-Gly-NH com rendimento superior a ~% a partir 
2 

de Moz-Asn-OH e H-Cys(S-Bzl)-Pro-Leu-Gly-NH usando termolisina, 
2 

apesar de terem sido utilizados diferentes sistemas de reação. Em 

vários deles, esta protease demonstrou acentuada preferência em 

clivar a liqação Pro-Leu e acoplar o dipeptídeo resultante Leu-

Gly-NH a Moz-Asn-OH. resultando na formação de Moz-Asn-Leu-Gly-
2 

NH no melO reacional. 
2 

3. Moz-Asn-Leu-Gly-OEt, Boc-Àsn-Leu-Gly-OEt, Z-Àsn-Leu-

Gly-OEt, Moz-Gln-Leu-Gly-OEt, Moz-Àsn-Ile-Gly-OEt, Moz-Àsn-Leu
t 

Àla-OEt, Moz-Àsn-Leu-Gly-OBzl e Moz-Àsn-Leu-Gly-OBu podem ser 

obtidos na forma precipitada mediante catálise por termolisina. 

Tais peptídeos são cromatograficamente puros e os rendimentos de 

reação são bons. 

4. A reação de transformação observada quando Moz-Àsn-

Leu-Gly-OEt bruto é dissolvido em metanol é uma reação de 

transesterificação dependente da temperatura e concentração do 

peptídeo. 

5. Nossos estudos sugeriram que tal reação ocorre devido 

à existência de um complexo catalítico formado entre algumas 

moléculas de Moz-Asn-Leu-Gly-OEt bruto e o Ca(II). Tal complexo 

se forma durante a reação de síntese deste composto, sendo o 

Ca(II) proveniente do acetato de cálcio presente no meio 

reacional. 
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6. O complexo Moz-Asn-Leu-Gly-OEt Ca(II) bruto é bastante 

estável em metanol havendo a necessidade de quantidades 

equimolares de peptídeo e EDTA no meio para que a reação de 

transesterificação não ocorra. 

7. Sínteses diferentes de Moz-Asn-Leu-Gly-OEt forneceram 

produtos brutos que transesterificam com velocidades diversas, 

apesar de terem sido empregadas condições experimentais 

similares. 

8. Não nos foi possível determinar o real conteúdo de 

Ca(II) nos diferentes Moz-Asn-Leu-Gly-OEt sintetizados devido à 

problemas Inerentes às amostras . A média, entretanto, é da ordem 

de O,I-O,2%. 

9. Moz-Asn-Leu-Gly-OEt recristalzado não transesterifica 

(apesar de conter Ca(II)) em metanol, mas na presença de Ca(Ac) 
2 

tal reação ocorre com velocidade dependente da concentração do 

sal e de peptídeo. Também é possível observá-la em soluções 

metanólicas de cloreto de cálcio e acetato de sódio misturas de 

cloretn dA cálcio/Rcetato de s6dio. 

10. Moz-Asn-Leu-Gly-OEt 3B e 8B assumem em DMSO-d uma 
6 

conformação preferencial idêntica, porém, diferente da assumida 

por 3R no mesmo solvente. Na presença de cloreto de cálcio, 

3R adquire uma nova conformação. 

11 . A reação de transesterificação de Moz-Asn-Leu-Gly-OEt 

em soluções metanólicas de Ca(Ac) deve ocorrer também através de 
2 

complexação entre o peptideo e Ca(II), porém por mecanismo que 

não envolve o complexo catalítico presente em Moz-Asn-Leu-Gly-OEt 

bruto. 

12. Z-Asn-Leu-Gly-OEt, Moz-Gln-Leu-Gly-OEt e Moz-Asn-Ile-

Gly-OEt brutos também são transesterificados quando dissolvidos 

em metanol, o que sugere formação de complexo catalítico 

iiII! 
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semelhante à de Moz-Asn-Leu-Gly-OEt-Ca(II) no momento da síntese 

destes compostos. 

13. Todos os ésteres etílicos e benzílicos testados 

sofreram transesterificação ao serem incubados em solução 
-2 

metanólica de Ca(Ac) 1,0 x 10 M com velocidades diferentes. Os 
- 2 

ésteres terc-butílicos de peptídeos estudados permaneceram 

intactos neste meio. 

14. Boc-Leu-Gly-Res e Moz-Asn-Leu-Gly-Res transesterificam 
-2 

em soluções metanólicas de Ca(Ac~ 1,0 x 10 M formando Boc-Leu-

Gly-OMe e Moz-Asn-Leu-Gly-OMe. 

15. A transesterificação estudada pode se tornar um método 

valioso em síntese química e enzimática de peptídeos por sua 

simplicidade e utilização de condições suaves de reação. 
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VII - SUMÁR 10 

Visando dar continuidade ao estudo de incorporação de N -

acil-asparagina a derivados de aminoácidos e a peptídeos mediante 

catálise por termolisina, foi estudada a viabilidade de síntese 
t 

dos peptídeos Z-Asn-Cys(S-BzI)-OBu e Moz-Asn-Cys(S-Bzl)-Pro-Leu-

Gly-NH . Durante a síntese do pentapeptídeo Moz-Asn-Cys(S-Bzl)-
2 

Pro-Leu-Gly-NH foi constatada a formação de um subproduto cuja 
2 

estrutura foi elucidada a partir da comparação ao padrão autênti-

co Moz-Asn-Leu-Gly-NH . Para a obtenção deste padrão, sintetiza-
2 

mos o tripeptídeo Moz-Asn-Leu-Gly-OEt a partir de Moz-Asn-OH e 

H-Leu-Gly-OEt na presença de termolisina. A recristalização deste 

peptídeo em MeOH/H O levou à transformação do mesmo em Moz-Asn-
2 

Leu-Gly-OMe, confirmada pelo isolamento e caracterização do 

produto por espectrometria de massa e ressonância magnética 

protônica, análise elementar e de aminoácidos e por determinação 

do tempo de retenção por HPLC. Estudos posteriores demonstraram o 

envolvimento do íon Ca(II) no processo e nos permitiram sugerir 

um modelo da ligação deste íon ao peptídeo e da sequência de 

reação da transesterificação estudada. Também foi investigada a 

possibilidade de diversos ésteres de peptídeos e de peptidil-

resinas de Merrifield sofrerem transesterificação quando incuba-

dos em metanol na presença de Ca(II). Para tanto, os tripeptídeos 

Z-Asn-Leu-Gly-OEt, Boc-Asn-Leu-Gly-OEt, Moz-Asn-Leu-Gly-OBzl, 
t 

Moz-Asn-Leu-Gly-OBu Moz-Gln-Leu-Gly-OEt, Moz-Asn-Ile-Gly-OEt 

e Moz-Asn-Leu-Ala-OEt foram sintetizados mediante catálise por 

termolisina. Também foram testados vários outros peptídeos dispo-

níveis no laboratório e Boc-Leu-Gly-Res e Moz-Asn-Leu-Gly-Res. 

Com exceção dos és teres terc-butílicos, todos sofreram 

transesterificação em soluções metanólicas de acetato de cálcio. 
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VIII - SUMMARY 

The main obJective was the study of thermolysin catalyzed 

incorporation of N-acyl-asparaglne into amino acid and peptide 
t 

derivatives. Both Z-Asn-Cys(S-Bzl)-OBu and Moz-Asn-Cys(S-Bzl)-

Pro-Leu-Gly-NH syntheses have been studied. The formation of a 
2 

by-product occurred during the synthesis of the later 

pentapeptide. By comparison with an authentic standard this 

by-product was identified as Moz-Asn-Leu-Gly-NH . 
2 

The s tandard Moz-Asn-Leu-Gly-NH was 
2 

obtained by 

aminolYSlS o f Moz-Asn-Leu-Gly-OEt. This peptide was synthesized 

by couplinq Mo z-Asn-OH with H-Leu-Gly-OEt using thermolysin as 

catalyst. During the recrystallization in MeOH/H O, the 
2 

transformation of Moz-Asn-Leu-Gly-OEt to its methyl-ester 

was obtained. This observation has been confirmed by purification 

and caracterization of the peptide by: Mass Spectroscopy, Nuclear 

Magnetic Ressonance, Amino Acid and Elemental Analysis and HPLC. 

Later studies have shown that the Ca(II) ion participates 

in the processo A model for the binding of this ion to the 

peptide and for the transesterification reaction has been 

suggested. 

Further studies have been performed with (1) the newly 

synthesized peptides Z-Asn-Leu-Gly-OEt, Boc-Asn-Leu-Gly-OEt, Moz
t 

Asn-Leu-Gly-OBzl, Moz-Asn-Leu-Gly-OBu , Moz-Gln-Leu-Gly-OEt, Moz-

Asn-Ile-Gly-OEt and Moz-Asn-Leu-Ala-OEt; (2 ) several other 

peptides available in our laboratory; and ( 3) Boc-Leu-Gly-Res and 

Moz-Asn-Leu-Gly-Res. With the exception of t-butyl-esters, all 

peptides tested have transesterified ~ ~ ~'\'Vv ~ 
~. 
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