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CHEMICAL AND ENZYMATIC PEPTIDE SYNTHESES: BASIC ASPECTS AND APPLICATIONS. This review begins with a
brief discussion of the biological importance and chemical features of peptides. A description of the existing synthetic methods

follows with emphasis on the basic aspects of the chemical and enzymatic syntheses. Techniques used to purify and characterize

the synthesized peptides are also discussed. Finally, a few applications of the final products in chemistry, biochemistry, immunology

and medicine are presented, such as identification and quantification of naturally occurring peptides, inspection of structure-

activity relationships, therapeutics, development and/or improvement of analytical techniques and search for new vaccines.
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A DIVERSIDADE FUNCIONAL E QUIMICA DOS
PEPTIDEOS

Os peptideos sdo biomoléculas que contém de dois a dezenas de
residuos de aminodcidos unidos entre si através de ligagdes peptidicas.
Se comparados as proteinas, sdo quimicamente mais versateis, pois
podem ser amidados ou esterificados em suas carboxilas terminais,
acetilados em seus grupos amino terminais, fosforilados ou sulfatados
em um ou mais residuos (serina, treonina ou tirosina), lineares, semi-
ciclicos (geralmente via uma ou mais ligacdes dissulfeto intra- ou
intercadeias peptidicas) ou ciclicos (via liga¢do entre 0s grupos amino
e carboxila dos aminodcidos terminais). Muitos contém um acido
piroglutamico como residuo N-terminal, outros apresentam D-
aminodcidos e outros, ainda, possuem aminodcidos nio usuais'.

Os peptideos sdo também extremamente diversificados em ter-
mos funcionais. Muitos atuam como hormonios ou fatores liberadores
destes, enquanto outros sdo neuropeptideos, neurotransmissores, to-
xinas, antibiéticos naturais, adocantes ou substratos de proteases.
Na verdade, varios deles fazem parte de nossas conversas sem que

Tabela 1. Diversidade funcional e quimica dos peptideos

nos apercebamos disto: é o caso do aspartame, da insulina, da
ocitocina e de diversas drogas comerciais, que consistem em antago-
nistas de peptideos naturais ou em inibidores de enzimas envolvidas
na sua produc@o e liberagéo no organismo**.

A Tabela 1 fornece alguns exemplos desta diversidade funcional
e quimica. Todo este conhecimento comegou a ser acumulado prin-
cipalmente a partir da década de 50, quando vdrios peptideos ativos
foram descobertos e tiveram as suas estruturas quimicas determina-
das. Foi o caso de diversos hormdnios que controlam o metabolismo
animal (glucagon e insulina, p.ex.) e de outros que desempenham
papéis especificos em nosso organismo (ocitocina, vasopressina € o
hormoénio estimulador de melandcitos, p. ex.)!.

Estas descobertas geraram um enorme interesse por esta classe
de compostos e por metodologias para seu isolamento, andlise, puri-
ficacdo, identificac@o e quantificagdo, as quais passaram a ser siste-
maticamente estudadas e aprimoradas. Em paralelo, deparou-se com
a necessidade de sintetizar estas moléculas e andlogos (derivados
com modificacdes pontuais) em escalas variadas, pois somente de
posse dos sintéticos poder-se-ia realizar os estudos fisiologicos, qui-

Nome Seqiiéncia Funcgiao Ref.
Angiotensina II Asp-Arg-Val-Tyr-Ile-His-Pro-Phe Hormonio hipertensor 5
Somatostatina ciclo(3-14) Ala-Gly-Cys-Lys-Asn-Phe- Fator inibidor da libera¢do de somatotropina 6

Phe-Trp-Lys-Thr-Phe-Thr-Ser-Cys

a-Conotoxina Iml

Fragmento 22-52 da
adrenomedulina humana

Gomesina

ciclo(2-8,3-14) Gly-Cys-Cys-Ser-Asp-
Pro-Arg-Cys-Ala-Trp-Arg-Cys-NH,

Thr-Val-Gln-Lys-Leu-Ala-His-Gln-Ile-
Tyr-Gln-Phe-Thr-Asp-Lys-Asp-lys-Asp-
Asn-Val-Ala-Pro-Arg-ser-Lys-Ile-Ser-Pro-
GlIn-Gly-Tyr-NH,

ciclo(2-15,6-11) p-Glu-Cys-Arg-Arg-Leu-

Cys-Tyr-Lys-Gln-Arg-Cys-Val-Thr-Tyr-
Cys-Arg-Gly-Arg-NH,

Bloqueador do receptor nicotinico de acetilcolina 7

no sistema nervoso central

Antagonista da adrenomedulina 8
(peptideo hipotensor)
Peptideo antibidtico de amplo espectro de acdo 9

*e-mail: mtmirand @iq.usp.br.
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micos, fisicos, farmacoldgicos, bioquimicos e clinicos de grande parte
dos peptideos conhecidos. De fato, boa parte das fontes naturais €
pobre nestes compostos, o que dificulta os isolamentos em quantida-
des suficientes a realizacdo destes estudos. Os exemplos que se se-
guem ilustram tal escassez: i) para a obtencdo de 5 mg de
somatostatina, hormoénio envolvido no controle do metabolismo ani-
mal, sdo necessarios 500.000 cérebros de carneiro'’; ii) 12 g de me-
dula adrenal originam 90 pmol de PAMP-12, peptideo de 20 residu-
os de aminodcidos com atividade hipotensiva'?; iii) 3,4 g de pele
seca do sapo marrom da montanha, R. ornativentris, fornecem 37 e
580 nmol dos peptideos antimicrobianos brevinina-20a e brevinina-
20b, respectivamente'?; iv) 6-10 caracéis marinhos Conus ventricosus
fornecem aproximamente 5 mg de veneno bruto contendo o
nonapeptideo “contryphan-Vn”'.

Os peptideos sintéticos passaram a servir como provas inequivo-
cas das identidades quimicas e dos papéis bioldgicos dos peptideos
naturais. Além disto, de posse deles poder-se-ia construir curvas-
padrdes (concentrag@o versus absor¢ao ou emissao de luz ou desen-
volvimento de coloracdo) que permitiriam quantificar os peptideos
correspondentes contidos em extratos brutos ou em fracdes obtidas
durante os seus isolamentos®. Assim, métodos eficientes de sintese
foram concebidos, estabelecidos e aprimorados. Conjuntamente, téc-
nicas envolvendo a manipulagio, sintese e clonagem de genes foram
sendo desenvolvidas.

METODOS DE SINTESE DE PEPTIDEOS

Atualmente, trés sdo os passiveis de serem empregados para a
preparacio destes compostos em nimero e escala variados: sintese
quimica, sintese enzimdtica (ou biocatalisada) e sintese via DNA
recombinante.

Sintese quimica

E assim denominada porque utiliza um reagente quimico para ati-
var o dcido carboxilico de um N“-acil-aminodcido ou N“-acil-frag-
mento peptidico (RCOOH, componente carboxilico, doador de acila
ou agente acilante), o qual sofre o ataque nucleofilico do grupo a-
amino de outro aminodcido ou fragmento peptidico C*-bloqueados
(H,N-R', componente aminico, receptor de acila ou agente nucleofilico)
resultando na formagdo da ligagdo peptidica entre eles (RCONHR',
Esquema 1). Neste caso, os grupos funcionais reativos que nao estao
diretamente envolvidos na formagdo da ligagio peptidica devem ser
previamente protegidos ou bloqueados. Assim, a sintese torna-se mais
controlada em relacgéio a possivel formagdo de subprodutos.
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Esquema 1. Representagdo geral da formagdo de uma ligagdo amida

Em sintese de peptideos, a formagdo de ligacdo amida entre dois
aminodcidos ou fragmentos peptidicos é chamada de acoplamento.
Existem trés diferentes maneiras de promover esta reagdo: a) o com-
ponente carboxilico € ativado (RCOX, X =Cl, N, OCOR) e exposto
ao componente aminico; b) o componente carboxilico ativado € iso-
lado e purificado previamente a sua amindlise (X = OR; ésteres de
pentafluorofenila, 2,4,5-triclorofenila, p-nitrofenila, p. ex.) e ¢) o agente
acilante é gerado no meio reacional em presenca do componente
aminico, pela adi¢do de um reagente ativador ou acoplador. Estes
acopladores incluem etoxiacetileno, as carbodiimidas [DIC: N,N’-

Quim. Nova

diisopropilcarbodiimida, DCC: N,N’-dicicloexilcarbodiimida e EDC:
1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida, p. ex.], sais de fosfonio
[BOP: hexafluorofosfato de benzotriazol-1-il-oxi-tris-(dimetil-
amino)fosfonio e PyBOP: hexafluorofosfato de benzotriazol-1-il-oxi-
tris(pirrolidino) fosfonio, p.ex.] e de urdnio [TBTU: tetrafluoroborato
de 2-(1-H-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametilurénio, HBTU:
hexafluorofosfato de 2-(1-H-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametil-
urdnio, HATU: hexafluorofosfato de 2-(1-H-7-azabenzotriazol-1-il)-
1,1,3,3-tetrametilurénio, PyAOP: hexafluorofosfato de 7-
azabenzotriazol-1-il-oxi-tris(pirrolidino) fosfonio, p. ex.]'.

A sintese quimica pode ocorrer em duas modalidades: em solu-
¢ao (sintese cldssica) ou na presenga de um suporte polimérico (sin-
tese de peptideos em fase sélida; SPFS). Na primeira, geralmente a
a-carboxila do receptor de acila € esterificada ou amidada. Na SPFS,
este grupo liga-se covalentemente ao suporte polimérico ou resina.
A sintese cldssica pode ocorrer na direcio N—C-terminal ou vice-
versa, enquanto que a SPFS geralmente ocorre na direcio do C—N-
terminal'”.

O Esquema 2 resume as modalidades e estratégias quimicas
empregadas. As estratégias sdo determinadas pelos tipos de proteto-
res dos grupos reativos dos aminodcidos envolvidos na sintese. De
fato, a estratégia Boc emprega a r-butiloxicarbonila, 1dbil ao dcido
trifluoroacético (TFA), para proteger o grupo o-amino dos doadores
de acila que t€m as suas cadeias laterais reativas bloqueadas por gru-
pos estaveis a este acido e ldbeis a dcidos inorgédnicos fortes ou
hidrogendlise. Estes protetores incluem a benziloxicarbonila, a
benzila e a tosila. No caso da sintese em solugdo, as carboxilas C-
terminais dos receptores de acila sdo geralmente esterificadas ou
amidadas (estdveis ao TFA). Na SPFS, a estratégia quimica Boc uti-
liza suportes funcionalizados por “handles” ou “linkers” que estabe-
lecem com a seqiiéncia peptidica ligagdes estaveis a exposi¢do ao
TFA e labeis a dcidos inorgénicos'®.

Solucdo Fase Sélida

1. Passo a passo
L |2.Condensacao
entre fragmentos
(sintese convergente)

I

1. Estratégia Boc
2. Estratégia Fmoc

Esquema 2. Modalidades e estratégias da sintese quimica

A estratégia Fmoc emprega a 9-fluorenilmetoxicarbonila, esta-
vel ao TFA e 1abil a bases organicas, como protetor do grupo o-
amino dos doadores de acila, que tém as suas cadeias laterais reativas
protegidas por grupos estdveis a base empregada e ldbeis ao TFA.
Estes protetores de cadeia lateral incluem a t-butiloxicarbonila, o
tritil e a ¢-butila. No caso da sintese em solucdo, as carboxilas
C-terminais dos receptores de acila sdo geralmente esterificadas ou
amidadas (estdveis a base e labeis ao TFA). Na SPFS, a estratégia
quimica Fmoc utiliza suportes funcionalizados por “handles” ou
“linkers” que estabelecem com a seqiiéncia peptidica ligacdes estd-
veis a bases orgénicas e ldbeis ao TFAY.

A Tabela 2 exemplifica algumas das resinas empregadas na SPES
via estratégia Boc e Fmoc para obtencao de peptideos de C-terminal
dcido, éster ou amida. Esta modalidade ¢ a mais empregada para a
obtencdo de peptideos sintéticos, devido a sua praticidade, rapidez e
possibilidade de automatizacio. Ela apresenta ainda outras possibi-
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Tabela 2. Exemplos de resinas empregadas em SPFS com o seu respectivo grupo funcional, que conecta o peptideo ao suporte polimérico ®

Resina Condicdes de clivagem C-terminal resultante
Merrifield (cloreto de metilfenila) HF acido
CICH
PAM (4cido 4-hidroximetilfenilacético) HF, acido
o TFMSA?
HOCHZ—@CLN*C TMSOT(®
H, H H,
KOR (oxima de 4-nitrobenzofenona) HF
HOPip©, acido
HO—N= O ® AA“N(nBu) 4, amida
H N-CH(R)COX® éster
O H,N-peptideo-COX*
NO,
SASRIN™ (dlcool 2-metoxi-4-alcoxibenzilico) TFA diluido acido
CH,0
HOCHZ—GOCH
cloreto de 2-clorotritila TFA acido
AcOH
oI (o
Cl
MBHA (4-metilbenzidrilamina) HF amida
TEMSA?
HN O ® TMSOT{®
O HBr/TFA
CH,
SAMBHA (4-succinilamino-2,2’,4’-trimetoxibenzidrilamina) TFA amida

NHCO(CHZ)ZCONHCHZ—®

OCH,

®: co-polimero de poliestireno e divinilbenzeno (1-2%); *4cido trifluorometanosulfonico, °trifluorometanosulfonato de trimetilsilila, ©1-

hidroxipiperidina, ‘AA: aminodcido, °X: NH,, OR.

lidades que estdo apresentadas no Esquema 3: sintese individual, em
paralelo ou mdltipla® (gera dezenas a milhares de peptideos, que
tem sua estrutura e localizag@o definidas e podem ser confirmadas
por técnicas analiticas) e sintese via quimica combinatéria ou bibli-
otecas (que produz milhares a milhdes de peptideos)?'.

A constru¢do individual da cadeia peptidica em solucdo ou so-
bre uma fase sélida pode se dar passo a passo (aminodcido por
aminodcido) ou por condensagdo entre fragmentos de cadeias late-
rais protegidas previamente sintetizados, purificados e caracteriza-
dos quimicamente (sintese convergente).

Independentemente da modalidade, estratégia quimica ou do fato
de a sintese ser feita individual ou paralelamente, a etapa final do
processo sintético via método quimico refere-se a desprotecdo total
da seqiiéncia em meio 4cido (remocdo de todos os grupos proteto-
res) para a produ¢do do peptideo bruto livre que deverd ser devida-
mente analisado, purificado e caracterizado quimicamente. No caso
da SPFS, esta etapa ocorre simultaneamente a clivagem do peptideo
do suporte polimérico funcionalizado®.

A SPFS esta bem estabelecida e, em principio, € aplicdvel a qual-
quer seqiiéncia. Por sua concepgdo, R. B. Merrifield foi agraciado
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Sintese em Fase Sélida

Passo a passo

‘ Condensacao entre fragmentos‘

1. Individual Bibliotecas Individual
2. Multipla
‘ 1. Manual
Semi-automatica 2. Semi-automatica
1. Manual

2. Automética ‘
1. N°-acil-fragmento1 + fragmento2-®

2. N“-acil-fragmento1-® + fragmento2

Esquema 3. Diferentes abordagens dentro da SPFS

com o Nobel de Quimica em 1984. Na realidade, entretanto, esta
metodologia ainda apresenta varios problemas de dificil solugdo, tais
como racemizagdo dos doadores de acila quando na sua ativacdo e
acoplamento, agregag¢do das cadeias peptidicas em crescimento, int-
meras reagdes secunddrias e baixos rendimentos de obtencdo de de-
terminados peptideos longos (> 25-30 residuos). Assim sendo, mui-
tos laboratérios ao redor do mundo se dedicam a busca do aprimora-
mento e agilizagdo desta metodologia sintética® ou a sua adequagio
a determinadas seqiiéncias®.

Sintese enzimatica ou biocatalisada

Neste método a formagdo da ligagdo peptidica ndo mais ¢ medi-
ada por um reagente quimico, mas sim por uma enzima em sua for-
ma livre ou imobilizada®. Da mesma forma que a sintese quimica,
esta também pode ser realizada passo a passo ou via condensacio
entre segmentos peptidicos preparados previamente® (Esquema 4).

‘ Sintese Enzimatica ‘

Manual

Substrato de Substrato de a-Carboxila
a-Carboxila Livre Esterificada
[ I
Termodinamicamente Cineticamente

controlada controlada
L 1. Passo a passo J
2. Condensacéo entre
fragmentos

Esquema 4. Modalidades e estratégias da sintese enzimdtica

As proteases, enzimas responsdveis pela quebra da ligacio
peptidica in vivo, foram inicialmente eleitas como os catalisadores
mais adequados. Dentre as mais utilizadas estdo a termolisina®, a
pepsina®, a subtilisina®, a tripsina®=%3! a a-quimotripsina®, a
papaina®, a clostripaina® e a carboxipeptidase-Y*. Entretanto, a
observacdo de que, simultaneamente a catélise da sintese de ligacio
peptidica, estas enzimas mediavam a hidrdlise secundéria do peptideo
formado ou dos fragmentos peptidicos reagentes® levou a busca de
outros biocatalisadores que exibem atividade esterdsica sem apre-
sentar atividade amiddsica e, se possivel, que também aceitem D-
aminodcidos e aminoacidos ndo usuais. Dentre eles estdo as lipases,
esterases que catalisam a hidrélise de triacilglicerdis in vivo com
geracdo de mono e diglicerideos, glicerol e dcidos graxos livres. As
mais utilizadas tém sido a de pancreas de porco®, de Candida
cilindracea® e a de Pseudomonas sp.*'.

A sintese enzimdtica de peptideos oferece vantagens em relag@o a
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quimica, tais como: i) elevada estereo- e regiosseletividade; ii) ausén-
cia de racemizacdo e de outras reacdes secunddrias tipicas da sintese
quimica; iii) protegdo parcial dos substratos; iv) tolerdncia a presenga
de 4gua nos meios reacionais; v) possibilidade de emprego de reatores
para a producdo em larga escala e vi) barateamento do processo. Por
outro lado, o fato de ndo existir uma enzima universal faz com que a
metodologia ndo seja geral ou aplicavel a qualquer seqiiéncia peptidica
e que ainda continue a ser objeto de pesquisa e desenvolvimento®+.

As abordagens experimentais exploradas para se conseguir a for-
macdo de uma ligacdo peptidica mediante catdlise por uma enzima ba-
seiam-se em simples inversao da rea¢ao de hidrdlise, amindlise de amidas
(também chamada de transpeptidagdo) e amindlise de ésteres. A inver-
sdo da hidrélise e a amindlise de amidas sdo reversiveis e, portanto,
termodinamicamente controladas. A amindlise de ésteres € irreversivel,
podendo assim ser considerada cineticamente controlada®.

Inversdo da hidrolise da ligacdo peptidica

Em solucdo aquosa a hidrélise da ligagdo peptidica processa-se
em duas etapas distintas (Esquema 5): a formagdo de produtos ndo
ionizados, endergonica (AG,, >0), e a etapa de ionizagdo e solvatacio
destes produtos, exergdnica (AG, <0). Uma vez que nestas condi-
¢oes o valor do AG, A € maior do que o do AG,, a hidrélise da liga-
¢do peptidica € termodinamicamente favorecida.

NHX' 2

1
H 2 NHX R
] N cox protease
R)ﬁ( Y +H.0 )\ + )\ 2
2

1
5 i R COH HN COX

NHX' N R’
R1)\ +)\cox2

COO H,N

X' = cadeia peptidica ou blogueador do N-terminal ( Ph-CH,-O-CO-, t-Bu-0-CO-, p.ex.)
X2= cadeia peptidica ou bloqueador do C-terminal (t-Bu, Ph-CH,-, Ph-NH-NH-, p.ex.)
R, R2 = cadeias laterais dos aminoécidos

Esquema 5. Sintese enzimdtica de peptideos por inversdo da hidrolise da
ligagdo peptidica

Portanto, para promover a inversao da reacdo de hidrdlise (sinte-
se representada pela curva A da Figura 1) € necessdrio diminuir a
barreira energética correspondente a etapa de ioniza¢do dos grupos

Produto formado

Tempo

Figura 1. Sintese de peptideos em condigoes termodindmica e cineticamente
controladas. (A) Sintese de peptideos via inversdo da reagdo de hidrolise
ou por transpeptidacdo catalisada por proteases, (B) sintese de peptideos
via amindlise de ésteres catalisada por proteases em meio contendo dgua,
(C) sintese de peptideos via amindlise de ésteres catalisada por lipases em
meio contendo dgua e (D) sintese de peptideos via amindlise de ésteres
catalisada por lipases ou proteases em meio anidro
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a-amino e carboxila dos substratos. Isto é conseguido por blo-
queamento destes grupos, adicdo de solventes organicos ao meio
reacional (ambos provocam a alteracdo dos valores de pKa dos gru-
pos ionizdveis e, conseqiientemente, a diminuigdo do valor do AG, ),
uso de excesso de um dos substratos (deslocamento do equilibrio da
reagdo para o sentido de sintese pela lei de acdo das massas) e/ou
remocao do produto do meio reacional por precipitagio, extracio ou
interagdo com um “trap” molecular especifico. O emprego de altas
porcentagens de solventes organicos leva a reducio da possibilidade
de hidrdlise secunddria dos reagentes ou do produto formado e, tam-
bém, a alteragdes benéficas nas propriedades do biocatalisador (ati-
vidade, estabilidade e/ou especificidade)?*3!4,

Transpeptidagdo

Na transpeptidacdo (Esquema 6) ocorre a quebra da ligacio
peptidica existente, com formagao do intermedidrio ativo acil-enzima.
A presenca de um nucledfilo (peptideo ou aminodcido bloqueado
em sua a-carboxila) propicia o ataque a este intermedidrio e conse-
qiiente formagdo da nova ligagdo peptidica®.

1
NHX - NHX R2
Fg)ﬁ(N COX )\ + )\

N R COE H,N COX

NHX

3
R COX3

1%“ cox® j\z
R + L+ E
T HN" >cox

o R 2
X' = cadeia peptidica ou bloqueador do N-terminal ( Ph-CH,-0-CO-, t-Bu-0-CO-, p.ex.)
X2, X3= cadeia peptidica ou bloqueador do C-terminal ( t-Bu, Ph-CH,-, Ph-NH-NH-, p.ex.)

R, R2, R3= cadeias laterais dos aminoacidos
E = protease

Esquema 6. Sintese enzimdtica de peptideos por transpeptidacdo

Da mesma forma que na inversdo da reacio de hidrdlise, para
deslocar o equilibrio da reacdo para o sentido da sintese € necessdrio
recorrer a protecdes dos grupos o-amino e carboxila dos substratos,
adicionar solventes orginicos aos meios reacionais, usar excesso de
um dos substratos e/ou promover a remog¢ao dos produtos dos meios
reacionais. O comportamento cinético de formacao do produto tam-
bém pode ser representado pela curva A da Figura 1.

Sempre que o meio contiver dgua também é possivel gerar
subprodutos resultantes de hidrélise da ligacdo amida dos substratos
ou produto®.

Amindlise de ésteres

A hidrdlise de um éster de aminodcido ou peptideo protegido em
seu grupo o-amino e esterificado em sua o-carboxila por uma esterase
também ocorre em duas etapas (Esquema 7): a formagdo do interme-
didrio ativo acil-enzima com liberacdo para o meio reacional do dlcool
correspondente e o ataque nucleofilico do intermedidrio pela dgua.

Como esta tltima consiste na etapa limitante do processo, pode-
se promover a formacdo de uma liga¢do peptidica pela simples adi-
¢do de um aminoécido ou peptideo de a-amino livre e C-terminal
bloqueado ao meio reacional (componente aminico). De fato, nestas
condi¢des deverd ocorrer a competi¢do entre a dgua e este novo
nucledfilo pelo ataque ao intermedidrio acil-enzima* (curva B e C
da Figura 1). Assim, a natureza do éster empregado™, a nucleofili-
cidade e concentracdo do componente aminico sdo os fatores
determinantes da reac@o de sintese ou de hidrélise em questdo.
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1

NHX ﬁ%
E
1 1 + HOR
COR R” COE
2
R
)\ 2 H,O
H N COX

2

o R2 NHX"

1
1
X HN%NJ\coxﬁ E R)\COOH +E
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X' = cadeia peptidica ou blogueador do N-terminal ( Ph-CH,-O-CO-, t-Bu-0-CO-, p.ex.)
X2= cadeia peptidica ou bloqueador do C-terminal (t-Bu, Ph-CH,-, Ph-NH-NH-, p.ex.)
R, R2= cadeias laterais dos amino&cidos

R = Me, Et, Bz, tBu

Esquema 7. Sintese enzimdtica de peptideos por amindlise de ésteres

Sob o ponto de vista do catalisador, se for usada uma protease
em meio reacional contendo dgua, poderdo ocorrer a sintese da amida
e as hidrdlises do éster e/ou da prépria ligagio peptidica recém-for-
mada (curva B da Figura 1). Se for utilizada uma esterase sem ativi-
dade amiddsica em meio reacional aquo-organico, € possivel ocorrer
a sintese da ligagdo peptidica e a hidrdlise do éster do componente
carboxilico** (curva C da Figura 1).

Assim sendo, a formacgdo da ligacdo peptidica segundo a
amindlise de ésteres, estratégia cineticamente controlada (curvas B,
C e D da Figura 1) é, em geral, mais rdpida’” que segundo a inversdo
da hidrélise ou transpeptidagdo, estratégias termodinamicamente
controladas (curva A da Figura 1)*273%,

Pelo exposto acima fica evidente que o rendimento da reagdo da
sintese enzimadtica de ligacdo peptidica €, em linhas gerais, forte-
mente influenciado pelos seguintes fatores: natureza da enzima, pre-
senca ou ndo de dgua, solvente organico empregado, tipos/concen-
tracdes/solubilidades dos substratos e tipo/solubilidade do produto.
Por esta razdo, para maximizar os rendimentos de sintese recomen-
da-se: i) escolher o biocatalisador baseando-se nas suas especifi-
cidades primdria e secunddria, a fim de assegurar sua maior interacio
com os substratos*’; ii) empregar cosolventes organicos para alterar
as propriedades dos substratos, diminuir a atividade amiddsica de
proteases® e alterar as especificidades ou mesmo aumentar as ativi-
dades das enzimas®; iii) usar sistemas congelados (temperaturas de
reacdo inferiores a —10 °C) a fim de minimizar a atividade da dgua®;
iv) utilizar substratos miméticos*™' e v) empregar lipases em meios
bifésicos especificos propicios a estas enzimas e a ocorréncia de sin-
tese?”%,

Sintese via tecnologia do DNA recombinante

Utiliza todos os métodos modernos de clonagem e expressiao
génica via microorganismos modificados, podendo produzir um
peptideo recombinante ou vdrios deles simultaneamente. A grande
maioria dos laboratérios utiliza bactérias como sistemas de expres-
sdo (seres procaridticos desprovidos do aparato bioldgico necessa-
rio a introdugdo de modificagdes pos-tradugdo nas seqii€ncias
peptidicas recém-produzidas)®?. Outros empregam a técnica de “phage
display” em que o peptideo desejado € secretado, mas se mantém
ligado ao organismo (fago) que o produz®*. Em ambos o0s casos, sdo
gerados peptideos contendo apenas os aminodcidos proteinogénicos
ndo modificados. Relativamente a sintese quimica, ¢ ainda muito
menos empregada para a preparagdo de peptideos de até 40 residuos
de aminodcidos contendo modifica¢des quimicas (amidacao,
fosforilacdo, sulfatacdo, acetilacdo ou ciclizagdo).



786 Machado et al.

Para finalizar € preciso lembrar que: 1) com a automatizagéo da
sintese em fase s6lida'®, a adaptacdo dos equipamentos para sinteses
multiplas, o desenvolvimento dos métodos para a quimica combi-
natéria® e o aprimoramento das técnicas de biologia molecular®, os
peptideos sintéticos passaram a ser extensivamente produzidos e em-
pregados como ferramenta de pesquisa em dreas variadas e 2) inde-
pendentemente do método de sintese empregado, estes compostos
sdo invariavelmente obtidos nas formas bruta ou precursora. Assim,
obrigatoriamente eles devem ser manipulados, purificados e caracte-
rizados quimica e biologicamente. Sem estas etapas, que permitem
avaliar suas homogeneidades quimicas, determinar suas concentra-
coes efetivas e confirmar as suas identidades, os peptideos deixam
de ser materiais confidveis para aqueles que pretendem estuda-los
ou consumi-los.

Um outro ponto importante a ser mencionado € o fato de as sin-
teses em fase s6lida e enzimdtica convergentes utilizarem como
reagentes fragmentos peptidicos distintos. Para a SPFS convergente
devem ser empregados fragmentos N“-acilados totalmente protegi-
dos nas cadeias laterais reativas dos aminodcidos® (Boc-Ser(Bzl)-
Pro-Glu(OBzl)-Ala, p. ex.). Ja para a sintese enzimdtica convergen-
te, estes devem ser N%-acilados e esterificados na a-carboxila 37 (Boc-
Ser-Pro-Glu-Ala-OMe, p. ex.). Os estudos que relatam sinteses des-
tes compostos indicam que elas sdo bastante trabalhosas e que as
metodologias empregadas ndo sdo igualmente eficientes para todas
as sequiéncias. Assim, novas alternativas metodoldgicas tém sido
buscadas. E o caso dos trabalhos de Moraes e colaboradores que
prepararam segmentos peptidicos como os exemplificados acima via
hidrélise ou alcodlise do éster de oxima formado entre a resina de
Kaiser e os peptideos correspondentes®’.

PURIFICACAO DOS PEPTIDEOS SINTETICOS

Para uso clinico, consumo alimentar, realizacdo de determina-
dos testes bioldgicos e estudos estruturais ou que explorem a relacéo
estrutura-atividade, sdo requeridos peptideos com purezas iguais ou
superiores a 95%. Assim, tornou-se muito comum combinar técni-
cas cromatogrificas de baixa, média e alta resolugdo para obter
peptideos sintéticos com esta qualidade.

As cromatografias liquidas de fase reversa, troca idnica, exclu-
sdo e de afinidade sdo as mais utilizadas na andlise e purificagdo dos
produtos brutos obtidos a partir das sinteses quimica e enzimatica.
Nas ultimas décadas, a cromatografia liquida de fase reversa (RP-
HPLC) tornou-se a técnica preferida®.

A RP-HPLC baseia-se na adsor¢do dos peptideos sintéticos a
uma matriz estaciondria hidrofébica [silica derivatizada pela intro-
dugdo de cadeias alquilicas, tais como n-butila (C,), n-octila (C,),
n-octadecila (C ), fenila, ciclohexila e outros™], bem como na parti-
¢do destes solutos entre esta matriz e a fase movel ou eluente. A fase
moével geralmente empregada € dcida e com baixa forga i6nica. Sdo
utilizados gradientes de dois eluentes: um deles € dgua acidulada
com 4cido trifluoroacético (TFA), fosférico, perclérico, acético ou
hepta-fluorobutirico (solvente A) e o outro € constituido por A e
metanol, acetonitrila (ACN), 1- ou 2-propanol. O 4cido utilizado
determina o contra-fon do sal formado entre os grupos NH,* do(s)
peptideo(s), o que afeta a elui¢do dos componentes da amostra
cromatografada. Para a detec¢do recomenda-se o uso dos seguintes
comprimentos de onda: 210-225 ou 275-280 nm.

A purificacdo pode ser executada em escala preparativa (gra-
mas) ou semipreparativa (100 mg de amostra bruta). A escala anali-
tica (até 1 mg de peptideo bruto) € usada na defini¢do das condigdes
da escala preparativa e subseqiiente andlise das fragdes obtidas du-
rante a purificagdo.

A Figura 2 mostra perfis cromatograficos de RP-HPLC obtidos

Quim. Nova

em nosso laboratério em analises comparativas das formas bruta (A)
e purificada (B) de um andlogo sintético de um fragmento do fator
de crescimento de fibroblastos humano. A purificacdo foi feita em
escala semipreparativa com cortes manuais € monitoramento por RP-
HPLC analitica das fragdes obtidas®.

A B

12 11123 14,1

JLUK I S

Tempo (h)
Figura 2. Perfis de RP-HPLC do peptideo sintético ciclo(1-5)Ac-Asp-Lys-
Lys—His-Dbu—Glu—Lys—Asn—Trp—Phe—NH2 bruto, t,:]2,3 min, (A) e dele
purificado (B). Condi¢des analiticas: coluna Vydac C,y fluxo: ImL/min;
solvente A: fosfato de trietilamina (TEAP), solvente B: 60% ACN/TEAP;
gradientes lineares: 5-95% de B em 30 min (A); 15-35% de B em 20 min
(B). Dbu: dcido diaminobutirico

[ADS]5201m

E importante esclarecer que o monitoramento da purificacio pode
ser obtido via RP-HPLC acoplada a espectrometria de massas com
ionizag@o por “electrospray” (LC/ESI-MS)®!. Neste caso, determi-
na-se simultaneamente a qualidade e a identidade das diferentes fra-
¢des.

CARACTERIZACAO DOS PEPTIDEOS SINTETICOS
PURIFICADOS

Previamente a determinagdo da sua estrutura, o sintético purifi-
cado deve ser analisado quanto a sua homogeneidade quimica. Como
ja citado, o grau de pureza desejavel depende do tipo de uso que o
sintético terd. De fato, existem aplicacdes em que valores entre 75 e
85% sdo perfeitamente tolerdveis e outras, em que ndo devem ser
inferiores a 95%.

Este tipo de avaliagdo € geralmente conseguida através de andlises
por cromatografia liquida de alta eficiéncia?’*% e eletroforese capilar
(CE)®. No primeiro caso, determina-se o tempo de retengdo em con-
digdes analiticas variadas (diferentes gradientes empregando diferen-
tes eluentes e/ou colunas). A mobilidade eletroforética ¢ obtida por
CE, que funciona como método analitico complementar a RP-HPLC.
Tanto o cromatdgrafo liquido quanto o equipamento de CE podem
estar acoplados a um espectrometro de massas do tipo ESI-MS®¢4, A
comparagio dos resultados encontrados nestas analises com aqueles
dos sintéticos brutos indicam se a sintese/purificacdo foram bem suce-
didas e o grau de confiabilidade do material sintético.

No caso do grau de pureza ter sido determinado apenas por RP-
HPLC e CE, o sintético a ser caracterizado deve obrigatoriamente
ser analisado por diferentes tecnologias ou modalidades de
espectrometria de massas: ESI-MS, “Fast Atom Bombardment Mass
Spectrometry” (FAB-MS; ionizag¢@o via bombardeamento rapido de
atomos) e “Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization Mass
Spectrometry” (MALDI-MS; ionizagéo via dessor¢@o por laser)®.

A determina¢@o da composi¢do de aminoacidos € de fundamen-
tal importancia para a caracterizaciao quimica de um sintético corres-
pondente a um peptideo biologicamente ativo, ja que ela fornece o
seu conteddo peptidico. Este tipo de andlise compreende duas etapas
distintas: hidrélise total e andlise do hidrolisado por RP-HPLC ou
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HPLC de troca i6nica. A ultima consiste em separar/derivatizar ou
derivatizar/separar os aminodcidos do hidrolisado para a sua detec¢do/
identificacdio. A ordem € definida pelo tipo de derivatizagdo empre-
gado: pré- ou pds-coluna®.

O seqiienciamento via degradacdo de Edman® ou por
espectrometria de massas com fragmentacdo (FAB-MS/MS e ESI-
MS/MS)? é opcional, sendo, porém, altamente recomenddvel quan-
do o peptideo sintético € longo (> 25-30 residuos).

A ressonancia magnética nuclear (RMN) de alta resoluc@o € outra
técnica analitica importante para a caracterizagdo dos peptideos sinté-
ticos. A 'TH-RMN bidimensional é a mais empregada. Pode-se tam-
bém utilizar as de '*C e N. O objetivo deste tipo de caracterizacdo
ndo ¢ apenas a identificagdo estrutural, mas também a investigag¢do do
comportamento conformacional destas biomoléculas em solugdo, na
auséncia ou presenga de receptores proteicos ou micelas. De fato, os
avangos técnicos das dltimas décadas viabilizaram a realizac@o de ex-
perimentos que permitem identificar intera¢des intramoleculares en-
tre dtomos unidos por ligagdo quimica ou simplesmente préximos,
devido a uma organiza¢io molecular tridimensional®.

EXEMPLOS DE APLICACAO DOS PEPTIDEOS
SINTETICOS PURIFICADOS E CARACTERIZADOS

Um ntmero incontdvel de peptideos biologicamente ativos foi
sintetizado nos ultimos cinqiienta anos. Parcela majoritdria refere-se
a sintéticos obtidos pelos métodos quimico (em solucéio ou em fase
s6lida), enzimdtico ou combinag@o de ambos (semi-sintese) com vis-
tas a realizag@o de pesquisa cientifica em diferentes dreas®, ao uso
terapéutico, alimentar, a produ¢do de vacinas ou, ainda, como blo-
cos construtivos de outras moléculas com agéo biolégica™.

Na impossibilidade de detalhar todas as possiveis aplicagdes,
comentamos abaixo alguns exemplos.

Identificac@o e quantificacio de peptideos biologicamente
ativos conhecidos

Os peptideos de estruturas conhecidas podem ser detectados e
quantificados via HPLC ou CE em amostras provenientes de animais,
plantas e microorganismos ou, ainda, em misturas brutas resultantes
do processo sintético. Ambas as técnicas analiticas demandam o uso
de padrdes (geralmente peptideos sintéticos) caracterizados quimica e
biologicamente”. De fato, peptideos idénticos apresentam as mesmas
propriedades quimicas, fisicas e bioldgicas e, como conseqiiéncia,
comportamentos cromatograficos e eletroforéticos idénticos.

Exploracio da relaciio entre a estrutura e a atividade bioldgica
de peptideos

Os peptideos podem ser rapidamente hidrolisados em presenga
das proteases presentes em nosso organismo. Por esta razdo, é que
eles podem apresentar baixa atividade oral e plasmatica. Outras ca-
racteristicas relacionadas a dificuldade de transporte, excre¢ao rapi-
da pelo figado ou rins e baixa seletividade podem também dificultar
sua utilizacdo em terapéutica’.

Este conhecimento tem impulsionado a realizacdo de estudos
que através de delegdo, adicdo e modificacdo racional da seqiiéncia
de aminodcidos, grupos ionizdveis e/ou esqueleto peptidico visam
desenvolver andlogos de peptideos biologicamente ativos com pro-
priedades fisicas e quimicas capazes de agonizar ou antagonizar as
suas acOes, aumentar ou diminuir as suas poténcias e alterar as suas
estabilidades frente a proteases e/ou seletividades. Este tipo de estu-
do € chamado de exploragdo da relacdo-estrutura atividade (SAR) e
depende exclusivamente da sintese de peptideos. Muitas vezes, en-
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tretanto, o estudo de SAR de um peptideo biologicamente ativo tem
como Unico objetivo elucidar o modo de agdo do mesmo.

Em linhas gerais, os andlogos sintéticos sdo inicialmente obtidos
para determinar a contribui¢io individual de cada um dos aminoédcidos
da seqiiéncia natural na expressdo da atividade bioldgica. Em etapa
posterior, eles definem como as cadeias laterais essenciais a atividade
devem estar dispostas espacialmente™. O ponto final € a obtenc@o,
mediante sinteses individuais e paralelas ou pela quimica combinatéria,
de estruturas parcial ou totalmente isentas de esqueleto peptidico
(peptidomiméticos), que possam ser usadas como drogas™.

A exploragdo de SAR de vérios hormonios peptidicos tem gera-
do compostos comerciais utilizados em terapéutica”. Recentemen-
te, também os peptideos antimicrobianos passaram a ser estudados
usando esta abordagem’®”’.

Terapéutica

Atualmente, os peptideos sintéticos usados para fins terapéuticos
movimentam 13 bilhdes de délares em um mercado que cresce 10%
ao ano®. O hormdnio ocitocina, primeiro peptideo biologicamente
ativo sintetizado quimicamente a ser comercializado, ocupa posi¢io
de destaque por ser o principio ativo de medicamentos empregados
no controle do trabalho de parto’™. Os anélogos do fator liberador do
hormonio luteinizante (LHRH) com ag@o agonista ou antagonista
(leuprolide, goserelina e cetrorelix) tém sido usados no tratamento
de determinados tipos de cincer hormdénio-dependentes™. Os
inibidores da enzima conversora de angiotensina (ACE, envolvida
na producdo do hormdnio hipertensor angiotensina) enalapril e
lisinopril vém sendo empregados para a producdo dos anti-hiper-
tensores Zestril e Prinivil®. Até hd poucos anos atrds, a insulina huma-
na semi-sintética, obtida através da transpeptidagdo enzimadtica da in-
sulina de porco®, era empregada no tratamento de diabetes tipo L.

Na tltima década, os sintéticos correspondentes a peptideos
antimicrobianos®' e conotoxinas® naturais também tém sido testa-
dos, devido ao seu enorme potencial em auxiliar no tratamento de
determinadas infec¢des, doengas parasitdrias e regeneracio de feri-
das, bem como reduzir tumores.

Desenvolvimento, aprimoramento e aplicabilidade de métodos
analiticos

Grande parte das tecnologias atuais de separacdo, andlise,
quantificagdo e identificagdo de peptideos foram estabelecidas em-
pregando peptideos sintéticos de seqiiéncias, tamanhos e estabilida-
des quimicas variadas. Dentre elas estdo as cromatografias liquidas
de alta e média eficiéncias (HPLC e FPLC, respectivamente), a
eletroforese capilar (CE), a espectrometria de massas (MS) e seu
acoplamento com a HPLC e/ou CE e, finalmente, as 'H- ¢ *C-RMN
de alta resolugdo.

Invariavelmente, os estudos realizados objetivavam agilizagdo,
adequacdo e/ou aumento de eficiéncia, praticidade e aplicabilidade
destes métodos. Como exemplos podem-se citar: i) estudos de efei-
tos de diferentes tampdes na eficiéncia de purificagdo por RP-HPLC
e andlise por CE de peptideos sintéticos brutos®?; ii) obtencdo de
equagdes matematicas para prever condicdes Otimas de separagdo,
por HPLC e CE, de misturas complexas de peptideos’; iii) estudos
do processamento de neuropeptideos sintéticos administrados por
via intravenosa ou adicionados a amostras de plasma humano, usan-
do ESI-MS*; iv) estudos de separacdo por MALDI-MS e ESI-MS
entre fosfopeptideos e seus correspondentes nio fosforilados®; v)
uso de hormonios peptidicos comerciais para estabelecer condi¢des
analiticas de separagdo e identificacdo por LC/ESI-MS de amostras
brutas bioldgicas ou oriundas de sinteses® e vi) estudo empregando
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dipeptideos e angiotensina II sintéticos, com vistas a estabelecer meto-
dologia alternativa de andlise de peptideos precariamente detectdveis
pelas técnicas convencionais®’.

Particularmente interessante € o exemplo da adequacéo do teste
ELISA (“Enzyme-Linked Immunosorbent Assay”), baseado na
interacdo antigeno-anticorpo, para a detec¢do do virus da anemia
infecciosa eqiiina, em amostras de soros coletados em dreas
endémicas. Esta primeira tentativa de obtengdo de um “kit” diagnds-
tico s6 foi possivel gracas ao uso de peptideos sintéticos derivados
de proteinas superficiais do virus®.

Imunologia

Nas décadas passadas, os peptideos sintéticos foram amplamen-
te usados como imundégenos e na preparacdo de “kits” de diagnosti-
cos® mas, nos dltimos anos, surgiu o interesse em tentar controlar
alergias, doengas infecciosas e crescimento de determinados tumo-
res através de vacinas constituidas por estas biomoléculas. E o caso
do sarampo®, da maldria®, da infecgdo causada pelo virus sincitial
respiratério humano®” e de melanoma®.

Os sintéticos empregados como candidatos potenciais de vacinas
geralmente correspondem a fragmentos derivados de epitopos de pro-
tefnas antigénicas especificas™, a peptideos que induzem resposta imune
invitro e in vivo frente a carboidratos ou, ainda, a peptideos ramificados
compostos de um esqueleto de lisinas ou de 3-Ala-Lys, em cujos gru-
pos g-amino se ligam fragmentos de epitopos de proteinas antigénicas
especificas (MAPs - “multiple antigenic peptide”)®.

CONCLUSAO

As sinteses quimica e enzimatica sdo ferramentas essenciais na
obtencdo de peptideos. A primeira, bem estabelecida e mais geral, €
susceptivel a racemizagdo. A outra, ainda pouco explorada e mais
especifica, € enantiosseletiva. Ambas apresentam vantagens e pro-
blemas a serem solucionados. Invariavelmente, os sintéticos produ-
zidos necessitam ser analisados, purificados e caracterizados quimi-
camente. Uma vez purificados, podem ser usados com diferentes
propésitos, os quais se enquadram em diferentes dreas da ciéncia e
no nosso cotidiano.
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