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Introducao

Peptideos sdo macromoléculas de grande
importancia biolégica e ampla aplicabilidade na
pesquisa e na indlstria. Portanto, o interesse em
estudar as suas sinteses totais € totalmente
justificavel. O método da sintese em fase sélida tem
sido o preferido devido a sua praticidade, rapidez e
possibilidade de utilizacdo em sinteses individual,
multipla e geracdo de Dbibliotecas (sintese
combinatéria). Ele pode ser realizado passo a passo
(acoplamento seqiiencial dos aminoacidos a resina;
SPFS) ou de modo convergente (acoplamento
sequencial de segmentos peptidicos sintéticos a
resina; SCPFS). Apesar de o modo convergente ser
mais adequado para peptideos longos e de
sequéncia complexa, ele ainda é pouco estudado.
Por outro lado, quando aplicavel a estes casos, a
SPFS convencional (T,m) € bastante lenta’.

Este trabalho descreve o estudo da possibilidade de
sintese a 60°C da forma néo sulfatada do hormonio
colecistocinina (CCK-33 NS), peptideo longo de
sequéncia complexa’ que atua como hormdnio
gastrointestinal, neuromodulador e é de dificil
obtencdo pela SPFS convencional. Para tanto,
empregamos a SPFS e a SCPFS, bem como o
aguecimento convencional® e as micro-ondas”.

Resultados e Discussao |

A estrutura da CCK-33 NS (a) e as estratégias
sintéticas estudadas (b, c) estdo mostradas abaixo:

@ K'APSGRSIVKNLQNLDPSHRISDRDYMGWMDF*-NH,

(b) SPFS: .. M*' + DF-resina € D* + F-resina € F® + resina

(c) SCPFS: K'APSG+RMSIVK+NLONLDP+SHRISDRDYMGWMDF®-resina
(1-5)  (6-11) (12-18) (19-33)

As SPFS convencional e a 60°C foram realizadas
manualmente usando protocolos estabelecidos em
nosso laboratério®*’. As peptidil-resinas  em
crescimento foram analisadas por espectroscopia
FT-Raman. A clivagem dos peptideos da resina que
atuariam como doadores de acila (DA) na SCPFS foi
realizada em mistura TFA/DCM (1:100, v/v) por 20
min a 27°C. O desligamento dos peptideos da
resina/desprotecao total foi feito em
TFA/H,O/fenol/EDT/tioanisol  (82,5:5:2,5:5; em
volume) por 6 h a 37°C°. Os peptideos brutos
obtidos foram caracterizados por RP-HPLC, LC/MS-
ESI.
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As SPFS passo a passo da CCK-33 NS foram bem
sucedidas, independentemente da temperatura e do
modo de aquecimento usado (aquecimento
convencional: frasco jaquetado com circuIaA?éo de
agua; micro-ondas: sistema SPS Discover™, CEM
Corporation). As dificuldades de acoplamento dos
derivados de aminoacidos a peptidil-resina
encontradas durante a SPFS passo a passo
resultam de altera¢ges conformacionais do peptideo
em crescimento, que foram confirmadas por
espectroscopia FT-Raman. Os fragmentos
peptidicos protegidos usados como reagentes na
SCPFS foram obtidos pela SPFS com éxito. Ao
contrario do reagente acoplador TBTU, eles se
mostraram soltveis em NMP, 25% DMSO/tolueno
(v/iv) e DMF. Em DMF, as tentativas de acoplamento
de Fi5 e Fg1; a0 AA (Fi933) ligado a resina nao
foram bem sucedidas mesmo apds 72h a 60°C
empregando o aquecimento convencional. O uso
das micro-ondas possibilitou que em 12h tais
condensagdes ocorressem em extenséo satisfatoria.

Conclusodes

Em nossas condi¢bes, a SPFS a 60°C assistida por
micro-ondas foi eficiente o bastante para permitir a
sintese total da CCK-33 NS com qualidade e
rendimentos compativeis a sua complexidade
quimica. Como esperado, a 60°C 0 processo
sintético foi mais rapido (2 e 4 vezes para
aguecimento convencional e micro-ondas,
respectivamente). A SCPFS apresenta dificuldades
inerentes ao tamanho e a natureza dos fragmentos
reagentes e grupos protetores usados, as quais
podem ser contornaveis pelos fatores térmicos e
ndo térmicos das micro-ondas. Em ambas as
estratégias sintéticas, a agitacdo foi determinante
para o sucesso das reagodes.
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