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Apresentamos nesta revisdo um relato resumido da evo-
lugdo da sintese quimica de peptideos e proteinas, uma saga de
quimicos € bidlogos, que tem mais de um século de duragio
mas, ainda continua nos encantando e desafiando.

H4 basicamente quatro métodos gerais de sintese de pepti-
deos: a) Sintese em solugdo, ou cldssica, onde se utilizam os
métodos e técnicas convencionais da sintese organica, b) Sin-
tese em fase sélida, onde o peptideo € feito crescer preso numa
matriz insolidvel e no final liberado da mesma, c) Sintese en-
zimdtica, onde enzimas proteoliticas, em condigées muito es-
pecificas, estabelecem ligagbes peptidicas invez de hidroliz4-
las, d) Sintese por DNA recombinante, empregado principal-
mente para proteinas ou grandes peptideos.

A contribuicao dos quimicos, em particular dos especialis-
tas em quimica organica, tem na sintese de peptideos perspec-
tivas de trabalho muito atraentes. Somente para citar alguns
exemplos, a introducdo de aminodcidos mudificados, as alte-
ragOes da ligagdo peptidica e a modelagem molecular compu-
tadorizada a partir de dados fisico-quimicos e biolégicos, tem
permitido o desenvolvimento de novos medicamentos, princi-
palmente na drea de hormonios, vacinas, inibidores de enzimas
proteoliticas e ainda, de aditivos alimentares como os adogan-
tes e salificantes artificiais.

Esta revisdo apresenta sintese quimica de peptideos tentan-
do obedecer o mais possivel um critério cronolégico de sua
evolugdo. Incluimos a titulo de exemplo, a descrigdo desen-
volvida em nossos laboratérios da sintese e purificagio da oci-
tocina, um nonapeptideo liberado pelo lobo posterior da hip6-
fise de mamiferos que age no itero durante o parto e nas
glandulas mamdrias provocando ejecédo do leite.

1. HISTORICO

H4 mais de 250 anos, Jacopo Bartolomeo Beccaril, um es-
tudioso italiano, obteve da farinha de trigo, o primeiro prepa-
rado de uma substincia proteica, o gliten. A destilagdo pi-
rogénica desta substincia mostrou a presenca de produtos al-
calinos. Estes resultados foram publicados em 1745, consti-
tuindo-se no primeiro artigo conhecido sobre proteinas. No
século XVIII e principio do século XIX vdrias outras
substdncias de cardter proteico, de proveniéncia animal e ve-
getal, foram descritas. Estes trabalhos tinham como objetivo a
procura de semelhangas entre elas e a comparagdo com
substancias inorgnicas. E importante ressaltar que j4 nesta
época, mesmo antes do aparecimento da andlise elementar,
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bavia se formado a idéia de que estas substancias, obtidas tan-
to dos vegetais como dos animais, tinham propriedades seme-
Ihantes.

John Dalton, entre 1808-1810, foi o primeiro a tentar
férmulas estruturais das substincias proteicas. No entanto, ao
longo do século XIX, mesmo com a disponibilidade de dados
da composigdo elementar, pouco foi acrescentado sobre a es-
trutura e propriedade destas substéncias.

Em meados do século XIX jd havia vdrias demonstragdes
que, sob a acdo de fermentos digestivos (enzimas), as substin-
cias proteicas se dissociavam em fragmentos, os quais foram
denominados peptonas. Foi evidenciado também que entre os
produtos formados havia substdncias que ndo sofriam agdo
posterior dos fermentos digestivos. Parte das peptonas foi ca-
racterizada como tal, porém outra parte foi demonstrada ser
aminodcidos, uma classe de substincias cuja identificagdo ha-
via sido iniciada no principio do século XIX.

A origem da qufmica dos aminodcidos estd marcada por
trés achados. a) Em 1806 Vauquelin e Robiquet? isolaram a
asparagina do suco de aspargo, vindo a receber este nome 20
anos depois>. b) Em 1810, Wollaston? descreveu um compos-
to isolado de dois cdlculos renais, e pelas suas caracteristicas
de oxidagdo e por ter se acumulado na bexiga urindria, foi de-
nominado “6xido cistico”, e somente muitos anos depois foi
caracterizado como cisteinad, ¢) Em 1820 a glicina foi isolada
por Braconnot® a partir da gelatina, sendo o primeiro amino4-
cido a ser obtido por hidrélise 4cida de uma proteina; devido
ao seu cardter adocicado foi denominado de “sucre de gélati-

. ne” e, posteriormente, glicina.

A maioria dos amino4cidos foi descrita a partir da segunda
metade do século XIX e inicio do século XX, assim como as
suas propriedades fisicas e quimicas. Apesar de toda a massa
de informagdes disponiveis até o final do século XIX, as pro-
teinas eram consideradas substincias de formacao complexa,
de estrutura desconhecida.

Nesta época, Emil Fischer, j4 com suas contribuigdes
fundamentais no campo das purinas e na elucidagdo da
estrutura dos acticares, que lhe valeram o segundo Prémio
Nobel da histéria da quimica, passou a estudar as protefnas.
A partir das informagOes disponiveis e principalmente,
de posigdes metodolégicas bem fundadas, E. Fischer
adotou como hip6tese mais provdvel que as proteinas eram
constituidas de aminodcidos unidos uns aos outros por
ligacoes amida as quais foram denominadas ligacdes peptidi-
cas (I).
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Esta hipétese da estrutura das protefnas por E. Fischer ¢
seus colaboradores foi baseada na: a) determinacéo qualitativa
¢ quantitativa dos produtos de hidrélise completa das protei-
nas; b) elucidagdo da estrutura destes produtos; c) sintese de
polimeros de aminoédcidos contendo as ligages amidas; d)
comparagio das propriedades destas substincias sintéticas
com as das proteinas ou de seus pro&utos de degradacdo.

Este trabalho constitue-se num marco histérico para qui-
mica, no entanto a individualidade quimica e biolégica, assim
como a grande diversidade das proteinas pode ser estabelecida
somente com o advento da determinacdo da seqii€ncia dos
amino4cidos constituintes.

As primeiras determinagées de estrutura e sintese de
peptideos de importancia biolégica ocorreram em 1935: gluta-
tiona’ e carnosina®. Ap6s a II Guerra Mundial, com o advento
e aperfeicoamento de métodos, hoje cléssicos, de purificagdo e
degradacio de proteinas e andlise de amino4cidos, permitindo
o sequenciamento, foi possivel a determinacdo da estrutura da
primeira proteina, a insulina, por Sanger a partir de 1945 le-
vando a elucidacao completa das suas cadeias, incluindo a po-
sicdo das pontes de dissulfeto, em 19559. Em 1953, du Vig-
neaud e cols.,10 e, independentemente, Tuppy e Michl!! elu-
cidaram a estrutura’ da ocitocina, horménio polipeptideo do
lobo posterior da hipéfise, cuja sintese foi feita pelo grupo de
du Vigneaud!2. Foi a partir desta época que se multiplicaram
as determinagdes de estrutura e sintese do grande mimero de
peptideos com atividade biolégica.

Todas as sinteses eram feitas em solugao até 1963 quando,
Merrifield13 publicou o seu trabalho cldssico sobre sintese de
peptideos em fase sélida que utiliza uma matriz (resina) in-
soldvel & qual se liga o aminodcido C-terminal adicionando-se
sucessivamente os outros aminoicidos, sendo que apenas no
final da sintese o peptideo desejado € retirado da resina. -

Além dos dois métodos mencionados, existem ainda a sin-
tese enzimdtica de peptideos e aquela que utiliza DNA recom-
binante. A primeira se vale do reverso da hidrélise catalisada
por proteases, deslocando o equilibrio da reagdo para a for-
macao de ligagdo peptidica a partir dos componentes utilizan-
do para isso vdrios mecanismos. A sintese por métodos de
DNA recombinante combina a biologia dos plasmidios bacte-
rianos & bioquimica das enzimas de processamento de DNA14,

2. SINTESE DE PEPTIDEOS SEM REMOCAO OU
SEM UTILIZACAO DE GRUPOS PROTETORES

Em 1883 Curtius!5 notou que o éster etilico da glicina
transformava-se espontaneamente em ‘“‘anidrido de glicina”
(dicetopiperazina), numa substincia que dava teste de biureto
positivo. Posteriormente Curtius16 demonstrou que na ausén-
cia de dgua havia amplo favorecimento da formagdo de
substincia biureto-positiva, identificada como sendo o éster
etilico da tetraglicina. Frankel e Katchalskil” em 1942 conse-
guiram em condi¢des adequadas poliamino4cidos contendo de
20 até 100 residuos.
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A partir das observagoes de Abenius e Widmark!8 sobre a
labilidade de derivados de 2,5-dicetopiperazinas, Fischer e
Fourneau!® obtiveram, pela primeira vez, o dipeptideo
livre glicil-glicina pela hidrélise dcida branda da dicetopipera-
zida (II).

OC~—=NH 22%)

) / HC1
2 HzN-CHz-CCOCHa—u HZC CH'Z-_’ NHQ-CH2~CO-NH-CH

HN—~CO

2-COOH

Dicetoplperazina Glicil-glicina
v

Este método € ainda uma via conveniente para obtengio de
glicil-glicina, em vista da facilidade de se obter a dicetopipe-
razina. -

Outro método, que utiliza cloretos e azidas de acilaminod-
cidos se deve também a Curtius20, que enquanto trabalhava na
sintese do 4cido hipirico, observou que um dos produtos da
reagdo de cloreto de benzoila com glicinato de prata era Bz-
Gly-Gly. Embora possa ser considerada a primeira descri¢ao
bem definida de um derivado de peptideo, nao era um método
de aplicagdo geral. Curtjus2!, ap0és ter descrito a sintese da hi-
drazina e estudado reagoes das hidrazidas e azidas, descreveu
a azida de benzoilaminodcidos e benzoilpeptideos. A partir
destas azidas chegou a obter até benzoil-heptaglicina?2. Este
método segue o seguinte esquema geral mostrado em (III).

(I11)

NH,NH,, HNO,,
Bz-Gly-OMe ——=—5» Bz-Gly-NHNH, ~~— s Bz-GlyN,

Glz-OMe Bz-Gly-Gly-OMe _.L Bz-Gly-Gly-OH

Um ano ap6s Curtius ter descrito o uso de azidas na sintese
de peptideos, Fischer?3 e Fischer e Otto24 obtiveram néo s6
os N-ctiloxicarbonilamino4cidos, assim como os correspon-
dentes cloretos de 4cido, pelo tratamento com cloreto de tio-
nila. A reacdo destes cloretos de dcido dos etiloxicarbonilami-
nodcidos em meio anidro com ésteres de aminodcidos resulta-
va na formagio dos peptideos. E importante ressaltar que j4
em 1903, E. Fischer25 usava, e foi o primeiro em fazé-lo, o
conceito de prote¢do do a-aminogrupo dos amino4cidos por
uretana, a qual € utilizada nas sinteses atuais. Este método se-
gue o seguinte esquema geral mostrado em (IV).

(1v)

SOCl2
-COOH ————=*+»H C—CH2—O-CO-NH-CH2—COC1

H C-CiZ-O-CO-NH-CH2 a3

3

+ Gly-OMe

Etiloxicarbonil-Gly-Gly-OMe

Infelizmente, os grupos benzoila ou etiloxicarbonila niao
podem ser removidos sem que haja destruigdo das ligagdes
peptidicas pré-formadas.

A maior entre as intimeras contribuigdes importantes de E.
Fischer a sintese quimica de peptideos foi a introdugdo dos
a-haletos de 4cidos carboxilicos, aproveitando-se da reagao
cldssica para sintese de aminogcidos(V).
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v)

NH
x-CHRCOZH-——Ji—* NH,~CHRCOH + HX

onde X = Cl ou Br. :

O tratamento do a-haleto do 4cido carboxilico com penta-
cloreto de f6sforo ou cloreto de tionila gérd o correspondente
cloreto de acila, o qual pode reagir com o aminogrupo de um
amino4cido, peptideo ou seus respectivos ésteres. O composto
formado € tratado com aménia, ocorrendo a substituigdo do
a-haleto pelo a-aminogrupo?3:24, O dipeptideo resultante
pode, por sua vez, ser transformado no cloreto de acila
correspondente € um novo aminodcido pode ser acrescen-
tado (VI).

(V1)

NOBr SOCl2
NHZ-CH(CH3)-COOH —_— Br-CH(CHs)-COOH ——

(Alanina) (Actdo L-bromo-propidnico)

Gly-OEt :
—-—— Br-CH(CHy)-COCl ~—————> Br-CH(CH,)-CO-NH-CH,~COEt

NaOH NH3
Br-CH( CH3 ) -CO-NH-CHz-COOH —_—

— H

2N—CH ( CH3 )-CO—NH-'CHZ-COOH

(Ala-Gly)

A partir deste esquema engenhoso de reagao, o qual dis-
pensa as protegdes dos a-aminogrupos, pode ser preparada a
maioria dos peptideos sintetizados nas primeiras trés décadas
do presente século.

E possivel a formagdo de ligagdes peptidicas nio usando
cloreto de 4cido ou azida de acilamino4cido26 mas oxazolonas
(azolactonas) de benzilaminodcidos, obtidos de acilamino4cidos
pela eliminagdo de uma molécula de 4gua, sendo o anidrido
acético o desidratante mais utilizado (VII).

(VII)
(CH3C0) ,0
R, -CO-NH-CHR,~-COOH ———=—*£—— R_-HC——CO
1 2 H 2
-H,0
2 |
\/
\\c
I
R

A aplicacdo deste método tomou impulso significativo com
os trabalhos de Bergmann e colaboradores27-29 sobre sintese
de peptideos contendo fenilalanina e tirosina. As maiores des-
vantagens deste método sdo a racemizagdo, a instabilidade € a
nao formagdo de oxazolona quando a protecdo do aminogrupo
€ do tipo uretana.

As 2,5-oxazolidinodionas podem ser consideradas como
anidridos do hipotético 4cido carbimico:
HO,C-NH-CHR-CO,H. Tais compostos sio denominados
anidridos de N-carboxiaminodcidos ou anidridos de Leuchs
pelo fato de Leuchs e colaboradores30-32 terem demonstrado
que os cloretos de alquiloxicarbonilaminodcidos formavam
rapidamente os anidridos de N-carboxiaminodcidos. Por
exemplo, com a etiloxicarbonil-glicina ocorre como mostrado
em (VIII).
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(V1I11)
0 /
H c———-cé/ Hzc——~—c//
2 N /0
/ (’ O = HN 0 + C.H.-Cl1
HN\C/O \c/ 25
[
(5 :
CHg

O anidrido de Leuchs ¢ também facilmente obtido pela
acdo de fosgénio sobre solugdes ou suspensdes de aminodcidos
em solventes orgénicos anidros33.

Os anidridos de N-carboxiamino4cidos, quando tratados
com excesso de 4gua, regeneram os aminodcidos, com libe-
racdo de CO,. No entanto, o tratamento destes anidridos com
uma pequena quantidade de um composto nucleofilico inicia-
dor (“primer”), em solvente orgénico, leva a abertura do anel
que gera um aminogrupo nucleofilico, que por sua vez ataca
nova molécula que se abre formando um novo nucleéfilo e as-
sim por diante. Este esquema constitui-se num dos melhores
métodos de obtengéo de poliaminodcidos34.

Os anidridos de N-carboxiaminodcidos tem sido usados
para sintese rdpida de dipeptideos35,36, Esta técnica foi usada
de modo intensivo na preparagdo de fragmentos curtos, na
sintese da ribonuclease37. Estes anidridos ndo tem sido mais
extensivamente utilizados devido, possivelmente, & instabili-
dade do anidrido, aos perigos de sua polimerizago e aos cui-
dados especificos para cada acoplamento38, Uma alternativa
tem sido o uso da reagdo num sistema de dupla-fase (4gua-
solvente orgénico) que parece tornar as condigdes da reagdo
menos criticas39,

Este processo de sintese, embora necessite para sua exe-
cucdo muita experiéncia e treinamento, tem sido muito atraen-
te, pois além de apresentar baixo indice de racemizagao, € rd-
pido, barato e ndo requer protecido do a-aminogrupo.

3. SINTESE DE PEPTIDEOS UTILIZANDO GRUPOS
PROTETORES REMOVIVEIS

A unido de dois amino4cidos pela formagio de uma ligacdo
peptidica, implica a condensagio do a-aminogrupo de um
aminodcido com a a-carboxila de outro, com eliminagdo de
uma molécula de 4gua. A formagdo da ligagdo peptidica pela
condensagdo direta de dois aminoécidos € um processo dificil,
ndo s6 pela natureza dipolar dos aminodcidos, como pela va-
riacdo de energia da reagéo envolvida no processo. Por isso, €
pelas dificuldades de sintese que se podem depreender do que
j4 foi descrito, as seguintes etapas devem ser seguidas para
acoplamento de amino4cidos com formagdo da ligacdo pepti-
dica:

a) protegao do a-aminogrupo

b) protegdo da a-carboxila

¢) protegdo dos grupos funcionais das cadeias laterais dos

amino4cidos

d) acoplamento

e) crescimento da cadeia peptidica

f) remogao dos grupos protetores.

A evolugdo da sintese de peptideos necessitou, portanto, de
métodos simples de protegdo dos grupos funcionais dos ami-
nodcidos assim como métodos delicados para sua remogio,
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sem destruir as ligacdes formadas e os aminodcidos usados.
Além disso, foi necessdrio desenvolver métodos de acopla-
mento eficientes e que provocassem, o menos possivel,
reagoes colaterais.

3.1. PROTECAO DOS «-AMINOGRUPOS

A introdugdo do grupo benziloxicarbonila ou também de-
nominado carbobenzoxila por Bergmann e Zervas*0, repre-
sentando o grupo das uretanas, e comumente simbolizado pela
letra Z em homenagem ao segundo autor, ¢ considerado um
marco fundamental na histéria da sintese de peptideos. Ber-
gann e Zervas, impressionados com a rapidez pela qual o gru-
po benzila era removido das ligagoes O- ¢ N-benzila por hi-
drogenagio catalitica41-43, prepararam o andlogo benzilico do
grupo etiloxicarbonila desenvolvido por Fischer25, Estava
concebido o extraordindrio grupo acil-protetor de aminogru-
pos. A preparagdo do agente acilante € bastante fécil, isto €,
reagdo direta de fosgénio com dlcool benzilico em tolueno,
formando o clorocarbonato de benzila (Z-Cl). Ap6s evapo-
ragdo do tolueno, pode se fazer reagir diretamente o Z-Cl
(IX) com uma solugdo alcalina de aminodcido (reagio tipo
Schotten-Baumann). Os derivados de Z-aminodcidos sdo em
geral cristalinos, com excegéo da Z-Leu e Z-Ile, e tém baixo
indice de racemizagio.

(1x)

o}

I
@-CHZOH + C0C12——>©-CH20—C-C1 + HC1

1.H2N-CH(R)-COONa

2.NaOH
o]

Il
<::>—CH20—C~NH-CH(R)—COONa + NaCl

A remogio do grupo Z € feita preferencialmente por hi-
drogenacdo catalitica, sob palddio, & pressdo atmosférica, dan-
do o peptideo desejado, CO, e tolueno; os dois dltimos sio de
fécil remogao, tornando a desprotecdo bastante limpa. HBr
em 4cido acético glacial e sédio em amonia liquida sao outros
processos de remogdo do grupo Z, no entanto, o dcido trifluo-
racético, menos agressivo, leva vérios dias para completar a
reacdo, necessitando de aquecimento (X).

(x)
H 2 /rd

C>-(.‘H3 + C02 + HZN-"

c

] Na/NH, 11q. == =
@-CH?-O-C—NH-R —_ {}-CH’.,CH;-,(\ /) 4 Nn?L‘U:’ + )12N-I( +
* <\:_->-C)13

Actdo
HBr/, 3
L___Acetico @-CHZ' + HOOC-NH-R ——se

<';> - +
L0, Br-CHz-\ A Bro.HjN"-R

A introdugéo de grupos fornecedores de elétrons no radi-
cal benzila gera cédtions mais estdveis, como por exemplo,
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na p-metoxibcnziloxicarbonila44(XI),

(X1)
CH3-0-<::>-CH20—CO-NH-R

obtendo-se um grupo protetor clivdvel em condigdes 4cidas
mais brandas, tais como HCI diluido em) solventes organicos
ou 4cido trifluoroacético a frio. Tal sensibilidade a meios 4ci-
dos € também obtida pela substituicdo do grupo benzila por
terc-butila, gerando o cétion terc-butilico, muito mais estdvel
X1D).

(XII)
?H3 f”s
HC1 + -~
HC-C-0-CO-NH-R —===—+ H,C-C".C1~ + CO, + HyN-R
T 3 | 2 3
CH,4 CH,

t-Boc-aminoacido

CH3-(‘J=CH2

CH3

+ HC1

O grupo terc-butiloxicarbonila (t-Boc), descrito por Mc-
Kay e Albertson** tem sido introduzido nos grupos amino
mais freqilentemente via t-Boc-azida®S, pirocarbonato de
terc-butila*® ou t-Boc-oximino-2-fenilacetonitrila (Boc-
ON)*7 (XIID).

(XI111)

il
t-Boc-azida (v.Hs)a-C-O-C-N3

|
Pirocarbonato de terc-butila (CH3)3’C-O-C-0-C-0-C(CH3)3

Q .
i " /(, N
(CH3)3'L~0-C-U-N-L -

W/

Boc-U-N

Os grupos Z e t-Boc se complementam, quando se necessi-
ta desprotegdo diferenciada de grupos amino durante a sinte-
se. Assim o grupo t-Boc € resistente a hidrogendlise, a alcali e
a sédio em amoénia liquida, mas € clivado por 4cido trifluo-
roacético (TFA) a frio e HCl em solvente orginico. O maior
incoveniente durante a desprotegdo do grupo t-Boc € a for-
magdo do cétion terc-butilico que provoca alquilagdo espe-
cialmente no triptofano e metionina48, Esta reacdo € minimi-
zada pelo uso de seqiiestradores tais como anisol, p-cresol e
indol.

Outros grupos protetores do tipo uretana, 14beis a meio al-
calino tem tido aplicagdo crescente na sfntese de peptideos. A
remogdo destes grupos se faz por mecanismo de B-eliminagao,
com formagdo de uma dupla ligagio?9. Por exemplo, a cliva-
gem do grupo 9-fluorenilmetiloxicarbonila (Fmoc)30 se pro-
cessa da forma mostrada em (XIV).
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(XIV)

oL —S2ae —

n
H CH,0-CO-NHR <J CH,-0-CO-NHR

2

H+
+ TOOC-NHR; ~O0C-NHR ——a=CO0. + H,NR
&« <
CH,

Dentre os grupos protetores derivados de dcidos carboxfli-
cos, podemos citar: a) o grupo formila que pode ser removido
por HCl/dlcool a temperatura ambiente ou por oxidagdo com
H,0, ou por tratamento com hidrazida. b) o grupo trifluora-
cetila, introduzido nos aminodcidos por meio de anidrido tri-
fluoracético®l, podendo ser removido por 4lcali. ¢) o grupo
ftaloila, facilmente clivdvel pela agdo da hidrazidaS2, & resis-
tente a acidélise, hidrogendlise € ao tratamento alcalino, es-
tando atualmente praticamente em desuso.

H4 protetores de aminogrupo derivados de enxofre tais
como:

a) 4-toluenosulfonila (tosila), sendo um dos primeiros e
mais usados na protegio de aminogrupos; que pode ser remo-
vido somente por sédio em amoénia liquida, sendo resistente a
HBr em 4cido acético, HF e hidrogendlise; b) 2-nitrofenilsul -
fenila (Nps) foi introduzido na sintese de peptideo por Zer-
vas33, sendo facilmente clivdvel em meio fracamente 4cido,
sem atacar o grupo terc-butila, ou ainda por ti6lise54, evitan-
do formacao do ion sulfénico que ataca o anel indélico do
triptofano.

" O grupo tritila (trifenilmetila) € a tinica protegio derivado
de alquila, importante para a sintese de peptideos. Esta pro-
tecdo confere a carboxila significativo impedimentoestérico,no
entanto tem sido obtidos bons rendimentos nas reagdes de aco-
plamento quando se utiliza dicicloexilcarbodiimida na presen-
¢a ou ndo de hidroxibenzotriazol33. A desprotegio & feita por
hidrogenagio ou, preferencialmente, por 4cido fraco56(X V).

(xv)
HCO- F,C-CO- I

Trifluorocacetila

Qe O

)
NO
Tosila 2

Formila

Ftaloila
2-Nitrofenilsulfenila (Nps)
O
O
Aritila
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3.2. PROTECAO DO GRUPO o-CARBOXILA

A sintese de peptideos sem a protegdo do grupo carboxila
do componente aminico € em geral, possivel na presenca de
aminas tercidrias ou tetrametilguanidina, em meio de dimetil-
formamida, dioxana ou hexametilfosforamida ou ainda numa
mistura de um destes solventes e dgua. Os métodos de aco-
plamento mais usados para este tipo de reagdo sdo o do anidri-
do misto e do cloreto de 4cido, no entanto, o método do éster
ativo tem se mostrado mais eficaz57. Podem ocorrer reagdes
colaterais no uso do éster ativo, tal como sua hidrélise parcial
ou a sua reagao com o fon carboxilato formando, neste caso,
um anidrido misto>8:39,

A protegdo do grupo carboxila tem como objetivo aumen-
tar a solubilidade dos reagentes, evitar a reagio do carboxilato
com os agentes acoplantes ou acilantes e facilitar os processos -
de isolamento do produto final, aumentando portanto, a efi-
ciéncia das reagoes de acoplamento.

Os ésteres metilico e etflico foram os primeiros usados na
sintese de peptideos, tendo sido obtidos pela agdo direta do
HCI sobre o aminoécido em etanol ou metanol absoluto. Para
os ésteres metilicos 0 método mais conveniente utiliza o clore-
to de tionila dissolvido em metanol. Dymocky e cols.50 de-
senvolveram método de preparagdo de ésteres por distilagao
azeotrdpica.

A desprotecdo do grupo carboxila € feita por hidrélise al-
calina branda em solvente orgénico. Pode porém, ocorrer ra-
cemizagdo e outras reagdes colaterais, principalmente em
peptideos contendo serina com a hidroxila livre61,62, Pelo tra-
tamento com hidrazina dos ésteres metilicos e etilicos se ob-
tem facilmente a hidrazida, de grande utilidade na sintese de
peptideos.

Bergmann e cols.%3 introduziram na sfntese de peptideos,
além do grupo benziloxicarbonila, o éster benzilico, cuja gran-
de vantagem € a sua remogdo por hidrogenagio catalitica. O
grupo benzila pode ser removido também por HBr em 4cido
acético glacial, mas requer um tratamento prolongado. No en-
tanto, uma alternativa de desprote¢ido muitoitil € a possibilidade
da redugio do é&ster benzilico por sédio em amédnia liquida®4.

A labilidade do éster benzilico ao HBr em dcido acético,
embora menor que a do grupo Z na prote¢ido do grupo amina,
torna problemdtico o uso simultineo de ambos os protetores
nas sinteses em que o tratamento 4dcido deve ser repetido vé-
rias vezes. O éster p-nitrobenzilico foi demonstrado ser mais
resistente a0 HBr%3:66 ¢ também mais facilmente removido
por hidrogendlise.

Os ésteres benzilicos podem ser obtidos a partir de ami-
nodcidos com o grupo amina protegido. Neste caso, dois pro-
cessos sd0 os mais usados atualmente: a) refluxo do sal de
trietilamina de Z-aminodcido com cloreto de p-nitrobenzila.
em acetato de etilab3, b) reagdo do sal de césio do amino4cido
ou peptideo protegidos no a-amino grupo com o haleto de al-
quila em DMF67,

Outro tipo de ésteres sdo os terc-butilicos que sdo clivados
em condigdes dcidas brandas. Sdo particularmente uteis em
conjunto com grupos protetores removiveis por hidrogenagio
(Z, por exemplo). Sdo ainda estdveis durante a desprotecdo
4cida de alguns grupos como Nps e Trt. E interessante notar68
que um equivalente de dcido p-toluenosulfénico numa mistura
éter-etanol cliva a t-butiloxicarbonila deixando intato o éster
terc-butilico.

~ Os ésteres terc-butilicos sdo resistentes ao ataque de nu-
cledfilos e permanecem intatos ao tratamento alcalino brando,
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a hidrazida, 4 amoénia ¢ a reagentes similares. Estes ésteres de
aminodcidos podem ser destilados e armazenados sem que haja
ciclizagdo ou policondensag@o. Sao excecOes a esta auséncia
de reatividade as reagdes intramoleculares dos ésteres terc-
butilicos das carboxilas B- do 4cido aspdrtico € y- do 4cido
glutamico. Estes ésteres reagem com os substituintes aminicos
da «-carboxila, sejam eles amidas, hidrazidas ou ligagao
peptidica. Com o 4cido aspdrtico por exemplo, durante o tra-
tamento alcalino brando, ocorre ciclizagdo com formagio de
aspartimida e subsequente abertura do anel resultando em
mistura de «- ¢ B-aspartil-peptideos6.

Os ésteres terc-butilicos sdo obtidos pela reagao do ami-
noécido livre com isobutileno em dioxana tendo 4cido sulftiri-
co concentrado como catalisador69, Quando hd problema de
solubilidade, como por exemplo com # prolina, usa-se prote-
ger o aminogrupo com o Z, dissolver o amino4cido N-prote-
gido em diclorometano contendo isobutileno e 4cido sulfirico
concentrado?0,

H4 ainda outros tipos de ésteres utilizados na sintese de
peptideos como por exemplo: ésteres fenilicos, empregados
com sucesso nas sinteses do fragmento 1-75 de um andlogo de
lisozima71, 4-picolilésteres e fenacilésteres que permitem des-
protecio por tidlise, deixando intatos os grupos Z, t-Boc e €s-
teres benzilicos72(X VI).

(Xv1)
f:steres
~CHy Metilico
—CHZ,CH3 Etilico
%—CHQQ Renzilico
R-C-0- T——n ~C(CHg), Terc-butilico
] \\\\\\\
0 \\\\\\\.<<::> Fenilico
-CH,-CO Fenacilico

Picolilico

CH <'=\
2\ 4

As hidrazidas de acilaminodcidos ou peptideos sdo inter-
medidrios cldssicos na sintese de peptideos via azidas, € a car-
boxila pode ser regenerada por reagdes oxidativas’3. Os ami-
nogrupos nas hidrazidas ndo sdo extremamente reativos, per-
mitindo o aumento da cadeia peptidica pelo método dos éste-
res ativos’4, A prética mais geral € usar hidrazidas protegidas
pelos grupos Z75, t-Boc’6 e tricloroetoxicarbonila (Troc)?’
(XVID.

o (XVII)
I
R-CO-NHNH,, R-CO-NHNH—L—OC(CH3)3
Hidrazida t-Boc-hidrazida
0 0

|
R-CO-NHNH-C-0-CCl54

R-CO-NHNH—C-OCH24<::>

Z-hidrazida Troc-hidrazida
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3.3. PROTECOES DOS GRUPOS FUNCIONAIS
DAS CADEIAS LATERAIS E REACOES
COLATERAIS

O desenvolvimento da sintese de peptideos estd, como vi-
mos acima, intimamente ligado ao emprego de grupos prote-
tores dos grupos funcionais dos amino4cidos, de tal modo que
suportem as condigdes de sintese, e possam ser removidas sem
causar dano aos aminodcidos e as ligacoes peptidicas forma-
das. Entre os 20 aminodcidos naturais, 7 tem cadeias laterais
que ndo necessitam de qualquer protegdo (Gly, Ala, Val, Leu,
Ile, Phe, Pro), 9 tem cadeias laterais cuja protecdo € facultati-
va (Arg, Tyr, Ser, Thr, His, Gln, Asn, Met, Trp), 2 amino4ci-
dos tem cadeias laterais que em algumas situagbes dispensam
protecdo (Asp, Glu) e, finalmente, em 2 aminodcidos a pro-
tecio € obrigatéria (Lys, Cys). '

Na sintese de peptideos em solucdo, especialmente para
aqueles de cadeia longa, existem dois principios gerais na ela-
boragdo da estratégia de sintese, isto €, o da protegdo minima
e o da protecdo méxima. A protegdo minima € usada quando
h4 previsao de que a desprotegdo ndo venha a ser completa ou
que possam ocorrer reagdes colaterais durante este processo.
Este tipo de estratégia € particularmente usado na sintese por
condensagdo de fragmentos, e pressupoe que os eventuais
produtos colaterais, obtidos na sintese de fragmentos conten-
do Ser, Thr, His, Arg, possam ser removidos por cuidadosa
purificagdo. Por outro lado, quando se adota a protegdo md-
Xima, todos os grupos funcionais sdo bloqueados para evitar, o
mais possivel, qualquer reagdo colateral. Este tipo de proce-
dimento € usado nas sinteses nas quais cada residuo € acoplado
individualmente na seqiiéncia, tal como ocorre na sintese em
fase sélida e nas estratégias, em solugdo, de acoplamento se-
riado, isto €, um aminoécido ap6s o outro.

Exemplos de uso de protecio minima sdo as sinteses do
fragmento proteico da ribonuclease-S37 e dos fragmentos da
ribonuclease-T;78. Protecdo total na sintese de peptideos em
solugéo foi usado, por exemplo, nas sinteses da secretina’? e
insulina80.

Descreveremos a seguir, de maneira sumdria, as protecoes
mais usuais das cadeias laterais dos aminodcidos usados na
sintese de peptideos ¢ as reagbes colaterais mais fregiientes
que ocorrem com cada um dos amino4cidos naturais.

a) Lisina — possui o £-aminogrupo da cadeia muito seme-
Ihante a0 «-aminogrupo, e todos os métodos de pro-
tegdo deste podem ser utilizados. Quando a lisina néo € o
residuo N-terminal, hd necessidade de diferenciar as
protegoes do a- € §-aminogrupos. Esta protegio dife-
rencial é obtida preparando-se um complexo de Cut+,
que envolvendo os grupos a-amino e carboxila deixa
o &£-aminogrupo livre para protegao. O Cut+ ¢ removi-
do ¢ o a-aminogrupo ¢ entdo protegido. A combinagio
BocN®-ZN& Lys é muito usada quando a desprotecao é
feita por acidélise. Entretanto nas sinteses seriadas onde
ha muitas destas etapas pode haver perda significativa
do grupo Z81. A introdugdo de substituintes sorvedores
de elétrons no anel aromdtico do grupo Z aumenta a re-
sisténcia a acidélise, assim BocN®—{2—cloro}-ZN&-Lys
¢ a forma, atualmente usada, para incorporar Lys em
sintese seriadas com acidélise32.

b) Cistefna — € praticamente impossivel a sfntese de pepti-
deos contendo cistefna mantendo-se o grupo SH livre,
pois tendo um forte cardter nucleofilico € facilmente
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acilado nas reagées de acoplamento ou € alquilado nas
reagbes acidoliticas de desprotegdo. Além disso, o grupo
SH ¢ facilmente oxidado pelo ar, formando dissulfetos, e
pode ainda se ligar ao grupo indol do triptofano. H4 um
nimero considerdvel de grupos protetores descritos, as-
sim como de condicdes para desprotegio, sendo possivel
estabelecer, inequivocamente, mais de uma ponte dissul-
feto numa mesma molécula de peptideo. O assunto tem
sido amplamente revisado83-85,

O grupo benzila® ¢ ainda usado apesar das reagdes co-
laterais na sua remogao sendo a mais indicada o sédio em
aménia liquida. Derivados deste grupo protetor, conten-
do radicais doadores de elétrons no anel aromidtico, co-
mo a p-metoxibenzila®6 e a 4-metilbenzilad2 sfio remo-
vidos por HF a 0°C. Outros grupos tem sido usados co-
mo a trifenilmetila, acetamidometila e acila. A trans-
feréncia S — N do grupo acila, ¢ no entanto a grande
desvantagem da protecdo do grupo SH por grupos aci-
la.

¢) Acidos Aspdrtico e Glutamico — pelo fato de serem 4ci-

dos dicarboxilicos, necessitam na maioria das vezes pro-
tecdo da carboxila lateral durante.toda a sintese. Os és-
teres mais usados sao os benzilicos, terc-butilico e ci-
cloexilico.

Os primeiros sdo de obtengdo mais f4cil87.88. Os ou-
tros envolvem vérios passos, incluindo a protegdo do
aminogrupo com Z e da «-carboxila por éster benzilico,
ou melhor p-NO,-benzilico e posterior hidrogenélise.
Na desprotegdo dos ésteres destes aminodcidos hd
ocorréncia de vdrias reagdes colaterais, entre elas a for-
magio de aspartimida e residuo B-aspartil em vez da li-
gacdo peptidica normal. Para evitar estas reagbes na
desprotecao com HF, usa-se tempo reduzido da agio do
HF, baixa temperatura ou técnica de “low HF”89,

d) Asparagina e Glutamina — nao necessitam estritamente

de protecdo da amida na cadeia lateral. Para evitar a
formagéo de nitrila na cadeia por desidratagiio da amida,
durante ativagdo da carboxila, utilizam-se os ésteres ni-
trofenflicos?® ou dicicloexilcarbodiimida (DCCI) em
presenca de hidroxibenzotriazol (HOBt).

e) Arginina — o grupo guanidino da arginina € fortemente
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bdsico (pK= 12,5) e nas condi¢des de formagdo da li-
gacao peptidica ele estd protonado ndo necessitando,
pertanto, de protecao®l. No entanto, a baixa solubilida-
de ¢m solvente organico dos peptideos com o grupo
guanidino livre, ¢ a forte tendéncia de formar lactama,
fazem com se prefira utilizar este grupo protegido.

A nitroarginina foi introduzida em 1934 na sintese de
peptideos por Bergmann e cols.63. A protegio pelo ni-
trogrupo ndo ¢ completa, o que explica a possibilidade
de obter peptideos contendo nitroarginina somente apés
o desenvolvimento de métodos mais suaves de acopla-
mento, tal como o do anidrido misto92, A remogéio do
nitrogrupo pode ser feita por processos redutivos, como
a hidrogenagdo catalitica. A eficdcia deste processo ¢
seqiiéncia-dependente e os resultados sdo bons somente
para peptideos pequenos. HF anidro remove o nitrogru-
po a 0°C em 30 min, embora possa formar ornitina%3.

Schwyzer e Li% introduziram o grupo tosila, que des-
de entdo tem sido v mais amplamente utilizado. Os gru-
pos p-metoxibenzenosulfonila®5 e mesitileno-2-sulfoni-
1a% tem sido aternativas da mesma famflia de proteto-

~Tes do grupo guanidino. O grupo tosila € resistente a

HBr-4cido acético, TFA e hidrogendlise, sendo removi- -
do por HF 0°C, 1 h ou s6dio em aménia liquida.

Todos estes tipos de protecdo do grupo guanidino néo
530 capazes, no entanto, de evitar a formagao de lacta-
ma, cuja estrutura ¢ mostrada em (X VIII) para o deriva-
do da Z- Arg(Tos)-OH.

(XVIII)
H,C—CH NH-Tosil
/X
HQC\ N-C=NH

Z~-NH-HC—C=0

Esta reagdo colateral diminui o rendimento dos aco-
plamentos e para as sinteses em solugio requer purifi-
cagdo por cromatografia dos peptideos soliveis nos sol-
ventes organicos de processamento das sfnteses®7-98.

f) Tirosina — tem sido usada na forma desprotegida embora

possa ocorrer a acilacdo de sua hidroxila fendlica nas
vérias etapas de acoplamento se este for feito em pH al-
to e com largo excesso do componente acilante. O éter
benzilico tem sido a protegdo mais usada para a tirosina,
podendo ser removido por hidrogenagdo catalitica ou
acidélise (HF ou HBr—4cido acético). H4 entretanto, a
possibilidade da migracdo durante a acidélise do radical
benzila para a posicdo 3 da fenoxila da tirosina, provo-
cando alquilagdo irreversfvel®?, cuja incidéncia pode ser
reduzida pela introducdo de halégenos no grupo prote-
tor, por exemplo 2,6-diclorobenzila!00,

Outros grupos protetores usados na protecao da tiro-
sina incluem benziloxicarbonila e éter terc—butilico.

g) Serina e Treonina — na sintese de peptideos como com-

ponente aminico ndo necessitam de protegdo, embora
como componente carboxilico podem levar a reagles
indesejdveis conforme o método de acoplamento empre-
gado. As protecdes mais usadas sdo os ésteres benzilico
¢ terc-butilico os quais sdo removidos por acidblise. A
saponificagdo de peptideos contendo Ser ou Thr deve
ser feita cuidadosamente pois excesso de base pode levar
a formagdo de deidroaminodcidol0!. Em meio forte-
mente 4cido, tal como HF anidro, ocorre a migragio
N — O da acilal92, sendo revertida por tratamento alca-
lino brando.

h) Histidina — a sintese de peptideos contendo o anel imi-

dazélico desprotegido tem sido feita com facilidade,
desde que ndo seja o residuo C-terminal. A ativagdo do
grupo carboxila da histidina pode levar a vérias reagdes
colaterais, das quais ressaltamos:

a) Formagdo de produtos ciclicos envolvendo o anel,
tal como observaram Sheehan € cols.103 (XIX).

(X1X)

CH
Ditsopropil I l
Z(NO )- His-OH carbodiimida

N
/ H- NH—Z(NOZ)
[o]

C
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b) A dicicloexilcarbodiimida pode reagir com o anel
imidazélico formando com o nitrogénio um derivado
amidinico, cuja formagdo ¢ catalisada por hidroxibenzo-
triazol. Esta reagio € revertida pelo tratamento do pepti-
deo com metanol contendo 4cido acético ou cloreto de
piridinal04.

¢) Racemizagédo da histidina ocorre com certa facilida-
de, especialmente quando o anel imidazélico est4 livre,
sendo provavelmente conseqiiéncia da sua basicidade!0.
O método da azida permite a ativagdo da histidina sem a
protecdo do anel imidaz6licol¥6, no entanto, Veber!07
mostrou intensa racemizagio da histidina no acoplamen-
to de PCA-His-N; ao pipecolato de metila, na sintese
de andlogo do fator liberador de tirotrofina. Esta race-
mizagdo € catalisada por base e implica na reagio re-
versivel da azida com o nitrogénio pros (ar) do anel,
formando um conjunto ciclico, onde o hidrogénio do
carbono a pode sair com maior facilidade (XX).

NH N
Va () 7\ (XX)
N -H* u,¢ N

N7 () 2
PCA-NH-CH-CO-N, """ PCA=NH-CH-C=0 + N,

+

+H

C - Carbono g

Ha4 vérias protegoes descritas para o anel imidazélico, na
expectativa de que os grupos sorvedores de elétrons di-
minuam a incidéncia de racemizagdo. No entanto, a ex-
periéncia tem mostrado que somente o bloqueio do ni-
trogénio pros (4r) evita a racemizacao e a maioria das
protegoes descritas protegem o nitrogénio telos (1) do
anel. Relacionamos a seguir os grupos protetores mais
utilizados e estudados:

a) Benzila (Bzl): foi introduzido por du Vigneaud e
Behrens108 tratando a histidina com cloreto de benzila
em amodnia liquida na presenca de sédio. A desprotecédo €
feita por s6dio em amoénia liquida ou hidrogenagédo ca-
talitica, sendo que este tiltimo procedimento tem efic4cia
duvidosa.

b) Tritila (Trt): foi descrito por Zervas e Theodoro-
poulos10? ¢ o derivado Boc-His(Trt)-OH foi obtido por
Losse e Krychowskil10. A protegdo € estdvel is reagdes
de acoplamento, acidélise e é removida por meios redu-
tivos como hidrogenacao, zinco em 4cido acético.

c) Uretanas: Z-His(Z)-OH111 ¢ instdvel, formando
Z~His-OH quando armazenada, e o grupo imidazélico &

desprotegido especificamente com 4cido acético a quen-

te. Boc-His(Boc)-OH?93 tem sido usada para protegio
tempordria do anel, uma vez que ambos os grupos t—-Boc
sdo removidos em condig¢des dcidas, embora o tratamen-
to alcalino remova especificamente o.t-Boc do anel.

d) 2,4-Dinitrofenila (DNP): Z-His(DNP)-OH foi des-
crito por Siepman e Zahn112 ¢ Boc-His(DNP) por Chil-
lemi e Merrifield!13. Esta protegio & resistente a TFA, e
HBr-4cido acético, sendo removida por tiélise em pH
7-8.

¢) Tosila (Tos): Boc-His(Tos)-OH foi descrita por
Sakakibara e Fujill4, & resistente as condicdes de aco-
plamento usuais, a hidrogenagdo e a acidélise por TFA,

2

sendo parcialmente resistente a HBr-dcido acético. E
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removida por HF, hidrazida, HOBt, € cloridrato de piri-
dina.

f) Benziloximetila (Bom): Boc-His(w Bom)-OH foi
descrita por Brown e cols.115, onde o nitrogénio € es-
pecificamente bloqueado. E resistente 2 TFA, a base € €
removida por hidrogenagéo catalitica ou HBr em TFA.

i) Triptofano — a sua introdugdo ndo tem mostrado di-
ficuldades. mas a facilidade com que se oxida € a susce-
tibilidade a alquilagdo em meio 4cido recomendam o uso
de atmosfera inerte, 4cidos muito puros e substincias re-
ceptoras de radicais livres. A protegdo mais usada para o
aminogrupo indélico é a formila, mas a sua remogao
também pode levar a reagdes colaterais.

j) Metionina — em geral ndo apresenta problemas mas
durante os processos de desprotegdo durante a sintese
podem ocorrer alquilagdo do enxofre (acid6lise) ou en-
venenamento do catalisador (hidrogenagéo catalitica),
além de oxidagio do SH com formagao de sulféxido.
Pode também ocorrer a transformacéo irreversivel de
metionina em S-benzil-homocisteina nas reagdes de
desprotecdo acidolitica envolvendo grupos benzila!l®.
Uma forma de proteger a cadeia lateral € sua transfor-
magdo em sulféxido porém tem a desvantagem da dimi-
nuigao da solubilidade do peptideo em solventes orgéni-
cos e dificuldade na sua redugéo.

k) Glicina — é- o amino4cido mais simples, no entanto
devido a auséncia da cadeia lateral, o aminogrupo apre-
senta maior reatividade!17. Assim, com muita facilidade
ocorre diacilagdo do aminogrupo ou a formacgao de hi-
dantoinas, através do ataque de uma carbonila a0 amino-
grupo, no interior da molécula. Esta iltima reagdo € uma
possibilidade que deve ser considerada toda vez que
peptideos com glicina na segunda posigdo da sua seqiién-
cia sdo expostos 3 agdio de bases!18, Assim na prepa-
ragdo de Z-Gly-Gly podem resultar em diacilagdo
(XXI) e formagao de hidantoina (XXII).

(XX1)

Z-N—CHZ—COOH

OC—CH2~NH—Z
Diacilagao
(XX11)
H,C——CO
N—CH2—COOH

HN
NS
co
Hidantoina

D) Prolina - ¢ um aminodcido especial pois ¢ o tnico
que apresenta amina secunddria, sendo portanto um imi-
noécido e ndo um amino4cido, além disso, a cadeia late-
ral da prolina tem uma estrutura ciclica, provocando,
como conseqiiéncia, um forte impedimento estérico no
grupo amino. Assim, por exemplo, durante a sintese do
dipeptideo Boc—Pro-Pro pela reagdo do éster N-hidro-
xisuccinimida da Boc—Pro com Pro, Savrdall9 descre-
veu a reagao colateral (XXIII).
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(XX111)
o]
. i

boc—H-CH-COO-NGg:] ~———— BOC-N-CH=-CO-NH-CO
c |

i CH.

(8 L

CH

+ HN-CH-COOH

N-CH-COOH

A geometria da prolina favorece também a formagao de
dicetopiperazinas e as vezes, dependendo da seqii€ncia,
com fragmentagao da cadeia (XXIV, XXV).

Q -

Pro-Gly-nH, —— N C=0 + NH,g
|
C

Referéncia: (120)

o}
r::::1///\\1//JK\N
His-Pro-Phe-OMe ——» N§§>/,N N\\N//l\\ + Phe-OMe

0

(Xxv)

Referéncia: (121)

m) Valina e Isoleucina — estes aminodcidos apresentam
ramificag6es no carbono beta, o que provoca significati-
vo impedimento estérico a reatividade de seus grupos
amino e carboxilico. Em decorréncia disso, as reagoes de
acoplamento com carbodiimida e azida formam as uréias
correspondentes em quantidade significativa.

n) Fenilalanina —a cadeia lateral deste aminoécido €
pouco reativa, portanto tem pouca tendéncia a reagoes
colaterais. Merecem atencdo, no entanto, dois fatos: a
formagao de um complexo soltivel em solvente orgénico
entre Z-Phe e sais de s6dio!22 e a formagio de hexai-
drofenilalanina (B—cicloexilalanina). durante hidroge-
nago catalitica prolongada ou sob pressiol23,

4. METODOS DE ACOPLAMENTO

A formagdo da ligacdo peptidica segue, de modo geral,
uma via quimica de dois passos: a) ativacdo do grupo carboxila
ou do aminogrupo dos componentes cuja ligagdo se pretende
formar, b) condensagdo do reagente ativado com o outro
componente.

Até cerca de 1950, este procedimento geral estava confi-
nado quase que exclusivamente a conversdo da carboxila em
azida (N;3) ou cloreto de 4cido e sua reagdo com a amina do

184

componente aminico em meio aquoso alcalino ou de um sol-
vente orginico inerte. A partir desta época, apareceu na lite-
ratura uma variedade grande de novos métodos de ativagdo da
carboxila, que suplementou o versatil método da azida e per-
mitiu deixar de lado o problemético método do cloreto de 4ci-
do. A seguir descrevemos os principais métodos de acopla-
mento atualmente em uso a partir de componentes com ami-
nogrupos protegidos por grupos de remogdo conveniente a
sintese. -

a) Anidridos —a  primeira sintese de peptideos20,
Bz-Gly-Gly, a partir do cloreto de benzoila e glicinato
de prata, foi uma reacédo colateral desavisada que envol-
veu a formagio de um anidrido misto. Cerca de 70 anos
depois, esse tipo de anidrido foi objeto de estudos deta-
lhados nos laboratérios de Theodor von Wieland, quan-
do foi demonstrado que o hipurilbenzoato era o produto
intermedidrio na formagdo de Bz—Gly—Gly!24, A partir
destes trabalhos inaugurou-se uma linha de investigacao
muito fértil em processos de acoplamento ‘que evoluiu
rapidamente125,126,

Um dos métodos mais usados na sintese de peptideos
utiliza os anidridos mistos de dcido carbonico, sendo su-
perado somente pelas carbodiimidas. Este método ba-
seia-se na aplicacdo do 4cido carbdnico transformado,
meio em éster e meio em cloreto, isto €, a reacdo de um
clorocarbonato de alquila com um sal de aminodcido
protegido no a—aminogrupo. O clorocarbonato de eti-
1al27.128 ¢ principalmente o clorocarbonato de isobuti-
1al2% sio os mais usados conforme mostra o esquema
(XXVI),

{XXVI)
R R

1 1
- Ication |+
Z-NH-CHCOO &rginicg + C4H90-C0C1'——’Z—NHCHCO

CAHQOH + CO2 + Z—NHCHCO-NHR2
onde, C4H9 = jsobutila, e o cdtion organico mais usado
€ o resuitante da neutralizagdo do aminodcido com
N-metilmorfolina. A primeira fase da reagdo € feita a
—15°C, por 30 s a 5 min, seguida da adicdo do compo-
nente aminico, quando a temperatura pode ser mantida a
—15°C ou entre 0—4°C por 3-8 horas. Os solventes re-
comendados para minimizar racemizacgdo na primeira fa-
se da reagdo sdo tetraidrofurano ou acetato de etila de
preferéncia e na segunda, o componente aminico pode
ser dissolvido em qualquer um deles, e também em di-
metilformamida (DMF), pois os componentes aminicos
sdo, em geral, pouco soliveis em solventes apolares.

O grande sucesso deste processo, decorre da facilida-
de de se obter os clorocarbonatos de alquila e de os pro-
dutos de reagio serem CO, e dlcool, facilitando o isola-
mento do peptideo desejado na mistura de reagdo. Este
método tomou um novo impeto com a proposta de Ti-
lak130 de usar excesso do anidrido em sinteses por aco-
plamentos seriados e destruicdo do excesso de anidrido

por bicarbonato de potdssio.
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Anderson e cols.!13! descreveram uma série de anidri-
dos mistos de aminoécidos protegidos com derivados do
4cido fosforoso, como: cloreto de dietilfosfito, etile-
no—clorofosfito, tetraetilpirofosfito, dicloro fosfito.
Exemplificando, um acilaminoédcido reage com cloreto
de dietilfosfito, em presenca de uma base tercidria for-
mando o anidrido (XXVII).

(XXVII)

R

|
Z-NHCH-CQ

. 0
CHsm0
p

/

C,H.-0

25"

Estes reagentes podem formar a ligagdo peptidica com-
binando-se primeiro com o aminogrupo de um éster de
aminodcido, ¢ a amida formada reage com a carboxila
(XXVIID. :

CoH.-0 {(XXVI1I)
2% R2 R1

P—-——-NH—CHCOR3 + Z-NHCHCOOH

— Z-NHCH-CO
R2 ?1 ?2
O + NH,-CHCOR; ———~ Z-NHCHCO-NHCHCOR,

CoHg-0 +

(C2H50)2-P0H

Utilizando o anidrido simétrico obtido a partir de duas

moléculas. de acilaminodcidos na presenca de um agente

desidratante, dos quais dicicloexilcarbodiimida (DCCI) é
o mais usado, chega-se inequivocamente 2 amida deseja-
da, com um consumo de 2moles do componente carboxi-
lico por mol de amida formada.

b) O método da azida — desenvolvido por Curtius?!, tem a
seu favor o fato de ser um método de baixo indice de ra-
cemizagdo e por isso, muito utilizado no acoplamento de
fragmentos, apesar de terem aparecido acoplamentos
mais eficientes e ficeis a partir de 1950.

As hidrazidas dos aminodcidos ou peptideos protegi-
dos podem ser obtidas pela agdo da hidrazina em excesso
sobre ésteres metilico, etilico ou benzilico em condigoes
bem determinadas ou acoplando Z-N,H; ou
t-Boc-N,H; & carboxila do aminodcido ou peptideo
protegido, usando DCCI e HOBt132 ou anidrido misto.
Para obter a azida, a hidrazida2! ¢ tratada com nitrito de
sodio, porém o seu isolamento € trabathoso e com alto
risco de decomposigio. ‘Honzl e Rudinger!33 observa-
ram que a melhor condigao para formar azida € traba-
lhar em solucao homogénea com solvente organico ani-
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dro, alta acidez, nitrito orgénico (nitrito de n—butila,
t-butila, n—amila, iso—amila e cloreto de nitrosila) e bai-
xa temperatura (de -5 a -30°C).

A azida pode ser obtida, ainda, pela reagio de difenil-
fosforazidato com a carboxila do peptideo ou amino4ci-
do protegido no aminogrupo, na presenca de base € em
DMF134,

A reagdo colateral mais preocupante nesta fase € o
rearranjo de Curtius!35 da azida em isocianatos que rea-
gem com aminas, dgua e dlcoois.

¢) Esteres ativos — a aminélise de ésteres etilico e metilico

de aminodcidos, usados nas primeiras reacoes de sintese
de peptideos leva a formagdo de dicetopiperazinas e a
polimerizacdes.

O ataque nucleofilico do aminogrupo ao carbono car-
bonilico do éster € facilitado quanto maior for o cardter
positivo deste carbono. Este efeito € obtido pela incor-
poragdo de ésteres cujos radicais do lado alc6olico tem
alto poder sorvedor de elétrons. Os ésteres tiofenficos
foram introduzidos na sintese de peptideos por Wieland
e cols.136, Embora inicialmente tenha sido relacionado a
reatividade do €éster ao enxofre, logo foi verificado que
o efeito era devido ao grupo fenilal37,

Esteres cianometilicos foram introduzidos na sintese
de peptideos por Schwyzer!38, onde o grupo ciano tem
um forte efeito indutivo negativo sobre a metila, facili-
tando o ataque nucleofflico, € este autor chamou-os de
“ésteres ativados™’. Estes esteres sao obtidos pela reagao
do aminodcido protegido com cloroacetonitrila na pre-
senga de trietilamina (TEA) (XXIX).

(XXIX)

R R

cn —TEA . ZNH-CH-CO-CH

2

I
Z-NH-CH-COOH + C1CH,

Os ésteres acrilicos formam a classe mais utilizada dos
ésteres ativos em sintese de peptideos. O éster p—nitro-
fenilico foi introduzido por Bodansky139,140 ¢ pela fa-
cilidade de obtengdo, estabilidade, disponibilidade co-
mercial e custo baixo tem sido o mais popular dos éste-
res ativos. O método mais usual de obtengdo consiste na
reacdo do aminodcido protegido com DCCI e p—-nitrofe-
nol em acetato de etila, exceto Asn e Gly onde € usado

DMF90,

H4 possibilidade de reagdes colaterais tais como for-
magdo de aciluréia, de lactona dimérica com Thr, for-
magdo de lactama com Arg(NO,) ou Arg(Tos), acilagdo
das hidroxilas de Ser, Thr e Tyr.

A velocidade da aminélise dos ésteres p—nitrofenilicos
€ dependente do solvente. Tem sido também usado o €s-
ter 2,4-dinitrofenilico, muito reativo ¢ sensfvel A hidr6-
lise, preparado com DCCI, ndo necessitando de isola-
mentol4!,

d) O método da carbodiimidal¥? foi introduzido na sintese

de peptideos por Sheehan e Hess!43 utilizando a dici-
cloexilcarbodiimida (DCCI) como agente desidratante na
formagao da ligagdo peptidica. O DCCI abstrai a dgua
transformando-se em N,N’-dicicloexiluréia (DCU)
XXX).
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(Xxx)

R,-COOH +

1 H,N-R .C.H

oN-R, . CgH,,-N=C=N-C

51,

R, -CO-NH-R
(pCccI1) 1 2

sH1

+
C6H11-NH-(I.‘i-NH-C 1

(pcu) 0

Este método, usando DCCI, tem sido, de maneira in-
conteste, o mais utilizado, principalmente levando em
conta a sua aplicagdo na sintese de peptideos em fase s6-
lida e na preparagao dos ésteres ativos. A reagio da DC-
CI com a carboxila forma um composto intermedidrio,
O-—acilisouréia, bastante reativo. A partir deste interme-
didrio, vérias vias podem ser percorridas pela reagio, de-
pendendo da natureza do componente carboxilico, sol-
vente orgéinico e presenca de aditivos a reagdo (XXXI).

(Xxx1)
'R, -COOH I # (
R C-R Anidrido
R'?Bg;';;ﬂ . 1 i simétrico)
R, -COOH ; fORl
R, -C=0 R-NH-C-N-R (N-acilureia)
|
0
|
R-N=C-NH-R
3 H,N-R
O-acilisoureia

———————’RI—CONH-RE (Amida)

A O-acilisouréia reage com o aminogrupo formando a
amida, ou com outra molécula do aminodcido protegido
formando anidrido ou ainda, em casos de acoplamentos
demorados, ocorre a migragdo O — N da acila forman-
do uma N-aciluréia. Este composto & estdvel e leva a
perda do componente carboxilico ¢ muitas vezes € um
contaminante de isolamento trabalhoso. O anidrido reage
com o componente aminico dando também a amida dese-
jada.

A adicao de aditivos na sfntesc com DCCI tem como
objetivo transformar a O-acilisouréia em um intermedid-
rio um pouco menos reativo, suprimindo a formagio da
N-aciluréia e da oxazolona. Entre os aditivos mais usados
temos 1-hidroxibenzotriazol (HOBt) desenvolvido por
Konig e Geiger105 ¢ N-hidroxisuccinimidal44.

Existem ainda outros métodos de acoplamento entre os
quais o do fosfazo e do reagente BOP (benzotriazolil-N—oxi-
tridimetilamino—fosfénio).

O método do fosfazo utiliza tricloreto de fésforo e éster de
aminoécido ou peptideo, TEA ou piridina em solvente apolar
formando o fosfazo intermedidrio que ao reagir com o com-
ponente carboxilico gera o peptideo mais o dcido metafosfo-
r0zZo.

O método de acoplamento utilizando reagente BOP145
cuja estrutura € mostrada em (XXXII),

(XXXII)

N\\N

/

N

S
OP (NMe2)3
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e desenvolve-se pelo mecanismo esquematizado em (XXXIII),

(XXXIII)

+ -
BL-0-P (NM02)3 + R -COO ~ R-CO-OBt + 0-(NML'2)3
+ 1(2-NI12
R, -CO-NH-R,

tem-se mostrado eficiente na sfntese de peptideos em solucao
e em fase sélida.

5. SINTESE EM FASE SOLIDA

A sintese em fase s6lida revolucionou a sintese quimica de
peptideos, que ao longo de um quarto de século desde que

CH, O H R, O
3 1
I .
l{3C—C—O-C-N-C—C—O 1 Cl-CH2 -Polimero
| ]
CH3 H
Esterificagao J TEA. EtCH
H H
SN .
H3C—C-O—C—N-C-C—O—CHQ@POI1mero
| |
CH3 H
Desprotegao l TFA
CH H R .O
3 Lt )
e P N P o - - -} - i
){2(,—? + CO, + H-N T C-0 CH?@ pPolimero
CH3 H
Neutralizagao TEA
Acoplamento DCC1
CH, O H R,0 H R O
2 1
B EEN NN .
H3C-(,3-O—C-N—C—C-N- '—C-O-CHz@-Pol imero
|
CH3 H H
Clivagem l HF Anidro
CH. H R,0 H R,0
3 4
| RN )
H2C=LI_‘ N (,02‘4 H-r\'-(uc-r\'-(l'-c-on 4+ l-'—CHz@-Ponoro
C

Dipeptideo

Figura 1. Esquema geral de sintese em fase sélida. TEA ~ trietilamina,
TF - ac.trifluoracético, DCCI — dicicloexilcarbodiimida, HF -
ac.fluortdrico anidro.
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Merrifield!3 anunciou a primeira sfntese (um tetrapeptideo),
gragas aos constantes avangos nos processos quimicos e de
automagio, tem permitido obter um niimero ¢ uma variedade
muito grande de peptfdeos.

A Figura 1 apresenta o esquema bésico e conceitual da sin-
tese em fase sélida, e todos os problemas quimicos discutidos
acima se aplicam de alguma forma a este tipo de técnica. A
sintese em fase sélida sendo feita em mistura heterogénea com
um polimero insoldvel, necessita de outros cuidados, tais co-
mo: difusdo dos reagentes para o interior da resina, tamanho
da malha e inchamento da resina, estabilidade da ligagao
peptideo-resina. Estes problemas e outros detalhes mais €s-
pecificos foram amplamente revisados por Barany e Merri-
field146 ¢ Stewart e Youngl47.

6. SINTESE ENZIMATICA DE PEPTIDEOS

A base tedrica da sfntese de peptideos por proteases € a re-
versibilidadé de reagGes cataliticas, embora seja processo pou-
co favordvel, do ponto de vista termodinimico, a formagao da
ligagdo peptidica a partir dos aminodcidos livres. A primeira
sintese catalisada por protease foi obtida por Bergmann e
Fraenkel-Conrat!48 formando anilidas a partir de 4cido hipd-
rico com anilina na presenga de papafna. Vale notar que nas

. sinteses enziméticas h4 também necessidade de introdugdo e
posterior remogio de grupos protetores, de modo que, mais
apropriadamente, se deve falar de sintese de peptideos enzi-
moquimica. Milne e Carpenter149 por exemplo desenvolveram
um grupo protetor da carboxila, o grupo fenil-hidrazida, usa-
do ainda presentemente. A partir de meados de 1975 este tipo
de sintese ‘experimentou um renascimento, permitindo ob-
tencdo de peptideos em escala preparativa. Para revisio sobre
o assunto, V. revisdo de Jakubke10,

-Para favorecer a sintese do peptideo na reagdo catalitica
envolvendo proteases hd vérias possibilidades, baseadas na lei
de agdo de massas, usando o produto mais barato em excesso €
retirando o produto formado da reagdo por: a) insolubilidade
como nas primeiras sinteses; b) extracdo do produto em fase
néio polar, exemplificado pelo peptideo Z-Ala—Phe-Leu-NH,
acumulado em fase de isooctana, com rendimento de 40 a
60%; c) uso de “trap” molecular, na formagdo de complexos
especificos, como foi feito na condensacdo catalisada por
clostripaina dos fragmentos 1-10 e 11-15 da ribonuclease
com “trap” de ribonuclease —S (21-124) para o peptideo
(1-15), com rendimento de 15%. O conhecimento da especifi-
cidade do catalisador, isto &, a ligagdo com o sftio especifico
no substrato, € de primordial importéncia para as reagdes de
sintese. A hidrélise de substratos sintéticos fornece dados para
a aplicagdo -de proteases na formagdo de ligagSes peptidicas
especiais. As serino-proteases, como a quimotripsina fo-
ram utilizadas na sintese de Leu— ¢ Met—encefalina e a sub-
tilisina no acoplamento de Boc—Val-Tyr(Bz)-OH com
H-Val-His(Bz)-Pro-Phe—-OEt, com rendimento de 74%. A
papaina, representante da classe das cistefno—proteases
também catalisa este acoplamento, importante para a sintese
de Asnl,ValS-angiotensinall, com rendimento de 57%!51.
Entre as aspartil-proteases, cujo representante mais importan-
te € a pepsina, destaca-se a sintese de seqii€ncia parciais da
substincia P e eleidosinal32. Finalmente, a termolisina, da
classe das metalo-proteases, foi usada na sintese do edulco-
rante artificial aspartame. Estes sio apenas alguns exemplos
da aplicagdo de proteases na sintese parcial ou total de produ-
tos de importéncia biolégica.
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7. SINTESE POR METODOS DE DNA
RECOMBINANTE

O gene para a somatostatina humana foi o primeiro gene
clonado a ser expressado de maneira eficiente e sob o controle
genético da célula hospedeiral53, Esta foi também a primeira
sintese de um peptideo a partir de um gene obtido por sintese
quimica. Depois desta publicagdo centenas de outras tém apa- .
recido ao longo destes iltimos anos, relativos a sintese de
peptideos grandes e proteinas por microorganismos prepara-
dos por técnicas de DNA recombinante.

8. EXEMPLO DE SINTESE DE PEPTIDEO EM
SOLUCAO: - OCITOCINA -

A sintese de peptideos foi introduzida no Brasil em 1971
nos laboratérios de Biofisica da Escola Paulista de Medicina -
pelo Professor Antonio C. de Mattos Paiva. Inicialmente fo-
ram estabelecidas as condigdes para sintese de peptideos em
fase sélida; porém com a necessidade de peptideos na quanti-
dade de gramas, iniciamos a partir de 1978 a implantagdo da
sintese de peptideos em solugdo. Nestes projetos de sfntese em
solugdo inclufa o estabelecimento dos métodos de preparagao
da maioria dos intermedidrios, derivados de amino4cidos e
agentes protetores ¢ acilantes. A ocitocina é um nonapeptideo
bastante usado durante o parto e na secrecio de leite tanto em
medicina humana como veterindria. O esquema geral da sinte-
se em solugdo da ocitocina estd mostrada na Figura 2.

Cys TYyr Ile Gln Asn Cys Pro Leu Gly

1 2z OEt
2 2 AM. . oEt
3 2 Amonolise NH,
4 z spzl A:M wu,
5 5 E.A. N,
6 2 5Bzl AM,
e
7 2 SBzl AM. NH
2
8 BocOB2] 5Bz} AM. NH,
OBzl s8zl A.M,

9°.258z1

NH,

Figura 2. Esquema da sintese da ocitocina A.M. = anidrido misto; E.A.
= éster ativo.

Todos os Z-aminodcidos usados foram obtidos a partir dos
aminoécidos ¢ Z-Cl em condi¢bes adequadas para os diferen-
tes aminodcidos. O Z-Cl foi preparado a partir de solugdo de
fosgénio em tolueno e dlcool benzilico. Z-Leu e Gly-OEt fo-
ram acoplados pelo método do anidrido misto. O dipeptideo
resultante foi desprotegido por hidrogenagéo catalitica € aco-
plado & Z—Pro pelo anidrido misto. O tripeptideo resultante
foi tratado com amodnia dissolvida em metanol, obtendo-se
Z-Pro-Leu—-Gly-NH, que entio foi desprotegido por hidro-
genagio catalitica e acoplado a Z—Cys(SBzl) pelo método do
éster ativo p—nitrofenilico. O tetrapeptideo resultante foi des-
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protegido por HBr—4cido acético e acoplado a Z-Asn pelo
método do éster ativo (p—nitrofenilico). O pentapeptideo obti-
do, Z-Asn—Cys(SBzl)-Pro-Leu-GlyNH, foi desprotegido
por HBr—4cido acético e acoplado a Z-Gln pelo método do
anidrido misto e o hexapeptideo resultante desprotegido pelo
mesmo reagente e acoplado a Z-lle, obtendo-se o heptapepti-
deo Z—Ile:—Gln—Asn—Cys(SBzl)—Pro—Leu—NH2 que foi des-
protegido por HBr—dcido acético.

De outro lado foi acoplado Z-Cys(SBzl) ao Tyr—-OMe-HCl
pelo método do anidrido misto. O éster resultante foi saponi-
ficado com NaOH. O heptapeptideo acima, desprotegido, foi
acoplado a este dipeptideo pelo método de anidrido misto € a
ocitocina, nonapeptideo, obtida, desprotegida por sédio em
amonia liquida. A oxidagdo dos grupos SH foi feita preferen-

. cialmente por ferricianeto de potdsio para evitar persisténcia
de monomeros abertos. A atividade biolégica ap6s purificagio
do produto final por troca i6nica, ou gel-filtragdo ou distri-
buicdo em contra—corrente foi de cerca 500 Ul/mg de pepti-
deo. A Figura 3 mostra o perfil de HPLC da ocitocina cujo
teor de pureza € maior que 96%.

Esta metodologia vem sendo aplicada nos laboratérios de
Biofisica da Escola Paulista de Medicina a sintese de outros
peptideos biologicamente ativos: lisil-vasopressina, € dois de
seus andlogos, desamino —D Arg2—vasopressina e felipressina;
fator liberador da tirotrofina (TRH); (1-17) angiotensinogé-
nio, este ultimo sintetizado por condensagdo de fragmentos.
Além destes peptideos que tem uso terapéutico e diagnéstico,
outros vem sendo sintetizados para servirem de substratos pa-
ra enzimas proteoliticas. Neste caso tem sido introduzido na
seqiiéncia peptidica radicais cromogénicos!54 ou fluorogéni-
cos que dao produtos coloridos ou fluorescentes apés hidrélise
enzimdtica. A importancia destes substratos peptidicos tem si-
do devido ao seu uso nas dosagens enzimiticas de fluidos
bioldgicos tal como na avaliagdo de fatores de cascata de coa-
gulagdo sangiiinea.

—

L ! | ] ! ] |
Q 10 20 30

TEMPO (min)

Figura 3. Cromatograma do HPLC da ocitocina sintética, mostrando
um grau de pureza acima de 96%. Condigées do HPLC: a)
Coluna: ODS-5pm, 4,6 x 150 me; b) amostra 100 pl; ¢) Sol-
ventes: A—NaH 2PO4~0,1 M e B —acetonitrila: H 20 (1:1); d)
Eluicdo: ‘Gradiente de 30-50% de B em 10 min e uocrtinco por
10 min; e) Fluxo: 1,5 mi/min; f) Detec¢do: 220 nm.
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9. PERSPECTIVAS

Apresentamos nesta revisao, sem a pretensao de esgotar o
assunto, os pontos de maior relevancia no desenvolvimento da
sintese de peptideos. Embora o assunto tenha ja quase um sé-
culo de evolugio, os diferentes processos de sintese ainda re-
cebem intensa atencdo nos seus aspectos quimicos, bioquimi-
cos, farmacéuticos, de biologia molecular-¢ de automagao.

Este interesse estd relacionado ao grande envolvimento dos
peptideos em importantes processos bioldgicos, com apli-
cagles no diagnéstico, tratamento e prevengido de moléstias
tanto em medicina humana como veterindria.

Os métodos de sintese de peptideos em solucéo, fase sélida,
por enzimas ou DNA recombinante nio sio mutuamente ex-
clusivos, mas sdo processos que se completam e a escolha do
método depende do tamanho, composigdo e mesmo da estru-
tura tercidria do peptideo, além da escala de sintese e da ava-
liagao do custo financeiro de sua produgio.
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