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Introducéo

Os peptideos sdo compostos organicos de grande
diversidade funcional. Como as suas sinteses
guimicas totais demandam protecdo total das
cadeias laterais dos aminoéacidos, frequentemente
empregam solventes clorados e sdo acompanhadas
de epimerizagdo, agregacdo e inuUmeras reacdes
secundarias, a biocatalise passou a ser vista como
uma alternativa atraente.

Ha varios anos estudamos as sinteses quimica e
enzimatica de peptideos. A constatacdo de que a
catalise por proteases é adequada a sintese de
peptideos curtos, mas inapropriada a obtencdo de
peptideos mais longos devido a ocorréncia de
hidrélise secundaria dos reagentes e produtos, nos
levou a buscar biocatalisadores alternativos™.

O presente trabalho descreve os resultados obtidos
no estudo da formagédo da ligacéo peptidica mediada
por lipases pancredtica suina (PPL) e de Candida
cilindracea (CCL). Contrariamente a hidrodlise, sintese
ou transesterificacdo de ésteres de aminoacidos e de
peptideos, a formacéo da ligagdo peptidica por estas
esterases € ainda muito pouco estudada.

Resultados e Discussao

Inicialmente, realizamos uma  investigacdo
sistematica empregando ZAsp-OMe ou Ac-Tyr-OEt
(Z: benziloxicarbonil; Ac: acetil) como doador de
acila, HGIly-NH, como aceptor de acila, duas PPLs
(bruta e purificada) e duas CCLs como catalisadores.
Os dados obtidos via monitoramento das reag¢des por
RP-HPLC e LC/ESI-MS indicaram que: 1) o contetido
de nhexano na mistura reacional afeta a eficiéncia do
acoplamento; 2) a mistura bifasica de nhexano/Tris-
HCI, 0,5M, pH 8 (8:2, v:v) é particularmente adequada
para este proposito; 3) além de muito barata, a PPL
bruta leva a uma maior produtividade; 4) a PPL
purificada comercial é menos ativa e tdo impura
guanto a PPL bruta; 5) as proteases pancreéticas
presentes na PPL bruta contribuem para a alta
eficiéncia catalitica observada, mas causam a
hidrélise do produto®; 6) as CCLs levam a uma
menor produtividade sem, entretanto, hidrdlise do
produto.

De posse deste conhecimento, realizamos novas
reagbes envolvendo Z-Phe-OMe, Z-Tyr-OMe, Z-Thr-
OMe ou Z-Asp-OMe, H-Gly-NH, e PPL bruta
nas mesmas condi¢gdes experimentais citadas acima.
Os rendimentos de acoplamento estimados por
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HPLC em 1h de reacéo foram os seguintes: 77% para
Z-Phe-Gly-NH,, 74% para ZTyr-Gly-NH,, 20% para Z-
Thr-Gly-NH, e 6% para Z-Asp-Gly-NH,. Como
esperado, eles refletiram a preferéncia da PPL bruta
na hidrolise dos ésteres de Zaa-OMe (aa: Arg, Asp,
GIn, Glu, His, Leu, Lys, Phe, Ser, Thr e Tyr) mediada
pela PPL bruta, que recentemente foi determinada por
nos®.

Faz-se necessario mencionar que o grupo Z foi
removido em algumas das reacgOes realizadas em

presenga de enzima. Tal observacdo inédita se
mostrou merecedora de investigagdo, pois 0s
protocolos rotineiros de remocdo deste grupo

empregam condi¢Bes reacionais drasticas e de alta
periculosidade. Sabendo que a PPL bruta contém
varios contaminantes com atividade hidrolitica (a-
quimotripsina, tripsina e carboxipeptidases A e B),
incubamos alguns Z-aa com estas proteases. Os
resultados obtidos nos levaram a concluir que a PPL
bruta e as carboxipeptidases A e B sdo capazes de
catalisar a remocéo do Z de vérios dos Z-aa testados.
Esta observacéo revela uma possivel alternativa para
a resolucdo enantiomérica de Z-aa de alto valor
comercial.

Conclusdes

1) O meio bifasico n-hexano/Tris-HCI, 0,5M, pH 8
(8:2, viv) leva a ativagdo da cPPL, um catalisador
barato e poderoso da formacgdo da ligagdo peptidica;
2) Nestas condicdes, a eficiéncia catalitica obedece a
preferéncia desta preparacdo enzimdtica por Z-aa-
OMe e, portanto, o conhecimento desta preferéncia é
essencial para o sucesso de sinteses peptidicas
mediadas por PPL bruta; 3) Esta preparagéo
enzimética é também capaz de remover o grupo Z de
Z-Tyr, Z-Phe, Z-Trp, Z-Lys, Z-Arg e Z-Leu com a
eficiéncia adequada a processos sintéticos.
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