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Lista de abreviações 

As abreviações utilizadas estão de acordo com as recomendações da 

"IUPAC-IUB Comission on Biochemical Nomenclature" (J. Biol. Chem., 264, 

668-673, 1989). 

Ac: acetil 

ACN: acetonitrila 

BOC: t-butiloxicarbonil 

BOP: hexafluorofosfato de benzotriazol-1-il-oxi-tris-( dimetilamino )fosfônio 

Bzl: benzil 

BzlOH: álcool benzílico 

BzlSH: álcool tiobenzílico 

(2-CI-Z): 2-cloro-benziloxicarbonil 

CCK: colecistocinina 

cHex: ciclohexil 

CP: "cross polarization" 

CPMG: "Carr-Purcell-Meibom-Gill" 

DBU: 1,8-diazabiciciclo[S.4.0]-7-undeceno 

DCC: diciclohexilcarbodiimida 

DCM: diclorometano 

DIC: diisopropilcarbodimida 

DIPEA: diisopropiletilamina 

DMF: N,N'-dimetilformamida 

DMSO: dimetilsulfóxido 

DMSO-ds: dimetilsulfóxido deuterado 

DNA: ácido desoxiribonucleico 

El-MS: "eletronspray-mass spectrometry" 

Et: etil 

EtOH: etanol 

FAB-MS: "fast atom bombardment" 

FID: "free induction decay" 

Fmoc: 9-fluorenilmetoxicarbonil 



GA: grau de aminoacilação 

GS: grau de substituição 

HAc: ácido acético 

HIBA: ácido hidroxiisobutírico 

HMQC: "heteronuclear multiple quantum coherence" 

HPLC: "high resolution liquid chromatographic" 

HOBt: 1-hidroxi-benzotriazol 

HR-MAS: "high resolution magic angle spinning" 
1H-RMN: ressonância magnética nuclear protônica 

HR-RMN: ressonância magnética nuclear de alta resolução 

KOR: resina oxima de Kaiser 

LDMS: "laser desorption mass spectrometry" 

MAS: "magic angle spinning" 

Me: metil 

MEE: metoxi-etoxi-etil 

MeOH: metanol 

MTP: 4-metil-tio-fenol 

Mtr: 4-metoxi-2,3,6-trimetilbenzenosulfonil 

NMP: N-metilpirrolidona 

NOESY: "nuclear overhauser effect spectroscopy" 

OAc: acetato 

Pac: fenacil 

Pbf: 2,2,4,6, 7-pentametildihidrobenzofurano-5-sulfonil 

PS: suporte polimérico 

PyBOP: hexafluorofosfato de benzotriazol-1-il-oxi-tris-pirrolidino-fosfôn io 

RMN: ressonância magnética nuclear 

RNA: ácido ribonucléico 

RP-HPLC: cromatografia líquida de alta eficiência em fase inversa. 

SASRIN: resina álcool 2-methoxi-4-benziloxibenzilíco 

SCC: síntese enzimática cineticamente controlada 

SPFS: síntese de peptídeos em fase sólida 

STC: síntese enzimática termodinamicamente controlada 
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TBTU: 2-(1-H-benzotriazol-1-il)-1 , 1,3,3-tetrametiluronio tetrafluorborato 

TEA: trietilamina 

TFA: ácido trifluoroacético 

TFMSA: ácido trifluorometanosulfônico 

TOCSY: "total correlation spectroscopy" 

Abreviações dos aminoácidos 

Alanina: Ala (A) lsoleucina: lle (1) 

Acido aspártico: Asp (D) Leucina: Leu (L) 

Acido glutâmico: Glu (E) Usina: Lys (K) 

Arginina: Arg (R) Metionina: Met (M) 

Asparagina: Asn (N) Prolina: Pro (P) 

Cisteína: Cys (C) Serina: Ser (S) 

Fenilalanina: Phe (F) Treonina: Thr (T) 

Glicina: Gly (G) Triptofano: Trp (W) 

Glutamina: Gln (Q) Tyrosina: Tyr (Y) 

Histidina: His (H) Valina: Vai (V) 
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1. RESUMO 

O objetivo do presente trabalho foi propor e estabelecer um novo 

método de preparação de peptídeos protegidos a-esterificados. 

Para tal, investigamos inicialmente o efeito da presença de HAc, 

Ca(0Ac)2 e mistura de ambos na eficiência de metanólise de Ac-Ala-Gly-X

KOR (onde, X= Gly, Ala ou Phe) em DCM. Surpreendemente, as reações 

assistidas por Ca2
+ forneceram os produtos esterificados desejados com os 

mais altos rendimentos. 

Com base nestes dados comparamos as eficiências das reações de 

metanólise de Ac-Ala-Gly-X-KOR [onde, X= Lys(2-CI-Z) , Phe, Ala ou Gly] 

asssistidas pelo íon cálcio. Estas se mostraram dependentes da natureza do 

resíduo e-terminal ligado à resina, pois os rendimentos de desligamento 

peptídeo da KOR obtidos para as reações de 6 horas apresentaram a 

seguinte ordem: Lys(2-CI-Z)< Phe <Ala < Gly. Após 48 h, os rendimentos 

foram superiores a 68%. 

A possibilidade de preparar Ac-Ala-Gly-X-OEt [onde, X= Lys(2-CI-Z) 

ou Ala] usando o mesmo procedimento foi também investigada. Ac-Ala-Gly

Ala-OEt e Ac-Ala-Gly-Lys(2-CI-Z)-0Et foram produzidos com 69 e 24% de 

rendimento em 72h a 37ºC, respectivamente. Quando DCM foi substituído 

por DMSO ou 25%DMSO/tolueno a 55ºC, houve um aumento significativo 

nos rendimentos de etanólise da Ala-Gly-Lys(2-CI-Z)-KOR. 

Benzólise e tiólise de Ac-Ala-Gly-X-OEt [onde, X= Lys(2-CI-Z)ou Ala] 

foram testadas. As análises de aminoácidos das peptidil-KOR residuais 

mostraram que o desligamento do peptídeo da KOR ocorreu em certa 

extensão, mas infelizmente nas condições de análise por RP-HPLC 

empregadas não fomos capazes de detectar os produtos formados. 

Metanólises adicionais foram realizadas em presença de Ca(OAc)2 

empregando peptidil-KOR relacionados ao hormônio colecistocinina: Ac-lle

Ser(Bzl)-Asp(OBzl)-KOR (1 ), Ac-lle-Ser(Bzl)-Asp(OcHex)-KOR (2) e Ac-lle

Ser(Bzl)-Asp(OBzl)-Arg(Mtr)-KOR (3). Os rendimentos de desligamento dos 

peptídeos 1, 2 e 3 foram 54, 68 e 84%, respectivamente. Não foram 

detectadas nos meios reacionais quantidades significativas de produtos 
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secundários resultantes de rearranjos ou de transesterificação simultânea do 

éster presente na cadeia lateral do resíduo de ácido aspártico. Estes 

resultados evidenciaram que a assistência do Ca2
+ é seletiva e o método 

aplicável a peptídeos contendo arginina e ácido aspártico protegidos ligados 

à resina de Kaiser. 

O efeito do solvente foi investigado realizando-se metanólises de Ac

lle-Ser(Bzl)-Asp(OcHex)-KOR em DCM , DMSO e CHCb em presença de 

Ca(OAc)2. Em 72 horas as metanólises realizadas em DMSO foram 

quantitativas, enquanto que em DCM ou CHCb estas apresentaram 

rendimentos de -63%. 

Em seguida, examinamos a capacidade do Eu3
+ em assistir a reação 

de metanólise de peptidil-KOR em DCM. Os rendimentos de desligamento 

do peptídeo foram semelhantes ou ligeiramente superiores aos obtidos em 

presença de Ca2
+. 

Estudos adicionais demonstraram que não é necessário excesso 

molar de Ca2
+ ou Eu3

+ para o aumento da eficiência das metanólises. 

Metanólise e etanólise de Ac-lle-Ser(Bzl)-Asp(OcHex)-KOR em DCM 

e DMSO em presença de Ca(OAc)2, EuCb e TbCb também foram 

realizadas. As metanólises em DCM em presença de Ca2+, Eu3
+ ou Tb3

+ 

forneceram o produto desejado com 62, 95 ou 95% de rendimento, 

respectivamente. Em DMSO, a reação assistida por Ca2
+ foi quantitativa, 

mas nenhum produto foi obtido em presença de Eu3
+ ou Tb3

+. As etanólises 

em DCM assistidas por estes ións lantanídicos foram também mais 

eficientes do que as mediadas por Ca2
+ (28, 17 e 5%, respectivamente) . Em 

DMSO, observou-se a formação do éster etílico apenas para a reação 

assistida por Ca2
+. O rendimento de desligamento do peptídeo da KOR foi 

de 80%, mas observou-se a presença de um produto secundário no 

peptídeo a-esterificado bruto. Novamente, nenhum produto foi obtido nas 

reações assistidas por Eu3
+ ou Tb3

+ em DMSO. 

Estudos adicionais demonstraram que Ca(OAc)2 pode também 

assistir a aminólise de Ac-lle-Ser(Bzl)-Asp(OcHex)-KOR por Arg(HCl)OMe 

ou Arg(HCl)OEt em DMF. Os rendimentos de desligamento do peptídeo da 
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KOR foram superiores a 70%, sendo os ésteres desejados os produtos 

majoritários formados nos meios reacionais (47 e 68% do total, 

respectivamente). Na ausência do íon metálico, os rendimentos foram de 

apenas 10-13%. Reações comparativas evidenciaram que a aminólise 

assistida por Ca2
+ é equivalente (ou ligeiramente inferior em termos de 

seletividade) àquelas descritas na literatura catalisadas pelo ácido acético. 

Tentativas de aminólise em DMSO, NMP e DMSO/tolueno (1: 1, v:v) 

na presença de Ca2+, Eu3
+ e Tb3

+ também foram feitas. Os resultados 

demonstraram que apenas o Ca2
+ foi capaz de assistir a maioria delas. Isto 

ocorreu provavelmente devido a interações entre o DMSO e os lantanídeos. 

Uma análise preliminar de Ac-Ala-Gly-Lys(2-CI-Z)-KOR e de Ac-lle

Ser(Bzl)-Asp(OcHex)-KOR através de HR-MAS na presença e ausência de 

Ca2
+ foi feita com o intuito de investigar as interações estabelecidas entre o 

íon metálico e os peptídeos sob o ponto de vista estrutural. Os resultados 

obtidos sugeriram que a presença do Ca2
+ diminue a mobilidade da cadeia 

peptídica, o que sugere complexação. Uma complexação tornaria a ligação 

peptídeo-KOR mais susceptível ao ataque nucleofílico do álcool ou 

aminoácido esterificado. 

Medidas de inchamento de peptidil-KOR em diferentes solventes 

puros e nas misturas utilizadas nos estudos descritos acima demonstraram 

que a solvatação da peptidil-KOR não é o fator determinante na eficiência 

destas reações. Por outro lado, estudos qualitativos sugeriram, que a 

solubilidade dos sais de cálcio, európio e térbio seja crucial. 

Concluindo, os dados obtidos até o momento indicam que a 

metanólise, etanólise e aminólise de peptidil-KOR assistidas pelos íons Ca2
+ 

consistem em uma alternativa nova e atraente para preparar ésteres a

metílicos e a-etílicos de Na-acil-peptídeos totalmente protegidos ou 

desprotegidos. As reações foram realizadas em pH aparente neutro e se 

mostraram muito seletivas à ligação oxima. 
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li. SUMMARY 

The ultimate goal of the present work was to propose and stablish a 

new method to prepare a-esterified protected peptides. 

At first, we examined the effect of HAc, Ca(OAch and mixtures of both 

on the efficiency of methanolysis of Ac-Ala-Gly-X-KOR (where, X= Gly, Ala or 

Phe) in DCM. Surprisingly, the reactions carried-out in the presence of 

Ca(OAc)2 gave the corresponding esterified peptides with the highest yields. 

Based on these data, we compared the efficiencies of methanolysis of 

Ac-Ala-Gly-X-KOR [where, X= Lys(2-CI-Z), Phe, Ala or Gly] assisted by the 

calcium ion. They showed to be dependent on the nature of the e-terminal 

residue linked to the solid support since the yields found for 6-hour reactions 

were: Lys(2-CI-Z)< Phe <Ala < Gly. After 48 h of reaction, yields were all 

higher than 68%. 

The possibility of obtaining Ac-Ala-Gly-X-OEt [where, X= Lys(2-CI-Z) 

or Ala] using the sarne procedure was then investigated. ln 72 hours at 37ºC 

Ac-Ala-Gly-Ala-OEt and Ac-Ala-Gly-Lys(2-CI-Z)-0Et were produced with 

yields of 69% and 24%, respectively. When DCM was replaced by DMSO or 

25%DMSO/toluene at 55ºC, the percentages of peptide release from Ala

Gly-Lys(2-CI-Z)-KOR were 44% in 72h and 66% in 36h, respectively. 

Benzolysis and thiolysis of Ac-Ala-Gly-X-OEt [where, X= Lys(2-C-Z) or 

Ala] were tested as well. Despite the fact that amino acid analysis of the 

remaining peptidyl-KOR showed that the peptide detachment from the resin 

had occurred to some extent, we were not able to detect by analytical RP

HPLC the products formed in the reaction media. 

We also studied the methanolyses of some peptidyl-resins related to 

the peptide hormone cholecystokinin : Ac-lle-Ser(Bzl)-Asp(OBzl)-KOR (1 ), Ac

lle-Ser(Bzl)-Asp(OcHex)-KOR (2) and Ac-lle-Ser(Bzl)-Asp(OBzl)-Arg(Mtr)

KOR (3). The yields of peptide detachment from 1, 2 or 3 were 54, 68 and 

84%, respectively. No significant amounts of byproducts resulting from 

possible rearrangements or simultaneous transesterification of the ester 

present at the lateral side chain of aspartic acid were detected in the reaction 

media. Such results allowed us to conclude that the procedure proposed was 
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quite selective and applicable to peptides containing protected arginine or 

aspartic acid attached to Kaiser oxime resin . 

The effect of the solvent on the methanolysis efficiency was then 

investigated. For that, reactions containing Ac-lle-Ser(Bzl)-Asp(OcHex)-KOR 

and Ca(OAc)2 suspended in DCM, DMSO and CHCb were carried-out. That 

in DMSO was quantitative while those in DCM or CHCb yielded the esterified 

peptide with 63% in 72 h. 

The ability of Eu3
+ to assist methanolysis of peptidyl-KOR in DCM was 

demonstrated since peptide detachment yields for some reactions were 

similar or slightly superior to those assisted by Ca2
+. Additional studies 

showed that molar excess of Ca2
+ or Eu3

+ is not required for the 

enhancement of methanolysis efficiency. 

Comparative methanolyses and ethanolyses of Ac-lle-Ser(Bzl)

Asp(OcHex)-KOR assisted by Ca2
+, Eu3

+ and Tb3
+ in different solvents were 

also studied. Methanolysis in DCM in the presence of Ca2
+, Eu3

+ or Tb3
+ 

supplied the desired product with yields of 62, 95 or 95%, respectively. ln 

DMSO, the reaction assisted by Ca2
+ was quantitative, but no product was 

formed in presence of Eu3
+ or Tb3

+ _ Ethanolysis in DCM assisted by Eu3
+ or 

Tb3
+ was also more efficient than that performed in presence of Ca2

+ (28, 17 

and 5%, respectively) . However, in DMSO the desired a-ethyl ester was 

formed only in the presence of Ca2
+ _ 

We were able to show that Ca(OAc)2 can also assist the aminolysis of 

Ac-lle-Ser(Bzl)-Asp(OcHex)-KOR in DMF by Arg(HCl)OMe or Arg(HCl)-OEt. 

The peptide detachment yields were higher than 70%, being the desired 

esters the major products formed in the reaction medium. ln the absence of 

the metal ion, yields were only 10-13%. Further studies evidenced that 

aminolysis assisted by Ca2
+ is equivalent (or slightly inferior in terms of 

selectivity) to those described in the literature that uses HAc as catalyst. 

Attempts of aminolysis in DMSO, NMP, DMSO/toluene (1 :1, v/v) 

containing Ca2
+, Eu3

+ and Tb3
+ showed that only Ca2

+ was able to assist the 

formation of the esterified peptide in all these solvents. This is probably due 

to DMSO interaction with the lanthanide ions. 
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Preliminary analyses of two peptidyl-KOR by HR-MAS in the presence 

and absence of Ca2
+ were performed in arder to obtain structural information 

that could help us to determine the interactions established between the 

metal ion and peptides. The results found indicated that the presence of Ca2
+ 

makes peptide chain less mobile, which suggests complexation. A 

complexation could make the peptide-resin oxime bond more susceptible to 

nucleophilic attacks, favoring solvolysis and aminolysis. 

Swelling measurements of Ac-Ala-Gly-Lys(2-CI-Z)-KOR and Ac-lle

Ser(Bzl)-Asp(OcHex)-KOR in pure solvents and in the mixtures employed 

showed that the solvation of peptidyl-KOR is not the factor that determines 

the efficiency of these reactions. On the other hand, qualitative studies 

suggested that the solubility of the calcium, europium and terbium salts could 

be crucial. 

Hence, the data presented here indicate that methanolysis, 

ethanolysis and aminolysis of peptidyl-KOR assisted by Ca2
+ provide a new 

alternative and attractive way to prepare fully protected or unprotected Na

acyl-peptides a-methyl and a-ethyl esters. The reactions were performed at 

neutral pH and showed to be very selective to oxime bond. 
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Ili. INTRODUÇÃO 

1. Síntese de Peptídeos 

A síntese de peptídeos é uma ferramenta indispensável para a 

elucidação estrutural e estudo de produtos isolados em quantidades muito 

pequenas a partir de fontes naturais, tais como os hormônios peptídicos 

(Janssens et ai., 1994), os neuropeptídeos (Holman et ai., 1999), muitos 

venenos (Cartier et ai., 1996; Jacobsen et ai., 1997) e vários antibióticos 

(Takahashi et ai., 1997). O estudo de tais compostos é essencial para: 1) a 

compreensão de seus mecanismos fisiológicos (Mor et ai., 1994) e de sua 

capacidade de regular funções metabólicas; 2) a investigação da relação 

entre as suas estruturas e funções (Russel et ai., 1994; Sexton et ai., 1999); 

3) a busca de agonistas/antagonistas potentes de suas ações biológicas 

(Gobbo et ai., 1995; Rizo et ai., 1996); 4) utilizá-los em terapêutica (Kelley, 

1996; Cooper et ai., 1999). 

A síntese de peptídeos também tem se tornado essencial à pesquisa 

em imunologia, mais especificamente para a caracterização de epítopos e 

geração de anticorpos (Jung & Becksickinger, 1992; Mahale et ai., 1993; 

Krambovitis et ai., 1998). 

Três são as metodologias para a obtenção de peptídeos sintéticos: 

1. Síntese Química: que utiliza reagentes químicos para a formação das 

ligações peptídicas. 

2. Síntese Enzimática: que utiliza enzimas para a formação das ligações 

peptídicas. 

3. Tecnologia do DNA recombinante: que utiliza as técnicas de clonagem 

de genes e a maquinaria ribossômica ou complexos enzimáticos 

(conhecidos como peptídeo-sintetases) para a formação das ligações 

peptídicas. 

A escolha de uma delas depende do tamanho da cadeia peptídica a 

ser sintetizada, da complexidade relativa à natureza dos aminoácidos que a 

constituem e da quantidade de produto desejada. Na maioria dos casos, 

entretanto, opta-se pela síntese química que já está bem estabelecida. 
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1.1. Síntese Química 

A síntese química de peptídeos pode ser subdivida em síntese 

clássica ou em solução e síntese em fase sólida (Esquema 1 ). 

1 Solução 1 

Síntese Química ii---------, 

1 . Passo a passo 

2. Condensação entre 
fragmentos peptídicos 
(síntese convergente) 

1. Estratégia Boc 

2. Estratégia Fmoc 

Fase Sólida ii--------. 

1. Individual 

2. Múltipla 

3. Bibliotecas 

Esquema 1: As Diferentes Modalidades da Síntese Química de 
Peptídeos. 

A síntese química em solução é realizada empregando-se a 

abordagem experimental de síntese orgânica clássica: etapas de proteção, 

de acoplamento e de desproteção acompanhada por isolamento e 

caracterização de cada um dos intermediários ou produtos formados, o que 

implica operações de extração, lavagem, precipitação, cristalização, filtração, 

centrifugação, cromatografias , secagem, etc ... (Esquema 2). As sínteses de 

cadeias peptídicas longas demandam, portanto, muito tempo, dinheiro e 

esforço. 

A síntese em fase sólida de peptídeos foi introduzida por R. 8. 

Merrifield (Merrifield, 1963). Graças à ela foram produzidos nas últimas 

décadas milhares de peptídeos sintéticos de tamanho e seqüência variados. 
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z"-R" Z'-R" Z-R Z-R' 

H2N~(n)--~~y 

3. iSllamento 
4. purificação 
5. caracterização 
6. de~roteção total 
7. iSllamento 
8. purificação 
9. caracterização 

H~ 

Esquema 2: Síntese clássica de peptídeos passo a passo em direção 
C~N. AA, aminoácido; R, R', cadeias laterais funcionalizadas ; X, grupo 
protetor do a-amino; Y, grupo protetor da a-carboxila; Z, Z', grupos 
protetores das cadeias laterais; A, substituinte ativador. 
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A síntese em fase sólida de peptídeos foi introduzida por R. B. 

Merrifield (Merrifield, 1963). Graças à ela foram produzidos nas últimas 

décadas milhares de peptídeos sintéticos de tamanho e seqüência variados. 

Neste método, os aminoácidos (passo a passo) ou fragmentos 

peptídicos (síntese convergente) são acoplados um a um a um suporte 

sólido sem qualquer interrupção para o isolamento e a caracterização dos 

intermediários formados (Esquema 3). Completada a síntese, o peptídeo, 

que está ligado via um "linker''"' ao suporte polimérico, pode ser desligado na 

forma de um ácido carboxílico ou amida. Nesta etapa, os grupos protetores 

das cadeias laterais também são removidos. Os suportes insolúveis 

geralmente empregados são derivados principalmente do poliestireno e da 

poliamida/suporte Kieselguhn (Barany et ai., 1987; Fields & Noble, 1990). 

As sínteses em fase sólida podem ser individuais, múltiplas ou via 

química combinatória (Zhang & Davidson, 1999) e são realizadas manual ou 

automaticamente. Duas são as estratégias empregadas: a t-Boc e a Fmoc. 

Como é possível observar na Figura 1, as principais diferenças entre elas 

são: natureza da proteção do grupo a-amino dos aminoácidos, natureza dos 

protetores das cadeias laterais reativas e tipo de clivagem do peptídeo do 

suporte polimérico com desproteção total simultânea. 

Apesar de todo o desenvolvimento alcançado nesta metodologia, 

alguns de seus problemas ainda não foram completamente solucionados. 

Além daqueles relativos à ocorrência de reações secundárias (acarretando a 

formação de subprodutos no meio reacional) podemos ainda citar: 1) a 

ocorrência de agregação das cadeias peptídicas em crescimento; 2) a 

epimerização; 3) a síntese de peptídeos longos (superior a 30 resíduos de 

aminoácidos) e/ou de seqüências particularmente problemáticas (Penke & 

Nierges, 1991 ; Miranda et ai., 1993). Dependendo do comprimento da 

cadeia peptídica e de sua complexidade relativa à natureza dos aminoácidos 

que a constituem, torna-se em alguns casos totalmente inviável obter 

determinados peptídeos pela metodologia da SPFS . 

.. linker é um grupo funcionalizado que conecta o peptídeo ao suporte polimérico. 
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1 li I li 
NH-CH-C-HN-CH-C-O~POLÍMERO 1 

+ n etapas 2 e 3 

i 
~ o 

PEPTÍDEo-J-07 POLÍMERO 1 

1 DESLIGAMEN_TO DA RESINA+ f.0 
' DESPROTEÇAO TOTAL \_:._J 

PEPTÍDEO BRUTO+ 1 POlÍMEROI 

Esquema 3: Etapas da síntese em fase sólida. X= OH ou NH2; R1 e R2= 
cadeias laterais; S= grupo protetor da cadeia lateral do aminoácido; L= grupo 
protetor do grupo a-amino (Boc ou Fmoc); n= no. de acoplamentos 
necessários para completar a seqüência peptídica desejada. 
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H g1 O 
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TFA 

Figura 1: Estratégias empregadas na síntese de peptídeos em fase 
sólida. SP= suporte polimérico; Fmoc, Boc e TFA: lista de abreviações. 

De fato, uma vez que as reações do processo de síntese não são 

quantitativas, pode ocorrer que o produto desejado obtido esteja em sua 

forma bruta em concentrações tão baixas que não justifiquem a tentativa de 

sua purificação. 

Diante deste fato e da necessidade de sintetizar inúmeros peptídeos 

longos e complexos, tenta-se atualmente: 

1- aumentar os rendimentos de todas as etapas do processo de modo que 

eles se aproximem ao máximo de 100% (geralmente desenvolvendo novos 

protocolos de síntese e usando diferentes grupos protetores, reagentes 

acopladores, resinas, temperatura de reações e/ou seqüestradores de 

carbocátions (Varanda & Miranda, 1997); 

2- sintetizar fragmentos peptídicos menores por SPFS e condensá-los 

posteriormente para obter o peptídeo desejado. Esta abordagem tem 

recebido grande atenção por parte dos interessados em síntese de 

determinados peptídeos considerados longos e difíceis de se preparar pela 
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SPFS passo a passo. Este tipo de síntese é chamada de convergente (Benz, 

1993; Krambovitis et ai., 1998). 

1.2. Síntese Enzimática 

A literatura atual mostra um crescente interesse nas reações 

catalisadas por enzimas (Gill et ai., 1996). Na química de peptídeos, tem-se 

tentado realizar reações de formação de ligação peptídica mediante catálise 

por proteases (Schellenberg & Jakubke, 1991 ; Sears & Clark, 1993). 

Em princípio, o uso de enzimas proteolíticas na síntese de peptídeos 

oferece várias vantagens sobre os procedimentos químicos. As mesmas 

advêm principalmente da estereo- e regia-especificidade destes 

catalisadores (Schellenberger & Jakubke, 1991 ). Por esta razão, as reações 

enzimáticas requerem o mínimo de proteção das cadeias laterais dos 

aminoácidos. 

As enzimas proteolíticas mais usadas na síntese de peptídeos têm 

sido a termolisina (Miranda et ai., 1986; Miranda et ai., 1991; Persichetti et 

ai. , 1995), a pepsina (Bemquerer et ai., 1994), a subtilisina (Moree et ai., 

1997), tripsina (Bianca etal., 1991; Davey etal., 1995; lvanov etal., 1997; 

Bemquerer et ai., 1998), a-quimotripsina (Myazawa et ai., 1996), papaína 

(Mitin et ai., 1997; Fité et ai., 1998) e carboxipeptidase-Y (Kunugi et ai., 

1997). 

Existe atualmente um grande interesse em tornar as proteases mais 

estáveis nos meios reacionais e mais específicas para a síntese de ligações 

peptídicas. Através de modificação química ou manipulação por 

mutagênese-sítio dirigida é possível aumentar a atividade de ligase de uma 

protease (Jackson et ai., 1994; Muir et ai., 1998). 

Como mostra a Equação 1, as proteases são biocatalisadores que 

seguem o princípio da reversibilidade microscópica e, portanto, podem 

acelerar a formação da ligação peptídica bem como o faz com a sua 

hidrólise, seu papel biológico natural. 

O principal obstáculo prático a ser superado para a inversão da 

hidrólise é encontrar condições experimentais adequadas que possibilitem 
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ultrapassar a barreira energética de desionização dos reagentes (RCOOH e 

H2N-R') mantendo íntegro o catalisador biológico, os substratos e o próprio 

produto formado . 

/j,_Qº . ~o A Gº . <o 
RCONHR'+ H

2
0 hid" RCOOH+ H2NR' ~ tid - RCOO-+ H

3
N+R' 

(Eq.1) 

Segundo o Esquema 4, é possível manipular os meios reacionais 

com o objetivo de promover a síntese enzimática de ligação peptídica. Esta 

pode ser conseguida em sistemas monofásicos orgânico ou orgânico

aquoso e em sistemas bifásicos. O rendimento pode ser aumentado através 

da diminuição da atividade química da água no meio reacional usando 

sistemas congelados (Gerisch et ai., 1994) ou pelo emprego de meios 

densos (Bemquerer, 1991 ). 

A realização da síntese enzimática em meios com baixa atividade de 

água propicia a diminuição das reações secundárias de hidrólise das 

ligações peptídicas já existentes nos substratos e no produto formado, o 

aumento da solubilidade de derivados de aminoácidos, a simplificação do 

isolamento dos produtos e, em alguns casos, o aumento da termo

estabilidade da enzima (Adlercreutz & Matiasson, 1984; Zaks & Klibanov, 

1984). Por outro lado, em meio orgânico pode ocorrer uma diminuição da 

atividade enzimática. É sabido que solventes orgânicos (geralmente 

empregados como co-solventes nas reações) são bons para os substratos, 

mas danosos para a estrutura da enzima. Por estas razões, vem se 

estudando diversas combinações destes solventes de maneira a obter 

misturas que maximizem o rendimento e não sejam "danosas" ao catalisador 

biológico (Gill et ai., 1996). 

Com base na Equação 1 também é possível fazer com que a 

formação da ligação peptídica ocorra em meio orgânico-aquoso pela adição 

de agentes que levem à diminuição da solubilidade do peptídeo formado no 

meio reacional ou ainda "seqüestrem" o mesmo dele (Kullman, 1987). 
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1 Proteases !--------
Modificação: 
conversão 
em ligases 

Termodinamicamente 
r-----t f-----'-----l 

controlada 
Cineticamente 

controlada 
1 

1 RCOOH 1 
RCOOR' 

1 meio 1 

manipulação 
do meio 

grupo de 
partida 

manipulação 
do grupo de 

partida 

+ 

esterase 

Esquema 4: Representação esquemática das possibilidades de 
manipulação da síntese enzimática (Jakubke, 1994). 

A estratégia de síntese enzimática na qual se emprega o componente 

carboxílico com a sua carboxila-a livre e se manipula o meio reacional para 

inverter a hidrólise conforme descrito acima é chamada de síntese 

termodinamicamente controlada (STC). Esta apresenta algumas 

desvantagens, tais como a lentidão das reações e o uso de grandes 

quantidades de enzima. Além disso, altas concentrações de solventes 

orgânicos são necessárias para suprimir a ionização dos derivados de 

aminoácidos e/ou fragmentos peptídicos que estão sendo condensados 

(Schellenberger & Jakubke, 1991 ). 

A síntese cineticamente controlada (SCC) emprega um componente 

carboxílico a-esterificado (RCOOR') para rapidamente acilar a enzima (EH). 

A acilenzima (RCOE) formada sofre então uma desacilação competitiva na 

etapa determinante do processo: por água para produzir o ácido (RCOOH) e 
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pelo nucleófilo (H2NR') para produzir o produto peptídico desejado 

(RCONHR'; Equação 2; Bonger & Heimer, 1994). 

RCOOR' + EH ::;;==~ RCOR'.EH ---- RCOE +XH 

HO 
~RCOOH + EH 

RCOE '\,_ +H NR' 
~RCONHR'+ EH 

(Eq.2) 

Somente aquelas proteases com atividade esterásica são capazes de 

formar intermediários covalentes acil-enzima, tais como as serino e cisteína

proteases, e podem ser usadas nesta estratégia (Gololobov et ai., 1992). 

As SCC podem ser mais eficientemente influenciadas do que as STC. 

A alteração da natureza do éster usado (ou grupo de partida) pode favorecer 

drasticamente a formação do intermediário acit-enzima, tornando mais 

rápida a velocidade da síntese da ligação peptídica. A Figura 2 permite 

comparar a STC com a SCC. 

a) RCOOH + H NR' 
2 

quantidade 

1l 

OOH 

RCONHR' 

b) R-COOR" + H NR' 
2 

1l 

RCONH 

tem o 

Figura 2: Comparação entre os processos termodinamicamente (a) e 
cineticamente (b) controlados (Schellenberger & Jakubke, 1991 ). 
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Na SCC, a formação e hidrólise de uma ligação peptídica podem ser 

consideradas como acilações eletrofílicas, ou seja, transferências de acila a 

um grupo amino ou a uma molécula de água (Figura 3) . O complexo ativado 

acil-protease é um intermediário altamente energético, estando prontamente 

disposto a sofrer desacilação por ataque de um nucleófilo. Se o nucleófilo for 

uma molécula de água, o complexo ativado é hidrolisado formando RCOOH . 

Se o nucleófilo é um grupo a-amino de um resíduo de aminoácido, a ligação 

peptídica é formada produzindo RCONHR ' . A partição do complexo acil

protease entre clivagem hidrolítica e aminólise não depende somente da 

concentração dos nucleófilos presentes no meio, mas também do poder 

nucleofílico destes competidores. Portanto, embora a formação da ligação 

peptídica possa parecer um processo desfavorável , muitas vezes ela pode 

suplantar a reação de hidrólise dependendo das condições empregadas. 

Além disso, a proporção entre a aminólise e a hidrólise é essencialmente 

determinada pela especificidade do subsítio s· da enzima. A eficiência do 

ataque nucleofílico do grupo amino depende da interação S'-P' no sítio ativo 

da enzima. Todos estes fatores tornam possível controlar o processo em 

termos de aumento de rendimento de síntese (Gololobov et ai., 1992). 

Y-NH---1 COOH 
5 

H20 1 H;dróUse 

Y-NH-1·-~COOR Enzima Y-NH--1.a--<CO-Enzima 
1 2 

H2N--ll- l-f 
3 !' lAm;n@se 

Y-NH CO-NH R' 
4 

Figura 3: Caminhos reacionais da transferência de acila catalisada por 
protease. éster de peptídeo (1 ), complexo acil-enzima (2), nucleófilo (3) , 
síntese do peptídeo (4) e hidrólise (5) (Jakubke, 1994). 
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Na SCC é possível utilizar ésteres de aminoácidos ou de peptídeos de 

reatividade diferentes (Jakubke, 1994). Os dados da literatura têm 

demonstrado que a escolha adequada de um grupo de partida mais 

específico favorece a supressão de reações de hidrólises secundárias. 

Como exemplo, podemos citar o uso de "substratos inversos" na síntese 

catalisada por tripsina. Nesta metodologia, a carga positiva requerida para a 

catálise da tripsina não está localizada na posição P1, mas sim no grupo de 

partida do substrato (Myazawa et ai., 1999; lvanov et ai., 1997). Também 

podemos citar o uso de éster p-amidinofenílico (ltoh et ai., 1996) e éster 

picolílico (Mitin et ai., 1993). 

Fica claro, portanto que as SCC são mais rápidas e, muitas vezes, 

mais específicas do que as STC. 

Neste ponto se faz importante esclarecer que ainda pouco se sabe 

sobre a especificidade primária e secundária de proteases em presença de 

solventes microaquosos. As mesmas estão bem determinadas para reações 

de hidrólise de substratos peptídicos em meio aquoso (Schellenberger et ai., 

1991; Schellenberger & Jakubke, 1986; MacRae et ai., 1981 ). 

De forma geral, o uso da metodologia de síntese enzimática de 

formação de ligações peptídicas tem sido bem sucedido quando empregado: 

1) na síntese de di, tri e tetrapeptídeos e outros peptídeos pequenos, em 

reações de transpeptidação específica (Miranda et ai., 1986; Berner et ai., 

1992; Kappes & Waldmann, 1997); 2) acoplamentos entre pequenos 

fragmentos peptídicos sintetizados via métodos químicos (Cerovsky et ai., 

1997; Bordusa et ai., 1999); 3) modificações de produtos isolados ou 

preparados em laboratório (Bhugaloo-Via et ai., 1999). 

A condensação de fragmentos peptídicos, principalmente, não está 

bem estabelecida, necessitando ainda de muito estudo para ser amplamente 

utilizada. Por outro lado, em teoria a mesma consiste em uma alternativa 

promissora à síntese química convergente usualmente empregada para a 

obtenção de peptídeos longos. De uma forma geral , as reações enzimáticas 

de acoplamento entre os fragmentos vinham sendo realizadas 

principalmente usando a estratégia de STC (Xaus et ai., 1992; Nishino et ai., 
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1992a, b e c; Mihara et ai., 1993). Mais recentemente, entretanto, a 

estratégia de SCC tem ganho mais atenção (Bongers & Heimer, 1994; 

Gunther & Bordusa, 2000) devido ao fato de a mesma ter-se mostrado de 

maior aplicabilidade: a possibilidade de ativação dos componentes 

carboxílicos na forma de ésteres de diferentes reatividades ajuda a 

minimizar a ocorrência de hidrólises secundárias dos fragmentos reagentes 

(considerado o maior problema do método enzimático). 

1.3 Síntese via DNA-recombinante 

A produção de polipeptídeos via a tecnologia do DNA recombinante, 

também denominada mais informalmente como engenharia genética, 

consiste basicamente em gerar os compostos a partir de seqüências de DNA 

correspondentes a eles. O DNA é incorporado em um vetor que é capaz de 

replicar, dentro de um tipo apropriado de célula, a qual produzirá a 

seqüência peptídica codificada pelo DNA incorporado. Este vetor é 

geralmente um plasmídeo, pedaço circular de DNA bacteriano relativamente 

pequeno (4.000 a 8.000 pares de base), ou um vírus, tal como bacteriófago 

lambda (Lippard & Berg, 1994). O processo de clonagem envolve: 1) a 

separação de um gene ou segmento de DNA a partir de um cromossomo ou 

a síntese do oligonucleotídeo de seqüência definida; 2) a sua ligação à uma 

molécula menor carregadora de DNA para gerar o DNA recombinante (uma 

molécula resultante da união de fragmentos diferentes de DNA que não são 

encontrados juntos na natureza). A expressão do DNA clonado é precedida 

pela sua inserção nas células hospedeiras. Através de métodos especiais de 

seleção e identificação, aquelas que produziram a cadeia polipeptídica 

desejada são coletadas. Finalmente, o material expresso é delas isolado. A 

Figura 4 a seguir ilustra o processo de clonagem, inserção e replicação: 

O desenvolvimento desta técnica está associado: 1) à descoberta de 

endonucleases bacterianas (enzimas de restrição) capazes de cortar o DNA 

em posições específicas; 2) ao conhecimento dos processos de replicação e 

reparo do DNA; 3) à disponibilidade de métodos para selecionar ou 

identificar aquelas células hospedeiras que contêm a molécula de DNA 
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recombinante; 4) à possibilidade de síntese química de seqüências 

nucleotídicas específicas. 
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Figura 4: Engenharia genética, um exemplo do processo de clonagem 
do DNA (Lehninger et ai., 1993). 

As bactérias expressam os genes clonados através de dois 

mecanismos de biossíntese conhecidos: o ribossômico e o não ribossômico. 

Na síntese ribossômica o peptídeo é sintetizado através da 

transcrição do DNA em m-RNA e posterior tradução. Este processo envolve 

toda a maquinaria ribossômica da bactéria. A cadeia polipeptídica pode 

então ser processada por proteinases específicas para produzir o peptídeo 

desejado que apresenta em sua constituição os aminoácidos usuais (L

aminoácidos ). A Figura 5 a seguir ilustra a obtenção de peptídeos pela via 

ribossômica. 

O método biológico baseado na tecnologia do DNA recombinante 

usando a via ribossômica para a tradução é.ideal para síntese de muitos 
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polipeptídeos e proteínas (Anthony et ai., 1989). Entretanto, este é ainda um 

método que apresenta várias limitações, dentre as quais a obtenção de 

peptídeos pequenos e a incorporação de aminoácidos modificados. Além 

disso, nem todos os genes de eucariotos podem ser expressos em bactérias 

(procariotos). De fato, muitos peptídeos requerem intensas modificações 

pós-tradução para serem biologicamente ativos e as bactérias 

freqüentemente não são capazes de realizar tais modificações. 
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Figura 5: Síntese de peptídeos via ribossômica (Tobin & Dusheck, 1998). 

Na síntese não ribossômica, o peptídeo é sintetizado através de 

sintetases peptídicas que são complexos enzimáticos responsáveis pelo 

reconhecimento, ativação, modificação e união dos aminoácidos para 
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resultar em produtos peptídicos (Stein et ai., 1996). Neste processo, é 

possível incorporar L ou D aminoácidos. 

A identificação e seqüência dos resíduos de aminoácidos envolvidos 

na síntese via não ribossômica são ditadas pela organização das enzimas 

multifuncionais (sintetases peptídicas) em domínios (Figura 6 ilustra a 

síntese não ribossômica do peptídeo cíclico gramicidina S). Cada domínio do 

complexo representa uma unidade funcional responsável pelo : 1) 

reconhecimento e ativação de aminoácidos (domínio de adenilação); 2) 

formação de uma ligação tioéster com o substrato através do cofator 4'

fosfopanteteína (domínio de tiolação ou da proteína carregadora de peptidil); 

3) condensação de peptidil ou fragmentos aminoacil (domínio de 

condensação); 4) liberação do produto por ciclização ou hidrólise. Domínios 

exibindo várias modificações funcionais têm sido identificados e são 

responsáveis pela epimerização do carbono-a. da ligação tioéster-substrato, 

metilação do grupo amino, redução do grupo carbonil ativado e formação de 

anéis heterocíclicos envolvendo as cadeias laterais de cisteína, serina ou 

treonina. Um conjunto de domínios usados para completar um ciclo de 

alongamento é denominado módulo. O módulo mais simples é constituído 

pelos domínios de adenilação, tiolação e de condensação para o 

reconhecimento, ativação, ligação e condensação dos substratos . Um 

módulo constituído destes três domínios é a base repetitiva das sintetases 

peptídicas e o verdadeiro bloco construtivo (módulo de elongação) dos 

peptídeos (Kleinkauf & Dõhren , 1996; Marahiel et ai. , 1997; Dõhren et ai., 

1997). 

As sintetases peptídicas estão se tornando um alvo de grande 

interesse na produção de novos peptídeos bicativos. Por isso, o número de 

laboratórios envolvidos no isolamento e caracterização de novas sintetases 

peptídicas e manipulação genética vem aumentando a cada dia. A 

possibilidade de manipular as sintetases peptídicas tem estimulado 

pesquisas adicionais nesta área (Duitman et ai., 1999). O trabalho clássico 

realizado por Stachelhaus e colaboradores (1995) demonstraram a 

viabilidade de se gerar enzimas híbridas de sintetases peptídicas através da 
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Domínio de 
Condensação/E pi merização 
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Figura 6: Seqüência de reações e organização modular da biossíntese 
da gramicidina S. O módulo 1 é formado pelo domínio de adenilação EPhe, 

domínio carregador P e um domínio de epimerização; todos os três 
combinados constituem a gramicidina S sintetase 1 e o primeiro domínio de 
condensação deste complexo multienzimático. Cada condensação contem 
um doador e um receptor ( ou em analogia ao sistema ribossômico, sítios 
peptidil e aminoacil, denominados de sítios de 1 (iniciação) ou P (para 
peptidil) e A (aminoacilação). O decapeptídeo cíclico foi obtido pela 
condensação de dois peptídeos idênticos sintetizados pelos módulos da 
proteína descritos acima. (Dõhren et ai., 1997). 
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engenharia genética. As trocas específicas de domínios entre diferentes 

organismos (fungos e bactérias) conduziram à síntese de peptídeos 

modificados. 

DeFerra e colaboradores modificaram a enzima surfactina sintetase 

através do deslocamento da região e-terminal com atividade intrínseca de 

tioesterase para outro domínio de ligação de aminoácidos, produzindo assim 

um complexo capaz de produzir eficientemente tetrapeptídeos e 

pentapeptídeos lineares de seqüência definida (DeFerra et ai. , 1997). Estes 

autores discutem o papel do domínio da tioesterase na produção eficiente de 

novos peptídeos. 

Apesar do avanços e dos sucessos obtidos na manipulação das 

sintetases peptídicas, muitos aspectos envolvidos na síntese de peptídeos 

via mecanismo "tiotemplate" ainda não estão bem estabelecidos e precisam 

ser melhor estudados. 

2. Síntese de Peptídeos a-esterificados 

Os ésteres são de extrema utilidade na síntese de peptídeos. Podem 

ser utilizados como protetores semi-permanentes de carboxila a, ~. e 8 ou 

ainda como ativadores da carboxila a em reações de acoplamento químico 

ou enzimático entre dois aminoácidos ou dois fragmentos peptídicos. 

Ésteres metílicos, etílicos e benzílicos de Na-acil-peptídeos são 

usualmente empregados como componentes carboxílicos em SCC (Jakubke, 

1987; Kullmann, 1987). Tioésteres de fragmentos peptídicos protegidos 

podem ser suficientemente ativos para dispensar o uso de reagentes 

acopladores em síntese química convergente de peptídeos longos (Hoje & 

Aimoto, 1991; 1992). 

Os peptídeos ou derivados de aminoácidos a-esterificados podem ser 

obtidos por via química ou enzimática. Vários são os métodos de 

esterificação de Na-acil-aminoácidos descritos na literatura (Kim & Patel, 

1995; Coste & Campagne, 1995). A preparação de ésteres de Na-acil

peptídeos, contudo, não é trivial (direta, simples ou rápida) . Os métodos 

químicos ou de transesterificação clássicos são, em geral, baseados em 
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catálise por ácidos ou bases, o que pode ser danoso para a integridade do 

peptídeo ou, ainda, levar a diversas reações secundárias. Já os métodos 

enzimáticos são realizados em condições brandas de reações, mas são 

demorados e trabalhosos, nem sempre fornecendo bons rendimentos. 

2.1. Via método químico 

Neste caso, o peptídeo a-esterificado pode ser obtido através de: 

1) Transesterificacão do a-éster em presença de um álcool 

Em 1982, Seebach e colaboradores descreveram a transesterificação 

de diversos ésteres quando estes eram tratados com titânio IV [(Ti(OR)4)] 

em presença de álcoois. Este método de transesterificação foi descrito como 

extremamente brando por utilizar condições de reação essencialmente 

neutras. Além disso, o uso de solventes secos não era necessário. 

Em seguida, Rehwinkel & Steglich (1982) aplicaram este 

procedimento à síntese de diversos ésteres a-isopropílicos e a-benzílicos de 

Boc-dipeptídeos através da transesterificação de ésteres a-metílicos de Boc

dipeptídeos com auxílio de Ti(i-OCH3H7}4. Estes autores propuseram o uso 

de alcóxido de Ti (IV) como uma alternativa ao reagente acoplador 

DCC/DMAP (Neises & Steglich, 1982). 

llankumaran & Verkade (1999) produziram ésteres alílicos de Boc

peptídeos via transesterificação de seus respectivos ésteres metílicos na 

presença de uma super base do tipo P(RCH2CH2)3N. Rendimentos e 

epimerização elevados foram obtidos (-95 e 50%, respectivamente). 

Em 1992, Ueda e Mori demonstraram que o reagente fosfato de 2,3-

diidro-2-tioxo-3-benzoxazolil-difenílico (Figura 7) atua como um eficiente 

agente de condensação e pode ser utilizado na preparação ésteres de 

dipeptídeos com rendimentos elevados através do acoplamento entre 

aminoácidos protegidos no N-terminal e ésteres de aminoácidos (Ueda & 

Mori, 1992). 

Kim & Patel (1995) e Goste & Campagne (1995) utilizaram o reagente 

BOP na preparação de diversos a-ésteres de aminoácidos que foram 

obtidos com rendimentos elevados em condições reacionais suaves de 
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síntese (Kim & Patel, 1995; Coste & Campagne, 1995). Tal procedimento, 

portanto, é passível de ser aplicado à esterificacão de a-carboxila de 

peptídeos (Campagne et ai., 1995). 

n 
ínl )={ 
l \d-j 22-t~'( 

Figura 7: Agente de condensação, fosfato de (2,3-dihidro-2-tioxo-3-
benzoxazolil) difenílico. 

2) Incorporação de aminoácidos a-esterificados a fragmentos peptídicos 

Este método é utilizado freqüentemente em síntese de peptídeos em 

solução. O grupo e-terminal de um aminoácido pode ser protegido pelo éster 

a-picolílico, por exemplo, o qual é estável a ácidos e adequado à síntese de 

peptídeos via estratégia Boc (Bodanszky, 1993). A Figura 8 ilustra a 

obtenção de ésteres a-picolílicos de peptídeos. 

3) Solvólise ou aminólise de peptidil-resinas 

Barton e colaboradores demonstraram que o composto 2-dimetil

aminometano transesterifica eficientemente peptídeos ligados à resina de 

Merrifield com baixo índice de racemização (Barton et ai. , 1973). Por outro 

lado, a-ésteres metílicos, etílico e benzílicos de peptídeos têm sido obtidos 

através de solvólise de peptidil-resinas de Merrifield na presença de 

trietilamina. A reação em metanol é realizada à temperatura ambiente 

durante 20 horas, enquanto que aquelas em etanol ou álcool benzílico 

requerem temperaturas mais elevadas e são mais demoradas: 45 ºe em 90 

h e 80 ºe em 40 h, respectivamente (Stewart & Young, 1982). 

Nicolas e colaboradores (1997) prepararam diversos ésteres de 

peptídeos, dentre eles ésteres a-alquílicos. Estes compostos foram obtidos 

através da transesterificação de peptídeos ligados à resinas de Merrifield e 

SASRIN. Ac-Tyr(tBu)-Gly-Gly-OMe, Ac-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Ala-Ala-OMe e 

Ac-Tyr(tBu)-Gly-Phe-OMe foram obtidos na presença de DIEA ou KCN em 
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metanol após 6 horas de reação, sendo que as porcentagens de 

desligamentos foram 89, 84 e 49%, respectivamente. 

Boc-.4Ao-OH + HO-CH~N 

Boc-.4Ao- OCH2 --CN 

H2N-AAo- OCH2 --CN + 

DCC/HOBt 

1. TFA 
2.TEA., 

Boc-AAo-O-CH2--CN 

(éster picolílico) 

H2N-AAc,-OCH2--CN 

Boc-~-OH 
DCC/HOBt 

ou 
Boc-peptídeo-OH 

Boc-~-AAo- OCH2--CN 

ou 

Boc-peptídeo-AAo-ocH2 --CN 
Figura 8: Preparação de ésteres a-picolílicos de peptídeos. 

Recentemente, Aiswaryakumari & Sreekumar (1998) sintetizaram 

ésteres a-metílicos e a-etílicos de Boc-dipeptídeos através da aminólise de 

peptidil-resinas por ésteres de aminoácidos em condições neutras. Estes 

autores utilizaram como suporte poliméricos o poliestireno e poliacroleína 

funcionalizados com os reagentes acilantes oximinoésteres ou oximino 

anidrido ditiocarbônico. Os rendimentos de desligamento dos peptídeos 

esterificados e os tempos de reação variaram de 58 a 84% e de 1 O a 18 

horas, respectivamente. 

2.2. Via método enzimático 

As proteases, esterases e lipases são as enzimas freqüentemente 

utilizadas em transformações envolvendo grupos amida e éster. Como o 

papel biológico destas enzimas é clivar as ligações peptídicas (proteases), 
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ésteres (esterases) e ésteres de ácidos graxos (lipases), tais enzimas 

podem ser empregadas na síntese de peptídeos a-esterificados (Bemquerer 

et ai., 1991 ). 

Estes compostos podem ser obtidos por: 

1) Esterificação direta da carboxila-a e-terminal de peptídicos 

2) Conversão de a-amidas de peptídeos a a-ésteres 

3) Transpeptidação de peptídeos 

4) Incorporação de um aminoácido ou peptídeo a-esterificado a fragmentos 

peptídicos 

A enzima papaína catalisa a síntese de ésteres a-glicerílicos de 

Boc(Z)-aminoácidos protegidos e peptídeos com rendimentos de 50-70% 

(Mitin et a/., 1997). Estes ésteres podem ser posteriormente usados como 

substratos nas sínteses de peptídeos catalisadas por tripsina. 

Meos e colaboradores (1995) demonstraram a aplicabilidade da 

síntese cineticamente controlada à obtenção de ésteres de peptídeos em um 

único passo a partir de peptídeos com o grupo e-terminal amidado. Bz-Arg

NH2 foi usado como um substrato modelo para o estudo da reação de 

transferência de acila catalisada por papaína em metanol. O rendimento 

obtido após 8 horas de reação, contendo apenas 1 % de água , foi acima de 

85% a 25 ºe. Os dipeptídeos Z-Gly-Leu-NH2 e Bz-Ala-Val-NH2 foram 

convertidos aos respectivos ésteres metílicos com 24% e 87% de 

rendimento. Este resultado demonstra que a eficiência de esterificação 

depende da natureza do aminoácido na posição P1 . Aminoácidos mais 

hidrofóbicos levam a baixos rendimentos. Dependendo do aminoácido na 

posição P1 a esterificação pode ser facilmente realizada em etanol aquoso e 

catalisada por papaína. Foi observado também que a imobilização da 

enzima aumenta o rendimento da síntese de ésteres etílicos 

termodinamicamente controlada, mas o mesmo não ocorre com a síntese 

cineticamente controlada. Os autores propõem este método como uma 

alternativa na obtenção de ésteres de peptídeos longos. 

A carboxipeptidase-Y também é uma outra enzima empregada 

na síntese de ésteres de peptídeos. Esta enzima é bastante 
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interessante, pois apresenta atividade ampla dependendo do meio 

reacional empregado (Breddam et ai., 1981 ). A carboxipeptidase-Y 

também pode exibir atividade peptidásica, sendo capaz de catalisar a 

troca de um resíduo e-terminal por uma série de outros grupos. Além 

disso, substratos dipeptídeos N-bloqueados podem ser convertidos a 

ésteres e amidas dependendo do nucleófilo da reação: álcoois 

(MeOH), NH3, Gly-OH e GlyOMe (Breddam et ai., 1981). Algumas das 

reações catalisadas pela carboxipeptidase-Y encontram-se ilustradas 

abaixo: 

Conversão de peptídeos a ésteres peptídicos: 

a. -X-Y-OH + MeOH ~ -X-OMe + H-Y-OH 

b. -X-Y-OH + -H-Z-OMe ~ -X-Z-OMe + H-Y-OH 

Esquema 5: Possibilidade de troca do resíduo e-terminal em peptídeos. 
X, Y e Z representam resíduos de aminoácidos. 

Berner e colaboradores (1992) estudaram sistematicamente a 

especificidade de carboxipeptidase-Y em relação ao grupo e-terminal de 

oligo- e polipeptídeos. Peptídeos esterificados quimicamente foram utilizados 

como substratos em reação de transpeptidação em meio básico que 

empregava o éster isobutílico de glicina como nucleófilo. 

2.3. Mediante assistência de íons metálicos 

Miranda e colaboradores foram os primeiros a demonstrar que o íon 

Ca2
+ é capaz de assistir reações de transesterificação de ésteres etílicos, t

butílicos e benzílicos de peptídeos aos seus ésteres metílicos 

correspondentes em misturas de diclorometano e metanol (Miranda et ai., 

1991a). Com base em resultados obtidos em um estudo estrutural utilizando 

ressonância magnética protônica de alta resolução, estes autores sugeriram 

um modelo de interação do íon Ca2
+ com um dos ésteres etílicos de 

peptídeo estudados (Miranda et ai., 1991 a; Esquema 6). 
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Como a ligação entre um peptídeo e a resina de Merrifield se dá 

através de um éster benzílico, o mesmo grupo investigou a possibilidade de 

A 

B 

Moz-Asn-Leu-Gly-OR MeOH/Ca
2
+ Moz-Asn-Leu-Gly-OMe 

(R= Et, t-But ou Bzl) 

o o 9 

-Q-c li li H, < 
cH3o H2-0-C-N~-H-C-NH-ÇH-qNH-ClH2- , ' 

H2 x~2 \ ,,/ -<t2-GH3 
H /~ ~ ,' 

2

1 
',, __ CH3 CH;

1 

/ 

---- ! ~ / 
~ 1 , 

'-----'-~-H----'---~~ 
... .. ,, 2+ 
·ca 

Esquema 6: Reação de transesterificação de Moz-Asn-Leu-Gly-OEt em 
metanol (A) e modelo de ligação do íon cálcio ao peptídeo Moz-Asn
Leu-Gly-OEt (B) segundo Miranda et ai. , 1991 b. 

desligamento de um tripeptídeo desta resina através da metodologia por eles 

já descrita. Como era esperado, e está mostrado na reação abaixo, o éster 

metílico de peptídeo pôde assim ser obtido (Miranda et ai. , 1991 b) : 

MeOH/Ca2
• 

Moz-Asn-Leu-Gly-resina de Merrifield 1111> Moz-Asn-Leu-Gly-OMe 

Ésteres benzílicos de peptídeos já haviam sido produzidos por Moore 

& Kwork (1980) através de transesterificação de aminoacil- e peptidil-resinas 

de Merrifield em álcool benzílico contendo KCN. Neste trabalho foi estudado: 

1) como a natureza dos derivados de aminoácidos e de peptídeos ligado à 

resina influenciam a reação de solvólise; 2) o efeito da concentração de KCN 

na eficiência da reação; 3) como diferentes éteres-coroa influenciam a 

velocidade da transesterificação. Estes autores observaram que a natureza 

do penúltimo aminoácido, bem como o aminoácido ligado ao suporte 

polimérico podem influenciar a velocidade desta reação e que peptídeos 
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transesterificam mais facilmente do que Boc-aminoácidos. Contudo, as 

transesterificações de peptídeos ligados à resina por aminoácidos 

hidrofóbicos tais como, lle, Vai, Pro e Thr(OBzl) necessitam de temperaturas 

mais elevadas (50 ºC); nestas condições o desligamento dos peptídeos é 

quantitativa. 

Seebach e colaboradores (1991) demonstraram que mistura de DBU 

e LiBr saponifica (THF/H2O) e transesterifica eficientemente peptidil-resinas 

Wang e peptidil-resinas PAM. Em ambos os casos não foi observada 

epimerização no resíduo e-terminal esterificado. 

3. Resina Oxima de Kaiser em síntese de peptídeos 

Em 1980, DeGrado & Kaiser introduziram a resina p-nitrobenzofenona 

exima (resina de Kaiser, KOR) na síntese de peptídeos. 

O Esquema 7 ilustra as etapas de funcionalização a partir do suporte 

polimérico de poliestireno contendo 1 % de divinilbenzeno via acilação de 

Friedel-Crafts pelo cloreto de p-nitrobenzoíla . O polímero de benzofenona 

obtido é então convertido a correspondente resina exima pela reação de 

cloridrato de hidroxilamina e piridina em etanol. 

O éster de exima formado entre um peptídeo e este suporte 

polimérico é suficientemente ativo para sofrer o ataque nucleofílico de uma 

grande variedade de compostos, tais como aminoácidos, peptídeos 

esterificados, hidrazinas, álcoois e água. O grupo a-amino do próprio 

peptidil-KOR é um nucleófilo potente, podendo também atacar o éster de 

exima para gerar o peptídeo cíclico correspondente (Esquema 8). Em geral, 

estas são catalisadas pelo ácido acético ou por bases (Siemens et ai., 1990; 

Mihara et ai., 1995; Pichette et ai., 1997). 

Siemens e colaboradores demonstraram que sob condições 

apropriadas, é possível gerar ésteres 4-(metiltio)fenílicos de peptídeos 

através da síntese em fase sólida, utilizando-se a resina exima como 

suporte. Estes ésteres peptídicos podem posteriormente ser oxidados às 

sultanas correspondentes, gerando derivados mais eletrofílicos (Siemens et 

ai., 1990). 
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o 
®-~-0~ -NO NH~~H_, HCI 
~- -

2 pmdma 

~-li\. 
®-~-N02 

P= suporte polimérico 

Esquema 7: Preparação da resina oxima de Kaiser (Degrado e Kaiser, 

1980). 

Polímero 

Boc-AAn-·· .AA1-AA0-°'-.. 

H20 

R-OH 

H2 N-NH2 

H2 N-AA2OR 

N 

02 

Boc-AAn -... -AA1 -AA0-0H 

---- Boc-AAn-·---~-AAa-OR 

---- Boc-AAn-··--~-AAa-NH-NH2 

---- Boc-AAn-·---~ -AAa-AA2OR 

2HN-peptídeo-OR ---- Boc-AAn-···-~ -peptídeo-OR 

H2N-AAn-··--~-AAa-KOR----- LHN-AAn-----AA1-AAa-Co-J 

Esquema 8: Desligamento do peptídeo da KOR por diversos nucleófilos 
(DeGrado & Kaiser, 1980). AA1, AA2 , AAn representam resíduos de 
aminoácidos; OR or SR= éster ou tioéster. 
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Pichette e colaboradores (1997) prepararam ésteres a-metílicos, a

benzílicos de peptídeos através de solvólise de peptidil-KOR na presença de 

DBU. Este método é descrito como rápido, com altos rendimentos de 

desligamento e sem racemização. Entretanto, leva a uma reação indesejada: 

a transesterificação do éster de Asp(OBzl). 

Recentemente, Hamuro e colaboradores (1999) descreveram que um 

peptidil-KOR pode ser acoplado diretamente a outro peptidil-resina através 

de aminólise, o que ampliou mais ainda a aplicabilidade deste suporte 

polimérico à síntese de peptídeos. 

A resina oxima de Kaiser também tem sido empregada na preparação 

de fragmentos protegidos não esterificados. Peptídeos correspondentes às 

porções amino-terminal (1-34), média (35-71), carboxi-terminal (72-104) da 

guanidilribonuclease RNase T1 foram obtidos a partir de fragmentos 

protegidos sintetizados via fase sólida utilizando-se como suporte sólido a 

KOR (Sasaki et ai., 1991). Neste trabalho, Sasaki e colaboradores 

mostraram que a condensação entre segmentos peptídicos protegidos, 

estando um deles ligado a um suporte sólido, pode ser bastante lenta devido 

à baixa solubilidade do reagentes ou a formação de pontes de hidrôgenio na 

peptidil-KOR em crescimento. 

Em 1992, Hendrix e colaboradores utilizaram a resina oxima de Kaiser 

na SPFS convergente da proteína !3-amilóide da doença de Alzheimer, tendo 

descrito que o uso da referida resina trouxe grande flexibilidade ao processo. 

As condições reacionais, no entanto, foram ajustadas de modo a minimizar 

reações secundárias, tais como a formação de aspartimida em condições 

básicas. A aspartimida formada pode ser hidrolisada durante a etapa 

posterior de desproteção acidolítica e de extração do peptídeo, formando-se 

dois isômeros a- e [3-aspartil que são indistinguíveis por técnicas comumente 

aplicadas de massa e análise de aminoácidos (Hendrix et ai., 1992). 
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4. Utilização dos íons lantanídeos como sondas luminescentes do íon 

Ca2+ 

O cálcio (do latim Calx, cal) , na sua forma iônica, é o mais importante 

e mais versátil elemento bioinorgânico. Este metal alcalino-terroso é 

amplamente distribuído na crosta terrestre, o quinto elemento mais 

abundante nas águas do mar (3,39% em peso) e também no corpo humano 

(-2% do peso). 

O cálcio atua em muitos processos fisiologicamente fundamentais ao 

homem: 1) divisão celular; 2) secreção hormonal (por exemplo, secreção de 

insulina); 3) coagulação sanguínea ("cascata da coagulação"); 4) reações de 

anticorpos; 5) fotossíntese; 6) transmissão dos impulsos nervosos; 7) 

geração de energia (desfosforilação do ATP, degradação do glicogênio) para 

contração muscular; 8) ativação do metabolismo oxidativo , etc ... O corpo 

humano mantém a concentração correta dos íons cálcio no meio extracelular 

(-1,2 mM) e no citossol (-0, 1 µM) por uso de bombas específicas. Este 

sistema é capaz de responder apropriadamente a sinais que ocorrem na 

forma de mudanças repentinas na concentração destes íons. 

De modo geral, os íons Ca2
+ podem ser vistos como mediadores de 

informações. Estes se ligam especifica e seletivamente a proteínas e 

peptídeos. Por exemplo, a ligação do cálcio à proteína calmodulina causa 

uma mudança conformacional que ativa a enzima fosforilase-quinase, 

catalisadora da quebra do glicogênio, levando à produção de energia 

necessária para a contração muscular. Alguns peptídeos só apresentam 

atividade quando na presença de Ca2+, como é caso do peptídeo isolado por 

Lakey e colaboradores (1983), o qual inibe o crescimento de bactérias gram

positivas, e da ocitocina, um nonapeptídeo cíclico que está envolvido 

primariamente na contração uterina e na estimulação da liberação do leite 

nos tecidos mamários. O mecanismo de ação deste último ainda não é 

completamente compreendido, mas sabe-se que o Ca2
+ extracelular é 

requerido para sua ação hormonal (Ananthanarayanan & Brimble, 1996). 

Devido à grande importância de Ca2
+ nos sistemas biológicos, vários 

estudos têm sido realizados a fim de se conhecer a geometria dos sítios de 
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ligação e determinar as conformações ativas de complexos proteína/ou 

peptídeo-cálcio (Katz et ai., 1996; Ananthanarayanan et ai., 1996). Os 

lantanídeos têm auxiliado muito nestes estudos, pois estes funcionam como 

substitutos luminescentes do cálcio (Klakamp, 1992; Cierniewski et ai., 

1994). 

O Eu3
+ e o Tb3

+ apresentam propriedades ópticas peculiares: são 

luminescentes em solução aquosa e a luminescência é mantida quando 

estes íons participam de um sistema complexo-ligante. Os mesmos exibem 

emissões múltiplas devido às várias transições eletrônicas que, por sua vez, 

são sensíveis ao meio (Richardson, 1982). Graças às suas propriedades de 

coordenação, os íons lantanídicos são bastante similares aos metais 

alcalinos terrosos, especialmente ao íon Ca2
+. A maior similaridade entre o 

Ca2
+ e os Ln3

+ é o raio iônico (Ca2
+: 1,06 A e os Ln3

+ variam de 1,06 a 0,85 

À) . Os Ln3
+ são mais solvatados do que o Ca2

+ e para se ligarem aos sítios 

biológicos, têm que perder suas esferas de solvatação. Há um grande 

aumento de entropia no sistema quando o Ln3
+ se liga, o que contribui para 

o aumento de suas constantes de ligação. 

Os íons Eu3
+ e Tb3+ são, portanto, extremamente úteis em estudos 

espectroscópicos de sistemas biológicos. Os elétrons 4f no seu 

antepenúltimo nível eletrônico são eficientemente protegidos pelos elétrons 

5s e 5p dos efeitos externos. Consequentemente, os elétrons 4f não estão 

envolvidos no comportamento químico normal destes elementos, nem 

participam da formação de ligações. Os orbitais f preenchidos ou vazios 

exercem pouca influência no comportamento químico destes elementos, 

mas têm grande efeito sobre seus espectros e propriedades magnéticas 

(Lee, 1980). 

Em diferentes combinações químicas os lantanídios Eu3
+ e Tb3

+ 

exibem as mesmas propriedades espectroscópicas relacionadas às 

transições 4f. Essas transições são responsáveis pela absorção 

característica e espectro de luminescência com muitas bandas estreitas e 

estados excitados com tempos de vida longos (ordem de milisegundos). 
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Os espectros de emissão dos complexos de Eu3
+ em solução 

apresentam bandas relacionadas às transições 5D0-7FJ (J= 0-4, algumas 

vezes 0-6). As transições mais fortes observadas são 5 Do-7
F 1,2 ,4 com 5Do-7

F2 

exibindo hipersensibilidade a mudanças no meio ambiente. Em solução, a 

emissão do estado excitado 5D1 é geralmente mais fraca enquanto que a 

luminescência de níveis superiores 5D2 e 5D3 é geralmente suprimida 

eficientemente. No estado sólido linhas mais fortes são algumas vezes 

observadas e são originadas dos níveis 5
D1 ,2,3 (Bünzli, 1989). Informações 

sobre a composição e estrutura de sua esfera de coordenação podem ser 

obtidas tanto nos espectros de emissão quanto nos de excitação 

(Elbanowski & Makowska, 1996). 

O espectro de excitação permite a identificação dos grupos doadores 

no ligante e dos sítios de ligação do íon lantanídico. A análise da variação da 

intensidade das bandas de emissão ou mesmo da supressão fornecem 

informações sobre as distâncias entre grupos ligantes e eles, tão bem 

quanto a estequiometria do complexo (Horrocks et ai. , 1981 ). A análise das 

mudanças na intensidade das emissões das bandas destes íons ou da 

luminescência dos ligantes por outro íon metálico permite a determinação da 

distância entre dois metais. Medidas do tempo de emissão do Eu3
+ em água 

fornecem informações sobre o número de moléculas de águas presentes na 

esfera de coordenação do metal (número de hidratação; Richardson, 1982). 

Através da intensidade (parâmetro 11) e a estrutura das bandas de emissão, 

informações valiosas a respeito das ligações e propriedades 

conformacionais do ligante e os sítios de ligação do metal também podem 

ser obtidas (Poluéktov et ai., 1975a, b ). 

5. Análise estrutural de peptidil-resinas por ressonância magnética 

nuclear 

Um dos grandes problemas da síntese de peptídeos em fase sólida é 

a ausência de métodos analíticos disponíveis para se caracterizar 

estruturalmente o peptídeo quando este se encontra ainda ligado ao suporte 

polimérico. O método mais freqüentemente empregado é desligá-lo e 
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analisá-lo em solução através das técnicas analíticas convencionais, o que 

implica consumo de tempo adicional. 

Para se contornar tal problema, passou-se a utilizar alguns tipos de 

espectroscopia, dentre elas a de RMN em fase sólida. Esta, entretanto, se 

mostrou bastante limitada pois, os espectros obtidos eram mal resolvidos em 

decorrência do alargamento dos picos resultantes de interações 

anisotrópicas que os vários núcleos dos sólidos experimentam com os seus 

vizinhos. 

Giralt e colaboradores (1994) foram os primeiros a demonstrar que 

RMN-13C poderia ser utilizada para : 1) analisar qualitativamente suportes 

poliméricos empregados na SPFS em um determinado solvente; 2) fornecer 

informações estruturais e semi-quantitativas do seu grau de funcionalização; 

3) monitorar o processo de alongamento do peptídeo. Para tanto, o 

tripeptídeo H-Asn-(N-CH3)Ala-Thr-NH2 foi sintetizado através da estratégia 

Boc e as peptidil-resinas foram suspensas no solvente (CDCb ou DMSO) ou 

mistura de solventes [CDCb:DMSO (1 :1) ou C4HaO:DMSO (4:1 )] para 

análise em um tubo de alta resolução convencional para líquidos (com 1 O 

mm de diâmetro). Assim , os espectros de 13C em fase gel foram obtidos 

para todos os intermediários da síntese e os deslocamentos químicos 

referentes aos carbonos da cadeia peptídica determinados. As atribuições 

foram feitas por comparação com deslocamentos químicos já tabelados 

obtidos com aminoácidos protegidos em solução. Após a primeira reação de 

acoplamento foi possível verificar a presença de sinais adicionais da peptidil

resina não reagida. Sinais em 117 e 21 ,4 ppm revelaram a formação de uma 

grande quantidade de nitrila na cadeia lateral de asparagina. Além disso, a 

mobilidade de diferentes partes da molécula peptídica pôde ser determinada 

em cada etapa da síntese em fase sólida , fornecendo assim uma base 

quantitativa para o melhoramento das condições. 

Em 1994, Look e colaboradores também utilizaram RM N-13C no 

monitoramento de reações em fase sólida. Neste trabalho , foram utilizadas 

amostras enriquecidas com C13 a fim de se realizar análise mais rápida e 

com menor quantidade de amostra (20 mg). Fica claro, portanto, que apesar 
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deste tipo de espectroscopia ser adequada e confiável , o seu uso torna-se 

limitado justamente devido à baixa abundância isotópica do 13C (ao redor de 

1, 108%) que acarreta baixa sensibilidade de detecção. 

Para que espectros de RMN-1H de alta resolução fossem obtidos para 

sólidos ou géis, novas técnicas e instrumentos (hardwares , probes e rotores) 

foram desenvolvidos. Um dos maiores avanços foi a análise da amostra no 

ângulo mágico (MAS) sob rotação intensa. Esta técnica havia sido proposta 

inicialmente por Andrew e colaboradores (1958) para anular ou reduzir as 

interações anisotrópicas (interações de spins, de proteção magnética e 

dipolar) . Estas interações provocam alargamento dos picos nos espectros de 

RMN em sólidos e têm dependências geométricas do tipo (3cos20-1) (no 

caso das interações dipolares , por exemplo , 0 é o ângulo entre o vetor 

internuclear e o campo magnético Bo). O movimento rápido e isotrópico que 

ocorre em soluções não-viscosas anula em média este fator geométrico, 

originando sinais de RMN estreitos. Uma vez que a função (3cos20-1) se 

anula para 0= 54,7º, este passou a ser chamado de ângulo mágico, no qual 

é possível alinhar todos os vetores internucleares e as interações dipolares. 

A Figura 9 a seguir mostra os espectros de RMN-1H de uma peptidil

resina inchada em DMSO-ds. Como é possível observar, em A a amostra 

está estática e o espectro obtido é de baixa resolução; em B a amostra se 

encontra sob rotação intensa no ângulo mágico e o espectro é de alta 

resolução. 

A 

08-CH, -NH-F-A-R-G-P-G 

B 

\___ ~ 
8 6 ~ 2 O 

deslocamento químico 1 H (ppm) 

Figura 9: Espectros de RMN-1H da peptidil-resina GPGRAF-Tentagel 
[TG] em DMSO-d6 : (A) amostra estática; (8) amostra em rotação orientada 
segundo o ângulo mágico a 5 KHz em um probe da Bruker VT-MAS. Figura 
adaptada do trabalho de Jelinek et ai. (1997) . 
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Os experimentos de ressonância magnética nuclear de alta resolução 

em ângulo mágico requerem melhoramentos instrumentais do espectrômetro 

de RMN a ser usado que incluem principalmente: 

1) um hardware capaz de girar as amostras orientadas no ângulo mágico 

em velocidades variadas. 

2) um rotor extremamente resistente e capaz de suportar as forças geradas 

pelas altas velocidades de rotação da amostra (Figura 10). 

3) uma unidade pneumática responsável pela inserção e ejeção do rotor. 

4) filtros digitais que têm como função eliminar as bandas laterais 

resultantes da alta velocidade de rotação da amostra num probe que 

apresente alta sensibilidade, mecanicamente mais resistente e mais apto a 

suportar as condições impostas pela rotação da amostra em altas 

velocidades (Figura 11 ). 

Figura 1 O: Partes que compõem um rotor para ressonância magnética 
nuclear de alta resolução segundo o ângulo mágico. 

ª'ªLroyECA 
INSTJruro DE OU{ MICA 
UniverSidade de São Paulo 
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container do MAS 

alca da bobina 

fios de rf 

tubo fornecedor de gás 
alavanca para inclinar a 

posição do container 

Container do MAS na 
posição do ângulo vertical 

Figura 11: Probe de alta resolução segundo o ângulo magico: (A) 
"container'' na posição do ângulo mágico; (B) "container'' na posição vertical. 
Rf= radiofreqüência. 

Com base neste conhecimento, em 1997, Dhalluin e colaboradores 

estudaram SPFS por espectroscopia de 1 H-RMN através da combinação de 

condições eficientes de inchamento de peptidil-resinas à técnica de ângulo 

mágico acima descrita. Assim, as moléculas ligadas ao suporte polimérico 

apresentaram alta mobilidade, facilitando a detecção dos prótons da ligação 

peptídica por eliminação dos termos anisotrópicos de interações dipolares. 

Uma vez que a abundância isotópica de 1H é cerca de 100% (99,98%), 

pouca quantidade de amostra foi necessária (1 O mg). Estes autores 

conseguiram monitorar e analisar o efeito do solvente na SPFS da 

seqüência peptídica agregante NH2-Thr-Glu-Gly-Glu-Ala-Arg-Gly-Ser-Val-lle

OH pela estratégia Fmoc empregando como suporte polimérico a resina 

Wang. 

Em seguida, Warrass e colaboradores demonstraram um método 

simples de suprimir eficientemente todos os sinais de ressonância dos 

solventes empregados nas SPFS, ampliando a aplicabilidade da técnica HR

MAS ao estudo de peptidil-resinas (Warrass et ai., 1999). 
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Cilli e colaboradores utilizaram a ressonância paramagnética (RPE) 

no monitoramento da síntese de peptídeos em fase sólida. Peptidil-resinas 

com diferentes graus de substituição e seqüências agregantes foram 

investigadas (Cilli et ai., 1997; Cilli et ai., 1999), permitindo a detecção de 

diferentes graus de agregação da cadeia peptídica como uma função do 

solvente e do grau de substituição das resinas. 

O método de RPE consiste no emprego de uma molécula "sonda" 

paramagnética (marcador de spin). O composto paramagnético Toe (2,2,6,6-

tetrametilpiperidina-N-óxido-4 amino-4-carboxílico) pode ser protegido em 

seu grupamento amino terminal com os protetores Boc ou Fmoc (Nakaie et 

ai., 1981; Nakaie et ai., 1882; Marchetto et ai., 1993) e assim introduzido na 

cadeia peptídica através da síntese em fase sólida. A teoria básica da 

espectroscopia de RPE é a mesma que a de RMN, porém dois importantes 

fatores adicionais estão presentes: as interações nucleares hiper-finas e o 

fator g. As interações nucleares hiper-finas de um par de elétron 

desemparelhado com um número quântico de spin I dá um aumento de 21+1 

linhas no espectro. Isto significa, por exemplo, que um par de elétron 

associado ao núcleo de nitrogênio (I= 1) apresenta 3 linhas no espectro de 

RPE. O fator g determina a posição destas linhas no espectro (Cantor & 

Schimmel, 1980). As interações nucleares hiperfinas e o fator g são 

sensíveis a orientação do radical em relação ao campo magnético, 

movimento molecular e a polaridade do ambiente local. Estes fatores por sua 

vez afetam as características do sinal de RPE que pode ser analisada para 

obter informações estruturais, de movimento e polaridade. 

A maior desvantagem da RPE em relação a RMN é justamente a 

necessidade de se incorporar um aminoácido paramagnético à seqüência 

peptídica. 

6. Colecistocinina 

A colecistocinina (CCK) foi inicialmente descrita como um hormônio 

peptídico gastrintestinal responsável pela contração da vesícula biliar, 
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secreção de enzimas do pâncreas e pela motilidade intestinal (Williams, 

1982). 

Desde o seu isolamento a partir da mucosa intestinal de porco como 

um peptídeo contendo 33 resíduos de aminoácidos (CCK-33), várias outras 

formas moleculares foram encontradas em mamíferos e descritas (CCK-7, 

CCK-8, CCK-12, CCK-22, CCK-25, CCK-39 e CCK-58; Tatemoto, 1984; 

Reeve, 1986; Crawley & Corwin, 1994). Todas estas formas apresentam 

uma seqüência e-terminal comum contendo um resíduo de tirosina sulfatada 

essencial para a sua atividade biológica (Johnson, 1970). O Esquema 7 

mostra a estrutura primária da CCK-58, a maior das formas. 

Além de presente no trato digestivo e no plasma, diversas formas 

moleculares da CCK foram também detectadas no sistema nervoso central 

de mamíferos, onde atuam como neurotransmissores e neuromoduladores 

(Pinget, 1979; Morley, 1982; Crawley, 1995). Mais recentemente, várias 

outras atividades foram atribuídas às CCKs como, por exemplo, o seu 

envolvimento no controle de apetite de mamíferos (Crawley & Corwin, 1994), 

que inclue ansiedade, cognição, depressão e psicoses (Harro, 1993; 

Crawley & Corwin, 1994; Bradwejn, 1995; Shlik et ai., 1997; Voits et ai., 

1999). Há também evidências que a CCK desempenha um papel no 

processo de memória (ltoh & Lal, 1990; Shlink et ai, 1998). 

------------------- -----------------58 
Val-Ser-Gln-Arg-Thr-Asp-Gly-Glu- Ser- Arg-Ala-His-Leu-Gly-

39 33 
Ala-Leu-Leu-Ala-Arg- Tyr - Ile-Gln - Gln- Ala- Arg -Lys-Ala-Pro-

~ n 
Ser-Gly-Arg-Met-Ser-Ile-Val-Lys-Asn-Leu-Gln-Asn-Leu-Asp-

12 8 
Pro-Ser-His-Arg-Ile- Ser- Asp- Arg -Asp-Tyr(S03H)-Met-Gly-

1 
Trp-Met-Asp-Phe-NH2 

--------------------- -------
Esquema 9: Estrutura primária da CCK-58 humana (Eysselein et ai., 
1990). 
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Dois subtipos de receptores para as CCKs foram descritos na 

literatura: 1) o receptor do subtipo A (CCK-A) predomina nos orgãos 

periféricos tais como pâncreas, vesícula biliar e íleo, mas também é 

encontrado em regiões distintas do sistema nervoso central. Há evidências 

que os receptores CCK-A mediam o efluxo dopaminérgico e a satisfação; 2) 

o receptor do subtipo 8 (CCK-8), presente em várias regiões do cérebro, 

que mostra um perfil estrutural e farmacológico similar àqueles dos 

receptores gastrintestinais. Acredita-se que o receptor CCK-8 esteja 

envolvido com o desenvolvimento da ansiedade (Van Megen et ai., 1996). 

Dentre todas as formas moleculares conhecidas, a CCK-8 foi a mais 

estudada devido ao fato de ser um peptídeo pequeno e exibir o espectro 

total de atividades biológicas atribuídas a este hormônio peptídico 

(Villanueva, 1982; Hruby, 1990; McCort-Tranchepain, 1992; Ron, 1992). Tais 

estudos forneceram dados relevantes para o entendimento do mecanismo 

de ação e do papel biológico da CCK. Estudos similares referentes às 

formas moleculares maiores deste hormônio (CCK-33, CCK-39 e CCK-58), 

entretanto, não foram realizados devido à dificuldade de síntese destes 

peptídeos. Até 1992, apenas a CCK-33 havia sido sintetizada por métodos 

químicos em solução e em fase sólida, porém com grande dificuldade e 

baixos rendimentos (Kurano et ai., 1987; Penke et ai., 1986; Fujii et ai., 

1988). 

Devido à grande importância destas formas moleculares para a 

elucidação da fisiologia da CCK em mamíferos e à crescente necessidade 

em dispor de quantidade suficiente que possibilite tais estudos, Miranda e 

colaboradores sintetizaram análogos de CCK-8, CCK-33, CCK-39 e CCK-58 

pelo método da fase sólida. A decisão de sintetizar análogos e não os 

peptídeos naturais foi feita com base no tamanho e seqüência da CCK-58, 

alvo principal, e nas dificuldades previamente encontradas na síntese da 

CCK-33. Apesar de terem sido os primeiros análogos de CCK-39 e CCK-58 

a serem obtidos em laboratório, estes compostos se mostraram menos 

potentes que os naturais na estimulação da secreção de amilase em 

pâncreas de rato (Miranda et ai., 1993a; 1993b; 1994). 
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Em 1997, Kitagawa e colaboradores descreveram a SPFS da eeK-

39. O dipeptídeo Fmoc-Asp-Phe-NH2 foi ligado a resina 2-clorotritil através 

da cadeia lateral do ácido aspártico e os Fmoc-aminoácidos subseqüentes 

foram sendo introduzidos passo a passo. A síntese foi conduzida com 

proteção mínima nas cadeias laterais do aminoácidos e os resíduos Asn e 

Gln foram introduzidos pelo Fmoc-Asn/Gln-OPFP na presença de HOBt. Os 

quatro resíduos de arginina foram protegidos com Pbf, um grupo protetor 

bastante sensível à condições de desproteção empregadas (90% TFA/H2O a 

4 ºe). Os grupos protetores t-Bu/Boc foram utilizados para os aminoácidos 

que requeriam proteção na cadeia lateral incluindo His, a qual foi introduzida 

na forma de His(Boc). Após o alongamento da cadeia peptídica, o peptídeo 

ligado à resina foi clivado utilizando-se mistura de HAc-TFA-DeM (1:1:3 v/v , 

25 ºe, 30 min) e em seguida da desproteção realizada com solução de 90% 

TFA aq. (4 ºe, 15 h). Por espectrometria de massas pode-se verificar que o 

grupo sulfato permaneceu intacto após as etapas de clivagem e 

desproteção. Apesar do sucesso da síntese, o rendimento obtido foi baixo 

(8%) devido à oxidação dos resíduos de metionina (Kitagawa et ai., 1997, 

1999). 

A eeK-58 continua como um dos alvos nunca atingido pelos químicos 

de peptídeos. 

A tecnologia do DNA-recombinante também está sendo empregada 

na tentativa de se obter peptídeos da eeK. Plasmídeos recombinantes de 

Saccharomyces cerevisiae expressaram a prepro-eeK humana que resultou 

na secreção de vários intermediários da pro-eeK (Rourke et ai., 1997). A 

análise detalhada desta proteína mostrou que a mesma não apresentava 

duas modificações essenciais à atividade biológica da eeK: 1) e-terminal 

amidado; 2) sulfatação da tirosina. Além disso, foi demonstrado que a 

clivagem proteolítica da pro-eeK ocorre no e-terminal de três sítios com 

resíduos básicos, Arg 105-Arg 106
, Arg95 e Lys81

. Estas posições de clivagem 

são responsáveis pela produção da eeKs bicativas nos vertebrados, 

produtos relacionados à eeK-8 (forma predominante no cérebro de 

mamíferos) e produtos relacionados à eeK-22 (forma predominante no 
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plasma humano e também de outros mamíferos), respectivamente. Estes 

autores sugerem que a protease Kex2, uma nova endopeptidase específica 

para lisina e presente no sistema de secreção desta levedura, é responsável 

pela clivagem da ligação Asp-Arg. 
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IV. OBJETIVOS 

O objetivo do presente trabalho foi explorar sistematicamente a 

possibil idade de combinar a suscetibilidade do éster de oxima de peptidil

KOR a ataques nucleofílicos com a capacidade do íon cálcio de assistir 

reações de transesterificação de ésteres de peptídeos em misturas de DCM 

e álcool. Tal combinação poderia se tornar um método alternativo, mais 

seletivo e bastante brando de se preparar peptídeos a-esterificados 

diretamente por solvólise ou aminólise de peptidil-KOR. 

O Esquema 1 O resume as reações estudadas no desenvolvimento do 

projeto proposto. Já o Esquema 11 resume a abordagem experimental 

empregada para estudá-las. 

o 
li 

Boc-AA,,-...... -AA,-NH-CHR-C-~ 

Nucleófilo_ 02 

Nucleófilos { para solvólise, MeOH, EtOH, C6H5CH2-0H ou EtSH 
para aminólise, HiN-Arg(HCl)-OR. (R= Me ou Et) 

M+ (aditivos) { Ca2+, Eu3+ ou Tb3+ 

Solventes ~ para solvólise, DCM, CHCl3 ou DMSO 
para aminólise, DMF, DIVISO ou NMP 

Esquema 1 O: Representação esquemática das reações estudadas. 
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~ análise de aminoácidos ®7 02-+ do hidrolisado (GS; mmol/g) 

solvólise ou am inólise 1 
mediada por ca2+, Eu3+ ou Tb3+ 

®-e-D- "'º2 ~ ~~ 

~OH 

1) filtração j 
2) lavagem 
3) secagem 

- hidrólise total 

- análise de aminoácidos 
do hidrolisado (GSf mmol/g) 

N"¼. L determinação do grau 
'11- aa-.... aanAc de inchamento 

w 

+ Ac-aan-.... aa-OR 

1) separação do meio reacional 
2) extração 
3) purificação 

caracterização: 
- espectrometria de massa!l 
- hidrólise total 
- análise de aminoácidos 
do hidrolisado 

Esquema 11: Metodologia utilizada no estudo da solvólise e aminólise 
de peptidil-KOR assistida por Ca2

+, Eu3
+ ou Tb3

+. GS= grau de 
substituição (i= inicial e f= final) ; OR=éster. 
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V. Materiais e Métodos 

1. Materiais 

Os Soe-aminoácidos utilizados foram adquiridos da Sachem 

Califórnia. O suporte polimérico para a síntese da resina oxima de Kaiser era 

de procedência da Sio-Rad (Sio-Seads S-X1, 200-400 mesh). Os reagentes 

acopladores SOP, PySOP, TSTU e HOSt eram de diversas procedências 

(Sigma, Sachem, Advanced Chemtech e Sigma, respectivamente). 

A solução HCl:ácido propiônico 1: 1 (v/v) era da Sigma ou preparada a partir 

de HCI (12N) e ácido propiônico (99%) (ambos de grau analítico e adquiridos 

da Merck e Aldrich, respectivamente) . 

Os seguintes solventes e reagentes foram empregados sem 

purificação prévia: DCM, DMF, CHC'3, DMSO, MeOH, EtOH, SzlOH, SzlSH, 

ACN, etanotiol , álcool isopropílico, anidrido acético, TEA, DIEA, Ca(OAc)2, 

ácido pícrico, HAc, TFA, 2-cloroacetamida, 4-metiltiofenol, 2-

bromoacetofenona, éter di-(etilenoglicol)metílico e cloreto de 4-nitrobenzoíla . 

Estes foram adquiridos da Merck, Applied Siosystem, Sigma Chemical 

Company, Aldrich e Fluka. Todos os solventes eram de grau analítico e a 

acetonitrila de grau cromatográfico. 

A resina oxima de p-nitrofenona foi sintetizada em nosso laboratório 

segundo o método descrito por DeGrado e Kaiser (1980). As condições 

experimentais empregadas estão descritas a seguir. 

2. Métodos Analíticos e Cromatográficos 

2.1. Cromatografia Líquida de Alta Eficiência de Fase Reversa (RP

HPLC) 

Foram utilizados dois tipos de cromatógrafos. Um deles era composto 

por um controlador de bombas e gradientes Waters, um integrador Seckman 

427, um detector Waters 486, duas bombas Waters 510 e um injetor 

Rheodyne 7125. O outro era da LDC Analytical composto por um detector 
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SpectroMonitor 3100, por duas bombas ConstaMetric 3200 e 3500, um 

injetor Rheodyne 7125 e um integrador DataJet. 

As colunas utilizadas eram Vydac C18 analítica (0,45 cm x 25,0 cm, 5 

µme 300 A) e semi-preparativa (1, 1 cm x 25,0 cm, 5 µme 300 A). 

As condições experimentais empregadas estão descritas nos ítens e 

figuras que se seguem. 

2.2. Análise de aminoácidos 

As hidrólises das peptidil-resinas foram efetuadas em HCI 12 N:ácido 

propiônico (1: 1, v:v) a 130 ºe por 24, 48 ou 72 horas e as dos peptídeos 

esterificados em presença de HCI 6 N e fenol a 11 O ºe por 24 horas. Em 

ambos os casos, as hidrólises foram realizadas em um "Pico-Tag Work 

Station" Waters, de acordo com o procedimento padrão descrito no manual 

do equipamento. 

A composição de aminoácidos dos hidrolisados obtidos foi 

determinada em um analisador automático da Beckman, modelo 7300, 

acoplado a um computador. Foi empregado o método de derivatização pós

coluna com ninidrina (Mant & Hodges, 1991 ). Os cálculos foram feitos 

tomando-se como referência a concentração molar dos resíduos de 

aminoácidos contidos em uma mistura padrão (5 nmol de cada). 

2.3. Medidas Espectrofotométricas 

As medidas de absorbância foram realizadas nos seguintes 

espectrofotômetros: Varian, série 634; Beckman, modelo DU-70 e Hitachi, 

modelo U-2001. 

Os espectros de infravermelho foram obtidos na faixa de 400-4000 

cm-1 em um espectrofotômetro FTIR MIDAC, modelo Prospect-lR, acoplado 

a um computador da HP 386/25. 

2.4. Espectrometria de massas 

O produto isolado e purificado da reação de solvólise da resina Ac-A

G-K-(2-CI-Z)-KOR foi analisado no "The Salk lnstitute for Biological Studies, 
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Clayton Foundation Laboratories for Peptide Biology, Ca, EUA", por MALDI

TOF-MS, usando como matriz o ácido a-ciano 4-hidroxicinâmico. O 

espectrômetro de massa era um Bruker Reflex. 

Os produtos isolados e purificados das reações de metanólise e 

etanólise das resina Ac-lle-Ser (Bzl)-Asp(OX)-KOR (onde, X= cHex ou Bzl) e 

Ac-A-G-X-KOR (onde, X= Gly, Ala , Phe e Lys(2-CI-Z)) e aminólise de Ac-lle-

00Ser-(Bzl)-Asp(OX)-KOR por Arg(HCl)OR (onde, R= Me ou Et) foram 

analisados no Niigata College of Pharmacy, pelo Dr. Kouki Kitagawa. A 

técnica empregada foi a EI-MS, sendo o espectrômetro um Hitachi M-2500. 

Os produtos isolados e purificados das reações de metanólise e 

etanólise da resina Ac-lle-Ser-(Bzl)-Asp(OcHex)-KOR e Ac-lle-Ser (Bzl)

Asp(OBzl)-Arg-(Mtr)-KOR foram analisados em nosso Instituto em um 

espectrômetro de massas de duplo quadrupolo Micromass, modelo Quattro 

li , utilizando a técnica de ES-MS. 

2.5. Eletroforese Capilar 

As tentativas de determinação da solubilidade dos sais de metais 

empregados por eletroforese capilar (CE) foram feitas em um equipamento 

270 A-HT da Applied Biosystems. As dimensões do capilar de sílica fundida 

eram de 72 cm x 50 µm (de diâmetro interno), sendo a distância do 

recipiente contendo a amostra até o detector de 50 cm . As amostras foram 

aplicadas pelo método hidrodinâmico, sendo que na extremidade posterior à 

amostra do capilar fez-se vácuo por período de 0,5 segundos. Os tampões 

utilizados foram: imidazol 5 mM e HIBA 5 mM. As detecções foram feitas no 

comprimento de onda de 210 nm. 

2.6. Análise Elementar 

As porcentagens de carbono, hidrogênio e nitrogênio foram 

determinadas em um microanalisador do tipo CHN, modelo 240 da Perkin

Elmer. Estas análises foram feitas na Central Analítica do Instituto de 

Química da Universidade de São Paulo. 
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3. Métodos Preparativos 

3.1. Procedimento geral para a síntese da resina oxima de Kaiser (KOR) 

e determinação do seu grau de funcionalização 

Em um procedimento típico, 5,5 g de Biobeads SX-1 da Bio-Rad 

foram adicionados à mistura de 90 ml de DCM, 1,0 g (5,2 mmol) de cloreto 

de p-nitrobenzoíla e 1, 1 g (7,2 mmol) de AICb contida em um balão de fundo 

redondo de 100 ml. A mistura reacional foi agitada mecanicamente por 40 

horas. A resina foi então lavada com dioxano/HCI 4 N (3: 1, v:v, 100ml), 

dioxano/H2O (3:1, v:v, 100 ml), DMF (100 ml), MeOH (50 ml), DCM (50 

mL) e MeOH (50 mL). 

A resina cetônica obtida foi suspensa em solução piridina/etanol (1 :5 

(v/v), 50 mL) e a esta suspensão foram adicionados 5,2 g (74,5 mmoles) de 

HCI.NH2OH. A mistura reacional foi aquecida e mantida sob refluxo. Após 22 

horas, a mistura foi filtrada ainda quente e a resina foi lavada com 

MeOH/H2O (3: 1, (v/v), 100 ml), DMF (50 ml), DCM (50 ml), MeOH (50 ml), 

DCM (50ml) e MeOH (50 ml). Foram feitas 4 sínteses, tendo sido as 

resinas de lotes diferentes denominadas de RI (5,0 g), RII (10,0 g), RIII (10,0 

g) e RIV (70,0 g). As mesmas foram submetidas à análise elementar. 

3.2. Introdução do primeiro aminoácido à KOR (aminoacilação da KOR) 

Massa de 1,0 g de KOR foi suspensa em 1 O ml de DCM. Foram 

acrescentados 1,5 mmol de Boc-aminoácido, 1,5 ml de solução 1 M de DIC 

em DCM e a mistura reacional foi mantida sob agitação a temperatura 

ambiente por 22 horas. A resina foi então lavada com DCM (4x) e seca sob 

vácuo. O grau de substituição da Boc-aminoacil-KOR foi determinado pelo 

teste do ácido pícrico como descrito a seguir. 

Uma amostra de aproximadamente 5 mg de Boc-aminoacil-KOR foi 

transferida para um frasco de placa porosa. O grupamento Boc foi removido 

por tratamento com solução de 25% TFA em DCM (1 x 1 min, 1 x 25 min). 

Procedeu-se, então, a lavagens da aminoacil-KOR com DCM (4x), solução 

de 10% TEA/DCM (3x 2 min) e DCM (6x). Em seguida, uma solução de 
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ácido pícrico O, 15 M em DCM foi adicionada à aminoacil-KOR e a suspensão 

resultante foi deixada em repouso por 5 minutos. Esta operação foi repetida 

por 5 vezes. Finalmente, a resina foi lavada com etanol e DCM 

alternadamente até que a solução de lavagem se tornasse totalmente 

incolor. O picrato foi então extraído com solução de 10% TEA/DCM e a 

aminoacil-resina lavada com DCM (a porcentagem final de DCM foi de 10-

20%). Esta solução foi coletada e diluída para 100 ml com etanol. A 

concentração de picrato de trietilamônio foi determinada por leitura 

espectrofotométrica (E3sa= 14500). Os resultados obtidos encontram-se 

descritos na Tabela 7. 

Foram assim preparados os Soc-Gly-KOR (Ria; Rlla), Soc-Ala-KOR 

(Rlb; Rllb; Rlle), Soc-Phe-KOR (Rlc; Rllc), Soc-Lys(2-CI-Z)-KOR (Rlld; Rllf; 

Rllle), Soc-Asp(OcHex)-KOR (Rllla; Rlllc; Rllld; RIVb) e Boc-Arg(Mtr)-KOR 

(RIVa). 

3.3. Procedimento geral para a síntese das peptidil-KOR 

Após a introdução do primeiro aminoácido na resina e determinação 

de seu grau de substituição pelo ácido pícrico, o grupo Soe foi removido com 

solução de TFA em DCM (60% em volume, 25 min). Procedeu-se então 

lavagens com DCM (2x), isopropanol (2x), DCM (2x), isopropanol (2x) e 

novamente DCM (3x). Os acoplamentos foram efetuados com 3 equivalentes 

de Soe-aminoácido, 3 equivalentes de TSTU e 5 equivalentes de DIEA em 

DMF por 90 min. Após os acoplamentos, foram efetuadas lavagens com 

DMF (2x), DCM (2x), isopropanol (2x), DCM (2x), isopropanol (2x) e DCM 

(3x). Completado o último acoplamento, o grupo Soe foi removido com 

solução de TFA em DCM (60% em volume, 25 min). Procedeu-se, então, a 

lavagens com DCM (2x), isopropanol (2x), DCM (2x), isopropanol (2x) e 

novamente DCM (3x). A seguir, a peptidil-resina foi tratada com anidrido 

acético (50% em DCM) e algumas gotas de piridina por 15 minutos para 

acetilação do grupamento a-amino do peptídeo. Todas as reações foram 

monitoradas pelo teste da nindrina (Kaiser et ai., 1970). A resina foi lavada 

com DCM e álcool isopropílico e seca à vácuo. 
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Desta forma, foram preparados as seguintes peptidil-resinas: Ac-Ala

Gly-Gly-KOR (PRla; PRlla) , Ac-Ala-Gly-Ala-KOR (PRlb; PRllb; PRlle), Ac

Ala-Gly-Phe-KOR (PRlc; PRllc); Ac-Ala-Gly-Lys(2-CIZ)-KOR (PRlld; PRllf; 

PRllle), Ac-lle-Ser(Bzl)-Asp(OcHex)-KOR (PRllla ; PRlllc; PRllld; PRIVb), 

Ac-lle-Ser(Bzl)-Asp(OBzl)-KOR (PRlllb); Ac-lle-Ser(Bzl)-Asp(OBzl)-Arg(Mtr)

KOR (PRIVa). 

Todas foram caracterizadas pela determinação de seu conteúdo de 

aminoácidos e grau de substituição inicial (GSi), conforme descrito no item 

3.8b. Os resultados estão apresentados no item 4.1 que se segue. 

3.4. Método geral de solvólise de peptidil-KOR 

A peptidil-KOR foi suspensa na mistura solvente álcool ou tiol na 

ausência ou presença do sal de metal de interesse. A suspensão obtida foi 

mantida a 37 ºe por tempos determinados sob agitação orbital de 300 rpm. 

O sobrenadante foi analisado por RP-HPLC periodicamente e a reação 

finalizada segundo os procedimentos descritos nos itens 3.6 e 3.7 desta 

seção. 

3.5. Método geral de aminólise de peptidil-KOR 

O éster de arginina foi previamente dissolvido em DMF e parcialmente 

neutralizado com DIEA. A peptidil-resina foi então adicionada a esta solução 

em ausência ou presença do sal do metal de interesse. A mistura foi mantida 

a 37 ºe por tempos determinados sob agitação orbital de 300 rpm. O 

sobrenadante foi analisado periodicamente e a reação finalizada segundo os 

procedimentos descritos nos itens 3.6 e 3.7 desta seção. 

3.6. Acompanhamento das reações de solvólise e aminólise por RP

HPLC 

Alíquotas de 1 O µL eram removidas do meio reacional, diluídas a 100 

µL com 60% ACN/0,09%TFA/H2O, 90% ACN/0,09%TFA/H2O, 0,1% 

TFA/H2O ou apenas ACN e analisadas em condições experimentais 

determinadas previamente. 
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3.7. Procedimento geral empregado para a separação da KOR ou 

peptidil-KOR residual 

As reações foram interrompidas nos tempos de 6, 48 ou 72 horas e as 

peptidil-resinas foram lavadas alternadamente com os solventes utilizados 

na reação (quando o DMSO estava presente no meio reacional , o mesmo 

era substituído por MeOH para as lavagens das peptidil-resinas resultantes). 

Estas foram secas sob vácuo, hidrolisadas e analisadas em seus conteúdos 

de aminoácidos. Os filtrados foram evaporados em rota-evaporador e os 

resíduos resultantes dissolvidos em 30 ml de acetato de etila. As fases 

acetálicas foram lavadas com água (3 x 1 O ml), secas com sulfato de sódio, 

filtradas e evaporadas. Os materiais brutos foram então dissolvidos nos 

solventes empregados para HPLC e liofilizados. 

3.8. Método geral para a determinação dos rendimentos de reação 

a) Quantificação dos produtos esterificados formados nos meios 

reacionais por RP-HPLC 

Para cada um dos ésteres Ac-Ala-Gly-X-OMe [onde X= Gly, Ala, Phe 

ou Lys(2-CI-Z)] purificados (graus de pureza descritos na Tabela 1 abaixo) 

foi feita uma curva-padrão de sua quantidade (no. de mol) versus área do 

pico correspondente a ela detectado por RP-HPLC. Para tanto, os Ac-Ala

Gly-X-OMe [onde X= Gly, Ala ou Phe) foram dissolvidos em 0,1%TFAIH2O e 

o Ac-Ala-Gly-Lys-(2-CI-Z)-OMe em 60% ACN/0,09% TFA, de modo que a 

concentração final das soluções fosse de 1 mg/ml. Alíquotas de volumes 

variados foram injetadas em triplicata nas condições isocráticas descritas na 

Tabela 11. 

De posse das curvas-padrão pudemos, portanto, quantificar os 

produtos presentes nos meios reacionais analisados. 
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Tabela 1: Condições de análise para confecção das curvas padrão: 

Padrões % de pureza Proporção 
Ac-A-G-G-OMe 89 95% de A: 5% de e 
Ac-A-G-A-OMe 68 62% de A: 38% de C 
Ac-A-G-F-OMe 85 75% de A:25% de e 

Ac-A-G-K(CIZ)-OMe 93 40% de A :60% de B 
1) solvente A: 0,1% TFA/H20 ; 2) solvente 8: 60% de ACN em 0,09%TFA/ H20 ; 3) solvente 
C: 25% ACN em 0,09% TFA/H20. 

b) Quantificação da porcentagem de desligamento do peptídeo da KOR 

As resinas ou peptidil-resinas residuais lavadas e secas foram 

submetidas à hidrólise total seguida de determinação do seu conteúdo de 

aminoácidos. Os valores obtidos possibilitaram o cálculo dos seus graus de 

substituições finais (mmol/g) por comparação dos valores de áreas dos 

aminoácidos de mistura padrão com as áreas obtidas dos hidrolisados: 

AMP _______ 5 nmol 

A.""-______ X nmol 

X nmol ____ 50 ml 

Y nmol 1000 ml 

GSAA= Y . 10-6 mmol 

Mg 

Onde: 

AMP= área média do padrão correspondente ao aminoácido. 

AAA = área correspondente ao aminoácido. 

GSAA = grau de substituição referente ao aminoácido. 

M = massa de aminoácido utilizada para análise. 

GSfina1= média dos GSAA presentes na peptidil-KOR 

Os resultados obtidos foram subtraídos dos graus de substituições 

iniciais das peptidil-resinas (GSi) para a obtenção das porcentagens de 

desligamento dos peptídeos do suporte polimérico. Nos casos em que os 

produtos formados nos meios reacionais eram únicos e os desejados, tais 

porcentagens de desligamento do peptídeo foram consideradas como 
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idênticas aos rendimentos de solvólise ou aminólise. Por outro lado, quando 

mais de um produto era formado nos meios reacionais, esta igualdade não 

existia. Nestes casos, a interpretação das porcentagens de desligamento do 

peptídeo era feita com muita cautela. 

3.9. Investigação da viabilidade de metanólise de Ac-Ala-Gly-X-KOR 

[onde, X= Gly (PRla), Ala (PRlb] ou Phe (PRlc)] na presença de HAc, 

Ca(OAc)2 ou mistura de ambos. 

a) Em escala analítica 

Massas de 100 mg de Ac-Ala-Gly-X-KOR (onde, X= Gly, Ala ou Phe) 

foram suspensas em 2,0 ml de DCM e 0,5 ml de MeOH. Às suspensões 

resultantes foram adicionados 100 µL ( 170 µmol) de ácido acético glacial, 1 O 

mg (63 µmol) de Ca(OAch ou ainda mistura de ambos. As reações se 

processaram por 75 ou 96 h a 37 ºe. As reações foram monitoradas e 

finalizadas segundo os procedimento descritos nos itens 3.6 e 3.7 desta 

seção. 

b) Em escala preparativa 

Ac-Ala-Gly-X-KOR (onde, X= Gly, Ala ou Phe) foi suspenso em DCM 

e MeOH e à suspensão foi adicionado Ca(OAc)2. As condições 

experimentais encontram-se descritas na Tabela 2. As reações se 

processaram por 96h, foram monitoradas e finalizadas segundo os 

procedimentos descritos no item 3.6 e 3.7 desta seção. 

Tabela 2: Condições experimentais empregadas nas metanólises de 

Ac-Ala-Gly-X-KOR (onde X= Gly, Ala ou Phe). 

X Peptidil-KOR MeOH DCM Ca(OAc)2 
(lote; GSi) mg (µmo/) (mL) (mL) mg (µmo/) 

Gly (PRla; 0,46) 348,7 (160) 1,7 7 35, 1 (222) 
Ala (PRlb; 0,52) 186,5 (97) 0,9 3,7 18,9 (119) 
Phe (PRlc; 0,38) 307,1 (117) 1,5 7,0 31,1 (197) 

Condicões de Monitoramento: coluna: Vydac C18, 5 µm, 8 x 100 mm; fluxo: 1,0 mUmin; 
solvente A: O, 1%TFA/H2O; solvente B: 60% ACN% em TFA/0,09%; gradiente linear: 5 a 
95% de B em 30 min.; Ã.: 210 nm. 
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3.10. Metanólise de Ac-Ala-Gly-X-KOR [onde, X= Gly (PRlla), Ala (PRllb), 

Phe (PRllc) ou Lys(2-CI-Z) (PRlld)] em presença de Ca(OAc)2 

Estas reações foram refeitas seguindo o procedimento geral descrito 

no item 3.4. As peptidil-resinas Ac-Ala-Gly-X-KOR [onde, X= Gly, Ala, Phe 

ou Lys(2-CI-Z)] foram suspensas em 2,0 ml DCM e 0,5ml MeOH e então 1 O 

mg (63 µmol) de Ca(OAc)z foram adicionados. As reações se processaram 

por 72 horas a 37 ºe, tendo sido monitoradas e finalizadas segundo descrito 

nos itens 3.6. e 3. 7. desta seção. 

3.11. Metanólise comparativa de Ac-Ala-Gly-X-KOR [(onde X= Gly 

(PRlla), Ala (PRllb), Phe (PRllc) ou Lys(2-CI-Z) (PRlld)] em presença de 

Ca(0Ac)2 

Massas destas peptidil-resinas correspondentes a 35 µmol de 

peptídeo foram suspensas em 2,0 ml de DCM, 0,5 ml de MeOH e 10 mg de 

Ca(OAc)2 (63 µmol). As suspensões foram mantidas a 37 ºe sob agitação 

orbital a 300 rpm. O monitoramento da reação e sua finalização foram feitos 

de acordo com os procedimentos descritos nos item 3.6. e 3.7. desta seção. 

3.12. Etanólise de Ac-Ala-Gly-X-KOR [onde, X=Lys(2-CI-Z) (PRllf) ou Ala 

(PRlle)] em presença de Ca(OAc)2 

a) Investigação preliminar 

100 mg de Ac-Ala-Gly-Lys(2-CI-Z)-KOR (43 µmol) ou de Ac-Ala-Gly

Ala-KOR (54 µmol) foram suspensas em 2,0 ml de DCM, 0,5 ml de EtOH e 

1 O mg (63 µmol) de Ca(OAc)z. As suspensões foram mantidas a 37 ºe sob 

agitação orbital a 300 rpm. Alíquotas de 1 O µL eram removidas do meio 

reacional , diluídas a 100 µL ACN e analisadas por RP-HPLC. Após 72 horas 

de reação, as peptidil-resinas foram filtradas, lavadas com DCM e etanol 

exaustiva e alternadamente. As peptidil-resinas residuais e os 

sobrenadantes foram tratados de acordo com o procedimento descrito no 

item 3.6 desta seção. 
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b) Etanólise comparativa de Ac-Ala-Gly-X-KOR [(onde, X= Lys(2-CI-Z) 

(PRlld) e Ala (PR llb)] na presença de Ca(OAc)2. 

Massas de peptidil-resinas correspondentes a 35 µmol de peptídeos 

foram suspensas em 2,0 mL de DCM, 0,5 ml de EtOH e 1 O mg (63 µmol) de 

Ca(OAc)2. As suspensões foram mantidas a 37 ºe sob agitação orbital a 300 

rpm. O monitoramento das reações e suas finalizações nos tempos de 6, 48 

e 72 horas foram feitas de acordo com os procedimentos descritos nos itens 

3.6 e 3.7. desta seção. 

e) Etanólise de Ac-Ala-Gly-Lys(2-CI-Z)-KOR (PRllf) mediada por Ca2
+ em 

diferentes solventes. 

A peptidil-resina (25 mg; 9,5 µmol de peptídeo) foi suspensa em 

mistura de DCM, DMSO ou 25% DMSO/tolueno (500 µL) e EtOH (125 µL). 

Ca(OAc)2 (2,5 mg, 15,8 µmol) foi então adicionado. A suspensão foi mantida 

a 37±1 ºe sob agitação orbital a 300 rpm. O monitoramento da reação e sua 

finalização nos tempos de 36 ou 72 horas foram feitos de acordo com os 

procedimentos descritos nos itens 3.6 e 3. 7. desta seção. 

3.13 Investigação da viabilidade de tiólise de Ac-Ala-Gly-X-KOR [(onde 

X= Lys(2-CI-Z) (PRlld) e Ala (PRllb)]. 

100 mg de cada uma das peptidil-resinas (38 ou 53 µmolde peptídeo) 

foram suspensas em DCM (2,0 ml), EtSH (0,5 ml) e Ca(OAc)2 (10 mg, 63 

µmol). As suspensões foram mantidas a 37 ºe sob agitação orbital a 300 

rpm. As reações foram monitoradas e finalizadas conforme descrito nos itens 

3.6 e 3.7. desta seção. 

3.14. Investigação da viabilidade de benzólise de Ac-Ala-Gly-X-oxima 

[(onde X= Lys(2-CI-Z) (PRlld) e Ala (PR llb)] 

100 mg de cada um das peptidil-resinas (38 ou 53 µmol de peptídeo) 

foram suspensas em 2,0 mL de DCM, 0,5 ml de álcool benzílico contendo 

1 O mg de Ca(OAc)z (63 µmol) . As suspensões foram mantidas a 37 ºe sob 
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agitação orbital a 300 rpm. As reações foram monitoradas e finalizadas 

segundo descrito nos itens 3.6. e 3.7. desta seção. 

3.15. Metanólise de Ac-lle-Ser(Bzl)-Asp(OX)-KOR [(onde, X=cHex 

(PRllla) ou Bzl (PRlllb)] na presença e ausência de Ca(OAc)2 

a) Investigação Preliminar 

100 mg da peptidil-resina (29 ou 27 µmol de peptídeo) foram 

suspensas em 2,0 ml de DCM, 0,5 ml de MeOH e 1 O mg (63 µmol) de 

Ca(OAc)2. As suspensões foram mantidas a 37 ºe sob agitação orbital a 300 

rpm. As reações foram monitoradas e finalizadas após 72 horas segundo 

descrito nos itens 3.6. e 3.7. desta seção. 

b) Cinéticas de metanólise de Ac-lle-Ser(Bzl)-Asp(cHex)-KOR (PRllla) na 

presença de Ca(OAc)2 

À 109,4 mg de peptidil-KOR (35 µmolde peptídeo) foram adicionados 

2,0 ml de DCM , 0,5 ml de MeOH e 10,0 mg (63 µmol) de Ca(OAc)2. As 

misturas reacionais foram mantidas a 37 ºe, sob agitação orbital a 300 rpm. 

O monitoramento da reação e finalização nos tempos de 6, 48 e 72 horas 

foram realizados segundo os procedimentos descritos nos itens 3.6. e 3.7. 

desta seção. 

c) Metanólise comparativa de Ac-lle-Ser(Bzl)-Asp(OcHex)-KOR 

(PRllld) na ausência e presença de Ca(OAc)2 em diversos solventes 

A peptidil-resina (58,3 mg, 17,5 µmolde peptídeo) foi suspensa em 1 

ml de solvente (DCM, CHCb ou DMSO), 0,25 ml de MeOH na presença ou 

ausência de Ca(OAc)2 (5 mg, 31 ,6 µmal) . As misturas reacionais foram 

mantidas a 37 ºe sob agitação orbital a 300 rpm. O monitoramento e 

finalização das reações nos tempos de 6, 48 e 72 horas foram realizados 

segundo descrito nos itens 3.6. e 3.7. desta seção. 
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d) Efeito da concentração de Ca(0Ac)2 na metanólise de Ac-Ala-Gly

Lys(2-CI-Z)- (PRllle) e Ac-lle-Ser(Bzl)-Asp(OcHex)-KOR (PRllld). 

- Quantidade de Ca(OAch equimolar à de peptídeo: 

Massas de peptidil-resinas correspondentes a 35 µmol de peptídeos 

foram adicionados 2,0 ml de DCM, 0,5 ml de MeOH e 35 µmolde Ca(OAc)2 

(5,5 mg, µmol). A mistura foi mantida a 37 ºe sob agitação orbital a 300 rpm. 

O monitoramento e finalização das reações após 72 horas foram realizados 

de acordo com os procedimentos descritos nos itens 3.6. e 3.7. desta seção. 

- Quantidade de Ca(OAc)2 inferior à de peptídeo: 

116, 7 mg de peptidil-resina (35 µmol de peptídeo) foi suspensa DCM/MeOH 

(2,0 ml: 0,5 ml, v/v) na presença de Ca(OAc)2 (1,2 mg, 8 mmol) . A 

suspensão foi mantida a 37 ºe sob agitação orbital a 300 rpm. O 

monitoramento e finalização da reação após 72 horas foram realizados de 

acordo com os procedimentos descritos nos itens 3.6. e 3.7. desta seção. 

3.16. Solvólise de Ac-lle-Ser(Bzl)-Asp(Bzl)-Arg(Mtr)-KOR (PRIVa) 

mediada por ca2
• 

a) Metanólise 

Massa de 50 mg desta peptidil-KOR (17,5 µmol de peptídeo) foi 

suspensa em 1 ml de DCM. À suspensão foram acrescentados 2 

equivalentes de Ca(OAc)2 (5,5 mg; 35 µmol) e 0,25 ml de metanol. As 

suspensões foram agitadas orbitalmente a 300 rpm e 37 ºe. O 

monitoramento da reação nos tempos O, 5, 20, 30 48 e 96 horas e a sua 

finalização após 96 horas foram realizados segundo descrito nos itens 3.6. e 

3.7. desta seção. 

b) Etanólise 

Massa de 50 mg da peptidil-KOR (17,5 µmol de peptídeo) foi 

suspensa em 1 ml de DCM. À suspensão foram acrescentados 2 
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equivalentes de Ca(OAc)2 (5,5 mg; 35 µmol) e 0,25ml de etanol. A mistura 

reacional foi mantida sob agitação orbital a 300 rpm e 37 ºe. O 

monitoramento da reação nos tempos de O, 8, 20, 24, 42 e 54 horas e a sua 

finalização após 54 horas foram realizados conforme os procedimentos 

descritos nos itens 3.6. e 3.7. desta seção. 

e) Benzólise 

Massa de 50 mg da peptidil-KOR (35 µmolde peptídeo) foi suspensa 

em 1 ml de DCM. À suspensão foram acrescentados 2 equivalentes de 

Ca(OAc)2 (5,5 mg; 35 µmol) e 0,25 mL de álcool benzílico. A mistura 

reacional foi mantida sob agitação orbital a 300 rpm e 37 ºe. O 

monitoramento da reação nos tempos de O, 6, 12, 24, 48 e 72 horas e sua 

finalização após 72 horas de reação foram realizados segundo descrito nos 

itens 3.6. e 3.7.desta seção. 

3.17. Metanólise de peptidil-KOR na presença de EuCh. 

a) Investigação da viabilidade de metanólise de Ac-Ala-Gly-Lys(2-CI-Z)

KOR (PRllle) 

81,4 mg de Ac-Ala-Gly-Lys(2-CI-Z)-KOR (35 µmolde peptídeo) foram 

suspensos em 2,0 ml de DCM e 0,5 ml de MeOH contendo 17,1 mg (63 

µmol) de EuCl3. A suspensão foi mantida a 37 ºe sob agitação orbital a 300 

rpm. O monitoramento da reação nos tempos de 6, 48 e 72 horas e sua 

finalização após 72 horas foi realizada segundo o procedimento descrito nos 

itens 3.6. e 3.7. desta seção. 

b) Cinética da metanólise de Ac-Ala-Gly-Lys(2-CI-Z)-KOR (PRllle) 

81,4 mg de peptidil-resina (35 µmolde peptídeo) foram suspensas em 

2,0 ml de DCM e 0,5 ml de MeOH contendo 9,0 mg (35 µmol) de EuCb. A 

mistura foi mantida a 37 ºC sob agitação orbital a 300 rpm. O monitoramento 

da reação nos tempos de O, 6, 24, 48 e 72 horas e a finalização após 6, 48 e 
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72 horas foram realizados de acordo com os procedimentos descritos nos 

itens 3.6. e 3.7. desta seção. 

c) Investigação da viabilidade de metanólise de Ac-lle-Ser(Bzl)-Asp

(OBzl)-oxima (PRlllb) 

129,6 mg de peptidil-resina (35 µmol de peptídeo) foram suspensas 

em 2,0 ml de DCM e 0,5 ml de MeOH contendo 17,1 mg (66 µmol) de 

EuCb. A suspensão foi mantida a 37 ºe sob agitação orbital a 300 rpm. O 

monitoramento da reação nos tempos de O, 24, 48 e 72 horas e a sua 

finalização após 72 horas foram realizados de acordo com os procedimentos 

descritos nos itens 3.6. e 3.7. desta seção. 

d) Metanólise comparativa de Ac-lle-Ser(Bzl)-Asp-(OcHex)-KOR (PRlllc) 

na presença e ausência de EuCb 

109,4 mg de peptidil-KOR (35 µmolde peptídeo) foram suspensas em 

2,0 ml de DCM e 0,5 mL de MeOH contendo 35 ou 63 µmol de EuCb. As 

misturas reacionais foram mantidas a 37 ºe sob agitação orbital a 300 rpm. 

O monitoramento e finalização das reações foram realizados de acordo com 

os procedimentos descritos nos itens 3.6. e 3.7. desta seção. 

3.18. Metanólise de Ac-Ala-Gly-Ala-KOR (PRlle) na presença de EuCb 

À peptidil-resina (26 ou 34 µmol) foram adicionados DCM, MeOH e 

EuCb nas proporções descritas na Tabela 3 a seguir. A mistura foi então 

mantida a 37 ºe sob agitação orbital a 300 rpm. O monitoramento nos 

tempos de O, 24, 48 e 72 horas de reação e a sua finalização após 72 horas 

foram realizados de acordo com os procedimentos descritos nos itens 3.6. e 

3.7. desta seção. 

As reações 1 e 2 foram também acompanhadas por espectroscopia 

de luminescência. Para tanto, alíquotas foram retiradas do meio reacional 

com uma pipeta Pasteur e transferidas diretamente para um tubo de quartzo 

(do tipo daqueles utilizados para análise por RMN) afim de registrar os 

espectros de emissão e excitação à temperatura ambiente do íon Eu3
+ em 
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um espectrofluorímetro SPEX-Fluorolog 212, totalmente controlado por um 

sistema de interface do tipo DM 300F. Para o registro, esperou-se a peptidil

resina decantar e a solução reacional se tornar visivelmente livre de 

partículas. Como controles analisamos a luminescência do EuCb em 

MeOH/DCM [4: 1 (v/v)] na ausência da peptidil-resina; 2) imediatamente após 

a sua adição. 

Tabela 3: Condições experimentais empregadas para as reações de 

metanólise de peptidil-resina Ac-Ala-Gly-Ala-KOR (PRllb) 

Reação mg (nº mo/) EuC/3 (µmo/) MEOH (mL) DCM (mL) 
1 49,6 (26 µmol) 19,7 0,25 1 
2 49,0 (26 µmol) 17,5 0,25 1 
3 65,7 (34 µmol) 17,5 0,5 2 

Condições de Monitoramento: coluna: Vydac C18, 5µm, 300 A (0,46 cm x 25,0 cm); fluxo: 
1,0 ml/min; solvente A: 0,1%TFNH20; solvente B: 60% ACN% em 0,09% TFN H20; 
gradiente linear: 5 a 95% de Bem 30 min; 1: 210 nm. 

3.19. Metanólise e etanólise de Ac-lle-Ser(OBzl)-Asp(OcHex)-KOR 

(PRIVb) em presença de Ca2+, Eu3
+ ou Tb3

+ em DCM ou DMSO 

a) Metanólise 

Massa de 30 mg de Ac-lle-Ser(OBzl)-Asp(OcHex)-KOR (8,7 µmal de 

peptídeo) foi suspensa em 0,6 mL de DCM ou DMSO. Foram acrescentados 

1,8 equivalentes de Ca(Ac)2, EuCb ou TbCb e O, 15 ml de metanol. As 

suspensões resultantes foram mantidas sob agitação orbital a 300 rpm e 37 

ºe. O monitoramento e finalização das reações foram realizados de acordo 

com os procedimentos descritos nos itens 3.6. e 3.7. desta seção. 

b) Etanólise 

A etanólise foi realizada conforme descrito acima na presença de O, 15 

ml de etanol. As suspensões resultantes foram mantidas sob agitação 

orbital a 300 rpm e 37 ºe. O monitoramento e finalização das reações foram 

realizados de acordo com os procedimentos descritos nos itens 3.6. e 3. 7. 

desta seção. 
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3.20. Aminólise de Ac-lle-Ser(Bzl)-Asp(OcHex)-KOR por ésteres de 

arginina em presença de Ca(OAc)i 

a) Investigação preliminar 

Arg-OMe.2HCI ou Arg-OEt.2HCI foi previamente dissolvido em DMF e 

parcialmente neutralizado com DIEA. Em seguida, foram adicionados à 

solução as peptidil-KOR (PRllla) nas proporções descritas na Tabela 4 

abaixo. As misturas foram incubadas e as reações monitoradas e finalizadas 

segundo os procedimentos descritos nos itens 3.6. e 3.7. desta seção. 

Tabela 4. Condições experimentais empregadas para as reações de 

aminólise de Ac-lle-Ser(Bzl)-Asp(OcHex)-KOR (PRllla). 

Peptidil-KOR Nuc/eófílo (µmo/) Ca(OAc)2 
(mglµmol) mg (µmo/) 
50,3 / 14,5 ArgOMe.HCI (16) -
50,4 / 14,6 (16) 5 (32) 
100,1/29,0 ArgOEt.HCI (34) -
100,6 / 29,2 (34) 1 O (63) 

Condições de Monitoramento: solvente: 2 ml de DCM; coluna: Novapack C18, 5µm, 8 x 
100 mm; fluxo : 1,0 ml/min; solvente A: 0,1%TFNH20; solvente 8: 90% ACN% em 0,09% 
TFN H20; gradiente linear. 5 a 95% de Bem 30 min.; Â.: 210 nm. 

b) Aminólise de Ac-lle-Ser(Bzl)-Asp(OcHex)-KOR (PRllld) em escala 

preparativa 

Arg-OR.2HCI (onde, R= Me ou Et; 360 µmol) foi dissolvido em DMF (6 

ml) e parcialmente neutralizado com DIEA (62,7 ml; 360 µmol). À solução 

foram acrescentados Ca(OAc)2 (25 , 7 mg; 162,5 µmol) e a peptidil-KOR (300 

mg, 90 µmol). A suspensão foi incubada e a reação monitorada e finalizada 

após 72 horas de acordo com os procedimentos descritos nos itens 3.6. e 

3.7. desta seção. 

e) Aminólise comparativa de Ac-lle-Ser(Bzl)-Asp(OcHex)-KOR (PRllld) 

por Arg(HCl)OEt na presença de HAc ou Ca(OAch 

O nucleófilo Arg-OEt.2HCI foi previamente dissolvido em DMF e 

parcialmente neutralizado com DIEA. Posteriormente, Ca(OAc)2 ou ácido 
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acético e a peptidil-KOR foram acrescentados (Tabela 5). A mistura foi 

mantida a 37 ºe sob agitação orbital a 300 rpm. Alíquotas de 1 O µL foram 

removidas do meio reacional, diluídas com 90 µL de uma solução de 90% 

ACN/0,09% TFA de H2O e analisadas por RP-HPLC nos tempos de O, 1, 3 e 

5 horas. Após 5 horas de reação, as peptidil-resinas foram lavadas 

alternadamente com DCM, MeOH ou EtOH e H2O, secos sob vácuo e 

guardados para posterior análise de seus conteúdos de aminoácidos. Os 

filtrados foram concentrados em rota-evaporador e liofilizados. 

Tabela 5: Condições experimentais empregadas na aminólise comparativa 

de Ac-lle-Ser(Bzl)-Asp(OcHex)-KOR (PRllld). 

Reação Peptídeo Arg(2.HCl)OEt Aditivo (µmo/) DIEA DMF 
(µmo/) (µmo/) (µmo/) (µL) 

1 8,7 35 Ca(OAc)2 15,6 35,0 583 
2 17,5 64,8 HAc 34,6 64,8 432 
3 17,5 21,9 HAc 24,9 22,4 460 

Condicão de Monitoramento: ); 
solvente A: O, 1 % TFA/H20; solvente B: 90% ACN em 0,09% TFA/H20; fluxo: 1 mUmin; 
gradiente linear: 5 a 95%B em 30 min; Ã.: 210 nm. 

d) Aminólise de Ac-lle-Ser(OBzl)-Asp(cHex)-KOR (PRllld) por Arg(HCl)

OMe na presença de EuCb ou TbCb em diferentes solventes 

Massa de 30 mg de peptidil-KOR (8,7µmol de peptídeo) foi suspensa 

em 0,6 ml de solvente (NMP, DMF, DMSO ou 50% DMSO/Tolueno) 

contendo 4 equivalentes Arg-OMe.2HCI (parcialmente neutralizado com 0,6 

µL de DIEA) e 1,8 equivalentes de Ca(OAc)2, EuCb ou TbCb. A incubação, o 

monitoramento nos tempos O, 6, 16 e 40 horas e a finalização das reações 

após 40 horas ou 16 horas, quanto NMP era o solvente empregado, foram 

realizadas de acordo com os procedimentos descritos nos itens 3.5., 3.6. e 

3.7. desta seção. 
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3.21. Purificação dos ésteres de peptídeos obtidos nas reações de 

solvólise e aminólise de peptidil-KOR 

Os ésteres de peptídeos obtidos nas reações acima descritas foram 

purificados por RP-HPLC em coluna analítica ou semi-preparativa usando as 

condições descritas abaixo: 

Tabela 6: Purificações dos produtos obtidos das solvólises e 

aminólises das peptidil-KORs estudadas. 

Ester de Peptídeo Gradiente linear 

Ac-Ala-Gly-Lys(2-CI-Z)-OMe 5 a 95%8 em 30 min 
Ac-Ala-Gly-Glv-OMe 5 a 95%8 em 30 min 
Ac-Ala-Gly-Ala-OMe 5 a 95%8 em 30 min 
Ac-Ala-Gly-Phe-OMe 28 a 58%8 em 30 min 

Ac-Ala-Gly-Lys(2-CI-Z)-OEt 62 a 92%8 em 30 min 
Ac-Ala-Gly-Ala-OEt 5 a 95%8 em 30 min 

Ac-lle-Ser-(8zl)-Asp(OcHex)-OMe 44 a 84%C em 40 min 
Ac-lle-Ser-(8zl)-Asp(OcHex)-OEt 41 a81%Cem40min 
Ac-lle-Ser-(8zl)-Aso(O8zl)-OMe 44 a 84%C em 40 min 

Ac-lle-Ser-(8zl)-Asp(OcHex)-Arg(HCl)-OMe 20 a 80%C em 60 min 
Ac-lle-Ser(8zl)-Asp(OcHex)-Aro(HCl)-OEt 40 a 70%C em 30 min 
Ac-lle-Ser-(8zl)-Asp(O8zl)-Arg(Mtr)-OMe 65 a 95%C em 15 min 
Ac-lle-Ser-(8zl)-Asp(O8zl)-Arg(Mtr)-OEt 65 a 95%C em 15 min 
Ac-I le-Ser-( 8zl)-Aso( O8zl )-Aro( Mtr)-O 8zl 65 a 95%C em 15 min 

As purificações foram realizadas em escala analítica ou semi-preparativa (1-5 mg). 
Condição de Monitoramento: coluna: Vydac C18 , 5 µm, 300 A, 0,46 cm x 25,0 cm; solvente 
A: O, 1% TFNH20; solvente B: 60% ACN em 0,09%TFNH20; solvente C: 90%ACN em 
0,09%TFNHA fluxo : 1 ml/min; X 210 nm. 

3.22. Desproteção total das cadeias laterais dos aminoácidos contidos 

nos peptídeos a-esterificados obtidos 

a) Desproteção de Ac-Ala-Gly-Lys(2-CI-Z)-0Me 

21, 14 mg de Ac-Ala-Gly-Lys(2-CI-Z)-OMe foram expostos a 8 ml de 

HF e 0,5 ml de anisei por um tempo de 1 h:30 mina oºc. O HF foi eliminado, 

o Ac-Ala-Gly-Lys-OMe precipitado e lavado com éter diisopropílico (3x). Em 

seguida, este foi solubilizado em uma mistura de O, 1 % de TFA/H2O e 60% 

de ACN em 0,09% TFA/H2O. A solução resultante foi liofilizada e o peptídeo 

bruto analisado por RP-HPLC. 
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b) Desproteção de Ac-lle-Ser(Bzl)-Asp(OcHex)-Arg(HCl)-OR (onde R= 

Me ou Et). 

O éster de peptídeo protegido [24, 7 mg (34 µmol) quando R= Me e 40 

mg (55 µmol) quando R= Et] foi exposto a 2-3 ml de HF e O, 1 ml de anisei. 

A mistura reacional permaneceu sob agitação em um banho de gelo por 1 ,5 

horas. O HF foi eliminado, o éster do peptídeo bruto precipitado, lavado com 

éter diisopropílico e finalmente solubilizado em O, 1 o/o TFA/H2O e 90% ACN 

em 0,09% TFAIH2O. O material foi liofilizado e analisado por RP-HPLC. 

3.23. Determinação do grau de inchamento/solvatação da KOR e de 

peptidil-KOR em diferentes solventes ou mistura. 

a) Através da variação do volume 

As medidas foram realizadas em triplicata em um frasco graduado e 

jaquetado mantido a 37 ºe. Para tal, 300 mg de KOR (PRIII) ou de Ac-lle

Ser(Bzl)-Asp(OcHex)-KOR (PRllld) foram pré-lavadas com isopropanol e em 

seguida suspensas em DCM, CHC'3, DMSO ou mistura destes últimos com 

MeOH. A variação dos volumes era registrada após 3 minutos de contato do 

material em estudo com cada um dos solventes ou mistura de interesse 

(Ludwick et ai., 1986; Varanda & Miranda, 1997). Os resultados obtidos 

encontram-se descritos na Tabela 29. 

b) Através de medidas do diâmetro dos grãos 

Os diâmetros dos grãos de Ac-lle-Ser(Bzl)-Asp(OcHex)-KOR (PRllld) 

e Ac-Ala-Gly-Lys(2-CI-Z)-KOR (PRllle) secos e embebidos nos diferentes 

solventes ou misturas de interesse foram medidos em um microscópio 

Olympus SZ-CL50 equipado com uma câmera Olympus OEU 142 e 

empregando o programa lmage-Plus (The Proven Solution Version 

3.0.01 .00). O parâmetro de inchamento utilizado foi o volume de solvente por 

grão convertido em porcentagem(%) que representa a parcela do volume do 

grão solvatado total ocupado pelo solvente. Calcula-se este parâmetro pela 
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razão entre o volume do solvente absorvido (obtido subtraindo-se o volume 

do grão seco do volume do grão solvatado) pelo volume total solvatado do 

grão, multiplicado por cem (Cilli, 1997). Os resultados obtidos encontram-se 

descritos na Tabela 30. 

3.24. Esterificação de Boc-L-Arg(Mtr)-OH 

a) Boc-L-Arg(Mtr)-OPac (Papadimitriov et ai., 1967): 

Uma solução de Boc-L-Arg(Mtr)-OH (0,5 mmol; 243 mg) e trietilamina 

(0,07 ml) em etanol (O, 75 ml) foi esfriada a O ºe. À ela foi adicionado 

brometo de fenacila (0,5 mmol: 99,5 mg). A reação foi acompanhada por 

cromatografia em camada delgada de sílica-gel (mistura eluente: 

CHCb:MeOH:HAc; 85:10:5, v/v/v). Após 27 h, a mistura reacional foi 

concentrada sob pressão reduzida e solubilizada em 30 ml DCM. A fase 

orgânica foi lavada com 3 x 1 O ml de uma solução de ácido cítrico 

10%/H2O, 3 x 10 ml de H2O, 3 x 10 ml de uma solução NaHCO3 10%/H2O 

e seca com Na2SO4. Após eliminação do solvente sob pressão reduzida, o 

material bruto obtido foi liofilizado. A massa encontrada foi de 110,8 mg 

(37%). O éster foi purificado através de coluna cromatográfica de sílica-gel 

60F usando-se como mistura eluente CHCb/MeOH com gradiente de 

polaridade. Foram obtidas 76 mg (25%) do éster desejado. Fórmula 

molecular: C29H40N4O8S, [EI-MS; M+Na+t obtido (calculado): 627 (627,7). 

Análise elementar para C, H e N obtida (esperada): 57,23% (57,55) de C; 

6,25% (6,61) de H; 9, 15% (9,26) de N. 

b) Boc-L-Arg(Mtr)-OMTP (Coste & Campagne, 1995): 

Uma solução de Boc-L-Arg(Mtr)-OH (0,5 mmol; 243mg), 4-metil

tiofenol (0,55 mmol, 77 mg) e PyBOP (0,5 mmol, 260 mg) em 2 ml de 

DCM/DMF (7:3) foi colocada em banho de gelo seco em etanol e a ela foi 

adicionada DIPEA (1 mmol, O, 13 ml) e após 30 min a mistura reacional foi 

aquecida à temperatura ambiente. A reação foi acompanhada por 

cromatografia em camada delgada (mistura eluente: CHCb:MeOH:HAc; 

85: 1, 7:3, v/v/v). Após 3h, a mistura reacional foi evaporada sob pressão 
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reduzida e o resíduo obtido solubilizado em 30 mL de acetato de etila. A fase 

orgânica foi lavada com uma solução de ácido cítrico 1 0%/H2O (3 x 1 O ml) , 

H2O (3 x 1 O ml) e uma solução de 10% NaHCO3 em H2O (3 x 1 O ml) e seca 

com Na2SO4. Após eliminação do solvente sob pressão reduzida, o material 

bruto foi liofilizado. A massa obtida foi de 24,5 mg (80%). O material foi 

reservado para posterior purificação. Fórmula molecular: C2aH40N4Q7S2, [EI-

MS; M+Nat, obtido (calculado) : 631 (631,8). 

e) Boc-L-Arg(Mtr)-MEE (Coste & Campagne, 1995): 

Uma solução de Boc-L-Arg(Mtr)OH (0,5 mmol; 243 mg), 

HOC2H4OC2H4OH (0,55 mmol, ml) e PyBOP (0,5 mmol, 260 mg) em 2 ml 

de DMF foi colocada em um banho de gelo seco em etanol e à ela foi 

adicionada DIPEA (1 mmol, O, 13 mL) e após 30 min a mistura reacional foi 

aquecida à temperatura ambiente. A reação foi acompanhada por 

cromatografia em camada delgada (mistura eluente: CHCb:MeOH:HAc; 

85:1,7:3, v/v/v) . Após 7 h, a mistura reacional teve o seu solvente evaporado 

e o resíduo obtido foi solubilizado em 30 mL acetato de etila. A fase orgânica 

foi lavada com solução de ácido cítrico 10% em H2O (3 x 1 O ml), H2O (3 x 

1 O ml), solução de NaHCO3 10% em H2O (3 x 1 O ml) e seca com Na2SO4. 

Após filtração, o solvente foi eliminado sob pressão reduzida. O material 

bruto obtido foi lavado três vezes com éter etílico e novamente evaporado 

para precipitação do produto. O material obtido foi reservado para posterior 

purificação. 

Fórmula molecular: C2sH44N4Ü9S, [EI-MS; M+Nat obtido (calculado): 611 ,7 

(611,0) . 

d) Remoção do grupo t-Boc do Boc-Arg(Mtr)-OPac (Fujino et ai., 1981) 

30 mg (49,6 mmol) de Boc-Arg(Mtr)-OPac foram adicionadas à mistura 

TFA/tioanisol (4,3 ml; 9:1, v/v). Após 2 horas de reação, a mistura reacional 

teve o seu solvente evaporado sob pressão reduzida e foi lavada com éter 

etílico (3x) e novamente evaporada (houve precipitação de um sólido 

branco). O material bruto foi transferido para funil de placa porosa e então 
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lavado com éter diisopropílico gelado (4x), sendo a seguir solubilizado com 

O, 1 % TFNH2O e 90% ACN em 0,09% TFNH2O. A massa obtida do produto 

foi de 12 mg (82 % de rendimento) . Fórmula molecular: C29H40N4OaS, [EI-

MS; M+Na]+ obtido (calculado): 293 (293 ,3) . 

4. Análise estrutural 

4.1. Espectroscopia de luminescência no estudo da metanólise de Ac

Ala-Gly-Ala-KOR (PRllb) na ausência e presença de Eu3
+ 

Os espectros de emissão e excitação da peptidil Ac-Ala-Gly-Ala-KOR 

(PRllb) foram registrados à temperatura ambiente em um 

espectrofluorímetro SPEX-Fluorolog 212, totalmente controlado por um 

sistema de interface do tipo DM 300F. As transições eletrônicas 5Do-7FJ para 

o íon Eu3
+ (com J= 0-4) foram o nosso alvo principal de observação. 

4.2 Análise de peptidil-KOR através de HR-MAS 

Amostras da peptidil-resina Ac-Ala-Gly-Lys(2-CI-Z)-KOR(PRllle ; 1-

3mg) ou Ac-lle-Ser(Bzl)-Asp(OcHex)-KOR (PRllld; 6 mg) foram introduzidas 

em um rotor de 4 mm designado para experimento de HR-RMN. Após 

solvatação em volume mínimo de DMSO deuterado (DMSO-ds) , foram 

realizados os experimentos de RMN à temperatura ambiente em um 

espectrômetro DRX 400 equipado com um probe para estado sólido CP 

MAS. Uma velocidade de spinning de 5 kHz foi usada para obter os 

espectros HR-MAS de 1H. Espectros de 1H filtrado de T2 foram obtidos após 

um período de 20 ms de CPMG. Os espectros de TOCSY foram obtidos com 

um mixing time de 80 ms (mlev; Levitt et ai., 1982); espectros de NOESY 

foram obtidos com um mixing time de 50 ms. O espectro 1H-15N HMQC foi 

obtido com uma largura de 28 ppm . Todos os espectros foram adquiridos 

usando States-TPPI para detecção por quadratura (Marion et ai., 1989). 
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VI. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

1. Síntese de KOR, Boc-aminoacil-KOR e Ac-peptidil-KOR 

Como já descrito no item li, o objetivo de nosso trabalho era 

estabelecer um método alternativo para a obtenção de fragmentos 

peptídicos a-esterificados. Por esta razão, nos dedicamos ao estudo da 

possibilidade de se preparar estes compostos através de solvólise e 

aminólise de peptidil-KOR assistida por Ca2
+. 

Inicialmente, o polímero de poliestireno intercruzado com 1 % de 

divinilbenzeno foi acilado via Friedel-Crafts através do cloreto de p

nitrobenzoíla conforme descrito por OeGrado e Kaiser (1980) . A formação do 

polímero de benzofenona foi evidenciada através de análise de 

infravermelho: bandas fortes foram observadas em 1660 (estiramento C=O), 

1522 e 131 O ( deformação axial C-O) cm·1
. O polímero da benzofenona foi 

então convertido na correspondente oxima pela reação com cloridrato de 

hidroxilamina em piridina e etanol. O infravermelho da KOR resultante 

mostrou forte banda em torno de 3507 cm·1 referente à estiramento OH e 

não apresentou absorção correspondente à carbonila. A Figura 12 mostra 

os espectros de infravermelho do intermediário cetônico (A) e da KOR (8) 

obtidos. Os dados encontrados na análise elementar dos diferentes lotes de 

KOR mostraram um conteúdo de nitrogênio de 2,2 a 2, 7%, o que 

corresponde a um grau de funcionalização de 0,78 a 0,96 mmol/g. 

De posse dos lotes de KOR, demos início à preparação dos peptidil

KOR de interesse. Os aminoácidos e-terminal foram acoplados à KOR em 

presença de DIC/DCM e os graus de funcionalização determinados através 

do teste do picrato (Gisin, 1972). Os resultados obtidos estão mostrados na 

Tabela 7. A seguir, através de um protocolo padrão alongamos as cadeias 

peptídicas para obter as peptidil-KORs, que foram caracterizadas em seus 

conteúdos de aminoácidos e graus de substituições. Os resultados obtidos 

também se encontram listados na Tabela 7. 

A dificuldade em ligar arginina à resina oxima era bem conhecida por 

nós. Tal dificuldade parece estar associada ao fato de que derivados de ami-
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noácidos tais como Boc-Arg(Tos)-OH são pouco solúveis em DCM, o 

solvente geralmente utilizado para a aminoacilação desta resina (Sasaki et 

ai., 1991). 

Com o objetivo de posteriormente obtermos Ac-lle-Ser(Bzl)

Asp(OBzl)-Arg(Mtr)-KOR, buscamos estudar e propor condições 

experimentais adequadas para o acoplamento eficiente de Boc-Arg(Mtr)-OH 

à KOR. Os resultados obtidos nas várias tentativas feitas se encontram 

descritos na Tabela 8. Diferentes condições reacionais foram testadas, 

solvente e reagentes acopladores foram alterados, a fim de se incorporar o 

derivado Boc-Arg(Mtr)-OH à KOR com graus de substituição a resina KOR 

adequados a síntese em fase sólida. Nas condições experimentais 

analisadas, o reagente acoplador mais eficiente foi o DIC. Novas reações em 

DCM feitas em condições experimentais idênticas também forneceram a 

aminoacil-KOR de grau de substituição na faixa de 0,4 a 0,5 mmol/g. 

Tabela 8: Acoplamento de Boc-Arg(Mtr)-OH à KOR (IV) 

Solvente empregado Reagente acoplador Temperatura *GA, 
empregado (ºCJ (mmols/g) 

DMF TBTU ambiente 0,030 
DMF/DCM (1 :1 v/v) DIC ambiente O, 10 
DMF/DCM (1:1 v/v) DIC 37 0,13 
DCM/DM F (2: 1 v/v) DIC/HOBT ambiente 0,12 

DCM DIC ambiente 0,52 
DCM DIC ambiente 0,31 
DCM DIC ambiente 0,44 

*GA= grau de acilação da KOR 
Condições do acoplamento: massa inicial da KOR: 0,4 g (0,38 mmol); massa de Boc
Arg(Mtr)-OH: 292 mg (0,6 mmol); volume de solvente: 1 mUg de resina; DIC: (0,6 mmol); 
HOBt: 81mg (0 ,6 mmol); TBTU: 193 mg (0,6 mmol) ; tempo de acoplamento: 72 h. 

Visando investigar se o parâmetro determinante da eficiência de 

acilação pelo derivado de arginina era o inchamento da suporte, o 

examinamos nos dois solventes citados acima: DMF e DCM (Tabela 9). De 

fato, em DCM a temperatura ambiente a KOR se solvata e incha muito mais 

do que em DMF na mesma temperatura. 

Tentamos, também, examinar o inchamento deste polímero em 

temperatura elevada (60 ºC), de modo que pudéssemos diminuir o tempo da 
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aminoacilação (72h) e/ou aumentar o grau de acilação da KOR. Para isto, 

empregamos DMF, DMSO e 25%DMSO/tolueno como solventes. O melhor 

inchamento foi encontrado em 25%DMSO/tolueno (Tabela 9) , o que sugere 

a possibilidade de otimizarmos tal aminoacilação (tempo, eficiência e grau 

de substituição) empregando esta mistura de solventes, a qual é totalmente 

compatível com o uso de alta temperatura. 

Todos estes estudos e seus resultados mostraram que é possível 

incorporar a arginina à resina oxima nas condições experimentais testadas. 

Entretanto, a eficiência do acoplamento depende de um compromisso entre 

a solubilidade do derivado de aminoácido e do grau de inchamento da resina 

no solvente empregado. 

Tabela 9: Inchamento da KOR em diferentes solventes e temperaturas 

Solvente Inchamento 
(LiV, mL) 

empregado 2suc 60 uc 
MeOH 6,0 (O) 6,3 (O) 
DCM 20,3±0,00 (3 ,4) -
DMF 14,3±0, 15 (2 ,4) 12,7±0,0 (2,1) 

DMSO 2,3±0,06 (0,4) 3±0, 1 (0,5) 
25%DMSO/Tolueno 17±0,00 (2,8) 17,4±0, 1 (2,9) 

Todas as medidas foram realizadas de acordo com o método descrito Ludwick et ai. (1986) 
e Varanda & Miranda (1997). Quantidade correspondente a resina : 300 mg; volume de 
solvente adicionado: 5 ml; tempo de espera para leitura do volume: 3 min. Os valores 
mostrados em parênteses referem-se a VNi onde, V= volume final e Vi volume inicial. 

De posse da Boc-Arg(Mtr)-KOR de grau de substituição 0,52 mmol/g, 

realizamos a síntese do Ac-lle-Ser(Bzl)-Asp(OBzl)-Arg(Mtr)-KOR desejado. 

O alongamento da cadeia peptídica não apresentou problemas (Tabela 7). 

2. Metanólise de Ac-Ala-Gly-X-KOR [onde, X= Gly (PRla), Ala (PRlb) ou 

Phe (PRlc)] assistida por Ca2
+ 

a) Constatação da possibilidade de ocorrência 

Para verificar a possibilidade de ocorrência de metanólise da peptidil

KOR assistida por Ca(OAc)2, incubamos o Ac-Ala-Gly-Ala-KOR em 
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DCM/MeOH na presença deste sal. Como pode ser observado na Figura 

13A, um único produto solúvel foi formado no meio reacional. Quando 

isolado e caracterizado (Figura 14), os dados obtidos (análise de 

aminoácidos e espectrometria de massas, descritos no item 17 desta seção) 

evidenciaram ser ele o Ac-Ala-Gly-Ala-OMe desejado. 
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Figura 13: Análise cromatográfica da metanólise de Ac-Ala-Gly-Ala
KOR em presença de Ca(OAc)2 (A), HAc (8) e mistura de ambos (C). a= 
Ac-A-G-A-OMe; b= contaminante do meio reacional. 
Condição de monitoramento: coluna: Vydac C18, 5 µm, 300 A, 0,46 cm x 25,0 cm; solvente 
A: O, 1 % TFA/H20; solvente B: 60% ACN em 0,09% TF A/H20; gradiente linear: 5 a 95% de B 
em 30 min, fluxo: 1 mUmin; X 210 nm. 
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Figura 14: Perfis cromatográficos de RP-HPLC de Ac-Ala-Gly-Ala-OMe 
purificado (A) e de HPLC de troca iônica do seu hidrolisado (8). 
Condição de monitoramento: coluna: Vydac C1 8 5 µm, 300 A, 0,46 cm x 25,0 cm; solvente 
A: O, 1 % TFNH20; solvente B: 60% ACN em contendo 0,09% TFNH20; gradiente linear. 5 a 
95% B em 30 min; fluxo : 1 ml/min; J= 21 O nm. 
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Em seguida, comparamos a eficiência deste aditivo com a do HAc, o 

catalisador geralmente empregado nas reações de aminólise de peptidil

KOR e com a mistura HAc/Ca(OAc)2 (Figuras 138 e 13C, respectivamente) 

e · também variamos o resíduo de aminoácido e-terminal da Ac-Ala-Gly-X

KOR (onde, X= Gly, Ala ou Phe; Tabela 10). 

Tabela 10: Metanólise de Ac-Ala-Gly-X-KOR em presença de Ca(OAc)2 

X (lote) X 
GS; x 10-2 (mmollg) 

Catalisador ou Gly (PR/a) Ala (PR/b) Phe (PR/e Gly Ala Phe 
aditivo 46 52 38 (%) 

GSt x 1 o-~ (mmol/g) Desligamento peptídeo-
KOR 

HAc 41 47 25 11 8 34 
Ca(OAc)2 7 4 4 85 91 88 

HAc/Ca(OAc)2 3 5 5 93 93 88 
Condição Experimental: peptidil-resina: 100 mg; solvente: 2,0 ml DCM e 0,5 ml MeOH; 
aditivo: Ca(OAc)2 (63 µmol), HAc (1 ,7 mmol) ou mistura de ambos; temperatura: 37 ºe; 
agitação orbital: 300 rpm. As reações foram monitoradas por RP-HPLC analítico. Condição 
monitoramento: coluna: Vydac C18 5µm, 300 A, 0,46 cm x 25,0 cm; solvente A: 
0,1%TFNH20 ; solvente B: 60%ACN em 0,09%TFNH20 ; gradiente linear: 5 a 95%B em 30 
min; Â.: 21 O nm. 

No geral , as reações assistidas por Ca2
+ foram mais eficientes no 

desligamento do peptídeo esterificado da KOR (rendimentos de clivagem 

superiores a 80%) do que as reações assistidas por ácido acético 

(rendimentos de clivagem inferiores a 40%). As Figuras 15 e 16 mostram os 

perfis cromatográficos de RP-HPLC dos produtos solúveis isolados dos 

meios reacionais das metanólises individuais de Ac-Ala-Gly-X-KOR (onde, 

X= Gly ou Phe) e os perfis cromatográficos de HPLC de troca-iônica de seus 

hidrolisados: Ac-Ala-Gly-Gly-OMe e Ac-Ala-Gly-Phe-OMe, respectivamente. 

Como esperado, o conteúdo de aminoácidos obtidos corresponde ao valor 

teórico, assim como as massas moleculares (ver item 17) foram idênticas 

àquelas calculadas para Ac-Ala-Gly-Gly-OMe, Ac-Ala-Gly-Ala-OMe e Ac-Ala

Gly-Phe-OMe. A Figura 17 mostra o espectro de infravermelho de Ac-Ala

Gly-Gly-OMe purificado. Nele, a presença do éster metílico também fica 

evidente pela banda de absorção na região de 1.745 cm-1 (estiramento C=O) 
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e 1216 cm-1 (deformação axial de C-C=O). Os ésteres de peptídeos obtidos 

até então foram estocados como padrões. 
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Figura 15: Perfis cromatográficos de RP-HPLC de Ac-Ala-Gly-Gly-OMe 
purificado (A) e de HPLC de troca iônica do seu hidrolisado (8). 
Condição de monitoramento: coluna: Vydac C18 , 5 µm, 300 A, 0,46 cm x 25,0 cm; solvente 
A: O, 1 % TFNH2O; solvente B: 60% ACN em contendo 0,09% TFNH20; gradiente linear: 5 a 
95% de Bem 30 min, fluxo : 1 mUmin; X 21 O nm. 
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Figura 16: Perfis cromatográficos de RP-HPLC de Ac-Ala-Gly..Phe-OMe 
purificado (A} e de HPLC de troca iônica do seu hidrolisado (8). 
Condição de monitoramento: coluna: Vydac C18, 5 µm, 300 A, 0,46 cm x 25,0 cm; solvente 
A: O, 1 % TFA/H20 ; solvente B: 60% ACN em 0,09% TFA/H20; gradiente linear: 5 a 95% de B 
em 30 min , fluxo : 1 mUmin; X 210 nm. 

818 L IOTECA 
INSTITUTO DE QUÍMICA 

Universidade de São Paulo 



Resultados e Discussão 75 

100~- i\l 
t Ili 

wl ~, 
~ ,~~~ ~v----, ~· .·. ~~ J , 
-~ ºª; l~ /Y. ! \ .:;é r · \ tf · ,. 
~ í =:, . \ ~ -{ · ·s; 1 f : 
"'. ' ·; r\ , , .n llll! ; ' i 
S .! .. /l1f \ ;dr=--- 'r,J : 
, ..,,_ i i a 1 . ., f l 1 ~! ' 

t;. 4G i '\}. . • i ·•. '' íl_j..,f.·, ._.,_ • ~,. l -41', · · , .l ft t.J ~ i ! e i .... 11 . t t . • ~ 

? j . tf1 Â. ~11.11~. i 1 ~ 20 l ~ ! jÍ ".(.,, \ 
,.,._· l f l :1 1 ;; . 'e\ l 

~. ' .• \ li l i; li 
'l) Í 1~\! ~--. V n,j ;_ " 
~ · 1 • l . 

~ í f . f ~. t 
1 .i . -- . j e-o e-e-o 

~l -l, _______________________ , 

3~00 3000 2500 2000 1500 1000 500 

Figura 17: Espectro de infravermelho do éster Ac-Ala-Gly-Gly-OMe 
purificado, em pastilha de KBr (1 mg de produto/100 mg de KBr). 

Para controle, realizamos em paralelo a este estudo duas reações 

adicionais: metanólise de Fmoc-Ala-Gly-Lys(2-CI-Z)-KOR na ausência de 

Ca2
+ ou ácido acético (A) e na presença de Ca2

+ (8). Nenhum produto se 

formou em A mesmo após 100 h de reação, confirmando que, de fato, o 

Ca2
+ assistia as metanólises estudadas. 

Como os resultados acima descritos sugeriram que o método 

proposto por nós poderia ser aplicável a qualquer seqüência peptídica, 

realizamos novas solvólises de peptidil-resinas Ac-Ala-Gly-X-KOR [onde, X= 

Gly (PRlla), Ala (PRllb), Phe (PRllc) e Lys(2-CI-Z) (PRlld)] em metanol na 

presença de acetato de cálcio (63 µmal) a fim de: 1) verificar a influência do 

aminoácido e-terminal no rendimento de clivagem da peptidil-resina; 2) 

tentar quantificar as reações por RP-HPLC: neste caso, alíquotas dos meios 

reacionais seriam retiradas e analisadas em tempos determinados e as 

áreas dos picos cromatográficos correspondentes aos produtos seriam 
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comparadas com as áreas de curvas-padrão feitas para os Ac-Ala-Gly-X

OMe de concentrações conhecidas. 

b) Tentativa de quantificação das metanólises por medida das 

quantidades dos peptídeos esterificados formados 

Antes de iniciar o estudo foi tomado o cuidado de se reanalisar os 

padrões utilizados na elaboração das curvas-padrão para verificar a 

viabilidade de seus usos. A análise de uma amostra de concentração 

conhecida evidenciou grande desvio no valor do número de mol obtido em 

relação ao número de mel esperado. Tal fato decorreu provavelmente da 

degradação dos padrões armazenados em solução. Em todos os 

cromatogramas analisados verificou-se o aumento da quantidade de um 

subproduto mais polar: no caso da metanólise da peptidil-resina Ac-Ala-Gly

Gly-KOR, o produto formado Ac-Ala-Gly-Gly-OMe não ficava retido na 

coluna C1a. A Figura 18 ilustra os perfis cromatográficos correspondentes ao 

padrão Ac-Ala-Gly-Ala-OMe, utilizado na elaboração da curva padrão antes 

(A) e após a estocagem (8). 

Por esta razão, foram preparados novos padrões a partir da 

metanólise assistida por Ca2
+ das peptidil-KOR correspondentes . Em 

seguida, os 2 µL das misturas reacionais de Ac-Ala-Gly-X-KOR (X= Phe, Ala 

e Gly) foram diluídos em 10 µL de 0,1% de TFA/H
2
O (60% de ACN/H

2
O 

contendo 0,09% de TFA, quando X= Phe) e alíquotas foram analisadas por 

RP-HPLC. As condições foram então adequadas à coluna semi-preparativa 

para realização das purificações. As frações obtidas contendo os peptídeos 

purificados foram juntadas e liofilizadas, fornecendo sólidos brancos. 

Entretanto, quando estes foram analisados por RP-HPLC, os mesmos 

apresentaram tempos de retenção inferiores aos esperados. Por isto, foram 

realizadas diversas outras purificações, mas em todas observou-se a 

degradação dos peptídeos esterificados. A análise por espectrometria de 

massas (EI-MS) confirmou que os produtos de degradação correspondiam 

aos peptídeos íntegros não esterificados em suas a-carboxilas. 
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~ .... 
co 

Figura 18: Perfil de RP-HPLC do padrão de Ac-Ala-Gly-Ala-OMe antes 
(A) e após a estocagem (8). 
Condições de análise: coluna: Vydac C18, 5 µm, 300 A, 0,46 cm x 25,0 cm; solvente A: O, 1 % 
de TFA/H20, solvente B: 60% de ACN em 0,09%TFA/H20; gradiente: 5 a 95% de Bem 30 
min; fluxo: 1 mUmin; ,t 210. 

Uma vez que não foi possível preparar novos padrões dos ésteres Ac

Ala-Gly-X-OMe (onde, X= Gly, Ala ou Phe), tentamos utilizar as curvas 

padrão obtidas anteriormente (Figuras 19-20). A Tabela 11 mostra os 

resultados obtidos para as curvas de áreas dos picos cromatográficos 

correspondentes aos peptídeos a-esterificados versus a quantidade de 

peptídeo analisada. 

As reações de metanólise de Ac-Ala-Gly-X-KOR [onde, X= Gly, Ala, 

Phe e Lys(2-CI-Z)] em DCM/MeOH na presença de Ca2
+ foram então 

realizadas. A Figura 21 ilustra os perfis de RP-HPLC obtidos destas 

reações. As quantidades de produtos formados nos diferentes tempos foram 

calculadas em função das curvas padrões. Os resultados obtidos encontram

se descritos na Tabela 12 e mostrados na Figura 22. 



Áreax 106 
1 

2 

o 

Resultados e Discussão 78 

A 

// 

/ / 

// 

Regressão linear: 
Y=A+B*X 
A=-00,1469 
B= 3rol0, 79493 
R=0,99S66 
SD= 15611,32711 
N=6 
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~ressao unear: 
Y=A+B*X 
A= 29586,00752 

/ B= 00246,m:x35 
.,,, R=0,9995 

/ SD= 27 424,85966 
/ N=6 

p <O.CXXJ1 
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[Ac--Ala-Gly-Ala-OMe ( nmol)] 

Figura 19: Curvas-padrão de áreas do pico cromatográfico versus 
quantidades do éster de peptídeo. Ac-Ala-Gly-Gly-OMe (A) e Ac-Ala-Gly
Ala-OMe. 
Condição de RP-HPLC analítico: coluna: Vydac C18, 5 µm, 300 A, 0,46 cm x 25,0 cm; 
solvente A: O, 1 % TFA/H20; solvente B: 25% ACN em 0,09% TFA/H20; condição isocrática: 
5% (A) e 38% de B (8); fluxo: 1 mUmin; Ã.= 21 O nm. 
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/ 
Regressão Linear: 
Y=A+B*X 
A= 13916,71529 
B= 178116,3433 
R=0,9992 
SD= 81148,81073 
N=5 
P= <0.0001 

5 10 15 20 25 

[Ac-Ala-Gly-PheOMe (nmol)] 

B 

~ --/ 

• 

_/ ' 

Regressão Linear: 
Y=A+B*X 
A= -69525,80969 
B= 319212,89429 
R=0,99638 
SD= 254938, 79482 
N=4 
P=0,00362 

2 4 6 8 10 12 14 16 18 
[Ac-Ala-Gly-Lys(2-CI-Z)-0Me ( nmol)] 

Figura 20: Curvas-padrão de áreas do pico cromatográfico versus 
quantidades do éster de peptídeo. Ac-Ala-Gly-Phe-OMe (A) e Ac-Ala-Gly
Lys(2-CI-Z)-0Me (8) . 
Condição de RP-HPLC analítico: coluna: Vydac C18 , 5 µm, 300 A, 0,46 cm x 25,0 cm ; 
solvente A: O, 1 % TF NH20 ; solvente B: 60% ACN em O, 09% TF NH20; condição isocrática: 
35% (A) e 60% de B (B); fluxo : 1 ml/min; 2= 210nm. 
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Tabela 11 : Áreas do pico cromatográfico obtidas em função da 

quantidade do peptídeo Ac-Ala-Gly-X-OMe (nmol) analisado 

X Volume injetado Peptídeo Area 
(µL) (nmol) 

1 3,45 140305,0 
3 10,35 365719,0 

Gly 5 17,24 598604,0 
7 24,14 879893,0 
10 34,49 1250483,0 
1 2,4 253496,7 
3 7,5 748774,2 

Ala 5 12,4 1197076, 1 
7 17,4 1620780,4 
10 24,9 2297760,8 
1 2,5 699795,6 

Phe 3 7,3 1748821,8 
5 12,2 3136342,5 
7 17,0 4313083,5 
1 1,85 1096601 ,0 

Lys-(2-Cl-Z) 3 5,55 2930583,0 
6 11, 10 5603081 ,0 

Condiºões de Monitoramento 
mUmin; solvente A: 0,1%TFA/H 20; solvente B: 25% ACN em 0,09% TFA/H20; solvente e· 
60% ACN em 0,09% de TFA/H20; condição isocrática.· 5 % de B (Gly); 35% de B (Ala); 38% 
de e (Phe); 60% de e (Lys-(2-CI-Z)) J,. 210 nm. 
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Tabela 12: Resultados das metanólises de Ac-Ala-Gly-X-KOR [onde, X= 

Gly (PRlla), Ala (PRllb), Phe (PRllc) ou Lys(2-CI-Z) (PRlld)] assistidas 

por Ca2
+ 

Tempo Gly Ala 
(horas) Area Peptídeo Area Peptídeo 

(nmol) (nmo/) 
1 o o 108558 1,2 
2 261979 7,3 203692 2,6 
3 339206 9,4 356678 4,9 
4 483028 13,4 384848 5,4 
6 1700526 47,1 665755 9,6 
8 1586975 44,0 714467 10,3 
10 1995882 55,3 934899 13,7 
24 2525654 70,0 1549780 22,9 
48 2987603 82,8 2391155 35,6 
72 2708583 75, 1 2607816 38,9 

Tempo Phe Lys(2-CI-Z) 
(horas) Area Peptídeo Area Peptídeo 

(nmol) (nmol) 
1 87295 0,41 1475921 4,8 
2 160436 0,82 1636891 5,3 
3 206072 1,1 1647338 5,4 
4 355458 1,9 1455399 4,8 
6 440740 2,4 2000588 6,5 
8 594522 3,3 2487946 8,0 
10 627457 3,4 2647121 8,5 
24 1368836 7,6 3908517 12,5 
48 2664979 14,9 7941345 25,1 
72 3779713 21, 1 7800551 24,7 

Calculando o rendimentos a partir das curvas das Figuras 19-20, 

obtivemos os resultados descritos na Tabela 13. Tomou-se evidente que os 

rendimentos foram super-estimados. Além disto, o uso deste método 

evidenciou a ocorrência de interferências na medida de áreas dos picos 

presentes nos cromatogramas que levava a erros signficativos. Por esta 

razão, passamos a determinar os rendimentos destas reações em tempos 

definidos segundo o método descrito no item 3.8.6. da seção anterior. Os 

rendimentos assim determinados para 6, 48 e 72 horas estão apresentados 

na Tabela 14. Estes se mostraram altos (> 68% em 48h) e obedeceram a 

seguinte ordem: Ac-Ala-Gly-Gly-KOR> Ac-Ala-Gly-Ala-KOR> Ac-Ala-Gly-
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Phe-KOR> Ac-Ala-Gly-Lys(2-CI-Z)-KOR, o que nos possibilitou concluir que 

o efeito estérico e hidrofóbico tem influência na velocidade da metanólise. 

80 ~ --------. ~ 

õ . / E 60 e -G) 

~ :E 
o 40 ----------------- · 1 

>< 1 

~ I / --C) -- , ,, -Y - - - - - y 
1 20 .,..,....---......--• ------ __ ... 

CIS __ ,.,.. __ .. - ---
i 

"' .· / ~-----• ,,,----: _____________ ... _ ___ 
o )":::---__ ... ___ -
~ o 

-1 O o 10 20 30 40 50 60 70 80 

Tempo (h) 

Figura 22: Gráfico de quantidade de peptídeo esterificado formado 
versus tempo de metanólise de Ac-Ala-Gly-X-KOR [onde X= Gly, Ala, 
Phe ou Lys(2-CI-Z)] assistida por Ca2

+. 

Tabela 13: Rendimentos de reações de metanólise obtidos a partir de 

análise por RP-HPLC do meio reacional 

Produto Formado Quantidade (µmo/) Rendimento (%) 
Ac-Ala-Gly-Gly-OMe 18,6 53 
Ac-Ala-Gly-Ala-OMe 9,7 28 
Ac-Ala-Gly-Phe-OMe 5,3 15 

Ac-Ala-Gly-Lys(2-CI-Z)OMe 6,1 18 
Condição experimental: peptidi/-resina: 35 µmol; solvente: 2,0 ml de DCM e 0,5 ml de 
MeOH; Ca(OAc)2: 63 µmol; temperatura: 37 ºe; agitação orbital: 300 rpm; tempo de reação: 
72 horas. Condição de monitoramento: coluna: Vydac C18 5µm, 300 A, 0,46 cm x 25,0 cm; 
solvente A: 0,1%TFA/H2O; solvente 8: 25%ACN em 0,09%TFA/H2O; solvente C: 60% ACN 
em 0,09%TFA/H2O; condição isocrática: 5% B (X= Gly); 28% B (X= Ala); 35% e (X(= Phe); 
60% e [X= Lys(2-CI-Z)]; fluxo: 1 mUmin; 2: 210 nm. 
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Tabela 14: Estudo comparativo da metanólise de Ac-Ala-Gly-X-KOR 

[onde, X= Gly (PRlla), Ala (PRllb), Phe (PRllc) ou Lys(2-CI-Z) (PRlld)] 

X GS, (mmol/g) Desligamento peptídeo-KOR (%) 
GS; (mmol/g) tempo (h) tempo (h) 

6 48 72 6 48 72 
Gly 0,19 0,04 o 46 89 100 
0,36 
Ala 0,04 0,078 0,04 30 85 92 
0,53 
Phe 0,31 0,073 0,07 10 78 81 
0,34 

Lys-(2-CI-Z)- 0,31 0,12 O, 11 9 68 72 
0,38 

GS;e GS,: grau de substituição inicial e grau de substituição final da peptidil-KOR 
Condição experimental: peptídeo: 35 µmol; solvente: 2,0 ml DCM e 0,5ml MeOH; 
Ca(OAc)2: 63 µmol; temperatura: 37 ºe; agitação orbital: 300 rpm. As reações foram 
monitoradas por RP-HPLC analítico. 
Condição de monitoramento: coluna: Vydac C1s 5µm, 300 A, 0,46 cm x 25,0 cm; solvente 
A: 0,1%TFNH2O; solvente B: 25%ACN em 0,09%TFNH2O; solvente C: 60% ACN em 
0,09%TFNH2O; condição isocrática: 5% B (X= Gly); 28% B (X= Ala); 35% C (X(= Phe); 60% 
C [X= Lys(2-CI-Z)]; fluxo : 1 mUmin; Ã.: 210 nm. 

3. Etanólise, benzólise e tiólise de Ac-Ala-Gly-X-KOR [onde X= Lys(2-CI

Z) (PRllf) ou Ala (PRlle)] assistidas pelo Ca2
• 

Tendo confirmado a habilidade do íon cálcio em assistir tais reações e 

o efeito da natureza do aminoácido e-terminal na clivagem da peptidil-resina 

de Kaiser, decidimos investigar posteriormente se este procedimento 

alternativo poderia ser aplicado também à preparação de ésteres a-etílicos, 

benzílicos e tioetílicos das seqüências peptídicas empregadas até então. 

Assim, examinamos a viabilidade da etanólise, benzólise e tiólise de Ac-Ala

Gly-X-KOR [onde X= Ala ou Lys(2-CI-Z)] na presença de EtOH, EtSH e 

CsHsCH2OH em DCM e Ca2
+. 

Os perfis cromatográficos de alíquotas coletadas das reações de 

etanólise evidenciaram o aparecimento de produtos únicos nos meios 

reacionais em DCM (Figura 23). Quando isolados e caracterizados estes 

demonstraram ser os peptídeos esterificados desejados: Ac-Ala-Gly-Ala-OEt 

e Ac-Ala-Gly-Lys(2-CI-Z)OEt (item 17). As análises cromatográficas das 

reações de benzólise e tiólise, por outro lado, não evidenciaram a formação 

por Bemquerer (1996). Estaria a solvólise ocorrendo e os produtos formados 
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Figura 23: Perfis de RP-HPLC da etanólise de Ac-Ala-Gly-Ala-KOR (A) e 
Ac-Ala-Gly-Lys(2-CI-Z)-KOR (B) em DCM na presença de Ca(0Ac)2. Ac
Ala-Gly-Ala-OEt (a) e Ac-Ala-Gly-Lys(2-CI-Z)-0Et (b). 
Condição de monitoramento: coluna: Vydac C18, 5 µm, 300 A, 0,46 cm x 25,0 cm; solvente 
A: O, 1 % TFA/H2O; solvente B: 60% ACN em 0,09% TFA/H2O; gradiente linear: 5 a 95% de B 
em 30 min, fluxo: 1 mUmin; J : 210 nm. 
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de produtos mesmo após 72 horas de reação, o que já havia sido observado 

sendo hidrolisados no meio reacional ou os ésteres peptídicos seriam de 

natureza suficientemente hidrofóbica para não serem eluídos da coluna, 

mesmo em altas concentrações de acetonitrila? As reações haviam sido 

acompanhadas por RP-HPLC em condição gradiente e utilizou-se sistema 

eluente composto por duas soluções adequadas a ampla gama de 

compostos: solução A: O, 1 o/o de TFA/H2O e solução B: 60% ACN em 0,09% 

de TFA/H2O ou 99% ACN em 0,09% de TFA/H2O (Bemquerer, 1996). 

Surpreendentemente, a quantificação do desligamento do peptídeo da 

KOR através da hidrólise total e análise do conteúdo de aminoácidos da 

peptidil-KOR antes e após as reações de solvólise indicou que todas as 

reações realizadas (etanólise, benzólise e tiólise) ocorreram em maior ou 

menor extensão (Tabela 15). 

Todos estes resultados nos levaram a concluir que: 1) a etanólise, 

benzólise e tiólise de peptidil-KOR também pode ser assistida pelo íon Ca2\ 

2) as reações de benzólise e tiólise devem ser melhor estudadas sob o 

ponto de vista de monitoramento. Como neste trabalho o nosso interesse 

Tabela 15: Etanólise, benzólise e tiólise de peptidil-KOR assistida por 
Ca2+ 

Peptidil-KOR Nucleófilo GS, Desligamento 
[lote; GS; (mmol/g)J (mmollg) peptídeo-KOR (%) 

EtOH 0,17 69 
Ac-Ala-Gly-Ala- EtSH 0,27 50 

(PRlle ;0,54) CsHsCH2OH 0,23 57 
EtOH 0,29 24 

Ac-Ala-Gly-Lys(2-CI-Z)- EtSH 0,35 8 
(PRllf ;0,38) CsHsCH2OH O, 11 29 

GS; e GS,: graus de substituição inicial e final do peptidil-KOR. Condição Experimental: 
peptidil-KOR: 100 mg; solvente: 2,0 ml DCM e 0,5 ml EtOH, EtSH ou C6H5CH 2OH; 
Ca(OAc)2: 63 µmal ; temperatura: 37°C; agitação orbital: 300 rpm. As reações foram 
monitoradas por RP-HPLC analítica. 
Condição de monitoramento: coluna: Vydac C18 5 µm, 300 A. 0,46 cm x 25,0 cm; solvente A: 
O, 1%TFA/IH2O; solvente B: 60 % ACN em 0,09%TFA/H2O; gradiente linear: 5 a 95% de B 
em 30 min; fluxo : 1 mUmin; À.: 21 O nm. 

estava muito mais voltado para a produção de ésteres a-metílicos e etílicos 

de peptídeos, optamos por melhor investigar a metanólise, etanólise e 

aminólise de peptidil-KOR em presença de Ca(OAc)2. 
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4. Novas etanólises de Ac-Ala-Gly-X-KOR [onde X= Ala ou Lys(2-CI-Z)] 

em presença de Ca(OAc)2. 

Desta vez, as reações foram realizadas a partir de 35 µmal de 

peptídeo para ambas peptidil-KOR, mas as proporções de solventes 

utilizados anteriormente foram mantidas (2,0 ml de DCM e 0,5 de EtOH). As 

reações foram interrompidas nos tempos de 6, 48 e 72 horas. Os 

rendimentos de desligamento do peptídeo da KOR foram determinados por 

análise de aminoácidos das peptidil-KOR antes e após as reações conforme 

descrito no item 3.8b e mostrado na Tabela 16. 

Tabela 16: Etanólise da Ac-Ala-Gly-X-KOR [onde, X= Ala (KORlle) ou 
Lys(2-CI-Z) (PRlld] 

Peptidil-KOR GSt (mmol/g) Desligamento 
[lote; GSi, (mmol/g)] peptídeo-KOR 

tempo 
6h 48 h 72 h (%) 

Ac-Ala-Gly-Ala- 0,48 0,44 0,42 9 17 60 
(PRllb; 0,53) 

Ac-Ala-Gly-Lys-(2-CI-Z)- 0,42 0,28 0,27 2 35 37 
(PRlld; 0,43) 

GSie GS1: graus de substituição inicial e final do peptidil-KOR; 
Condição experimental: peptídeo: 35 µmol; solvente: 2,0 ml DCM e 0,5 ml EtOH; 
Ca(OAc)2: (63 µmol); temperatura: 37 ºe; agitação orbital: 300 rpm. As reações foram 
monitoradas por RP-HPLC analítico. Condição de monitoramento: coluna: Vydac C,e 5µm, 
300 A, 0,46 cm x 25,0 cm; solvente A: O, 1 % TFNH20; solvente B: 60% ACN em 
0,09%TFNH20; gradiente linear: 5 a 95 % de Bem 30 minutos À: 210 nm. 

Em função dos resultados apresentados anteriormente, tentamos 

otimizar a etanólise da Ac-Ala-Gly-Lys(2-CI-Z)-KOR. Além da troca de 

solventes, novas condições experimentais foram testadas conforme descrito 

no item 3.12c. Quando DMSO foi utilizado como solvente, houve aumento 

significativo na porcentagem de desligamento do peptídeo da KOR (44%) 

em relação àquelas observadas para as etanólises ocorridas em DCM 

(19%). Variando-se a temperatura do meio reacional e o solvente, um 

desligamento mais efetivo (66%) foi conseguido em um tempo menor de 

reação (36 h). Estes resultados encontram-se expressos na Tabela 17. 
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Tabela 17: Tentativa de maximização da etanólise de Ac-Ala-Gly-Lys(2-

CI-Z)-KOR (PRllf; GSi= 0,38 mmol/g) em presença de íons Ca2
+ 

Solvente Temperatura Tempo GS, Desligamento 
(ºC) (horas) (mmol/g) peptídeo-KOR (%) 

DCM 37 72 0,31 19 
DMSO 37 72 0,21 44 

25% DMSO/tolueno 55 36 0,13 66 
GS; e GS,: graus de substituição inicial e final do peptidil-KOR; Condição experimental: 
peptídeo: 9,5 µmol; solvente: 0,5 ml; etanol: O, 125 ml; Ca(OAc)2: 17, 1 µmol; proporção 
molar: peptídeo-aditivo: 1 :1,8; agitação orbital: 300 rpm. As reações foram monitoradas por 
RP-HPLC analítica por período de 36 e 72h. Condição de monitoramento: coluna: Vydac 
C,s, 5 µm, 300 A 0,46 cm x 25,0 cm; solvente A: O, 1 o/o TFA/H20; solvente B: 60% ACN em 
0,09%TFA/H20; fluxo: 1 mUmin; gradiente linear: 5 a 95%8 em 30 min; ,t 210 nm. 

Os perfis cromatográficos dos meios reacionais, entretanto, 

mostraram a formação do produto desejado e de produtos secundários 

(Figuras 24-26). A Figura 27 mostra o experimento de coeluição entre o 

produto e os meios reacionais. Como não dispúnhamos de quantidade 

suficiente de material para realizar a purificação e separação dos 

contaminantes formados, fizemos então análise por espectrometria de 

massa das amostras analisadas por RP-HPLC. Os dados obtidos em 

diferentes análises dos meios reacionais indicaram que poderia estar 

havendo a liberação de dipeptídeos e derivados de Lys(2-CI-Z) produzidos 

durante a síntese da cadeia peptídica de Ac-Ala-Gly-Lys(2-CI-Z)-KOR, tais 

como Ac-Gly-Lys(2-CI-Z)-OEt [(M+H+: 442,8 (calculado) e 443,6 (obtido)]; 

Ac-Lys(2-CI-Z)-OEt [(M+H+: 384,7 (calculado) e 385,3 (obtido)]. 

5. Metanólise de Ac-lle-Ser(Bzl)-Asp(OZ)-KOR [onde, Z= cHex ou Bzl] 

assistida por ca2
+. 

Os estudos de solvólise na presença de Ca(OAc)2 foram ampliados à 

esta seqüência para se verificar: 

1) A possibilidade de ocorrência de transesterificação da cadeia lateral do 

derivado de aminoácido protegido Asp(OZ) em presença de Ca2+ e metanol. 

A literatura descreve algumas reações secundárias que ocorrem durante o 

desligamento de peptídeos contendo Asp(OBzl) da KOR. Como por 

exemplo, podemos citar a transesterificação da cadeia lateral e a formação 

de aspartimida (Pichette et ai., 1997; Hendrix et ai., 1992). 
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Figura 27: Perfis de RP-HPLC da coeluição de Ac-Ala-Gly-Lys(2-CI
Z)0Et padrão e as misturas reacionais da etanólise de Ac-Ala-Gly
Lys(2-CI-Z)-KOR em DCM (A), DMSO (8) e 25% DMSO/tolueno (C) na 
presença de Ca(OAc)2. I= Ac-Ala-Gly-Lys(2-CI-Z)0Et padrão; li= mistura 
reacional ; Ili= coeluição. 
Condição de monitoramento: coluna: Vydac C18, 5 µm, 300 A, 0,46 cm x 25,0 cm; solvente 
A: O, 1 % TFA/H2O; solvente B: 60% ACN em 0,09% TFA/H2O; condição isocrática: 60% de B, 
fluxo: 1 mUmin; 1: 210 nm. 
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2) Ampliar a aplicabilidade do nosso método de produção seletiva de 

peptídeos a-esterificados. 

Além disso, tínhamos (e ainda temos) grande interesse em dispor de 

ésteres a-metílicos e etílicos desta seqüência, que é um fragmento da 

colecistocinina (CCK) humana. 

A Figura 28 (B e D) mostra os perfis cromatográficos das reações de 

metanólise na presença de Ca(OAc)2. Estes demonstram a formação de 

produtos únicos e portanto, a não ocorrência de reações secundárias na 

metanólise estudada. Este resultado é valioso, pois a ocorrência de qualquer 

reação secundária caracterizaria desvantagem do procedimento por nós 

proposto. Como é possível observar, nas reações realizadas como controles, 

em ausência de aditivo não houve formação de produto (Figura 28 A e C), o 

que confirmou que o Ca2
+ assiste a reação de metanólise em questão. Os 

produtos obtidos foram isolados e caracterizados por análise de aminoácidos 

e espectrometria de massas (ver item 17), demonstrando que eles eram os 

peptídeos esterificados desejados. A Tabela 18 fornece os dados de 

quantificação destas reações interrompidas após 72 horas de incubação. 

A Tabela 19, por outro lado, mostra os dados de quantificação obtidos 

a partir de reações realizadas com Ac-lle-Ser(Bzl)-Asp(OcHex)-KOR na 

presença de Ca(OAch e interrompidas após 6, 48 e 72 h. Como se observa, 

em 72 h o desligamento do peptídeo foi de 63%. Como se formou apenas 

um produto no meio reacional pode-se dizer que o rendimento da metanólise 

também foi de 63% (Figura 29). 

Investigamos também a metanólise de Ac-lle-Ser(Bzl)-Asp(OcHex)

KOR (PRllld) na ausência e presença de Ca(OAc)2 em CHCb e DMSO e os 

comparamos com os obtidos em DCM. Os resultados obtidos estão 

mostrados nas Figuras 30 e 31 e na Tabela 20. Estes mostraram que os 

rendimentos de metanólise em DCM e CHCb foram bastante semelhantes (~ 

53% em 48 h e 63% em 72 h), porém inferiores àqueles obtidos em DMSO 

(85% em 48 h e 100% em 72 h). Independentemente do solvente utilizado, 

não ocorreu a formação de qualquer produto secundário nestas metanólises. 
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Estes resultados confirmam a especificidade desta reação à ligação 

exima e demonstram a eficiência do DMSO como solvente. 

Tabela 18: Metanólise de Ac-lle-Ser-(Bzl)-Asp-(OZ)-KOR [ onde, Z= cHex 

(PRllla) ou Bzl (PRlllb)] assistida por Ca2
+ 

z Aditivo GS,; Desligamento peptídeo-KOR 
(GS;; mmoVg) mmoVg (%) 

cHex Ca(OAc)2 0,16 44 
(0,29) - 0,29 o 

Bzl Ca(OAc)2 0,12 54 
(0,27) - 0,27 o 

GS;e GS,: graus de substituição inicial e final do peptidil-KOR 
Condição experimental: peptidil-resina: 100 mg; solvente: 2,0 ml DCM e 0,5 ml MeOH; 
Ca(OAc)2 : 63 µmol; temperatura: 37 ºe; agitação orbital: 300 rpm. As reações foram 
monitoradas por RP-HPLC analítica durante um período de 72h. Condição de 
monitoramento: coluna: Vydac C18, 5 µm, 300 A, 0,46 cm x 25,0 cm; solvente A: O, 1 % 
TFA/H2O; solvente 8: 90% ACN em 0,09%TFA/H2O; fluxo : 1 mUmin; gradiente linear: 5 a 
95% de B em 30 min; X 210 nm. 

Tabela 19: Metanólise de Ac-lle-Ser(Bzl)-Asp(OcHex)-KOR (PRlllc, GSi= 

0,32 mmol/g) 

GSt (mmol/g) Desligamento peptídeo-KOR (%) 
tempo tempo 

6h 48 h 72 h 6h 48 h 72 h 
0,24 0,17 O, 12 25 47 63 

GS;e GSt: graus de substituição inicial e final do peptidil-KOR 
Condição experimental: peptídeo: 35 µmol; solvente: 2,0 ml DCM e 0,5ml MeOH; 
Ca(OAc)2: 63 µmol; temperatura: 37 ºe; agitação orbital: 300 rpm. As reações foram 
monitoradas por RP-HPLC analítica . Condição de monitoramento: coluna: Vydac C18 5µm, 
300 A, 0,46 cm x 25,0 cm; solvente A: O, 1 % TFA/H2O; solvente B: 60 o/oACN em 
0,09%TFA/H2O; gradiente linear: 5 a 95 % de 8 em 30 minutos; À: 210 nm. 
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Figura 29: Perfis de RP-HPLC da metanólise de Ac-lle-Ser(Bzl)
Asp(OcHex)-KOR em DCM na presença de Ca(OAc)2. 1 = proveniente de 
DCM; 2= produto. 
Condição de monitoramento: coluna: Vydac C18, 5 µm, 300 A 0,46 cm x 25,0 cm; solvente A: 
0,1%TFNH2O; solvente B: 60% ACN em 0,09% TFNH2O; gradiente linear: 5 a 95% de B 
em 30 min, fluxo: 1 mUmin; X 210 nm. 

Tabela 20: Metanólise da resina Ac-lle-Ser(Bzl)-Asp(OcHex)-KOR 

(PRllld, GSi= 0,30 mmol/g) em diferentes solventes na ausência e 

presença de Ca2
+ 

Solvente Aditivo Tempo GSr (mmollg) Desligamento 
(horas) peptídeo-KOR (%) 

- 72 0,24 20 
6 0,20 33 

DCM Ca(OAch 48 0,14 53 
72 O, 11 63 

- 72 0,20 33 
CHC'3 6 0,16 47 

Ca(OAc)2 48 0,13 57 
72 O, 11 63 

- 72 0,24 20 
DMSO 6 0,18 40 

Ca(OAc)2 48 0,04 85 
72 o 100 

GS;e GS,: graus de substituição inicial e final do peptidil-KOR 
Condição experimental: peptídeo: 17,5 µmol; solvente: 1,0 mL; metanol: 0,25 ml; Ca(OAcH 
31 ,6 µmol; temperatura: 37 °c; agitação orbital: 300 rpm. As reações foram monitoradas 
foram monitoradas por RP-HPLC analítica. Condição de monitoramento: coluna: Vydac C18 , 

5 µm, 300 A, 0,46 cm x 25,0 cm; solvente A: 0,1% TFNH2O; solvente B: 90% ACN em 
0,09%TFNH2O; fluxo: 1 mUmin; gradiente linear: 5 a 95%B em 30 min; 1: 210 nm. 
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Figura 30: Perfis de RP-HPLC da metanólise de Ac-lle-Ser(Bzl)
Asp(OcHex)-KOR em DCM (A), CHC'3 (8) e DMSO (C). 1 = proveniente do 
DCM; 2= proveniente do CHCb. 
Condição de monitoramento: coluna: Vydac C18 , 5 µm, 300 A 0,46 cm x 25 ,0 cm; solvente A: 
O, 1%TFNH2O; solvente B: 60% ACN/H2O contendo 0,09% TFA; gradiente linear: 5 a 95% 
de Bem 30 min , fluxo : 1 mUmin; ,t 210 nm. 
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Figura 31: Perfis de RP-HPLC da metanólise de Ac-lle-Ser(Bzl)
Asp(OcHex)-KOR em DCM (A), CHCb (B) e DMSO (C) na presença de 
Ca(0Ac)2. 1= proveniente do DCM; 2= proveniente do CHCb; 3= produto. 
Condição de monitoramento: coluna: Vydac C18, 5 µm, 300 A, 0,46 cm x 25,0 cm; solvente 
A: O, 1 % TFA/H20; solvente B: 60% ACN em 0,09% TFA/H20 ; gradiente linear: 5 a 95% de B 
em 30 min, fluxo: 1 mUmin; X 210 nm. 
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6. Influência da quantidade de Ca2
+ sobre a eficiência de metanólise de 

peptidil-KOR. 

Finalmente, investigamos se o excesso molar dos íons cálcio seria ou 

não necessário para a ocorrência das solvólises assistidas por eles. 

Metanólises de Ac-Ala-Gly-Lys(2-CI-Z)-KOR (PRllle) que foram realizadas 

em mistura DCM/MeOH na proporção molar de 2:1 e 1 :1 de íon cálcio: 

peptídeo. Estas misturas produziram unicamente os produtos esterificados 

desejados, na presença de Ca2
+_ Os rendimentos de desligamento da KOR, 

como pode ser observado na Tabela 21, foram superiores a 90% (na 

ausência de Ca2
+ o rendimento foi de apenas 7%), revelando que o excesso 

molar não é necessário. Rendimento menores foram obtidos quando a 

metanólise de Ac-lle-Ser(Bzl)-Asp(OcHex)-KOR foi realizada na relação 

molar peptídeo:Ca2
+ foi de 1 :O, 1 (61 % de desligamento). As Figuras 32 e 33 

mostram os perfis de RP-HPLC obtidos para estas reações . 

Tabela 21: Metanólise de Ac-peptidil-KOR assistida pelos íons Ca2
+ 

Peptidil-KOR Aditivo GS, Desligamento 
[Lote; GS; (mmollg)J (fon: peptídeo) (mmo//g) peptfdeo-KOR 

(%) 
- 0,40 7 

Ac-Ala-Gly-Lys-(2-CI-Z)- Ca(OAch (1 : 1) 0,02 95 
(PRllle, 0,43) Ca(OAch (2: 1) 0,01 97 

Ac-lle-Ser(Bzl)-Asp(OcHex)- Ca(OAc)2 (O, 1 :1) 0,12 61 
(PRllld, 0,30) 

GS;e GS,: graus de substituição inicial e final do peptidil-KOR 
Condição experimental: peptídeo: 35 µmol; solvente: 2,0 ml DCM e 0,5 ml metanol; 
Ca(OAc)2: 35 µmol, 63 ou 35 µmol; temperatura: 37°C; agitação orbital: 300 rpm. As 
reações foram monitoradas por RP-HPLC analítica durante um período de 72h. Condição de 
monitoramento: coluna: Vydac C18, 5 µm, 300 A, 0,46 cm x 25,0 cm; solvente A: O, 1% 
TFA/H20 ; solvente B: 60% ACN em 0,09%TFA/H20 ; solvente C: 90% ACN em 0,09% 
TFNH20 ; fluxo : 1 ml/min; gradiente linear: 5 a 95%8 em 30 mine 5 a 95%C em 30 min; À.: 
210 nm. 

7. Metanólise de Ac-lle-Ser(Bzl)-Asp(OBzl)-Arg(Mtr)-KOR (PRIVa) 

assistida pelo Ca2
+ 

Uma vez que o método de preparação de ésteres de peptídeos 

protegidos a partir de solvólise e de peptidil-KOR assistidas por Ca2
+ havia 

se mostrado viável e aplicável a peptídeos contendo Gly, Ala, Phe, Lys(2-CI-
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Figura 32: Perfis de RP-HPLC da metanólise de Ac-Ala-Gly-Lys(2-CI-Z)
KOR em DCM na ausência de aditivo (A), na presença de 35 µmol de 
Ca(OAc)2 (8) ou de 63 µmol de Ca(OAc)2. 
Condição de monitoramento: coluna: Vydac C18, 5 µm, 300 A, 0,46 cm x 25,0 cm; solvente 
A: O, 1 % TFNH2O; solvente B: 60% ACN em 0,09% TFNH2O; gradiente linear: 5 a 95% de B 
em 30 min , fluxo : 1 mUmin; Â.: 210 nm. 
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Z), Asp(OBzl) ou Asp(OcHex) (Moraes, et ai., 1999; 2000), nos propusemos 

a ampliar o mesmo a outro fragmento da CCK: um tetrapeptídeo que contém 

arginina como resíduo e-terminal. 

Inicialmente, realizamos a metanólise em DCM na presença de 

Ca(OAc)2. O monitoramento por RP-HPLC da incubação forneceu os 

resultados mostrados na Figura 34. Como se pode observar, um produto 

solúvel foi sendo formado no meio reacional. A confirmação de que este era 

o Ac-lle-Ser(Bzl)-Asp(OBzl)-Arg(Mtr)-OMe desejado foi conseguida através 

da análise do material isolado e purificado (Figura 35). Estes resultados 

mostram, portanto, que o íon Ca2
+ também é capaz de assistir a metanólise 

de peptidil-KOR contendo arginina na posição e-terminal. Em outras 

palavras, nosso procedimento de metanólise também é aplicável a este tipo 

de seqüência peptídica. 

A seguir investigamos a possibilidade de etanólise e benzólise de Ac

lle-Ser(Bzl)-Asp(OBzl)-Arg(Mtr)-KOR em DCM em presença de Ca(OAc)2. 

A Figura 36 mostra os perfis cromatográficos obtidos por RP-HPLC. 

Como se pode observar, em cada meio reacional houve a formação de 

apenas um produto. A Figura 37 apresenta os perfis dos produtos obtidos 

após purificação por RP-HPLC. Ambos foram analisados por espectrometria 

de massas. Os dados obtidos (Figura 38) mostraram apenas os picos íons 

moleculares correspondentes ao carbocátion Ac-lle-Ser(Bzl)-Asp(OBzl)-

Arg(Mtr)C=O+, ou seja, houve perda dos OEt e OBzl (M+= 906). Os outros 

picos correspondem a M+H+ (907) e M+Na+ (929 ou 930). Em outras 

palavras, não detectamos o pico íon molecular correspondente à molécula 

íntegra . Os dados de análise de aminoácidos mostraram a presença de 

todos os aminoácidos esperados, estando os valores obtidos em acordo com 

os valores calculados (ver item 17). Tais resultados nos fizeram levantar a 

hipótese de que fragmentação inesperada possa ter ocorrido na análise dos 

compostos esterificados por ES-MS. 

A análise das peptidil-resinas residuais após as solvólises de Ac-lle

Ser(Bzl)-Asp(OBzl)-Arg(Mtr)-KOR discutidas anteriormente forneceram os 

dados da Tabela 22. 
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Figura 35: Perfil de RP-HPLC do produto purificado da reação de 
metanólise de Ac-lle-Ser(Bzl)-Asp(OBzl)-Arg(Mtr)-KOR em DCM na 
presença de Ca(OAc)2. 
Condição de monitoramento: coluna: Vydac C18, 5 µm, 300 A, 0,46 cm x 25,0 cm; solvente 
A: O, 1 % TFNH20; solvente B: 60% ACN em 0,09% TFNH 20; gradiente linear: 5 a 95% de B 
em 30 min, fluxo: 1mUmin; À.: 210 nm. 
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Figura 36: Perfis de RP-HPLC da etanólise (A) e benzólise (8) de Ac-lle
Ser(Bzl)-Asp(OBzl)-Arg(Mtr)-KOR em DCM na presença de Ca(OAc)2. 
Condição de monitoramento: coluna: Vydac C18, 5 µm, 300 A, 0,46 cm x 25,0 cm; solvente 
A: O, 1 % TFNH20 ; solvente B: 60% ACN em 0,09% TFNH20; gradiente linear: 5 a 95% de B 
em 30 min, fluxo: 1 mUmin; X 210 nm. 
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Figura 37: Perfis de RP-HPLC dos produtos purificados das reações de 
etanólise (A) e benzólise (B) de Ac-lle-Ser(Bzl)-Asp(OBzl)-Arg(Mtr)-KOR 
em DCM na presença de Ca(0Ac)2. 
Condição de monitoramento: coluna: Vydac C18, 5 µm, 300 A, 0,46 cm x 25,0 cm; solvente 
A: O, 1 % TFNH20; solvente B: 60% ACN em 0,09% TFNH20 ; gradiente linear: 5 a 95% de B 
em 30 min, fluxo : 1mUmin; 2: 210 nm. 
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Figura 38: Espectros de massas (ES-MS) dos produtos obtidos na 
solvólise de Ac-lle-Ser(Bzl)-Asp(OBzl)-Arg(Mtr)-KOR em DCM na 
presença de Ca (0Ac)2. (A) etanólise e (B) benzólise. 
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Tabela 22: Solvólise de Ac-lle-Ser(Bzl)-Asp(OBzl)-Arg(Mtr)-KOR (PRIVa, 

GSi= 0,35 mmol/g) assistida por Ca2
+ 

Nuc/eófi/o Tempo GS, (mmol/g) Rendimento de 
(h) clivagem(%) 

MeOH 96 0,04 84 
EtOH 54 O, 11 68 

CsHsCH2OH 72 0,14 60 
GS; e GSt: graus de substituição inicial e final do peptidil-KOR 
Condição experimental: peptídeo: 26,0 µmol; solvente: 1,0 ml DCM e 0,25 ml nucleófilo; 
Ca(OAc)2: 63 µmol; temperatura: 37°C; agitação orbital: 300 rpm. A reação foi monitorada 
por RP-HPLC analítica . 
Condição de monitoramento: coluna: Vydac C18, 5 µm, 300 A, 0,46 cm x 25,0 cm; solvente 
A: O, 1% TFNH2O; solvente B: 90% ACN em 0,09%TFNH2O; fluxo : 1 mUmin; gradiente 
linear: 5 a 95%8 em 30 min; ,t 210 nm. 

8. Metanólise de peptidil-KOR assistida por Eu3
+. 

Devido às similaridades entre os íons lantanídicos e os metais 

alcalinos terrosos em termos das propriedades de coordenação e raio iônico 

(Ca2+: 1,06 A; Ln3+: 1,06-0,85 A}, decidimos examinar a possibilidade do 

Eu3+ assistir reações de metanólise de peptidil-KOR. É conhecido que os 

íons lantanídios são capazes de promover a hidrólise de ésteres alquílicos 

de aminoácidos (Takarada et ai., 1998) e transesterificação de N

aciloxazolidinonas (Fukuzawa & Hongo, 1998). 

Inicialmente, realizamos a metanólise de Ac-Ala-Gly-Lys-(2-CI-Z)-KOR 

usando a proporção molar Eu3+:peptídeo de 2:1. Esta, seletivamente 

forneceu o éster desejado. O rendimento de desligamento da resina foi 

comparável aos obtidos em presença de Ca2+ (> 80%, Tabela 23). Este foi 

um achado importante por duas razões: 1) sugeriu que a complexação do 

Eu3+ com os oxigênios doadores presentes na peptidil-KOR, tais como as 

carbonilas dos aminoácidos e oxigênios da ligação oxima, deve ocorrer e 

facilitar as solvólises observadas; 2) Eu3+ é um substituto luminescente do 

Ca2
+ (Elbanowski & Makówska, 1996), o que pode ser muito útil nas 

investigações espectroscópicas de reações assistidas por este íon. 

Em seguida, investigamos também se o excesso molar do íon európio 

seria ou não necessário para a ocorrência eficiente das metanólises de Ac

Ala-Gly-Lys(2-CI-Z)-KOR. Na proporção molar de 1 Eu3+: 1 peptídeo, a 

reação produziu unicamente o peptídeo esterificado desejado com 
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rendimento superior a 90%, revelando que o excesso molar não era 

necessário. 

A Figura 39 mostra os perfis cromatográficos comparativos para as 

reações realizadas na presença de EuC'3. Quando analisados por RP-HPLC, 

os produtos obtidos nas metanólises de Ac-Ala-Gly-Lys(2-CI-Z)-KOR 

assistidas por EuC'3 coeluiram com a amostra padrão de Ac-Ala-Gly-Lys(2-

CI-Z)-OMe. 

A fim de confirmar a possibilidade de substituição total do Ca2
+ por 

Eu3
+ como aditivo das metanólises das peptidil-KOR, novas reações foram 

realizadas na presença de EuC'3. A possibilidade de ocorrência de 

transesterificação do éster benzílico da cadeia lateral do ácido aspártico 

observada em outros métodos (Pichette et ai., 1997) e inexistente no nosso 

foi investigada (Moraes et ai., 1999; 2000). 

Os perfis de RP-HPLC da Figura 40 mostram que assim como 

observado para o Ca(OAc)2, não houve a formação de produtos secundários 

durante a metanólise de Ac-lle-Ser(Bzl)-Asp(OBzl)-KOR e Ac-lle-Ser(Bzl)

Asp(OcHex)-KOR. Além disso, o rendimento da reação em presença de Eu3
+ 

foi superior (74%) ao obtido em presença de Ca2
+ (54%). Todos estes dados 

reafirmaram que o método por nós proposto é seletivo ao éster de exima. A 

Tabela 23 apresenta os rendimentos de clivagem obtidos nas metanólises 

de peptidil-KOR assistidas pelo Eu3
+. 

Os dados obtidos após 6 e 48 h de reação indicam que a metanólise 

da Ac-Ala-Gly-Lys(2-CI-Z)-KOR foi mais rápida do que para Ac-lle-Ser(Bzl)

Asp(OcHex)-KOR. Em ambos os casos, entretanto, após 72 horas de 

reação, os peptídeos já haviam se desligado por completo da KOR (Tabela 

24). 
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Figura 39: Perfis de RP-HPLC da metanólise de Ac-Ala-Gly-Lys(2-CI-Z)
KOR em DCM na presença de 35 µmol (A) e 63 µmol (B) de EuCb. a= Ac
Ala-Gly-Lys(2-CI-Z)-0Me. 
Cond ição de monitoramento: coluna: Vydac C18 , 5 µm, 300 A, 0,46 cm x 25,0 cm; solvente 
A: 0,1%TFA/H20 ; solvente B: 60% ACN em 0,09% TFA/H20; gradiente linear: 5 a 95% de B 
em 30 min, fluxo: 1 mUmin; Â.: 210 nm. 
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Tabela 23: Metanólise de Ac-peptidil-KOR assistida pelos íons Ca2
+ e 

Eu3+ 

Peptidil-KOR Aditivo GS, Desligamento 
[lote; GS; (íon: peptideo) (mmol/g)] peptídeo-KOR 
(mmol/g)] (%) 

- 0,40 7 
Ac-Ala-Gly-Lys-(2-CI-Z)- EuCb (1 :1) o 100 

(0,43) EuCb (2:1) o 100 
Ac-lle-Ser(Bzl)- EuCb (2:1) 0,07 74 

Asp(OBzl)-
(0,27) 

Ac-lle-Ser(Bzl)- - 0,32 o 
Asp(OcHex)-

(0,32) EuCb (2: 1) o 100 
GS;e GS,: graus de substituição inicial e final do peptidil-KOR 
Condição experimental: peptídeo: 35 µmal; solvente: 2,0 ml DCM e 0,5 ml metanol; EuCl3: 

35 ou 63 µmal; temperatura: 37°C; agitação orbital: 300 rpm. As reações foram monitoradas 
por RP-HPLC analitica durante um período de 72h. 
Condição de monitoramento: coluna: Vydac C1 8 , 5 µm, 300 A, 0,46 cm x 25,0 cm; solvente 
A: 0,1% TFNH20; solvente 8 : 60% ACN em 0,09%TFNH20 ; solvente C: 90% TFN H20 
contendo 0,09% TFA; fluxo: 1 mUmin; gradiente linear: 5 a 95%8 em 30 min e 5 a 95%C 
em 30 min; 2: 210 nm; volume injetado: 1 O µL. 
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Figura 40: Perfis de RP-HPLC da metanólise de Ac-lle-Ser(Bzl)
Asp(OcHex)-KOR (A e C) e Ac-lle-Ser(Bzl)-Asp(OBzl)-KOR (8). Na 
ausência de aditivo (A) e na presença de EuCb. (B e C). 
Condição de monitoramento: coluna: Vydac C18 , 5 µm, 300 A, 0,46 cm x 25,0 cm; solvente 
A: O, 1 % TFA/H2O; solvente B: 90% ACN em 0,09% TFA/H2O; gradiente linear: 5 a 95% de B 
em 30 min, fluxo : 1 mUmin; 2: 210 nm. 
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Tabela 24: Estudo comparativo da solvólise de peptidil-KOR em 

presença de Eu3
+ 

Peptidil-KOR Desligamento peptídeo-KOR (%) 
(lote; GS;, mmol) 6h 48 h 72 h 

Ac-Ala-Gly-Lys(2-CI-Z)- 72 96 100 
(PRllle, 0,43) 

Ac-lle-Ser(Bzl)-Asp(OcHex)- 22 95 100 
(PRlllc, 0,32) 

GS;e GS,: graus de substituição inicial e final do peptidil-KOR 
Condição Experimental: peptídeo: 35 µmol; solvente: 2,0 ml de DCM e 0,5 ml de metanol; 
EuCl3: 63 µmol; temperatura: 37°C; agitação orbital: 300 rpm. A reação foi monitorada por 
RP-HPLC durante um período de 72 h. Para a metánolise de Ac-lle-Ser(Bzl)-Asp(OcHex)
oxima no tempo 48 horas, utilizou-se metade dos reagentes empregados nas outras 
metanólises, porém a proporção entre os mesmos foi mantida constante . 
Condição de monitoramento: coluna: Vydac C18, 5 µm, 300 A, 0,46 cm x 25,o cm; solvente 
A: 0,1% TFNH20; solvente B: 60% ACN em 0,09%TFNH20 ; solvente C: 90% ACN em 
0,09%TFNH20 ; gradiente linear: 5 a 95 % Bem 30 min ; fluxo: 1 mUmin; 2: 210 nm. 

9. Metanólise e etanólise comparativa de Ac-lle-Ser(Bzl)-Asp(OcHex) em 

presença de Ca(OAc)2, EuCb e TbCb. 

Em paralelo, realizamos também uma análise comparativa das 

reações de metanólise e etanólise da peptidil-resina Ac-lle-Ser(Bzl)

Asp(OcHex)-KOR assistidas por Ca2+, Eu3
+ ou Tb3

+ em DCM (um bom 

solvente para o inchamento da resina) e DMSO (um solvente aprótico capaz 

de dissolver bem os sais empregados). O objetivo era otimizar ainda mais 

estas reações. 

Para tanto, a Ac-lle-Ser(Bzl)-Asp(OcHex)-KOR foi ressintetizada em 

grande escala de modo que este estudo comparativo pudesse ser realizado 

com um único lote de peptidil-KOR. 

Os monitoramentos das incubações da Ac-lle-Ser(Bzl)-Asp(OcHex)

KOR em mistura de DCM/MeOH na ausência de aditivo, sendo que o 

produto foi detectado na presença dos íons Ca2
+, Eu3

+ ou Tb3
+ forneceram 

os resultados mostrados nas Figuras 41 e 42, respectivamente. Como se 

pode observar, um único produto foi formado em cada um dos meios 

reacionais testados. A confirmação de que este era o Ac-lle-Ser(Bzl)

Asp(OcHex)-OMe desejado foi conseguida através da análise do material 

purificado por espectrometria de massas e análises de aminoácidos do seu 

hidrol isado total. Esta última forneceu os graus de substituições mostrados 
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na Tabela 25, indicando que os rendimentos das metanólises em DCM 

foram superiores a 60%. 

Estes resultados , portanto, evidenciaram que também o Tb3
+ , uma 

outra sonda luminescente do Ca2
+, é capaz de assistir a metanólise da 

peptidil-KOR contendo o derivado Asp(OcHex) na posição e-terminal em 

DCM. 
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Figura 41: Perfis de RP-HPLC da metanólise de Ac-lle-Ser(Bzl)
Asp(OcHex)-KOR em DCM na ausência de aditivos. 
Condição de monitoramento: coluna: Vydac C18, 5 µm, 300 A, 0,46 cm x 25,0 cm; solvente 
A: O, 1 % TFA/H2O; solvente B: 90% ACN em 0,09% TFA/H 2O; gradiente linear: 5 a 95% de B 
em 30 min, fluxo: 1 mUmin; X 210 nm. 

Nas Figuras 43 e 44 podemos observar que em DMSO, não houve 

formação do produto esperado na ausência de aditivo, sendo que o produto 

desejado foi detectado somente na reação assistida por Ca2
+. Tal resultado 

era esperado por nós já que estudos da literatura demonstram que os 

lantanídeos formam complexos estáveis com DMSO (Khan et ai., 1997). 

A Figura 45 mostra os perfis de RP-HPLC obtidos nos 

monitoramentos das etanólises da peptidil-KOR em DCM na presença dos 

íons Ca2
+, Eu3

+ ou Tb3
+. Como se pode observar, novamente dois produtos 

solúveis foram formados na reação contendo Eu3
+_ Um deles é o peptídeo a

esterificado (2); o outro um subproduto (1 )f. Quando o DCM foi substituído 

f Este subproduto não foi isolado e caracterizado. 
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Figura 42: Perfis de RP-HPLC da metanólise de Ac-lle-Ser(Bzl)
Asp(OcHex)-KOR em DCM na presença de Ca(0Ac)2 (A), EuCb (8) e 
TbCb (C). 
Condição de monitoramento: coluna: Vydac C18, 5 µm, 300 A, 0,46 cm x 25,0 cm; solvente 
A: 0,1%TFA/H2O; solvente B: 90% ACN em 0,09% TFA/H2O; gradiente linear: 5 a 95% de B 
em 30 min , fluxo: 1 mUmin; 2: 210 nm. 
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Figura 43: Perfis de RP-HPLC da metanólise de Ac-lle-Ser(Bzl)
Asp(OcHex)-KOR em DMSO na ausência de aditivos. 
Condição de monitoramento: coluna: Vydac C18 , 5 µm, 300 A, 0,46 cm x 25,0 cm; solvente 
A: O, 1 % TFA/H2O; solvente B: 90% ACN em 0,09% TFA/H 2O; gradiente linear: 5 a 95% de B 
em 30 min , fluxo : 1 mUmin; ;t 210 nm. 

pelo DMSO na presença dos íons Ca2
+, Eu3

+ ou Tb3
+ houve, como esperado, 

formação de produto somente na reação assistida por Ca2
+ (Figura 46). A 

caracterização do material isolado confirmou ser ele o Ac-lle-Ser(Bzl)

Asp(OcHex)-OEt. A Figura 47 mostra os perfis de RP-HPLC obtidos nos 

monitoramentos das etanólises da peptidil-KOR em DCM e DMSO na 

ausência de aditivos. 

Todos os dados quantitativos obtidos por análise de aminoácidos das 

peptidil-KOR residuais provenientes destas reações de solvólise discutidas 

acima estão expressos na Tabela 25. A superioridade da metanólise em 

relação a etanólise pode ser facilmente notada. Tal diferença pode estar 

relacionada a diversos fatores, tais como a nucleofilicidade dos álcoois 

empregados, solvatação da peptidil-KOR em questão, solubilidade dos sais 

utilizados como aditivos nos meios reacionais e até a eficiência de 

complexação dos íons ao peptidil-KOR nas condições experimentais 

empregadas. 
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Figura 44: Perfis de RP-HPLC da metanólise de Ac-lle-Ser(Bzl)
Asp(OcHex)-KOR em DMSO na presença de Ca(OAc)2 (A), EuCla (8) e 
TbCla (C). 
Condição de monitoramento: coluna: Vydac C18, 5 µm, 300 A, 0,46 cm x 25,0 cm, ; solvente 
A: O, 1 % TFA/H2O; solvente B: 90% ACN em 0,09% TFA/H2O; gradiente linear: 5 a 95% de B 
em 30 min, fluxo : 1mUmin; Ã.: 210 nm; volume injetado: 10 µL. 
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Figura 45: Perfis de RP-HPLC da etanólise de Ac-lle-Ser(Bzl)
Asp(OcHex)-KOR em DCM na presença de Ca(OAc)2 (A), EuCb (8) e 
TbCb (C). 
Condição de monitoramento: coluna: Vydac C,8, 5 µm, 300 A, 0,46 cm x 25,0 cm; solvente 
A: O, 1 %TFA/H2O; solvente B: 90% ACN em 0,09% TFA/H2O; gradiente linear: 5 a 95% de B 
em 30 min, fluxo: 1 mUmin; À: 210 nm; volume injetado: 10 µL. 
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Figura 46: Perfis de RP-HPLC da etanólise de Ac-lle-Ser(Bzl)
Asp(OcHex)-KOR em DMSO na presença de Ca(OAc)2 (A), EuCb (8) e 
TbCb (C). 1 = subproduto ; 2= Ac-lle-Ser(Bzl)-Asp(OcHex)-OEt. 
Condição de monitoramento: coluna: Vydac C18 , 5 µm, 300 A. 0,46 cm x 25,0 cm; solvente 
A: O, 1 % TFA/H2O; solvente B: 90% ACN em 0,09% TFA/H2O; gradiente linear: 5 a 95% de B 
em 30 min, fluxo: 1 mUmin; íl.: 21 O nm; volume injetado: 1 O µL. 
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Figura 47: Perfis de RP-HPLC da etanólise de Ac-lle-Ser(Bzl)
Asp(OcHex)-KOR em DCM (A) e DMSO (B) na ausência de aditivos. 
Condição de monitoramento: coluna: Vydac C18, 5 µm, 300 A, 0,46 cm x 25,0 cm; solvente 
A: O, 1 % TFA/H2O; solvente B: 90% ACN em 0,09% TFA/H2O; gradiente linear: 5 a 95% de B 
em 30 min, fluxo: 1 mUmin; 2: 210 nm; volume injetado: 10 µL. 

Tabela 25: Solvólise de Ac-lle-Ser(Bzl)-Asp(OcHex)-KOR (PRIVb; GSi= 
0,29 mmol/g) na presença e ausência dos aditivos Ca(OAch, EuCb e 
TbCb 

Solvente Nuc/eófi/o 

MeOH 

DCM 
EtOH 

MeOH 

DMSO 

EtOH 

Aditivo 

Ca(OAc)2 
EuCb 
TbCl3 

Ca(OAc)2 
EuCb 
TbCb 

Ca(OAc)2 
EuCb 
TbCb 

Ca(OAc)2 
EuCb 
TbCl3 

GSt (mmol/g) Desligamento 
peptídeo-KOR(%) 

O, 11 62 
0,02 93 

O 100 
0,3 O 

0,28 5 
0,22 28 
0,25 17 
0,29 O 

O 100 
0,27 O 
0,28 3 
0,28 3 
0,05 82 
0,29 O 
0,29 O 
0,29 O 

GS; e GS1: graus de substituição inicial e final do peptid il-KOR Condição experimental: 
peptídeo: 8,8 µmol ; solvente.· 0,6 ml DCM ou DMSO e O, 150ml metanol ou etanol; 
Ca(OAc)2, EuCl3 ou TbCl3: 15,8 µmol; temperatura: 37 ºc ; agitação orbital: 300 rpm. As 
reações foram monitoradas por RP-HPLC durante um período de 72h. Condição de 
monitoramento: coluna: Vydac C18 , 5 µm, 300 A, 0,46 cm x 25 ,0 cm; solvente A: 0,1% 
TFA/H 20; solvente B: 90% ACN em 0,09%TFA/H20 ; fluxo: 1 mUmin; gradiente linear: 5 a 
95%8 em 30 min; ,1,: 210 nm; volume injetado: 10 µL. 
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10. Tentativa de determinação da solubilidade dos sais empregados 

nos solventes utilizados 

Os resultados anteriormente apresentados sugeriram que a 

solubilidade dos sais utilizados nos solventes empregados seja um fator 

determinante da eficiência das reações estudadas. Por isso, tentamos 

determinar a solubilidade dos mesmos nas misturas de solventes por nós 

empregadas. Para tanto, empregamos a técnica de eletroforese capilar. Os 

resultados obtidos mostraram que a diferença de viscosidade dos solventes 

e das misturas de solventes (DCM/MeOH ou EtOH, CHC'3/MeOH ou EtOH e 

DMSO/MeOH ou EtOH) interferiu significativamente nas medidas. Por esta 

razão, as análises deverão ser repetidas em condições experimentais mais 

apropriadas. 

Um estudo qualitativo, entretanto, demonstrou que o DMSO solubiliza 

melhor os sais empregados. Além disso, foi observado que, de forma geral, 

os sais de EuCl3 e TbC'3, ao contrário do Ca(OAc)2, são mais facilmente 

solubilizados em DCM, NMP, DMF, DMSO e 50%DMSO/tolueno. 

11. Aminólise de Ac-lle-Ser(Bzl)-Asp(OcHex)-KOR (PRllla) por arginina 

esterificada assistida por Ca2
+ 

A eficiência das reações de solvólise pareceu ser dependente do 

álcool empregado, o que limita o seu uso para a preparação de ésteres 

variados de peptídeos. Para contornar esta limitação, tentamos preparar Ac

lle-Ser(Bzl)-Asp(OcHex)-Arg(HCl)-OR (onde R= Me ou Et) via aminólise de 

Ac-lle-Ser(Bzl)-Asp(OcHex)-KOR por Arg(HCl)-OMe ou Arg(HCl)-OEt. Ac-lle

Ser(Bzl)-Asp(OcHex)-Arg-OMe e Ac-lle-Ser(Bzl)-Asp(OcHex)-Arg-OEt foram 

formados nos respectivos meios reacionais. As porcentagens de 

desligamento dos peptídeos da KOR na presença de Ca2
+ foram superiores 

a 70%, enquanto que na ausência deste íon, estas foram de apenas 10-

13%. 

A Figura 48 apresenta os perfis cromatográficos obtidos no 

monitoramento das reações por RP-HPLC. Como se observa, dois produtos 

foram formados. Por esta razão, não pudemos tratar as porcentagens acima 
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citadas como representativas diretas dos rendimentos de aminólise como 

havíamos feito até então com as reações de solvólise. A Tabela 26 

apresenta os rendimentos de desligamento peptídeo-KOR obtidos nestas 

aminólises. 
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Figura 48: Perfis de RP-HPLC da aminólise de Ac-lle-Ser(Bzl)
Asp(OcHex)-KOR por Arg(HCl)-OMe e Arg(HCl)-OEt em DMF na 
ausência (A e C, respectivamente) e na presença de Ca(OAc)2 (B e D, 
respectivamente). 
Condição de monitoramento: coluna: Vydac C18, 5 µm, 300 A, 0,46 cm x 25,0 cm; solvente 
A: O, 1 % TFA/H2O; solvente B: 90% ACN em 0,09% TFA/H2O; gradiente linear: 5 a 95% de B 
em 30 min , fluxo: 1 mUmin; X 210 nm; volume injetado: 10 µL. 

A fim de se obter o produto Ac-lle-Ser(Bzl)-Asp(OcHex)-Arg(HCl)-OR 

(onde R= Me ou Et) em maior quantidade e determinar os rendimentos reais 

de aminólise (através do isolamento e determinação da quantidade de 

peptídeo a-esterificado formado) , realizamos as reações em escala 

preparativa (Figura 49 e 50). As análises de aminoácidos dos peptidil-KOR 

residuais hidrolisados indicaram que tanto para a aminólise de Ac-lle-

30 

30 
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Tabela 26: Aminólise de Ac-lle-Ser-(OBzl)-Asp-(OcHex)-KOR (PRllla; 

GSi=0,29 mmol/g) 

Nucleófi/o Aditivo GS, (mmollg) Desliga meto 
peptídeo-KOR (%) 

Arg(HCl)OMe - 0,26 10 
Ca(OAch 0,07 76 

Arg(HCl)OEt - 0,25 13 
Ca(OAch 0,03 89 

GS;e GSr: graus de substituição inicial e f inal do peptidil-KOR 
Condição experimental: peptídeo: 14,5 µmol para Arg(HCl)OMe e 29,0 µmol para 
Arg(HCl)OEt; solvente: 2,0 ml DMF; nucleófilos: Arg-(HCl)OMe, 71 µmol e Arg-(HCl)OEt, 
141 µmol ; aditivo: Ca(OAch (32 e 63 µmol , respectivamente); temperatura: 37 ºc : agitação 
orbital: 300 rpm. As reações foram monitoradas por RP-HPLC analítica durante um período 
de 72h. 
Condição de monitoramento: coluna: Vydac C18, 5 µm, 300 A, 0,46 cm x 25,0 cm; solvente 
A: 0,1% TFA/H20 ; solvente B: 90% ACN em 0,09%TFA/H20 ; fluxo: 1 ml/min; gradiente 
linear: 5 a 95%8 em 30 min; 11,: 210 nm; volume injetado: 10 µL. 

Ser(Bzl)-Asp(OcHex)-KOR por Arg(HCl)OMe, como por Arg(HCl)OEt as 

porcentagens de desligamento peptídeo-KOR foram de - 76%. Como foram 

obtidas 24,7 mg de Ac-lle-Ser(Bzl)-Asp(OcHex)-Arg(HCl)-OMe e 43,7 mg de 

Ac-lle-Ser(Bzl)-Asp(OcHex)-Arg(HCl)-OEt concluímos que os rendimentos 

de aminólise foram de 38 e 66% respectivamente . De fato , como é possível 

observar na Figura 48, a quantidade de contaminante presente no bruto da 

aminólise por Arg(HCl)OMe é bem superior àquela presente no bruto 

proveniente da aminólise por Arg(HCl)OEt, o que leva à diminuição do 

rendimento de aminólise. O isolamento e análise por espectrometria de 

massas deste subproduto indicou que este era o tetrapeptídeo com a 

carboxila livre (provavelmente resultante da hidrólise secundária do éster 

metílico do tetrapeptídeo ). 

Em 1980, De Grado & Kaiser descreveram a clivagem de peptídeos 

protegidos a partir da KOR através de aminólise catalisada por ácido acético 

(DeGrado & Kaiser, 1980). Dois anos mais tarde, os mesmos autores 

usaram o mesmo procedimento para preparar peptídeos protegidos usando 

ésteres de peptídeos como nucleófilos (DeGrado & Kaiser, 1982). Em 1990, 

Siemens e colaboradores prepararam Boc-Gly-Phe-OMMP a partir de Boc

Gly-KOR em presença de 25% de excesso de Phe-OMMP.HBr, 40% de 
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excesso de AcOH e DIEA suficiente para neutralizar o derivado de 

aminoácido. O produto isolado foi obtido com 64% de rendimento. 

Com base nestes dados, decidimos comparar o nosso procedimento 

de aminólise com os citados acima. Para tanto , realizamos três reações de 5 

h usando Ac-lle-Ser(Bzl)-Asp(OcHex)-KOR e Arg(HCI )OEt como materiais 

de partida: a primeira foi conduzida de acordo com o nosso procedimento 

experimental (Moraes et ai. , 1999; Moraes et ai., 2000; reação 1 ), a segunda 

nas condições experimentais descritas por DeGrado & Kaiser (DeGrado & 

Kaiser, 1982; reação 2) e a terceira de acordo com o procedimento de 

Siemens e colaboradores (Siemens et ai., 1990; reação 3) . Como mostram a 

Figura 51 e a Tabela 27, a reação 1 apresentou desligamento peptídeo

KOR de 30% , sendo que 41% dos produtos formados correspondia ao 

produto de aminólise desejado. O rendimento de desligamento para a 

reação 2 foi de 37%, sendo a porcentagem do produto de aminólise 

desejado no material bruto de 71 %. A reação 3 forneceu uma porcentagem 

de desligamento peptídeo-KOR de 27%, sendo que a porcentagem do 

produto desejado correspondia a 55%. Se levarmos em consideração os 

rendimentos e qualidades dos materiais brutos obtidos, estes dados indicam 

que o nosso procedimento parece ser comparável àquele empregado por 

Siemens e colaboradores e ligeiramente menos seletivo do que aquele 

usado por DeGrado & Kaiser. 

É importante esclarecer que esta comparação é válida apenas para 5 

h de reação. Observamos que com o passar do tempo, a quantidade de 

produto esterificado formado na reação 1 (nosso procedimento) aumenta 

muito em relação ao contaminante, o que eleva bastante o rendimento de 

aminólise assistida pelos íons Ca2
+ (Figura 50). 

12. Aminólise de Ac-lle-Ser(Bzl)-Asp(OcHex)-KOR (PRllld) por Arg(HCl)

OMe na presença de EuCb ou TbCb em diferentes solventes 

A fim de aumentar a eficiência ou a seletividade da aminólise desta 

peptidil-KOR, investigamos novas condições experimentais. Inicialmente, 

substituímos o DMF, solvente utilizado até então para estas reações, por 
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Reação 1 

1 Reação 2 Reação 3 

i 

"~ 
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Figura 51: Perfis cromatográficos das aminólises comparativas de Ac
lle-Ser(Bzl)-Asp(OcHex)-KOR por Arg(HCl)-OEt em DMF. 
Reação 1 = nosso procedimento; reação 2= DeGrado & Kaiser, 1982; 
reação 3= Siemens et ai., 1990. 
Condição de monitoramento: coluna: Vydac C18 5 µm, 300 A, 0,46 cm x 25,0 cm; solvente 
A: O, 1 % TFA/H2O; solvente B: 90% ACN em 0,09% TFA/H2O; gradiente linear. 5 a 95% B 
em 30 min ; fluxo: 1mUmin; À.: 210nm. 

Tabela 27: Aminólise comparativa de Ac-lle-Ser(Bzl)-Asp(OcHex)-KOR 

(PRllld, GSi= 0,30 mmol/g) 

Reação Aditivo: peptídeo GS, (mmollg) Desligamento 
proporção molar peptídeo-KOR (%) 

1 1 :1,8 0,21 30 
2 1:2 ,0 O, 19 37 
3 1 :1,4 0,22 27 

GS;e GS,: graus de substituição inicial e final do peptidil-KOR 
Condição Experimental: peptfdeo: 8, 75 µmol (reação 1) e 17,5 µmo! (reação 2 e reação 3); 
DMF: 583 ml (reação 1 ), 460 ml (reação 2) e 432 ml (reação 3); nucleófílo: H-Arg
(HCl)OEt: 35,0 µmol (reação 1 ), 21 ,9 µmol (reação 2) e 64 ,8 µmol (reação 3); aditivo: 
Ca(OAc)2 (15,6 µmol , reação 1), HAc (24,9 µmol , reação 2) e HAc (34 ,6 µmol , reação 3); 
DIEA: 35,0 µmol (reação 1), 22,4 µmol (reação 2), 64,8 µmol (reação 3); temperatura: 37°C; 
agitação orbital: 300 rpm. As reações foram monitoradas por RP-HPLC analítica durante um 
período de 5h . Condição de Monitoramento: coluna: Vydac C18 , 5 µm, 300 A, 0,46 cm x 25 ,0 
cm; solvente A: 0,1% TFA/H20 ; solvente B: 90% ACN em 0,09%TFA/H20 ; fluxo: 1 mUmin ; 
gradiente linear: 5 a 95%B em 30 min; X 210 nm. 
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NMP. O perfil cromatográfico de RP-HPLC em NMP foi bastante semelhante 

ao obtido anteriormente em DMF. Novamente, observamos a formação do 

mesmo subproduto (Figura 528) . O material bruto desta aminólise foi 

submetido à espectrometria de massas e o pico íon molecular 

correspondente ao Ac-lle-Ser(Bzl)-Asp(OcHex)-Arg-OMe (M+=718) foi 

detectado. É possível observar na Figura 52 que na ausência de aditivos a 

aminólise em NMP ocorre, porém em menor extensão em relação aquela 

assistida pelo Ca2+_ 

Assim como nas metanólise de Ac-lle-Ser(Bzl)-Asp(OcHex)-KOR, as 

aminólises mediadas pelos íons metálicos Tb3+ e Eu3+ não produziram os 

produtos desejados nos seguintes solventes testados: DMF, DMSO e 

DMSO/Tolueno (1 :1 v/v) (Figura 53) . 

A Tabela 28 apresenta os rendimentos de desl igamento obtidos em 

todas estas aminólises. Estes resultados parecem estar associados: 1) a 

complexação do íons Tb3+ e Eu3+ com os solventes polares utilizados como 

discutido anteriormente (item 9) desta seção; 2) à diferença de solubilidade 

dos sais empregados nos solventes estudados. 

Tabela 28: Aminólise de Ac-lle-Ser(Bzl)-Asp(OcHex)-KOR (PRllld, GSi= 

0,30 mmol/g) em diferentes solventes na ausência e presença de Ca2+, 
Eu3+ ou Tb3+ 

Aditivo Solvente Tempo GS, Desligamento 
(horas) (mmollg) peptídeo-KOR 

(%) 
Ca(OAc)2 0,20 33 

EuC'3 NMP 0,30 o 
TbC'3 40 0,30 o 

---- 0,30 o 
DMF 0,25 16 

EuC'3 DMSO 16 0,28 7 
DMSO/Tolueno (1 :1) 0,27 10 

GS;e GS,: graus de substituição in icial e final do peptidil-KOR 
Condição experimental: peptídeo: 8,75 µmol; nucleófilo: 35 µmol (ArgOMe.2HCI); DIEA: 
12,5 µmol ; aditivo: 15, 75 µmol (Ca(OAc)i, EuCl3 ou TbCl3) ; solvente: 583 µL [DMF, DMSO 
ou DMSO/tolueno (1: 1 )]. Condições de monitoramento: coluna: Vydac C18, 5µm, 300Â, 0,46 
cm x 25,0 cm; fluxo: 1 mUmin; solvente A: O, 1 % TFA/H2O; solvente B: 90% ACN em 0,09% 
TFA/H2O; gradiente linear: 5 a 95% de Bem 30 min; À.: 21 O nm; volume injetado: 10 µL. 
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Figura 52: Perfis de RP-HPLC da aminólise de Ac-lle-Ser(Bzl)
Asp(OcHex)-KOR em NMP na ausência (A) e presença de Ca(OAc)2 (B), 
EuCb (C) OU TbCb (D). Condições de monitoramento: coluna: Vydac C18, 5µm , 300Â, 
0,46 cm x 25,0 cm; fluxo : 1 ml/min; solvente A: O, 1 % TFA/H20 ; solvente B: 90% ACN em 
0,09% TFNH20 ; gradiente linear: 5 a 95% de Bem 30 min; Ã: 21 O nm; volume injetado: 10 
µL. 
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Figura 53: Perfis de RP-HPLC da aminólise de Ac-lle-Ser(Bzl)
Asp(OcHex)-KOR em DMF (A), DMSO (B) e DMSO/tolueno (1 :1 ;v/v) (C) 
na presença de EuCb. Condições de monitoramento: coluna: Vydac C18, 5µm, 300Â, 
0,46 cm x 25,0 cm; fluxo: 1 ml/min; solvente A: O, 1 % TFNH20; solvente B: 90% ACN em 
0,09% TFNH20 ; gradiente linear: 5 a 95% de B em 30 min; Ã: 21 O nm; volume injetado: 1 O 
µL. 
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13. Inchamento de KOR e peptidil-KOR em diferentes solventes 

orgânicos e misturas com metanol 

Além da solubilidade do aditivo no meio reacional , o inchamento de 

peptidil-KOR também poderia ser um parâmetro determinante da eficiência 

das reações estudadas. Por isso, decidimos examinar tal propriedade para 

Ac-lle-Ser(Bzl)-Asp(OcHex)-KOR e Ac-Ala-Gly-Lys(2-CI-Z)-KOR nas 

misturas de solventes utilizadas em nossas reações de solvólise e/ou 

aminólise. 

Inicialmente, determinamos o inchamento da KOR e da Ac-lle

Ser(Bzl)-Asp(OcHex)-KOR através da variação do volume de uma massa 

fixa das mesmas (300 mg). A Tabela 29 mostra os resultados obtidos. A 

ordem encontrada foi: DCM ~ CHCl3 > DCM/MeOH ~ CHCb/MeOH > DMF > 

DMSO, ou seja, os solventes que causam a melhor solvatação da peptidil

KOR são menos polares: DCM e CHCb. O mesmo ocorre com as misturas 

contendo MeOH ou EtOH: 25% DMSO em tolueno/DCM/EtOH > 

DCM/MeOH > em (todas elas na proporção 4:1,v/v). 

Os resultados obtidos através da determinação do diâmetro dos grãos 

de Ac-Ala-Gly-Lys(2-CI-Z)-KOR e Ac-lle-Ser(Bzl)-Asp(OcHex)-KOR estão 

expressos na Tabela 30. Como é possível se observar, as medidas 

realizadas apresentaram valores de desvios padrão elevados. Isto é 

justificável, pois as peptidil-resinas foram sintetizadas a partir do suporte 

polimérico de procedência da Bio-Rad (Bio-Beads SX1) com tamanhos de 

grãos de 200-400 mesh , portanto, uma amostra de partida bastante 

heterogênea (Figura 54). Novamente, DCM/MeOH ou CHCb/MeOH 

demonstraram ser as melhores misturas. 

A peptidil-resina Ac-Ala-Gly-Lys(2-CI-Z)-KOR também inchou melhor 

em DCM e em DCM/MeOH. 

Estes resultados combinados aos rendimentos de solvólise descritos 

em itens anteriores nos possibilitaram concluir que o grau de inchamento da 

peptidil-KOR não é o fator determinante da eficiência das reações estudadas 

neste trabalho. 
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Tabela 29: Variação do volume KOR e de Ac-lle-Ser(Bzl)-Asp(OcHex)

KOR a 37 ºe em diferentes solventes e misturas. 
· - ··--

Solventes /1V (ml) 
KOR Ac-lle-Ser(Bzl)-

Asp(OcHex)-KOR 
DCM 19,0±2,2 (4,0±0,5) 15,0±0,8 (4,3±0,5) 

CHCl3 17,0±0,5 (3,6±0,2) J_4, 3±º-'-_5_@, 5±0, 3) 
--~--

DMSO 3,0 ±0,5 (1,0±0,05) 1,7±0,5 (1,3±0,05) 
DMF 10,8±1,3(2,3±0,2) 8,7±0,9 (2,2±0,3) 

DCM/MeOH 11,2±0,8 (2,8±0,4) 11,3±0,5 (3,0±0,2) 
DCM/EtOH 7,3±1,2 (2,8±0,4) 19,7±0,5 (3,8±0,2) 

CHCl:JMeOH 9,3±0,5 (2,8±0,5) 10,3±0,5 (2,5±0,2) 
DMSO/MeOH 2,7±0,6 (1,0±0,05) 2,7±0,5 (1,1±0,05) 
DMSO/EtOH 4,0±0,7 (1,5±0,1) 3,7±0,5 (1,5±0, 1) 

25%DMSO em tolueno/EtOH 16,7±1,9 (2,5±0,4) 11,0±0,8 (2,4±0,2) 
Todas as medidas foram realizadas de acordo com o método descrito por Ludwick et ai, 
(1986) e Varanda & Miranda, 1997. Quantidade correspondente a resina: 300 mg. Todas as 
misturas são 4:1 (v/v). Os valores mostrados em parênteses a VN; onde Vr= volume final e 
V,= volume inicial. 

Tabela 30: Valores de inchamento dos grãos em diferentes solventes 

orgânicos à temperatura ambiente 

Peptídíl-KOR (mmollg) Solvente Dít!Jmetro Volume do Volume de 
(lote; GS;; mmol/g) (µm) Grão so/vatado solventeª 

(µm3) (%) 

- 53,8±8,6 81535 -
Ac-Ala-G ly-Lys(2-CI-Z)- DCM 93,3±20, 1 425249 81 

(0,43) DCM/MeOH 75,8±13, 1 228037 64 
DMSO 70,0±13,0 179594 54 

- 52,7±6, 1 76635 -
DCM 101,4±15,9 545899 86 

Ac-Ala-Gly-Lys(2-CI-Z)- DCM/MeOH 109,0±17,9 678075 89 
(0,38) DMSO 70,3±13,8 181913 58 

DMSO/MeOH 88,6±14,9 364166 79 
DMSO/EtOH 87,6±14,3 351974 78 

- 56,4±7,6 93936 -
DCM 100,3±15,2 528325 82 

CHCl3 115,6±24,6 808857 88 
Ac-lle-Ser(Bzl)-Asp(OcHex)- DMSO 64,5±11,6 140500 33 

(0,32) DMF 83,7±15,7 307025 69 
DCM/MeOH 89,5±15,8 375377 75 

CHCl:JMeOH 95,3±16,9 453186 79 
DMSO/MeOH 64, 1 ±11,2 137902 32 

ªvolume de solvente no grão solvatado menos volume de solvente no grão seco/volume de 
solvente no grão solvatado x 100. 
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Figura 54: Grãos de Ac-lle-Ser(Bzl)-Asp(OcHex)-KOR vistos ao 
microscópio. Grãos secos (A), grãos em DCM (B) e grãos em DMSO (C). 
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14. Estudos estruturais das peptidil-resinas e das soluções reacionais 

Se os íons Ca2
+ são capazes de assistir as solvólises e aminólises 

das peptidil-KOR estudadas é provavelmente porque a exemplo do que já 

havia sido descrito por Miranda e colaboradores para o Moz-Asn-Leu-Gly

OEt (1991) , estes se complexam com os oxigênios presentes nas mesmas, 

diminuindo a densidade eletrônica do carbono carbonílico do éster da exima. 

Tal diminuição tornaria esta ligação mais suscetível ao ataque nucleofílico de 

álcoois ou derivados de aminoácidos. Portanto, um estudo estrutural das 

peptidil-KOR por RM N em presença e ausência de Ca2
+ forneceria dados 

que nos auxiliariam a propor um mecanismo para esta assistência. Daí o 

nosso interesse em realizá-lo . 

a) por espectroscopia de luminescência 

Como já descrito, a metanólise da Ac-Ala-Gly-Ala-KOR (PRllb) 

também foi testada em presença de Eu3
+ (Figura 55) tendo se mostrado 

quantitativa (100%) em 72 horas. Algumas tentativas preliminares de 

acompanharmos a reação através da luminescência do íon Eu3
+ foram 

feitas . Tanto a solução do meio reacional , quanto a peptidil-resina foram 

submetidas à esta análise. Para tanto, alíquotas do meio reacional foram 

transferidas para o tubo de leitura (fino e semelhante aos empregados para 

análise por RMN) com uma pipeta Pasteur em tempos determinados. Apesar 

de nosso esforço em coletar quantidades idênticas não fomos bem 

sucedidos: até mesmo perda de material ocorreu durante as transferências. 

Como ora mais, ora menos o peptidil-resina e reagentes eram retirados do 

meio reacional , foi extremamente difícil manter o controle total do 

experimento. Também não foi possível utilizar uma cubeta de quartzo para a 

aquisição dos espectros, pois a peptidil-KOR depositada no fundo da cubeta 

não era suficiente para ser atingida pela luz incidente. Apesar dos 

problemas, foi possível qualitativamente observar variações nas 

intensidades dos espectros de emissão nos diferentes tempos de análise da 

mistura reacional (dados não mostrados). De acordo com Brito e 

colaboradores (1998) através da observação e quantificação destas 
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Figura 55: Perfis de RP-HPLC da metanólise de Ac-Ala-Gly-Ala-KOR em 
DCM na presença de EuCb. 
Condições de monitoramento: coluna: Vydac C18, (0,45 cm x 25,00 cm, 5µm, 300Â); fluxo : 
1mUmin; solvente A: 0,1% TFNH20; solvente B: 60% ACN/H20 contendo 0,09% TFA; 
gradiente linear: 5 a 95% de B em 30 min; íl: 21 O nm. 

variações é possível obter informações do ambiente químico ao redor do íon 

lantanídico em estudo. 

O espectro de emissão da mistura reacional da metanólise de Ac-Ala

Gly-Ala-KOR em DCM foi adquirido a partir 460 a 720 nm, sob excitação a 

394 nm. Neste experimento, as transições 50 0--/FJ (J= 0-4) foram 

observadas tanto para o suporte polimérico (peptidil-KOR) quanto para a 

solução reacional (EuC'3/MeOH/DCM). O suporte polimérico utilizado se 

mostrou fotosensível e houve diminuição da banda de absorção em 

presença da mistura reacional. A análise da mistura reacional evidenciou 

principalmente aumento nas intensidades das bandas correspondentes às 

transições 5Do--/F2 e 50 0~
7F3 (Figura 56). Infelizmente, estes experimentos 

não nos permitiram visualizar claramente a interação entre a peptidil-resina e 

o íon Eu3
+ _ 
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• EuCl3'DCM/MeOH 
• após 2 h 30 min de reação 
• após 17h de reação 

600 650 700 750 

À (nm) 

Figura 56: Espectro de emissão de EuCl3 obtido à temperatura 
ambiente sob excitação a 394 nm e nas condições reacionais da 
metanólise de Ac-Ala-Gly-Ala-KOR. 

Além disso, decidimos realizar uma análise qualitativa das mudanças 

no espectro de luminescência do íon Eu3
+ na solução reacional em presença 

e ausência do peptídeo Ac-Ala-Gly-Lys(2-CI-Z)-0Me, pois dispúnhamos 

deste peptídeo em grande quantidade. Para tanto, os espectros de emissão 

de EuCb/MeOH/DCM e EuCb/MeOH/DCM-Ac-Ala-Gly-Lys(2-CI-Z)-OMe 

foram adquiridos nas mesmas condições utilizadas anteriormente. 

Novamente, estas transições foram representadas no espectro por linhas 

finas (Figura 57) e houve um aumento nas intensidades relativas das 

bandas quanto o mesmo foi adquirido na presença do peptídeo; além disso, 

as mesmas se apresentaram menos desdobradas para a solução contendo 

o peptídeo, porém nenhum deslocamento na posição dos picos foi 

observado. Este resultado sugere que houve um aumento do número de 

ligantes ao redor do íon Eu3+, como era esperado. 

8 f B l lOTECA 
INSTITUTO DE QUÍMICA 
Universidade de São Paulo 
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• Solução (EuCl3'DCM/MeOH) 
• Peptídeo em solução 
• Peptídeo em solução após 6 h 

650 700 750 

Figura 57: Espectro de emissão de EuCh obtido à temperatura 
ambiente sob excitação a 394 nm em DCM/MeOH na presença de Ac
Ala-Gly-Lys-(2-CI-Z)-OMe. Proporção peptídeo: EuC'3= 2: 1. 

b) por HR-MAS 

A Figura 58 mostra os espectros iniciais unidimensionais de H1 da 

Ac-Ala-Gly-Lys(2-CI-Z)-KOR (PRllle) em ausência do íon cálcio (A) e em sua 

presença (3,3 mg/ml; 8) obtidos sob condições idênticas. A boa qualidade 

destes espectros confirmou que o inchamento da peptidil-KOR em DMSO-ds 

é suficiente para possibilitar a detecção das ressonâncias de H1 

correspondentes aos prótons amídicos nele presentes. Nenhuma alteração 

nos deslocamentos químicos foi observada na presença de acetato de 

cálcio. Medidas da relação sinal/ruído, entretanto, nos possibilitaram 

observar que houve uma alargamento dos sinais na presença deste íon. Tal 

alargamento poderia sugerir que a peptidil-resina passou a apresentar 

menor mobilidade. 

Para estudar a variação da mobilidade, espectros de H1 foram 

adquiridos depois de um período de 20 ms de CPMG (Figura 59). CPMG 

consiste em um melhoramento do método "spin eco" proposto por Meiboom 

& Gill (1958). Este método foi inicialmente introduzido por Hahn e modificado 

por Carr and Purcell e é utilizado na determinação de T2. O alargamento dos 
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_.- .......__ A 
H amídicos 
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Deslocamento químico de 1H (ppm) 

Figura 58: Espectros de HR-MAS 1H de Ac-Ala-Gly-Lys(2-CI-Z)-KOR em 
DMSO-d6• Os espectros foram obtidos na ausência (A) e presença de Ca+2 

(B)"' . A velocidade foi de 5 kHz. 

• Não foi feita a correção da linha de base. 
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Figura 59: Espectros de 1H-HRMAS de Ac-Ala-Gly-Lys(2-CI-Z)-KOR em 
DMSO-d6 adquirido após um período de 20 ms de CPMG. Os espectros 
foram obtidos na ausência (A) e presença de Ca+2 (8). A velocidade de rotação 
foi de 5 kHz. R= resina oxima de Kaiser; G= glicina; A=alanina; K= lisina; se= 
cadeia lateral ; a,í3 e E= cadeias laterais dos aminoácidos. 
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sinais previamente detectados em presença de acetato de cálcio foram 

evidenciados no Espectro 598, indicando que a adição de Ca2
+ tornou a cadeia 

peptídica do peptidil-KOR mais rígida. Como todos os seus sinais 

desapareceram após 20 ms de relaxação via T2, pode-se concluir que também 

a KOR se tornou mais rígida. 

A atribuição de cada aminoácido presente na peptidil-resina foi realizada 

através do experimento TOCSY. Todos os aminoácidos presentes na seqüência 

foram detectados (Tabela 31 ). Os experimentos de TOCSY e NOESY 

realizados em presença do íon cálcio mostram uma razão sinal-ruído muito 

menor, provavelmente devido ao processo de relaxação via T1p (Figuras 608 e 

618). Medidas da relaxação sinal/ruído possibilitaram determinar que houve um 

alargamento dos sinais na presença deste íon , sugerindo que o peptidil-KOR 

apresenta menor mobilidade nestas condições. 

Tabela 31: Atribuição das ressonâncias dos prótons da Ac-Ala-Gly-Lys(2-

CI-Z)-KOR feita a partir do Espectro bidimensional TOCSY (Figura 58). 

Aminoácido Deslocamento Químico de H (ppm) 
Gly N-H: 8,20; C-Ha: 3,80 
Ala N-H: 8, 15; C-Ha: 4,20; C-Hb: 1,20 
Lys N-H: 7,85; N-H (cl): 7,40; C-Ha: 4,20; C-Hb: nd; C-Hg: 1,39; 

C-Hd: 1,40; C-He: 3,0 
cl= cadeia lateral ; nd= não determinado 

O experimento HMQC de 1 H-15N (Figura 62) mostra somente um pico 

para cada resíduo de aminoácido da peptidil-KOR, sugerindo que no meio este 

possa existir em uma conformação preferencial. Os espectros de NOESY 

adquiridos na ausência e presença de Ca2
+ mostram uma diferença significativa 

na posição e número de picos. Este resultado indicou que o peptídeo não adota 

uma conformação específica na presença de cálcio. 

Os espectros de RMN podem sofrer grandes modificações em 

decorrência da variação da temperatura ou solvente, em alguns casos 

simplificando os espectros e facilitando as interpretações (Giralt et ai. , 1984; 
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Figura 62: Espectro de RMN-1H (HR-MAS), HMQC-1H-15N da peptidil
resina Ac-Ala-Gly-Lys(2-CI-Z)-oxima em DMSO-d6 adquirido após um 
período de 20 ms de CPMG. O espectro foi obtido na ausência de Ca+2

_ 

Não houve sinal suficiente para adquirir este espectro em presença deste 
íon. 

Dhalluim et ai., 1997). Estimativas da distribuição de mobilidade dos 

peptídeos ancorados à resina podem ser obtidos através de medidas do 

tempo de relaxação que está relacionado diretamente ao inchamento da 

resina (Giralt et ai. , 1984). Medidas do tempo de relaxação podem fornecer 

uma base quantitativa para o melhoramento das condições experimentais. 
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Por esta razão, realizamos novos experimentos da peptidil-resina Ac

Ala-Gly-Lys(2-CI-Z)-KOR (PRllle) com o objetivo de determinar 

quantitativamente os tempos de relaxação T 1 e T 2 dos prótons amídicos da 

ligação peptídica. Geralmente, estes tempos são determinados 

experimentalmente através do método de inversão de spin e spin echo, 

respectivamente (Gil & Geraldes, 1987). A comparação entre T1 e T2 na 

presença e ausência de cálcio nos possibilitaria quantificar qualquer variação 

de mobilidade da cadeia peptídica da peptidil-KOR. 

A Figura 63 apresenta o espectro unidimensional de H1 obtido para o 

Ac-Ala-Gly-Lys(2-CI-Z)-KOR em ausência de íons cálcio. Este espectro 

mostra linhas bem definidas para os prótons amídicos (deslocamento 

químico: 8 ,0-8,6 ppm) que são características de amostras em solução. A 

diferença entre os espectros das Figuras 63 e 58 poderia ser explicada por 

uma possível decomposição da peptidil-resina. 

Obtido o novo espectro da peptidil-resina Ac-Ala-Gly-Lys(2-CI-Z)

KOR, o solvente DMSO-ds foi retirado e a resina foi lavada algumas vezes 

com DMSO-ds. Um novo espectro unidimensional de 1 H foi feito. A Figura 

64 apresentou uma diminuição do sinal dos prótons amidícos(*), o que pode 

ser resultante da perda de resina durante a lavagem ou ainda perda do 

peptídeo para a solução. 

A peptidil-resina Ac-lle-Ser(Bzl)-Asp(OcHex)-KOR (PRllld) também foi 

analisada por HR-MAS em DMSO-ds (Figura 65). Espectros uni- e 

bidimensionais foram obtidos na presença e ausência de Ca2
+ (Figura 

66A;B e 67A;B, respectivamente) . A Figura 67 é ampliação da região dos 

prótons amídicos. Nestas condições experimentais foi possível analisar a 

ressonância de 1H correspondente a eles. Nenhuma modificação no 

deslocamento químico foi observada na presença de Ca(0Ac)2: medidas da 

relação sinal/ruído evidenciaram alargamento dos sinais na presença deste 

íon, sugerindo que a peptidil-resina apresenta menor mobilidade. Para 

estudar a variação da mobilidade, espectros de 1 H foram adquiridos depois 

de um período de 20 ms de CPMG (Figura 68). O alargamento dos sinais 
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A ,-H amídicos1 

9,0 8,5 8,0 7,5 7,0 6,5 6,0 5,5 5,0 4,5 4,0 

B 

rH amídicos1 

9,0 8,5 8,0 7,5 7,0 8,5 6,0 5,5 5,0 4,S 4,0 

Deslocamento químico de 1 H (ppm) 

Figura 66: Espectros de RMN-1H (HR-MAS) de Ac-lle-Ser(Bzl)
Asp(OcHex)-KOR em DMSO-dB. Os espectros foram obtidos na ausência 
(A) e presença de Ca+2 (B) e obtido após 1000 scans. A rotação orbitalar foi 
de 5 kHz. 
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Figura 67: Espectros de RMN-1H (HR-MAS), TOCSY de Ac-lle-Ser(Bzl)
Asp(OcHex)-KOR em DMSO-ds adquirido após um período de 20 ms de 
CPMG. Os espectros foram obtidos na ausência (A) e presença de ca+2 (B). 
A rotação foi de 5 kHz. 
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Figura 68: Espectros de RMN-1H (HR-MAS) de Ac-lle-Ser(Bzl)
Asp(OcHex)-KOR em DMSO-ds adquirido após um período de 20 ms de 
CPMG. Os espectros foram obtidos na ausência (A) e presença de Ca+2 (8) . 
A rotação foi de 5 kHz e o "mixing time" foi de 80 ms (mlev). 
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previamente detectado foi confirmado no Espectro B, indicando que sob tais 

condições não somente a cadeia peptídica da peptidil-KOR, mas também a 

própria resina tornou-se mais rígida. A determinação dos tempos de 

relaxação não foi realizada, pois não foi possível acumular o número de 

scans necessários para a quantificação mais precisa dos mesmos§_ 

Portanto, os dados apresentados são apenas qualitativos. 

A atribuição de cada aminoácido presente em Ac-lle-Ser(Bzl)

Asp(OcHex)-KOR não foi possível de ser feita através do experimento 

TOCSY. Os experimentos de TOCSY. Os espectros obtidos em presença de 

cálcio mostram razão sinal-ruído muito menor, provavelmente devido ao 

processo de relaxação via T1p (Figura 67) . Medidas da relação sinal/ruído 

possibilitaram determinar que houve alargamento dos sinais na presença 

deste íon , indicando novamente que a peptidil-resina apresenta menor 

mobilidade nestas condições. 

15. Preparação de novos ésteres de arginina 

Com o objetivo de se obter diferentes ésteres do fragmento 

tetrapeptídico da h-CCK Ac-lle-Ser(Bzl)-Asp(OcHex)-ArgOR via aminólise da 

peptidil-KOR correspondente assistida pelo Ca2
+, sintetizamos ésteres 

inéditos de Boc-Arg(Mtr)-OH. Estes ésteres de peptídeos a serem obtidos 

deverão ser utilizados em trabalhos futuros como substratos em SCC. 

Ésteres de aminoácidos são geralmente preparados por ativação das 

suas carboxílas com DCC em DCM na presença de um álcool (Kurzer, & 

Douraghi-Zadeh, 1967; Neises & Steglich , 1978). Não utilizamos este 

método em nossas esterificações, pois o derivado Boc-Arg(Mtr)-OH não é 

muito solúvel em DCM. 

Utilizamos sim o reagente PyBOP. Este reagente, assim como o BOP, 

é muito empregado em reações de acoplamento em síntese em fase sólida. 

Além disso, ele vem sendo aplicado na preparação de diversos ésteres de 

peptídeos (Kim & Patel , 1995; Goste & Campagne, 1995). A vantagem do 

uso deste reagente é que a reação de esterificação pode ser realizada em 

§Os experimentos foram interrompidos algumas vezes devido à falta de energia elétrica. 
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DMF, ou seja, no melhor solvente para dissolução do Boc-Arg(Mtr)-OH. 

Cabe lembrar que os grupos protetores ácido e base lábeis geralmente 

utilizados são estáveis ao processo de esterificação. 

Assim, por esta metodologia conseguimos preparar dois ésteres de 

derivados de arginina: Boc-Arg(Mtr)-MTP e Boc-Arg(Mtr)-MEE, cujos dados 

de caracterização estão apresentados no item 3.21. Já o éster Boc-Arg(Mtr)

Pac foi preparado em presença de brometo de fenacila e DIEA 

(Papadimitriov et ai., 1967). As reações de esterificação realizadas não 

foram otimizadas. 

Em trabalho posterior a este, os novos ésteres terão o grupo Boc 

removido para, em seguida, serem utilizados como componente nucleofílicos 

na aminólise de Ac-lle-Ser(Bzl)-Asp(OcHex)-KOR assistidas por Ca2
+. 

16. Remoção dos grupos protetores das cadeias lateriais dos Ac-Ala

Gly-Lys(2-CI-Z)-0Me, Ac-lle-Ser(Bzl)-Asp(OcHex)-Arg-OMe e Ac-lle

Ser(Bzl)-Asp(OcHex)-Arg-OEt. 

A reação de desproteção da cadeia lateral do resíduo de lisina de Ac

Ala-Gly-Lys(2-CI-Z)-0Me em presença de HF forneceu o Ac-Ala-Gly-Lys

OMe, confirmando a estabilidade do éster a-metílico nesta etapa. A Figura 

69 apresenta os perfis de RP-HPLC do Ac-Ala-Gly-Lys(2-CI-Z)-0Me de 

partida e do Ac-Ala-Gly-Lys-OMe formado. 

Estes resultados são importantes, pois mostram a viabilidade da 

nossa proposta de obtenção não só de ésteres a-metílicos e etílicos de 

peptídeos com cadeias laterais protegidas, mas também daqueles sem a 

proteção das mesmas. Como já descrito anteriormente, os ésteres a

metílicos e etílicos de peptídeos totalmente protegidos são importantes como 

componentes amínicos em condensações químicas entre fragmentos 

peptídicos e os de peptídeos desprotegidos são vastamente empregados 

como substratos em condensações enzimáticas cineticamente controladas. 

Estas condensações podem possibilitar a obtenção de peptídeos, muitas 

vezes inviáveis de se obter pelo método da fase sólida passo a passo 

convencional. 
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Os produtos obtidos das aminólises de Ac-lle-Ser(Bzl)-Asp(OcHex)

KOR por Arg(HCl)OMe e Arg(HCl)OEt também foram submetidos à 

desproteção total em presença de HF. A análise por espectrometria de 

massas confirmou que os produtos formados eram os Ac-lle-Ser-Asp-Arg

OMe e Ac-lle-Ser-Asp-Arg-OEt desejados (ver item 17). 

A B 

f 
:::::, 
~ 
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o 
N 
• l 

i 

o 15 30 O 15 30 

tempo (mln) 

Figura 69: Perfis cromatográficos de Ac-Ala-Gly-Lys(2-CI-Z)-0Me bruto 
(A) e do Ac- Ala-Gly-Lys-OMe bruto obtido após a exposição de A a HF 
(8). 
Condição de monitoramento: coluna: Vydac C18 , 5 µm, 300 Â, 0,46 cm x 25 ,0 cm; solvente 
A: O, 1 % TFA/H2O; solvente B: 60% ACN em 0,09% TFA/H2O; gradiente linear: 5 a 95% de B 
em 30 min , fluxo: 1 mUmin; À.: 210 nm. 

17. Caracterização dos ésteres de peptídeos 

Ac-Ala-Gly:..Lys(2-CI-Z)OMe: análise de aminoácidos: Gly: obtido, 1,00 

(esperado, 1,00) , Ala: 1,02 (1,00) , Lys: 1,08 (1 ,00). Análise por 

espectrometria de massa: Calcd. (M+H+): 498,9, obtido: 499,0. 
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Ac-Ala-Gly-LysOMe: análise de aminoácidos: Gly: obtido, 0,83 (esperado, 

1,00) , Ala: 1,00 (1 ,00) , Lys: 1, 10 (1 ,00) . Análise por espectrometria de 

massas: Calcd. (M+H+): 330,4 obtido: 331 ,0. 

Ac-Ala-Gly-GlyOMe: análise de aminoácidos: Gly: 2, 17 (esperado, 2,00) , Ala: 

1,00 (1,00). Análise por espectrometria de massas: Calcd. (M+) : 259,3, 

obtido: 259,0. 

Ac-Ala-Gly-AlaOMe: análise de aminoácidos: Gly: 1,01 (esperado, 1,00), Ala: 

2,00 (2,00) . Análise por espectrometria de massas: Calcd. (M+) : 273,3, 

obtido: 273,0. 

Ac-Ala-Gly-PheOMe: análise de aminoácidos: Gly: 1, 1 O ( esperado, 1 . 00), 

Ala: 1,00 (1 ,00), Phe 0,87 (1 ,00). Análise por espectrometria de massas: 

Calcd. (M+) : 349,4, obtido: 349,0. 

Ac-Ala-Gly-GlyOH: análise de aminoácidos: Gly: 1,75 (esperado, 2,00), Ala : 

1,00 (1,00). Análise por espectrometria de massas: Calcd. (M+):245,3, 

obtido: 245. 

Ac-Ala-Gly-AlaOH: análise de aminoácidos: Gly: 1,02 (esperado, 1,00), Ala: 

2,00 (2,00) . Análise por espectrometria de massas: Calcd. (M+): 259,3, 

obtido: 260. 

Ac-Ala-Gly-PheOH : análise de aminoácidos: Gly: 0,95 (esperado, 1.00), Ala: 

1,00 (1 ,00) , Phe 0,67 (1,00). Análise por espectrometria de massas: Calcd. 

(M+): 337, obtido: 335,2. 

Ac-Ala-Gly-Lys(2-CI-Z)OEt: análise de aminoácidos: Gly: 1, 1 o (esperado, 

1,00), Ala: 1,00 (1,00) , Lys: 0,95 (1,00). Análise por espectrometria de 

massas: Calcd. (M+H+): 513,1, obtido: 513,0. 

Ac-Ala-Gly-AlaOEt: análise de aminoácidos: Gly: 0,99 (esperado, 1,00), Ala: 

2,00 (2 ,00). Anál ise por espectrometria de massas: Calcd. (M+H+): 288,3, 

obtido: 288,0. 

Ac-lle-Ser-(Bzl)-Asp(OcHex)OMe: análise de aminoácidos: lle: 1,00 

(esperado, 1,00), Ser: 0,96 (1 ,00) , Asp: 1,04 (1,00). Análise por 

espectrometria de massas: Calcd. (M+H+): 562,8, obtido: 562,0. 
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Ac-lle-Ser-(Bzl}-Asp(OcHex)OEt: análise de aminoácidos: lle: 1,00 

(esperado, 1,00), Ser: 0,97 (1,00), Asp: 1,05 (1,00) . Análise por 

espectrometria de massa: Calcd. (M+H+): 576,8 obtido: 576,9. 

Ac-lle-Ser-(Bzl}-Asp(OBzl}OMe: análise de aminoácidos: Asp: 1,03 

(esperado, 1,00), Ser: 0,86 (1,00), lle: 1,00 (1 ,00) . Análise por 

espectrometria de massa: Calcd. (M+H+): 570,7, obtido: 570,0. 

Ac-lle-Ser-(Bzl}-Asp(OcHex)-Arg(HCl}OMe: análise de aminoácidos: Asp: 

1,01 (esperado, 1,00) , Ser: 1,05 (1 ,00), lle: 1,00 (1,00), Arg: 1,00 (1 ,00) . 

Análise por espectrometria de massa: Calcd . (M+H+): 718,9, obtido: 718,0. 

Ac-lle-Ser(Bzl}-Asp(OcHex)-Arg(HCl}OEt: análise de aminoácidos: Asp : 1, 17 

(esperado, 1,00), Ser: 1,06 (1 ,00) , lle: 1,00 (1 ,00), Arg : 1,02 (1 ,00). Análise 

por espectrometria de massa: Calcd. (M+H+): 732.9, obtido: 733.0. 

Ac-lle-Ser-Asp-Arg(HCl}OMe: análise de aminoácidos: Asp: 1,22 (esperado, 

1,00), Ser: 1,01 (1,00), lle: 1,00 (1,00), Arg: 0,88 (1,00) . Análise por 

espectrometria de massa: Calcd. (M+H+): 504,6 ; obtido: 504 

Ac-lle-Ser-Asp-Arg(HCl}OEt: análise de aminoácidos: Asp: 1, 11 (esperado, 

1,00), Ser: 0,96 (1,00), lle: 1,00 (1,00), Arg: 0,79 (1,00) . Análise por 

espectrometria de massa: Calcd. (M+H+): 518,7; obtido: 518. 

Ac-lle-Ser-(Bzl)-Asp(OBzl}-Arg(Mtr)OMe: análise de aminoácidos: Asp : 1,09 

(esperado, 1,00), Ser: 0,98 (1,00), lle: 1,00 (1,00), Arg: 0,99 (1,00) . Análise 

por espectrometria de massa: Calcd. (M+): 938, 1, obtido: 938. 

Ac-lle-Ser-(Bzl)-Asp(OBzl}-Arg(Mtr)OEt: análise de aminoácidos: Asp: 1, 11 

(esperado, 1,00), Ser: 0,99 (1 ,00), lle: 1,00 (1,00), Arg: 0,95 (1,00). Análise 

por espectrometria de massa: Calcd. (M+): 952, 1 obtido: 906. 

Ac-lle-Ser-(Bzl)-Asp(OBzl)-Arg(Mtr)OBzl: análise de aminoácidos: Asp: 1,21 

(esperado, 1,00), Ser: 1,05 (1,00), lle: 1,00 (1,00), Arg : 0,89 (1 ,00) . Análise 

por espectrometria de massa: Calcd. (M+H+): 1014, 1 obtido: 906. 
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VII. CONCLUSÕES 

O estudo da viabilidade de obtenção de ésteres de peptídeos através 

da solvólise e aminólise de peptidil-resinas de Kaiser assistidas pelos íons 

Ca2+, Eu3
+ e Tb3

+ foi o tema central deste trabalho. Como já citado na 

Introdução, a obtenção de peptídeos longos é ainda um problema para os 

químicos de peptídeos que pode ser resolvido através do desenvolvimento 

das metodologias atuais de condensação entre fragmentos . O uso da SCC é 

uma alternativa atraente para tal. Entretanto, para que esta metodologia seja 

uma ferramenta útil é fundamental o desenvolvimento de métodos ágeis de 

obtenção de diferentes a-ésteres de peptídeos. 

Os resultados obtidos nos experimentos aqui descritos nos permitiram 

concluir que: 

1) Solvólise de Peptidil-KOR assistidas pelo Ca2+, Eu3
+ ou Tb3

+. 

1. A eficiência das reações de solvólise estudadas depende de diversos 

fatores : natureza do aminoácido ligado à resina, natureza do álcool 

que funcionará como nucleófilo, natureza do solvente orgânico 

empregado, temperatura e solubilidade do sal empregado no meio 

reacional. 

ii. O inchamento da peptidil-KOR parece não ser o fator determinante da 

eficiência destas reações. 

iii. Através dos rendimentos de desligamento do peptídeo da KOR nas 

metanólises de Ac-Ala-Gly-X-KOR ((onde, X= Gly, Ala ou Phe)], 

verificamos que o Ca2
+ assistiu mais eficientemente estas reações do 

que o fez o ácido acético ou ainda a mistura de ambos nas condições 

experimentais empregadas. 

iv. O álcool mais eficiente para a solvólise de peptidil-KOR foi o metanol. 

Os rendimentos de desligamento do peptídeo da resina , 

independentemente da seqüência de aminoácidos e dos solventes 
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testados, foram sempre superiores aos obtidos na etanólise, 

benzólise ou tiólise. Em geral, estes ultrapassaram 80%. 

v. A solvólise de peptidil-KOR é lenta mesmo em presença de Ca2
+. 

Porém, verificamos que no tempo de 48 horas a reação já está 

próxima do seu rendimento máximo. 

vi. Nas reações de metanólise as condições suaves empregadas no 

desligamento do peptídeo da resina não afetam o éster protetor de 

cadeia lateral do ácido aspártico e nem levam a rearranjos 

indesejáveis. Tais reações são, portanto, seletivas à ligação exima. 

vii. Os íons lantanídicos Eu3
+ e Tb3

\ sondas luminescentes do Ca2+, 
também são capazes de assistir metanólise e etanólise de peptidil

KOR. Os íons Ca2+, Eu3
+ e Tb3

+ assistiram a produção de Ac-Ala-Gly

Ala-OMe, Ala-Gly-Lys(2-CI-Z)-OMe, Ac-lle-Ser(Bzl)-Asp(OBzl)-OMe e 

Ac-lle-Ser(Bzl)-Asp(OcHex)-OMe em DCM. Em DMSO, ocorreu 

metanólise da peptidil-resina Ac-lle-Ser(Bzl)-Asp(OcHex)-KOR 

apenas em presença de Ca2
+. A explicação para este resultado está 

associada ao fato de que DMSO interage com os íons Eu3
+ e Tb3

+_ 

viii. Nas metanólises e etanólises em DCM, o Eu3
+ é um aditivo tão 

eficiente quanto o Ca2
+. Os rendimentos de desligamento do peptídeo 

da resina são semelhantes e algumas vezes superiores àqueles 

obtidos na presença de Ca2
+. 

ix. Não é necessário um excesso molar de aditivo, seja este Ca2
+ ou 

Eu3
+, nas metanólises de peptidil-KOR. 



Conclusões 155 

2) Aminólise: 

i. O íon cálcio também é capaz de assistir reações de aminólise de 

modo equivalente ou ligeiramente inferior, em termos de seletividade, 

ao ácido acético. 

ii . Neste caso , DMF, DMSO e NMP podem ser empregados como 

solventes. 

iii. Os resultados obtidos nas aminólises realizadas na presença de Eu3
+ 

e Tb3
+ evidenciaram que, ao contrário do Ca2+, estes não são 

capazes de assistir eficientemente as aminólises de Ac-lle-Ser(Bzl)

Asp(OcHex)-KOR por Arg(HCl)-OMe em determinados solventes ou 

misturas. 

3) Estudo espectroscópicos: 

i. Apesar de baixo, o inchamento da Ac-Ala-Gly-Lys(2-CI-Z)-KOR em 

DMSO-d6 foi suficiente para fornecer espectros de boa qualidade 

através da técnica HR-MAS. 

ii . Os espectros obtidos não somente permitiram identificar cada resíduo 

de aminoácido presente nesta peptidil-KOR, mas também indicaram 

que esta seqüência em particular não adota uma conformação 

preferencial em DMSO-d6 (na presença ou ausência de Ca2+). A 

atribuição dos picos mostrou deslocamentos químicos para os prótons 

do peptídeo compatíveis com um "random coil", como suportado pela 

ausência de inter-resíduos nos espectros de NOE. 

iii. Em presença de cálcio, contudo, há um decréscimo significativo da 

mobilidade das seqüências peptídicas (evidenciada pela diminuição 

da intensidade da razão sinal-ruído), sugerindo uma complexação do 

Ca2
+ aos grupos carbonílicos do peptídeo. Tal complexação facilitaria 
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a metanólise e aminólise através de um mecanismo similar ao 

proposto por nós anteriormente para a transesterificação de Moz-Asn

Leu-Gly-OEt em metanol (Miranda et ai., 1991 ). 

4) Geral: 

i. Ca2
+ apresenta um papel fundamental tanto em reações de solvólise 

quanto de aminólises de peptidil-KOR. 

ii . A determinação do rendimento final das solvólises de peptidil-KOR via 

análise por RP-HPLC dos meios reacionais é sujeita a influência dos 

seguintes fatores: disponibilidade dos padrões em termos de 

qualidade e integridade química; condições das análises , variabilidade 

nas injeções, presença de contaminantes de comportamento 

cromatográfico próximo ao peptídeo a-esterificado. A determinação 

via análise de aminoácidos dos hidrolisados dos peptidil-KOR antes e 

após as reações é mais direto e confiável. 

iii. É possível incorporar Boc-Arg(Mtr)-OH à resina oxima de Kaiser. 

Entretanto, a reação é extremamente delicada e suscetível a 

variações de rendimento em função da escala, solvente, temperatura 

e reagente acoplador. 

iv. A obtenção de ésteres a-metílicos de peptídeos de cadeia lateral 

desprotegida por metanólise da peptidil-KOR e desproteção em HF é 

totalmente viável. 

v. Os dados obtidos até o momento indicam que o método por nós 

desenvolvido é uma alternativa nova e atraente para preparar ésteres 

a-metílicos e a-etílicos de peptídeos totalmente protegidos ou 

desprotegidos com bons rendimentos finais. 
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Partes do conteúdo aqui apresentado foram publicados em: uma 

comunicação - Moraes, C.M., Toma, 1. & Miranda, M.T.M. (1999) ln: Peptides 

1998, Proceedings of the 25th European Peptide Symposium (Bajusz, S. & 

Hudecz, F., eds.) , Akadémiai Kiadó , Budapest, Hungary, pp. 230-231 ; 

um trabalho completo - Moraes, C.M., Bemquerer, M.P. & Miranda, M.T.M. 

(2000) Solvolysis and aminolysis on peptidyl-Kaiser oxime resin assisted by 

Ca2
+ and Eu3

+: a mild procedure to prepare alpha-methyl and ethyl esters of 

protected peptides. J. Peptide Res. 55, 279-288. 
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