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O0s residuos de aminodcidos e as sequéncias peptidicas
foram abreviados de acordo com as normas de IUPAC-IUB Comlssion
on Biochemical Nomenclature (J. 2ipl. Chema . Az

= .

255-57, 1967).

Ac- = acetil

ACOEt = acetato de etila

Boc- = terc-butiloxicarbonil
Boc—-aa = terc-butilixocarbonil-aminodcido
Boc-ON = Z-t-butiloxicarbonilaxiimino-2-fenilacetonitrila

Boc—-8SDP = tilorcarbonato t-butil-S-4,6-dimetil-2-pirimidina
Bzh = benzidril

-Bz1l = benzil

Ca(Ac) = acetato de cdlcio

CacCl Z cloreto de cdlcio

CCD Z cromatografia em camada delgada
CCl = tetracloreto de carbono

DCC4= diciclohexilcarbodiimida

DCM = diclorometano

DCU = N,N’-diciclohexiluréia

DMF = dimetilformamida

DMSO-d = dimetilsulfdéxido deuterado
EDTA =6sal digssdédico do dcido etilenodinitrilotetra-acético
EE = é&ter etflico

EP = ¢é&ter de petrdleo

EQ = equivalente

EtOH = =tanol
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AG = varilacdo 4= enerqgi
AG = variagdo de enerqgia livre de Gibbs = 1onilza¢ao

.HC1 = cloridrato

HCl = dcido clorifdrico
H O = 4dqua
2
HOBt = l-hidroxibenzotriazol
HPLC = cromatografia lfquida de alta eficiéncia
K = constante de catdlice
cat
K = constante de hidrdlise
hid
K = constante da 1onizacgio
10n
K = constante de afinidade
m
K = constante de sintese
sint
Lit. = literatura

MeOH = metanol

MHz = megahertz
m/m = massa/massa
Moz- = p-metoxibenzilloxicarbonil

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

pirimidina

m/v = massa/volume

NaAc = acetato de sddio

NaOH = hidrdxido de sddio
n-Bu = n-butanol

ri- 1085y = n-hidroxisuccinimida

-NH = amida

2
-NHCH = metilamida
3
Obgs, = observadoe
t
-0Bu = éster tarc-butilico
-0Bzl = dgter benzilico



~-OM=2 = dgftar metilico
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astar p—nitrofenilice
PF = ponto de fus3o
ppm = partes/milhao

—-Rag = regina de Merrifield (polimero de poliestireno

]

divinilbenzeno)

RMlH = ressondncla magnética protdnica

TEA = triletilamina

TFA = dcido trifluorocacético

THF = tetrahidrofurano

TMS = tetrametilsilano

.Tos = tosilato

tr = tempo de retencdo

Trig/HCl = scolugdo tampde de cloridrato de tris-hidroximetil-
amino-metano e dcido cloridrico

v/v = volume/volume

Z- = benziloxicarbonil
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1. Sintese de peptideos

Nog ultimos anogs a sintege de peptideos tem se tornado
indispensdvel para o desgenvolvimento de pesquisa em diversas
dreas da biologia. Esta afirmagd3oc se baselia no fato desta
metodologla posggibilitar a obtencao de: - reptideos
biologicamente ativos em grande quantidade para uso académico,
clinico e terapéutico; b- de substratos peptfidicos necessdrios
para o estudo de especificidade e mecanismo de agdo enzimdtica de
proteasges; c- de andlogos e homdlogos de horménios pepfidicos
para o estudo da relagdo estrutura-atividade bioldgica dos
mesmos ; d- de sequénclas peptidicas imunogénicas para
diagndésticos de determinadas doengas e producdo de vacinas.

A primeira gintese total de um peptideo biologicamente
ativo foi realizada por Bodanszky e du Vigneau (1959). Nosgs anos
gegulntes, inumeros grupos protetores de aminogrupo, carboxila e
outros grupos reativos das cadelias laterais dos amlno&acildos
foram desenvolvidos e wvdrios métodos quimicos de ativacgado,
acoplamento e desprotecdo foram estudados. Como consequéncla, O
método quimico de sintese (que utiliza reagentes quimicos para a
formagd3o de ligagdo peptidica) se tornou usual para a obtengdo de
pept{deos em laboratdrio, culminando com a automagdoc do mesmo en
1963 (Merrifield, 1963). Esta metodologia, entretanto, apresenta
alguns problemasg lnerentes ao método (Bodanszky, 1984). Por essa
razdo, o método enzimdtico de sintese (que utiliza proteases para
a formagdo de ligagdo peptifdica) tem se desenvolvido como alter-
nativa a obten¢dao destes compostos (Jakubke, 1987; Morihara,

1587) .



2.
O processo de sinitese de um peptideo, independantemente

do método usado, consiste das seguintes etapas: 1. Protegdo dos
grupos funcionais dos aminodcidos que ndo participam da reacgdo de
formagdo da ligacdo peptidica. Esta protegdo € necessdrla para a
obtengdo de sequéncias inequivocas; 2. Ativag¢do da carboxila do
componente carboxilico e ligagdao peptidica entre os componentes
aminico e cérboxilico (esquema 1, pdgina 3 ); 3. Desprotecgao
parcial para a elongagdo desejada. 4. Adigao do novo residuo de
aminodcido ou fragmento peptidico protegido a ser acoplado. Estas
etapas sdo repetidas até ser completada a sequéncla desejada,
quando o peptideo € totalmente desprotegido, purificado e
analisado (Bodanszky, 1984).

Atualmente, atravéds da wutilizac¢do dos métodos gquimico
(em solucdo ou em fase gsdélida) e enzimdtico de sintese é possivel
obter peptideos de peso molecular elevado com razodvel grau de

pureza (Kullmann, 1987; Bodanszky, 1984; Baramy e col., 1987).
2. Sintese enzimdtica de peptideos
2.1. Introdugao

Apegar de o método de sintese enzimdtica de ligacdes
peptidicas ter se tornado conhecido apenas recentemente, desde o
inficio do século se 1investigava a possibilidade de proteasss
catalisarem a condensagdo entre dois aminodcidos. As primeilras

comprovacdes experimentals foram apresentadas em 1937 e 1938 por

Bergmann e Fraenkel-Conrat (1937, 1938), que descreveram a
condensacgao de N& —acil—-L-amlinodcidos com anilidas de
L-aminodcidos catalisada por papalna e d -quimotripsina. Em

sequida, vdrios derivados de aminodcidos e peptideos foram
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4,
sintetizados mediante catdlise por proteases (Fruton, 1949). 0O

objetivo destes estudos era esclarecer o mecanismo de biossintese
de proteinas, o qual fol elucidado no inicio da década de 1950.
Em consequéncia, apenas um numero reduzido de pesqulsadores deu
continulidade a estudos nesta drea (Fruton e col., 1951; Milne e
Carpenter, 1968). Na década de 1970, entretanto, ressurgiu o
interesse pela sintese enzimdtica de pepfideos (Ingalls e col.,
1975; Morihara e Oka, 1577; Isowa e colj, 1979, . Lesde entdo, o
numero de trabalhos descritos na literatura tem aumentado e a
metodologia tem se desenvolvido rapidamente (Kullmann, 1987)

A sintese de ligagdo peptidica mediante catdlise por
proteases é possivel através de: 1. Inversdo da reagdo hidrdlise;
2. Amindlise de égsteres; 3. Amindlise de amidas (Widmer e

Johansen, 1985).

2.2. Inverséo.da reag¢do da hidrdlise

De uma forma geral, a reagdo de hidrdlise de uma 1ligagdo
peptidica pPor uma protease em solugdo aquosa pode ser

esquematizada da seguinte maneira:

p - +
R - CO-NH~-R +HOTF—7M2R -CO0O + NH -R
1 2 2 1 3 2

onde R e R 830 grupes - profetores & cadelas peptidicas e P &€ a
1 2
protease.

Este processo reversivel, entretanto, consiste de duas
etapas digtintas:
K K
hid ion - +

R - CO- NH- R + H OF—= R - COOH+ NH - R¥——R - CO0O + H N- R
1 2 2 1 2 2 1 3 2

sendo que a etapa de hidrdlise da ligagdo preptidica resultando em



produtos ndo lonizados é uma reacgdo endargfnica (AG > 0) e a
hid
etapa de 1onizagd3o destes produtos € exergdnica (DG < 0)
ion
(Petkov, 1982; Carpenter, 1860) . Como AG >DhG , o
ion hid

processo é termodinamicamente favorecido no sentido de hidrdlise

da ligacgdo peptfidica (&G <-0).
hid
A sintese de uma ligagdo peptidica em solugdo agquosa, por

outro lado, é desfavorecida termodinamicamente (A G > 0). De
Sini
fato em 1952 Linderstron-Lang (Linderstron-Lang, 1952) encontrou

valores de AG entre 3,11 e 4,09 kcal/mol para a formagdo de
sint
dipept{deos a partir de aminodcidos e em 1985 Jakubke e col.

relataram que a constante de equilf{brio para o acoplamento
-5 -5
entre eles era 1inferior a 10 (K < 10 ) (Jakubke e col.,
sint
1685).
Como o wvalor de AG (e portanto de AG ) @
hid sint

aproximadamente igual para ligag¢des peptfdicas tipicas, para que
a reagdo de sintese enzimdtica de um peptideo se torne
termodinamicamente favordvel em solugdo aquosa, é necessdrio
contornar a barreira correspondente a etapa de 1onizagdo dos

componentes de partida (Carpenter, 1960) ou acoplar o processo 4

uma reagao fortemente eXergdnica (Fruton, 1982) . Isto €&
conseguido através de: 1- diminuigdo do valor de AG , de forma
ion
que se torne A G >AG : 2- remogdo do produto formado do
hid ion

melo reacional.
1.Diminuigdo do AG
10on
A diminuic¢c3o do valor de AG e consequentemente
ion
a 1nversd3o da reagdo de hidrdlise para a sintese pode ser
consequida através de duas abordagens: 1- introducdao de 4grupos

protetores nos aminodcidos de partida; 2- adigdo de solvente

orgdnico miscivel ou imiscivel ao meio de reacgdo.
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Para um determinado pH, o 6G estd diretamente
ion
relacionado aos valores de pKa dos componentes carboxilico e
aminico através da equacdo:
-pK : kr—-pH pks-pk
ple pKo-p Lgpl
80G = — RT 1In K (1 + 10 + 10 +10 )
ion

onde R € a constante dos gases, T a temperatura absoluta, pK ,o

1
pKa da carboxila do componente carboxflico e pK o pKa do
. 2
aminogrupo do componente aminico (Petkov, 1982) . Através da
aproximagado dos wvalores de pK e PK , portanto, & possivel
1 2

diminulr o valor de AG
l1on
O trabalho «c¢ldssico de Perrin demonstra que a
introducdo de grupos protetores nos aminodcidos ou peptideos
leva a alteragdo de seus pKa. 0s valores de pKa de carboxila
de aminodcidos aumentam de uma unidade apdés a acillag¢gdo do

aminogrupo e o8 de pKa do aminogrupo diminuem mais de uma

unidade apdés o blogqueamento da carboxila (Perrin, 1965). De fato,

o}
os pK e pK de Gly em s8Solugdo aquosa a 25 C sdo 2,3 e 9,6
1 2
o0 pK de Ac—-Gly-0H € 3,6 e o pK de H-Gly—NH & 8,2 (Jakubke,
1 2 2
e col., 1985).
A adigdo de solventes orgdnicos miscivels ou

imiscivels ao melo de reacdo também leva a aproximagdo entre os
valores de pKa dos compostos de partida através do aumento do
valor de PK (Jakubke e <col., 1985). Isto ocorre devido a
reducgdo da cénstante dielétrica do melo reacional,que provoca
uma diminuicdo da hidratacdo das formas i6nicas (Kullman, 1987).
Homandberg e seus colaboradores (1978) estudaram a 1nfluéncia
de solventes orgdnicos sobre o pKa dos componentes carboxilicos
Z2-Trp—-OH e aminico H—Gly—NH7 e observaram que o valor de pKl de

Z~-Trp—-OH varia com a mudanga de solvente, enquanto gque o pK de
2
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H-Gly—NH permanece inalterado. Como consequéncla desta
aproximaééo, encontraram os seguintes valores de K para a
sint
formagdo do dipeptideo Z-Trp-Gly-NH a partir de 2Z-Trp-0H e H-
Gly-NH catalisada poro(—quimotripsfna: 0.45 M—l para golugdo
aquosa? pPH 6,7; 2,1 gl para solugdo aquosa pH 6,7 contendo
glicerol (60%) e 3,6—1M para solug¢do aquosa pH 6,7 contendo 1,4
butanodiol (85%).
Além de pogsikilitar & diminuligdo do wvalor do

8Gion, a aproximacg3o entre os pKa favorece a sintese de ligacdes
peptidicas pela lei de agdo das massas, pols propicia o aumento

da concentracdo das formas nd3o 16nicas no meio de reagao.
2. Remogdao do produto formado do meilio reacional

O processo endergdnico de sintese enzimdtica
de ligagBegs peptidicas em solugdo aquosa pode se tornar
termodinamicamente favorecido através do seu acoplamento a um
processo exergfnico, tal como a remocdo do produto formado do
meio reaclonal (Fruton, 1982). Esta remogdo também favorece o
deslocamento do equilibrio da reacd8o para o sentido de sintese
pela lel de agdo das massas.

A precipitagdo do peptideo € a técnlica mails
simplegs e antiga de favorecer a sua sintese por catdlise
enzimdtica em solugdo aquosa. Em 1938, Bergmann e Fruton
sintetizaram Bz-Tyr~Gly-NH mediante catdlisze por £ -quimotripsina
a partir dé Bz-Tyr-OH eLH-Gly-NH (Bergmann e Fruton, 1938),
sendo o sucesso desta gintese ztribuido a4 1nsolubillidade do
dipeptideo na solugdao aquosa utilizada (Petkov, 1982). Tal
atribui¢d3o fol baseada no trabalho de Kozlov e col (1966) que
encontraram um valor de 0.49 kcal/mol para a wvariagdo de

energlia livre de hidrdlise deste dipeptideo a compostos 18nicos
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A precipitagdo & conseguida atraves da utilizacgdao de grupos

protetores hidrofdbicos (Isowa = Ichikawa, 1979), do aumento da
concentracao dos reagentes no melo reacional (Morihara e Oka,
1682) ou ainda pelo aumento da forga 1d6nica do meio de reacgdo.
Este Ultimo estd diretamente assoclado a adigdo de sals
lnorgdnicos ao meio de reagdo ou a utilizag¢do de solugdes aquosas
galinas de concentrag¢do elevada (Machinl de Miranda, 1985; <Cheng

e col, 1988).

T
1D

A remogdo do produto do meio de reacdo tambsm

O

& realizada atraveés da utilizagdo de sistema bifdsico de resacga
constitufdo por mistura de solugdo aquosa e solvente orgdnico
imiscivel. Nestes sistemas, a enzima estd dissclvida na fase
aquosa e os substratos se particionam entre as fases aquosa e
organica, reagem e formam o peptideo, que é removido para a
fase orgdnica por difusdo. Os rendimntos de reacdo encontrados
sdo geralmente superiores aos obtidos em solugdo agquosa (Kuhl,
1987; Nakanishi e col., 1986; Khmefnitzky e col., 1984; Martinek
e col., 1¢81).

0O uso de complexantes especificos tTem sido
descrito como forma de remover o produto do melio em reagdes
particulares. Um exemplo cldssico € a sintese do fragmento 1-15
da ribonuclease S em que a ribonuclease S foi adicionada a reacado
para aglr como complexante do fragmento sintetlzado (Homandberg e

col., 1982).

2.3. Amindlise de ésteres

Em 1966, Kozlov e colaboradores obtilveram um wvaler de
AG de -6,0 kcal/mol para a reacgdo de hidrdlise de Ac-Phs-OMe a
hid
pPH:- 7 (Kozlov e col., 1966) . Este dado sugeriu gque reagdes

simlilares a de sintese de Ac-Phe-Tyr-0QOEt a partir de Ac—-Phe-OMe e
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H-Tyr-0OEt catalisada por o -quimotripsina eram fortemente
exergdnicas (Fruton, 1982) . Varilos trabalhos posteriores
descreveram diversas sinteses enzimdticas de peptideos bem
sucedidas utilizando componentes carboxIlicos esgsterificados
(Kullmann, 1987). Atualmente, este tipo de reacdo € amplamente
empregado na obtengdo de peptideos mediante catdlise por

proteases, sendo denomlinado de "sintese coqﬁrolada cineticamente”
(Bratanova col., 1988; Jakubke e col., 198?; Morihara, 1987). Tal
denominacg¢do deriva do fato de dque a reagdo € 1interrompida antes
gue o equilibrio sgeja atingido, de forma que o0s produtos
acumulados sdo aqueles proauzidos mais rapidamente (Esquema 2,
pdginal10) . Como mostrado neste esquema, a enzima EH reage com o
componente carboxflico esterificado R-COX e forma o intermedidrio
acil-enzima [R-CO]JE. Este sofre o ataque nucleofflico da dgua ou
do componente aminico, resultando na hidrdlise do éster do
componente carboxflico RCOOH) ou na formagdo do peptideo (RCONHR)
dependendo das velocldades relativas das duas rea¢fes. Em 1973,

Fastrez e Ferhst encontraram velocidades de sintese de

Ac—Phe-Gly-NH e Ac-Phe-Ala-NH por «£-quimotripsina, partindo-se

2 2
de Ac-Phe-OMe e H-Gly-NH (1 M) ou H-Ala-NH (1 M) 11 e 44 wvezes
2 2
superiores a de hidrdélise do éster de Ac—Phe-OMe([H 0] = 55)M
2
(Fastrez e Ferhst, 1973). Pogteriormente, Schellenger e Jakubke

demonstraram que a deacilagdo de maleil-Phe-quimotripsina por
H-Leu—-NH era mails rdplida que para H-Val-NH ou H-Ala-NH

2 2 2
(Schellenger e Jakubke, 1986) .

Estas consideragdes evidenciam gue o sucesso da "sintese

controlada cineticamente” & dependente da nucleofilicidade e da
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concantracdo dos componentes aminlicos empreqgados.

E importante salientar que: 1- as velocidades destas
sinteses sdo bastantes elevadas; 2- as concentragfes de enzima
utilizadas s3o muito 1inferiores as empregadas nas re=agbes de
inversdo da hidrdélise (Morihara, 1987); 3- evidentemente apenas
as enzimas que apresentam atividades esterdsica e amiddsica
{serino =2 tiol proteases) podem ser utilizadas neste tipo de
reag¢do, o que consiste em uma desvantagem deste tipo de sintese

(Widmer e Johansen, 1985).
2.4. Amindlise de amidas ou transpeptidacgao

De forma similar a de ésteres, a amindlise de amidas € um
processo fortemente exergdnico ({Fruton, 1982) . Jd em 1937,
Bergman e Fraenkel-Conrat descreveram a sintese de Bz-Gly—-NHPh a

partir de Bz-Glv-NH e anilina mediliante catdlise por papalna
2

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

”

egta troca direta da amida pela anilina de reagao de

transamidagdo ou transpeptidacdo” (Fruton, 1950). Atualmente este

Lipo de reagdo também € considerada como "sintese controlada
5

cineticamente” (Jakubke e col., 1937), sendo vdlidas para elas as

etapas descritas no esquema 2, pdgina 10 , com a mudanga de

X para NH ou NH-R” (R"” € uma cadeia peptidica ou aminodci-

2
do) . Também sdao vdlidas as outras consideragdes feltas no ftem
anterior referentes a nucleofilicidade e concentragdaoc dos
componentes amfnicos, velocidade de reagdo, concentragdao e tipo
de proteases utilizadas. Uma das aplicagdes mais bem sucedidas de
transpeptidacido € a conversdo direta da insulina suina em

insulina humana (Breddam e col., 1981; Breddam e Johansen, 1934;

Morihara e Oka, 1983; Rose e col., 1984).
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O wuso de =nzimas como catalisadores na sintese de
peptideos pogslibilita a obtencdo de produtos opticamente puros
em condi¢des suaves de reagao, usando a minima protecg¢ao
necessdria nos grupos reativos das cadelas laterais dos
aminocdcidos (Kullmann, 1987).

Dentre as proteases empregadas estdo as serino-proteases

«L-quimotripsina (Bizzozero e col., 1988), tripsina (Konnecke e
col., 1983) e carboxipeptidasé Y (Konopinska e Muzalewilsky,
1983), a tiol-protease papaina (Barbas & Wong, 1987) e a
metaloprotease termolisina (Adisson e cel., 1983). Também tem
8ido utilizadas a subtilisina BPN’', a elastase, a pepslna e a
quimopapaina.

A escolha da protease a ser empregada como catalisador de
uma determinada reagdo de acoplamento € baseada na sua
especificidade primdria (tabela 1, pdgina {3 ). Desta forma, para
obter o dipeptideo Z-Phe-Gly-OMe a partir de Z-Phe-0OH e
H-Gly-OMe € necessdrio escolher wuma protease especifica para
Z-Phe-OH, por exemplo, a X-qulimotripsina. Para a realilzagdo de
acoplamentos entre fragmentos, entretanto, & necessdrio
considerar também a especilficidade secunddria das proteases como
forma de assegurar uma malor interagdo entre os substratos e a
enzima e a ndo ocorréncia de reagdes de hidrdlige gecunddria
(Kullmann, 1987).

Em sintese de peptideos, as enzimas tem sl1do usadas na
forma livre (Sakina e col., 1988), solubilizadas em micelas

reversas (Luthi e Luisi, 1984) ou imobilizadas (Noritomi e Kise,
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Tabela 1. Especificidade primdria de algumas proteases utilizadas

nas sinteses de peptideos (Widmer e Johansen, 1985).

PROTEASE ESPECIFICIDADE PRIMARIA
quimotripsina Trp, Tyr, Phe, Leu, Met (Pj)
termolisina Leu,Ile, Val, Phe (Pj)
tripsina Lys,Arg (P.)

elagstasge pequenos résfiduos hidrofdébicos (Pl)
carboxipeptidase Y nao egpecifica

papaina regsfiduos hidrofdbicos (P )

2
P, PP e P referem—-se a posicao dos resfduos de aminodcidos
1 1 2

indicados (Schecheter & Berger, 1967).

1987). 0 uso de enzimas na forma livre pode levar a perda parcial
de sua atividade durante as reag¢des. De fato, vdrios trabalhos
descreveram a diminuic¢do da atividade de diversas proteases em
reacfes de acoplamento catalisadags pelas mesmas (West e Wong,
1986) . Egte decréscimo, entretanto, depende da natureza e
quantidade do solvente orgdnico contido no melio reacional, do
tempo de reagdo e temperatura empregados (Kise e Shirato, 1985) .
A imoblilizag¢do da protease propicia um aumento da sua
estabilidade nos meios de reac¢do, permitindo a reutilizagdao da
mesma (Konnecke e col., l9§;). O uso de milicelas reversas leva a
protecdo parcilal da protease devido a sua compartimentalizagao.

Recentemente, foram descritas sinteses de peptildeos
utilizando lipases. Tals reac¢les ocorreram nos sequlintes
solventes orgdnicos puros: tolueno, tetrahidrofurano (Margolin &
Klibanov, 1987), dlcool terc-amflico (Margolin e <col., 1987) e
acetato de etila (West e Wong, 1987). Os rendimentos encontrados
foram, em geral, superiores a 60%2.

0 desenvolvimento futuro da metodologia de sintese

enzimdtica de peptideos estd diretamente associado & descoberta,
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l1solamento e produgdo em larga escala de novas enzimas com
diferentes especificidades e a possibilidade de alteragdo da
especlificlidade e estabilidade das 3Jd existentes comercialmente
(Widmer & Johansen, 1985; West e col., 1988; Zaks & Klibanov,

1988)

3. Sintese de peptideos contendo asparagina

3.1. Incorporagdao de N, —acll-asparagina a derivados de

aminodcidos e peptf{deos pelo método quimico.

A reagdo de 1ncorporagao de Ny —-acll-asparagina a
derivados de aminodcidos e peptideos é uma das reacgdes de
acoplamento consideradas problemdticas em gsintese gquimica de
peptideos.

Vdrios estudos descritos na literatura demonstram que
durante a ativagdo da N4 —acil-L-asparagina por reagentes
acopladores tals como N,N’'-diciclohexilcarbodiimida, anidridos
mistos e pirofosfito ocorre a desidratacdo de sua cadeia lateral
carboxamida (Gish e col., 1956; Ressler, 1956; Bodanszky e du
Vigneau, 1959; Ressler e Ratzkin, 1961; Kisfaludy e col., 1975).
Como resultado da ocorréncia desta reacdo secunddria, o]
asparaginil-peptideo € obtido Jjuntamente com o/3—cianoa1an11—
peptideo. Este subproduto € de dificil separacdo havendo,
portanto, a necessidade de realizar recristalizacbes
sucessivas do produto para a obtencd3o do asparaglinill-peptideo
puro. Como consequéncla destes £fatores, os rendimentos destas
reacdes sdo bailxos.

0O mecanismo pelo qual ocorre esta desidratacdo foi
bastante estudado, sendo que em 1961 Stammer sugeriu a formacdo

de uma 1soimida intermedidria através da interacd3o 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, pdgina 16)
fteria como primeiro passo, a ligagdo da carboxila de Z-Asn-OH (1)
e a carbodiimida para dar o composto 2a. Em seqguida, o ©oxilgénio
da amida atacaria a «carboxila ativada de 2a, formando uma
isoimida ciclica 4a e a diciclo-hexiluréia (3). A reacdo

posterior de da <com a base produziria a nitrila (5) (Stammer,

1861). Um mecanismo alternativo, proposto por Liberek (1962)
sugeria a formagd3o de um composto <cficlico 2b a partir de
Z-Asn—-0H na presencga de base. Este seria, em seguilda, atacado

pela N,N” diciclo-hexilcarbodiimida protonada resultando num
intermedidrio reativo 3b , o gqual desidrataria atravég da
formagdo de uma igoimida ciclica (4a) e diciclo-hexiluréia (3). A
perda do prdton de 4a resultaria na formag¢dao de nitrila (5),
conforme mogstra o Mecanismo B do Esquema 3, pdgina

Egstudos posteriores (Kashelikar e Resgssler 1964; Paul e
Kende, 1964) permitiram concluir gque a reacdo de formagdo de
nitrila se processa preferencialmente pelo mecanismo A.
Concomitantemente, B ou outro mecanismo diferente de A e B pode
ocorrer, porém em pequena extensado.

Para contornar o problema exposto, os acoplamentos de N, -

=

acill-L-agparagina tem 8i1do realilizados através do método do éster

ativo (Bodanzky & du Vigneau, 1959). 0 rendimento do processo
total de sgintese, entretanto, € insatisfatdrio e as reagdes
exligem longos perfiodos de tempo (Mojsov € <col., 1980). Outros

métodos alternativos tém sido estudados tals como a realizagido
dos acoplamentos via éxido-redugdo (Mukaivama e col., 1968) ou
anidridos simétricos (Hemmasl & Baver, 1974) e a adigido de
l-hidroxibenzotriazol juntamente com a N,N’'-diciclohexilcarbodii-

mida (Konig & Geilger, 1970a). Todos estes métodos, entretanto,
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Esquema 3. Mecanismos propostos por Stammer (1961) e Liberek
(1962) para a formacao de nitrila a partir de Z-Asn-OH e

N,N'-diciclohexilcarbodiimida.

0
Z-NH OH MECANISMO B
NH, = BASE
0

I H,N X0 |
(1) (2b)
+
MECANISMO A RNZC-NHR
+
RN=C-NHR .
Q 7-NH 0
Z-NH- \ 0 C-NHR
N0 N'\ H-l}l \9
¢ R - H__ C-NHR
H-N \N/
|
H R
(2a) (3b)
0
o
Z—NH-C/ N Q
| j + R-NH-C-NHR
H,C (3)
+ 2
CO.H -H_— N
R (i
Z-NH_C / l
r QJ
(Hy
CEN (4a)
(5)

Onde 7 = CeHg-CH,-0~CO e R = ciclo-hexil.
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nao consegquem eliminar totalmente a ocorréncla da desidratacgao
{(Mojsov e col., 1980). A protegdo da fungao amida da asparagina
com o grupo 4,4'-dimetoxibenzidril (Mbh) descrita por Kdnig e
Gelger, (1970b) tem se mostrado bastante efetiva na prevengdao da
formagdo de nitrila. Esta protegdo, porém, nem Sempre propicia
altos rendimentosg de acoplamento, além de requerer mals uma etapa
na preparacg¢do do aminodcido protegido (Mojsov e col., 1980). Uma
forra aiLerna;iva de protegdo da funcdo amida descrita por
Liberek (1961l) ¢ a sua transformagdo total em nitrila, que é
ent3o utilizada nas reagles de acoplamento. Obtido of%—ciano—
alanil — pept{deo, a nitrila pode ser reidratada na presenga de
brometo de hidrogénio/ dcido acdtico glacial ou de carbonato de
sédio/perdéxido de hidrogénio. Esgsta reidratacgdo, entretanto, ndo &

quantitativa (Liberek, 1961).

3.2. Termolisina como catalisador de gintegse de di- e

tripeptideos contendo asparaglna

A ndo ocorréncia de reagdeg secunddrilias envolvendo os
grupos funcionaisg das cadeias laterails dos amlinodcldos durante a
formagdo de ligag¢do peptidica € uma das vantagens da metodologla
de sintese enzimdtica de peptideos.

Com base neste fato e no conhecimento do problema acima

discutido sobre a 1ncorporagdo quimica de N,-acil—-asparagina a

X,
derivados de aminodcidos e peptideos, estudamos
a sintese enzimdtica vdrios di- e tripeptideos contendo

asparagina ({Machini de Miranda, 1985; Machini de Miranda e col.,
1936),
A proteagse escolhida foi a termollisina dque € uma

metaloendopeptidase, termoestdvel e de peso molecular 37 500,
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isolada do Bacillus thermoproteolyticus (Ohta e col., 1966). Esta
protease contém 2Zn(II) no sIitio ativo e sua termoestabllidade
depende da presenga de quatro fons Ca(II), os quails se sltuam em
trés gsitios distintos localizados na superficie da enzima (Latt e
col., 1969; Feder e col., 1971; Dalhquist e <col., 1976). O seu
mecanismo de ag¢do envolve a participag¢do dos residuos Glu 143 e
Hig 231 e do Zn(II) (Kester e Mathews, 1977; Hangauer e col.,
1984), mas a sequéncia de acdo desta enzima € ainda digcutivel
(Holden e Mathews, 1988). No que se refere a especificidade, a
termolisina hidrolisa preferencialmente ligag¢des peptidicas onde
P € um resfiduo de aminodcido hidrofdbico (tabela 1, pdginatl) e
eita preferéncia € acentuada pela presenga de um resIiduo
hidrofébico em P (Morihard, 1974). Esta protease ndo apresenta

= Teowo. £ col,, 19F7
atividade esterdsica ou amiddsica, (Rangburn —e--Walshs—1975),
sendo que Isowa e col. (1977) e Isowa e Ichikaya (1979) jé'haviam
utilizado a mesma como catalisador na sintese de Z-Asn-Phe-Phe-
OBut e Z-Asn-Ile-OMe, regspectivamente, com sucesso.

0 estudo realizado por nés para a elaboragao da

Disgertagdo de Mestrado consistiu 1nicialmente em determinar as

condigoes 6timas de sintese do dipeptideo Boc—-Asn-Il1e-0OBzl,
através da andlise da influéncia do pH, tempo de reacgdo,
concentracdo de enzima, concentragdo e volume da solugdo de

acetato de sddio (que foil utilizada como solvente), da variagao
da prornorcd3o entre os componentes carboxfilico e aminico e da

temperatura sobre sua extensdo de sintese. A melhor condigao

encontrada foili a sgseguinte: Boc-Asn-OH: 9,5 x lO_ZM; H-Ile-OBzl:
4,7 x lO—ZM; termolisina: 1,3 x 10—7M; solvente: acetato de sdédio
0,2 M, pH 6, contendo acetato de cdlcio 5,0 x 10 g? tempo de

reagdo: 48 horas; temperatura: 38O C. Tal estudo forneceu

conhecimentos tedricos e técnicos valiosos para a obtengdo dos
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di- e tripeptideos mostrados na tabela 2, pdgina 20.Para cada

um destes peptideos, foram estudadas diversas condigdes de

gsintese. As que forneceram melhores resultados egtdo mostradas na

tabela 2, pdgina . Os resultados obtidos no desenvolvimento
degte trabalho nos possibilitaram concluilr que:

1. Nd:~acil—L—asparagina pode ser 1incorporada a derivados de
L-aminodcidos e a peptfideos mediante catdlise por termolisina
com bons rendimentos, sendo o8 produtos obtidos isentos <de
contamina¢do por nitrilas ou qualsquer outros subprodutos.

2. Os excelentes rendimentos conseqguidos se deviam &
precipitacdao dos produtogs nos melos de reagdo, pols a mesma
favorece a formagdo de ligagdao peptidica termodindmica e
cilneticamente (Fruton, 1982).

3. 0 wvalor do pH 6timo de sintese encontrado para as reagdes
catalisadas por termolisina estava de acordo com o mecanlsmo

de ac3o da mesma (Kester & Matthews, 1977).

4. Entre os grupos protetores Boc-, Z—-, e Moz- utilizados, Z- e
Moz~ permitiram a obtengdo de dipeptideos com excelentes
rendimentos, provavelmente devido a menor solubilidade dos

produtos formados nos meio de reagdo e malor 1nteracdo do
grupo protetor com o subs{itio § da termolisina.
2

5. Os tripeptideos reguereram para sua sintese menores
concentragdoes de enzima e tempo de reagdo em relagdo aos
diveptideos.

6. No método enzimdtico de formacdo de ligacd3o peptidica as
caracteristicas esgtruturais dos reagentes e produtos tem
importdncia relevante, motivo pelo gqual as condigdes dtimas de
sintese diferiram de um peptideo para outro.

7. Uma vez estabelecido, o método enzimdtico de incorporacgdo de

Nl -acil-L-asparagina a resfiduos de amlinodcidos e a peptideos
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pode ge tornar wvaliloso na obtengd3o de cadeilas peptidicas

contendo egte aminodcido.

4. Complexacdo de Ca(II) a peptifdeos

A ligacdo de Ca(II) a biomoléculas tem sido amplamente
egtudada devido ao fato desgste fon egstar envolvido em diversos
processos bioldgicos essenciais a wvida. Sua complexagdo a um
grande numero de peptfdeos e protefnas parece estar diretamente
asgsociada ao seu transporte e armazenamento no organismo ou a
egstabilizagdo da estrutura destas moléculas (Laurie, 1987).

A natureza dos gftios de ligagdo de Ca(II) a estes
compogstos vem sendo estudada atraveés da realizagdo de estudos de
andlise conformacional de diversos peptfdeos cifclicos e lineares
em vdrios solventes contendo sais de cdlcio. Os - mesmos
possibilitam também a determinagdo do efelto causado na
molécula em decorréncia desta ligacgdo.

Campbell e colaboradores (1986) gintetizaram alguns
pept{ideos bicfclicos com o intuito de obter modelos que
possgibilitassem estudar suas egtruturas tridimensionals e suas
interagbes com cdtions, mimetizando protefnas nativas dependentes

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

. \ e . .
complexacgdo de\//(Phe—Pro)4 e [Lys(Z)—Pro]qa metals alcalino-
ferrosos em golugles alcodlicac e acetonitrila, wvisando
determinar a 1interagdo destes fons a 1londéforos naturals. As
conformagdes dos peptfdeos ¢itlo(Gly-Pro-Gly-D-Ala-Pro),
(D-Phe-Pro-Gly-D-Ala-Pro) e (Ala-Pro-Gly-D-Phe-Pro) foram

estudadas por Yenal e col (1983) na presgsenca de percloratos de

cdlcio e na auséncia deles. Da mesma forma, as conformagdes de
L0
>.(L—Pro—Gly)3 (Kartha e col, l982)>&7(Phe—Pro)4 ' (Leu-Pro)4 e

{
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(Lys(2)-Pro) (Kimura e Imanishi, 1981) (it.{Gly-L-Cys(Bzl (OMe)-Sar
L—Pro}(Shimiiu e col., 1982) e (Gly-Gly- Val-Pro) (Urry e col.,
1673) foram estudados. Usando técnicas espectgoscdpicas de
dicroismo circular, Raman, ressondncia magnética protédnica e
cristalografia de raio-¥X, estes pesquisadores constataram
alteragdes conformacionals destes peptideos na presenga de
Ca(II).

No que se refere a peptideos lineares, um nudumero menor

deles em relacgdo aos ciclicos tem gido estudados em sua interacgao

com Ca(II). Anathanaravanan e Shastri (1887) relataram a
importdncia da exisgsténcia de uma dobra na estrutura secunddria
de proteinas que ligam este 1on, apds realizarem estudos

conformacilonalis de Pro-Gly-Ala-NHCH , Boc-Pro-Pro-Gly-Pro-NHCH ,
Boc-Pro-Pro-Ala-Pro-0OH e Boc—Leu—Prg—Tyr—Ala—NHCH . 0 tetrapepgf—
deo Ac-Asp-Ala-OH fol estudado como modelo da ligggéo de Ca(II) a
determinadas protefnas tais como parvalbumina de <carpa,
termolisina e calmodulina por Asso e colaboradores (1985). Em
1985, Hollosi e colaboradores sugeriram gque o pentapeptideo
Met-encefalina (Tyr-Gly-Gly-Phe-Met) forma complexos com este fon
(Hollosi e «col., 1985) e baseados nos dados destes autores
Siemion e colaboradores (1985) sugeriram um modelo desta ligacgdo.

Em 1988, alguns oligopeptideos do tipo Boc—Leu(Leu—Gln)n— 0Bzl (n

=1,3,5) foram analisados por esgspectroscopla nas regildes de

ultra-violeta e infravermelho e por dicroismo <cilrcular na
presenga de Ca(II) por D’alagnl e Manigrasso. 0s resultados
obtidos por estes autores demonstraram que ©Os hepta.- e

undecapeptideos sofreram mudangas conformacionals em misturas de
trifluoroetanol e dgua causadas por sua complexagdo a Ca(II). Tal
ligag3o leva a uma dobra na molécula destes peptideos (D’alagni e

Manigrassgso, 1988).
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038 resultados obtidos nos estudos acima cltados,
indicaram que em peptfdeos o Ca(II) se coordena preferencialmente

408 oX1génios provenlientes de grupos carboxila e carbonila

presentes em suas egtruturas. Alguns modelos degstes complexos
foram propostas Asso e col., 1985; Siemion e col, 1985; Kartha e
col., 1982.

5. Hidrdlise de ésteres de aminodcidos e de peptfideos catalisada

por fons metdlicos

Desde a década de 1950 € conhecida a habilidade de wvdrios
fons metdlicos catalisarem a hidrdlise de ésteres de
determinados aminodcidos, peptideos e seus derivados

Bender e Turnquest (1957) estudaram a hidrdlise do éster
etf{lico de glicina e D,L- fenilalanina em solu¢do aquosa pH 7,3
na presenca de Cu(II) e sugeriram gue nas condig¢des utilizadas
ocorria um aumento da velocidade de hidrélise em relagdo a
hidrélise bdsica. Asgsumiram gque este fon ativava o éster pela
coordenag¢do a sua carbonila. Posteriormente, Angelicli e Leach
(1967, 1968) descreveram que metais de transig¢do promoviam a
hidrdélise de ésteres de aminodcidos e seus derivados.
Paralelamente, fol descrito que Cd(II), Ni1(II), Mn(II), Co(II),
Fe(II), 2Zn(II), La(II), Cu(II), Pd(II), Nd(II), Gd(II), Sm(III),
Dy (III), Er(III), YZ&(III) e Lu(III) catalisavam a inildrdlise
de ésteres etflicos de N,N'-diacetato de alanina em dgua e
proposto um mecanismo de reagdo no qual o hidrdéxido atacava o
carbono carbonilico do éster coordenado ao fon metdlico (Leach e
Angelici, 1968). Mecanismos simllares foram propostos por Hay e
Nolan (1974) para a hidrdlise de ésteres de glicil-glicina,

glicil - alanina e glicil-leucina catalisada por Cu(II) e por
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Hay e Pujari (1986) para a hidrdlise de ésteres metilicos de
glicil-leucina, glicil-alanina e alanil-glicina <catalisada por
Pd(II). Estes trabalhos demonstraram claramente que a capacidade
destes fons catalisarem tais reagdes estd diretamente relacionada
& sua coordenacgdo ao carbono carbonilico dos ésteres, o que leva
a ativagdo dos mesmos.

N3o estdo descritos na literatura entretanto, reagdes de
hidrdlise ou de transesterificacdo de ésteres de peptideos e de
aminodcidos catalisadas por fons metdlicos do grupo dos
alcalino-terrosos tais como Ca(II), Ba(II) e Mg(II), apesar de
conhecida a habillidade de complexagdo deste fons a tais compostos

({tem anterior, pdgina 21 ).
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Inicialmente, este trabalho tinha o objetivo de dar
continuidade ao estudo da 1ncorporagdo de N&—acil—L-asparagina
a derivados de L-aminodcidos e a peptideos mediante catdlise por
fermolisina (Machini de Miranda e col., 1986), através da sintese
de Z—Asn—Cys(S—le)—OBut , Moz—Asn—Cys(S-—le)—OBut e Moz-Asn-
Cys (S-Bzl)-Pro-Leu-Gly-NH Estes peptideos foram escolhidos por
Serem necessdrios para 2 continuac¢do do projeto de sintese
enzimdtica de ocitocina em desenvolvimento em nosso laboratdrio
(Tominaga e col., 1983; Pinheiro da Silva, 1984; Cheng e col.,
198 ).

Durante o decorrer do trabalho experimental, entretanto,
foram feitas obsgervacdes inéditas sobre reag¢des de transesterifi-

cag¢do na presenca de Ca(II) que nos levaram a ampliar nosso

'
objetiyo. Por essa razdo, nos dedicamos também a estudar:

1. a sintese de Moz-Asn-Leu-Gly-OEt, Z-Asn-Leu-Gly-OEt, Boc-Asn-
Leu-Gly-OEt, Moz-Asn-Leu-Gly-OBzl, Moz—Asn—Leu—Gly—OBut, Moz-Gln-—
Leu-Gly-0OEt, Moz-Asn-Ile-Gly-OEt e Moz-Asn—-Leu-Ala-OEt mediante
catdlise por termolisina;

2. a transesterificacdo destes ésteres de peptideos em metanol
. & de égteregs de diversos outros peptideos em solugdes metandlicas
contendo Ca(II);

3. a transesterificag¢do de Boc-aminoacil- e peptidil-resina de
Merrifield em solugdes metandlicas contendo Ca(IIl);
4. a conformacdo preferencial de Moz-Asn-Leu-Gly-OEt através de

montagem de modelo, ressondncia magnética de prétons e

egpectrosocopia Raman.
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1. Reagentes e solventes

Foram empregados reagentes de diversas procedéncilas:
L-aminodcidos (Ajinomoto do Brasil S/A); Z-Asn—0OH, H-Cys(5-Bzl) -

OH, Boc-Val-Regs, Boc-Gly-Res, Boc-Ala-Res e Z-Cys(S5-Bzl)-Tyr-Ile-
t

OBu (Departamento de Biofisica da Esgscola Paulista de Medicina

t t

Boc-Pro—-0H, H-Gly-OEt .HC1, H-Glv-OBu , Z2-Cys(S-Bzl)-Tvr—-0Bu ,

A
Z-Pro-Leu-Gly-0Bzl e Z-Pro-Leu-Gly—-OEt (sintetizados em nosso
laboratdrio) ; Z-Asn-Leu-0OEt, Z-Asn-Leu-0OBRzl, Z~Asn-Phe-0Et,
Z-Asn-Phe-0OBz]l e Moz-Asn-Ile-Gly-0OBzl (sintetizados no trabalho

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

termolisina (Protein Research Foundation) e o—fenantrolina
(Laboratdério de QuiImica Inorgdnica, Instituto de Quimica da
Universidade de S3o Paulo). Os demais reagentes e solventes
utilizados foram adquiridos da Merck, BReagen, Grupo Quimica,

Inlab e Riledel.

A termolisina fol utilizada sem purificacdao prévia e
apresentou a atividade especifica de 9.000 - 10.000 RU. mg—l. A
mesma contém acetato de cdlcio 203 (m/m).

O metanol saturado de amdnia fol preparado em nosso

laboratdério.

2. Métodos analifiticos

2.1. Cromatografia em camada delgada

As cromatografias em camada delgada resalizadas para o

acompanhamento das reac¢oes em estudo e determinagdo do valor de
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Rf dos produtos sintetizados foram feitas am placas de silica-qgel

G-60 (Merck) de 0,25 mm de espessura preparadas em nesso
laboratédrio.

Nas cromatograflas realizadas para posterilor leitura em
densitémetro foram empregadas placas de celulose microcristalina
0.1 mm (Polygram Cel . 400, Macherey-Nagel & Co - Duren).

Os gigstemas de solventes empregados foram:
clorofdérmio/metanol (v/v): 98:2 (aA); 95:5 (BY, 70:30 (C):
Clorofdérmio/metanol/ dcido acético (v/v/v): 95:5:3 (D), 85:10:5
(E), 70:20:10 (F); acetona/ dgua (v/v): 70:30 (G); cloroférmio/
metanol hidréxido de amdnio 17%, 30:30:15 (v/v/v) e fenol/ 4gua,
75:25, (m/v) (I).

As cromatografias em camada delgada realizadas foram

indicadas como CCD , CCD , CCD , CCD , CCD , CCD , €CD , CCD e
A B C D E F G H
CChD , os valores de RE determinados para os compostos
I
Ssintetizados foram indicados como Rf , Rf , Rf , Rf , Rf , Rf ,
A B C D E F
Rf , Rf e Rf , sendo os Indices corregpondentes aos sistemas de
G H I

solventes acima descritos.

2.2. Ponto de fusao.

03 pontos de fusdo dos derivados de aminodcidos e dos

peptideos sintetizados foram determinados em um aparelho da

Arthur H. Thomas Company, sem correcdo das temperaturas de fusio

observadas.

2.3. Andlise elementar

As quantidades percentualis de carbono, hidrogénio =

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

Instituto de Quimica da Universidade de Sao Paulo.

2.4. Andlise de aminodcidos

As hidrdélises dos peptideos foram realizadas usande cerca
de 1,0 mg de material na presenga de dcido clorfdrico 6 N a
llOOC por 72 horas. Ag amostras hidrolisadasg foram secas em um
evaporador rotatdrio, diluidas em 2 ml de tampdo ciltrato de
sédio, pH 2,2 (0,2 M) e analisadas pelo método de Moore e Steiln
(1954) medificado por Moore (1968), em um analisador Beckman,
modelo 120 C, provido de wvdlwvulas 1injetoras de amocstras de 0,25
ml. A egstimativa da relagdo molar dos aminodcidos no hidrolisado
fol feita considerando-se unitdria a concentragdo do aminodcido
maig prdximo da média para todos o8 residuos. Estas andlises

foram realizadas no Departamento de Biofisica da Escola Paulista

de Medicina.

2.5. Cromatografia lfquida de alta eflciéncia

Foi wutilizado um cromatdgrafo da Waters composto por
bomba M-45, injetor universal U-6K, mddulo de compressdo radial
RCM-100, espectrofotdmetro Lambda-Max, modelo 481, registrador
LKB-2210 e uma coluna de compresgsdoc radial do tipo Novapak (¢€-18,
4 u, 8 x 100 mm (sflica de fase reversa).

Foram utilizados metanol de grau cromatografico (Merck) e
dgua (M1111-Q) para a preparacgao das migturas eluentes
utilizadas.

As condigdes de analise empregadas foram diversas estando

degscritas no i1tem 3, sec3o de materials e métodos.
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2.5. Poder rotatdrio especifico

Ag medidas de rotagd3o egpecifica foram feitas em um
egpectrofotémetro Cary 60. O solvente utilizado para a dissolucao

das amosgtras fol dimetilformamida.
2.7. Resgondncila magnética protédnica

Os egpectros de regsonancia magnetica protdénica
apregsentados foram obtidos em espectrofotdmetros Bruker AM 200 e
AM 400, tendo sido realizados na Central Analftica do Instituto de
Quimica da Universgsidade de Sao Paulo e nas Faculty of
Pharmaceutical Science, (Kobe-Gakuin University, Kobe) e Tokvo
College of Pharmacy, ( Tdgquio).

0 solvente wutilizado fol dimetilsulfdxzido deuterado
{(DM3S0-4d ). |

6
2.8. Espectrometria de massas

Os espectrog de massa foram realizados na Central
Analftica do Instituto de Quimica da Universgsidade de Sdo Paulo e
na Tokyo College of Pharmacy, ( Tédquio, Japao), tendo sido
obtidos nos aparelhos Hewlett-Packard 5988 A e Hitachi M-80,

respectivamente.
2.9. Egpectrosgcopla Raman

Os esgspectros Raman foram feitog no laboratdério de
Fisico-Quimica do Departamento de Quimica Fundamental, Instituto
de Quimica, Universidade de S3do Paulo, usando as amostras na

forma sdélida. 0 aparelho wutilizado fol um egpectrofotdmetro
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Jarel-Ash modelo 25-300, laser fon argbénio, A= 514,5 nm.

2.10. Densitometria

As leituras de densitometria foram feltas em um aparelho
Quick Quant II-Scan Fluor Vis, Helena Laboratories no laboratdrio
de Bioquimica Clinica da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas,

Unisserzidade de S3o Paulo.

2.11. Espectroscopia de absorcdo atdmica

Ag determina¢des do conteudo de Ca(II) das amostras
peptidicas por absorgdo atdmica foram realizadas no Departamento
de Quimica Fundamental do Instituto de Quimica da Universidade de
Sao Paulo (utilizando o espectrdmetro 403 de Perkin—Elmef) e na
Faculty of Nutrition, Kobe-Gakuln University, Japdo.

As amostrag a serem analisadas foram dissolvidas em
metanol, metanol/ dcido cloridrico ou em dimetilformamida. Também
foram feitas dosagens das mesmas apdés sua hidrdlise total com
dcido clorfdrico 6 N por 18 horas a llOoC, remogdo do dcido,

Secagem a vwvdcuo sSob pastilhas de hidrdéxido de sdédio e dissolugdo

do resfduo hidrolisado em dgua acidificada.
3. Métodos preparativos

3.1. Sintese de derivados de aminodcldoz e de peptideos por

meétodo quimico

3.1.1. Moz-Asn-0OH (Nagasawa e col., 1973)
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-1
A uma solucdo contendo 1,0 x 10 mol (13,2 @)

de L-asparagina, 55 ml de dgua e 21 ml de trietilamina f£foi
adicionado 1,2 =x lO—lmol (33,4 gq) de 2-tiocarbonato de p-metoxi-
benzi1l-8-4,6-dimetil-pirimidina (Moz—-SDP) dissolvido em 55 ml de
dioxano. A mistura resultante fol mantida & temperatura ambiente
por tempo varidvel (20-24 horas) e o desenvolvimento da reagdo
foi acompanhado por CCD . Apdés o seu término, a mistura foil
T

diluida com 150 ml de ééua, sendo o Moz-SDP que ndo reaglu
extralido com 200 ml (2 x 100 ml) de acetato de etila. A fracgdo
aquosa, resfriada a OOC e acidificada com dcildo cloridrice 5 N
ate pH 2, fol deixada na geladeira por uma nolte para a

cristalizacdo do produto. Apdés filtragao, lavagem com dgua

gelada e sSecagem a vdcuo na presenca de pentdxido de fdésforo, o

produto fol analisado e mostrou-se cromatrograficamente puro. O
rendimento da reag¢do e os valores de ponto de fusdo e de -Rf do

F
produto egtdo expressos na tabela 4, pdgina 70 , secgdo de
resultados.

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

Este composto foil sintetizado de acordo com o

método descrito no ftem 3.1.1., pdgina 30, partindo-se de
-1
1,0 x 10 mol (14,64q) de L-glutamina, 55 ml de 4dqgqua, 21 ml de
-1
ftrietilamina, 1,2 x 10 mol £32,6qg) de Moz-8SDP e 55 ml de

dioxano. O produto foi cristalizado e recristalizado no sistema
de solventes metanol/ dgua e mostrou—se cromatograficamente puro

(CCD ). O rendimento da reacdo e os valores de ponto de fusdo e
D



Rf do preoduto estdo mostrades na tabela 4 , pdgina 70, sec3do de
D
resul tados.

3.1.3. Boc-Asn-0OH (Nagasawa e col., 1973)

Este derivado de L-asparagina fol obtido através
do métod? descrito no ftem 3.1.1., pdgina 30, partindo-se de
1,0 x lO—Amol (13,2g9) de L-asparagina, 55 ml de dgua, 21 ml de
trietilamina, 1,1 x lO_1 mol (26,4 ¢g) de tiocarbonato de t-butil-
S-4,5~-dimetll-2-pirimidina (Boc~-SDP) e 55 ml de dioxano. O
produto cristalizado foi filtrado, lavado com etanol geladeo,
recristalizado em etanol, filtrado e seco a vdcuo. O rendimento
da reacdo e os valores de ponto de fusdo e Rf do produto obtido,

F

0 qual se mostrou cromatograficamente puro, estdo descritos na

tabela 4, pdgina 70, seg¢gdo de resultados.

3.1.4. Boc-Leu-0OH.H O (Nagasawa e col., 1973)
2

5,0 =x 10_l ml {120 qg) de Boc—-SDP foram
adicionados a8 uma solugdo contendo 4,0 x lO—lmol (52,5 qg) de
L-leucina, 84 ml de trietilamina, 220 ml de dgua degtilada e 220
ml de dioxano. A mistura resultante fol mantida a temperatura
amblente sob agita¢do por 24 horas e o desenvolvimento da reagdo
foi acompanhado por CCD . Apdés o seu término, a mistura foi
dilufda com 500 ml de égug destilada e o Boc~SDP que ndo reagiu
extrafido com 200 ml (2 x 100 ml) de acetato de etila. A fragao
aquosa fol resfriada a OOC, seu pH ajustado para 2 pela
adigdo de dcido cloridrico 5 N e o produto extraido com 750 ml de

acetato de eti1la (1 ®x 150 ml, 2 %x 300 ml). As fracgGes acetdlicas

foram reunidas, lavadas com dcido <cloridrico 1 N (2 x 150 ml),
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solucdo saturada de cloreto de sdédio (1 x 100 ml) e seca sobre
sulfato de sddio anidroc por uma nolte a 4OC_ Apds filtragao, o
solvente foil elimlinado a pressdo reduzida e o residuo obtido foi
cristalizado e recristalizado no sistema metanol/ dgua, filtrade
e seco a vdcuo. O rendimento da reagdo e dados de ponto de fusdo
e Rf do produto puro obtido estdo expressos na tabela 4,

D
pagina /0, secdo de resultados.

3.1.5. Boc—-Ile-0OH (Nagasgawa e col., 1973)

Egte composto fol sintetizado =segundo o método
descrito no item 3.1.4., pdgina 32 a partir de 1,0 =z lO—l mol
(23,2 g} de L-isoleucina, 55 ml de dgua, 21 ml de trietilamina,
1,1 =x lO-lmol (26,4 g) de Boc-SDP e 55 ml de dioxano. Apds o
término da reacdo, detectado por CCD , o produto fo1l1 extraido da
frag3io aquosa -acida , com 300 m? (2 x 150 ml) de acetato de
etila. A fragdo acetdlica fol lavada como descrito no 1tem
anterior com 100 ml de soluc¢do dcida e 100 ml de solugdo saturada
de cloreto de gdédio. O produto <cristalizado apdés eliminagdao de
parte do acetato de etila' foil recristalizado com acetato de
etila/ éter de petrdleo, filtrado e seco a vdcuo. Quando
analisado/ mostrou-se cromatograficamente puro (CCD ). O
rendimento da reagdo e o0g valores de ponto de fus3o e Rf do

produto egtd3o descritoz na tabela 4, pdglna 7%, segdo de

regsul tados.

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

-2
A uma solugdo contendo 1,0 =x 10 mol (2,1 g)

de H-Cvys(8-Bzl)-OH, 8 ml de dgua, 2 ml de trietilamina e 6 ml de
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-2

diorxano, foil adicilonado 1,0 x 10 mol (2,7 g) de 2-t-butiloxi-
carboniloxiimino—-2-fenlilacetonitrila (Boc~-ON) . A mistura
resultante fol deixada a temperatura ambientel sob agitagdao e o
degenvolvimento da reag¢3o acompanhado por CCD . Completada a
reagdo, o dioxano fol eliminado por evaporac¢ao a gresséo reduzida
e apdés a adigcdo de 15 ml de dgua a mistura, o Boc-ON residual foi
extrafido com 15 ml de acetato de etila. A fragdo aquosa fol entao
regsfriada a OOC, o pH ajustado para 2 e o produto extraido com

40 ml (2 x 20 ml) de acetato de etila. A fragao acetdlica fo1i
lavada com 20 ml (2 2 10 ml) de dgua e seca sobre sulfato de
sddio anidro. Apds filtragdo, o acetato de etila foi eliminado em
evaporador rotatdrio e o produto foi cristalizado e
recristalizado em dter anidro/ éter de petrdleo, filtrado e
seco a vdcuo. Sua pureza fol confirmada por CCD . Alguns dados de

D

sua caracterizacd3o e o rendimento obtido estdo expressos na

tabela 4, pdgina 70, secdo de resultadoes e discussido.

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

Em 60 ml de acetato de etila foram dissolvidos
-2 -2
3,0 x 10 mol (9,3 g) de Boc-Cys(Bzl)-OH e 6,0 x 10 mol (8,3 q)

de p-nitrofenol. Apds o resfriamento em banho de gelo seco e
etanol, foram adicionados a mistura 3,3 x lO_2 mol (6,9 g) de N,
N'~diciclohexil-carbodiimida (DCC) e a reacdo foi deixada por 30
min, no mesmo banho e em seguida a temperatura ambilente por uma
noite. Apés andlise do melo reacional por CCD

D
diciclohexiluréia (DCU) formada fol filtrada e o solvente

’ a

eliminado em evaporador rotatdrio. O resgsiduo oleoso resultante
foili cristalizado no sistema etanol/ éter de petrdleo. 08 cristais

obtidos foram recristalizados no mesmo sistema ate se
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apresentarem puros em CCD . O rendimento da reag¢do e os valores
D
de ponto de fusdo e Rf do produto estd3o na tabela 4, pdgina 70 s
D
segdo de resultados.

3.1.8. H-Ala-QEt.HC1l (Goodman e McGahren, 1967)

-2
A suspensdo de 5,0 x 10 mol (4,4 g) de L-alanina

em 100 ml de etanol saturado com cloreto de hidrogénio anidro foi
agitada até a dissolugdo total do aminodcido. O desenvolvimento

da reacd3o fol acompanhado por CCD . Terminada a reagido, o etanol
C
e 0 cloreto de hidrogénio foram eliminados a pressdo reduzida. 0

residuo obtido fol seco & vdcuo e analisado por CCD , mostrando-
C
se puro. O rendimento da reag¢do e alguns dados de caracterizagao

do produto estdio mostrados na tabela 4, pdgina 70, segdo de

resultados.

3.1.9. H-Gly-0OBz1.Tos (Cipera e Nicholls, 1955)

‘Em um baldo de 500 ml contendo 50 ml de dlcool
-1
benzilico e 100 ml de benzeno foram colocados 1,0 x 10 mol
-1
7,5 g) de glicina e 1,2 x 10 mol (32,8 g) de 4dcido p-tolueno-

sulfdénico monohidratado. Este baldo foi adapfade ao aparelho de
o
Dean - Stark e aguecido em banho de éleo mantido a 100-110 C. 0]

desenvolvimento da reacgd3o fol acompanhada por CCD 2 apds o seu
E
término, foram adicionados ao melo reacional 160 ml de éter

etilico e 160 ml de éter de petrdleo para a cristalizacdo do
produto. Este foil filtrado, recristalizado no sistema metanol/

éter etilico, seco a8 vdcuo e sua pureza confirmada por CCD . O
2
rendimento obtido e os dados de ponto de fusdo e Rf do produto
E
egt3io expressos na tabela 4 , pdgina 70, secdo de resultados.
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3.1.10. H-Cys(S-Bzl)-0Bu (Roeske, 1963)

O 1sobutileno necessdrio para a preparagao do
éster butilico da S8-benzil-L-cistefna fol obtido ccnforme o
método de Senderens (1912), gotejando-se dlcool terc-butflico
sobre dcido sulfurico 20 contido em um baldo de trés bocas e
mantendo-se a temperatura entre 95 e lOOoC com o uso de manta
aquecedora. O 1sobutileno gasoso gerado passou através de um
condensador de um metro de altura montado para refluxo e por um
frasco lavador contendo sulfato de cdlclo anidro mantido a OOC.
Foli entdo coletado em um baldo de 250 ml mergulhado em banho de
gelo seco e acetona. 85 ml deste 1isobutileno 1liquido foram
transferidos para um baldo contendo uma mistura de 75 ml de
dioxano destilado (seco sobre fio de sdédio), 7,5 ml de &cido
sulfurico concentrado e 5,0 x lO—zmol (10,5 g) de S—bepzil—L—
cisteina. 0 baldo contendo esta mistura foil fechado
hermeticamente e deixado & temperatura ambiente por uma noilte,
sob agitagdo. Apds resfriamento em banho de gelo seco e acetona,
foram adicionados & mistura 500 ml de éter etflico juntamente com

350 ml de hidréxido de sédio 1 N. A fase etérea fol separada da

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

et{lico. Todas ag fases orgdnicas foram entdo reunidas e secas
sobre sulfato de sddio anidro. Apdés filtragdo do sal, o)
filtrado foi submetido a evapcragao a pressdo reduzida,

resultando em um produto oleoso. O mesmo foil digsolvido em etanol
e transformado em cloridrato pela adigdo de solugdao de 4dcido
cloridrico 3 N a solucdo etandlica. 0s cristals assim obtidos

mostraram—-se puros em CCD . O rendimento da reagd3o e os wvalores
D
do ponto de fusd3o e Rf do produto estd3o descritos na tabela 4,
D
pdgina 70 , secdo de resultados.
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3.1.11. Boc-Leu-Glv-0QOEtL (Kanig e Geiger, 1970)

-2
5,5 x 10 mol (5,3 g de H-Gly-QEL.HCl foram

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

seco e acetona) e neutralizado com trietilamina. A solucgdo
-2
resultante foram adicionados 5,0 x 10 mol (11,6 g) de Boc-Leu-
-2
OH.H 0, 5,0 x 10 mol (10,3 g) de N,N’diciclohexil-carbodiimida
2 -2

(DCC) e 5,0 % 10 mol (6,8 ¢g) de 1l-hidroxibenzotriazol (HOBtL).
A reagdo fol delxada em banho de gelo seco e acetona por 30
minutos e posterlormente a temperatura ambiente, sendo seu
desenvolvimento acompanhado por CCD . Seu pH fol verificado em

intervalos de tempo regulares? Terminada a reagdo, a
diciclohexilurédia (DCU) formada foil filtrada e o solvente
eliminado a pressdo reduzida. O resfiduo obtido fol dissolvido em
acetato de etila, lavado com dcido clorifdrico 1 N, - dgua,

bicarbonato de sédio 5% (m/v) e dgua e seco sobre sulfato de

86dio anidro. Apds filtracd3o e eliminagdo parcial do acetato de

etila, o produto fol <cristalizado no sistema acetato de

etila/ éter de petrdleo, recristalizado no mesmo sistema de

solventes e geco a vdcuo. Sua pureza fol confirmada por CCD . O
D

rendimento obtido, bem como alguns dados de caracterizagidao do
mesmo est3io mostrados na tabela 5, pdgina 71 , secgdo de

resultados.

3.1.12. Boc-Leu-Gly-0OBzl (Konig e Geiger, 1970)

Este peptideo fol gintetizado segundo o metodo
descrito no item 3.1.11., pdgina 37, a partir de 7,0 x lO—J mol
(1,62 g) de ng—Leu—OH.HZO, 7,2 ® lO—Bmol (1,2-3) de H-Gly-0OBzl.
Tos, 7,0 x 10 mol (1,4 g) de DCC, 7,0 x 10 mol (1,0 g) de
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BOBt e 40 ml de diclorometaho. A fracdo acetdlica foi lavada
até ser constatada a pureza do peptfideo nela contido através de
cCD . Apds eliminacdo total do acetato de etila, o resfduo oleoso
fdiDseco a vdcuo e estocado a 4OC- O rendimento da reacdo e o Rf
do produto estao mostrados na tabela 5, pdgina 71 , secdo dg

resultados.

t
3.1.13. Boc-Leu—-Gly-OBu (Konig e Geiger, 1970)

Este peﬁtfdeo fol obtido de acordo com o método

descrito no item 3.1.11., pdgina 37, partindo-se de 6,5 x 10~3m01
(1,5 é) de Boc~-Leu-OH.H O, 7,0 x 10_3 mol (1,0 g) de H—Gly—OBut,
70 x 10 mol (1,4 Z) de DCC. 7.0 x 10 - mol (1,0 @) de
HOBt, 40 ml de diclorometano e 1 ml de dimetilformamida. A

fracao acetdlica foili lavada até a constatacdo por CCD da pureza
D
do produto nela contido. Apds a eliminagdo total do acetato

de etila e secagem a vdcuo, o mesmo fol estocado na forma

de 6leo. O rendimento da reagdo e o Rf de dipeptfdeo obtido
D
estdo expressos na tabela 5, pdgina 71 , segdo de resultados.

3.1.14. Boc-Ile-Gly-OEt (Konig e Geiger, 1970)

Boc~Ile-Gly-OEt foi sintetizado segundo o método
descrito no ftem 3.1.11., pdgina 37, a partir de 5,0 x 10—3 mol
(1,2 g) de Boc-Ile-OH, 5,0 x 10_3m01 (0,5 g) de H-Gly-OEt.HC1,
5,0 % 10—3m01 (1,0 g) de DCC, 5,0 x 183 mol (0,7 g) de HOBt,

50 m1 de diclorometano e 2 ml de dimetiformamida. Durante a
¢liminacdo parcial do acetato de etila em evaporador rotatério,

OCorreu a cristalizag¢i3o do produto. O mesmo foi recristalizado no

Sistema acetato de etila/ éter de petréleo, seco a vdcuo e
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mostrou-se puro gquando analisado por CCD . O rendimento da reagao
. D
e alguns dados de caracterizacao do peptideo obtido estao

descritos na tabela 5, pdgina 71 , sec¢do de resultados.

3.1.15. Boc-Leu-Ala-0OEt (Kanig e Geiqger, 1970)

Este composto foi obtido segundo o método
descrito no item 3.1.11, pdgina 37 , partindo-se de 5,0 x lO—Bmol
(1,2 g) de Boc-Leu-OH, 5,0 x ].O_J mol (0,7 g) de H-Ala-OEt.HC1,
5,0 x lO_3 mol (1,0 g) de ©DCC, 5,0 =x ].O—3 mol (0,7 g) de HCBEL,
55 ml de diclorometano e 2 ml de dimetilformamida. A frag¢ido
acetdlica foi 1lavada até ser constatada por CCD a pureza do
produto nela contido. O acetato de etila foi e?iminado e o
residuo oleoso seco a vdcuo. O rendimento da reacdo e o RE
do produto egt3o expressos na tabela 5, pdgina 71, secdo dz

resultados.

3.1.16. Remog¢do do grupo Boc- com dcido trifluoroaceético

(Schnabel e col., 1968)

O composto contendo o grupo Boc— como protetor de
L —aminogrupo foi susgspenso em diclorometano e resfriado em banho
de gelo seco e acetona. A suspensdo resultante foi adicionado o
dcido trifluorocacédtico. Apés 10 minutos a -700 C, a reacao foi
deixada a temperatura ambiente sob agitagdo. O desenvolvimento
da reag3o foi acompanhado por CCD e apdés o seu término, o
solvente e o dcido trifluoroacéticg foram eliminados a pregsao
reduzida em evaporador rotatdério. Ao residuc obtido fo1l

adicionado €ter etflico anidro, qgque foi em seguida eliminado da

mesma maneira. Esta operagdo foi repetida por trés vezes. Nos
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casos em que ocorreu precipitagdio do produto em éter etflico,
este fol filtrado e seco a vdcuo. Quando ndo houve precipitagao,
0o dleo resultante da evaporacgdo do éter etflico fol seco a vdcuo

na presenca de hidrdéxido de potdssio por uma nolte.

3.1.17. Boc-Pro-Leu-Gly—-0Et (Kénig e Gelger, 1970)

Egte peptideo £ol sintetizado de acordo com o

meétodo descrito no item 3.1.11., pdgina 37 , partindo-se de
2,6 x lO—zmol (5,6 g) de Boc-Pro-0OH, 2,6 = lO—2 mol (3,5 g) de
HOBt, 2,6 =x lO_Zmol (5,4 g) de DCC e do produto resultants da
desprotegdo de 3,6 X lO—Zmol (8,3 g) de Boc-Leu-Gly-0OEt

(conforme o f{tem 3.1.16, pdgina 39 ) digsolvidos em 120 ml de
diclorometano e 5 ml de dimetilformamida. O produto foi

crigtalizado e recristalizado no sistema acetato de etila/ éter

de petrdleo até se mostrar cromatograficamente puro em CCD .0
D

rendimento da reagd3o e og valores de ponto de fusdo e Rf do
D

produto estdo expressos na tabela 5, pdgina 71 seg¢do de

resultados.

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

2,3 % lO-2 mol (9,6 g) de Boc-Pro-Leu-Gly-QOEt
foram dissolvidos em 150 ml de metanol saturado de aménia dgelado
em um baldo de paredes reforgadas. Apds vedacdo adequada, a
reagdao foi1 deixada a ocorrer em repouso por 48 horas a
Temperatura ambiente. Constatada a transformagdo total em amida
atravég de CCD , a mistura fol entdo resfriada em banho de

E

gelo seco e acetona. O solvente fol eliminado a pressdo reduzida.

Ao regiduo resultante fol adicionado acetato de etila e a mistura
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fol deixada em geladeira para a crigtalizacdo do produto, o qual

mostrou-se cromatograficamente puro. O rendimento da reagdo e
alguns dados da caracterizacgdo do peptideo amonolisado estado

mostrados na tabela 5, pdgina 71 , secdo de resultados.

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

7,9 x lO—3mol (3,5 g) de Z-Pro-Leu—-Gly-OEt foram
dissolvidos em 200 ml de metanol saturado de amdnia a OOC. Apds
vedacdo adequada, a mistura fol delzada em repouso a temperatura
ambiente por 72 horas. 0 solvente fol eliminado por evaporagdo a

pressdo reduzida e ao residuo resultante foil adicionado acetato

de etila para cristalizagdo. O produto obtido, recristalizado no

mesmo solvente e seco a vdcuo, mostrou-se cromatograficamente

puUuro (CCD ). 0 rendimento da reagdo e o Rf do mesmo estdo
E E

expressos na tabela 5 , pdgina 71 , gecdo de resultados.

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

Este composto fol ©preparado segundo o método

Pt -3
degacrito no item 3.1.17., pdgina 40 , a partir de 1,0 x 10 mol
(0,5 g) de Moz—-Asn—-Leu-Gly-OETL e 50 ml de mefanol saturado de

amdnia. O rendimento da reagdo e o8 dados de caracterizagdo do

rroduto obtido esfdo expressos no (tem 2.3., secdo de resultados.

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

-3
A 7,3 x 10 mol (3.1 g) de Z-Pro-Leu—-Gly—-NH
2
digsclvidos em 50 ml de metanol, foi adicionado carvado paladiado

10% umedecido. A mistura fol deixada a temperatura ambiente, sob



agitagao, a 60 ps1 (4 atm) de H em uma bomba 4%;rr. o)
desenvolvimento da reagdo foi acompanhago por CCD . Completada a
hidrogenag¢do, o carvdo fol filtrado em camadg de celulose
microcristalina umedecida e o etanol fol eliminado por
evaporagdo a pressdo reduzida. O resfduo obtido foil utilizado sem

cristalizagdo prévia.
3.1.22. Boc-Cys(5-Bz1)-Pro-Leu-Gly—-NH
2

Mt odo i (Wevgand e col., 1966):

0O tetrapeptideo Boc-Cys(S5-Bzl)-Pro-Leu-Gly—-NH

2
foi obtido segundo o método descrito no item 3.1.11, pdgina 37 ,
-3
modificado, partindo-se de 7, 3 x 10 mol (2,3 g) de Boc-Cys-—
-3 -3

(5-Bz1)-0H, 7,3 =x 10 mol (1,5 g) de DCC, 7,3 x 10 mol de
n-hidroxisuccinimida (HOSu) e de H-Pro-Leu-Gly—-NH (resulténte da
hidrogenagdo catalftica, item 3.1.21., pdgina 41 ? digsolvidos em
10 ml de dimetilformamida. Apds a filtracgd8o da DCU e sua lavagem
com metanol, este solvente fol eliminado a&a pressdo reduzida. O
meio reacional fol deixado em geladelra por uma noite na presenca
de 20 ml de acetato de etila e 20 ml de éter de petrdleo para
cristalizacgio do produto. 0 produto precipitado foi
recristalizado em metanol/ dgua. O rendimento obtido bem como os
valores de ponto de fus3o e Rf estdo exXpressos na tabels 5,

E
pdgina 71 , secdo de resultados.

Metodno Z (Bodanszky, 1955):

A 8olugdo contendo o produto resultante da
-3
desprotegdo de 2,2 x 10 mol (0,9 q) de Boc—-Pro-Leu-Gly-NH
2
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fitem 3.1.16, pdagina 39 ) 24 ml de dimetilformamida, fo1
resfriadé em banho de= gelo-seco = acetona, 2,0 =x 10 moel
(0,9 g) de Boc—-Cy=(S-Bz1l)-ONp 2 N-metilmorfolina at¢ pH 7,8

foil1 em seguida adiclonado a mistura sendo a reacao deixada a
temperatura amblente, sob agitacdo. O desenvolvimento de reacgio

fol acompanhado por CCD e o pH wverificado em 1ntervalos de

E
tempo requlares. Completada a reagao, o produto fo1 precipitado
pela adigdo da mistura acetato de etils/ dter de petrdleo {(1:1,
v/v) . Apds filtracgao, o produto fo1l recrietalizado no sisftema

metanol/ dgua 2 seco a wvdcuo. O rendimento da reagd3o e alguns
dados de caracterizaciao do produto estdo mostrades na tabela 5

H]

pagina 71 , segdo de resultados.

3.1.23. Moz-Asn-Cys(8-Bzl)~-Pro-Leu-Gly-NH (Konig e
2
Gelger, 1970)

Este pentapeptideo foi sintetizado sequndo o

método descrito no item 3.1.11., pdqgina 37 , a partir de
-4 -4
2,6 »x 10 mol (70 mg) de Moz-2Asn-OH, 5,2 = 10 mol (70 mq)
-4
de HORt, 5,2 % 10 mol (107 mqg) de DCC e do produto resultante da
-4

desprotegdo de 2,5 x 10 mol {147 mg) de Boz-Cvs(S-Bzl)-Pro-
Leu-Gly-NH ( item 3.1.16., pdgina 39 ) dissolvidos em 4 mnl de
diclorometgno e 2 ml de dimetilformamida. Apds a filtragdo da
DCU e da elimininagao do diclorometano a pressdc rzaduzida, foram
adicionados ao melo reacional 40 ml de acetato de etila. Apdés uma

noite em geladelra, o produtc cristalino obtido foi filtrado,

racristalizado no sistema metanol/ éter etilico

D
n

eco a vacuo. O

rendimento da reagdo o o0s valores de ponto de fuysio e Rf do
.F

produto estdo expressos na tabela 5 2 1tam 1.2., pdginas 71 =

Q 69 , segdo de resultados.
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Boz-Leu-Gly—-Res (Merrifield, 1959, Stewart =

Young, 1969 e 1984)

Este Boc-dipeptidil-resina foi: obtido pelo métode
de sintese em fase sdélida partindo-se de 0,46 g de Boc-Gly-Res
(Reg = Polimero de poliestireno e divinilbenzeno). As etapas de
sintese e as operag¢des realizadas estdo enumeradas no esquema 4,
pdgina 45

Inicialmente o Boc-aminoacil-resina € suspenso em
diclorometano e lavado (operag¢do 1) para posterior desprotegd@o

com dcide trifluorcacético 30% em diclorometano (operacgdao 2-4)

D

neutralizagdo com trietilamina 10% em diclorometano (operagdo
3-7). Em sgeguida € realizado o acoplamento do Boc-amincdcido
desejado ao aminoacil-Res utilizando um excesso de 2,5 vezes do
primeiro e de DCC dissolvidos em diclorometano (operagdo 8). O
desenvolvimento da reagdo € moniltorado sequndo o método de'Kaiser
(Kaiser e col., 1970), o qual permite detectar a quantidade de
aminogrupos livres. Em geral este monitoramento € realizado apds
2 horas de reacdo (operacgdo 9). Caso o resultado seja positivo
(desenvolvimento de coloragao azul na suspensdo) , o)
aminocacil-Resina ou peptidil-Resina € lavado (operag¢dao 10) e
subtmetido ao reacoplamento nas mesmas condigdes jd descritas na
operagdo 8. Se o teste € negativo {(suspensdo levemente amarela),
prossegue-se a sintese (operag¢tes 10-13). Estag etapasz gdo
repetidas para a elongacdo da cadela peptidica até a obtencdo dco
Boc-peptidil-Resina desejado, que € seco a vdcuo e analisado
(operagfes 14-15).

O rendimento da reagdo 2 os resultados da analise
de aminodcidos realizada estdo descritos no ftem 1.2.2., pdgina

72,
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Moz-Agsn-Leu-Gly-Res fol gintetizado de acordo com
o método descrito no ftem 3.1.24., pdgina 44, a partir de 1,17 g
de Boc-Leu-Gly-Res. O rendimento da reagd3o e 0s resultades da

andlise de aminodcidos realizada est3o descritos no item 1.2.2.,

pdgina 72 .

3.2. Sintese enzimdtica de peptideos contendo asparagina
3.2.1. Método geral empregado na formagdo de ligagdes

peptidicas

a. Reagao em gistemas homogéneos

Os componentes carboxilicos e aminico foram
dissolvidos em tampdo ou solugdo salina de pH e concentracdo
conhecidos ou em misturas dos mesmos com Solventes organicos
misciveis. Apdés  a dissolugdo completa ou parcial destes
reagentes, quantidade estequiométrica de solugdo de hidrdéxido de
sddio 1 M fol adicionada ao meilio de reac¢do para neutralizagdo do
componente amfnico, que se encontrava em forma de cloridrato ou
de trifluorocacetato. A enzima foil entdo adicionada = a mlstura
reacional incubada a temperatura definida por intervalo de tsampo
definido, sob aglitacdo moderada. O desenvolvimento da reagao fol

acompanhado por CCD.
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b. Reagdes em sistemas heterogéneocs

A enzima fol dissolvida ne tampdao ou em
solugdo salina de pH e concentragdo conhecidos. Apds suave
agitacgao, necegsdria para a hidrata¢ao da mesma, foram
adicionados a8 mistura os componentes carboxilico e aminico,
quantidade estequiométrica a do componente aminico de solugado
de hidrdxido de sdédio 1 M e volume conhecido de solvente orgédnico
imiscivel. A mistura reacional foi 1incubada a temperatura
definida por 1ntervalo de tempo definido, sob vigorosa agltacg3o.

O desanvolvimento da reagdo fol acompanhado por CCD.

Em ambos os gistemas de reagao, quando a

enzima utilizada foi termolisina, as solu¢des sallnas continham
-2

acetato de cdlcio 5,0 x 10 M. Quando se usou papailina, foi

borbulhado N na mistura e adicionado 3 -mercaptoetanol ao meio de
2
reagao antes da adigdo da mesma.

Nos casos em due ocorreu precipitagdao do
produto no meio reacional, o mesmo foi filtrado (em funil de
placa porosa previamente tarado), lavado com dcido <cloridrico
1 M, 4dgua, solugdo de bicarbonato de sdédio e dgua (m/v) e seco a
vdcuo na presenga de pentdxido de fdésioro atd peso constante. O
rendimento da reacdo foi determinado por gravimetria.

Nos casos em gque o produto formado era soluvel
no melo reacional, o rendimento foi determinado por HPLC através
da injegdo de quantidades conhecidas das misturas de reagdo
dilufdas e comparagdo das 4reas de picos obtidos as de curva-

padrdes feita com padrdes autidnticos.
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termolisina foi estudada nas condi¢les experimentais mostradas na
Labela 6, do 1item 2.1., pdgina 73 , seguhdo o método descrito no
Iitem 3.2.1., pdgina 46-

A presgenca (+) ou auséncia (-) do produto desejado
nos meios reacionais, detectada por CCD , estdo 1indicadas na
mesma tabela. °

Egte dipeptideo foi também sintetizado wutilizando
papaina na seguinte condig¢do experimental: 5,0 x lO—qmol (150 mg)
de Z-Asn-OH, 5,0 x 10—4m01 (140 mg) de H—Cys(S—le)—OBut.HCI, 6
ml de tampdo fosfato 0,2 M (pH 5,5), 2,8 ml de etanol,
2,3 x 10—6m01 (48 mg) de papaina e 2 gotas de f3-mercaptoetanol,
72 horas, 380C. 0 produto precipitado obtido fol 1solado como
descrito no item 3.2.1., pdgina 46 e recristalizado em etanol,
sendo utilizado como padr3oc nas rea¢des de sintese com termolisi-
na. O rendimento da reag¢do e og dados de caracterizag¢do do mesmo
estdo exXpressos no item 2.1., pdgina 72, gecdo de resultados.

t
3.2.3. Moz-Asn-Cys(S5-Bzl)-0Bu

Sua sintese catalisada por termolisina fo1
estudada nas condigbes experimentals descritas na tabela 6,
do ftem 2.2., pdgina 74 , segundo o método geral de formagdo de
ligac8es peptidicas ( ftem 3.2.1., pdgina 46). A presenca (+) ou
auséncia (-) do produto desejado nos meilos reacionais, detectada

por CCD , est3o indicadas na mesma Tabela.
D
Este composto também foi sintetizado mediante

catdlise por papaina na seguinte condig¢do experimental:
5,0 x 10_4 mol (150 mg) de Moz-Asn-0H, 5,1 x 10_‘l mol (140 mg) de
H—Cys(S—le)—OBut.HCI, 6 ml de tampao fosfato 0,2 M (pH 5,5),

é,8 ml de etanol, 1,0 x 10—6mol (21 mg) de papalina 2 2 gotas de
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o
A -mercaptoetanol, 90 horas, 38 C. 0 produto precipitado obtido
foi isolado como descrito no i{tem 3.2.1., pagina 46 e
Yrecristalizado em etanol. 0 rendimento da reagdo e os dados de
caracterizacdo do dipeptideo, o qual foi wusado como padrdo na

reacdo de sintese do mesmo com termolisina, egstdo mostrados no

ftem 2.1., pdgina 72.

3.2.4. Moz—Asn—Cys(S—B;l)—Pro-Leu—Gly—NH2

Sua gintese utilizando termolisgina como
catalisador fol estudada nas condig¢des experimentais mostradas na
tabela 3, pdgina 50 , de acordo com o método descrito no item
3.2.1., pdgina 46 A presenca (+) ou a auséncia (-) do produto
foi detectada por HPLC, em condig¢des adequadas analisando-se os
meios reacionais estudados apés sua filtragdo em membranas
Durapore GUWP de 0,22 u da Millipore.

As condigdes de andlise foram determinadas
previamente através de um estudo da separacgdo entre os reagentes
Moz-Asn—-OH e H-Cys(8S-Bzl)-Pro-Leu-Gly-NH .TFA e o produto
Moz-Asn-Cys (S-Bzl) -Pro-Leu-Gly-NH dissolvigos em metanol (2,5
mg/ml), usando como eluentes as mfsturas metanol/ dqua 8:2, 7:3 e
6:4 (v/v), fluxo = 1,0 ml/min, detecgdo = 254 nm, sensibilidade
= 0,2, registro = 0,1 mm/seg. Os resultados obtidos estao
descritos no ftem 2.3., pdgina 74, segdo de resultados. Nos
casos em que foi confirmada a presenga de produto soluvel na
reagdo, foi feita a quantificagdo do mesmo como descrito no item
3.2.1., pdgina 46 .

O precipltado obtido na sintese C, fol filtrado,
lavado e seco a vdcuo na presenga de pentdxido de fésforo como

descrito no f{tem 3.2.1., pdgina 46 , e em seguida o hidrolisado
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com acido cloridrico 6 N por 60 heoras a 110 C. Apds a eliminagdo
do dcido por evaporacio a pressdo reduzida, o produte hidrolisado
foi digseolvido em 2 ml de dgua destilada e submetido a
cromatografia bidimensional em camada delgada nos Ssistemas de
golventes H e I juntamente com uma mistura padrdo des aminodcidos
Asp, Pro, Leu e Gly.

O melo reacional e o precipitado obtido na_sintese
K foram analisados por HPLC e CCD juntamente com solugdes-padrdo
de Moz—Asn—Cys(S—le)—Pro—Leu—Glg—NH2 sintetizado quimicamente,
termolisina, Moz-Asn-OH e H-Cys(S5-Bzl)-Pro-Leu-Gly-NH,.TFA. Este
precipitado foi submetido a determinacdao de Rf e ponto de fusdo,
andlise elementar e de aminodcidos, esgspelrometria de massa e
RMlH.

OCs precipitados obtidos nas sinteses I,J,K,L e M
(filtrados e secos) foram analisados por CCD : I,J,L ou por HPLC:

F

T.J,K,L & M [condigies descrliias po ftem 3.2.4.. Ddgina 40 }.
Ty oy

Os preciplitados L e M obtidos foram pesados para
cdlculo de rendimento das reagdes.
Oz resgultados destes estudos estdc descritos no

{tem 2.3., pdglna 74 , segdo de resultados.
3.2.5. Moz-Asn-L=u-Gly-0OEt

Este Lripeptideo fol sintetizado de acordo com o
método geral de formagdo de ligacd3o peptidica em sistemas
homogéneos de reagdo (item 3.2.1.a, pdgina 46 ) nas condlcdes
experimentails descritas na tabela &, p»dgina 82 . 0Oz produlos
precipitados foram 1isolades, lavados e secos <¢omo descrito no
mesmo item e sua pureza confirmada por CCD . Os mesmos serio cha-

0
madog de brutos (B). 0Os rendimentosgs aobtidos estdo mostrados na



52.

mesma tabela. Os dados da caracterizacdo do produto precipitado

bruto 3B estd3o mostrados no item 2.4, pdgina 80 . O mesmo foi
1

analisado por RM H e por espectrometria de massa, gSendo qgue 0S8

egpectros obtidos estdo mostrados nas figuras 5 e 6, pdginas 84 e

85 , 8secdo de resultados.

3.2.6. Sintese de 2Z-Asn-Leu-Gly-0OEt, Boc-Asn-Leu-Gly-
t

OEt, Moz-Asn-Leu-dly-08z1, Moz-Asn—-Leu-Gly—-0OBu
Moz-Gln-Leu-Gly-0OEt, Moz-Asn-Leu-Ala-OEt e Moz-

Asn-Ile-Gly-0OEt

Todos esteg tripeptfdeog foram obtidos segqundo o
método descrito (no ftem 3.2.1.a, pdgina 46 ) para sistemas
homogéneos nas c¢ondigdes experimentals expressas na tabela 9,
pdgina 86 , seg¢do de resultados. Os produtos precipitados foram
isolados, lavados e gecos, segundo descrito no mesmo ftem e Ssua
pureza comprovada por CCD e HPLC. Os mesmos serdo chamados de
brutos. 0s rendimentos deDreagéo estdo mostrados na mesma tabela.
Os dados de caracterizagio destes produtos recrigtalizados em

etanol/ dgqua estdo expressos no ftem 2.5. e tabela 10, pdginas

83 e 87
4. Transegterificacdo de Moz-Asn-Leu-Gly-Q0Et em metanol
4.1. Transesterificagd3o de Moz—-Asn-Leu-Gly-OEt bruto

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

nol/ dgqua

O tripeptfdeo bruto 3B (tabela 8, pdgina 82 )
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foi digsolvido em metanel aguecido a cerca de 40 C. Em seduida, a

gclugdo resyltante foi filtrada em papel, deixada & temperatura
amblente para resfriamenio e a ela adicionada dgua destilada albeé
gue a mesma ge Lornasse turva. Apds uma noite em geladeira, o
precipitado formado fei filtrado, seco e analisadoe por HPLC:

concentracdo de ampstra = 3,0 mg/ml, eluente = metanel/ doua, 7:3

{(v/v), E£luxo 1.0 ml/min, detecgdan = 254 nm, gensibilidade =

i

0.2, registro 0,1 mni/geg. Os resuliados obtidos estioc mostrados

no ftem 3.1.1., pdgina 88 , secgd3o de regultadoes.

4.1.2. Estudo daa vendigdes de separacidp por HPLE entre
Moz-Ash~Leu-Gly—0Et 3B e o produte obtido apds

gsua recrigtalizagidc em metanel/ dgua

Este estude foi realizado utilizando o - sgistema
eluente melanol/ dgua nas geguintes proporgdes (v/vw): 90:10 (1)
80:20 (2)y 70:30 (3)3 65:35 (4); 60:40 (8); 50:5Q (&) e flump =
1,0 e 0,5 ml/min., concentracd¢ da amostra = 3,0 mg/ml, deteccdo
= 284 nm, sensibilidade = 0,2, regigtr¢ = 0,1 mm/ssg. Os
resultados gbtidos estdio descritos noa ftem 3.1.2., pdgina 88 ,

segido de resultados.

4.1.3. Determinacdd por HPLC das porcentagens relativas
de Moz-Asn-Leu—-Gliy-0OEt e do produto ophtido apds

sua recriatalizagio sem metaspel/ dgua

Aas amogiras foram analisadas em 254 om sendo tais

porcentagens calculadas relacionando~se =23 alturag dos picos
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correspondentes ao peptideo original Moz—-Asn-Leu-Gly—-OEt (X) e
ao peptideo transformado (Y) pregentes nosg cromatogramas. A

somatdria de suas alturas (W) refere-se a 100% de peptideo e as

100 x X
porcentagens relativas de cada um correspondem a —-—~———————--— % e
100 x Y W
————————— 2 de X e Y respectivamente.
W
4.1.4. Cinédtica da transformacdo de Moz-Asn—-Leu-Gly-OEt
3B dissolvido em metanol
-6
6,0 x 10 mol (3,0 mg) de Moz—-Asn-Leu-Gly—-OEt
bruto 3B (tabela 8, pdgina82) foram dissolvidos em 1 ml de

o
metanol e a solugdo resultante mantida a 28 C¢ por 24 horas em

repouso num banho termostatizado. O desenvolvimento da reagdo
fol acompanhado por HPLC (eluente = metanol/ dgua 7:3 (v/v),
fluxo = 1,0 ml/min, detecgdo = 254 nm, sensibilidade = 0,2,
registro = 0,1 mm/Seg) através da 1injeg¢do da solugdo 1incubada
em tempos diferentes (0, 2, 4, 6 e 24 horas de reagdo). Os
resultados encontrados estdo expressos no ftem 3.1.3., pdgina 88,

e figura 8, pdgina 91, secdo de resultados.

4.1.5. Transformagado total de Moz—-Asn-Leu-Gly—OEt 3B
dissolvido em metanol e 1identificag¢do do produto
bruto

~4
6,0 ®x 10 mol (0,3 g) de Moz-Asn-Leu-Gly-OEtL
bruto 3B (tabela 8, pdgina 91 ) foram dissolvidos em 100 ml de
metanol e a solug¢do resultante fecil mantida a 2800 por 69 horas,
sob agitag¢io. O desenvolvimento da reag¢d3o fol acompanhado por
CCD e apds o seu término, o metanol fol eliminado por evaporag¢io

D
a4 wvdcuo. O produto obtido foil analisado por determinagdo de RE,
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determinacdo do ponto de fus3o, andlise de aminodcidos, andlige
1
elementar, egpectroscopia de infravermelho e de massa e por RM H.
03 resultados obtidos estdo descritos no item 3.1.4., pdgina 92,

e nas figuras 9 e 10, pdginas 94 e 95 secdo de resultados.

4.1.6. Cinética de transesterificagdo dos Moz-Asn-Leu-
Gly-OEt brutos 3B, 4B, 5B, 6B e /B
-6
6,0 x 10 mol (3,0 mg) de Moz-Asn-Leu-Gly-OEt
brutos 3B, 4B, 5B, 6B e 7B (tabela 8 , pdgina 82 ) foram
dissolvidozs em 1 ml de metancl e a solugdo resultants mantida a
380C num banho termostatizado em repouso por 24 horas. O
desenvolvimento da reagido fol acompanhado por HPLC (item 4.1.4.,
pdgina 54 ) através da injegdo da solucdo metandlica contendo o
pept{deo em tempos determinados (0, 2, 4, 6, 8 e 24 horas de
reagdo). Os resultados obtidos estdo expressos na tabelé 12, do
{tem 3.1.5., pdgina 93 , secdoc de resultados.
Paralelamente, foram feiltas wvdrlas determinag¢des
da concentragdo de Ca(II) nos Moz-Asn-Leu-Gly-OEt 3B-7B atraves

de absorgdo atdmica nas condigdes descritas na tabela 13, pdgina

. 03 resultados obtidos egtdo descritecs ma mesma.

4.1.7. Homogeneizagdo dos Moz—-Asn-Leu—-Gly—-QOEt brutos

pUE

AS amostras peptfdicasi, foram colocadas e
almofariz de dgata e homogeneizadas com pistilo do mesmo material
até que o s8dlido sge tornasse um pd extremamente fino. 0

almofariz e o pistilo foram previamente lavados com dgua Milli-9Q.

4.1.8. Cinética de transegsterificagdo dos wdrios Moz-Asn-

Leu-Gly-0OEt brutos homogeneizados
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. . . 7/
Este estudo foi r=2alizado como descrito no 1tam

4.1.6., pdgina 55 , partindo-se dos tripeptideos 3B-108B
(tabela ® , pdgina 82 ). As porcentagens relativas de transeste-
rificac3oc encontradas nos diferentes tempos de incubagdo testados
astdo descritas na tabela 14, do item 3.1.6., pagina 98 , secado
de resultados.

Diferentes amostragens de 5B, 7B e 8B foram
analisadas por absorgdo atdmica para determina¢ao do seu tevor de
Ca(II). Os resultados encontrados estdo descritos na figura 11,

pdgina 99, secdo de resultados.

4.1.9. Estudo da influéncia da temperatura no procasso
de transesterificag¢dao de Moz-Asn-Leu-Gly-OEt 5B-
homogeneizado

..6 .
6,0 x 10 mol (3,0 mg) de Moz-Asn-Leu-Gly-OEt 5B
(tabela 8, pdgina 82 ) foram dissolvidos em 1 ml de metanol e
incubados a 280C, 380C, a 480C. Q desenvolvimento das reagdes fol
acompanhado por HPLC através da injecdo dos melos reacionais nos
tempos 0, 2, 4 e 6 horag de reacgdo nas condi¢des descritas no
item 4.1.4., pagina 54 . As porcentagens relativas de transeste-

rificag¢do encontradas estdo expressas na figura 12, pdgina 101,

segdo de regultados.

4.1.10. Estudo do efeito de diluigdo de Moz-Asn-Leu-Gly-
OEt 5B - homogeneizado no processo de sua

transesterificagio

1 ml de uma solugdoc metandlica de Moz-Asn-Lau-

Gly—-QEt 5B (tabela 8, pdgina 82 ) de concentracdo 4,5 mg/ml (A)
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£cl diluido com metanol para 2 ml (B), 5 ml (C), 10 ml (D) e 20

ml (E). As solugdes vresgultantes A,B,C,D e E foram em seguida
incubadas a 38 C. O degenvolvimento da reacgdo fol acompanhado por
HPLC ( {tem 4.1.4., pdgina 54) através da injegdo de aliquotas
das solug¢des nos tempos 0, 2, 4, 6, 8, 24 e 48 horas de reagdo.
Os resultados estdo expressos na figura 13, pdgina 102 , secdo de

resultados.

4.1.11. Transesterificacgio de Moz-Asn-Leu-Gly-OEL 5B-
homogeneizado na presen¢a de o—fenantrolina

-6 Y

6,1 x 10 mol (3,0 mg) do tripeptfideo bruto 3B

(tabela 8, pdgina 82 ) foram dissolvidos em: (A) 1 ml de wuma

solu¢do metandlica 10 x lO—BM (1,0 = lO_Gmol) de o-fenantrolina;

(B) 1 ml de metanol. Ambas as solugles foram incubadas a 380C. 0

desenvolvimento da reac¢do fol acompanhada CCD nos tempos 0, 24

e 48 horas de reagdo. Também fol realizada umg cromatografia em

camada delgada em placa de celulose microcristalina (ftem

2.1. pdgina 26 ) no sistema de solventes D, para posterior leitu-

ra em densitdmetro nos tempos 0 e 48 horas de reagdo. Os resulta-

dos obtidos nestas andlises egstdo descritos no {tem 3.1.10.,

pdgina 100 e figura 15, pdgina 104, secd3o de resultados.

4.1.12. Transesgsterificagdo de Moz~Asn-Leu-Cly-OEt bruto

5B-homogeneizado na presenga de EDTA

-6 -
6,1 x 10 mol (3,0 mg) do tripeptideo bruto 3B

(tabela 8, pdgina 82 ) foram dissolvidos =am: (a) 0,7 ml de

metanol 2 0,3 ml de dgua (B); 0,7 ml de metancl e 0,3 ml de



-2 -
solucdo aquosa de Na EDTA 2H 0 4,0 x 10 M (6,1 2 10 mwmol). AS
2 2 o
solucdes foram incubadas a 38 €, e alfquotas das mesmas foram

analisadas por HPLC nos tempos 0,4,8,24 e 48 horas de reagd3o nas

condig¢Bes descritas no {tem 4.1.4., pdgina 54, 0s resultados
obtidos estd3o mostrados na tabela 15, pdgina 105, segdo de
resultados.

4.1.13. Estudo da influéncia da concentrac¢do de EDTA na
transesterificacgdo de Moz-Asn-Leu-Glv-OEt 5B-
homocgenelzado

-6 )
6,1 x 10 mol (3,0 mg) do tripeptideo bruto (3B)
(tabela 8, pdgina 82) foram dissolvidos em: (4 0,7 ml de

metanol e 0,3 ml de 4d4gua; (B) 0,7 ml de metanol, 0,28 ml de dgua

e 15 ul de solugdo de Na EDTA: 2H O (6,0 x 10—6mol); (¢c) 0,7 ml

de metanol, 0,15 ml de égua e O,lg ml de solugdo de Na EDTA.2 H O

4 x 10—3M (6,0 x 187 mol); (D) 0,7 ml de metanol e20,3 ml ée

golugdo de Na7 EDTA. 2H20 2 = lO—BM (6,0 x 10—6mol). As solucgdes
o

foram incubad;s a 38 C =2 analisadas por HPLC (condigdes descritas
no f(tem, 4.1.4., pdgina 54 ) nos tempos 0, 2, 4, &6, 8, 24 e 48
horas de reag¢do. As porcentagens relativas de transesterificacgdo
do tripeptideo obtidas est3o mostradas na figqura 16, pdgina 107 ,

se¢do de resultados.

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

4.2.1. Recristalizacgd3o de Moz-Asn-Leu-Glv—-0OEt 3B & 10B em

etanol/ 4dqua

Moz-Asn-Leu-Glv—-0OEt brutos 3B = 1023 ({tabela 8,
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pdgina 82 ) foram suspensos em etanol e ag suspensdeg agquecidas

ats que as mesmas se tornassem soluc¢des turvas. Apos filtragdo e
resfriamento 1lento, foil1 adicionada dgua Milli-Q a estas solugdes
e ags mesmas foram mantidas em geladeira por uma noite. Os
precipitados obftidos foram filtrados e gecos em deggecador a
vdcuo na presgenca de pentdxido de fdsforoc. Os Moz-Asn—-Leu-Gly-OQOEtL

recrigstalizados 3R e 10R foram analisados por determinacd3o de Rf

e ponto de fusac, andlise elementar e de aminodcidos,
espectrometria de massa e de RMlH. Os resultados obtidos para 3R
estdo mostrados no f{tem 3.2.1., pdgina 581 , segdo de resultados.
O espectro de RMlH estd mostrado na figura 18, pdgina 110 , da

mesma Sec¢do.

4.2.2. Incubacgado em metanol de Moz-Asn-Leu-Gly-OEt-
recristalizado
-6
6,1 b4 10 mol (3,0 mg) dos tripeptideos
resultantes da recristalizacgao descrita no item 4.2.1.,
pdgina 58, (3R e 10R) foram disscolvidoz em 1 ml de metanol. As
solugdes resultantes foram 1incubadas e analisadas por HPLC como
descrito no {tem 4.1.4, pdgina 54 , nos tempog O, 2, 4, 6, 8, 24
e 48 horas de reacdo. 0s resultados obtidos e as condigdes de
andlise estdo expressos no item 3.2.2., pddina ;7 , Segdo de

regultados.

4.2.3. Cinédtica de transesterificagdo em metanol de Moz-
Agn-Leu~Gly-0OEt 7B 2 10R na presenca de Moz-Asn-—

Leu-Glvy-OEt 5B =2 8B

-

-5
3,0 x 10 mol (1,5 mg) de Moz-Asn-Leu-Gly—-QEL 7B
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-6
(A) e 10R (B) e 3,0 = 10 mol (1,5 mg) de Moz-Asn-Leu-Glv-0OEt

5B foram dissolvidos em 1 ml de metanol. As solugdes resultantes
o
foram mantidas a 38 C por 48 horas. Nos tempos 0, 2, 4, 6, 8, 24

e 48 horas de reacgdo, alfquotas das mesmas foram injetadas em
HPLC para andlise nas condigdes descritas no fitem 4.1.4., pdglna
0 mesmo estudo fol realizado com 1l0R na presencga de 8B. Os

resultados obtidos estdo mostrados na tabela 16, pdgina 112 ,
gegdo de resultados.

Também fol realizado o estudo da influéncia da
variacdo da concentragd3o de 5B na transesterificagdo de 7B em

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

)

5B foram adicionados a 1, 0,84, 0,67, 0,51 e 0,18 ml de uma

-3
solugdo 6,1 x 10 M de 7B, respectivamente. Estas misturas foram
em segulda diluidas para o volume de 1 ml com metanol. Alfquotas
o
das solugbes resultantes, incubadas a 38 C, foram 1njetadas e

analisadas em HPLC nos tempos 0, 2, 4, 6, 8, 24 e 48 horas nas
condigdes descritas no ftem 4.1.4., pdgina 54 . Az porcentagens
relativas de transesterificagdo encontradas estdo mostradas na

figura 19, pdgina 111 secdo de resultados.

4.2.4. Cinética de transesterificagdo de Moz-Asn-Leu-Gly-
OEt 7B em solugdes metandlicas de diferentes
concentragtes de acetato de cdlcio

-6
6,1 X 10 mol (3,0 mag) do tripeptideo

7B (tabela 8, pdgina 82 ) foram dissolvidos em: (A) 1 ml de

metanol, (B) 1 ml de metanol e 6,1 ul de solugd8o metandlica
-3
de acetatoe de cdlcio 1,0 x 10 M, (€) 1 ml de metanol = 61 ul de
-3

solugdo metandlica de acetato de cdlcio 1,0 x 10 M, (D) 1 ml de

metanol e 61 ul de solucgdo metandlica de acetato de cdlcio 1,0 =x



10 M, (E) 0,7 ml de metanol = 0,3 ml de sclucgdo metandlica des
-2
acetato de cdlcio 1 x 10 M, (F) 0,4 ml de metanol = 0,6 ml d=
-2
solugdo metandlica de acetato de cdlcio 1 x 10 M, {(G) 1 ml de

-2
solucdo metandlica de acetato de cdlcio 3 2 10 M. As solugdes
Q
A,B,C,D,E,F e G foram incubadas a 38 C, & analisadas por HPLC

(item 4.1.4., pdgina 54 ) nos tempos 0, 2, 4, 6, 8, 24 e 48
horas de reacgdo. Os resultados obtidos estdao descritos na
figura 21, pdgina , segdo de resultados.

A 1lncubagdo F fol realizada em maior escala

paralelamente ao estudo acima. Apds transestierificagdo total, o

produto fol 1isolado, recristalizado em etanol/ dgua 2 analisado

por determinagdo de Rf, tempos de retengdo, ponto de fusado,
1

andlise elementar , espectrometria de massa e RM H. 0s resultados

estdo mostrados no ftem 3.2.4., pdgina 111, secdo de resultados.

4.2.5. Cinética de transesgsterificag¢do em solugfes metand-—
licas de acetato de cdlcio de Moz-Asn-Leu-Gly—-OEt

10R em diferentes concentracdes

Misturas contendo 6,1 ml de solugd3o metandélica de
-2
Ca (Ac) 1 x 10 M, 3,9 ml de metanocl e 10 ml de solugdo
2

metandlica de Moz-Asn-Leu-Gly-OEt 10R nas concentragdes: a- 3 mg/
ml, b- 1,5 mg/ml, c¢- 0,6 mg/ml, d- 0,3 mg/ml e e- 0,15 mg/ml,
foram 1incubadas a 38O C. 0 - desenvolvimento da reagdo fo1l
acompanhado por HPLC injetando-se aliquotas de a,b,c e d nos
tempos 0, 2, 4, 6, 8, 24 e 48 horas nas condi¢des descritas no
item 4.1.4., pdgina 54 . As porcentagens relativas de
transesterificacdo observadas estdo expressas na figura 24,
pdgina 119, secdo de resultados.
Acrescentar. a frase:!. A mes-

ma incubagao tambem fol rea

1izada na presen¢ga de quans
tidade equimolar a de peptl

deo de EDTA.
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4.2.5. Cingtica de transesterificagdo de Moz-Asn-Leu-Gly-
OEt 7B em solugdes metandlicas de cloreto de cal-

cio, acetato de sodio e cloreto de sddio

6,1 x 10—6mol (3,0 mg) de Moz-Asn-Leu-Gly-OEtL
7B (tabela 8, pdgina 82 ) , foram incubados a 380(3 em 0,4 ml de
metanol e ¢,6 ml de solugdo metandilca de cloreto de cdlcio 1 =
lO_ZM, acetato de sdédio 1 x lO—zM, e cloreto de sédio 1 = lO—ZM.
0 desenvolvimento da reagdo fol acompanhado por HPLC ( ftem 4.1.4
pagina 54 ) através da injecdo de alliquotas das solucdes A,B e C
nos tempos 0, 2, 4, 6, 8, 24 e 48 horas de reagdo. As porcenta-

gens de transesterificacgdo relativas observadas estdo descritas

na tabela 17, pdgina 122, seg3o de resultados.

4.2.7. Cinédtica de transesterificagdo de Moz—Asn;Leu—Gly—
OEt 7B em solugBSes metandlicas de cloreto de
cdlcio/acetato de sdédio
-6
6,0 x 10 mol (3,0 mg) de Moz-aAsn-Leu-Gly-OEt 7B
(tabela 8, pagina 82 ) foram dissolvidos em 0,4 ml de metanol e

—_
L

0,6 ml de solugdo metandlica de: a—- CacCl 1 x 10 M, b- cacl

-2 -2 2 -2 2
1 x 10 M contendo NaAc 1 x 10 M, c- CaCl 1 x 10 ™M conten-
-2 2 ")
do Naac 5 x 10 M. As migturas foram incubadas a 38 C, por 48

horas e o desenvolvimento da reagcdo fol acompanhado por HPLC
(item 4.1.4, pdgina 54 ) atravées da injecd3o de aliquotas das
solugdes a,b 2 ¢ nos tempos 0, 2, 4, 6, 8, 24 2 48 horas de rea-

¢30. Os resultados obtidos estd3o mostrados na tabela 17, pdglna

==

22 , secd3o de resultados.
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4.3. Estudo cenformacional d= Moz—-Asn-Leu-Gly-OEt 3B, 8B e 3R

Amostras de Moz-Asn-Leu-Gly-OEt brutos 3B e 8B e de 3R
foram digsolvidas em: dimetilsulféxido deuterado (3B, 8B e 3R) ou
mistura de dimetilsulfdzido deuterado/cloreto de cdlcio (1 mol de
3R/1 mol de sal) e analisadas por RMlH bidimensional,
unidimensional com dupla irradiagdo e diferencial, a 400 MHZ,
para determinagdao de NOE (Nuclear Overhauser Effect) entre
diferentes prdtons da molécula. Os espectros obtidog, as
frequéncilas utilizadas, as atribuicdes dos picos e as
porcentagens de NOE encontradas estdo mostradas no item 4, pdgilna
120 , Secgdo de resultados.

Também foram realizados espectros Raman de 3B, 8B

e 3R em pastilhas de KBr.

5. Transesterificagdo de Z-Asn-Leu-Gly-OEt (4&), Boc—Asn—Leu—Gly—
t

OEt (B), Moz—-Asn-Leu-Gly-0Bzl (C), Moz-Asn-Leu—-Glvy-OBu (D),

Moz-Gln-Leu-Gly—-OEt (E), Moz-Asn-Ile-Gly—-OEtU (F) e Moz-Asn-

Leu-Ala-0Et (G) 2m metanol

5.1. Incubagdo em metanol! de A,B,C,D,E,F e G brutos

3,0 mg de A,B,C,D,E,F e G brutos (homogeneizados em
almofariz de dgata) foram digsolvido=z em 1 ml (A,D,E e G) ou 2 ml
(B,C e F) de metanol. As solug¢des resultantes foram filtradas em
membranas Durapore GUWP de 0,22 u da Millipore e incubadas a
380 C. O desenvolvimento das reac¢des £fo1 acompanhado pela andlise
por HPLC de aliguotas A,B,C,D,E,F 2 G coletadas nos tempos

0, 2, 4, 6, 8, 24 & 43 horas de incubacio. As porcentagens

ralativas de transesterificagdo encontram—-z2 na fabela 19, pdgina



64.

131 , s52¢30 de resultados, juntamente com as condig¢des de andlise

utilizadas.

5.2. Cinédtica de transesterificag¢dio de B,C,D.F e G bruteos em

solugdes metandlicas de acetato de cdlcio

3,0 mg de B,C,D,F e G brutos foram dissolvidos em mistura
de metanol (1) & solugdo metandlica de acetato de cdlcio (2)
1 x 10_2 M nas seqguintes proporgdes: B, 1,3 ml de (1) 2 0,7 ml de
(2); C, 1,47 ml de (1) e 0,53 ml de (2); D, 0,43 ml de (1) e 0,57
de (2); F e G 1,4 ml de (1) € 0,6 ml de (2). As misturas foram
filtradas em membranas Durapore GUWP de 0,22 u da Millipore e
incubadas a 380C- O desenvolvimenito da reacdo fol acompanhado por
HPLC através da andlise nas condlg¢des descritas no ftem 5.1.,
pdgina 63 , de aliquotas de B,C,D,F e G coletadas nos tempos
0, 2, 4, 6, 8, 24 e 48 horas de incubagdo. 03 resultados obtidos

est3o mostrados na tabela 20, pdgina 132 , secg3o de resultados.

Ag porcentagens de transesterificagdo de A,B,E,F e G

[#5]

foram calculadas de acordo com o método descrito no item 4.1.3.,
pdgina . Para C, entretanto, as mesmas foram calculadas pela
medida da dimlinulgdo da altura do pico corregpondente a ele em
fungdo do tempo. Por tal método, a altura (X) medida no inicio da
reagdo corresponde a 1002 do peptideo original e a porcentagem de
100%Y
fransesterificacdo correspondente a =-—---—- 2, sendo b4 a
diferenga entre X e a altura do pico correspondente ao peptideo
original no momento da andlise. Nestes casos foram realizados

r4s incubag¢des simultdneas para gue fosse Lirada a média das

L

ot

orceantagens de trangesterificacgdo obtidas.

ko)
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5.3. Recristalizag¢do de A,B,C,D,E,F & G brutos

Estes tripeptideos foram recristalizadogs de acordo com o

método descrito no ftem 4.2.1., pdgina O58. 0s produtos secos

foram analisados por CCD e por HPLC (condigdes experimen-
A,B e E

tals descritas na tabelaA%O, pdgina 87 ). Os produtos obtidcs

apresentaram as caracteristicas descritas na tabela 10, pdgina s

segdo de resultados.

5.4. Cinetica de transesterificacdo em sSolugdes metandlicas da

acetato de cdlcio de A,B,C,D,E,F e G recristalizados

Este estudo fol realizado segundo o método descrito no
{tem 5.2, pdgina 64 , utilizando-se A,B,C,D,E,F a G
Irecristalizados. As porcentagens relativas de transesterificacgdce
observadas (calculadas segundo descrito no mesmo item e as
condi¢Bes de andlise por HPLC estd3o expressas na tabela 24 ,

pdgina 135, segdo de resgsultados.

6. Transesterificagdo de £steres de vdrios peptideos em solugdes

metandlicas de acetato de cdlcilo

6.1. Método geral

0 peptideo fol suspenso em sclugdo metandlica de acetato
de «cdlcio 0,01 M (qguantidade equimolar a des peptideo) e a
sugpensdo resultante foi adicionado metancl. Apds dissclugdo
completa do peptideo, a solug¢do fol filtrada em membrana Durapore
GYWP de 0,22 u da Millipore = uma alfquota foi i1mediataments=

analisada por HPLC em condig¢les de andlise adequadas. A solugdo
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[e)
foi incubada a 32 C, sem agitacgdo. 0O desenvolvimento da r=agio
fol acompanhado por HPLC através da andlise de alifiguotas das
solugdes coletadas em tempos diversos.

Nos casos em gue ndo era adicionado acetato de cdlcio ao

meio reacional, o peptideo foi dissolvido em metanol.

6.2. Estudo gqualitativo

0 estudo gqualitativo da transesterificagdao dos ésteres
de peptideos Z-Asn-Leu-0OEt, Z-Asn-Phe-0OEt, Boc-Leu-Glv-OEL,
Z2-Pro-Leu-Gly-0OEt, Z-Asn-Leu-0Bzl, Z-Asn-Phe-0Bzl, Boc-Ile-Gly-
OBzl, Moz-Asn-Ile-Gly-0Bzl, Z-Pro-Leu-Gly-OBzl, Z-Asn-Cys(S5-Bzl)-
OBut, Z—Cys(S-le)—Tyr—OBute Z—Cys(S—le)—Tyr—Ile-OButna presenga
e auséncia de acestato de cdlcio foil realizado de acordo com o
método descrito no item 6.1, pdgina 65, nas condigfes experimen-
taig descritas na tabela 22, pdgina 136 . As condig8es analiticas

utilizadas para HPLC e os resultados obtidos neste estudo estdo

mostrados nas mesmas tabelas.

6.3. Estudo gquantitativo

0 estudo quantitativo da transesterificagio dos ésteres
de peptideos descritos no item 6.2., pdgina 66 , em solugdes
metandlicas de acetato de cdlcio, foili realizado de acordo com o
método geral (item 6.1., pdgina 65), nas condig¢des experimentals
e de andlise por HPLC descrites na tabela 23, pdgina 138 , secdo
de resultados.

Tambeém foi realizado um egtudo comparativo da
transesftarificacde em solugdes metandlicas de acetato de cdlcio

de todos os ésteres de peptideos utilizados no trabalho (o acima
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degcrito e dos obtidos enzimaticamente reacristalizados ( ft=am

5.3., pagina 65 ) nas condic¢bes experimentais descritas na tabela
24 , pdgina 139 . As condigdes usadas para andlise em HPLC e as

porcentagens de transesterificagdo encontradas estdo expressas na
mesma tabela.
Em ambos os estudos as porcentagens de transesterificagio

detectadas foram calculadas como descrito no item 5.2., pdginat64.

5.4. Transesterificagao total de Z-Asn-Leu-Gly-OEt (A), Boc-
Leu-Gly-OEt (B) e Boc-Ile-Giy-OEt (C) e caracterizacdo
dos produtoes obtidos

-4 -4

2,9 x 10 mol (90 mg) de A, 1,6 x 10 mol (60 mg) da
Bel,9 = lO—qmol (90 mg) de C foram dissolwvidos em 36 ml, 16 ml,
19 ml de solugdo de acetato de cdlcio 0,01 M, e 4 ml, 4 ml e 11
ml de metanol, respectivamente. Apds a transformagao total, com-
provada por CCD e HPLC, o solvente fol evaporado e os reasiduos
obtidos foram Eecristalizados em 2tanol/ dqua (&) ou acetato 4d=
etila/ éter.de petrdleo (B e C) e secos a vdcuo para posterioreas
andlises (determina¢do de ponto de fusdo e Rf, andlises elementar

1
e de aminodcidos @ RM H ). 03 resultados obtidos estdo mostrades

no ftem 6.3, pdgina 66 , figuras 34, 35 e 36, pdginas

142, 143 e 145.

7. Transegterificacdo 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) am
30lugdes metandlicas de acetato de cdlcio

7.1. Estudo qualitativo

1, 2, 3, 4 2 5 foram =suspensos em @lsfuras constituidas
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por metanol e diclorcmetano ou por metanol, solugd3o metandlica de

2

acetato de cdlcio 1 % 10 M e diclorometano nas quantidades ex-—

pressas na tabela 25, pdgina 146 . As suspensdes resultantes foram
Q
incubadas a 38 C, sem agitagd3o e o desenvolwvimento da reacdo fol

acompanhado por CCD por 48 horas. 0s resultados encontradoes

.-na mesma tabela, na seg¢do de resultados.

7.2. Egtudo quantitativo

360 mg de 4 e 230 mg de 5 (grau de substituig¢do: 0,277

[a]

mmol/qg) foram suspensos em: 6,2 ml de solugd3o metandlica de
-2
acetato de cdlcio 1 = 10 -M, 56,4 ml de metanol, 15,6 ml de
diclorometano (4) e 10 ml de solucdo metandlica de acetato de
cdlcio 1 x lO—LM, 88 ml de metanol, 24,5 ml de diclorometano (5)
As suspengtes resultantes foram incubadas a 38OC. Apés 48 horas
de 1incubag¢do, as reagles foram 1interrompidas, o solvente
evaporado a vdcuo e os residuos obtidos foram dissolvidos em ace-
tato de etila. Apds lavagem com dgua, as fragdes acetdlicas foram
secas gobre sulfato de sddio, filtradas, o solvente evaporade e
oz residuos secos & vdcuo na presenga de pentdxido de fdésforo. Em
seguida, estas amostras foram dissolvidas em metanol e anallsadas
por HPLC, juntamente com padrdes de Boc-Leu-Gly-OMe = Moz—Asn-

Leu—-Gly-OMe. O metanol fol evaporado e os residuos sSecos em

Abder—-Halden.

7.3. Caracterizag¢do dos produtos obtidos

0s produtos obtidos no estudo quantitativo descrito no

item 7.2, pdgina 68 , foram analisados por determinag¢dc de RE,
tempo de retencd3o e ponto de fusdo, andlises elementar e de
1

aminodcidos espectrometria de massa e BM H item 7.2., pdgina

v68' e figuras 37 e 38, pddina 148 @ 149).
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1. Sintese de derivados de amincdcidos & de pepitidens por método

quimico.

1.1. Derivados de aminocdcidos.

Na tabela 4, paginua 70 , =28t3io expresscs og randimentos

encontrados na gintese dos derivades de amincdcidos Moz-Asn—0H,

Moz-Gln-08H, Boc—-Asn-0H, Boe=Leu-0H.H 0O, Boc-Ile-0H, Boc-Cvs
?
{(8-Bzl1l)~0H, Boc-Cys(8-Bzl)-ONp, H-Ala-0Et.HCl, B-Qglv-0Bzl.Tog e
&
H-Cys (S-Bzl) -0Bu .BHC1 obtidos segundo os métcdos descritos nos

fifens 3.1.1. & 3.1.18, pdogilnas 3 g 48 . A mesmz tebals mestrs
alguns dados da caracterizagdo destes compostios {solvents de

recristalizagcdo, ponto de fusdo e Rf).

1.2. Peptideos.

1.2.1. Sintese em solucdo.

a tesbale &, pdgina7l , mostra os randimantos

encontradogs e alguns dados da caracterizagdo dos peptideos Boc-
E
Leu-Gly—-0Et, Boc~-Leu-Glv=0Bzl, Boc—-Leu-Glyv-0Bu , Boc-Ile-CGly=CEL,

Boc-Leu—-Ala-0Et, Boc~Pro-Leu-Gly=CEL, Boc- Pro-Leu=Gly-NH , B=
~
£
Pro-Leu-Gly=NH , Boc—Cys(8-Bzl)-~Pro-Leu—-Gly-NH e Moz-=Agn-Cvys(S-—
- 2
Bzl)-Pro-Leu—-Glwv-NH gintetizados de acerdeo com ©s mafodos
2

43

| £
o]
1~
2
T
o
9]
-
o}
o5}
(9%]
~J
3]

descritos nos 1fens 3.1.11 a
O pentapaptides Moz-Asn-Cvs (3~Bzl) -Pro-Leau-Glv—-NH

=
apraesentou o5 seguinies resulfados de andlises elementar =2 ds

amincdcidos:
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Elementar (%) Calculado: ¢ 57,13; N 12,95; H 6,66

Observado: ¢ 56,26; N 12,73; H 6,52
Aminodcidos: asp 1,05, Pro 1,02, Leu 0,97, Cys(S-Bzl) 0,94,

Gly 1,03

1.2.2. Sintese em fase sdélida.

Boc-Leu-Gly-Res e Moz-Asn-Leu—-Gly—-Res obtidos
segundo o método descrito nos itens 3.1.24 e 3.1.25, pdginas 44
e 46 , apresentaram os seguintes resultados de andlise de
aminodcidos: 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

Poc — Ay - Ran

partir da Boc—Res empregada).
2. Sintese enzimdtica de peptideos.
t

2.1. Z2-Asn-Cys(S-Bz1l)-0Bu

Este composto foi obtido mediante catdlise por papaina

nas condigdes descritas no item 3.2.2., pdgina 47 , com 29% de
rendimento. Apdés recristalizagdo em etanol, o mesmo se mostrou
cromatograficamente puro e apresentou as seqgulntes

caracteristicas:

o) ' o)
P.F. = 131-133 ¢ (Lit = 110-112 C; Pinheiro da Silwva, 1984)
CCD : REf = 0,50; Rf = 0,68; RfE = 0,71.

B D E
Andlise elementar (%) = Calculado: ¢ 60,59:; N 8,15; H 6,45

Observado: ¢ 59,67; N 8,82; H 6,33

Andlise de aminodcidos = Asp 1,06, Cys(S-Bzl) 0,94
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74,
0s resultados encontrados no estudo da sintese deste
dipeptideo mediliante catdlise por termolisina estdo mostrados na
tabela 6, pdgina 73, Juntamente com as condigdes experimentails
utilizadas.

15
2.2. Moz-Asn—-Cys(S-Bzl)-0Bu

O rendimento obtido na gintese deste dipeptideo
catalisada por papafina, nas condigdes descritas no item 3.2.3.,
pdgina 48, foi de 12%. Apds recristalizagdo em metanol/ dgua, o
produto se mostrou cromatograficamente puro e apresentou as
geqguintes caracteristicas:

BB = B B 157OC
CCD: R£=0,50; RE = 0,85; RfE = 0,82
B D E
Andlise elementar (%) = Calculado: € 59,43; N 7,70; H 6,46
Observado: € 59,73; N 8,02; H 6,41
Andlise de aminodcidos = Asp 0,98, Cys(5-Bzl) 1,02

t
‘"0 estudo da sintese de Moz-Asn-Cys(S-Bzl)-0Bu mediante

catdlise por termolisina forneceu os resultados mostrados na

tabela 6, pdgina 73

2.3. Moz-Asn—-Cys(S-Bzl)-Pro-Leu-Gly-NH
2
A figura 1, pdgina 75, mostra o perfil cromatogrdfico
obtido por HPLC da mistura-padrdo contendo Moz—-Asn-0H, H-Cys
(8-Bzl)-Pro-Leu-Gly-NH .TFA e Moz-Asn-Cys(8-Bzl)-Pro-Leu-Gly-NH
2 2
quando fol utilizado o sistema eluente metanol/ dgua, 7:3 (v/v).

Este sistema fol escolhido para o monitoramento das r=sacgbes de

sintese enzimdtica do pentapeptideo descritas na tabela 7,
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|
3
2
————
L ol . | . | : l
0 4 8 12 16

tempo (min)

Figura 1. Perfil cromatogrdfico da mistura contendo Moz-Asn-0H

(1), H-Cys(8-Bzi)-Pro-Leu-Gly-NH .TFA (2) e Moz~-Asn-Cys (8-Bzl) -
2
Pro~Leu—G1y—NH2 (3) . Condic¢des de andlise por HPLC: eluente =

MeOH/H 0, 7:3 (v/v), deteccdo = 254 nm, fluxo = 2,5 mlimin, sensi-
2
bilidade = 0,2, registro = 0,1 mm/seg. Tempos de retencgdo: (1)

2,2 min; (2) 4,8 min; (3) 6,9 min.
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pdglina 76. Nos casos em que fol detectada a presenga de Moz-Asn-

Cys(S5-Bzl)-Pro-Leu-Gly-NH , foram realizadas diversas injecgodes
2

dos melos reacionals para a gquantificacdo do mesmo através da
curva-padrdo feita com o peptideo obtido na sintese descrita
no ftem 3.1.23., pdglna 43. Para todas as reag¢des anallsadas foram
encontrados rendimentos de 1-22.

A cromatografia bidimensional em camada delgada do
precipitado ¢ (P.F. = 193 - ZOOOC) hidrolisado demonstrou a
presenca de c¢inco manchas de Rf correspondentes aos de Asp,
Cys(5-Bzl), Pro, Leu e Gly, sendo as correspondentes a Asp, Leu e
Gly mals 1intensas.

A andlise do meilo reacional K por CCD ndo demonstrou a
presenca da mancha correspondente a H—Cys(S-Bgl)—Pro—Leu—Gly—NH '

2
mas revelou a de um composto de Rf superior ao de Moz—-Asn-OH e

inferior ao do pentapeptfdeo degejado. A figura 2, pdgina 78 '
mostra os perfls cromatogrdficos obtidos por HPLC deste melo e do
precipiltado nele formado apéds 48 horas de reagdo. Este
precipltado apresentou as segulntes caraclteristicas:

o
P.F = 210-212 C

CCD Rf = 0,17; Rf = 0,26; RE = 0,86
D E F G
HPLC: t = 3,5 min (MeOH/H O, 7:3 (v/v); 1,0 ml/min)
R 2

Andlise de aminodcidos: Asp 1,05; Leu 1,04; Gly 1,02.

Andlise elementar (2%): Observado: C 54,28; N 6,99; H 14,87
1
O espectro de RM H obtido estd mostrado na figura 3,

pdgina

A andlise por CCD e HPLC dos melos reacionails I,J,L e M
demonstrou: 1. presenan de duas manchas adicionals as de Rf
corraespondentes aos dos padrdes Moz—-Asn—-OH, H-Cys(5-Bzl)-Pro-Leu-
Gly-NH .TFA e Moz-Asn-Cys(S5-Bzl)-Pro-Leu-Gly-NH ; 2. presenga de

2 2
dois picos adicilonals aos de tempo de retengdo correspondentes A
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3
2
A 9 B
4
1

‘/2 U
Lf\/\j
0 2 4 6 0 2 4 6

tempo (min)

Figura 2. Perfil crumatogrdfico da mistura reacional (A) e do

7 16
Precipitado na sintese K (B) (tabela/{ ; pégina,ﬁ’6 ). Condigdes
de andlise por HPLC: vide ftem 4 2 Nl pdgina %4 . Tempos de

retengdo: Al = 1,9 min, A2 = 2,5 min, A3 = 3,3 min, A4 = -3 min,

A5

5,Z-ming Bl = 1.8 min; B2 = &, 5 mim
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Moz~-Asn-OH e H-Cys(S-Bzl)-Pro-Leu-Gly- NH . Jd a andlise por

2
HPLC dos precipitados I,J,L e M forneceu~os perfis cromatogrd-
ficos mostrados na figura 4, pdgina 81
Foram obtidas 30 e 60 mg dos precipitados L e M
respectivamente (condicdes de sintese e 1solamento descritas na

n

¥, {
tabela .8, pégina/ﬁéée item 3.2.4., pdgina 49 ).

2.4. Moz-Asn-Leu-Gly-0OEt

O0s rendimentos obtidos e as condigdes experimentals
utilizadas no estudo da sintese de Moz-Asn-Leu-Gly-OEt medlante
catdlise por termolisina estdo descritos na tabela 8 , pdgina 9Z.
08 produtos obtidos na forma de precipitado, 1solados e secos de
acordo com o método descrito no item 3.2.1., pdgina 46 , (1B-10B,
sendo B = bruto) mostraram-se cromatograficamente puros em CCD e
HPLC (eluente = metanol/ dgua, 7:3 (v/v), fluxo = 1,0 ml/min?
detecgdo = 254 nm, sensibilidade = 0,2, registro = 0,1 mm/seqg)
e apregentaram os mesmos valores de Rf (0,22-0,26) e de t (4,8
min) . ° :

O tripeptideo 3B apresentou as geguintes caracteristicas:

o

P.F. = 179-183 C

CCD: Rf = 0,24; Rf = 0,33; Rf = 0,68
D E F

Andlise elementar (%): Calculado: C 55,86; N 11,34; H 6,94
Observado: C 55,71; N 11,68; H 6,88
Andlise de aminodcidos: Asp 0,97; Leu 1,02; Glv 1,01
>4 = 12,6 (DMF, 1%)
D 1
Quando analisado por espectrometria de massas e por RM H,
tal composto apresentou:
E.M. = pico ion molecular = 494
1

RM H (400 MHz, DMSO-d , TMS)
6



81.

qe ‘umwm 0°Z = B ‘UTW 0°¢ = §Z ‘UTW 9 T = BZ ‘Utw 9°¢

3 T‘L‘I s°8sa]UIS

PUIbRd ‘TP T p WAl SPTA DIJH 10d SSITRPUR 2p S£9051pPUO) "UTH mfm = qp ‘UTW 07 = Pp

SBU SOP13qo (b) W

~

qr ‘utwm 9"z = e

‘(€)Y T *(Z) r© ‘(1) I sopeltdidaad

(urw) odway

‘utw 9-

:0E5uslaa ap sodwa] - ( ruibpd ¢ ¢ ersqe]

S0P D7I1dH =P

ODI1JPIGOIBWOID J1J1ad

Jo

™

]
o

‘b eANDT



82.

‘ogsejibe qos 'O BF
[o]

‘W GZ'0
P
oe5nros ¥

("onN)

283]UIS

® gp]133] mMPI0J B830NPQNDOUT ©E BEPPOJL "OBAE31 3P OI3M OF HOEN ap B3IIe{ominbd gapeptrjuenb 3p OESIpe B[3d OpezI(PIIN3U
103 ‘01P]19DPOINTJITIA] dp PWIOJ PU PAPJIJUODUD 38 3nb ‘odtujue 3jusuodmod O ") 8b © BPEZI[EI1 (~J OBSEII evlaEl
NAu<vmo 3p 0EAN(O8 EUIN EPEZI[TIN 104 .Naucvmo eYUYJUOD OFU DYEN 3p OBAN[O8 ¥ o.z 0T ¥ 0°S NAumvmo eyui{luon
q Z-
61 vZ 9‘g o€ :0'¢€ 1€
91 b9 Z'p1 nom 0's 0°Ss
p q
s9 vZ 9‘sg (% 0‘t 0‘¢E
SS (44 'z i 8 o't 0°'T
LS [4 L'z ? 8 0’1 01
99 s9 0o‘el zS 9'S ('S
(4] S9 0°'92 $6 0°'T1 0°1Tt
0¢ S9 0‘p1 0s S's ('S
29 vZ 0‘s 0€ 0°'2z 0°z
144 12 0o‘s 09 0°¢t o't
e e
(2) () (tom  01°) 9 Hd (tom  01°) (tom 01"}
ojuawmIpuay odwmal, mcﬂmnMMEuob ‘WZ'0 °‘OVYEeN <mb.umo|>mm|:qu= :olcmmlnoz
e

eUTSTIOWI3] JOd IET[PIED IJURIPAW 1J0-K[D-NIT-UBY-2ZO 2P 983]UIS

‘g eragel



83.

0 0 0O ¢)
I I I [
CH O— - CH -0-C-NH-CH-C-NH-CH-C-NH-CH -C—-0-CH ~CH
3 2 | ! 2 2 3
CH CH
| 2 | 2
C\ CH
/ o / NCH
H N CH 3
2 3
(ppm) (a): 0,82 (4, 3H) (h): 4,10 (g, 2H)
(b): 0,90 (d, 3H) (1): 4,95 (s, 2H)
(c)y: 1,19 (t, 3H) (3): 6,90 (d, 2H, J = 8,8 H=z)
(dy: 1,48 (m, 2H) (k)y: 6,93 (4, 2H, J = 8,0 Hz)
(e): 1,63 (m, 1H) (L1): 7,29 (d, 2H, J = 8,8 Hz)
(£): 2,40 (d, 2H) (m): 7,40 (m, 1H)
(g): 3,75 (s, 3H) (n): 8,30 (d, 1H)
(o): 8,35 (t, 1H)
Os espectros estdo mostrados nas figuras 5 e 6, pdginas

84 e 85, respectivamente.

2.5. Z-Asn-Leu-Gly-0OEt, Boc-Asn-Leu-Gly-OEt, Moz-Asn~Leu-Gly-
t
OBz1l, Moz-Asn-Leu-Gly-OBu , Moz-Gln-Leu-Gly-OEL, Moz—-Asn-

Ile-Gly-OEt e Moz-Asn-Leu—-Ala-OEt.

A tabela 9, pdgina 86 descreve os rendimentos obtidos

e as condigbes experimentals wutilizadas na sintese destes

tripeptideos catalisada por termolisina. Apdés recristalizacgdo em

etanol/ dgqua, o8 mesmos se mostraram cromatograficamente puros e

apresentaram os valores de Rf , tempo de retengdo, ponto de
B,D,E

fusd3o e os dados de andlise elementar e de aminodcidos descritos

na tabela 10, pdgina 87
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1
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‘Figura 5. Espectro de massa de Moz-Asn-Leu~Gly—-OEt bruto 3B (ta-

bela 8 , pagina 82 ). M = pico do fon molecular.
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3. Transesterificagdo de Moz-Asn-Leu—-Gly-OEt em mefanol.

3.1. Transesterificagao de Moz-Asn-Leu-Gly-OEt bruto.

3.1.1. Recristalizagio de Moz-Asn-Leu-Gly—-QOEt 3B em

metanol/ dgua.

A figura 7, pdgina 89, mostra o perfil cromato-
grdfico em HPLC do tripeptideo bruto 3B antes da recristalilzacgao
(A) e apés a recristalizagdo no sistema metanol/ dgua (B). Os
tempos de retengdo observados foram A = 4,8 min, Bl = 4,5 min e
B2 = 5,3 min, gquando se wutilizou como eluente o sistema

-

metanol/ dgua, 7:3 (v/v) e fluxo de 1,0 ml/min.

3.1.2. Estudo das condigdes de separag¢dao por HPLC entre
Moz-Asn-Leu-Gly—-OEt 3B e o produto obtido apds

sua recristalizagdo em metanocl/ dqua

O sistema eluente escolhido para ser wutilizado nos
egtudos de transformag¢do deste tripeptideo bruto fol metanol/
dgua 7:3 (v/v), o gqual se mostrou mals adequado a separagao

desejada dentre os vdrios testados ( {tem 4.1.2., pdgina 53 ).

3.1.3. Cinética de transformagdo de Moz-Asn-Leu-Gly-OEt

3B dissolvido em metanol.

As porcentagens relativas de Moz-Asn—-Leu-Gly-OEt
(X)) o do produto de transformagdo do mesmo em metanol (YY) (calcu-
ladas de acordo com o método descrito no f{tem 4.1.3., pdgilna

53 ), encontradas no estudo cinético realizado com o tripeptideo
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. I

0 4 8 0 4 8
tempo {min)

Fi19.7. Pergil cromatogrdfico de Moz-Asn-Leu-Gly-OEt 3B (&) e do

proditto obtido apds transformagdo parcial em metanol (B). Tempes
de reteng¢do observados: A = 5,0 min, Bl = 4,5 min, B2 = 5,3 min.
Condigdes de andlise por HPLC: vide ftem 4.1.4., pdgina . 3B

refere-se ao Moz-Asn-Leu-Gly-0OEt bruto obtido na sintese 3

(tabela 8 , pdgina &2 ).
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bruto 3B est3o expressas na tabela abaixo e figura 3 ,
pdgina 91
Tabela 11. Cinética de transformagao de Moz-Asn-Leu-Gly-OEt 3B

dissolvido em metanol.

Tempo Moz-Asn-Leu-Gly-OEt Produto de transformagdo
(h) %) (2)
0 100 0
1 77 23
2 66 34
3 68 32
4 52 48
5 48 52
6 44 56
7 42 58
8 39 61
24 18 82

3B refere-se ao Moz-Asn-Leu-Cly-0OEt bruto obtido na sintese 3
-6
(tabela & , pdgina 82 ). Condigbes experimentais: 6,0 x 10 mo 1
o
de Moz-Asn-Leu-Cly-0OEt, 1,0 ml de metanol, 28 C. <Condigdes de

andlise por HPLC: wver f{tem 4.1.4., pdglna 53 . As porcentagens de
Moz-Asn-Leu-Glv-0OEt e do produto de transformacgdo foram

calculados como descrito no item 4.1.3., pdgina 54 .
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Figura 8. Cinética de transformac3io de Moz-Asn-Leu-Gly-OEt 3B[Jem
-6
metanol. Condic¢des experimentais: 6,0 x 10 mol de Moz—-Asn-Leu-
o
Gly-0OEt, 1,0 ml de metanol; 28 C. Condicgdes de andlise por HPLC:

vide ftem 4.1.4., pdgina 54 As porcentagens de transesterifi-

cagdo foram calculadas como descrito no (tem 4.1.3., pdgina 53

3B refere-gse ao Moz-Asn-Leu-Gly—~OEt bruto obtido na sintese 3

(tabela 8 , pdgina 82 )..:{mmhsfonmao\o-
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3.1.4. Identificagdo do produto obtido na transformacgio

total de Moz-Asn-Leu-Gly-OEt 3R dissolvido em

metanol

0] produto obtido na transformacio total do
tripeptfdeo 3B em metanol (descrita no ftem 4.1.5., pdgina 54 )
mostrou-se cromatograficamente puro e apresentou as seqguintes

caracterfisticas:

—~

PF = 170-174 ¢C

CCh: Rf = 0,18; Rf = 0,30; Rf = 0,65
B D E
HPLC: t = 4,5 min (MeOH/H O, 7:3 (v/v), 1,0 ml/min)
R 2
Andlise elementar (%) = Calculado: ¢C 54,99; N 11,66; H 5,71

Observado: C 53,92; N 11,68; H 6,53

Andlise de aminodcidos Asp 1,02; Leu 0,99; Gly 0,99

197 = 18,8 (DMF, 1%)
D
EM: pico fon molecular = 480
1
RM H (400 MHZ, DMSO-d , TMS) =
6
0] O O 6]
[ I I /
CH O-— CH -0-C-NH-CH-C-NH-CH-C-NH-CH -C
3 2 | | 2\
CH CH O~CH
2 2 3
I |
C CH
T
/ Yo /N
H N CH CH
2 3 3
(a): 0,83 (d, 3H) (h): 3,80 (4, 28)
(by: 0,88 (4, 3H) (1): 4,95 (s, 2H)
(c): 1,48 (m, 2H) (3): 6,90 (4, 2H, J = 8,8 Hz)
(d): 1,63 (m, 1H) (k): 6,93 (s, 1 H)
(e): 2,35 (4, 2H) (1y: 7,30 (4, 2H, J = 8,0 Hz)
(£): 3,63 (s, 3H) (m): 7,38 (1, m, 2H)
(g)y: 3,75 (s, 3H) (n): 8,0 (4, 1H)

(o) : 8,35 (t, 1H)
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0s egpectros estd3o mostrados nas fiqguras 9 e 10,

pdginas 94 e 95, respectivamente.

3.1.5. Cinética de transesterificagdo dos vadrlos Moz-Asn-

Leu-Gly-OEt brutos 3B, 4B, 5B, 6B e /B

A tabela 12, pdgina 96 , mogtra as porcentagens
relativag de transesgsterificacdo em metanol dos Moz—-Asn-Leu-Gly-
QOEt brutos 3B, 4B, 5B e 6B.

3.1.6. Cinética de transesterificacdao em metanol des

vdrios Moz-Asn-Leu-Gly—-OEt brutos homogenelzados.

Os resultados comparativos da 1ncubag¢d3o em metanol

dos Moz-Asn-Leu-Gly-OEt 3B-10B homogeneilzados ( {tem 4.1.8.,
pdgina 55 ) esgstdo expressos na tabela l}ﬁ pdgina 97 .
4 b's

3.1.7. Determinagdo do conteudo de fons Ca(lIl) nos wvdrios

Moz-Asn—-Leu-Gly-OEt.

#

3
A tabela l%, pdglna %g, erXpressa as concentragdes

de Ca(II) nas diferentes amostragens dos tripeptideos brutos

3B-7B determinados por absorcgdo atdémica. AsS mesmas foram
preparadas de acordo com o descrito no ftem 2.11., pdgina 30 .
A figura 11, pdgina 99 , mostra o espectro de

absorgdo obtido para diferentes amostras dos peptideoss brutos 5B,
7B e 8B. As concentragdes de Ca(II) encontrada, para cada um

deles estdo expressas na mesma flqgura.

3.1.8. Estudo da influ&ncia da temperatura no processo de
transesterificagao de Moz~-Asn—-Leu-Gly-OEt 5B-

homogenelzado.
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Figura 9. Espectro de massasdo produto obtido na transformacido
total de Moz-Asn-Leu-Gly-OEt 3B (tabela 8 y Ppdgina 82 ) em

metanol. M = pico do fon molecular.
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Figura 11. Determinacdo da porcentagem de Ifons Ca(II) presente em
diferentes amostragens dos peptideos 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 =20,131%2, 1 = 0,308%. Estas porcentagens foram determinadas por
comparacdo a padroes cujas concentracdes de Ca(II) sao
conhecidas. 5B,7B e 8B referem—se aos Moz—-Asn-Leu-Gly-OEt brutos

obtidos nas sintese 5,7 e 8 (tabela 8 , pdgina 82 ).
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A figura 12, pdgina 101, mostra oS resultados
obtidos neste egtudo, o qual fol realizado de acordo com o método

descrito no ftem 4.1.9., pdgina 56.

3.1.9. Estudo do efeito da diluigdo de Moz-Asn—-Leu-Gly-
OEt 5B - homogeneilzado no processo de gua

transesterificacgido

03 resultados encontrados neste estudo realizado
de acordo com o método descrito no ftem 4.1.10., pdgina 56, estdo
mostrados na figura 13, pdgina 102. O efeito da concentragdo de
peptideo sobre a velocidade de sua transesterificacdo estd

mostrado na figura 14, pdgina 103 .

3.1.10. Transegterificacgao de Moz-Asn-Leu-Gly-OEt 5B~

homogeneizado na presenga de o-fenantrolina.

Os .resultados obtidos neste estudo realizado de
acordo com o método descrito no <1tem 4.1.11., pdginas7, foram
08 seguintes:

a- A CCD de A e B realizada nosgs tempos 0 e 48 horas de incubacgio
demongtraram a presenca de manchas de Rf correspondentes a
Moz-Asn-Leu-Gly-OEt e Moz—Asn—Leu—Gly—OMe.D

b~ A andlise por densitcmetrlia das CCD realizadas forneceu as

_ b ¢t 59
porcentagens relativas de transesterificacdo de 46 e 33% para
as 1incubag¢bes de Moz-Asn-Leu-Gly-OEt em solucgdes metandlicas

de o-fenantrolina e em metanol respectivamente. (figura 15 ,

pdgina 104 .
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Figura 12. Cinética de transesterificagdo em metanol de Moz-Asn-
Leu-Gly—-OEt bruto 5B-homogeneizado em diferentes temperaturas.
Condigdes experimentais: 6,0 x lO—6mol (3,0 mg) de peptideo, 1 ml
de metanol. <Condigdes de andlise por HPLC: +vide ftem 4.1.4.,
pdgina 54 . As porcentagens de transesterificacgdo foram
calculadas como descrito no ftem 4.1.3., pdgina 53 . 5B refere-se

ao Moz-Asn-Leu-Gly-0OEt bruto obtido na sintese 5 (tabela 8 ,

pagina g2 ).
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Figura 13. Cindtica de trangesterificagdo em metanol de Moz—-Asn-

Leu-Gly~0OEtL 5B - homogeneizado em diferentes concentragdes.
CondicBes experimentais: item 4:1.10., pdgina 56 . CondigBes Ade
andlise por HPLC: vide ftem 4.1.4., pdgina sy As porcentagens

de transesterificacdo foram calculadas como descrito no item
4.1.3., pdgina 53. 5B refere-se a Moz-Asn-Leu-Gly-OEt bruto

obtido na sfintese 5 (tabela 8 , pdgina 82 ).
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Figura 14. Efeito da concentragdo de Moz-Asn-Leu-Gly-OEt 5B-
homogeneizado sobre a velocidade de sua transesterificacdo em
metanol. Condig¢des experimentaigs: ftem 4.1.4., pdgina 54

Condigdes de andlise por HPLC: vide ftem 4.1.4., pdgina 54 . As
velocidades de trangesterificac¢do foram calculadas a partir das
porcentagens de transesterificacdo obtidas em 6 horas de reagao.
5B refere-se a Moz-Asn-Leu-Gly-OEt bruto obtido na sintese 5

(tabela 8 , pdgina 82 ).
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Figura 15. Perfil obtido por densitometria da transesterificacao
de Moz-Asn-Leu-Gly-OEt ©5B-homogeneizado em metanol na auséncila
(A) e presencga de o-fenantrolina (B). 1 = Moz-Asn-Leu-Gly-OEt, 2
= Moz-Asn-Leu—-Gly-OMe. Condic¢Ges experimentais: 6,1 X lO—6mol (3
mg) de Moz-Asn~Leu-Gly-OEt, 1 ml de metanol (A) ou solugdo
metandélica de o-fenantrolina 1 =x lO—3M (B), 38OC. As porcentagens

de Moz—-Asn-Leu~-Gly-OEt e Moz-Asn-Leu-Gly-OMe referem-se as

porcentagens relativas calculadas através da integracgdo dos picos

S

3R
o~

(e )!RA = 047, ¢ 2B ¢
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3.1.11. Transesterificacdo de Moz-Asn-Leu-Gly-0OEt 5B~

homogeneizado na presenca de EDTA.

As incubac¢des do tripeptideo em metanol na ausén-
Ccia e presenca de EDTA, realizadas conforme descrito no {tem
4.1.12., pdgina 57 e analisadas por HPLC, forneceram os valores
de porcentagens relativas de transesterificag¢do descritos na

tabela abailxo:

Tabela 15. Transgesterificacdo de Moz-Asn-Leu-Gly-QEt 5B- homoge-

neizado na presenga de EDTA

TEMPO DE REACAO a b
MeOH MeOH + EDTA
(h)

0 0 0

4 15 0

8 24 0

24 39 0

48 48 0

5B refere-se ao Moz-Asn-Leu-Gly-OEt Dbruto obtido na sintese 5
(tabela B , pdgina 82). Condic¢des experimentais: 6,1 X lO—6 mol
de Moz-Asn-Leu-Gly-OEt 5B, 0,7 ml de metanol e 0,3 ml de dgua
deionizada (a) ou 0,3 ml de solugdo aquosa de EDTA 4,0 x lO—zM
(b), 38OC. Condig¢des de andlise por HPLC: wvide (tem 4.1.4.,
pdgina 54. As porcentagens de transesterificacdo foram calculadas
como descrito no ftem 4.1.3., pdgina 53.

No caso em que o EDTA estava presente no melo

reacional foli observado o aparecimento de um precipiltado

branco apés 8 horas de reacgao.
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3.1.12. Influéncia da concentrac¢do de EDTA na transeste-

rificacdo de Moz-Asn-Leu—-Gly-OEt 5B homogeneilzado

A figura 16, pdgina 107, mostra as porcentagens
relativas de transegterificagdo observadas para as misturas
reacionais A, B, C e D nos tempos 0, 2, 4, 6, 8, 24 e 48 horas de
reagdo ( ftem 4.1.13., pdgina 59).

A influéncila da ceoncentracdo de EDTA na

velocidade de reacdo estd mostrada na figqura 17, pdgina 108 .

3.2. Transesgsterificacdo de Moz-Asn-Leu-Gly-OEt-recristalizado.

3.2.1. Caracterizag¢do de Moz-Asn-Leu—-Gly-OEt- recristali-

zado 3R.

O peptideo 3R obtido apds recristalizagio dé 3B no
sigstema de sgolvente etanol/ 4gua, apresentou as seguilntes

caracteristicas:
(6]
PF = 193-196 C

HPLC: t = 4.8 min (MeOH/H O, 7:3 (v/v); 1,0 ml/min)
R 2
CCh: Rf = 0,22; Rf = 0,51; Rf = 0,71
B D E
Andlise elementar: Calculado: C 55,86; N 11,34; H 6,94

Observado: C 55,45; N 10,73; H 7,02

® = (DMF, 1%)
D
1
RM H (200 MHz, DMSO-d , TMS):
6
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Figura 16. Cinética de transesterificagdo em metanol de Moz-Asn-
Leu-Gly-OEt 5B~ homogeneizado na presenga de EDTA. <Condigdes
experimentais: 6,1 x lO—émol (3,0 mg) de Moz-Asgsn-Leu-Gly-OEt; 0,7
ml de metanol e (@) 0,3 ml de &gua, (+) 0,28 ml de dgua e 15
ul de EDTA 4 X 10_3 M, (O 0,15 ml de dgua e 0,15 ml de EDTA
40x lO—3M, (V) 0,3 ml de EDTA 4,0 x lO—3M; 38O C. Condigles de
andlise: wvide ftem 4.1.4., pdgina 5% . As porcentagens de
transesterificacdo foram calculadas como descrito no ftem 4.1.3.,

pdgina 53. 5B refere-gse ao Moz-Asn-Leu-Gly-OEt bruto obtido na

sintese 5 (tabela 8 , pdgina 82 ).
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Figura 17. Influéncia da concentracao de EDTA na velocidade de
transesterificagdo em metanol de Moz-Asn-Leu-Gly-OEt 5B-homoge-
neizado. Condigdes experimentais: vide figura anterior,
pdgina 10t. cCondigdes de andlise por HPLC: vide ftem 4.1.4.,
pdgina 54. As velocidades foram calculadas a partir das
porcentagens de transesterificag¢do encontradas em 6 horas de

reacao.
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0] 0] 0] 0]
I I I I
CH O0- ~CH -0-C-NH-CH-C~NH-CH-C-NH-CH -C
3 2 | | 2 N\
CH CH O0~-CH -CH
| 2 l 2 2 3
C CH
/ o s N
H N CH CH
2 3 3
(a): 0,82 (d, 3m) (h): 3,77 (4, 21)
(b): 0,87 (4, 3H) (1): 4,07 (g, 2H)
(c): 1,18 (t, 3H) (3): 4,94 (s, 2H)
(d): 1,48 (m, 2H) (k): 6,94 (d, 2H, J = 8,8 Hz)
(e): 1,62 (m, 1lH) (1): 7,38 (d, 2H, J = 8,8 Hz)
(€): 2,38 (4, 2H) (m): 7,31 (s, 1H)
(g): 3,72 (s, 3H) (n): 8,00 (4, 1lH)

(o): 8,30 (t, 1H)

O espectro obtido estd mostrado na figura 18,
pdgina 110..

Os peptideos 4R, 5R e 10R, obtidos apdés a
recristalizacdo de 4B, 5B e.ld% em etanol/ dgua, apresentaram

caracteristicag idénticas as acima descritas para 3R.

3.2.2. Cinética de transesterificacdo em metanol de Moz-

Asn-Leu-Gly-OEt-recristalizado

Os peptideos 3R, 4R, SR e 10R n3o sofreram
transesterificac¢ioc quando incubados em metanol nas condigdes

descritas no f{tem 4.2.2., pdgina 59
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3.2.3. Cinética de transesterificag¢ao em metanol de Moz-
Asn-Leu—-Gly-OEt 7B e 10R na presenca de Moz—-Asn-

Leu-Gly-OEt 5B e 8B.

0g8 resultados obtidos no estudo comparativo da
transesterificacdo de 5B ou 8B em metanol, de 7B e 10R em
solugBes metandlicas de 5B e de 8B realizado como descrito no
{tem 4.2.3., pdgina 59 , estdo expressos na tabela 16 , pdglna
112

As figuras 19 e 20, pdginas 113 e 114, mostram os
resultados da cinética de transesterificagdo de 7B na presenga de
diferentes concentragdes de 5B e a influéncia da concentracgdao do
peptfdeo 5B na velocidade de transesterificagdo de 7B em metanol

respectivamente.

3.2.4. Cindtica de transesterificacdao de Moz—-Agn-Leu-Gly-
OEt 7B em solugles metandlicas de diferentes
concentracgodes de acetato de cdlcio e

caracterizacgdo do produto obtido nestas reacgdes.

A figura 21, pdgina 115, expressa os resultados da
cinétlica de transesterificag¢dao do tripeptideo encontradas no
estudo realizado de acordo com o método descrito no Item
4.2.4., pdgina 60 . O produto obtido na incubacdo F apresentou as
segultes caracteristicas apds recristalizacao em etanol/ dgua:

PF = 199—2010C
HPLC: t = 4,2 min (MeOH/H O, 7:3 (v/v), 1,0 ml/min)
CCD: RfR= 0,17; Rf = 0,40;2Rf = 0,67
B D E
Andlise elementar: Calculado: C 54,99; N 11,66; H 6,71

Obsgerwvado: C 51,08; N 10,56; H 6,20
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Figura 19. Cinética de transesterificagdo de Moz-Asn-Leu-Gly-OEt

7B em metanol na presenca de Moz-Asn-Leu-Gly—-OEt 5B. Condigdes

experimentais: 6,1.10—6mol de 10R ( Y, 5,1.10—6 mol de 10R e
l,0.10_6mol 5B ( ) 4,1.10—6m01 de 10R e 2,0.10_6mol de 5B ( ),
3,1.10_6m01 de 10R e 3,0.10_6m01 de 5B ( ); l,O.lO_émol de 10R
e 4,0 x 10—6mol de 5B ( ); 6,1.10-6mol de 5B ( ); wvolume total

o
= 1 ml, metanol 38 C. Condigdes de andlise por HPLC: wvide 1{tem

4.1.4., pdgina 54 As porcentagens de transesterifica¢des foram
calculdas como descrito no ftem 4.1.3., pdgina 53 . 5B refere-ge
a Moz-Asn—-Leu-Gly-OEt bruto obtido na sintese 5 (tabela 8 ,

pdgina 82). lOR refere-se ao 10B recristalizado em EtOH/H O.
2
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Figura 20. Efeito da concentracdao de 5B gobre a velocilidade de
transesterificac¢do de Moz-Asn-Leu-Gly-OEt 7B em metanol.
Condi¢8es experimentais: wvide figura anterior, pdgina ii3.
Condigdes: vide ftem 4.1.4., pdgina 54 , As velocldades foram
calculadas a partir das porcentagens de transgesterificacgdo

encontradas em 6 horasgs de reacgio.
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Figura 21 . Cinética de transesterificacdao de Moz-Asn-Leu-Gly-OEt
ig;- em sSolucgdes metandlicas de diferentes concentra¢des de
Ca(Ac) . Condigdes experimentais: 6,1 x 10_6m01 (3 mg) de pepti-
deo e i ml de soluc¢3o metandlica contendo Ca(Ac), nas seguintes
quantidades: 6.1 x lO—gmol (@) L&D q Bgkime 10—8m01; E] o Bell =
lO—Ymol; (A), 3,0 x 10—6mol; (’), 6,0 x 10—6m01; (V), 250 5t
loﬁimﬂ.de 380C. Condi¢des de andlise por HPLC: vide ftem 4.1.4.,

pdgina 54. As porcentagens de transesterificacdo foram calculadas
como descrito no ftem 4.1.3., pdgina 53. 10R refere—-se a Moz—-asn-
Leu-Gly-OEt 10B (tabela 8 ; pdgina 82 ) recritalizado em

ELOR/H C.
2
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1
RM H (200 MHz, DMSO-4 , TMS) :
6
O O 0 O
I I I /
CH 0OXO0>CH - 0 - C - NH-CH-C-NH -CH -C ~NH - CH - ¢
3 2 I I 2\
CH CH O-CH
| 2 | 2 3
C\ CH
/ 0 / T CH
NH CH 3
2 3
(a): 0,88 (4, 3H) (h): 3,87 (4, 2H)
(b): 0,93 (4, 3H) (1): 5,00 (s, 2H)
(¢): 1,54 (m, 2H) (3): 6,97 (4, 2H, J = 8,8 Hz)
(d): 1,70 (m, 1H) (k): 7,02 (s, 1H)
(e): 2,50 (4, 2H) (1): 7,35 (4, 2H, J = 8,8 Hz)
(f£): 3,68 (s, 3H) (m): 7,45 (s, 1lH)
(g): 3,81 (s, 3H) (n): 8,06 (4, 1lH)
(o): 8,45 (t, 1H)
O espectro obtido estd mostrado na figura 22,
pdgina 117,
A figura 23 , pdgina 118 |, mostra o efeito da
concentragdo de acetato de cdlcio na velocidade da reacdo de

transesterificac¢do em metanol

3.2.5. Cinética de
metandlicas de

Gly—-OEt 10R em

A figura

obtidos no estudo da

24,

influéncia da concentracdo de

do tripeptideo 7B.

transesterificacio em solugdes

acetato de cdlcio de Moz-Asn-Leu-

diferentes concentracdes

pdgina 119, mostra os resultados

Moz-Asn-Leu-



g/

117.

A
.NIEOOv\ (dY)ED 9p EDI[QUE]3W OESN]OE W

9

. o}
190-A1D-N3J-UEY-ZOW 3P OESEDIIFIIDIEISUEI] PU IJUEJ[NEIL ANO-A1D-NIT-UEY-ZOW 3P P-0SWA Wd H WY @p 0J1>3ds3g "7 BANOI
_K19-na7- E5e5131 ﬁ
¢ ' Hd4 . . , . .
[ ) 11 1 . 1 w | ; 8 .
| | i : ﬁ\m AU i ﬂ\m/a\m T
; o & r
= : X = 2 oo
e, \ ./ / // N " : /
NN O N N )
W e
- ; i - — =
—— -1

ﬁ|{1u{n u@ﬂl \\\:JDJ !

Em —aum osia Y

_ !

f |

([9)° (q)o

£ € w
HO HD 2 )
p :,O\ IZ/@\O

> b e °H

__
Nz I ! Z Mu
o- IolI2|DlIOlIZJﬁlIQtIZ(@lOIIo O HO
7 u g 0 Lo

y o



males/h)

-8

(x 10

Vv

118.

40
m
L -
30 o
e
e
- o
f"'-D -
20 -
-~ /f
S - “__J’-
— ./ i
10 "
[}
/
0] - 1 | i ! | I 1
0 20 40 60
-4

[CalAc), lix 10 M)

Figura 23. Influéncia da concentragdo de Ca(Ac) na velocidade de

2 'e
i L .
transesterificagdc em metnawl de Moz-Asn-Leu—-Gly-OEt IOR. Condi-
c3es experimentais: vide tabela anterior, pdgina 112. Condigdes

de andlise por HPLC: wvide
foram calculadas a partir

encontradas em 6 horas de

{tem 4.1.4., pdgina 54 . As velocidades
dag porcentagengs de transesterificacgédo

reacdo.



100
o __~———ffffttﬁig
T P 5

~ = - -
E)_r' ‘_.___.,——'""_ __J.—f"‘—_r A

80 -_-_/::'__,i_n Py

'S /' ™ -

- - -
i) I~ e "/A
o, e L ot
— e -7 -
o 60 e _
\"" - - /f‘
= B ;i,« )
= el
- ¥ __-
Q& g0 F JARS
=~ £,
w0 9 A

: n Ay
g_% /_/["("-,'/.
1_. l,'l_\.-"
= 2oL—q§@L
© A
= A

O= I | ! | I | t | 1
0 10 20 30 : 40 50

e EETAT S ST
temoo (Y

Figura 24. Cindtica de transgesgterificacdo de Moz-Asn-Leu-Gly-OEt

10R em diferentes concentragdes na presenca de Ca(Ac) . Condicgdes
experimentais: (@) 6,1 x lo_emol (3 mg), (A) 3,0 x fO—6mol (1,5
mg), (Q) 6,1 x 10_6m01 (0,6 mg), (A) 3,0 x lO_6m01 (0,3 mg) de
peptideo, 6,1 X lO_6mol (0,61 ml de solugdo metandlica 1 x lO—2 M)
de Ca(Ac) , 3,4 mol de MeOB (volume total = 20 ml), 38 C? Con-

digbes dezanélise por HPLC: vide ftem 4.1.4., pdgina 54 . As

porcentagens de transesterificagcdo foram calculad s como descrito
no ftem 4.1.3., pdgina 53. 1l0R refere-se ao Moz-Asn-Leu-Gly-0OEt

10B (tabela 8 , pdgina 82 ) recristalizado em EtOH/H O dgua.
: 2
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Gly—OEt\/na porcentagem de sua transesterificacdo em metanol,

realizado segundo o método descrito no item 4.2.5., pdgina g1. ©O

grdfico em funcdo da velocidade de reacgao estd mostrado na figura

25, pdgina 14

3.2.6.

cagdo de Moz-

Cinética de transesterificagdo de Moz-Asn-Leu-Gly-
OEt 7B em sgsolucgdes metandlicas de cloreto de

cdlcio, acetato de sdédio e cloreto de sdédio.

03 regultados obtidos no estudo da transesterifi-

Asn-Leu-Gly—-QEt 7B na pregengca destes sais na

proporcdo peptideo:sal 1:1 (mol/mol), realizado conforme descrito

no Item 4.2.6.,

122

3.2.7.

pdgina 62 estdo mostrados na tabela 17, pdgina

Cindtica de transesterificagdo de Moz-Asn-Leu-Gly-
OEt 7B em 3solugdes metandlicas da mistura cloreto

de cdlcio/ acetato de sdédio.

Ag porcentagens relativas de Moz-Asn-Leu-Gly—-OMe

formado a partir da trangesgsterificagdo de Moz-Asn-Leu-Gly-OEt 7B,

realizada nas condigoes descritas no I{tem 4.2.7., pdgina62 |,

encontram-se expresgssas na tabela 17, pdgina 122.

4. Estudo conformacional de Moz-Asn-Leu-Gly-OEt 3B, 8B e 3R

1

Os espectros de BRM H, (400 MHz) em DMSO-d de Moz-Asn-

Leu-Gly—-OEt 3B

6
e 8B- homogeneizados e recristalizado 3R esgtdo

mostrados nas figuras 26, 27, 28, 29, 30 e 31 , pdginas 123 ,124

125, 126 127 e 128 . As porcentagens de "Nuclear

r
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Figura 25. Efeito da concentragdo de Moz-Asn-Leu-Gly-0OEt 10R na

sua transesterificag¢do em
¢8eg experimentais: vide
de andlise por HPLC: vide
foram calculadas a partir

encontradas em 6 horas de

gsolugdes metandlicas de Ca(ac) . Condi-
2

tabela anterior, pdgina 112 . Condigdes

{tem 4.1.3., pdgina 53 . Ag velocidades

das porcentagems de transesterificacgdo

reacgao.
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Figura 26. Espectro bidimensional de RMH em DMSO-d de Moz-Agn-
6

Leu-Cly-OEt 3B-homogeneizado, 400 MHz (NOESY). 3B refere—-gse ao

Moz-Asn-Leu-Gly-OEt bruto na sintese 3 (tabela 8 , pdgina 82 ).
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Figura 27. Espectro bidimensional de BRMH em DMSO-4 de Moz-Asn-
6

Leu-Gly-0OEt 3B-homogeneizado, 400 MHz (NOESY). 3B refere—-ge ao

Moz-Agn-Leu-Gly-OEt bruto na sintese 3 (tabela 8 , pdgina 82).
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129,
Overhauser Effect” (NOE) detectadas estdo mogstrades nos

respectivos espectrog juntamente com as atribuigdes dos picos.

Os espectros Raman realizados ndo foram apresentados,
sendo que uma explicagdo adequada pode ser encontrada na
discussdo dos resultados, pdgina 175

0s resultados obtidos nos egpectros RMlH a (400 MHz)
DMS0O~d contendo cloreto de cdlcio do tripeptideo recristalizado

6

3R realizados ( ftem 4.3., pdgina 63 ) est3do mostradoz na

tabela 18 , pdgina 130

5. Transesterificagdao de Z-Agn-Leu-Gly-OEt (A&), Boc-Asn-Leu-Gly-
. t

QEt (B), Moz-Asn-Leu-Gly-0Bzl (C), Moz—-Asn-Leu-Gly-OBu (D),

Moz-Gln-Leu-Gly—-OEt (E), Moz-Asn-Ile-Gly—-OEt (F) e Moz—-Asn-

Leu-Ala-0OEt (G) em metanol.

5.1. Transegterificagdo de A,B,C,D,E,F e G brutos.

As porcentagens relativas de transesterificacao
encontradas no estudo realizado segundo o método descrito no ftem

' 63 134

5.1., pdgina 428., est3o expressas na tabela 19, pdgina & ,

juntamente com as condig¢des utilizadas para andlise por HPLC.

5.2. Transegterificagiaoc de B,C,D,F e G brutos em golugdes

metandlicas de acetato de cdlcio.

A tabela 20, pdgina 132 mostra os resultados obtidos no
estudo da transesterificacdo dos pepti{deos brutos B,C,D,F e G em
solugdes metandlicas de acetato de «cdlcio (condigdes descritas
no {tem 5.2., pdgina 64 ). Também estdo expressas as condigdes

de andlise por HPLC utilizadas.
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133.
A figura 32, pdginal134, mostra o perfil cromatogrdfico

de Moz-Asn-Leu-Gly-0Bzl em solucdo metandlica de acetato de
cdlcio (condicdoes descritas no ftem 5.2., pdgina 64 ) em 0 e 6

o
horas de incubacdo a 38 C.

5.3. Transesterificacdo em sSolugles metandlicas de acetato de

cdlcio de A,B,C,D,E,F e G recristalizados.

Os resultados encontrados no egtudo cindtico da incubag¢ado
de A,B,C,D,E,F e G recristalizados em solug¢les metandlicas de
acetato de cdlcio (peptfdeo/Ca(II), 1l:1 (mol/mol)) nas condigdes
descritas no ftem 5.4., pdgina 65, est3o mostrados na tabela
21 , pdgina 135 . Na mesma tabela estd3o expressas as condigdes

utilizadas para andlise por HPLC.

6. Transesterificagdo de ésteres de peptideos em solucgdes

metandlicas de acetato de cdlcio.

6.1. Estudo qualitativo

A tabela 22, pdgina 136, mostra as condigdes
experimentals wutilizadas e o3 resultados obtidos no estudo
preliminar qualitativo da 1incubagdo em solucdes metandlicas de
acetato de <cdlclo dos peptideos Z-Asn-Leu-OEt, Z-Asn-Phe-0Bzl,
Boc~-Leu-Gly-OEt, Z-Pro-Leu-Gly-OEt, Boc-Ile-Gly-OBzl, Z-Asn-Leu-
0Bzl, Z-Asn~Phe-0OEt, Moz-Asn-Ile-Gly-0OBzl, Z-Pro-Leu-Gly-0OBzl,
Z—Asn—Cys(S-le)—OBut, Z—Cys(S—le)—Tyr—OBut e Z-Cys(S-Bzl)Tyr-

t

Ile-0OBu , o qual foli realizado sequndo o método geral descrito no

ftem 6.1., pdgina gs.

A figura 33, pdgina 137 , mostra o perfil cromatogrdfico



_ ;._JK___

\ | | |

i
0 2 4 60 2 4 B
tempo [ min)

Figura 32. Perfil cromatogrdfico de Moz-aAsn-Leu-Gly-0OBzl imedia-

tamente apds sua dissolucdo em solucd3o metandlica de Ca(Ac) 1l x
-2 o 2
10 M (1) e apés 6 horas de incubac3o a 38 C (2) Condigdes de and-

lise: eluente = MeOH/H O, 7:3 (v/v), fluxo = 2 ml/min, detec-
2
¢do = 254 nm, sensibilidade = 0,1, registro = 0,1 mm/seg. Tempog

de reteng¢3o: 2a = 1,5 min, 2b = 2,2 min, 2c = 4,0 min.
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h
| ! [ | | ! I
0 2 4 6 8 0 2 4 6 8
tempo (min)

‘igura 33. Perfil cromatogrdfico de HPLC de Boc-Ile-Gly-0Bzl

mediatamente apds a dissolucdo em solucio metandlica de Ca(Ac)
0 2
a) e apdés 3 horas (b) a 38 C. Tempos de reten¢3o observados: a =

8 min; b = 1,7; be= 2,7 e b = 5,8 min. Condigles de andlise:
1 2 3
tluente = MeOH/H O, 7:3 (v/v); fluxo
2
Im, sSensibilidade: 1, volume injetado

1 ml/min, deteccgdo = 20

(o))

10 ul, registro = 0,1

m/seqg.
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obtido 1imediatamente apds a dissolucdo de Boc-Ile-Gly-0OBzl em
solucd3o metandlica de acetato de cdlcio e apds 3 horas de

o)
incubagdo a 38 C.

6.2. Estudo quantitativo

0 estudo quantitativo realizado segundo o {tem 6.3.,
pdgina 66, forneceu as porcentigeans de tramnsegteriificagdo

descritas na tabela abaixo para 72 horas de incubacgdo:

Tabela 23 . Transesterificagdo de diversos peptideos am metanol

na presenga de Ca(Ac)

 beptraeo Transesterificacao
(3)

z-asa-Leu-oEt 28
Z-Asn-Phe-0OEt 36
Boc-Leu-Gly-OEtL 90
Z-Pro-Leu-Gly—-OEt 81
Z-Asn-Leu-0Bzl 73
Z-Asn-Phe-0Bzl 91
Boc~-Ile-Gly-0OBzl 100
Moz-Asn-Ile-Gly-0OBzl 53

___________________________________ ;_____________________________

Ag i1ncubagdes foram realizadas a 38 C por 72 horas. Condigdes de
andlise por HPLC: vide tabela anterior, pdgina 136 . As porcenta-
gens de transesterificacdo foram calculadas como descrito no ftem
5.2., pdglna 64 .

A tabela 24, pdgina 139, mostra as porcentagens de
transesterificacdo dos peptideocos acima descritos encontrados no
estudo comparativo de sua transesterificacgiao em solugdes

. . ] ' P DA T
metandlicas de acetato de Célcloﬂwﬂ/@mpﬂ”ﬁ#ﬁlhﬂﬂ*”‘““ e rben e can
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6.3. Caracterizacido dos produtos obtidos na transesteri

(p): 8,40 (t, 1Rm)

ficagan

total de Z-Asn-Leu-Gly-0OEt (a), Boc~Leu-Gly-0OEtL (B)
Boc-Ile-Gly-0Bzl (C)
Os produtos obtidos na transesterificacdo dos peptideos
A,B e C em metanol realizada de acordo com o método descrito no
{tem 6.4., pdgina 67 , apresentaram as seguintes caracteris-
risticas:
peptideo B
Andlise 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 ¢
HPLC: t = 4,8 min (MeOH/H O, 7:3 (v/v); 1,0 ml/min)
R 2
CCD: Rf = 0,17; Rf = 0,40; Rf = 0,69
1 B D E
RM H: (400 MHz, DMSO-d , TMS) :
6
o} O o} o}
Vi V] Vi 7
<::>-CH S0 = G S~ g o = N e = NH - CH - ¢
2 | | =2 ¥
CH CH 0 —= CH
2
2 I
| — CH=—CH
‘e CH 3
V4 %O 5
NH
2
(ppm): (a): 0,81 (4, 3H) (h): 4,30-4,35 (m, 2H)
(b): 0,87 (4, 3H) (1): 5,02 (m, 2H)
(@) 9 "LAas: (By 28) (3Y: 6,95 (=, 2H)
(e e - L.88 {m. 1) (Ly: F.3%¢ (g, 48)
(&) : 2,42 (&, 2H) (m): 7,40 (s, 1H)
(204 30-32 ds, S (RY & 7,30 (4,1
(gl 3,80 (4, 2%} (0): 8,05 (t, 1BH)
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1

O espectro de RM H estd mostrado na figura 34,

pdgina 142,

peptideo B:
Andlise elementar: Calculado: ¢ 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 0, 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, DMSO0O-d , TMS) :
6
CH O 0 0
I3 1 I /
CH -C-0-¢C~-NH -CH - C - NH - CH - ¢
3 | | 2 \
CH CH O - CH
3 | 2
CH
ci ey
3 3
(ppm) : (a): 0,83 (d, 3H) (£): 3,60 (s, 3H)
(b): 0,86 (d, 3H) (g): 3,70-3,90 (dq, 1H)
(c): 1,38 (s, 3H) (h): 3,95-4,05 (m, 2H)
(d)y: 1,43 (4, 2H) (1): 6,88 (4, 1H)
(e): 1,56-1,63 (m, 1H) (3): 8,20 (t, 1H)
1
O espectro RM H obtido estd mostrado na figura 35,
Padgina 143.

peptiden C:
Andlise elementar ($): Calculado: C 55,61; N 9,26; H 8,67
Encontrado: ¢ 52,38; N 11,10: g 6,37
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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CcCh: RE = 0,67; RE = 0,70; RE = 0,65

A B D
1
RM H (400 MHz, DMSO-d , TMS):
6
CH 0 0 0
| 3 I I /
CH - C-0-C~-NH-CH-C~-NH-CH - C
3 1 I 2 \
CH CH - CH : O - CH
3 | 3 . 3
CH .
| 2
CH
3
(ppm): (a): 0,80 (m, 3H) (e): 1,72 (s, 2H)
(b): 0,83 (m, 3H) (€): 3,61 (s, 3H)
(c)y: 1,10-1,20 (m, 1lH) (g) 3,75-3,95 (m, 3H)
(d): 1,37 (s, 3RH) (h): 8,30 (t, 1lH)

1
O espectro de RM H estd mostrado na figura 36,

pdgina 145

7. Transesterificagdo 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

presenca de acetato de cdlcio.
7.1. Estudo qualitativo
Este estudo realizado conforme o método descrito no Item
7.1., pdgina 67 y nas condigdes experimentals expressas na
tabela 25, pdgina 146, forneceu o8 resultados mostrados na mesma

tabela.

7.2. Estudo guantitativeo e caracterizagdo dos produtos obtidos
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Foram obtidos 9,8 nmg e 75,0 mg dos produtos da

cransesterificacdo de 4 e 5 em solucdes metandlicas de acetato de

zdlcio ( ftem 7.2, pdgina 68 ). Todos eles se mostraram

cromatograficamente pPUros e apresentaram as segulntes

taracterfsiticas:

>roduto 4:

Andlise elementar (%): Calculado: C 55,61; N 9,26; H 8,67
Encontrado: C 55,92; N 8,65; H 8,78

Andlise de aminodcidos: Leu 0,%97; Leu 1,03

o ]
P.F. = 131-132 C (Lit = 104-105 C, Dutta e Morley, 1971).
BPLC: t = 5.3 min (MeOH/H 0, 7:3 (v/v), 1,0 ml/min)
R 2
CCD: Rf = 0,61; Rf = 0,68; Rf = 0,72
B D E
1
RM H (200 MHz, DMSO-d , TMS):
6
CH 0 0 0
| 3 Il | J
CH-C-0-C-NE=-CH=-C~-NH-CH - c
3 | 2\
CH cH 0 - CH
3 | 2 3
CH
7N\
CH CH
3 3
(ppm) : (a): 0,83 (d, 3H) (£): 3,60 (s, 3H)
(b): 0,86 (d, 3H) (g): 3,77-3,91 (dq, LH)
(c): 1,40 (s, 3H) (h): 3,93-4,00 (m, 2H)
(d): 1,43 (d, 2H) (1): 6,88 (4, LH)

(e): 1,57-1,63 (m, L1H) (3): 8,22 (t, 1lH)

1
O espectro de RM H est4 mostrado na figura 37,

pdgina 149
Produto S

Andlise elementar (¥) : Calculado: C 55,22: N 11,66; H

(o)}

» 71

Encontrado: C 54,99: N 11,93; H 7,03
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O
P.F. = 202-203 C
HPLC: t = 4,2 min (MeOH/H O, 7:3 (v/v), 1,0 ml/min)
R 2
CCD: Rf = 0,18: Rf = 0,24; RE = 0,63
B D E
1
BM H (200 MHz, DMSO-d , TMS):
)
e 0 o] o]
| I /
CH 00— -CH -0-C-NH-CH-C-NH~CH-C-NH~CH-C
3 2 | ; 2
CH CH o—CH\,3
Y 1 2 ‘
C CH
\Y
/o S AN
H N CH CH
2 3 3
(ppm) : (a): 8,45 (t, 1H) (g): 3,87 (4, 2H)
(b): 8,06 (d4, 1lH) (h): 3,68 (s, 3H)
(¢): 7,45 (m, 2H) (1): 3,68 (s, 3H)
(d): 6,97 (4, 3H) (31: 1,70 (m, 1lH)
(e): 7,35 (4, 38H) (1)y: 1,54 (t, 2H)
{(f): 5,00 (s, 2H) (m): 6,94 (4, 3H)
(n): 0,88 (4, 3H)
1

0 espectro e REM H estd mostrado na figura 38,

pdgina 149.
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UV - DISCUSSAO

1. Andlise e discussdo dos resultados

1.1. Sintese quimica de derivados de aminodcidos e peptideos

0s derivados de aminodcidos descritos na tabela 4,

pdgina 70 , foram sintetizados com o objetivo de utilizd-los como

reagentes na preparagdo quimica de peptifdeos ( ftem 3.1., pdglna
3b ), com excecdo de Moz-Gln-OH, Moz-Asn-OH, Boc-Asn-OH e H-
C?s(S-le)—OBut.HCI que foram usados como substratos em reacgdes
enzimdticas ( ftem 3.2., pdgina 46 ). Os peptideos mostrados na
tabela 5, pdgina 4 , foram utilizados como substratos em
sinteses enzimdticas ( ftem 3.2., pdgina 46 ) ou como padrdes

auténticos durante o desenvolvimento do trabalho.

Como se pode observar nestas tabelas/ todos estes
compostos foram caracterizados por determinag¢do de ponto de fusio
e de Rf em sistemas de solventes adequados, exceto H-Ala-OEt.HC1,
Boc-Leu-Gly~-0OBzl, Boc—Leu-Gly—OBut, Boc-Leu-Ala-OEt e Z-Pro-Leu-
Gly-NH , os quais foram obtidos na forma de d6leo e analisados
apenaszpor determinagdo de Rf. Os peptfdeos Moz-Asn-Cys(S-Bzl)-
Pro-Leu-Gly-NH e Moz-Asn-Leu-Gly-NH foram submetidos & andlise
elementar e dezaminoécidos { {tem l.Z?l. e 2.3., pdglnas 69 e
74 L as quais forneceram resultados bastante prdéximos dos
esperados. Tal cuidado se justifica pelo fato de os mesmos nédo
estarem descritos na literatura e terem sido sintetizados para
gervirem de padrdes auténticos nas reagdes de sintese enzimdtica
descritas no ftem 3.2.4., pdgina 49

De um modo geral, 08 compostos cristalinos apresentaram

valores de ponto de fusdo bastante préximos dos esperados, com
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excecdo de Boc-Leu-OH.H 0O, Boc-Cys(S5-Bzl)-OH e Boc-Pro-Leu-Gly-
NH . Tal diferencga podezser explicada pela utilizagdo de sistemas
dezrecristalizagéo diferentes dos descritos na 1literatura ou
ainda pelos diferentes graus de pureza dos compostos sintetizados
por ndés e os nela descritos. 08 compostos cujos pontos de fusio

egperados nio estdo descritos nas tabelas apresentadas, ndo foram

encontrados na literatura.

Sintese de Boc-Leu-Gly-Res e Moz-Asn-Leu-Gly—-Res

Como descrito no {tem 1.2.2., pdgina 72 , os peptidil-
regina Boc-Leu-Gly-Res e Moz-Asn-Leu-Gly-Res foram obtidos com
95,8 e 82,8t de rendimento respectivamente, calculando-se a
partir da Boc-Gly-Res empregada, cujo grau de substitui¢do era
0,277 mmol/g. Jd o rendimento da reagdo de sintese do tripepti-
dil-resina a partir de Boc-Leu-Gly-Res fol de ©96.7%. Estes
compostos foram analisados em sua composicdo de aminodcidos e os
regsultados encontrados ( {tem 1.2.2., pdgina 72 ) revelaram a

proporgdc egperada, o que confirma a sua obtencgdo. 0s
mesmos foram sintetizados para serem usados nas reagdes de

Lransesterificagio descritas no {tem 7, pdgina 67

1.2. Sintege enzimdtica de peptideos

t t
1.2.1. Z~-Asn-Cys(S-Bzl)-0OBu e Moz-Asn-Cys(S-Bzl)-0OBu

0 estudo da sintese degtes dipeptideos mediante catdlise
por termolisina fol realizado <com o objetivo de verificar a
viabilidade desta protease catalisar o8 acoplamentos entre

t
Z-Asn-0OH ou Moz-Asn-OH e H-Cys(S-Bzl)-OBu .HCl. Além disso/ como
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descrito no (tem II, pdgina 25 , a obtencdo deste peptideo
acregscentaria dados ao estudo da sintese enzimdtica de ocitocina
em desenvolvimento no nosso laboratdrio.

A egcolha da protegcdo da cadeia lateral do componente
aminico fol feita baseando-se no fato de que a termolisina € wuma
endopeptidase que requer resfiduos de aminodcidos hidrofdbicos
como doadores de aminogrupos tanto para hidrdélise, como para a
sintese de ligagdes peptidicas (Morihara, 1974). A presenga do
grupo benzil na cistefna mimetiza este cardter.

As condicdes de sgsintese testadas (tabela 6, pdgina 73 )
foram escolhidas com base na solubilidade dos reagentes e
produtos nos melos reacionais, bem como em sinteses de diversos
peptideos contendo asparagina jd descritas na literatura (Machini
de Miranda e col., 1986; Isowa e col., 1977; Isowa e Ichikawa,
1979). As mesmas, entretanto, ndo tiveram objetivos de comparar

08 rendimentos de reagdo em fungdo de um determinado fator

experimental (concentragdo de reagenteg, enzima ou tampdes
utilizados, tempo de reagao, proporg¢ao entre o8 componentes
carboxilicos e aminicos ou volume de solvente orgadnico

adicionado) e por este motivo em muitas reagdes realizadas
ocorreu varliac¢do simultdnea de doils ou mais fatores. Todos os
testes foram realizados em pequena esgscala e os produtos formados
foram detectados por cromatografia em camada delgada através da
comparacdo com og padrdes auténticos obtidos por catdlise de
papaina. Como se pode observar nesta tabela, em vdriogs meios
reacionals testados ocorreu a formagdo do produto desejado. Em
nenhum deles, entretanto, as quantidades de produto eram
gignificativas para que os mesmos fossem isolados e
quantificados.

Estea resultados sugeriram que o componente aminico H-Cys
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t
{S-Bz1)-0Bu .HC1 fogse inadequado como substrato para a

termolisina (apesar de seu cardter hidrofdbico adquirido pela
protecdo), jd4 que Z-Azn-OH e Moz-Asn-OH s8Se mostraram excelentes

componentes carboxflicos em reagdes catalisadas por egta enzima

(Machini de Milranda e col., 1986). Tal i1nadequagdo nao pode ser
atribufda a presenga do dtomo de enxofre da sulfidrila, pois
Isowa e Ichikawa (1979) obtiveram os dipeptideos

Moz-Glu(0-Bzl)-Met-NH , Moz-Met-Met-NH e Moz-Leu-Met—-NH com
rendimentos Superlorzs a 80%2. Também2 nao pode ser atribiida a
presenca 4o Jrupo benzflice como protetor da sulfidrila, pois oS
derivados de L-fenllalanina tem gSe mostrado dtimos substratos
para esta prctease (Isowa e Ichilkawa, 1979 e Isowa = <ol., 1979}).
O grupo terc-butil usado como protetor da carboxila também ndo
deve ser o responsdvel palo fato deste componente aminico ndo ser
um substrato adequado para esta protease, J& que Oka e ﬁorihara
(1980) obtiveram Z—Phe—Leu—OBut com 86% de rendimento mediante
catdlise por termolisina. Por outro lado, & sabido que o subsitio
S' do sitio ativo desta enzima consiste em uma cavidade
hidrofdbica restrita, incapaz de acomodar a cadeia lateral do

triptofano (Holden e Matthews, 1988). De fato, Morihara e Tsuzukl

(1970) mostraram que a relacdo K /K para a hidrdélise de Z-Gly-

-1 -1 cat M
Leu-NH & 2,7 seqg X mM , enquanto gque para Z-Gly-Trp-—-NH
2 2
agte valor & negligivel. A andlise do modelo Courtauld de

t
H-Cys(S-Bz1)-0Bu demonstrou dgue 3 presenc¢a simultdnea do 3dtomo

de enxofre e do grupo benzil torna a cadcila lateral da cisteina

mais volumosa em relagdo a de fenilalanina =@ metionina.

Provavelmente, tal wvolume excede o tamanho aceltdvel para a

interagao ao <subsitio 8’ da termolisina {de forma similar a
1

cadela lateral do triptofano), tornando esgste substrato inadequado

a ela.
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O0s padrdes auténticos de Z—Asn—Cys(S—le)—OBut e Moz-Asn-
Cys(S—le)—OBut utilizados foram obtidos com rendimentos 29 e 12%
respectivamente, através da catdlise por papaina nas condigdes
experimentals empregadas ( f{tens 3.2.2., 3.2.3., 2.1. e 2.2.,
pdginas 47, 48,72e 74). Tais sinteses foram realizadas com
base no trabalho de Pinheiro da Silva (1984) que obteve Z-Asn-

t
Cys(S5-Bzl)-OBu usando esta tiol-protease.

0 1.2.2. Moz-Asn-Cys(S8-Bzl)-Pro-Leu-Gly-NH

’ 2
Apegar de Matsubara e colaboradores (Matsubara e col.,
1969) 34 terem desgscrito que a termclisina ndo hidrelisa ligagodes
peptf{dicas do tipo XiY—Z onde Z é um resfduo de prolina,

decidimos estudar a sintese de Moz-Asn-Cys(S-Bzl)-Pro-Leu-Gly-NH

a partir de Moz~-Asn-OH e H-Cys(S-Bzll)-Pro-Leu-Gly-NH usandg
termolisina como catalisgador. Esta tentativa se jistifica
pelas razdes descritas no {tem IT, péginaZS e pelo nosso
conhecimento de trabalhos da literatura que mostram dados

controversos acerca da capaclidade de certas enzimas hidrolilisar e
sintetizar determinadas ligagdes peptfidicas. Em 1968, por exem-
plo, Morihara e colaboradores descreveram gue a hidrélise de Z-
Pro-Leu-NH por termolisina era insignificante (Morihara e col.,
1568) . Eniretanto, em 1970 Morihara e Tsuzukl demonstraram que
41% de Z-Gly-Pro-Leu-Gly-OH era hidrolisado na ligagdo Pro-Leu
por esta enzima (Morihara e Tsuzuki, 1970) e em 1979 Isowa e
Ichikawa obtiveram o dipeptfdeo Z-Pro-Leu-NH com 53% de
rendimento usando termolisina como catalisador (Igowa e Ichikawa,
1979). Estes mesmos dados, por outro lado, também sugeriram gue
paralelamente & sintese de Moz-Asn-Cys(S-Bzl)-Pro-Leu-Gly—-NH

2
pudesse ocorrer a hidrélise secunddria da ligacgcdo Pro-Leu do
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componente aminico H-Cys(S-Bzl)-Pro-Leu-Gly-NH . Egte tipo de
hidrélise secunddria, entretanto, € comum em sigtese enzimdtica
de fragmentos peptidicos e depende das condigdes experimentails
empregadas, sendo possivel minimizd-la e obter o produto desejado
com bom rendimento optimizando as condigdes de reacdo (Nakanishi
e col., 1986).

Como Se obsgserva na tabela 7, pdgina 76, foram testados
vdrios melos reaclonals diferentes. A maiorila deles sdao sistemas
bifdsicos formados de solugdes salinas ou tampdo e acetato de
etila. Nestes gistemas, os reagentes e produtos sdo mails soluvels
na fase orgdnica em relagdo a aquosa, o que diminul a exposigdo
dos mesmos a enzima gue permanece dissolvida na fase agquosa
(Nakanishi e «col., 1986). Em nenhuma delas a quantidade de
pentapeptideo formado, detectada pela andlise dos meilos rgacioais
por HPLC, foi superior a 2%. Em vdrias, entretanto, ocorreu a
formagdo de um precipitado (C,I,J,K,L,M) que foi 1solado por
filtragcdo, lavado e seco ( ftem 3.2.1., pdglna 46).

Conforme descrito no ftem 2.3., pdgina 74 , 08 resulta-
dos obtidos na andlise por CCD do precipitado C hidrolisado
sugeriram que o pentapeptideo pudesse ser obtido como precipitado
nas condig¢des experimentais da reagdo C. A 1intensidade das
manchas correspondentes a Asp, Leu e Gly, entretanto, era
visivelments malor em vrelagdo as correspondentes a Pro e
Cys(S-Bzl). A andlise do melo reacional K por CCD ndo demonstrou
a presenga da mancha correspondente a H—Cys(S—Bgl)—Pro—Leu—Gly—
NH , mas revelou a presenca de um composto de Rf superior ao de
Moi—Asn—OH e inferior ao do pentapeptideo desejado. Fol observado
por HPLC, como mostrado na figura 2, pdgina 78a presenga do pico

A-3 de tempo de retencdo igual ao do precipitado K obtido (B-2),

superior ao de Moz-aAsn-OH (A-1 e B-1l) e inferior ao do pentapep-—
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tideo, além de A-2. Os perfis cromatogrdficos obtidos em CCD e
HPLC dos meilos reacionais I,J, K,L e M e dos precipitados neles
i
obtidos (Figura 4, péginagf& forneceram resultados idénticos aos
encontrados para a sintese K.

Estes resultados sugeriram que nestas reag¢fes, ocorreu a
hidrélise da ligagdo Pro-Leu do componente aminico H-Cys(S-Bzl)-
Pro-Leu-Gly-NH e formagd3o do tripeptideo Moz—Asn—Leu—Gly—NHo,
resultante da geacéo entre Moz-Asn-OH e o H-Leu-Gly-NH . Por s;r
pouco soluvel nos sistemas de solventes utilizados, o iripeptideo
precipiltou. |

Para comprovar tal hipdtese, foram realizadas: 1l- sintese
de um padrdo auténtico de Moz—Asn—Leu-—Gly—NH7 através do

acoplamento entre Moz—-Asn-OH e H-Leu-Gly-OEt <catalisado por

termolisina (tabela 8, pdgina 82 ) e amondlise do produto obtido

({tem 3.1.20., pdgina 4l ); 2- as andlises simultdneas do mesmo e
do precipitado obtido na sintese K mostrado no item 2.3., pdgina
74 . A andlise cromatogrdfica do padrdo (P) e precipitado K (K)

forneceu valores similares de Rf (P: 0,82; K: 0,84) e t (P: 3,3
min; K: 3,5 min). As porcentagens do conteudo de Rcarbono,
nitrogénio e hidrogénio observadas para o precipitado K (C =
54,87, N = 14,87 e H = 6,99) foram prdximas as tedricas previstas
para Moz-aAsn-Leu-Gly-NH (C = 54,18; N = 15,04; H = 6,71) e as
observadas para o padrég (C = 54,31; N = 14,87; H = 6,86). Os
espectros de RMlH 2 0os resultados da andlise de aminodcidos
(figura 3 e {tem 2.3., pdginas 79 e 74 ) confirmaram que o
precipitado K era o tripeptideo Moz-Asn-Leu- Gly-NH

Apenas os precipitados J e M foram pesad052 devido ao
fato de terem se mostrado razoavelmente puros em HPLC (Filgura 4,

pdgina 81 ). 0Os rendimentos brutos foram de 24 e 322

respectivamente.
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E importante gsalientar que as reacgdeg M e N foram
realizadas na presenca de 1,4 butanodiol. Este solvente tem sido
utilizado em reagdes enzimdticas de semi-sintese de insulina com
o objetivo de proteger a 1insulina de hidrdlise secunddria (Rose e
col., 1983). 0s resultados obtidos mostraram que nestas reagdes
também ocorreu a hidrdélise secunddria de componente amfinico e
subsequente formacido de Moz-Asn-Leu-Gly—-NH (precipitado),

>
indicando que ndo houve a protegdo de H—Cys(S—gzl)—Pro—Leu—Gly—
NH . Isto pode ser explicado pela malor especificidade do

2

subsgsitio S’ pelo regsfduo de leucina em relagdo ao de <cisteina
1

protegida <com o grupo benzil.
1.2.3. Moz-Asn-Leu-~-Gly-0OEt

Este tripeptideo fol sintetizado com o intuito de
obter o padr3o Moz-Asn-Leu-Gly-NH ( ftem anterior, pdgina 155)
através de sua amondlisgse. Para taito, foli realizado o acoplamento
entre Moz-Asn-OH e H-Leu-Gly-0OEt via catdlise por termolisina. 0
mesmo havia sido previamente realizado com DCC e HOBt com
rendimento bruto de 202 (escala de sintese = 1 mmol), sendo a
quantidade de tripeptf{deo obtida muito pequena para submeter a
purificacdo e amondlisge.

A sintese No. 1 realizada nas condigdes descritas

na tabela 8, pdgina 82 , forneceu o produto desejado com 44%

de rendimento. Suas andlises confirmaram a sua natureza qQuimica
e a auséncia gqualisquer de contaminantes orgdnicos. Entretanto,
como precaugdo, o mesmo foil submetido a recristalizagdo em

metanol/ d4gua para posterior amondlise. Durante sua dissolugdo em
metanol, ocorreu transformacdo parcial do tripeptideo evidenciada

por CCD e HPLC (Eogreswyw _ p&kgree=89 . O subproduto formado
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apresentou Rf e t ligeiramente menores (Rf = 0,65; t = 4,5 min)
F R
que os observados para o peptideo original (Rf = 0,68, t = 4,8
F R
min) . Por essga razdo, fol realizada a sintese No. 2 que forneceu

o tripeptideo puro com 62% de rendimento. O mesmo f£o1 amonolisado

apds a lavagem e sSecagem a vdcuo, para a obtencdo do padrao

auténtico de Moz-Asn-Leu-Gly-NH necessdrio ( Iftem 2.3.), pdglna
2

74 0g8 rendimentos encontrados negstas sinteses mostram que o

método enzimdtico demonstrou ser mals adequado a obtencdo de Moz-
Asn-Leu-Gly-0OEt que o quimico, 5 gue confirma nossos dados
anteriores de sintese enzimdtica de outros tripeptideos de
egfrutura semelhante contendo asparagina (Machini de Mirandé e
col., 1986).

As outras sintesges descritas (tabela 8, pdglna 82)
foram feltas em condicdes similares e em escalas diversas com o

intulito de c<obter vdrias partidas de Moz-Asn-Leu~-Gly-0OEt, que nos

possibitassem estudar mals detalhadamente a transformagao

obgervada em metanol. Como se obsgerva no ftem 2.4., pdgina 80

todos eles apresgentaram os mesmos valores de Rf e t do Moz-Asn-
3 3B R

Leu-Gly-0OEt obtido na sintese ¥ (IB) e por essa razdo ndo foram
submetidos a outras andlises.

A sintese de Moz-Asn-Leu-Gly-OEt ndo estd descrita
na literatura e por 1sso o ponto de fusdo esperado ndo foi

apresentado.

1.2.4. Z-Asn-Leu-Gly-0OEt, Boc—-aAsn-Leu-Gly-0OEt, Moz-Asn-
t

Leu-Gly-0Bzl, Moz-aAsn-Leu-Gly-OBu , Moz-Gln-Leu-

Gly-0OEt, Moz-Asn-Ile-Gly-OEt e Moz-Asn-Leu-Ala-

OEt.

Estes tripeptideos foram sintetizados enzimatica-
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mente nas condic¢des descritas na tabela 9, pdglna 86 e os
rendimentos obtidos foram superiores a 50%, com excegdo de
Boc—-Asn-Leu-~-Gly-OEt (25%) e Moz—Asn-Leu—Gly—OBut (223%) . Estes
rendimentos sdo =ignificativamente menores que o= encontrados por
nds na sintese de Moz-Asn-Ile-Gly-0Bzl (88%), Moz-Asn-Ile-Ala-
OBzl (95%), Moz-Asn-Ile-Leu-0OBzl (88%) e Moz-Asn-Ile-Phe-0OBzl
(89%) em condigdes de reacdo simllares (Machinl de Miranda e
col., 1986). Esta diferenca pode ser atribufda ao fato de ndo ter
s1do realizado um e=ztudo metodoldglco para a determinac¢do das
condicdes dtimas de gintese destes tripeptideos. Tal =2studo nadc

fol realizade porgque o nosso interesse era obter estes compostes

apenas em Jquantidades suflcilentes para sua utilizagdo como

reagentes nos estudos descritos no ftem 5, pdgina 63 , cujos
resultados serdo discutidos no I{tem 1.5., pdglina 176 , desta
segao. Evidentemente, também nos interessava testar a

possibilidade de obtencdo destes compostos wvia catdlise por
termolisina para dar continuidade ao estudo de ilncorporacado de
Nx—acil—L—asparagina a peptideos pelo método enzimdtico.

Na tabela 10, pdgina 87 , gdo encontrados os
valores de Rf , tempo de reteng¢do, ponto de fusdo, conteudo

B,D,F

de aminodcidos e porcentagens de carbono, hidrogénio e nitrogénio
dos tripeptideos sgintetizados recristalizados em etanol/ dqua.
Estes resultados demonstraram qgque o8 produtos obtidos sdo

realmente o8 peptideos desejados. E possivel, entretanto,

obsgservar nesta tabela algumas diferencas entre os vwvalores do

conteudo de carbono, hidrogénio e nitrogéno tedricos e
encontrados para os peptideos Boc—-Asn-Leu-Gly-0OEt, Moz—-Asn—-Leu-
t

Gly-0OBu e Moz—-Asn-Ile-Gly-OEt. Estes compostos, como 33 foi
citado acima, gse mostraram cromatograficamente puros em CCD e

HPLC, faixa egtreita de fusdo e composigdo de aminodcidos
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egperados, o que nos impossibilita explicar tais diferengas.
Devido ao fato das rea¢des de sintese terem sido
realizadas em condig¢des experimentals similares mas nd3o idénticas

e em escalas diferentes, nd3o nos fol posgsivel comparar os

rendimentos obtidos. Entretanto, pudemos concluir que:

1. Boc-Asn-Leu-Gly~-OEt fol obtido com menor rendimento em relacdo
a Z-Asn-Leu-Gly-OEt e Moz-Asn-Leu-Gly-OEt provavelmente
devido a dois fatores: a- mailor solubilidade no melo
reacional, a qual fol confirmada pela necessidade de adigao de
(NH ) SO0 a reag¢do para sua precipitacdo; b- menor interacgao
do Zruéo qBoc- com o subgitio § da termolisina. Esta udltima
hipétese € baseada no trabalhozde Fruton que determinou que o
valor de K /K (mln_l.mmai na sintese de Boc-Phe-Leu-

cat m
NHPh é 49 %3 e de Z-Phe-Leu-NHPh ¢ 73t 5 (Fruton, 1983).

2. H—Leu-Gly—OButse mostrou quase insoludvel no melo de reagao,
0 que provavelmente acarretou uma menor extensdao de sintese de
Moz—Asn-Leu—Gly—OBut em relagdo a Moz-Asn-Leu-Gly-OEt e Moz-
Asn-Leu-Gly-0Bzl.

3. Em geral nas condigles experimentais wutillizadas, foram
necessdrios tempos de reagdo mals longos gque os usados na
sintese dos tripeptideos Moz-Asn-Ile-Gly-0OBzl, Moz-Asn-Ile-
Ala-0Bzl, Moz-Asn-Ile-Leu-0Bzl e Moz-Asn-Ile-Phe-0OBzl por nds
anteiormente sintetizados (Machini de Miranda e col., 1986),
provavelmente porque as condi¢des empregadas ndo eram as
condig¢des étimas de sintege destes compostos.

4. Através de catdlise por termolisgina € possivel obter os
tripeptideos em discussdo, o3 quals precipitam no meio de
reacdo e apdés lavagem e secagem 830 cromatograficamente puros.

Tals compostos ndo estdo degcritos na 1literatura e por

eggsa razdo ndo foram apresentados o8 valores esperados de ponto
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de fusao.

1.3. Transegterificacdo de Moz-Asn-Leu-Gly-OEt em metanol

Como descrito no ftem 1.2.3., pdglna 158, o tripeptideo
bruto 1B (tabela 8, pdgina82) foi submetido & recristalizag¢do
no sistema metanol/ dqua e durante a dissolug¢do em metanol, o
mesmo fol parclalmente transformado (£eguFEd—7, DPaGHTE-GT) . Esta

transformacdao nos pareceu interessante pelas sequintes razdesg:
1- o tripeptideo a =zer recristalizado mostrou-se cromatogrdfica-
mente puro; 2- o metanol utilizado era de grau analiftico; 3- o pH
aparente do mesmo e da solugdo metandlica do peptideo era
neutro (6-7); 4- a dissolug¢do €fol1 realizada & temperatura
ambiente; 5- nas condigdes experimentals em que fol realizada a

dissolugdao ndo era possivel ocorrer a quebra do grupo protetor

Moz-.

Com o intuito de comprovar a ocorréncia desta
transformagdo realizamos a sintese No. 3 (tabela 8, pdglna 82)
e com o peptfideo bruto 3B obtido foram feitos o] estudo
descrito no I(tem 4.1.4., pdgina 54 , que consistiu em

"dissolver o peptideo 3B em metanol e acompanhar a cinética de
sua transformagdo por HPLC. 0s resultados encontrados (tabela 11
e fiqura 8, pdginas 90 e gg”) mostraram que a transformagdo era
bagtante rdpida a 280C. Como pode ser observado, 52% do produto
original fol transformado em 5 horas de incuba¢do e apés 24 horas
apenas 28% do peptideo original foi detectado. Estes dados
sugeriram que em tempos longos a transformacd3o poderia ser total,
o que facillitaria o 1isolamento do produto formado para sua
identificagdo como descrito no ftem 4.1.5., pdgina 54.De fato,

o

apés 169 horas de 1incubagdo em metanol a 28 C todo o

)
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Moz—-Asn-Leu-Glv-0OEt fol transformado. A andlise do mesmo através

1 pppoe” 34 27
de espectrometria de massas e RM H (figuras @ e 1 , andlises
elementar e de aminodcidos ( ftem 3.1.4., pdgina 92 ) indicaram

que o composto resgsultante era Moz-Asn-Leu-Gly-OMe e, portanto, a
reagao de transformagao obgervada era uma reacgdo de
transesgsterificacgao.

Diante desta evidéncia passamog a 1nvegtigar a razdo da
ocorréncia desta reacgao. A possgibilidade de catdlise da

transesterificacdo pela termolisina 21 desgcartada, pols a mesma

Taewa, 2 .wﬁL.) 197§

ndo possul <atividade =sterdgica { )
e nem contaminantes  com tal atividade. A presenca de
contaminantes de natureza orgdnica no peptfdec com tal capacidade
também foi descartada, Jjd com base nos resultados das
andlises realizadas. Trabalhos da literatura, entretanto, mostram
que alguns fons metdlicos tais como Cu (II) e P4 (II), sao
capazes de promover a hidrdlise de ésteres de peptideos (Hay e
Pujari, 1986; Hay e Nolan, 1974) em solug¢do aquosa. Também &
descrito que Ca(II) gse complexa a peptideos e proteinas
conferindo a eles maior estabilidade estrutural {(Assc e col.,
1985; Dahlquist e col., 1976).

Com base nestes dados foram levantadas as seguintes
hipdteses para explicar a reagdo de transesterificacdo observada:
1. Presenca de fons metdlicos no peptideo ou no metanol que
promoveriam a reac¢do, a exemplo da hidrdlise de ésteres de
peptideos; 2. Complexacdo do peptideo <com Ca(II) durante o
processo de sintese e ocorréncia da reagdo de transegterificacgdo
devido a =ua presenca; o Ca{(II) seria provenliente do melo
reacional, poisg este contém Ca(Ac)2 5,0 x lO—ZM necesgdrio a

eatabiliza¢do da termolisina (tabela 8, pdgina 82. Cabe galientar

que nos pareceu 1nvidvel gque o Ca(Ac) tivesse 3sido apenas
2
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arrastado com o peptfdeo durante a 'sua precipitag¢do, pois este
fal € extremamente sgoluvel no meio reacional e além disso, o
peptfdeo precipltado foi lavado vdrias vezes com solugdes aquosas
apdés sua flltragdo ( ftem 2.2.1., pdglna 46 ).

Visando comprovar as hipdteses acima realizamos os
gequintes experimentos:

- Recristalizacgao de Moz-Asn-Leu-Gly-OEt 2B em EtOH/H O,
digsolug3o e 1ncubag¢do do recristalizado em metanol a §8O c
.(Itens 4.2.1. e 4.2.2., pdginas s8 e 59).

- Incubagdo do tripeptideo bruto 3B em solugdes metandlicas de o-
fenantrolina ou de EDTA ( {tens 4.1.11. e 4.1.12., pdginas 57
e 58 ).

- Dosagem do conteudo de Ca(II) no tripeptideo 3B.

A hipdtese 1 foi invalidada pelos resultados descritos no
f{tem 3.1.10. e figura 15, pdginas 100e 104 , que mostram que o
tripeptidec 3B & transesterificado em metanol na presenga de
o~fenantrolina (67% em 48 horas a 380C). Na auséncia da mesma foi
observado 54.6% de transegterificacio.

A recristalizag¢do do tripeptideo 3B em etanol/ dgua ndo
provocou mudangas estruturais no mesmo, pols as caracterfaticas
do recristalizado 3R sdo 1dénticas as observadas para 3B (figqura
18, pdgina 110. Apenas o valor do ponto de fusdo fol superior
(193—1960C) ao encontrado para o peptideo 3B (179-183OC), 0 que &
compreengivel Jd que o composto fol submetido a recristalizagido.
A incuba¢do de 3R em metanol ( ftens 4.2.2. e 3.2.2., pdginas 59
e 109 ) demonstrou que o mesmo ndo sofria transesterificag¢do por
48 horas a 38OC, o que 1indicou a perda do "fator catalfitico da
reagdo” durante a recristalizag¢do. Segundo a hipdtese 2 este

fator estaria associado a presenca de Ca(II) em 3B.

A incubac¢do de 3B em solucgcdo metandlica de EDTA ( (tens
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4.1.12., e 4.1.13, pdginas 57 e 58 ) forneceu ogs resultados
mostrados na tabela 15, pdgina 105 e figura 16, pdgina 107 . Fi-
ca evidente que na presenca deste quelante (proporg¢do molar pep-
t1deo/EDTA, 1:1) ndo ocorreu a transesterificacdo de Moz-Asn-
Leu-Gly-OEt. Este resultado sugeriu que o EDTA tenha se
complexado ao "catalisador” (provavelmente Ca(II) presente em 3B)

evitando que o fendmeno ocorresse. O aparecimento de precipitado

no meilo reacional confirmou tal complexacgdo. A determinagdo do
conteudo de Ca(II) em 3B por absorcgdo atdmica (tabela 13, pdgilna
97 - ) comprovou a presenca deste fon no mesmo. Estes resultados

confirmaram a hipdtese 2 por nds levantada, i1ndicando que o
Ca(II) egtd diretamente envolvido no processo de
transesterificagdo de 3B em metanol.

Com o objetivo de obter malores informagées e compreender
melhor o processo de transesterificagdo e o envolvimento do
Ca(II) no mesmo, realizamos os seguintes egtudos:

1- Novas sinteses de Moz-Asn-Leu-Gly-OEt em condigdes similares
as empregada para a obtengdo de 3B, determinacgdo do conteudo

de Ca(II) nos peptfdeos resultantes de cada uma das sintese e

o
sua 1ncubagdo em metanol a 38 ¢C ( {tens 3.2.5. e 4.1.6.,
pdginas 51 e 5555 BE

Nas condigdes expressas na tabela 8, pdgina 82 , foram sin

sintetizados os Moz-Asn-Leu-Gly-OEt 4B,5B,6B,7B,8B,9B e 10B. Como
descrito no ftem 2.4., pdgina 80, todos foram obtidos na forma
cromatograficamente pura e apresentaram caracterisitcas 1idé&nticas
a 3B. A sintese 4 fol realizada com o objertico de dispormos de
malor quantidade de tripeptideo bruto para dar continuidade
aos nossos estudos. O mesmo (4B) fol obtido com 52% de rendimento

e}
e quando i1ncubado em metanol a 38 C ( ftem 4.1.6., pdgina FS I,
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apresentou diferengas de velocidade de transesterificag¢do em
relagdo a 3B (tabela 13, pdgilna 97 ) . Realizamos entdo as
sinteses 5 e 6 usando a escala utilizada na sintese No. 3 (5) e a
escala de 1 mmol (6). Os produtos 5B e 6B apresentaram velocidade
de transesterifica¢d@o em metanol diferentes das obtidas nas
incubagdes de 3B e 4B (tabela 13, pdgina 97 ). Tais dados
gugeriliram que estes tripeptideos contivessem diferentes contleudos
de Ca(II) (provavelmente em decorréncia da escala de sintese
usada) e que por essa razao transesterificavam com velocildades
diferentes nas mesmas condigdes experimentais.Para confirmar esta
suspeita, fol realizada a dosagem de Ca(IIl) dos Moz-Asn-Leu-Gly-
OEt 4B,5B e 6B por absorgdo atdmica. Foram encontrados contetddos
diversos de Ca(IIl) em diferentes amosgstragens de <cada um dos
Moz-Asn-Leu-Gly-OEt analisados (tabela 14, pdgina 98 ) 0 que nos
levou a realizar a homogeneizacdo cuidadosa dos mesmos descrita
no {tem 4.1.7., pdgina 55 ,seguida de sua 1lncubag¢do em metanol a
38OC para acompanhamento cinético. Paralelamente, a estes estudos
foram realizadas as sinteses 7,8,9 e 10 (8 fol sintetizado em
solugdo contendo Ca(Ac) 2,5 =< lO—lM e e 7,9 e 10 em solugdo
1senta deste sal) em2 diferentes -escalas de sIntese: Os
tripeptideos 7B,8B,9B e 10B foram submetidos aos mesmos estudos e
homogeneizag¢do realizados para 3B,4B,5B e 6B ( ftens 4.1.6. e
4.1.7., pdginas 55 e 55 ) e os resgultados apresentados
mostraram que: 1. 7B ndo sofreu transesterificagdo em 48 horas a
380C apesar de conter Ca(II) (tabela 13, pdgina 97 ); 2. 9B e
10B foram transesgsterificados em 28 e 19% respectivamente apds 48
horas; 3. a transesterificagio de 8B em metancl € mais rdpida que
para os outros Moz-Asn-Leu-Gly-OEt.

E 1nteressante notar que 7B,9B e 1l0B foram sintetizados

em solucdo de acetato de sédioc isenta de acetato de cdlcio e por
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1sso era esperado que egtes peptidecos ndo contivessem Ca(II) e
portanto nd3o transesgsterificassem quando incubados em metanol.
Entretanto, como c¢ltado acima, 9B e 10B transesterificam
lentamente neste solvente. Além disso, a figura 11, pdgina 99 ,
mostra que 7B (que ndo transesterifica) contém Ca(II). Como as
reagfes de sintese destes compostos foram realizadas em escala
diferentes, wusando uma amostra de termollisina que contém 202 de
acetato de cdlclo, levantamos a hipdtese de formagdo de dois ou
mals tipos de complexos entre Ca(Il) e as moléculas de peptideos,
dependendo da disponibilidade de Ca(II) no melo e das condigdes
de =intese. Um deles levaria & transesterificacgéo.

Como & pogsivel observar, também ndo obtivemos valores
reprodutivels do conteudo de Ca(II) dos Moz-Asn-Leu-Gly-OEt
sintetizados 5B,7B e 8B (figura 11, pdgina 99 ). Seguramente, as
varilagles encontradas se devem a natureza das amostras, pois, as
andlises de padrdes realizadas paralelamente forneceram
resultados reprodutivels. Nosga suposigdo € a de que o Ca(IIl) nas
amostras ndo esteja sendo liberado total e igualmente em todas as
andlises, o que certamente forneceria resultados variados. Por
essas razdes, adotamos os valores médios das diferentes
determinag¢des realizadas como sendo o conteudo real de Ca(II) dos
Moz-Asn~-Leu-Gly-OEt 5B, 7B e 8B: 0.08%, 0.50% e 0.22%,
respectivamente. N3o € correto adotar tals valores para os
outros Moz-Asn-Leu-Gly-OEt, poils as vdrias dosagens foram feiltas
em condig¢des diversas.

A comparagdo entre a transesterifica¢do de Moz-Asn-Leu-
Gly-0OEt 3B-10B homogeneizados forneceu as porcentagens de
transesterifica¢do em metanol descritas na tabela 13, pdgina 97.
De uma forma geral, as velocidades de transesterificagdo

encontradas foram inferiores as obtidos antes da homogeneizagido
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(tabela 12, pdgina 96 ) . Nos parece que a unica explicacgao
plausivel para o fato € a de gue o processo de triturag¢do induz a
uma perda parcilal da capacidade de transegterificacdo dos mesmos,
provavelmente devido a destruigio do complexo <Ca(II)-peptideo
envolvido no processo.

0 fato de que os Moz-Asn-Leu-Gly-0OEt brutos obtidos nas
diferentes sInteseé transesterificarem com velocidade diversas
ndo pode <cser explicado por seus conteuddos de Ca(lII), como
haviamos suposto anterilormente devido as razdes aclma discutidas.
Acreditamos que o malsg importante seja a manelra como o Ca(II) se
liga aoc peptideo no momento de =sua precipltacdo no melo
reacional, o que dependeria ndo sé de das condigles experimentais
empregadas masgs também da escala na qual a sintese € realizada.
Como sugerido acima, mais de um tipo de complexo Ca(II)-peptideo
poderia egtar se formando e apenas um deles levaria a

transesterificagao.

2- Estudo da 1influéncia da temperatura, da concentrac¢do de
peptideo e da concentragdo de EDTA na transesterificagdo de
Moz-Asn-Leu-Gly~OEt bruto 5B ( ftens 4.1.9., 4.1.10. e 4.1.12,

pdginas 56 e 57).

As fiqguras 12 e 14 , pdginas 101 e 103, demonstram que a
velozidade de transesterifica¢do aumenta c¢om o aumento da
temperatura e da concentragdo de tripeptideo.

A 1nfluéncia da concentrag¢do de EDTA sobre a velocidade
de transesterifica¢do de Moz~Asn-Leu-Gly-OEt fo1i analisada
através da variacdo da sua gquantidade no melo reacional contendo

e

o) tripeptfdeo;ZB e metanol ( ftem 4.1.12. e figura 16, pdginas

57 e 107 ) . Como se observa na figura 17, pdgina 108 , a
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velocidade da reacgdc diminuil com o aumento da concentragdo de
EDTA, sendo. necessdrio uma concentragdo equimolar & de peptideo
para interromper a reagdo. Como ag dosagensg do conteudo de Ca(lI)

-6
presente em 5B mostraram que em 6,0 x 10 mol do mesmo contém
apenas 6,0 x 10~8moles deste ion, fica evidente que nestas

condigdes ocorre competigdo do EDTA peleo Ca(II) fortemente ligado

ao peptideo.

3- Estudo da wvlabilidade de transesterificagcdo do Moz-Asn-Leu-
Gly-0OEt /B e EOR em solucgdes metandlicas do ftripeptideo 5B ou

o &
acetato de <zalcio

Diante da constatagdo de que os tripeptideos 7B e 10R
nio sofrem transesterificag¢do quando incubados em metanol ( ftem
3.2.2., pdgina 109) e de que 5B e 8B transesterificam rapiaamente
nas mesmas condigdes experimentals realizamos o0s egtudos
descritos nos ftens 4.2.3. e 4.2.4., pdginass59 e 60.

Os resultados apresentados na tabela 16, pagina 112,
mostram que na presenga de quantidades equimolares de 5B ou de 8B
o8 tripeptideos 7B e 10R sdo transesterificados em metanol. Em 24
horas de incubagdo a 38OC, 50, 44 e 64% de Moz-Asn-Leu-Gly-OMe
foram detectados nos melos reaclonals contendo 7B + 5B, 10R + 5B
e 10R + 8B rezs3pectivamente. Se 7B e 1l0R ndo tivessem sido
transesterificados estas porcentagens seriam 1nferiores, poils
sequndo a figura 13, pdgina 102 a porcentagem de
transesterificagdo € dependente da concentragdo do peptideo bruto
que negtas reagdes estava reduzida pela metade. Quando se
analisou o efeito da wvariacdo da concentragdo de 5B em um melo
constitufdo por 7B, gendo concentracdo total de peptideo fixa

(figqura 20, pdgina 114 ), foi observado que ocorre o aumento da
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velocidade de transesterificagdo com o aumento da concentragdo de
5B.

A 1ncubagdo de 7B em golucdes metandlicas de acetato de
cdlclo (figura 21, pdgina‘ly, demonstrou que este tripeptideo sofre
transesterificacdo quandc em presenga deste gal e que a
velocidade da reacgdo aumenta com o aumento de sua concentragdo no
meio reacional {(figura 23, pdgina 118 ): a mesma & diretamente

-4
proporcional a concentragdo de acetato de cdlcio até 6,0 x 10 M
e acima desta concentragdo tende a um patamar. Apesar da
ocorréncia da transesterificagdo ter sido detectada por HPLC, o
produto da incubacd3o F (realizada em maior. escala), em que a
transformacdo foi total, foi isolado e 1identificado como sendo

Moz-Asn-Leu-Gly-OMe através das andl descritas no item

1se
1
3.2.4., pdginalll, e do espectro de BRM H obtido (figura 22,
pdginall?7)

0 fato de o] tripeptideo 7B ndo ter sofrido
transesterificacdo quando incubado solugdo metandlica de acetato
de célciiz(groporgéo pﬁ%%fdeo: Ca(II): 1:1) na preseng¢a de EDTA
({tem 371.}i. pdgina +©5) demonstra o envolvimento do fon Ca(II)
no processo. Entretanto, € imprescindivel ressaltar que enquanto
302 de 5B ([Ca(II)] = 0.08%) € trangesterificado em metanol em 6
horas de incubag¢do, 35% de 7B se transforma em Moz-Asn-Leu-Gly-

£5 %,
OMe em solugdes metandlicas de acetato de cdlcio ([Ca(II)] = 50%)
no mesmo tempo, o que sugere diferencgas mecanisticas entre os
processos.

Estes experimentog nos permitiram concluir que Moz-Asn-
Leu-Gly-0OEt bruto 5B e 8B e acetato de cdlcio sdoc capazes de

promover a reacdo de transesterificagdo de Moz-Asn-Leu-Gly-OEt

7B em metanol, porém com velocidades diferentes.
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4- Estudo de transesterlﬁ_icagéo em sSolugdes metandlica de

acetato de cdlcio de Moz~-Asn-Leu-Gly-OEt 10R em diferntes

concentragdes ( ftem 4.2.5., pdgina 61 )

Este estudo fol realizado com o objetivo de determinar a
influéncia da concentracdo de peptfideo na velocidade da reacdo de
transesterificagdo do mesmo em gsolugdes metandlicas de
concentracdo fixa de acetato de cdlcio. A figura 25, pdgina 121,
mostra a dependéncia encontrada: com a diluigdo do peptideo

ocorre uma diminuigdo da velocidade de transe=sterificagdo.

5- Incubacdo de Moz-Asn-Leu-Gly-OEt 7B em solugdes metandlicas de
acetato de cdlcio, acetato de sdédio, cloreto de sddio e

migsturas de cloreto de cdlcio/acetato de sdédio

Diante da constatagdo de que o acetato de «cdlcio era
capaz de catalilisar a transesterificagdo de Moz-Asn-Leu-Gly-OEt 7B
em metanol, investigamos se o acetato estaria ou ndo envolvido no
processo. Para tanto reallzamos as cinéticas descritas nos f(tens
4.2.6. e 4.2.7., p3glna 62 . 0s resultados obtidos estdo
gsumarizados na tabela 17, pdgina 122 , mostraram a ocorréncila de
trangesterificagdo em pequena extensdo na presenga de CaCl ou
de NaAc. Jd em solugdes metandlicas das misturas CaCli/
NaAc foi encontrado que o tripeptfideo Moz—-Asn-Leu-Gly-OEt 7B
era transesterificado em malor extensdo. Além disso, o aumento da
concentragdo de NaAc na mistura provoca o aumento da velocidade
de reagdo até a proporgdo CaCl : NacCl, 1:1 (mol/mol). Acima

2
desta proporgdo ndo ocorreu variacdo. Como ge obsgerva, na tabela
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17, pdgina 122, em 48 horas de 1incubacgédo apenas 28% de

tripeptideo foi transesterificado em presenga de NaAc, mas
quando a mistura CaCl /NaAc (1:2, mol/mol) foil utilizada 652
sofreu transesterlfiiagéo. Embora, com eficiéncia 1inferior tal
migtura mimetiza o efeito de Ca(Ac)Zna reagdo (83% em 48 horas
de incubacgdo). Tals resultados sugerem que o acetato é importante
no processo, possivelmente como contra- fon do Ca(II) no complexo
formado -entre ele e as moléculas de peptideo. Também fol
realizada a 1ncubacdo de 7B em gsolugdo de NaCl com o objetivo
de descartar a possibilidade de envolvimento do fon 8dédio no

processo. De fate ndo ocorreu transesterificacdo como esperado

(tabela 17, pdgina 122)
1.4. Estudo conformacional de 3B,3R e 8B

Este estudo fol realizado com o intuito de obter
informagdes gque nos pogsibilitassem determinar a conformag¢do
preferencial de Moz-Asn-Leu-Gly-OEt 3B,3R e 8B e consequentemente
compreender melhor a gsua ligag¢do com o Ca(II) e a
transesterificagdo dos mesmos em metanol.

Inicialmente, fol feita a montagem do modelo Courtauld de
Moz-Asn-Leu-Gly-OEt, o qual evidenciou uma proximidade entre o
anel aromdtico do grupo protetor Moz- e a cadela lateral da
leucina. Como consequéncila, os grupos carboxamida da asparagina e
o etila do éster etflico tenderam a Se aproxlimar, formando uma

cavidade adequada ao alojamento do Ca(II).

Para evidenciar experimentalmente a posgsivel aproximacdo

entre estes grupos, realizamos a andlise conformacional atraveés
1

de BM H de Moz-Asn-Leu-Gly-0OEt 3B,3R e 8B mostrada no {tem 4

pdgina 120, da secgdo de resultados.

Os egpectros bidimensionais de 3B (figuras 26 e 27,
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pdginas 123 e 124 ) obtidos usando a técnica de NOESY, através da
qual o efeito NOE 2=ntre diferentes prdétons da molécula pode ser
detectado (Derome, 1987), demonstraram a exlsténcia de NOE apenas
entre: 1- os prdétons da metoxila e os prdétons da posigao ;rto do
anel aromdtico do grupo protetor; 2- entre os prdtons da posigdo

orto e meta deste anel aromdtico; 2- entre os prdtons dos grupos

-CH - e -CH do édater etilico; 4- entre cc protons da posigao
2

meti do anél aromdtico do grupo protetor e os do grupo -CH - a

ele ligado. N3do fol posgivel, entretanto, detectar NOE entre2 0os

outros prdétons da molécula. Devide a limitagdo do aparelho

utilizado, apenas NOE 1intensos sdo detectados para compostos de
massas molecularesg i1nferioregs a 500 daltong usande esta técnica
(Hiroshi Mor:ita, informagdo pessoal).

Por egsa razdo, foram feitos os egpectros de RM1 H
unidimensionals diferenciais de 3B (figura 28 , paginé 125 ),
utilizando um programa denominado NOE DIFF da Brucker. De acordo
com esta tdécnica, o espectro diferencial € resultado da diferenca
entre um espectro normal de RMlH do composto e um esgpectro
realizado com desgacoplamento parcial do prdton escolhido como
referéncia, sendo gue somente os prdétons a ele acoplados (que
apresentam NOE) aparecem no espectro. O prdton escolhido por nés
como referé&ncia fol um dos prétons do grupo -NH da carboxamida da

2

asparagilna (7,4 ppm). Como Sse pode observar, fol possivel

J

evidenciar a exigténcia de NOE entre esgste prdéton =2: o8 prétons da

etila do éster etilico (a e b), o8 prétons do grupo -CH - da
2
glicina (c) e os prétons do grupo -CH - da isopropila da leucina
3
(d). Os outros prétons da molécula ndo estdo acoplados a ele.

Para calcular as porcentagens de NOE observados, foram feitos
egpectros unidimensionais com dupla irradiag¢do. Foram encontrados

08 valores de porcentagens de NOE descritos na tabela 18, pdginai#30;
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1.2% (prdton de referéncia e o8 prétons do -CH - do édster
etflico),5.8% (prdéton de referéncia e os prdtonsg do —gH do éster
etflico) e 1.04% (prdton de referé&ncia e os prdétons dg ~CH - da
glicina). ’

O esgspectro similar de 8B (figura 320, pdglna 127 )
apresentou os picog a,b,c e d e portanto a existéncia de NOE
entre o3 prdtons descritos para 3B. Para determinar as
porcentagens dos NOE observados também foram feltos os espectros
unidimensionals de dupla 1rradiac¢do, cujos resultados podem ser
aﬁélisados na tabela 18, pdgina 130 . Como € possivel observar, as
porcentagens detectadas em 8B entre o8 protons do NH da
carboxamida da asparaglina e os prdtons da etila do éstei gdo
superiores as obsgservadas para 2B. Asg outras porcentagens obtidas
para 8B ndo foram determinadas para 3B, ndo =sendo possivel por
i1sgo compard-las. Osg valores obtidos, enéretanto variam na faixa
de 20-45%. A diferengca de porcentagem de NOE obserwvada entre os
prdtons —yHa e -CH (3) quando NHa fol 1rradiado (3.9%) ou
quando osg prdtons3—CH (3) foram 1irradiados (24,1%) pode ser
devida & natureza dos égomos que gsustentam os prdétons irradiados
(N e C).

Como a exlsténcia de NOE entre prdétons estd associlada a

proximidade espacial entre eles, ficou evidente que Moz-An-Leu-

Gly-QEt 3B e 8B pode assumir em DMSO-d uma conformagado
A

(&

preferencial na qual um dosgs prédtons da amida da cadeia lateral
egtd prdéximo aos prdtons da etila do égter etilico, dos prdtons

do -CH - da glicina e dos prdtons dos grupos -CH da 1sopropilla
2 3 .
da leucina. Além disso, fol observada em 8B a aproximagdo entre

og prdtons do anel aromdtico do Moz- e o038 prétons da etila
do éster (—-CH , 34,72%; —-CH—, 42,42).

3 2
Como mosgstrado no espectro 31, pagina l28, também foi
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detectada para 3R dissolvido em dimetilsulfdéxido deuterado

contendo cloreto de <cdlcio a existéncia de NOE entre o prdton
de referéncia e osg prdtons da etila do éster (a e b) e entre
ele e um dos prétons dos CH da 1sopropila da leucina (c). As
porcentagens calculadas (tabefa 18, pdgina 130 ), entretanto,
sdo numericamente compardvels as observadas para 8B mas de sinal
contrdrio, 0 que sugere diferencas na maneira de
S 2V SN

trangesterificacdo do efelto NOE entre os prdtons analisados em
relacdo a 3B e éﬂ.

J4& o esgpectro unidimensional diferencial de 3R (figura
30, pdglna 127 ), demonstrou a auséncia dos picos a, b, ¢, e d
observados para 3B e portanto a 1inexisténcia de NOE entre os
prétons estudados para 3B.

Estes resultados sugerem que o peptideo recristalizado 3R
apresgsenta uma conformagdo preferencial distinta de 3B e 8B na
qual ndoc exi1ste a aproximagao espacilal entre o8 prdétons
estudados. Ac adicionar cloreto de cdlcio ao melo, entretanto, 3R
tende a assumir uma a conformagcdo preferencial onde tal
aproximagado ocorre.

E importante salientar que DMSO-d foi wutilizado para
egtes estudos por que Moz—Asn—Leu-Gly—Ogt ¢ bastante soluvel
apenas em DMF, DMSO e MeOH. Este uUltimo ndo fol usado porque
ocorria trangsesterificacdo de 3B e 8B durante os experlimentos.

Paralelamente, realizamos um estudo de 3B, 8B e 3R por
espectroscopia Raman. Egta técnilca fol escolhida por ser
amplamente empregada em estudos conformacionaizs de peptideos e
protefnas (Carey, 1982; Tu, 1982) e por possibilitar a
visualizagdo de 1ligaglegs metal-quelante em diversos compostos

contendo fons metdlicos (Adams, 1967). Foram feitos egpectros dos

peptideos sdlidos 3B,8B e 3R e dissolvidos em DMSO. Todos eleg,
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entretanto, ndo demonstraram bandas que evidenciassem a ligagdo
com Ca(II). Estes resultados sugeriram gque tal técnica fosse
inadequada a obtencdo das informacldes desejadas, provavelmente
devido a natureza de nossas amostras (baixo conteudo de Ca(IIl)).

Por egssa razdo, o8 espectros Raman ndo foram apresentados.

1.5. Transesterificacdo de Z-Asn-Leu-Gly-OEt, Boc-Asn-Lzeu-Gly-
t

OEt, Moz-Asn—-Leu-Gly-0ORz1l, Moz-Asn-Leu-Gly-OBu , Moz-Gln-

Leu-Gly-0OEt, Moz—-Asn-Ile-Gly-QOEt e Moz-Asn-Leu-aAla-OEt

em metanol

Tendo comprovado que Moz-Asn-Leu-Gly-OEt bruto s=sofre
transesterificacdo quando dissolvido em metanol e de posse dos
resultados encontrados no estudo conformacional deste peptideo,
nos perguntamos: 1- gse peptideos de estrutura semelhanté a de
Moz-Asn-Leu-Gly-0OEt poderiam ser sintetizados com gucesso pelo
método enzimdtico, em condig¢des experimentais simillares as j4
utilizadas; 2- se uma vez obtidos, estes peptideos brutos
gsofreriam transesterificacdo em metanol; 3- caso egta
transesterificagdo ndo ocorresse, ge na presenca de acetato de
cdlcio tal reagdo ocorreria.

Com o 1intuito de responder as perguntas acima, foram
realizados os experimentos descritos nos ftens 3.2.6., 5.1 e
5.2., pdginas 52 , 63 e 64 . 03 resgultados da tabela 19,
pdglna 131 , mostram gque Z-Asn-Leu-Gly-OEt e Moz-Gln-Leu-Gly-OEt
brutos foram transesterificados quando dissolvidos em metanol nas
condi¢des experimentailis utilizadas. Moz-Asn-Ile-Gly-OEt também
gsofreu transesterificacdo porém em pequenisgima extensdo e 08
outros peptideos brutos sintetizadog ndo foram transesterificados

na mesmas condicgdes. Entretanto, todos eles gsofreram
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Lransesterificagd3o ao serem incubados em solugdes metandlicas de

acetatigg,de c?lcio (tabela - 20, pdgina 132), com excegdo de
Moz-Asﬁ Gly-0OBu

N3o nos fol possivel estabelecar uma comparacdo entre as
diferentes velocidades de reag¢do observada para os diferentes
peptideos brutos testados, pois foram wusadas concentragdes
"diversas dos mesmos, devido & suas solubilidades em MeOH serem
diferentes.

03 resgsultados obtidos, porém, nNoOS gugeriram que
provavelmente o8 peptideos que sofrem transesterificagdo
continham Ca(IIl) complexado de forma similar a Moz-Asn-Leu-Gly-
OEt bruto, enquanto gque os outros ndao, havendo por 13880 a
necessidade de adiciond-lo para que a reagao ocorresse.

Todos o3 tripeptideos brutos foram recrigtalizados e
incubados em metanol ou em solugdes metandlicas de acetato de
cdlcio nas mesmas condigdes experimentais (tabela 21, pdgina 13%).
Nenhum deles sofreu transesterificagdo em metanol na auséncia de
acetato de cdlclo. Na sgua presencga, entretanto com excessdo de
Moz—Asn—Leu—Gly—OBut todos osgs peptideos sgofreram
transesterificagao.

Apesar do produto obtido ndo ter sido 1sgsolado para
caracterizagdo, a ocorréncia de transesterificacdo de Moz-Asn-
Leu—Gly—Qle em golugldes metandlicas de acetato de cdlcio fol
evidenciada pelo cromatograma mostrado na figura 32, pdgina 134 ,

onde nn corregponde ao Moz-Asn-Leu-Gly-OMe, b ao

dlcool benzilico e ¢ ao produto original.

1.6. Trangesterificacdo de ¢égteres de peptideos em solugdes

metandlicas de acetato de cdlcio



178.
transesterificagcido em solugdes metandlicas de acetato de «cdlcio

de éateres etflicos e benzilicos de peptideos de esgtrutura
semelhante & Moz-Asn-Leu-Gly-OEt, passamos a egtudar a
possibillidade de transesterificacgao de ésteres de outros
peptideos de estruturas divers=as.

Com este 1ntulto, fol realizado o experimento descrito no
{tem 6.2., pdgina 66 , cujos resultados (tabela 22, pdgina 136)
indicaram que vdrilecs dos pept{deos testados poderlam ser
t;ansesterificados em solucdes metandllicas de acetato de cdlcio.

Og. dgteres terc-butf{licos ndo sofreram transegterificagdio nas
condigdes utilizadas, da mesma foram que Moz—Asn—Leu—Gly—OBut
Estes resultados preliminares serviram para demonstrar quals eram
as melhores condigoes a serem utilizadas para o acompanhamento
cinético da reacdo por HPLC, a=z diferencas de solubilidades dos
diversos peptideos nas golugdes metandlicas usadas - e as
diferengas de velocidade de transesterificagdao entre eleg. Os
tempos de acompanhamento mostrados na\ytabela 2%, ©pdgina 138 ,
referem—-se aos tempos necesgdrios para detectar com segurancga a
ocorréncla da reag¢do, sendo 24 horas a tempo minimo. Com base
nestes regultados e com o 1ntuito de obter dados que nos
possibilitassem estabelecer a relagdo entre estrutura e velocidade
de transesterificacgdo, realizamos a incubag¢gdo destes peptideos e
dos outros descritos no ftem 5.2 , pdgina 64 em solugdes
metandlicas de acetato de cdlcio nas mesmas condilgdes
experimentals. 0s resultados (tabela 24, pdgina 139 ) encontrados
em 6 e 24 horas de 1ncubag¢do mostraram diferencas de velocildade
de reagdo. Como se observa, a ordem crescente de velocidade € a
geguilnte para 6 horas de incubagido: Moz-Asn-Leu-Ala-OEt~
Z-Asn-Leu-OEt ~ Z-Asn-Leu-0OBzl < Z-Asn-Phe-OEt < Z-Pro-Leu-Gly-

OEt < Z-Asn-Phe-0Bzl ~ Boc-Leu-Gly-OEt < Moz-Gln-Leu-Gly-OEt
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Boc—-Asn-Leu-Gly—-0OEt < Z-Asn-Leu-Gly-OEt ~ Moz-Asn-Leu-Gly—-0OEt <

Moz-Asn-Ile-Gly-OEt ~ Boc-Ile-Gly-OBzl < Moz-Asn-Leu-Gly-0Bzl «~
Moz-Asn-Ile-Gly-OBzl.

A andlise das caracteristicas descritas no 1tem 6.3.,
pdgina gg e das figuras 34,35 e 36, pdginas 142, 143 e 145 ,
demonstra que os compostos analisados gd8o Z-Asn-Leu-Gly-Oe, Boc-
Leu-Gly-OMe e Boc-Ile-Gly-OMe, o que torna 1inequivoca a
ocorréncia de transesterificagdo de Z-Asn-Leu-Gly—-OEt, Boc-Leu-
Gly-OEt e Boc-Ile-Gly-OEt em solugdes metandlicas de acetato de

cdlcio.

1.7. Transesterificagdo de Boc-aminoacll e peptidil-resinas

em metanol na presenga de acetato de cdlcio.

Diante da evidéncla de transesterifica¢do de  wvdrilos
ésteres benzilflicos de peptideos em solugdes metandlicas de
acetato de cdlcio e do conhecimento de que N« ~acll-aminodcidog e
peptideos se ligam & resina de Merrifield através de um éster
benzflico (Stewart e Young, 1984; Bodanszky, 1984), nos pareceu
1dgico lnvestigar a possibilidade de ocorréncia de
transesterificagdo desteg é€steres em sSolugdes metandlicas de
acetato de cdlcio. Tal reagdo resultaria no desligamento do N_-~
acil-L- aminodcido ou peptideo da resina, através da formagdo dos
sSeus ésteres uetilicos.

Para tanto, Boc-Gly-Res, Boc-Ala-Res, Boc-Val-Res, Boc-
Leu-Gly-Res e Moz-Asn-Leu-Gly-Res foram 1incubados em metanol e
em solu¢des metandlicas de acetato de «cdlclo nas condlgdes
experimentals descritas no ftem 7.1., pdgina 67 Como mostrado na
tabela 25, pdgina 4%, ndo foi detectada a presenga de produto de

transesterificagdo por CCD ou HPLC na auséncla de acetato de
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cdlclio. Na sua presgenga, entretanto, Boc-Gly-OMe, Boc-Ala-OMe,
Boc-Val-OMe, Boc-Leu-Gly-OMe e Moz-Asn-Leu-Gly—-OMe foram
detectados apdés 48 horas de 1incubacgdo.

Uisando i1solar o produto transesterificado para comprovar
a ocorréncia da reagdo fol realizado o estudo degscrito no item
7.2., pdgina 68 ) bara Boc-Leu-Gly-Res e Moz-Asn-Leu-Gly-Res.
Apesar de ndo ter sido possivel determinar o rendimento da
fransesterificagdo, ag andlises realizadas dos compostos obtidos
forneceram os resultados (Figuras 37 e 238, pdginas 148 e 149
egperados para Moz-Asn-Leu-Gly-OMe e Boc-Leu-Gly-OMe, tornando
indiscutfvel o desligamento dos peptidecs da resina de Merrifield

através de transesterificacgdo.
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2. Discussdo Geral

08 resultados encontrados no desenvolvimento deste
trabalho confirmaram nossa constata¢do anterior (Machini de
Miranda e col., 1986) de que o meétodo de incorpora¢do de Ng—-acil-
asparagina a derivados de aminodcidos e peptideos mediante
catdlise por termolisina é adequado para a sintese de peptideos

contendo asparagina a partir de componentes aminicos, onde P’

1
corresponde a um aminodcido hidrofdébico (Leu, Phe, Ile, Val). 0s
rendimentog de reag¢dao sadao bons, ndo hd necessidade de uso de

excesso de reagentes e o8 produtes obtidos sdo 1sentos de

contaminacdao por subprodutos. Este fato, tTtorna a metodologla

extremamente wvallosa para a obtengdo de diversos peptideos

contendo este aminodcido. Entretanto, foi observado por ndés que

quando a reagdao envolve a utilizagdo de um componente aminlco

contendo Cys(S-Bzl) em P', a extensdo da 1ncorporac¢do se torna
1

dependente da natureza da prote¢do de sua carboxila ou da

sequéncia da cadeia peptidica da qual o resafduo faz parte. Se a

protegdo fol realizada na forma de um ésater terc-butilico, a

reacgao de incorporagdo de N, —-acil-asparagina ao derivado
t

H-Cys (S-Bz1l)-0OBu ocorrerd em pequenissima extensao. Se a

sequéncla da cadeia peptidica ligada a Cys(S5-Bzl) contiver um
residuo de aminodcido hidrofébico, a enzima exlbird pronunciada
preferéncia em clivar a ligagdo peptidica que envolve egte
aminodcido e provavelmente 1incorporard o fragmento resultante 3
N-acil-asparagina, formando um peptideo ndo desejado. Isto se deve
a especificidade restrita de termolisina em solu¢des aquosas na
presen¢a ou auséncia de solventes orgdnicos (Morihara e Tsuzuki,
1980) em que estas reagdes foram realizadas. Tails fatos sugeriram

que o método de 1ncorporagdo & inadequado para componentes
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aminicos contendo aminodcidos nado egspecificos em P'.

0 desenvolvimento de estudos de sIntesel enzimdtica em
solventes orgdnicos, entretanto, tem demonstrado que a
especificidade das proteases pode ser alterada na presencga de
alguns destes (Zaks e Klibanov, 1988). Esta alteracdo também pode
ser conseguida através de modificagbes estruturals das enzimas
(West e cols., 1988). Estas possibilidades abrem perspectivas de
que a metodologia de 1incorporagdo de N, —-acil-asparagina a
derivados de aminodcidos e a peptideos usando termolilsina venha
se tornar adequada também para componentes aminicos contendo
aminodcidcs considerados nao especificos em P7.

A gintese de Moz-Asn-Leu-Gly-OEt meéiante catdlise por
termolisina, além de servir aos propdsitos desejados nos
possibilitou evidenciar a transesterificagdo de seu éster em
metanol catalisada por Ca(II). Os dados'por nés obtidos 1ndicam
que este peptideo se complexa a Ca(II) provenlente do Ca(Ac)
presente no meio reacional no momento de sua sintese. Taf
complexagdo parece depender das condi¢des experimentals e escala
de sintese, sendo possivel que ocorra a formagdo de mals de um

tipo de complexo. Un deles, deve ser o responsdvel pela

ocorréncia de transesterificac¢do de Moz-Asn-Leu- Glvy-OEt bruto em

metanol, pols alguns Moz-Asn-Leu-Gly-OEt brutos obtidos ndo
transesterificam apesar de conter Ca(IlIIl). Quando o peptideo
bruto € reciistalizado em EtOH/H O, possivelmente a estrutura

2

degte complexo se desfaz, Jj4 que o tripeptideo recristalizado nido
gofre transesterifica¢do em metanol. Apesar de ndo dispormos de
dados cinéticos, com base nos dados conformacionas obtidos por
RMl H e em dados da 1literatura sobre proposta de complexagdo

entre Ca(II) e peptideos (ver Item 4, pdgina 21 ), sugerimos os

segulintes modelos da ligagdo de Ca(II) ao Moz—-Asn-Leu-Gly-OEt
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hruto e da sequéncia da reacdo de transesterificacdo do mesmo em

metanol:

tac3o, 9 tripeptideo

(8]
s

1- durante o processo de sintese a preci
foermade se complexa a Ca(Il), sendo que egta complexasdo g d4
atravég de sua cpordenacdo as carbonilas da carboramida da
asparagina, da carboxila esterificada e da <arbonila da leucina,

levando 3 uma aproximacdn entre 42 prétonga dog grupos -NH da

o

2
carboxamida, -CH -CH deo éster, -CH- da qlicina e -CH da leucilna
2 2 2 3
(esquema 5, pdgilna 184 ); 2- uma wez que o centeude de Caf(II) de

tripeptidee & muito baiveo e que o compleyo peptiden—-CTa(ITI) que
leva a {rancesterificagion & bagtante agtdvel 2am mefanol, neos

P

rece vidyel que apenas estas meoléculas ~omplevadas catalisem a

u

transesterifizacdc das ocutras moldculas de peptideeo da sequinte

maneira: 5 peptfdeo a ger trangesterificade ge aproxima de
complexe catalftico, gse liga a ele atravée da c¢oecrdenacdo aco
Caf(ll) e gnfre trangegterificacdoe tregultante 4da ativagio do

carbono carbonilico do éster pela coordenacdo ac Ca(II) e ataque
nucleofflice do metanol.

A adig3o de acetate de cdlcio ac Meoz-2asn-Leu-Gly-0OEt
recristalizade (ou mesme ao 7B que tem compertamento similar a
ele) resulta na sua transesgterificacido em metanoll provavelmente
por um mecanismo diferente do proposto para Mecz-Asn-Leu-Gly-OEt
bruto, pois a disponibilidade de Ca(II) no meio reacional € maior
(1 mol de peptidec: 1l mol de Ca(II)) e a wvelcocidade da reagédo
mener { ftem3.2.4,.,pdgina 111 ). Tal hipdtege ge basela também no
egtudo cenformacicnal realizado. Sugerimeg a sequinte =equdncia
de reag3o para Moz-Azan-Leu-Gly- OEt-recrigtalizado: 1l- 2 peptiden
ge complexa a Ca(II) de maneira distinta a preoposta para Moz-Asn-

Leuy-Gly-0OEt bruto envolvendo, entretanto, sua <oordenagdo a0
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Esquema 5. Modelos da 1ligacd3o entre Ca(II) e o peptideo

originando o complexo catalitico (a) e da sequéncia de reacdo da
ftransesterifica¢do em metanol de Moz-Asn-Leu-Gly-0OEt bruto (b).

(a)

0 0 0 0
il I 1Y //
CH3O@CH2—O— ~NH-GH~C-NH-GH-C+NH-CH,,~C

CH CH_ S 0-CH_-CH
P2 2 / 273
Lo CH . ,
~N
H_ N H_C CH /
2 O‘\Q 3\ /
1 xRN
~ v |y
——————————— ——v:t—- -—,———-———— —_———
‘Ca(]I)
(b) Moz—asn-Lsu—-51y—CEEt-C=(IX» + Moz-Asn-Leu-Gly-OEt ---%
MeOH
[Moz-Asn-Leu-Gly-0OEt~-Ca(II)] Moz-Asn-Leu-Gly-OEt --->

Moz—dAsn—Leu—G1ly—0Er—Ca(II> + Moz-Asn-Leu-Gly-OMe +

EtOH.

carbono carbonflico da carboxila esterificada e a participacdo do
acetato como contra- fon; 2- o carbono <carbonflico ativado pela
coordenagdo ao Ca(Il) sofre o ataque nucleofilico do metanol
(esquema 6, pdginal®® ). A etapa lenta da reagdo & possivelmente a

complexagdo do Ca{(IIl) ao peptideo.
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A formagdo de um complexo similar ao proposto para Moz-
Asn-Leu~Gly-OEt bruto e Ca(II) também pode ocorer no momento da
sintese de outros peptfdeos de estrutura semelhante a ele. Tal
complexagdo, entretanto, parece depender da estrutura do

peptideo, 334 que foram sintetizados sete andlogos de Moz-Asn-Leu-

Esquema 6. Modelo da reacio de transesterificag¢3o de Moz-Asn-Leu-

Gly-OEt recristalizado em golu¢des metandlicas de acetato de

cdlcio.

Moz-Asn-Leu-Gly-OEt + Ca(Ac) ----- > [Moi—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 condigdes similares as empregadas na sintese do mesmo
e apenas Z-Asn-Leu-Gly-0OEt, Moz-Gln-Leu-Gly-OEt e Moz-Asn-Ile-
Gly-OEt brutos foram transesterificados ao serem dissolvidos em
metanol. Para a ocorréncia desta complexagdo em solugdo aquosa
de acetato de cdlcio, portanto, deve ser essencial na estrutura
do peptfdeo a presenca simultd3nea de: um grupo aromdtico no
protetor de aminogrupo, uma etila no égster, carboxamida no
res{duo P e do resfiduo de glicina como doador da carboxila
esterificaéa. Estes grupos provavelmente determinam a conformagdo
destes compostos propiciando a formagdo de tal complexo.

Jd a complexagdo de Ca(II) a peptfdeos em solugdes

metandlicas de acetato de «cdlcio, que leva & transesterificacgdo
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de seus égsteres ge mostrou menos egpecifica em relagdo a
caracterisiticas estruturais, pois com excegdo dos é€steres
terc-butflicos todos og ésteres etflicos e benzilicos testados
foram transesterificados. Entretanto, os resultados obtidos no
egtudo comparativo de transesterificacdo realizados nos
possibillitaram conclulr que:

1- A benzila é melhor grupo deixante que a etila e provavelmente
por essa razdo os égteres benzilicos de tripeptideos apresentaram
velocidades de transesterificag¢do superiores as observadas para
os ésteres etilicos.

2- A presenga do resfiduo de glicina como doador da carboxila
esterificada se mostrou 1importante para a transesterificac¢ido
dos ésteres de tripeptfdeos, pois a sua troca por alanilna levou a

uma diminul¢do acentuada da velocidade de reagdo.

3- A troca do residuo de leucina por 1soleucina ndo alterou a
velocidade de transegterificacido dos ésteres et{licos de
tripeptideos.

4- A mudanca do resfduo de asparagina por glutamina ndo levou a
alteragcdo da velocidade de transesterificacdo do éster etflico de
tripeptideos, o que ndo ocorreu com a troca do mesmo por prolina
que, pela auséncia da carboxamida ou/e pela rigidez ao anel,
provocou uma diminui¢do relevante da mesma.

5- A troca do grupo Moz- por Z- ou Boc—- ndo 1influlu no processo.
35— As velocidades 1niclais de transesterificag¢do dos ésteres de
dipeptideos sd3o, em geral, menores que as dos tripeptideos

indicando que a formag¢do do complexo Ca(IIl)-dipeptideo € mais

lenta.
7- Da mesma forma que para os tripeptideos, os dsteres de
dipeptideos contendo glicina como doador da carboxila

egterificada foram transesterificados rapidamente. A presenga de
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fenilalanina na mesma posic¢adao favoreceu a transesterificag¢do dos
édsteres estudados, o que ndo ocorreu com a leucina.
8~ O Boc-Ile-Gly-0Bzl parece reunir caracteristicas estruturails
adequadas a formagdo rdpida do complexo dipeptideo-Ca(II).

0s ésteres terc-butflicos de di- e tripeptideos testados
n3o sofreram transesterificag¢do provavelmente devido ao fato de
terc-butila ser um grupo volumoso, desfavorecendo a complexacgdo
do Ca(II) ao peptideo através de impedimento estérico. E
importante salientar que os peptideos estudados ndo apresentam
caracteristicas estruturais muito variadas, o que limita nossas
conclusdes a di~ e tripeptideos de estrutura semelhante a eles.

A utilizag3o de dgteres benzilicos como protetores de
carboxila de componentes aminicos em reag¢des enzimdticas do tipo
inversdo de hidrdélise é comum devido a diminuigdo da solubilidade
dos produtos formados no melo reacional. Dependendo da estratégia
de sintese wutilizada, tais produtos podem ser usados como
componentes <carboxilicos para o acoplamento enzimdtico a outros
fragmentos peptidicos em reagdes de amindlise de dsteres. Nestes
casos, a possibilidade de transformagdo dos mesmos em ésteres
metilicos na presenca de Ca(Il) se mostra extremamente valiosa.

0 fato de Moz-Asn-Leu-Gly-Res e Boc-Leu-Gly-Res terem
s8ido transesterificados em solucdes metandlicas de acetato de
cdlcio demonstra gque este método pode ser particularmente
interegssante para a obtencgdo de fragmentos peptidicos protegidos
a partir de peptidil-resinas. Tais fragmentos podem ger
utilizados como reagentes em sintese quimica ou enzimdtica de

peptfideos maiores.
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VIl - COMNCLUEDBES

1. H—Cys(S—le)—OBut se mostrou um substrato l1nadequado a
ftermolisina durante o estudo da sintese de Z-Asn—Cys(S-le)—OBut
e Moz-Asn—Cys(S—le)—OB& ) provavelmente devido a presenga
simultadnea do enxofre e do grupo benzila na molécula.

2. NM3o nos foi1 possivel obter o pentapeptideoc Moz-Asn-
Cys(S-Bzl)-Pro-Leu-Gly-NH com rendimento superior a 2% a partir
de Moz-Asn-OH e H—Cys(S—ézl)—Pro—Leu—Gly-NH uysando termolisina,
apesar de terem sido utilizadosgs diferentes sfstemas de reagdo. Em
vdri1o0s deles, =2sta protease demonsgstrou acentuada preferéncia em
clivar a ligacdo Pro-Leu e acoplar o dipeptideo resultante Leu-
Gly—NH.a Moz-Asn-0OH, resultando na formac¢do de Moz-Asn-Leu-Gly-
NH nozmelo reacional.

2

3. Moz-Asn-Leu-Gly-0OEt, Boc-Asn-Leu-Gly-OEt, Z-Asn-Leu-
Gly-OEt, Moz-Gln-Leu-Gly-OEt, Moz-Asn-Ile-Gly-OEt, Moz-Asn-Leu-
Ala-OEt, Moz-Asn-Leu-Gly-OBzl e Moz—Asn—Leu—Gly—OBut podem ser
obtidos na forma precipitada mediante catdlise por termolisina.
Tals peptideog =30 cromatograficamente puros e o3 rendimentos de
reagdo sdo bons.

4. A reacdo de transforma¢dio observada quando Moz-Asn-
Leu-Gly-OEt bruto € dissolvido em metanol € uma reagdo de
transesterificag¢do dependente da temperatura e concentrac¢do do
peptideo.

5. Nosgos estudos sugeriram que tal reagdo ocorre devido
a existéncia de um complexo catalftico formado entre algumas
moléculas de Moz-Asn-Leu-Gly-OEt bruto e o Ca(II). Tal complexo
se forma durante a reagdo de 3sintese deste composto, sendo o

Ca(II) proveniente do acetato de <cdlcio presente no meilo

reacional.
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6. O complexo Moz-Asn-Leu-Gly-OEt Ca(II) bruto € bastante
estdvel em metanol havendo a necessidade de quantidades
equlmolares de peptideo e EDTA no melo para que a reagdo de
transesterificag¢do ndo ocorra.

7. Sinteses diferentes de Moz-Asn-Leu-Gly-OEL forneceram
produtos brutos que transesterificam com velocidades diversas,
apegar de terem sido empregadas condigdes experimentais
Simllares.

8. N3o nosg fol possivel determinar o real contetdo de
CéE;I) nos diferentes Moz-Asn-Leu-Gly-OEt sintetizados devido a
problemas 1nerentes as amcstras. A média, entretanto, £ da ordem
de 0,1-0,2%.

9. Moz-Asn-Leu-Gly-OEt recristalzado ndc transesterifica
(apesar de conter Ca(II)) em metanol, mas na presenca de Ca(ac) ,
tal reagdo ocorre com velocidade dependeﬁte da concentragdo éo
sal e de peptideo. Também é possivel observd-la em solugdes
metandlicas de cloreto de cdlcio e acetato de sdédio misturas de
cloreto de cilcio/acetato de sddio.

10. Moz-Agn-Leu-Cly-0OEt 3B =2 8B agsumem em DMSO-d uma
conformagcdo preferencial idé&ntica, porém, diferente da6assumida
por 3R no mesmo solvente. Na presenga de cloreto de cdlcio,
3R adquire uma nova conformagdo.

11. A reacdo de transesterificag¢do de Moz-Asn-Leu-Gly-OEt
em solu¢des metandlicas de Ca(Ac) deve ocorrer também atravésg de
complexagdo entre o peptideo e Cz(II), porém por mecanismo que
ndo envolve o complexo catalftico presente em Moz-Asn-Leu-Gly-OEt
bruto.

12. Z2-Asn-Leu-Gly-OEt, Moz-Gln-Leu-Gly-0Et e Moz-Asn-Ile-

Gly-OEt brutos também sd3o transesterificados quando dissolvidos

em metanol, O 4que gugere formagdo de complexo catalfitico
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semelhante a de Moz-Asn-Leu-Gly—-QEt-Ca(II) no momento da sintese

destes compostos.

13. Todos os égsteres etflicos e benzilicos testados
gsofreram trangsesterificacdo ao serem incubados em solucgdo
metandlica de Ca(ac) 1,0 x lO_ZM com velocidades diferentes. 0s
égteres terc—butf%icos de peptideos estudados permaneceram

intactos neste melo.

14. Boc-Leu-Gly-Res e Moz-Asn-Leu-Gly-Res transesterificam
em solucgdes metandlicas de Ca(Ac) 1,0 x IO_ZM formando Boc-Leu-
Gly-OMe e Moz-Asn-Leu-Gly-OMe.

15. A transesterificacdo egstudada pode se tornar um método

valliogso em sintegse quimica e enzimdtica de peptideos por sua

gimplicidade e utilizagdo de condi¢des suaves de reacgdo.
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VII - SUMARIO

Vigando dar continuidade ao estudo de incorporagdo de N -
acil-asparagilna a derivados de aminodcidos e a peptideos medlante
catdlise por termolisina, fol estudada a viabllidade de sintese
dos peptideos Z—Asn—Cys(S—le)—OBut e Moz-Asn-Cys(S-Bzl)-Pro-Leu-
Gly-NH . Durante a sintese do pentapeptideo Moz-Asn-Cys(S-Bzl)-

2
Pro-Leu-Gly-NH foi constatada a formagdo de um subproduto cuja

egtrutura fol ilucidada a partir da comparag¢do ao padrdo auténti-
co Moz-Asn-Leu-Gly-NH . Para a obtencdo deste padrdo, sintetiza-
mos o tripeptideo MozEAsn-Leu—Gly—OEt a partir de Moz~Asn-OH e
H~Leu-Gly-OEt na pregenca de termolisina. A recristalizagdo deste
peptideo em MeOH/H O levou a transformagdo do mesmo em Moz-Asn-

Leu-Gly-OMe, conffrmada pelo 1solamento e caracterizagdo do
produto por esgpectrometria de massa e ressondncila magnética
protdnica, andlise elementar e de aminodcidos e por determinacgdo
de tempo de retengdo por HPLC. Estudos posterlores demonstraram o
envolvimento do fon Ca(II) no processo e nos permitiram sugerilr
um modelo da ligagdo deste fon aoc peptideo e da sequéncla de
reagdo da transesterificac¢do estudada. Também fol investigada a
possibillidade de diversos ésteres de peptideos e de peptidil-
resinas de Merrifield sofrerem transesterificag¢do quando 1incuba-
dos em metanol na presenca de Ca(II). Para tanto, os tripeptideos
Z-Asn-Leu-Gly-OEt, Boc-Asn-Leu-Gly-OEt, Moz-Asn-Leu—-Gly-0Bzl,
Moz—Asn—Leu—Gly—OBut , Moz-Gln-Leu-Gly-OEt, Moz-Asn-Ile-Gly-OQEt
e Moz-Asn-Leu-Ala-OEt foram sintetizados mediante «catdlise por
termolisina. Também foram testados vdrios outrog peptideos dispo-
niveis no laboratdrio e Boc-Leu-Gly-Res e Moz-Asn-Leu-Gly-Res.

Com excegdo dos égteres terc-butflicos, todos gsofreram

transegterificag¢do em solugdes metandlicas de acetato de cdlcio.
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X

VIII - SUMMARY

The main objective was the study of thermolysin catalyzed
lncorporation of N-acyl-asparagine 1nto amino acid and peptide
derivatives. Both Z—Asn—Cys(S—le)—OBut and Moz-Asn-Cys(S-Bzl)-
Pro-Leu-Gly-NH syntheses have been studled. The formation of a
by-product ociurred during the synthesis of the later

prentapeptide. By comparison with an authentic gstandard this

by-product was 1dentified as Moz-Asn-Leu-Gly-NH

2
The standard Moz-Asn-Leu-Gly-NH was obtained oy
2
aminolysils of Moz-Asn-Lau-Gly-0Et. This peptide was synthesized

by <coupling Moz-Asn-OH with H-Leu-Gly-OEt wusing thermolysin as
catalyst. During the recrystallization 1in MeOH/H O, the
transformation of Moz-Asn-Leu-Gly-OEt to its mZthyl—ester
was obtained. Thlis observation has been confirmed by purification
and caracterization of the peptide by: Mass Spectroscopy, Nuclear
Magnetfic Ressonance, Amino Acld and Elemental Analysis and BHPLC.

Later studles have shown that the Ca(II) 1on particlpates
iln the process. A model for the binding of this 1on to the
peptide and for the transesterification reaction has been
suggested.

Further studies have been performed with (1) the newly
synthesized peptides Z2-Asn-Leu-Gly-OEt, Boc—-Asn-Leu-Gly-OEt, Moz-
Agsn-Leu-Gly-0Bzl, Moz—Asn—Leu—Gly—OBut, 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—-Resg and

Moz-Asn-Leu-Gly-Res. With the exception of t-butvl-esters, all
peptides tested have transesterified.awm tnaddho sl in. coledim paak

.
Dﬁeuiﬁﬂwh'



193.

1T - REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

dams, D.M. - Metal-Ligant and Related Vibrations. A Critical
Survey of the Infrared and Raman Spectra of Metallic and

Organometallic Compounds. London, Edward Arnold (Publishers)
Ltd. 1967.

disson, L.; Botte, J.; Demuynck, C.; Mani, J.C. - Enzymatic
Synthesis of Aspartyl - Containing Dipeptides,
Tetrahedron, 44 (8): 2185-2191, 1988.

ldrich Chemical Company Ltd - Catalog hand Look of fine
chemicals, 1988~-1989, p. 42.

nanthanarayanan, V.S. & Shastri, B.P. - Cation Binding and
-.Translocation Properties of Linear Synthetic Peptides, Proc.
Am. Pept. Symp., 1987.

ngelici, R.J. & Leach, B.E. - Copper (II) and Samarium (III)
Catalysis of the Hydrolysis of Ethyl Glvcinate - N,N-diacetic
Acid. J. Am. Chem. Soc., 89:. 4605-10, 1967.

gso, M.; Granier, C.; Van Rietschoten, J.; Benlian, D. - Calcium
and praseodynium complexes in solution, Int. J. Pept.
Protein. Res., 26: 10-20, 1985.

aramy, G.; Kneib-Cordonier, N.; Mullen, D.G.- Solid-phase.
peptide synthesis; a silver anniversary report, Int. Jd.
Peptide Protein Res., 30 (6): 705-39, 1987.

arbas, C.F. & Wong, C.H. - Papaln Catalyzed Peptide synthesis:
Control of Amidase Activity and the Introduction of Unusual
Amino Acids., J. Chem. Soc. Chem. Commun: 533-534, 1987.

arbas, C.F. & Wong, C.H. - One-Pot Tripeptide Synthesis from
three single amino acid derivatives catalyzed by papain,
Tetrahedron Lett., 29 (24): 2907-10, 1988.

ender, M.L. & Turngquest, B.W. - The Kinetics and Oxygen Exchange
of the Cupric Ion-catalyzed Hydrolysis of %-aAmino Esters.
J. Am. Chem. Soc., 79: 1889-96, 1957.

ergmann, M. & Fraenkel-Conrat, H. - The role of specificity 1in
the enzymatic synthesis cf proteins. Synthesis with

intracellular enzymes, J. Biol. Chein., 119: 707-2C,
1937.

.ergmann, M. & Fraenkel-Conrat, H. - The enzymatic synthesils of
peptide bonds, J. Bicl. Chem., 1i24: 1-6, 1938.

ergmann, M. & Fruton, J.S. - Some synthetic and hydrolvytic
experiments with chymotrypsin, J. Biol. Chem., 124:
321-9, 1938.

ieyerman, H.C.; Boers—-Boonekamp, C.A.M.; Maaseen Van Den Brink-
Zimmermannovd, H. - Synthesis of oxvtocinolc acid and oxytocin
on a solid support via triazolides from active esters.
Recl. Trav. Chim. Pays—Bas, 87 (3): 257-73, 1968.



194.

Bizzozero, S.A.; Dutler, H.; Ruckert, P. - Chymotrypsin catalvyzed
peptide synthesis, Int. J. Peptide Protein Res., 32:
64-73, 1988.

Bodanszky, M. - Synthesis of peptides by aminolysis of p-
nitrofenyl esters, Mature, 175 (4459): 685, 1955.

Bodanszky, M. - Side reactions in peptide synthesis. In:
Principles of Peptide Synthesis. Berlin, Springer-Verlag,
1984, p. 158-201 (Reactivity and Structure Concepts in Organic
Chemistry, 16).

Bodanszky, M. & du Vigneau, V. - A method of synthesis of long
peptide chains using a syntheecis of oxytocin as an example,
J. Am. Them. Soc.. 81(21): 5688-95, 1959.

Bratavanova, E.K.; Stoineva, I.B.; Petkov, D.D. - Yield
optimization 1n the kinetically controlled Enzymic Peptide
Synthesis. YTetrahedron., a4 (12): p. 3633-37, 1988.

Breddam, ¥X. & Johansen, J.T. - Semisynthesiz of human i1nsulin
utilizing chemicaily modified carboxipeptidase Y,
Carlsberg. Res. Commun. 49: 463, 1984.

Breddam, K.; Widmer, F.; Johansen, J.T. - Carboxipeptidase Y
catalyzed C-terminal modification 1n the -Chain of porcine
insulin, Carlsberg Res. Commun., 44: 361-72, 1981.

Campbell, B.E.; Easwaran, K.R.K.; Zanotti, G.C.; Staples, M.A.;
Fossel, E.T.; Blout, E.R. - Bicyclic Peptides IV. Conformation
and Ion Binding of Cyclo (Glu-Leu-Pro-Gly-Lys-Leu-Pro-Gly) -
Cvyvclo (1 --> 5) Gly, Biopolymers, o5 :547-560, 1986.

Carey, P.R. - Biochemical Applications of Raman and
Res=sonance Raman Spectroscopies, Academic Press, 1982.

Carpenter, F.H. - The free energy change in hidrolytic reactions:
the non-ionized compound convention, J. Am. Chem. Soc..
82(5): 1111-22, 1960.

Cheng, E.; Miranda, M.T.M.; Tominaga, M. ~ Termolysin and
#&-chyvmotrvpsin mediated synthesis of tripeptides containing

proline, Int. J. Pept. Protein Res., 24i: 116-25,
15688.

Cipera, J.D. & Nichollsgs, R.VU.U., - Preparation of bsnzvyl egters
amino acids. J.D. Cipera and R.V.V. Nicholls (McGill Univ.,
Montreal, Can.) Chemistry & Industry, 1955, 16-17, Apud:
Chem. Abs, 50: 810a, 1956.

Palagni, M. & Manigrasso, M. - Synthesis and conformational study
in solution and in solid state cf onligopeptides containing L-
leucine and glycine, Int. J. Pept. Protein Res.,

32(3): 230-9, 1988.

Dalhquist, F.W.; Long, J.W.; Bigbee, W.L. - Role of calcium in
the thermal gtability of thermolysin, Biochemistry,
is5(5): 1103-11, 1976.



195,

Derome, A.E. - The nuclear Overhauser Effect. In: Modern NMR
Techniques for Chemistry Research, Pergamon Press, 1987.
p. 97-127.

du Vigneau, Y.; Resgler, ¢.; Swan, J.M.; Roberts, C.W.;
Katsovannis, P.G.; Gordon, S. - The synthesis of a nonapeptide
amide with the hormonal activity of oxytocin, J. Am.

Chem. Soc., 75: 4879, 1953.

Dutta, A.S. & Morley, J.S. - Polypeptides. Part XII. The
preparation of 2-pyridyl esters and their use in peptide
synthesis. J. Chem. Soc.: 28%96-%902, 1971.

Fostrez, J. & Fersht, A.R. - Demonstration of the acylenzyme
mechanism for the hydrolysis of peptides and anilides by
chymotrypsin: Biochemistry, 12 (11): 2025-34, 1973.

Feder, J.; Garret, L.R.; Wildi, B.S. - Studies on the role of

calcium 1n thermolysin, Biochemistry, 1@ (24):
4552-5, 1971.

Fruton, J.S. - The synthesis of peptides. Adv. Protein
Chem., S: 1-82, 1949.

Fruton, J.S. - Proteinase-catalyzed synthesis of peptide bonds,
Adv. Enzymol. Relat. Areas—Mol. Biol., 53: 239-306,
1982.

Fruton, J.S.; Johnston, R.B.; Fried, M. - Elongation of pebtide

chaing 1n enzyme-catalyzed transamidation reactions, J.
Biol. Chem., 19, 39-53, 19851.

Furtner, V. - Protecdo do grupo sulfidrila na sintese da
ocitocina, Disgsertagdo de Mestrado - Escola Paulista de
Medicina, 1982.

Gish, D.T.; Katsovannis, P.G.; Hess, L.P.; Stedman, R.J. -
Unexpected formation of anydro compounds in the synthesis of
asparagynyl and glutaminyl peptides, 4. Am. Chem. Soc.,
78(22): 5954, 1956.

Goodman, M. & McGahren, W.J. - Mechanistic studies of Peptide
Oxazolone racemization, Tetrahedron, 23:2031-50, 1967.

Greengtein, J.P. & Winitz, M. - Chemical procedures for the
gynthesis of peptides. In: Chemistry of the Amino
Acids . New York, John Wiley, 1961, v. 2, p. 763-1295.

Hay, R.W. & Nolan, K.B. - Coper (II)-promoted Hydrolysis of
Ethyl Glycvlglicinate, Ethyl Glycyl- 8 -alaninate, and Ethyl
Glycyl-L-leucinate, J. Chem. Soc., Dalton Trans.
2542-5, 1974.

Hay, R.W. & Pujari, M.P. - The Palladium (II) Promoted Hydrolvysis
of the Methyl Esters of Glycyl-L-leucine, Glycyl-L-alanine and

L-Alanvylglycine, Inorg. Chim. Acta., 1i23:
175-9, 1986.



196.

Hemmasi, B. & Bayer, E. -

carbodiimide method 1in
C-terminal peptides of
Phusiocl. Chem.

Coupling of glutamine by the
the solid-phase synthesis of two

secretin, Hoppe—Seyler "= Z.
355 (4): 481-9, 1974.

Hipp, C.J. & Bush,

Ligant Reactions the Effect of Metal
Complexes. In: ACS ™Monograph, 4174, Washington, A.E.
Maktell E4d., 1978,

p. 385-471 (Coordination Chemistry,

D.H. -

2) .
Holden, H.M.

& Matthews, B.W. - The binding of L-valyl-L-
tryptophan to crystalline thermolysin 1llustrates the mode of
interaction of a product of peptide hydrolysisgs, 1. Biol.
Chem.. 263 (7)Y: 3256-60, 1988.

Holldési, M.; Dobolvi, Z.; Bajusz, S. - CD studies on enkephalin
and 1ts pro -analogs, FEBS Lett., i@ (l): 126-40,
1980.

Homandberg, G.A.; Komoriva, A.; Chaiken, I.M. - Enzymatic
condensation of nonassociated peptide fragments using a
molecular trap, Biochemistry, 21: 3385-9, 1982.

Homandberg, G.A.; Mattis, J.A.; Lagkowiski Jr., M. - Synthesis of
peptide bonds by proteinases. Addition of organic cosolvents

ghifts peptide bond equilibria toward synthesig,

Biochemistry, 17(24): 5220-7, 1978.

Ingalls, R.G.; Squires, R.G.,

Butler, L.G.
Enzymatic Hvdrolvsis:

Reversal of :
Rate and Extent of Ester Synthesis as
Catalyzed by Chymotrypsin and Subtilisin Carlsberg at Low
Water Concentrations,

Biotechnol. Bioeeng., XVUIII:
1627-37, 1975.

Isowa, Y. & Ichikawa, T.

Synthesis of N-acyl-dipeptide
derivatives by metalloproteases, Bull. Chem.
52(3): 796-800, 1979.

Soc. Jdpn.

Isowa, Y.; Ichikawa, T

| .; Ohmori, M. -
proteinases.

Peptide synthesis with
Fragment condensation of Z-Leu-Gln-Gly-OH or Z-

Gln-Glv-0OH with H—Leu—Val—NH2 using metaloprotelnases, Bull.
Chem. Soc. Jpn., 51(1):271-6, 1978.

Isowa, Y.; Ohmori, M

.; Ichikawa, T. & Mori, K. - The thermolysin-
catalyzed condensation reactions of N-substituted aspartic and
glutamic acids with phenylalanine alkyl esters,

Tetrahedron Lett.. 28: 2611-2612, 1979.

Isowa, Y.; Ohmori, M.; Ichikawa, T.; Kurita, H
K.

.; Sato, M.; Mori,
- The synthesis of peptides by means of proteolvtic
enzymes, Bull. Chem. Soc. Jpn., 5®(10): 2762-5,
1977.
Itoh, M.;

Haglwara, D.
nylating reagent,
tonitrile,

& Kamiva, T. - A new tert-butyl- oxycarbo-
2-terc-butvyloxycarbonvloxyimino—-2-phenvylace-
Tetrahedron Lett., 49: 4393-4, 1975.

Enzymatic peptide synthesis. In: Udenfried, S.
J. The peptides: Analysis, Synthesis,
Academic Press, 1987, p. 103-165.

Jakubke, H.D.
Meienhofer,
San Diego,

&
Biolo



197.

Jakubke, H.D.; Kuhl, P.; Konnecke, A - Basgsic Principles of
Proteage-Catalyzed Peptie Bond Formation, Angew. Chem.
Int. Engl., 24 (2): 85-93, 1985.

Kaiser, E.; Colescott, R.L.; Bossinger, C.D. & Cook, P.I. - Color
test for detection of free terminal amino groups in the solid
phase synthesls of peptides, aAnali. Biochem., 24:

595-8, 1970.

Kartha, G.; Varughese, K.I.; Aimoto, S. - Conformation of cyclo
(-L-Pro-Glvy) and its Ca and Mg complexes, Proc.Natl.
Acad. Sci. USA. 79: 45196-22, 1982.

Kasghelilikar, D.V. & Resgsler, C - An oxygen-18 study of the
dehydration of asparagine amide with N,N’-diciclorexvyl-
carbodiimide and p-toluenosulfonvyl chloride, J. Aam. Chem.
Soc.. 86(12): 2467-73, 1964.

Kester, W.R. & Mattews, B.W. - Crvystallographic study of the
binding of dipeptide 1nhibitors to thermolysin: Implications
for the mechanism of catalysis. Bicchemistry,
£&(1l1): 2506-516, 1977.

Khmel’Nitski, Y.L.; Dien, F.K.; Semenov, A.N.; Martinek, K. -
Optimization of Enzyme catalvzed peptide synthesis in a
"Water-water- immiscible organic solvent” Biphasic system,
Tetrahedron, 40 (21): 4425-32, 1984.

Kim, S.; Chang, H.; Ko, Y.K. - Benzotriazol-1l-yl Diethvl
Phosphate. A new convenient coupling reagent for the synthesis

of amides and peptides, Tetrahedron Lett., 26(10):
341-2, 1985.

Kimura, S. & Imanishi, Y. - Synthesis, Conformation and
Interactions with Metal Ions and Ions Transport of cyclic
Octapeptides, cyclo (Phe-Pro) , Cyclo (Leu-Pro) , Cyclo (Lys
(Z)-Pro) . In: Peptide Chemistry, i?84i, T. Shilori (Ed),
Osaka. Proteilin Regearch Foundation 1982, p. 187-90.

Kimura, S. & Imanishi, Y. - Earth Metal Ions of Cvyclic
Octapeptides, Cyclo (Phe-Pro) , Cyclo (Leu-Pro) and Cyclo
[Lys (Z)-Pro]l, Biopolymers, 22: 2383-2395, 1983.

Kise, H. & Shirato, H. - Synthesis of Aromatic Amino Acid Ethvl
Egters by «-chymotrypsin in Solutions of High Ethanol
Concentrations, Tetrahedron Lett., 26 (49): 6081,

1685.

Kigfaludy, L.; Schion, I.; Renyer, M.; G8rdg, S. - Competitive
intramolecular displacement of the neutral amide group.
Rearrangement and dehydration reactions of asparagine and
glutamine, J. Am. Chem. Soc.. o7 (19): 5588-9, 1975.

Klibanov, A.M.; Margolin, A.L. - Peptide gynthesis catalyzed by
lipases in anhvydrous organic solvents, J. Am. Chem. Soc.,
109: 3802-3804, 1987.

Konnecke, A.; Bullerjahn, R.; Jakubke, H.D. - Peptide synthesisgs
by means of immobilized enzymes I. Immobilized x-chymotrypsin.



198.

Konnecke, A.; Hansler, M.; Schellenberger, V.; Jakubke H.D -
Peptidsynthesen with immobilisierten Enzymen II.
Immobilisiertes Trypsin, Thermolysin und Papain. Monatsh.
Chem., 114: 433-444, 1983.

Kénig , W. & Geiger, R. - A new method for the synthesis of
peptides: Activation of the carboxyl group with
diciclohexillcarbodiimide by using l-hydroxibenzotriazolesg as
additives, Chem. Ber., 162, 788, 1970a.

Kdnig , W. & Geiger, R. - New amlde protecting group. Chem.
Ber.. 1i©3: 2041-51, 1970b.

Konooinska, D. & Muzalewski, F. - Proteolitic enzymes in peptide
gsynthesis, Mol. Cell. Biochem., S4i: 165-175, 1983.

Koslov, L.V.; Ginodman, L.M.; Orekhovic, U.N. and Valueva, T.A. -
-~ Free energy of hvydrolysis of the peptide bond and enzymatic
synthesis of esters of N-acetvyl dipeptides, Biokhumiya,
34 : 315-2321, 1966

Kuhl, P.; Schaaf, R.; Jakubke, H.D. - Studies on Enzymatic
Peptide Synthesis i1in Biphasic Aqueous-Organic Systems with
Product Extraction, Momat=h. Chem.. 1ig8, 1275-88,

1987.

Kullmann, W. - Enzymatic Synthesis of Biologically active

peptides, In: Enzymatic Peptide Synthesis. Boca Raton,
CRC Presgss, Inc. 1987, p. 61-82.

Latt, S.A.; Holmquist, B.; Valle, B.L. - Thermolysin: a zinc

metalloenzyme, Biochem. Biophuys. Res. Commun..
37 (2): 333-9, 1969.

Laurie, S.H. - Amino acids, peptides and proteins, In:
Comprehensive Coordination Chemistry, Oxford, Pergamon
Pregs, 1987. p. 739-774, (Ligands, 2).

Leach, B.E. & Angelici, R.J. - Metal-ion Catalysis of the
Hydrolysis of Some Amino acids Ester N,N-Diacetic Acids,
Jo Am. Chem. Soc., 2@ (10): 2505-8, 1968.

Libereck, B. - Tertiary butyl esgters of protected -clano-L-
alanyl peptides as possible intermediates in the preparations
of L-asparaginil peptides, Chem. Ind., 2&: 987-9,
1961.

Libereck, B. - Nitrile groups in peptide chemistry II.
Intramollecular assistance of amide dehidration by neilghboring
carboxylate anion in carbobenzoxyl-L-asparagine, Bull.

Acad. Pol. Sci. Ser. Sci. Chim., 19: 227-31, 1962.

Linderstrom-Long, K. - Lane Medical Lectures. Proteins
zand Enzuymes, Stanford, Stanford University Press, 1952.
p. 93-115.

Luthi, P. & Luisi, P.L. - Enzymatic Synthesis of hydrocarbon-
gsoluble Peptides with Reverse Micelles, J. aAm. Chem. Soc.
106: 72085-86, 1984.



199.

Machini de Miranda, M.T. - Termoligsina como catalisador na
gsintegse de di- e tripeptideos contendo asparagilna. S3o Paulo,
1985. 131P. [Dissertacao de Mestrado - Instituto de Qufimica da
Universidade de Sao Paulo.

Machini de Miranda, M.T; Cheng, E.; Seidel, W.F.; Muradian, J.
& Tominaga, M. - Thermolysin as a catalyst in enzymatic
gynthesis of asparagine containing peptides, Bioorg.
Chem., 1i4: 182-193, 1986.

Margolin, A.L. & Klibanov, A.M. - Peptide Synthesis Catalyzed by
Lipases 1n Anhydrous Organic Solvents, J. Am. Chem. Soc.,
109: 3802-3804, 1987.

Margolin, A.L.; Tai, D.F.; Klibanov, A.M. ~ Incorporation of
D-amino acids into Peptides via Enzymatic condensation 1in
Organic Solwvents, J. Am. Chem. Soc., 109: 7885-87,
1987.

Martinek, K.; Semenov, A.N.; Berezin, I. - Enzymatic synthesis 1n
biphasic agueous-organic systems. I. Chemical equilibrium
shift, Biochim. Biophys. Acta, 658 (1l): 76-89, 1981.

Matsubara, H.; Singer, A.; Sasaki, R.M. - Effect of proline
residue on the hydrolysis of substrates by thermolysin,
Biochem. Biophuys. Res. Caommun., 34 (5): 719-23, 1968.

Merrifield, R.B. - Solid phase peptide synthesis. I. The
Synthesis of a Tetrapeptide, J. Am. Chem. Soc., 85:
2149-54, 1963. ‘

Merrifield, R.B. - Solid phase peptide synthesis, Adwv.
EFnzymol. Relat. Areas Mol. Biol., 32: 221-96, 1969.

Milne, H.B. & Conpenter, F.H. - Peptide synthesis via oxidation
0f N-acvl-%-aminocacid phenyvlhydrazides. III. Dialanylinsulin
and diphenvlalanyl-insulin, J. Org. Chem., 33:

4476-9, 1968.

Mojsov, S.; Mitchell, A.R.; Merrifield, R.B. - A quantitative
evaluation of methods for coupling asparagine, J. Org.
Chem., 45(4): 555-60, 1980.

Monzingo, A.F. & Matthews, B.W. - An Interactive Computer
Graphics study of Thermolysin-Catalyzed Peptide Cleavage and
Inhibition by N-carboxymethvl Dipeptides, Biochemistry,
23: 5730-41, 1984.

Morihara, K. - Comparative specificity of microbial proteinases,
Adv. Enzymol., 44 : 179-243, 1974.

Morihara, K. - Using proteases in peptide synthesis,
TIBTECH, S5: 164-70, 1987.

Morihara, K. & Oka, T. - «~Chymotrypsin as the catalyst for
peptide synthesis, Biochem. J., £63(3): 531-42,
1977.



200.

Morihara, K. & Oka, T. - The complex active sites of bacterial
neutral proteases 1in relation to theilr specificities,
Biochem. Biophus. Res. Commun, 30 (6): 625-30, 1968.

Morihara, K. & Oka, T. - Enzymatic Semisynthesis of Human
Insulin by Transpeptidation method with Achromobacter
Protease: Comparison with the coupling method. In: S.
Sakakibara Ed.: Peptide Chemistruy, 1982, Protein
Regearch Foundation, 1983, p. 231-6.

Morihara, K. & Tsuzukil, H. - Thermolysin: Kinetic Study with
Oligopeptides, Eur. J. Biochem., 1i5(2): 374-80,
1970.

Moore, S. - Amino acids analysis: aqueous dimethyl sulfoxide as

golvent for ninhydrin reaction, J. Biol. Chem.,
243 (23): 6281-3, 1968.

Moore, S. & Stein, W.H. - A modified ninhydrin reagent for the
photometric determination of amino acids and related
compounds, J. Biol. Chem., 24i4i: 907-13, 1954.

Mukaiyama, T.; Ueki, M.; Maruyama, H.; Matsuda, R. - A new method
for peptide synthesis by oxidatlon-reduction condensation,
J. Am. Chem. Soc.. 2@ (16): 4490-1, 1968.

Nagasawa, T.; Kuroiwa, K.; Narita, K.; Isowa, Y. - New agents for
butyloxycarbonylation and p-methoxybenzyloxycarbonylation of

amino acids, Bull. Chem. Soc. Jpn., 46 (4): 1269-72,
1973

Nakanishi, K.; Kimura, Y.; Matsumo, R. - Design of proteinase-
catalyzed synthesis of oligopeptides in an agueous-organic
biphasic systhem, Biotchnology, 4: 452-4, 1986.

Nakanishi, K.; Kimura, Y.; Matsuno, R. - Proteinase-catalyzed
oligopeptide synthesis in an organic solvent. In: Y. Kiso
(ed.). Peptide Chemistry, 1985, Osaka, Protein Research
Foundation, 1986. p. 83-88.

Niedrich, H. - Synthese des Eledoisin- (4-11)- Octapeptides Lys-
Asp (NH,_)-Ala—Phe-—I1e—G1y—Leu—Lut—NHz und scines Heterologen
mit Hydrazinoessigsaure statt Glysin, Chem. Ber., 100:
3273-82, 1967.

Noritoml, H. & Kise, H. - Enzymatic Reacltions 1n Agqueous Organic
media III. Peptide synthesis by s¢-chymotrypsin immobilized
with polyvinyl alcohol in ethanol, Biotechnology Lett.,
?(6): 383-386, 1987.

Oka, T. & Morihara, K. - Peptide bond synthesis catalyzed by
thermolysin, J. Biochem., 88: 807-13, 1980.

Okashi, R. & Isowa, Y. - Use of hydrolases in synthesis,
Kasaku to Seibutsu, 16(8): 536-46, 1978.

Ohta, Y.; Ogura, Y.; Wada, A. - Thermostable protease from
thermophilia bacteria. I. Thermostability, physiocochemical
properties and amino acid compsition, J. Biol. Chem.,
2414 (24): 5919-25, 1966.



201.

Paul, R. & Kende, A. - A mechanism for the
N,N’'-dicvclohexylcarbodiimide~caused dehydration of asparagine
and maleamic acid derivatives, Ji. am.Chem. Soc..

24 (19): 4162-6, 1964.

Pangburn, M.K. & Walsh, K.A. - Thermolysin and Neutrol Protease:

Mechanistic Considerations. Biochem.., 14 (18):
4050-4, 1975.

Perrin, D.D. - Dissociation constant of organic bases in aqueous
golution (Pure and Applied Chemistry). London: Butte worths,
1965. p. 473. Apud: Chem. abs., 63: 68, 1965.

Petkov, D.D. - Enzyme peptide synthezis3 and semisynthesis:
Kinetic and thermodynamic aspects, 4. Theor. Biol.,
28 (31): 419-25, 1682.

Pinheiro da Silva Filho, L. - Proteases como catalisadores na
sintese de peptideos e de ésteres de N-acilaminodcidos.
S3o0 Paulo, 1984, 142 p. [Tese de Doutoramento - Instituto de
Quimica da Universidade de Sdo Paulo.

Ressler, C. - Formation of o« , ¥ -diaminobutyric from asparagine
contalning peptides, J. Am. Chem. Soc.. 78(22):
59586-7, 1956.

Regsler, C. & du Vigneau, V. - The syntheslis of the tetrapeptide
amide S-benzyl-L-cysteinvl-L-prolyl-leucyl-glycinamide.
J. Am. Chem. Soc., 76: 3107-9, 1954.

Reggler, C. & Ratzkin, H. - Synthesis of B -cvano-L-alanine and
§-cyano- % —aminobutylic acid, dehydration products of
L-asparagine and L-glutamine; a new synthesis of amino acid
nitriles, J. Org. Chem., 2&6(9): 3356-60, 1961.

Roegke, R. - Preparation of t-butyl egters of free amino acids.
J. Org. Chem., 28: 1251-3, 1963.

Rose, K.; Gladstone, J. Offord, R.E. - A mass spectrometric
investigation of the mechanism of the semigynthetlic
transformation of pig insulin into an egster of insulin of
human sequence. Biochem. J., 220: 189-96, 1984.

Sakina, K.; Kawazura, K.; Morihara, K. - Enzymatic synthesis of
delta sleep 1inducing peptide, Int. J. Peptide Protein
Res.. 31 (2): 245-52, 1988.

Sato, J.; Kawai, M.; Nagal, U. - Studies on the g -turn of
peptides. II - Synthesis and conformational properties of N-
(2,4-Dinitrophenyl) Tetrapeptide p-nitrocanilides related to
the B -turn part if gramicidin S. Bull. Chem. Scoc. Jp.
56(5,: 1527-31, 1983.

Schechter, I. & Berger, A. — On the size of the active sgsite 1in

proteases. I. Papaln, Biochem. Biophys. Res. Commun.
27: 157-62, 1967.



202.

Schellenberger, V. & Jakubke, H.D. - A gpectrosphotometric assay
for the characterization of the S’ subsite specificity of & -
chymotrypsin, Biochim. Biophus. Act=z., B&6%9: 54-60
1960.

Schnabel, E.; Herzog, H.; Hoffmann, P.; Klauke, E.; Ugo, J. -
Synthese und Verwendung von tert-butvloxy-carbonyl fluorid
unde anderen fluorKohlensaureestern zur Darstellung
Saurelabiler Urethan-derivative von amlinosgauren, Justus
Liebig’™s Ann. Chem.. 7i&: 175-85, 1968.

Senderens, J.B. - Deshydration catalytique des alcools
forméniques par vole humide au moyen d’'acide sulfurique,
C.R. Hebd. S5eances de L "acad. Sci.. iS54: 777-9,
1912.

Shimizu, T.; Tanaka, Y.; Tsuda, K. -~ Multiple Conformations and
Conformatioconal change in the Acetonitrile of Cation-binding
Cyclic Tetrapeptide, Cyclo [Gly-L-Cys(~-Bzl(OMe))-Sar-L-Prdg,
Bull. Chem. Soc. Jpn.. 55: 3817-23, 1982.

Siemion, L.Z.; Jankowskil, A.; Sobczky, K.; Szewczuk, Z. - Mode of
calcium binding to enkephalins, Int. J. Peptide Protein
Res. 25: 280-9, 1985.

Stammer, C.H. - The synthesis of two peptides contalning
methylene-L-asparagine, J. Org. Chem., 26 (7):
2556-60, 1961.

Stewart, J.M. & Young, J.D., Splid phase peptide synthesis,
San Francisco, W.H., Freeman and Company,l1969.

Stewart, J.M. & Young, J.D. - Solid phase peptide synthesis,
Illinois, Pierce Chemical Company, 1984.

Taschner, E.; Chimiak, A.; Bator, B.; Sokolowska, T. -
Darstellung von tert-Butylestern frilier Aminosauren,
Justus Liebig’™s Ann. Chem., &4&: 134-6, 1961.

Tominaga, M. & Miranda, M.T.M. - Calcium 1on catalyzed
transesterification of ethyl and benzyl esters of N -protected
di- and tripeptides, In: T. Shiba & 8. Sakakibara (Ed.),
Peptide Chemistry 1987, Osaka. Protein Research
Foundation, 1988. p. 227-30.

Tominaga, M.; Pinheiro da Silva Filho, L.; Muradian, J.; Seidel,
W.F. - Papailn and chymotrypsin as catalysts for peptide
synthesis. In: Sakakibara, S. -Peptide Chemistry, 1282,
Osaka, Protein Research Foundation, 1983, p. 271-5.

Tu, A.T. - Raman spectroscopy in Biology. Principles and
Applications. New York, John Wiley & Sons, 1982.

Urry, D.W.; Cunnigham, W.D.; Ohnishi, T. - A neutral polypeptide
calcium ion complex, Biochim. Bicphys. Acta.. 292:
854-7, 1973.

Wayne, S.I. & Fruton, J.S. - Thermolysin-catalyzed peptide bond

synthesis, Proc. Natl. Acad. Sci.., USA, R0:
3241-3244, 1983.



203.

West, J.B.; Scholten, J.; Stolowich, N.J.; Hogg, J.L.; Scott,
A.I.; Wong, C.H. - Modification of Proteases to Egterases for
Peptide Synthesig: Methylchymotrypsin, J. Am. Chem. Soc.,
1i1@: 3709~-10, 1988.

West, J.B. & Wong, C.H. - Enzyme-Catalyzed Irreversible Formation
of Peptides Containing D-Amino Acids, J. Org. Chem.,
54 2728-2735, 1986.

Weygand, F.; Hoffmann, D. & Wunsch, E. - Synthesis of peptides
with dicyclohexylcarbodiimide by addition of N-hydroxysuccini-
mide, Z. Naturforsch b21(5): 426-428, 1966.

Widmer, F.; Bayne, S.; Hown, G.; Thorbek, P.; Johansen, J.T. -
Enzymat ic Peptide Synthesis: Current Possibilities and
Futiure Prospects - In Prolide, Pergamon Press, 19.

Widmer, F. & Johansen, J.T. - Use of proteolytic enzymes 1in
peptide synthesis: current possibillities and future prospects,
In: Synthetic Peptides in Biology and Hedicine,
Elsevier Science Publishens B.V. (Biochemical Division), 1985.
p. 79-87.

Woodman, D.J.; Butler, L.C.; Steward, J. - Expedited isclation in
the synthesis of peptides by 1on exchange, Tetrahedron
Lett., 17: 1557-60, 1973.

Yenal, K.; Rockwell, A.L.; Cook, J.P.; Dworetsky, S.; Gierasch,
L.M. - Comparision of Cation Binding by three Cyclic
Pentapeptides. In: Peptides — Structure and Function,
Illinolsgs, Pierce Chemical Company, 1983. p. 499-502.

Zaks, A. & Klibanov, A.M. - Enzymatic catalysis in nonaqueous
solvents, J. Biol. Chem., Baltimore, 263 (7):
3194-201, 1988.

Zaoral, M. & Kirchndk, V. - Cyclooxytocin and oxytocin analogue
with a enhanced stability of the secondary structure,
Collect. Czech. Chem. Commun., 42 (12): 3500-9, 1977.

réncias Bibliograficas-:

igneau e colaboradores.(1954) esta citada em Bodanszky e du Vigneaud (1959)

scentar: West

sJ.B. & Wong,C.H. - Use of nonproteases in peptide syntheses,

ahedron Lett. , 28(15): 1629-32,1987.



	Page 1
	Page 2
	Page 3
	Page 4
	Page 5
	Page 6
	Page 7
	p6_25_ocr_cort_otim.pdf
	Page 1
	Page 2
	Page 3
	Page 4
	Page 5
	Page 6
	Page 7
	Page 8
	Page 9
	Page 10
	Page 11
	Page 12
	Page 13
	Page 14
	Page 15
	Page 16
	Page 17
	Page 18
	Page 19
	Page 20

	p27_45_ocr_cort_otim.pdf
	Page 1
	Page 2
	Page 3
	Page 4
	Page 5
	Page 6
	Page 7
	Page 8
	Page 9
	Page 10
	Page 11
	Page 12
	Page 13
	Page 14
	Page 15
	Page 16
	Page 17
	Page 18
	Page 19

	p46_65_ocr_cort_otim.pdf
	Page 1
	Page 2
	Page 3
	Page 4
	Page 5
	Page 6
	Page 7
	Page 8
	Page 9
	Page 10
	Page 11
	Page 12
	Page 13
	Page 14
	Page 15
	Page 16
	Page 17
	Page 18
	Page 19
	Page 20

	p46_65_ocr_cort_otim.pdf
	Page 1
	Page 2
	Page 3
	Page 4
	Page 5
	Page 6
	Page 7
	Page 8
	Page 9
	Page 10
	Page 11
	Page 12
	Page 13
	Page 14
	Page 15
	Page 16
	Page 17
	Page 18
	Page 19
	Page 20

	p66_69_ocr_cort_otim.pdf
	Page 1
	Page 2
	Page 3
	Page 4

	p70_100_ocr_cort_otim.pdf
	Page 1
	Page 2
	Page 3
	Page 4
	Page 5
	Page 6
	Page 7
	Page 8
	Page 9
	Page 10
	Page 11
	Page 12
	Page 13
	Page 14
	Page 15
	Page 16
	Page 17
	Page 18
	Page 19
	Page 20
	Page 21
	Page 22
	Page 23
	Page 24

	p101_115_ocr_cort_otim.pdf
	Page 1
	Page 2
	Page 3
	Page 4
	Page 5
	Page 6
	Page 7
	Page 8
	Page 9
	Page 10
	Page 11
	Page 12
	Page 13
	Page 14
	Page 15

	p116_118_ocr_cort_otim.pdf
	Page 1
	Page 2

	p120_136_ocr_cort_otim.pdf
	Page 1
	Page 2
	Page 3
	Page 4
	Page 5
	Page 6
	Page 7
	Page 8
	Page 9
	Page 10
	Page 11
	Page 12
	Page 13
	Page 14
	Page 15

	p137_155_ocr_cort_otim.pdf
	Page 1
	Page 2
	Page 3
	Page 4
	Page 5
	Page 6
	Page 7
	Page 8
	Page 9
	Page 10
	Page 11
	Page 12
	Page 13
	Page 14

	p156_170_ocr_cort_otim.pdf
	Page 1
	Page 2
	Page 3
	Page 4
	Page 5
	Page 6
	Page 7
	Page 8
	Page 9
	Page 10
	Page 11
	Page 12
	Page 13
	Page 14

	p171_182_ocr_cort_otim.pdf
	Page 1
	Page 2
	Page 3
	Page 4
	Page 5
	Page 6
	Page 7
	Page 8
	Page 9
	Page 10
	Page 11
	Page 12

	p185_187_final_ocr_cort_otim.pdf
	Page 1
	Page 2
	Page 3
	Page 4
	Page 5
	Page 6
	Page 7
	Page 8
	Page 9
	Page 10
	Page 11
	Page 12
	Page 13
	Page 14
	Page 15
	Page 16
	Page 17
	Page 18

	p186.pdf
	Page 1

	indice_p1_5_ocr_cort_otim.pdf
	Page 1
	Page 2
	Page 3
	Page 4
	Page 5
	Page 6
	Page 7
	Page 8
	Page 9
	Page 10
	Page 11
	Page 12
	Page 13
	Page 14
	Page 15
	Page 16
	Page 17
	Page 18
	Page 19
	Page 20

	p26.pdf
	Page 1

	p137.pdf
	Page 1

	p38.pdf
	Page 1




